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RESUMO

PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS FUNGICOS A PARTIR DA FERMENTACAO
SUBMERSA DE Phoma dimorpha

AUTORA: Luciana Luft
ORIENTADOR: Prof. Dr. Marcio Antonio Mazutti

Pesquisas com fungos estéo crescendo devido aos possiveis bioprodutos oriundos de seu cultivo, bem como
as suas diferentes aplicabilidades. Biopolimeros fungicos podem ser produzidos a partir do processo de
fermentagdo desses microrganismos. Estratégias alternativas para a obtengdo desses compostos, 0S quais
apresentam caracteristicas de biocompatibilidade e biodegrabilidade, sdo extremamente necessarias. Estudos
demonstram que espécies do género Phoma sdo fontes de biopolimeros bioativos com diversas atividades
especificas. A espécie Phoma dimorpha vem se destacando por apresentar relevante potencial herbicida, no
entanto, pesquisas referentes a producéo de biopolimeros por essa espécie ndo foram encontradas. Em vista
disso, o objetivo deste trabalho foi investigar o potencial de producéao de biopolimeros intra e extracelulares
a partir da fermentacéo submersa do fungo Phoma dimorpha. As condic6es da fermentacdo (meio de cultivo
e parametros do processo) foram definidas em estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa. A
primeira etapa experimental consistiu na concentracdo (membranas e adsor¢do) e recuperagdo dos
biopolimeros extracelulares (precipitacdo &cida). Na segunda etapa, a extragdo e a caracterizacdo dos
biopolimeros intracelulalres foram realizadas. Diferentes métodos, tais como extragao assistida por ultrassom
(com sonicacdo direta e indireta) e extracdo com agua quente pressurizada, foram avaliados em comparacao
com um método de extracdo convencional (agua quente). A caracterizagdo estrutural, a solubilidade, o indice
de emulsificacdo e a capacidade de retencdo foram realizadas. E na terceira etapa, a producéo de biopolimeros
extra e intracelulares foi avaliada com a adigdo de diferentes fontes de carbono na fermentacdo (glicerol
bruto, farelo de arroz e residuo de cervejaria), assim como o efeito nas propriedades do caldo bruto (pH,
densidade, tensdo superficial e atividade herbicida) e no indice de emulsificacdo dos compostos. A partir dos
experimentos de concentracdo, verificou-se um aumento de aproximadamente 40% na concentragdo de
biopolimeros e uma diminui¢do em torno de 35% na tensdo superficial do caldo fermentado com a utilizagao
da membrana de microfiltragdo. A membrana de ultrafiltracdo apresentou resultados inferiores de
concentracdo, provavelmente devido ao mecanismo de incrustagdo. A adsor¢do dos biopolimeros com os
diferentes adsorventes foi eficaz, principalmente com carvdo ativado, onde uma recuperacdo de 98,5% foi
alcancada. A partir desse estudo, foi possivel concluir que o aumento na concentracdo de biopolimeros no
caldo fermentado levou ao aumento da atividade herbicida e a diminui¢do da tensdo superficial. Logo, 0s
resultados sdo promissores para aplicacdes futuras, pois uma solucdo concentrada de biopolimeros pode
aumentar o controle de ervas daninhas. Quanto aos biopolimeros intracelulares, a maior concentracdo
(12,02%) foi obtida com o processo de extracdo assistida por ultrassom com sonicacgéo direta. Os resultados
para ultrassom com sonicacao indireta foram inferiores (0,32-1,70%) aos da extragdo convencional com agua
quente (3,12-6,58%). A extracdo com agua quente pressurizada apresentou resultados com maior variacdo
(1,71-8,64%). E por ultimo, a fonte de carbono adicional mais apropriada de acordo com o indice de
emulsificacdo foi o glicerol bruto, o que levou a uma diminui¢ao consideravel na tensao superficial. Porém,
as concentracdes de biopolimeros intracelulares e extracelulares encontradas foram inferiores aos estudos
anteriores. A partir dos resultados, concluiu-se que a espécie Phoma dimorpha, além de possuir potencial
herbicida, pode ser considerada fonte promissora de biopolimeros com propriedades bioemulsificantes.

Palavras-chave: Microrganismos. Concentragdo. Extracdo. Compostos bioemulsificantes. Fitotoxicidade.






ABSTRACT

PRODUCTION OF FUNGAL BIOPOLYMERS BY SUBMERGED FERMENTATION
FROM Phoma dimorpha

AUTHOR: Luciana Luft
ADVISOR: Prof. Dr. Marcio Antonio Mazutti

Research with fungi is growing due to the possible bioproducts from its cultivation, as well as its different
applicability. Fungal biopolymers can be produced from the fermentation process of these microorganisms.
Alternative strategies for obtaining these compounds, which have characteristics of biocompatibility and
biodegradability, are extremely necessary. Studies show that species of genus Phoma are sources of bioactive
biopolymers with several specific activities. The species Phoma dimorpha has stood out for having a relevant
herbicidal potential, however, research regarding the production of biopolymers by this species has not been
found. In view of this, the objective of this work was to investigate the potential for the production of intra
and extracellular biopolymers by submerged fermentation from fungus Phoma dimorpha. The fermentation
conditions (culture medium and process parameters) were defined in previous studies developed by the
research group. The first experimental stage consisted of the concentration (membranes and adsorption) and
recovery of extracellular biopolymers (acid precipitation). In the second stage, the extraction and
characterization of intracellular biopolymers was performed. Different methods, such as ultrasound-assisted
extraction (with direct and indirect sonication) and pressurized hot water extraction, were evaluated in
comparison with a conventional extraction method (hot water). Structural characterization, solubility,
emulsification index and holding capacity were carried out. And in the third stage, the production of extra
and intracellular biopolymers was evaluated with the addition of different carbon sources in the fermentation
(crude glycerol, rice bran and brewer's spent grain), as well as the effect on the properties of fermented broth
(pH, density, surface tension, and herbicidal activity) and on the emulsification index of compounds. From
the concentration experiments, there was an increase of approximately 40% in the concentration of
biopolymers and a decrease of around 35% in the surface tension of fermented broth using microfiltration
membrane. The ultrafiltration membrane showed lower concentration results, probably due to the fouling
mechanism. The adsorption of biopolymers with different adsorbents was effective, mainly with activated
carbon, where a recovery of 98.5% was achieved. From this study, it was possible to conclude that the
increase at concentration of biopolymers in the fermented broth led to an increase in herbicidal activity and
a decrease in surface tension. Therefore, the results are promising for future applications, as a concentrated
solution of biopolymers can increase weed control. As for intracellular biopolymers, the highest
concentration (12.02%) was obtained with the ultrasound-assisted extraction process with direct sonication.
The results for ultrasound with indirect sonication were lower (0.32-1.70%) than for conventional extraction
with hot water (3.12-6.58%). Extraction with pressurized hot water showed results with greater variation
(1.71 to 8.64%). And finally, the most appropriate additional carbon source according to the emulsification
index was crude glycerol, which led to a decrease in surface tension. However, concentrations of intracellular
and extracellular biopolymers found were lower than previous studies. From the results, it was concluded
that the species Phoma dimorpha, besides having herbicidal potential, could be considered a promising
source of biopolymers with bioemulsifying properties.

Keywords: Microorganisms. Concentration. Extraction. Bioemulsifying compounds. Phytotoxicity.
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CAPITULO 1 - APRESENTACAO

1.1 INTRODUCAO

Os biopolimeros, também chamados de polimeros naturais, sdo macromoléculas
produzidas durante o crescimento de qualquer organismo vivo (VIJAYENDRA; SHAMALA,
2013). Existem dois tipos principais de biopolimeros, um derivado de organismos vivos (por
exemplo, polissacarideos e proteinas) e o outro produzido a partir de recursos renovaveis por
meio da polimerizagdo (por exemplo, acido polilatico). Ao contrério dos polimeros sintéticos,
os polimeros biolégicos tém caracteristicas estruturais bem definidas (WANG; MAJZOOBI;
FARAHNAKY, 2020). Do ponto de vista biotecnolégico, os biopolimeros desempenham
papéis importantes em diversas aplicagcdes devido as suas propriedades funcionais, incluindo
solubilidade em &gua, capacidade de retencdo de agua/dleo, intumescimento, porosidade,
formacdo de espuma, emulsificacdo, densidade aparente, viscosidade e propriedades de
gelificacdo (DEHNAD; JAFARI; AFRASIABI, 2016).

Os microrganismos sao de grande importancia na producdo de biopolimeros. A
utilizacdo de produtos microbianos como alternativa aos produtos petroquimicos classicos é
possivel devido as suas interessantes propriedades, como biodegradabilidade, baixa toxicidade
e compatibilidade ambiental e humana (ATES, 2015). Pode-se citar como exemplo, a producéo
de biossurfactantes e bioemulsificantes. Estes compostos sdo agentes tensoativos, ou seja,
biopolimeros com estruturas anfipaticas, sintetizados por diversos microrganismos. Devido a
sua natureza ambientalmente correta e menor toxicidade em comparacdo ao surfactante
sintético, o interesse em pesquisa e aplicacdo de biossurfactantes e bioemulsificantes esta
ganhando forca (SATPUTE et al., 2010).

Os biossurfactantes sdo geralmente compostos de baixo peso molecular, enquanto os
bioemulsificantes sdo compostos de alto peso molecular. Ambos possuem algumas
propriedades de superficie ativas que levam a reducdo da tensdo superficial e da tensdo
interfacial. Os bioemulsificantes, mesmo em baixas concentra¢es, podem emulsionar com
eficiéncia dois liquidos imisciveis, mas sdo menos eficazes na reducdo da tensao superficial. A
combinacdo de componentes de polissacarideo, acido graxo e proteina nesses compostos,
confere a eles melhor potencial emulsificante (UZOIGWE et al.,, 2015). O grupo mais
abundante de biopolimeros bioemulsificantes na natureza sdo polissacarideos. Polissacarideos

sdo carboidratos complexos (cadeias de monossacarideos ligados entre si por ligacOes
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glicosidicas) com estruturas lineares ou ramificadas (CHAKRABORTY et al., 2019). Devido
as suas estruturas quimicas unicas e complexas e propriedades fisico-quimicas e reologicas
interessantes, os polissacarideos microbianos estdo emergindo rapidamente como biomateriais
novos e industrialmente importantes (ATES, 2015). As tecnologias relacionadas a
polissacarideos tém desempenhado um papel essencial no desenvolvimento de uma ampla gama
de produtos adequados para aplicacdo em areas distintas, como industria de alimentos,
farmacéutica, cosméticos, agricola e téxtil (BAI et al., 2019; SUGUMARAN; PONNUSAMI,
2017).

Os fungos sdo vistos como uma importante fonte de polissacarideos bioativos. A
producdo biotecnoldgica de polissacarideos flngicos ocorre por fermentacdo submersa
intracelularmente (intrapolissacarideos, IPS) ou extracelularmente (exopolissacarideos, EPS)
(AKILA, 2014). A classificagdo dos polissacarideos é feita de acordo com sua localizagéo no
organismo produtor: polissacarideos citosolicos, polissacarideos da parede celular (IPS) e
polissacarideos secretados no meio extracelular durante o crescimento (EPS). As glucanas, as
manoproteinas e as quitinas sdo os polissacarideos encontrados nas paredes celulares dos
fungos. O bloco de construgdo mais abundante das paredes celulares dos fungos ¢é a 3-glucana,
que corresponde a 50-60% do peso seco, enquanto a quitina, apesar de ser um importante
componente estrutural da parede celular, representa apenas 1-2% da massa seca das paredes
celulares da levedura e 10-20% das paredes celulares dos fungos filamentosos (FESEL,;
ZUCCARO, 2016).

Quando comparada a outras fontes naturais, a producdo de biopolimeros fungicos
costuma apresentar tempos de producgdo consideravelmente mais curtos e sua extracdo € muito
mais simples (FREITAS; TORRES; REIS, 2017). Porém, uma das maiores dificuldades da
producdo em larga escala € o alto custo. Uma estratégia geralmente adotada para tornar a
producdo economicamente acessivel € 0 uso de substratos baratos e residuos agroindustriais
para a formulacdo de meios de fermentacdo (AMORIM; FARINAS; MIRANDA, 2019; MOHD
LUTHFI et al., 2020). Os processos de recuperacdo, extracdo e purificacdo dos biopolimeros
fungicos também sdo desafios da producdo. A extracdo dos exopolissacarideos normalmente
envolve uma etapa de precipitacdo acida ou alcodlica (COUTTE et al., 2017; OSINSKA-
JAROSZUK et al., 2015). Para a purificacdo, diversas estratégias tém sido desenvolvidas, como
técnicas de filtracdo por membrana e adsor¢do em resinas ou carvao ativado. A extracdo dos
intrapolissacarideos requerem métodos de extracdo mais drasticos. O método convencional é a
extragdo com agua quente, porém este apresenta algumas deficiéncias associadas ao uso de altas

temperaturas, tempos de extracdo estendidos e baixa eficiéncia (SHANG et al., 2018). Técnicas
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de extracdo avancadas, como extracdo assistida por ultrassom e extracdo com agua quente
pressurizada surgiram como tecnologias “verdes” durante as Ultimas décadas para melhorar a
extracéo de polissacarideos bioativos (MENA-GARCIA et al., 2019). No entanto, a busca por
alternativas para melhorar a producdo em larga escala de polissacarideos ainda é necessaria
(ZHENG H. et al., 2019).

H& um numero crescente de relatos sobre novos polissacarideos fungicos secretados por
produtores pertencentes a diferentes espécies que possuem atividades bioldgicas diversas
(KUMAR; MONGOLLA; POMBALA, 2018; SONG et al., 2018) As espécies pertencentes ao
género Phoma destacam-se por serem fontes promissoras de compostos bioativos que atuam
como agentes citotdxicos (SANG et al.,, 2017), antimicrobianos(HUSSAIN et al., 2014),
antivirais (HERATH et al., 2009) e agentes de controle bioldgico (RAI et al., 2009). A producéo
de antraquinonas e de exopolissacarideos a partir de espécies deste género também tem sido
explorada (RAI et al., 2009; YANG et al., 2005). A espécie Phoma herbarum é uma das
espécies mais estudadas devido aos potenciais herbicida (VIKRANT et al, 2006),
antimicrobiano e antitumoral (CUI; GUO; XIAOQ, 2011), e também é reconhecida pela produgéo
de polissacarideos bioativos (SELBMANN et al., 2002; YANG et al., 2005). Na maioria das
vezes, 0s polissacarideos estdo relacionados a tais atividades bioldgicas (LI; JIANG; GUAN,
2010).

A espécie Phoma dimorpha vem se destacando por apresentar atividade bioherbicida
contra plantas daninhas (CHAVES NETO et al., 2020a; TODERO et al., 2018). Os estudos
mais recentes tiveram como objetivo principal aumentar os efeitos de toxicidade do caldo
fermentado por meio de concentracdo por membranas (CHAVES NETO, 2019; TODERO et
al., 2019). E importante ressaltar que nio ha conhecimento de outras atividades biologicas da
espécie Phoma dimorpha até o momento, e apenas trabalhos referentes ao potencial
bioherbicida desenvolvidos no Laboratério “Biotec Factory” foram encontrados na literatura.
Com base nesse contexto, surge o grande interesse em investigar a producao de biopolimeros

pela espécie Phoma dimorpha.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o potencial de producdo de biopolimeros

intra e extracelulares a partir da fermentacdo submersa do fungo Phoma dimorpha.
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1.2.2 Objetivos especificos

. Avaliar a producédo de biopolimeros extracelulares por meio de métodos convencionais

de recuperacdo: precipitacdo acida e precipitacao alcodlica;

. Concentrar os biopolimeros extracelulares utilizando diferentes técnicas de concentragao:
filtracdo por membrana de fibra oca (micro e ultrafiltracdo) e adsorcéo (carvao ativado,

silica e nanotubos de carbono);

. Extrair os biopolimeros intracelulares utilizando diferentes metodologias de extragdo:
convencional (dgua quente e autoclave), ultrassom (sonicacdo direta e indireta) e agua

quente pressurizada;

. Comparar os mecanismos de extracdo dos biopolimeros intracelulares por meio da analise

de microscopia eletronica de varredura (SEM) das biomassas miceliais residuais;

. Caracterizar os biopolimeros intracelulares por meio das analises: espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (XRD),

microscopia eletronica de varredura (SEM) e analise termogravimétrica (TGA);

. Determinar a fonte de carbono adicional mais apropriada para producdo dos

biopolimeros;

. Investigar a relacdo dos biopolimeros com a atividade bioherbicida do caldo fermentado,

por meio de bioensaios em folhas de Cucumis sativus;
. Analisar o efeito dos biopolimeros na tensdo superficial do caldo fermentado;

. Avaliar as propriedades de solubilidade, capacidade de retencéo e indice de emulsificacdo

dos biopolimeros.

1.3 ESTRUTURA DA TESE DE DOUTORADO

Nesta tese de doutorado, as etapas de desenvolvimento do projeto estdo apresentadas
em 6 capitulos. Neste Capitulo 1 —INTRODUCAO, OBJETIVOS E ESTRUTURA DA TESE
DE DOUTORADO -séo apresentados, resumidamente, o tema principal do trabalho, os

objetivos pretendidos e as etapas envolvidas para a sua realizacdo. As principais atividades
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realizadas sdo apresentadas na Figura 1.1. A parte experimental da pesquisa foi desenvolvida
no Laboratorio “Biotec Factory” (Laboratério de Bioprocessos do Departamento de Engenharia
Quimica), com excecdo dos experimentos de extragdo com agua pressurizada desenvolvidos no
LAPE (Laboratorio de Engenharia de Processos Agroindustriais) e de algumas analises de
caracterizagdo desenvolvidas no LabMIP (Laboratorio de Manejo Integrado de Pragas) e no
CADEQ (Central Analitica do Departamento de Engenharia Quimica).

No Capitulo 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA —encontra-se uma revisio da literatura,
evidenciando os conceitos fundamentais que norteiam este trabalho.

No Capitulo 3 — ARTIGO | — sdo apresentados 0s resultados experimentais do artigo
intitulado Different techniques for concentration of extracellular biopolymers with herbicidal
activity produced by Phoma sp., que teve como objetivo a utilizacdo dos métodos de
concentracdo com membranas e adsorventes para concentracdo de biopolimeros extracelulares
com aplicagéo bioherbicida produzidos pelo fungo Phoma sp.

No Capitulo 4 — ARTIGO Il — sdo apresentados os resultados experimentais do artigo
intitulado Extraction and characterization of polysaccharide-enriched fractions from Phoma
dimorpha mycelial biomass, que teve como objetivo a utilizacdo de diferentes métodos de
extracdo na recuperacao de biopolimeros presentes na biomassa micelial do fungo Phoma
dimorpha.

No Capitulo 5 — ARTIGO Il — séo apresentados os resultados experimentais do artigo
intitulado Agro-industrial residues as additional carbon sources on production of bioemulsifier
compounds from Phoma dimorpha, que teve como objetivo produzir biopolimeros intra e
extracelulares com propriedades bioemulsificantes, usando residuos agroindustriais como fonte
adicional de carbono.

No Capitulo 6 — CONSIDERACOES FINAIS — sdo discutidos os principais resultados
do trabalho. Esse capitulo retne as informacGes mais relevantes obtidas nos capitulos 3 a 5, as

conclusdes gerais, bem como apresenta algumas sugestdes de pesquisas futuras.
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Figura 1.1 - Representacdo esquematica das principais atividades realizadas nesta tese.
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GC-FID: Cromatografia gasosa com detector por lonizagdo de Chama; FTIR: Espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier; UAE: Extragdo assistida por ultrassom; PHWE: Extragdo com agua quente
pressurizada; HWE: Extracdo com agua quente; SPE: Extracdo pressurizada a vapor; UAE-D: Extracdo assistida
por ultrassom com sonicacdo direta; UAE-I: Extracdo assistida por ultrassom com sonicacdo indireta; XRD:
Difracdo de raios-X; TGA: Andlise termogravimétrica; SEM: Microscopia eletronica de varredura; WSI: indice

de solubilidade em agua; WHC: Capacidade de retencio de agua; El: indice de emulsificagio.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOPOLIMEROS

Os biopolimeros séo polimeros ou copolimeros naturais, ou seja, moléculas de natureza
orgénica de alta massa molecular que contém unidades monoméricas ligadas entre si por meio
de ligagBes covalentes. Tais moléculas sdo produzidas por sistemas bioldgicos (Figura 2.1)
como plantas (KORA; SASHIDHAR; ARUNACHALAM, 2012), animais
(RANGANATHAN; BALAGANGADHARAN; SELVAMURUGAN, 2019),
microorganismos (QUINTANA-QUIRINO et al., 2019) ou extraidas a partir de matérias-
primas de fontes renovaveis (JOYE, 2019). O termo "biopolimero" também é usado para
descrever moléculas que sdo sintetizadas quimicamente, mas sdo derivadas de materiais
biologicos de partida, como aminoacidos, agucares, gorduras naturais ou 6leos (CHANCHAL
et al., 2014). Em sintese, uma grande variedade de materiais pode ser descrita como

“biopolimeros” (Tabela 2.1).

Figura 2.1- Biopolimeros produzidos a partir de diferentes fontes biologicas.
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Fonte: Adaptado de Luft et al. (2020).
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O crescente interesse pelos biopolimeros é resultado de dois fatores. O primeiro, de

carater ambiental e socioeconémico, surgiu devido aos grandes impactos ambientais causados

pelos processos de extracdo e de refino utilizados na producdo dos polimeros provenientes do

petréleo, como também o alto preco e escassez do mesmo. E o segundo fator preponderante é

a biodegrabilidade que esses compostos apresentam, diferente dos polimeros produzidos a

partir do petroleo (BRITO et al., 2011). Recentemente, a nova maneira de usar materiais a base

de biopolimeros proporcionou um desenvolvimento progressivo para a bioeconomia e a
biotecnologia sustentavel (BILAL; IQBAL, 2019).

Tabela 2.1- Lista parcial de biopolimeros.

Biopolimeros

Poliesteres
Polihidroxialcanoatos
Acido polilatico

Proteinas
Sedas
Colageno/Gelatina
Elastina
Resilina
Adesivos
Poliaminoacidos
Soja, zeina, gluten de trigo, caseina
Albumina sérica

Polissacarideos (bacterianos)
Xantana
Dextrana
Gelana
Curdulana
Poligalactosamina
Celulose (bacteriana)

Polissacarideos (fungicos)
Pululana
Elsinana
Glucanas levedura

Polissacarideos (plantas/algas)
Amido (amilose/amilopectina)
Celulose
Agar
Alginato
Carragenina
Pectina
Konjac
Gomas (por exemplo, guar)

Polissacarideos (animal)
Quitina/quitosana
Acido hialurénico

Lipideos/surfactantes
Acetoglicerideos, ceras, surfactantes
Emulsana

Polifenois
Lignina
Tanino
Acido Humico

Polimeros Especiais
Goma-laca
Acido poligamaglutamico
Borracha natural
Polimeros sintéticos de gorduras e Oleos
naturais

Fonte: Adaptado de US CONGRESS (1993).

Os microrganismos séo de grande importancia na producéo de biopolimeros. Em relacao

aos biopolimeros de origem vegetal e animal, os biopolimeros microbianos apresentam algumas

vantagens, tais como a reprodutibilidade e estabilidade das propriedades fisico-quimicas, além
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da possibilidade do uso de diferentes matérias-primas (VENDRUSCOLO et al. 2004). Os
biopolimeros microbianos podem ser produzidos pelo cultivo de microrganismos (bactérias,
leveduras ou fungos) ou, na sua auséncia, por via enzimatica, através de inativagdo e lise celular,
utilizando enzimas purificadas (MOREIRA; DEL PINO; VENDRUSCOLO, 2003; MOREIRA
et al., 2005). Os microrganismos sintetizam uma grande variedade de polimeros intracelulares,
estruturais e extracelulares, também chamados de biopolimeros por sua fungéo e sobrevivéncia
(VIJAYENDRA; SHAMALA, 2013).

Os fungos ganharam reconhecimento global por seu uso disseminado em muitos setores
industriais, como alimentos, agricultura, produtos quimicos, medicamentos e energia. Algumas
propriedades flexiveis de fungos, como biocompatibilidade e renovabilidade, oferecem
funcionalidades significativas para aplicacdes polivalentes (BILAL; IQBAL, 2019). De acordo
com Donot et al. (2012), alguns fungos sdo capazes de produzir biopolimeros em concentragdo
superior a 40 g/L em condicOes simples de producéo, competindo assim com os polissacarideos
tradicionais. Alguns biopolimeros podem substituir diretamente materiais sintéticos em
aplicacdes classicas, como a escleroglucana (CASTILLO; VALDEZ; FARINA, 2015) e a
pululana (SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017), enquanto outros tém propriedades Unicas que
podem abrir uma gama de novas oportunidades de negocios como o acido poli(f,L-maélico)
(ZOU et al., 2019).

O processo metabdlico dos microrganismos para a producdo desses compostos é a
fermentacdo, que pode ser no estado sélido ou submersa. Tecnicamente, a fermentacao
submersa é mais viavel para a producdo industrial em larga escala porque o periodo de producgéo
é mais curto, em torno de 1 a 2 semanas (ZHANG et al., 2019). Os biopolimeros microbianos
obtidos por fermentacdo submersa incluem varios compostos e podem ser divididos em duas
classes principais: compostos de alto peso molecular, como heteropolissacarideos,
lipopolissacarideos, proteinas, lipoproteinas ou complexos de componentes chamados
coletivamente de bioemulsificantes (KOURMENTZA et al., 2019); e uma grande variedade de
estruturas quimicas de baixo peso molecular, incluindo glicolipideos, lipopeptideos, complexos
polissacarideo-proteina  poliméricos, acidos graxos e fosfolipideos, denominados
biossurfactantes (KOPSAHELIS et al., 2018).

Os termos “bioemulsificante” e “biossurfactante” tém sido frequentemente usados
indistintamente para descrever compostos tensoativos. No entanto, existem diferencas entre
eles, especialmente com base em suas propriedades fisico-quimicas e funcdes fisiologicas.
Ambas as classes sdo anfifilicas por natureza e exibem funcBes individuais na natureza

(UZOIGWE et al., 2015). A primeira classe refere-se a polimeros polifilicos, que geralmente
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sdo mais eficazes na estabilizagdo de emulsdes de 6leo em agua. A segunda classe inclui
moléculas que podem reduzir de forma eficiente a tensdo superficial nas interfaces ar/agua e a

tensdo interfacial nas interfaces 6leo/agua (BANAT et al., 2010).

2.1.1 Biopolimeros fungicos com propriedades bioemulsificantes

Emulsificantes podem ser produzidos por sintese quimica ou metabolismo microbiano
(bioemulsificantes). Os bioemulsificantes sdo considerados compostos quimicos versateis
capazes de estabilizar emulsdes 6leo em agua e sdo muito importantes em diversas aplicacfes
industriais (ALVAREZ et al., 2018). Eles também sdo conhecidos como biopolimeros ou
polissacarideos de alto peso molecular. Mesmo em baixas concentracBes, essas moléculas
podem emulsionar com eficiéncia dois liquidos imisciveis, mas s&o menos eficazes na reducéo
da tensédo superficial. A combinacdo de componentes de polissacarideo, acido graxo e proteina
em bioemulsificantes confere a eles melhor potencial emulsificante (UZOIGWE et al., 2015).
O bioemulsificante mais estudado é o Liposan, produzido por Candida lipolytica (entre outros)
(PESSOA et al., 2019), o qual é composto por aproximadamente 83% de carboidratos e 17%
de proteinas (complexo polissacarideo-proteina). A porcdo de carboidrato é um
heteropolissacarideo que consiste em glicose, galactose, galactosamina e acido galacturénico
(CIRIGLIANO; CARMAN, 1985).

2.1.1.1 Polissacarideos fungicos

Polissacarideos sdo importantes produtos naturais presentes em microrganismos,
animais e plantas, e apresentam maltiplas estruturas bioquimicas (YILDIZ; KARATAS, 2018).
Os polissacarideos sd@o o grupo mais abundante de biopolimeros e estdo envolvidos em uma
série de processos biologicos devido as suas caracteristicas tnicas (KUMAR; MONGOLLA;
POMBALA, 2018). Polissacarideos fungicos, também chamados de gomas, sdo substancias
hidrofilicas capazes de se dissolver ou se dispersar em agua e, como consequéncia, aumentar a
viscosidade de um sistema (BARRETO et al., 2011). H& um numero crescente de relatos
recentes sobre novos polissacarideos fungicos secretados por produtores pertencentes a

diferentes espécies que possuem atividades biologicas diversas, conforme listado na Tabela 2.2.



Tabela 2.2— Polissacarideos fungicos: espécies produtoras, caracterizacdo quimica e atividade potencial.
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Cepas fangicas

Tipo de
polissacarideo

Composi¢ao de aglcar

Atividade

Referéncia

Exopolissacarideo

Agrocybe cylindracea
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
Diaporthe sp.

Fusarium equiseti ANP2

Lachnum YM405
Lachnum YM240
Lasiodiplodia sp.
Lentinus giganteus

Pleurotus geesteranus

Heteroglucana
Homopolissacarideo
Heteropolissacarideo

Heteroglucana

Heteroglucana

Heteroglucana
Heteropolissacarideo
Heteroglucana
Heteroglucana

Heteroglucana

Ramnose, glicose
Manose
Galactose, manose
Galactose, glicose, manose

Glicose, manose

Galactose, glicose, manose,
ramnose
Galactose, manose

Glicose, manose

Galactose, glicose, manose

Arabinose, galactose, glicose,

manose, ramnose, xilose

Antioxidante
Antitumor
Antioxidante
Antitumor

Antioxidante

Imunorreguladora

Antioxidante, hipoglicémica
Antimicrobiana, antioxidante,
imunomoduladora
Antitumor
Anti-inflamatoria,
hepatoprotetiva, antioxidante

Zhao et al. (2017)

Li H. et al. (2016)
Wang et al. (2013)
Orlandelli et al. (2017)
Prathyusha; Mohana Sheela;
Bramhachari (2018)

He et al. (2014)

Wang et al. (2018)
Kumar; Mongolla; Pombala
(2018)

Tian et al. (2016)

Song et al. (2018)

Intrapolissacarideo

Fomitopsis pinicola
Ganoderma lucidum
Pleurotus eryngii S1-04

Termitomyces albuminosus
Trametes versicolor

Coprinus comatus

Cordyceps kyushuensis JY1A

Heteroglucana
Heteroglucana
Heteroglucana

Heteroglucana
Heteroglucana

Heteropolissacarideo

Heteroglucana

Galactose, glicose, manose,
ramnose, xilose

Galactose, glucose, arabinose,

manose, ramnose, xilose
Ramnose, arabinose, xilose,
manose, galactose, glicose
Ramnose, arabinose, xilose,
manose, galactose, glicose
Glicose, manose, galactose

Manose, galactose, xilose

Frutose, manose, ramnose,
galactose, glicose, arabinose

Antioxidante
Antioxidante

Antioxidante, hepatoprotetiva

Anti-hiperlipidémica,
hepatoprotetiva, antioxidante
Antitumor
Antioxidante,
hipoglicémica

Antioxidante

Hao et al. (2016)
Li K. et al. (2016)
Zhang et al. (2016)

Zhao et al. (2016)
Wang et al. (2017)
Cao et al. (2019)

Zhang et al. (2015)
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A producdo biotecnoldgica de polissacarideos ocorre por fermentacdo submersa
intracelularmente (intrapolissacarideos, IPS) ou extracelularmente (exopolissacarideos, EPS).
Isso acarreta diversas consequéncias quanto as limitagdes dos processos de producgdo e
downstream para obtencdo dos biopolimeros no estado purificado (AKILA, 2014). A sintese e
0 acumulo ocorrem geralmente apos a fase de crescimento ou quando o microrganismo se
encontra em condi¢6es ambientais desfavoraveis, representando uma estratégia metabdlica para
sua sobrevivéncia (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). Essas macromoléculas séo
classificadas de acordo com sua localizacdo no organismo produtor: polissacarideos citosélicos
(fontes de carbono e energia para a célula), polissacarideos da parede celular e polissacarideos
secretados no meio extracelular durante o crescimento chamados exopolissacarideos (EPS). A
parede fangica (Figura 2.2) é uma estrutura heterogénea composta por lipidios e polissacarideos
como quitina, 1,3-p-glucana e 1,6-pB-glucana (LEE et al., 2013). EPS e IPS sdo polissacarideos
de cadeia longa contendo unidades repetidas, ramificadas, de actcar ou derivados de agucar,
como glicose, frutose, manose e galactose, entre outros (ISMAIL; NAMPOOTHIRI, 2010).

Figura 2.2— Visdo esquematica geral da composicdo da parede celular do fungo.
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A parede celular do fungo consiste principalmente em quitina (marrom) localizada perto da membrana celular, -
1,3- e B-1,6-glucana (verde) adjacente as fibras de quitina e manoproteinas (vermelho) como a parte mais externa
da parede celular. A quitina é sintetizada pela transferéncia de residuos de N-acetilglucosamina da uridina

difosfato-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc; hexadgono marrom) para uma fibra em crescimento que é
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transportada através da membrana celular pela quitina sintase transmembrana (azul claro). A B-1,3-glucana é
sintetizada por uma B-1,3-glucana sintase (amarelo) que usa difosfato de uridina-N-glicose (UDP-Glc; hexagono
verde) como um doador para transferir glicose para a fibra extrudada p-1,3 glucana (reproduzida com permissdo).
Fonte: Adaptado de Fesel; Zuccaro, (2016).

As propriedades e estruturas quimicas dos polissacarideos, como tipo de ligagdo,
composicdo do monossacarideo e peso molecular, sdo geralmente avaliadas por diferentes
analises experimentais, incluindo tecnologias cromatogréficas, como cromatografia de troca
idnica, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas e cromatografia de permeacdo em gel, bem como andlises de espectro, como
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e espectroscopia de ressonancia
magnetica nuclear 1D e 2D (LI H. et al., 2016, LI K. et al., 2016; ZHANG et al., 2015). A
Tabela 2.2 mostra que os polissacarideos séo principalmente heteroglucanas, mas no caso dos
homopolissacarideos, a glicose e a manose séo seus Unicos monémeros. O contetdo de aglcar
é variado, enquanto glicose, manose e galactose sdo a maioria, outros monémeros de Xxilose,
ramnose, arabinose e frutose também tém sido frequentemente encontrados em polissacarideos
de fungos.

Entre as principais propriedades bioativas desses polissacarideos estdo as atividades
antioxidante, antitumoral, hepatoprotetora, imunomoduladora e hipoglicémica. Tais atividades
fornecem a esses compostos um grande potencial para aplicagdo medicinal (OSINSKA-
JAROSZUK et al., 2015). Ha apenas um relato na Tabela 2.2 que descreve a atividade
antimicrobiana (KUMAR; MONGOLLA; POMBALA, 2018). Os autores identificaram uma
cepa (Lasiodiplodia sp. B2) produtora de EPS (Lasiosan), caracterizada como glucomanana
com residuos de glicose e manose. Os resultados sugeriram que o Lasiosan exibiu atividades
antibacterianas e antifungicas de amplo espectro contra varias cepas bacterianas e fungicas
patogénicas testadas. As propriedades bioativas dos polissacarideos sdo conhecidas por
depender de uma variedade de fatores, incluindo a estrutura, componentes dos
monossacarideos, peso molecular, conformacdo, configuracdo das ligacbes glicosidicas e
métodos de extragdo e isolamento (LI; IANG; GUAN, 2010; ZHOU; CHEN, 2011).
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2.1.1.1.1 Glucanas

As glucanas séo polissacarideos frequentemente presentes em organismos Vvivos e sdo
0s polissacarideos mais abundantes nas paredes celulares dos fungos. S&o polimeros
constituidos por unidades de glicose ligadas por ligagdes glicosidicas do tipo alfa ou beta, com
estruturas altamente varidveis. As glucanas tém estrutura quimica complexa (linear ou
ramificada e amorfa ou microfibrilar) que desempenham varias funcdes fisioldgicas (KHAN et
al., 2018; RUIZ-HERRERA,; ORTIZ-CASTELLANOS, 2019). Em geral, algumas a-glucanas
sdo amorfas e sollveis em agua quente (glicogénio em fungos e animais e amido em algas e
plantas), mas aquelas presentes nas paredes dos fungos sdo insoliveis em agua e
microfibrilares. Na maioria dos fungos, o polissacarideo mais abundante da parede celular é a
B-glucana (estrutura mais complexa). A maioria das B-glucanas é insolivel em &gua e quase
todos os solventes, sdo preferencialmente cristalinas e podem formar microfibrilas (celulose
nas plantas e diferentes -1,3 glucanas nos fungos). Em contraste com a-glucanas, as classes
de B-glucanas fungicas sdo mais abundantes e suas estruturas sdo mais variaveis (RUIZ-
HERRERA; ORTIZ-CASTELLANOS, 2019). Em fungos filamentosos, a sintese de -glucana
ocorre na ponta das hifas e nas laterais do crescimento e ramificacdo celular (FESEL,;
ZUCCARO, 2016). Algumas glucanas fungicas foram modificadas quimicamente para obter
derivados soluveis em agua de potencial importancia industrial ou medicinal (SYNYTSYA,;
NOVAK, 2013).

Recentemente, a B-glucana e a manoproteina, que sdo componentes da parede celular
fungica, tém recebido atencdo consideravel. A manoproteina demonstrou ser um
bioemulsificante eficaz. Da mesma forma, a capacidade da B-glucana como bioemulsificante
para formar emulsdes estaveis com Gleos vegetais sugere aplicacdes potenciais como aditivos
alimentares e produtos farmacéuticos (DIKIT et al., 2010). Algumas funcionalidades
fisiologicas das B-glucanas, como solubilidade em &gua, viscosidade e gelificacdo, foram
confirmadas. Consequentemente, elas demonstram uma ampla gama de aplicacdes Uteis
(Tabela 2.3), principalmente na indastria farmacéutica, alimenticia e cosmética (BAI et al.,
2019).



Tabela 2.3— Glucanas fungicas: areas de aplicacdo, fonte e funcionalidades.

37

Componente Origem Funcionalidade Referéncia
Alimentos
B-glucana Cogumelo, Oakwood Reducdes de colesterol e resposta glicémica Brennan et al. (2013)

Mushrooms
Escleroglucana  Sclerotium rolfsii ATCC Agente de preservacgdo de retrogradagdo em pastas de amido cozidas Vifarta et al. (2006)
201126 Melhoria reoldgica sinérgica de pastas a base de amido (em agua e leite)
Pululana Auerobasidium pullulans Preparacdo de maltotriose Wu; Chen (2014)
CJ001
Medicina
B-glucana Saccharomyces cerevisiae Adjuvantes de vacinas Mirza et al. (2017)

Escleroglucana

N&o especificado

Drogas, vacinas e imunopotenciadores (combinaveis com quimioterapia)

Giavasis (2014)

Pululana Pululana Entrega de doxorrubicina ao cancer de figado humano e células de carcinoma Li H. et al. (2014)
cervical humano
Cosméticos
B-glucana N&o especificado Efeitos de promocéo da saude da pele Du; Bian; Xu (2014)

Escleroglucana

Sclerotium rolfsii ATCC
201126

Propriedades de formacao de gel e filme; propriedades de suspensdo de
particulas; atividade emulsificante

Vifarta et al. (2006)

Pululana N&o especificado ComposicBes para cicatrizacdo de feridas Rekha; Sharma, (2007)
Outros
B-glucana N&o especificado Imunoestimulante na aquicultura de peixes e camardes Mohan et al. (2019)

Escleroglucana

Pululana

Escleroglucana

Nao especificado

Recuperacgdo aprimorada de 6leo

Adesivo para revestimento de papel

Sveistrup et al. (2016)

Singh; Saini; Kennedy
(2008)




38

As glucanas flungicas relevantes produzidas industrialmente sdo a pululana e a
escleroglucana. A pululana ¢ uma a-glucana linear secretada pelo fungo preto Aureobasidium
pullulans. A primeira produgdo de polissacarideo por A. pullulans foi observada por Bauer em
1938, e seu isolamento e caracterizagdo foi apds 20 anos por Bernier (SINGH; SAINI;
KENNEDY, 2008). E um polimero ndo mutagénico, ndo toxico, ndo higroscépico, insipido,
inodoro, soltvel em &gua e comestivel. Devido as suas valiosas propriedades, que incluem
propriedades de formacdo de filme e propriedades reoldgicas tipicas, é amplamente utilizada
em diversas aplicages industriais que incluem alimentos, agricultura, téxteis, cosméticos e
farmacéuticos (SUGUMARAN; PONNUSAMI, 2017). Pululana é comercializada pela
Hayashibara Co., Ltd. (Japdo) desde 1976, como agente espessante e revestimento comestivel
(FREITAS; TORRES; REIS, 2017). Também é usada em purificadores de halito ou produtos
de higiene oral, como Listerine® (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Uma série de outras
aplicacOes esta resumida na Tabela 2.3.

A escleroglucana € um homopolimero neutro composto de B-glucana secretado por
fungos filamentosos Sclerotium sp.. Desde sua primeira descri¢do no inicio dos anos 1960, a
escleroglucana atraiu muita atencdo da academia e da industria (SCHMID; MEYER; SIEBER,
2011). A solubilidade em agua, a capacidade de viscosificacdo e a ampla estabilidade em
relacdo a temperatura, pH e salinidade, tornam a escleroglucana util para diferentes aplicacdes
biotecnologicas e biomedicas. Foi comercializada pela primeira vez na década de 70, estando
atualmente disponivel sob diferentes marcas comerciais (por exemplo, Clearogel, Polytetran,
Polytran FS, Actigum), para uso em aplicacdes como recuperacdo aprimorada de Oleo,
alimentos, cosméticos e farmacéuticos (CASTILLO; VALDEZ; FARINA, 2015; FREITAS;
TORRES; REIS, 2017). Outras aplicagdes de escleroglucana estdo resumidas na Tabela 2.3.

2.1.1.1.2 Quitina e quitosana

A quitina € um homopolimero de residuos de N-acetil-B-(1,4)-D-glicosamina (GICNAC),
um dos compostos mais insollveis na natureza, obtida principalmente de crustaceos, algas e
invertebrados marinhos (ROCA et al., 2012). A quitina também é amplamente distribuida em
fungos, ocorrendo em ascomicetos, basidiomicetos e ficomicetos, onde é um componente das
paredes celulares e membranas estruturais de micélio, caules e esporos (AKILA, 2014). A
quitina fangica € um componente estrutural essencial que confere rigidez a parede celular
fungica, para suportar desafios quimicos e fisicos, como a pressdo osmética interna e umidade
externa (NWE; FURUIKE; TAMURA, 2011). Embora a quitina seja um importante
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componente estrutural da parede celular do fungo, ela representa apenas 1-2% da massa seca
das paredes celulares da levedura e 10-20% das paredes celulares dos fungos filamentosos. O
bloco de construcdo mais abundante das paredes celulares dos fungos ¢ a B-glucana, que
corresponde a 50-60% do peso seco (FESEL; ZUCCARO, 2016). Na parede celular do fungo,
a quitina/quitosana ocorre em duas formas, como aminoglicosideo livre e covalentemente
ligado a B-glucana (NWE; FURUIKE; TAMURA, 2011).

A quitosana, derivado desacetilado da quitina, é biodegradavel, biocompativel e ndo
toxica, tem propriedades filmogénicas e é capaz de formar matrizes para o transporte de
substancias ativas (COTA-ARRIOLA et al., 2013). Geralmente, o uso de quitosana fungica
como bioemulsificante é vantajoso em comparacao as contrapartes quimicas, pois é atdxico e
biodegradavel e pode ser produzido a partir de fontes renovaveis e de baixo custo. H4 uma
demanda crescente para a producdo de quitosana a partir de fungos, uma vez que fornece
propriedades fisico-quimicas superiores (ABDEL-GAWAD et al, 2017). A quitosana
comercial é obtida de fontes de crustaceos, como caranguejos, lagostas e camarfes (AKILA,
2014). Este processo tem potencial limitado para aceitacdo industrial devido ao fornecimento
sazonal e limitado de carapagas de crustaceos, alto custo e propriedades fisico-quimicas
inconsistentes. A producdo de quitosana a partir de fungos é feita em condic6es controladas e
pode ser obtida por fermentacao simples. A extracdo de quitosana do micelio fornece uma rota
controlavel e é considerada uma abordagem verde (ABDEL-GAWAD et al., 2017). No entanto,
0s processos de producdo de quitosana a partir de fungos ndo sdo escalonados para o nivel
industrial. Residuos miceliais de processos de fermentacdo como fonte de quitosana fungica
ofereceriam uma fonte estavel e ndo sazonal de matéria-prima e seriam mais consistentes em
carater e de alta qualidade (ABDEL-GAWAD et al., 2017; AKILA, 2014). A quitosana fungica
possui excelentes propriedades bioldgicas e quimicas que podem ser usadas em uma ampla
variedade de aplicacdes (Tabela 2.4). Outro campo importante € o desenvolvimento de matrizes
baseadas em quitosana para a liberacdo controlada de compostos ativos em areas como
alimentacdo e agricultura para o controle de bacteérias, virus e fungos (COTA-ARRIOLA et al.,
2013).
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Tabela 2.4— Quitosanas fungicas: areas de aplicagdo, origem e funcionalidades.

Area Origem Funcionalidade Referéncia
Alimentos
Aspergillus niger Conservante Tayel et al (2014)
Agaricus bisporus Agentes bioativos de revestimento Wu et al. (2019)
Aspergillus niger Agente antioxidante e emulsificante Abdel-Gawad et al. (2017)
Agricultura
Rhizopus sp.; Trichoderma sp. Protecdo de plantas; inducdo de resisténcia Pereira et al. (2008)
Cunninghamella elegans Biorremediacdo de solo Alsharari; Tayel; Moussa (2008)
Aspergillus niger Agente antimicotico Alshubaily (2019)
Gongronella butleri Elicitores, estimulacdo do crescimento da planta Nge et al. (2006)

Tratamento de agua

Aspergillus niger Floculante para tratamento de aguas residuais de aquicultura Mohd Nasir et al. (2019)
Cunninghamella elegans Remocéo de ions metélicos Alsharari; Tayel; Moussa (2008)
Medicina
Amylomyces rouxii Antitumoral Almutairi et al. (2019)
Cunninghamella elegans Cicatrizacao de feridas Anbazhagan; Thangavelu (2018)
Cosmeéticos
Mucor javanicus Higiene bucal (enxaguatorios bucais) Farias et al. (2019)

Biotecnologia

Aspergillus niger Sorvente para cromatografia

Kudera (2004)
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2.1.1.1.3 Exopolissacarideos

Os polissacarideos extracelulares ou EPS podem ser heteropolissacarideos ou
homopolissacarideos (HE et al., 2014) e sua sintese pode ser dividida em trés fases: assimilacdo
do substrato de carbono; sintese intracelular e exsudacdo de polissacarideos para o ambiente
extracelular (DONOT et al., 2012). A producdo de EPS estd associada ao metabolismo
secundario dos fungos, e sua estrutura, assim como as propriedades fisico-quimicas, dependem
de muitos fatores, como a composic¢ado do meio de cultura e as condi¢des de cultivo (GIENTKA
et al., 2016).

A presenca de EPS em cultura de fungos no meio extracelular pode ser explicada por
duas hipdteses. A primeira esta relacionada a polimerizacdo do EPS no espaco extracelular,
apos a passagem dos monossacarideos pela parede celular do fungo. A segunda refere-se a
presenca de vesiculas, sintetizadas no interior da célula, capazes de carregar as macromoléculas
no meio extracelular, através da parede celular. Embora o conceito de vesicula usada pelos
fungos para transportar produtos através da parede celular seja recente, a ideia do transporte
vesicular entre a membrana celular e a parede celular esta bem estabelecida. As vias de
transporte vesicular podem ser uma estratégia evolutiva para que a célula fungica seja capaz de
infectar o tecido do hospedeiro, causando alteracdes em sua fisiologia, 0 que caracteriza a
patogenicidade (RODRIGUES et al., 2011, 2013).

Como mencionado anteriormente, 0os EPS sdo as classes mais estudadas e importantes
de polissacarideos microbianos, consideradas moléculas potencialmente bioativas com
excelentes fungdes biologicas, incluindo atividades antioxidante (HU et al., 2019), antitumoral
(KHENI; VYAS, 2017), anti-inflamatéria (PAYNICH; JONES-BURRAGE; KNIGHT, 2017)
e imunomoduladora (LIU et al., 2010). O grupo de EPS compreende uma grande variedade de
moléculas, possuindo propriedades especificas como modificador de textura, estabilizantes e
emulsificantes (ATES, 2015), para diversas aplicacfes industriais, especialmente na area
alimentar e médica (PESSOA et al., 2019). Além disso, devido ao seu papel fisiologico
associado a protecdo da célula contra condicdes adversas, com formacdo de biofilmes e
agregados celulares, os EPS apresentam possibilidades relevantes de potenciais aplicacdes
ambientais e agricolas, como biofertilizacdo, biorremediacdo solo/agua, bioprotecdo vegetal,
tratamento de solo e aguas residuais, preservacdo do solo e prevencdo da desertificacdo
(CHANG et al., 2015; OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015; PESSOA et al., 2019).

Seguindo na area de agricultura, além do uso de EPS como potenciais biofertilizantes e
eliciadores da resisténcia sistémica de plantas (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015), estudos
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recentes tém mostrado a capacidade do EPS em aumentar a atividade bioherbicida de alguns
caldos fungicos. O aumento da atividade bioherbicida do caldo bruto de Fusarium fujikuroi foi
relacionado ao EPS concentrado no meio, sugerindo que esses compostos podem aumentar a
toxicidade (TODERO et al., 2020). Anteriormente, Li; Jiang e Guan (2010) ja haviam
relacionado a atividade antimicrobiana do EPS produzido pelo fungo Hirsutella sp. com seu
potencial biopesticida. No entanto, os polissacarideos secretados praticamente ndo apresentam
problemas de toxicidade conhecidos, tornando-os atraentes para uso biotecnoldgico (LEI;
FENG EDMUND, 2017). Entretanto, a busca por alternativas para melhorar a producdo em
larga escala de EPS ainda é necessaria devido aos baixos rendimentos obtidos nos modos
tradicionais de fermentacdo (ZHENG H. et al., 2019).

2.2 GENERO PHOMA

O género Phoma foi introduzido ha cerca de 200 anos, com a primeira descricao
remontando a 1821 (SUTTON, 1980). No entanto, o nome genérico foi introduzido
oficialmente apenas em 1880 por Saccardo, e posteriormente publicado por Boerema e Bollen
em 1975 (SACCARDO, 1880; BOEREMA; BOLLEN, 1975). No sistema Saccardo, 0 nome
de género Phoma era aplicado a fungos filamentosos, os quais eram capazes de formar picnidios
asseptados, conidios hialinos que poderiam habitar caules de plantas (AVESKAMP;
GRUYTER; CROUS, 2008). Nos dias atuais, as espécies de Phoma podem ser identificadas
como fungos filamentosos com caracteristicas morfologicas, como a formacédo de conidios
(esporos assexuados), picnidios (corpos de frutificacdo assexuados) e clamidosporos (células
vegetativas aumentadas de parede espessa dentro das hifas ou nas pontas das hifas)
(BOEREMA et al., 2004).

Phoma é um género polifilético de organismos fungicos pertencentes ao filo
Ascomycota, classe Dothideomycetes, ordem Pleosporales e familia Didymellaceae
(BENNETT; PONDER; GARCIA-DIAZ, 2018; VALENZUELA-LOPEZ et al., 2018). A
taxonomia atual é mostrada na Figura 2.3. Normalmente, ela € considerada pelos micologistas
como taxonomicamente problematica devido a natureza assexuada da maioria das espécies, a
alta variabilidade morfoldgica in vivo e a vaga circunscri¢cdo genérica de acordo com o sistema
Saccardo. Classicamente, tem sido agrupado na classe Coelomycetes. No entanto, esta
classificacdo é considerada obsoleta, mas ainda é usada no ambiente clinico (VALENZUELA-
LOPEZ et al., 2018). O controverso género esta atualmente ligado a trés diferentes géneros

teleomorfos. Se os teleomorfos s@o conhecidos, eles residem em Didymella, Leptosphaeria ou
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ocasionalmente Pleospora. Essa complexidade na taxonomia é um fator complicador adicional
para a identificacdo e diferenciacdo de membros do género Phoma (AVESKAMP; GRUYTER,;
CROUS, 2008). Embora o sistema convencional de identificacdo seja funcional, ele tem suas
limitagdes. Para a classificagdo e identificacdo desses fungos, estudos morfoldgicos,
quimiotaxonomia, perfis de metabdlito secundério e de proteina devem ser avaliados (RAI et
al., 2014). Em geral, a classificacdo de fungos como um todo esta sob revisdo dindmica devido
a disponibilidade de técnicas moleculares modernas para analise de fungos no nivel genémico,
transcriptomico e protedbmico (BENNETT; PONDER; GARCIA-DIAZ, 2018; AVESKAMP;
GRUYTER; CROUS, 2008; JONES et al., 2011).

Figura 2.3— Taxonomia atual de Phoma.

L. Eukarva |
Dominio | o .

Reincri Fungi |

Sub-reino| Dikarya |

Filo| Ascomycota |

]

Dothideomycetes |

Classe | _ |
.Dr dem r Pleuspu rales | .
.Familia Did}=meliarceae | ‘
Género. Phoma l

Fonte: A autora.

Até 0 momento, Phoma é um dos maiores géneros de fungos, com mais de 3000 nomes
registrados no MycoBank, com espécies ocorrendo em mais de 25 familias (VALENZUELA-
LOPEZ et al., 2018) e o ultimo manual de identificacdo publicado descreve 223 especificos e
infra taxons especificos (BOEREMA et al., 2004). Phoma spp. constitui um grupo diverso de
organismos que sdo onipresentes; geralmente encontrado no solo, matéria organica, plantas e
fontes de agua; incluindo numerosos patdgenos de plantas, espécies endofiticas associadas a
uma ampla gama de hospedeiros, saprobios e como patdégenos oportunistas de humanos e
animais (BENNETT; PONDER; GARCIA-DIAZ, 2018; RAI et al., 2009).
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Como mencionado, muitas das espécies do género Phoma podem ser definidas como
patdégenos e/ou enddfitos (microbianos assintomaticos). Segundo a definicdo mais recente
reformulada por Orlando Petrini, “todos os organismos que habitam os 6rgaos das plantas que
em algum momento do seu ciclo de vida podem colonizar os tecidos internos das plantas sem
causar danos aparentes ao hospedeiro”. Isso explica 0s organismos endofiticos que tém uma
fase epifitica mais ou menos longa e os patégenos latentes que podem viver sem sintomas em
seus hospedeiros por algum tempo na vida (PETRINI, 1991). Além disso, € bem conhecido que
algumas cepas de microrganismos pertencentes a uma espécie patogénica bem conhecida de
uma planta hospedeira especifica podem até ter efeitos de promocgéo de crescimento em outra
planta (HARDOIM et al., 2015).

Uma caracteristica importante do metabolismo simbi6tico fungo-planta é a capacidade
do fungo endofitico de biossintetizar metabodlitos originalmente produzidos pela planta
hospedeira. Dessa forma, os fungos endofiticos podem substituir alternativamente as plantas
como fontes de farmacos e produtos agroquimicos, considerando as vantagens da producéo
biotecnologica (CANUTO et al., 2012). As investigacOes quimicas de Phoma tém revelado uma
grande diversidade de metabdlitos (Tabela 2.5). A maioria desses metabdlitos exibe
bioatividade especifica, como efeitos citotoxicos (SANG et al.,, 2017), antimicrobianos
(HUSSAIN et al., 2014) e antivirais (HERATH et al., 2009). Enquanto outras, como as
fitotoxinas, apresentam grande potencial para o controle biolégico de plantas daninhas, que
podem ser exploradas para a producdo de agrotdxicos (RAI et al., 2009). A producdo de
antraquinonas e de exopolissacarideos a partir de espécies deste género também tém sido
exploradas (RAI et al., 2009; YANG et al., 2005).

Algumas espécies endofiticas de Phoma séo fontes promissoras de novos metabolitos
com potencial citotoxico contra diversos tipos de cancer, como melanoma maligno, cancer
gastrico, cancer colorretal, cancer de figado, cancer de mama, leucemia de células T, entre
outros. Wang et al. (2012) obtiveram a partir de Phoma (ZJWCF006) quatro compostos
bioativos incluindo atividades antitumorais in vitro contra HT-29, SMMC-772, MCF-7, HL
linhas celulares -60, MGCB80-3 e P388. Entre os compostos estdo a cercosporamida e a
tricodermina, que tém se mostrado candidatos valiosos para a descoberta de novos farmacos na
terapia do cancer. A mesma cepa apresentou atividade antimicrobiana contra quatro fungos
fitopatogénicos e duas bactérias patogénicas de plantas.

Muitas investigacdes acerca da atividade antimicrobiana de espécies de Phoma tém sido
realizadas. Devido ao surgimento de cepas resistentes aos tratamentos atuais de infeccGes

microbianas e as mudancas na epidemiologia, a busca por novos medicamentos
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antimicrobianos com amplo espectro e mecanismos de agéo distintos vem sendo intensificada
(RAI et al., 2018). Em relacdo a atividade antiviral, apesar da abundancia de compostos
potencialmente ativos isolados de fungos, nenhum destes encontra-se disponivel no mercado
(HYDE et al., 2019). Compostos fungicos com atividades antivirais sdo menos estudados, mas
0 nimero de pesquisas estd aumentando. Um grupo de fungos que tem sido foco de interesse,
além dos cogumelos comestiveis e medicinais, s&o os fungos endofiticos, principalmente
aqueles que crescem em habitats marinhos (LINNAKOSKI et al., 2018). A maioria dos estudos
nao esta focada apenas na atividade antiviral dos compostos e a principal limitacdo para a
descoberta do composto antiviral estd provavelmente relacionada a auséncia de sistemas de
triagem antiviral (RAJAMANIKYAM; VADLAPUDI, 2017). Alguns compostos antivirais
isolados de diferentes espécies de Phoma sp., como sirodesmina PL (ROUXEL et al., 1988),
aphidicolin (OIKAWA et al., 1999, 2001) e Brefeldin A (BETINA, 1992) também apresentam
outras atividades, como antifingica, antibacteriana ou bioherbicida.

Algumas espécies do género Phoma destacam-se também pelo potencial na producao
de pigmentos. A demanda por corantes naturais aumenta a cada dia devido aos efeitos
prejudiciais de alguns corantes sintéticos. Os fungos filamentosos fornecem uma fonte
alternativa disponivel de pigmentos derivados naturalmente, que apresentam enormes
vantagens, incluindo crescimento rapido e facil processamento. Além do corante, 0s pigmentos
fungicos tém muitas propriedades biologicas, como atividade antioxidante, antimicrobiana e
anticancer (RAO; XIAQO; LI, 2017). Uma gama extraordinaria de pigmentos é produzida por
fungos filamentosos e inclui varias classes quimicas, como quinonas, carotendides, melaninas,
flavinas, fenazinas, monascinas, violaceina e indigo (DUFOSSE et al., 2014). As antraquinonas
fungicas, como metabolitos secundarios derivados de policetideos, ocorrem amplamente em
muitos géneros de fungos (HOBSON; EDWARDS; WALES, 1997). Varias espécies de Phoma
sdo conhecidas por produzir pigmentos de antraquinona, que tém propriedades de tingimento
de corantes e potencial para serem utilizados comercialmente (RAI et al., 2009). As cores dos
pigmentos podem variar de acordo com as condi¢cfes de cultivo. De acordo com Bick e Rhee
(1966), a espécie P. exigua var. foveata produz pigmentos de cor amarela em meio acido e
vermelha em meio alcalino. Quando exposta a amdnia, a mesma espécie produz pigmentos rosa
(LOGAN; KHAN, 1969). Em ambos estudos, as antraquinonas identificadas foram

paquibasina, crisofanol, emodina e fomarina.
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Tabela 2.5 — Resumo das espécies de Phoma relatadas com atividades citotdxica, antimicrobiana e antiviral.

Espécie Origem Composto bioativo Atividade Referéncia

Phoma sp. Ectyplasia perox Epoxifomalina A e B Citotoxica Moh&n(;gg)et al.
Smallanthus 8-hidroxi-6-metoxi-3-metilisocumarina, (22E,24R)- o

Phoma betae sonchifolius ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona Citotoxica Gallo et al. (2009)

Phoma herb_arum . Aquilaria sinensis Brefeldina A Citotdxica Cui et al. (2011)

Phoma medicaginis

Phoma ZJWCFO006 Arisaema erubescens Cercosporamida e tricodermina Citotdxica Wang et al. (2012)

Phoma sp. Nemopilema nomurai Derivados da citocalasina e citocalasina B Citotdxica Kim et al. (2012)

Phoma betae Ginkgo biloba Taxol Citotoxica Kumaran et al.

(2012)

Phoma sp. Cmngm_omum 5-hidroxiramulosina Citotoxica Santiago et al.
mollissimum (2012)

Phoma sp. PTO1 Mitragyna javanica - Citotoxica Pharamat et al.

(2013)

Phoma sp. OUCMDZ-1847 Kandelia candel Fomazinas A-C Citotoxica Kong et al. (2014)

Phoma multirostrata EA-12 Eupatorium Multirostratina A, 20-oxo-desoxafomina Citotoxica Chen et al. (2015)
adenophorum

Phoma sp. YNO2-P-3 SumbaV|o_pS|s J.J. 3,4—d|h|dronafta_1len—1 (2H) -ona com espiro- Citotoxica Sang et al. (2016)

Smith butirolactona fomol
Phoma sp. CZD-F11 S_e dim_e nt Ciperin-2-O-®-D- glucosideo Citotdxica Wu X. et al. (2018)
' (unidentified) ' '
Phoma sp. Depth of Bering Sea Ergosterol, peraxido de ergosterol e peraxido de 9,11- Citotoxica Wu H. et al. (2018)

desidroergosterol



47

Phoma sp. NG-25
Phoma sp. 8874

Phoma sp. F-224,939
Phoma herbarum VB7
Phoma sp.

Phoma sp. ZJWCFOO6

Phoma sp. 6282

Phoma sp.

Phoma sp. 7133

Phoma sp. L28

Phoma sp.

Phoma multirostrata XJ2-1

Acido usnico, cercosporamida, fomodiona, 4cido e 6 -

Saurauia scaberrinae e
pseudoplacodiolico

Lycium intricatum Pirenoforol (macrodiolida), (-) - dihidropirenoforina

Solo Fomafungina (lipodepsipeptideo ciclico)

Mangrove plant Dibutil ftalato, mono (2etilhexil) ftalato

Cinnamomum

.- 5-hidroxiramulosina (policetida)
mollisimum

(3S) -3,6,7-trihidroxi-a-tetralona, cercosporamida, -

Arisaema erubescens . : :
sitosterol e tricodermina

Fomafuranol (dihidrofurano), fomalactona, (3R) -5-
hidroximelina e emodina

4-hidroximelina (policetideo), 4,8-di-hidroxi-6-metoxi-

Fucus serratus

Cinnamomum 3- metil-3,4-di-hidro-1H-isocromen-1-ona
mollisimum (benzopirano) e 1- (2,6-di-hidroxifenil) etanona
(policetideo )
Esclerodina, 8,9-di-hidro-3,5,7-tri-hidroxi-1,8,8,9-
S . -~ tetrametil-5- (2-oxopropil) -4H-fenaleno [1,
enecio kleinii

2-b] furano-4,6 (5H) -diona, atrovenetinona e
esclerodiona
7- (v, v) -dimetilaliloximacrosporina (antraquinona),
macrosporina, 7-metoximacrosporina,
tetrahidroaltersolanol B, altersolanol L e ampelanol

Fomanolida (sesquiterpendide do tipo 14-nordrimane),
7 hidroxi-3, 5-dimetil-isocromen-1-ona

Myoporum bontioides
A. Gray (mangrove
plant)

Aconitum
vilmorinianum

Parasenecio albus Ergocitocalasina A

Antiflngica

Antifungica e
antibacteriana

Antiflngica

Antibacteriana

Antifungica e
antibacteriana

Antiflngica

Antiflngica e
antibacteriana

Antifangica e
antibacteriana

Antifangica e
antibacteriana

Antifangica

Antiviral

Antiviral

Hoffman et al.
(2008)

Zhang et al. (2008)

Herath et al. (2009)

Bhimba et al.
(2012)

Santiago et al.
(2012)

Wang et al. (2012)

Hussain et al.
(2014)

Santiago et al.
(2014)

Hussain et al.
(2015)

Huang et al. (2017)

Liu et al. (2019)

Peng et al. (2020)
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2.2.1 Phoma como agente de controle bioldgico para ervas daninhas

Vaérios fungos fitopatogénicos produzem toxinas metabdlicas secundarias como parte
de uma estratégia multifacetada para obter nutrientes de plantas. Em alguns casos, tais toxinas
induzem a morte de células vegetais para liberar nutrientes ou subverter o metabolismo vegetal
em beneficio do fungo. Muitas toxinas seletivas do hospedeiro desempenham um papel na
viruléncia, enquanto o papel das toxinas ndo seletivas do hospedeiro na viruléncia € mais
complexo e a produgédo de toxinas nem sempre se correlaciona com a viruléncia (ELLIOT et
al., 2007). Normalmente, os fungos produtores de toxinas ndo dependem do crescimento de um
hospedeiro para completar seu ciclo de vida. A vantagem mais provavel dos metabdlitos
secundarios para organismos que produzem tais moléculas é que eles aumentam a sobrevivéncia
(HOWLETT et al., 2010). De acordo com Rai et al. (2009), algumas espécies de Phoma
secretam fitotoxinas como metabolitos secundarios, os quais apresentam grande potencial para
o controle biologico de plantas daninhas, podendo ser exploradas para a producdo de
micopesticidas e agrofitoquimicos.

Um grande namero de fitotoxinas (especificas e ndo especificas) foram identificadas do
género Phoma. Fomalida ¢ um exemplo de fitotoxina especifica (seletiva) produzida pelo
agente causador da doenca da perna preta de sementes oleaginosas de Brassica, uma das
espécies de Phoma bastante estudada, Phoma lingam (PEDRAS; BIESENTHAL, 1998). Outra
fitotoxina seletiva produzida por Phoma lingam também foi relatada, a fomalairdenona
(PEDRAS et al., 1999). Esta espécie também produziu fitotoxinas importantes e metabdlitos
relacionados incluem sirodesmina PL, fomamida, desacetilsirodesmina PL, fomapirona A e
anidrido de L-valil-L-triptofano (PEDRAS; BIESENTHAL, 2000). Sirodesmina PL é uma
fitotoxina ndo seletiva e é a principal fitotoxina produzida por Phoma lingam (PEDRAS;
SEGUIN-SWARTZ; 1992), a qual causa lesdes clordticas nas folhas das plantas (ROUXEL et
al. 1988). Outros metabdlitos ativos podem ser isolados alterando a composicdo do meio de
cultura, como 2,4-dihidroxi-3,6-dimetilbenzaldeido (PEDRAS; CHUMALA; YU, 2007) e dois
substituintes 2-isociano-3-metil-2-butenoil, que foi denominada maculansina A e maculansina
B (PEDRAS; YU, 2008). A maculansina A causou lesdes maiores nas folhas da mostarda
marrom resistente (Brassica juncea L.) do que na canola suscetivel. Além disso, 2,4-dihidroxi-
3,6-dimetilbenzaldeido foi isolado e mostrou apresentar atividade inibitoria do crescimento
significativa em raizes de canola e mostarda (PEDRAS; YU, 2008).

Ziniol, paquibasina e epoxidon sdo importantes fitotoxinas produzidas por Phoma

macdonaldii, Phoma foveata e Phoma sorghina, respectivamente. P. macdonaldii é o agente
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causal da doenca do caule preto do girassol, uma doenga amplamente observada em muitos
paises, responsavel por danos econdémicos, que causam a queima das folhas e do caule e o
murchamento de mudas cortadas de plantas de girassol (ROUSTAEE et al., 2000;
SUGAWARA,; STROBEL, 1986). Phoma foveata é uma espécie que causa gangrena, que €
uma leséo nos tubérculos da batata (Solanum tuberosum) (STRANGE, 1997). Phoma sorghina
é a espécie causadora da necrose quando observada nas folhas da erva daninha e outras oito
espécies de ervas daninhas, indicando uma natureza ndo especifica. Além do epoxidon, cinco
outros compostos fitotoxicos foram isolados, &cido 6-metilsalicilico, desoxiepoxidon, filostina,
2,3"-dihidroxi-4-metoxi-5 ', 6-dimetil difeniléter e éster de 6-metilsalicilato de epoxidon. Todas
as seis toxinas causaram necrose, enquanto o &cido 6-metilsalicilico, epoxydon e o difeniléter
também inibiram o crescimento da raiz do sorgo (VENKATASUBBAIAH et al., 1992). Essa
espécie também produz &cido tenuazdnico (TeA), um derivado do &cido tetramico, na forma de
quelatos de Mg e Ca (STEYN; RABIE, 1976). Zhou e Qiang (2008) estudaram o efeito deste
composto no crescimento e contetdo de clorofila total de Chlamydomonas reinhardtii. A
inibicdo do crescimento e do conteudo de clorofila foi observada com o aumento das
concentracdes de TeA (> 100 pg/mL).

Putaminoxina, a principal fitotoxina isolada de Phoma putaminum, foi caracterizada
como (5S) 5-hidroxi-9-propil-6-nonen-9-olideo, um macrolideo com uma ampla faixa de
toxicidade (EVIDENTE et al., 1995). Os autores investigaram a toxicidade da putaminoxina
contra espécies de ervas daninhas e em plantas cultivadas ndo hospedeiras. Mostrou uma gama
de toxicidades, Ocimum basilicum e Citrus aurantium estando entre 0s menos sensiveis e
Mercurialis annua o mais sensivel. No entanto, a toxicidade observada em Annual fleabane foi
a mais severa. Posteriormente, novos nonenolideos, isolados de Phoma putaminum, juntamente
com alguns de seus analogos naturais e derivados sintéticos, foram usados em um estudo de
relacdo estrutura-atividade. A putaminoxina provou ser o composto mais toxico entre 0s
analogos e derivados da putaminoxina (EVIDENTE et al., 1998).

Devido ao grande numero de fitotoxinas produzidas pelas espécies de Phoma, este
género € um dos mais citados nas pesquisas cientificas sobre bioherbicidas (15%), igualmente
0 género Fusarium sp. (15%) e apo6s Colletotrichum sp. (30%) (KLAIC et al., 2015). O processo
de desenvolvimento de um bioherbicida é complexo e os grupos de pesquisa em protecdo de
cultivos devem considerar varias questdes. Uma propriedade desejavel das fitotoxinas
microbianas é a seletividade de espécies embutida devido ao seu isolamento de patdgenos de
plantas especificos e hospedeiros de ervas daninhas (SAXENA; PANDEY, 2001). Algumas

tentativas de avaliar essas fitotoxinas como bioherbicidas tém sido relatadas (Tabela 2.6).
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Phoma exigua, Phoma macrostoma e Phoma herbarum sdo trés espécies
extensivamente estudadas como agentes herbicidas eficazes. P. exigua var. exigua e P. exigua
var. heteromorpha produz vérias citocalasinas fitotoxicas, como exemplo, ascocalasina,
deoxafomina, proxifomina, protofomina, citocalasinas A, B, C, D, E, F, H, J, T, U, V, W, Z2,
Z3, Z4, Z5, Z6 e 7-O-acetilcitocalasina B (BINDER; TAMM, 1973; CAPASSO; EVIDENTE;
VURRO, 1991; EVIDENTE et al., 1992; 1996; 2003, SCOTT et al., 1975). As citocalasinas
constituem um grande grupo de metabdlitos produzidos por uma variedade de espécies de
fungos e, embora o primeiro metabdlito tenha sido descoberto hd mais de 30 anos, esses
compostos ainda sdo amplamente estudados por suas atrativas propriedades bioldgicas e
aplicacdes potenciais como antibidticos, farmacéuticos ou produtos herbicidas (EVIDENTE et
al., 2003). O potencial micoherbicida desses agentes de biocontrole foi estudado por Cimmino
et al. (2008). As fitotoxinas produzidas foram p-hidroxibenzaldeido, citocalasinas B, F, Z2 e
Z3 e deoxafomina, e seu efeito contra ervas daninhas perenes, como Cirsium arvense e Sonchus
arvensis, foram verificados. O p-hidroxibenzaldeido foi inativo quando testado nas folhas de
C. arvense e S. arvensis, enquanto a citocalasina Z2 pareceu ser a citocalasina menos toxica em
ambas as plantas, e a deoxaphomina demonstrou ser a citocalasina mais toxica nas folhas de S.
arvensis.

Cerca de duas décadas atras, descobriu-se que dez isolados de Phoma macrostoma
Montagne tinham efeitos bioherbicidas (clorose e morte de mudas) em varias pragas de ervas
daninhas de folha larga, incluindo cardo do Canadé, dente de ledo, erva-de-bico e camomila
sem cheiro (BAILEY; DERBY, 2001). Mais tarde, P. macrostoma 94-44B foi testado contra
diversas espécies nao-alvo e economicamente importantes na agricultura, horticultura,
silvicultura e jardinagem, bem como ervas daninhas-alvo em potencial (BAILEY et al., 2011).
Novamente, 0s autores concluiram que P. macrostoma era patogénico para muitas espécies de
plantas dicotileddneas, mas nao patogénico para monocotiledéneas. As familias de plantas mais
resistentes foram Poaceae, Pinaceae e Linaceae, enquanto as plantas mais suscetiveis
pertenciam a Asteraceae, Brassicaceae e Fabaceae. Sob certas condicGes, P. macrostoma
produz fitotoxinas pelo micélio, conhecidas como macrocidinas, que causam retardo de
crescimento de brotos e raizes juntamente com fotodegradacdo severa (GRAUPNER et al.,
2003, 2006).
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Tabela 2.6— Resumo das plantas nas quais espécies de Phoma foram relatadas como agentes de controle biolégico.

Espécies Planta alvo Modo de aplicacéo Efeitos Referéncia
P. chenopodicola Mercurialis annua, Cirsium arvense, Setaria viridis (Egri;;%rgilrgiglct::) Lesdes necréticas circulares Clmggnl%)e tal.
Mortalidade (~70%) e Boyette;
P. commelinicola Commelina diffusa Inundativo reducéo de peso seco Hoagland; Stetina
(>80%) (2015)
. . L P6s-emergéncia Cimmino et al.
P. exigua var. exigua Sonchus arvensis, Cirsium arvense (puncéio da folha) Necrose (2008)
Supressao de crescimento e Zhao: Shamoun
P. exigua var. exigua Gaultheria shallon Pds-emergéncia 56% da morte da biomassa (2006)
total
P. herbarum Amaranthus hypochondriacus Placa de Petri Inibigdo dr(;girceusral mento da Rlver(()égcr)lg etal.
P. herbarum Taraxacum officinalis Pds-emergéncia 100% doenga severa Neuménonazl_;,oland
P herbarum Parthenium hysterophorus, Lantana camara, Hyptis Pds-emergéncia Clorose, ondulacéo e Kalam; Khan;

P. macrostoma

P. macrostoma

P. macrostoma

P. macrostoma

P. macrostoma

suaveolens, Sida acuta
Lactuca sativa, Brassica rapa, Taraxacum officinale,
Gnaphalium pensylvanicum, Sinapis arvensis, Oxalis
stricta, Polygonum convolvulus

Senecio vulgaris, Lamium amplexicaule

Taraxacum officinale, Aster subulatus, Malva neglecta,
Portulaca oleracea, Medicago polymorpha, Sonchus
oleraceus
Taraxacum officinale, Rorippa palustres, Cardamine
flexuosa

Taraxacum officinale, Senecio vulgaris, Cicer arietinum

(folha destacada) colapso completo

81, 91, 92, 100, 61, 79, 95%

Singh (2014)

Pre e pds-emergéncia Bailey et al. (2011)

mortalidade
Pre e pés-emeraéncia >80% clorose e >87% Neal; Shew;
P g reducdo Schiavone (2013)

Pés-emergéncia
(foliar granular)

Alguma extensdo de clorose

Smith et al. (2015)
e necrose

Pré-emergéncia 100% reducdo de Wolfe; Neal;
(tratamento granular) crescimento Harlow (2016)
Pds—emergéncia Clorose e mortalidade Hubbard et al.
(pulverizador) (2016)
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Uma cepa de P. herbarum causou mais de 90% de inibicdo na germinacgéo de sementes,
mortalidade de plantulas e danos foliares, seguido por reducdo na altura da erva Parthenium
(PANDEY et al., 1991). O fungo P. herbarum, isolado de uma variedade especial de milho
(Zea mays), produziu dois novos nonenolideos fitotoxicos, herbarumina I e herbarumina Il , 0s
quais causaram inibicdo significativa do crescimento da radicula de Amaranthus
hypochondriacus (RIVERO-CRUZ et al., 2000). Vikrant et al. (2006) relataram fitotoxicidade
pronunciada do filtrado de cultura livre de células de P. herbarum FGCC #75 contra
Parthenium hysterophorus L., devido a um &cido 3-nitro-1,2 benzenodicarboxilico (acido 3-
nitroftalico).

2.2.1.1 Phoma dimorpha

Em contraste com essas espécies amplamente estudadas, algumas investigacdes estéo
surgindo sobre novas espécies com potencial bioherbicida. Ha alguns anos, o Laboratorio de
bioprocessos “Biotec Factory”, localizado no prédio 09B e pertencente ao Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), vem investigando o
potencial bioherbicida de uma cepa do fungo Phoma sp., atualmente identificada como Phoma
dimorpha. Os estudos realizados até o momento podem ser observados na Tabela 2.7.
Recentemente, Chaves Neto et al. (2020a) avaliaram a acao bioherbicida do caldo fermentado
de Phoma dimorpha (NRRL 43879) na pré-emergéncia e pos-emergéncia de Senna obtusifolia.
Os resultados mostraram na aplicacdo em pré-emergéncia uma inibicdo da germinacdo das
sementes em 100%, enquanto nas folhas destacadas, necrose foliar e morte no nono dia apos a
aplicacdo. Na pds-emergéncia, a aplicacdo causou sintomas moderados, como manchas foliares
e reducdo do tamanho da planta daninha. Antes da identificacdo da espécie, outros trabalhos
foram desenvolvidos com a mesma linhagem. Primeiro, a producdo de bioherbicida da cepa
NRRL 43879 por fermentacdo em estado sélido foi otimizada. Os resultados dos bioensaios
demonstraram que o bioherbicida apresentou atividade para Cucumis sativus, e 0 modo de acdo
foi baseado na inibicdo da biossintese de carotendides (KLAIC et al., 2017). Posteriormente, a
producdo de bioherbicida foi desenvolvida por fermentacdo submersa, resultando em inibicéo
de 100% das sementes de Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus (TODERO et al., 2019). A
reducdo de 100% na germinacdo de sementes de Sorghum bicolor também foi observada. Os
autores sugeriram que o composto bioativo provavel seria o pirrolo [1,2-a ] pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro-3- (2-metilpropil) (BRUN et al., 2016).



Tabela 2.7— Trabalhos desenvolvidos com o fungo Phoma dimorpha no Laboratério “Biotec Factory”.
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Titulo

Tipo

Objetivos

Referéncia

Producéo de bioherbicida por processos

fermentativos a partir do fungo Phoma sp.

Formulac&o de um herbicida biol6gico
produzido através da fermentagao
submersa em biorreator

Producéo de herbicida por fermentacao
submersa a partir do fungo Phoma sp. em
biorreator

Production of bioherbicide by Phoma sp.
in a stirred-tank bioreactor

Optimization of solid-state fermentation
for bioherbicide production by Phoma sp.

Desenvolvimento de um bioherbicida a
partir de metabdlitos de Phoma sp. para o
manejo de plantas daninhas

Dissertacao

Dissertacao

Dissertacao

Artigo cientifico

Artigo cientifico

Dissertagao

Otimizar a fermentacao submersa e em estado sélido de um
bioherbicida a partir de Phoma sp. e avaliar a atividade no controle de
Cucumis sativus

Otimizar a producdo de um bioherbicida por fermentagdo submersa

em biorreator, desenvolver formula¢es em conjunto de adjuvantes e

avaliar a atividade das formulagGes no controle de Cucumis sativus,
Sorghum bicolor, Lactuca sativa L. e Allium cepa L.

Produzir um herbicida por fermenta¢do submersa em biorreator,
caracterizar os compostos presentes por cromatografia gasosa e
avaliar a atividade no controle de Cucumis sativus e Sorghum bicolor

Produzir um bioherbicida em biorreator de tanque agitado, variando a
taxa de agitacdo e a aeracdo. Avaliar o potencial fitotdxico a partir de
bioensaios em pré-emergéncia, pds-emergéncia e em folhas
destacadas de Cucumis sativus e Sorghum bicolor. Posteriormente,
realizar a caracterizacdo quimica com cromatografia gasosa.

Otimizar a composicao do meio para a producdo de bioherbicida de
Phoma sp. por fermentacdo em estado sdlido, empregando residuos
agroindustriais como bagago, soja e licor de maceracao de milho
como substrato. A fitotoxicidade foi avaliada em Cucumis sativus

Concentrar e formular um bioherbicida a
base de Phoma sp. com efeito sobre plantas bioindicadoras (Cucumis
sativus) e plantas daninhas (Amaranthus retroflexus, Bidens pilosa e
Conyza canadensis)

Klaic (2014)

De Almeida
(2014)

Brun (2016)

Brun et al.
(2016)

Klaic et al.
(2017)

Todero
(2017)
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Formulation of a bioherbicide with
metabolites from Phoma sp.

Concentration of metabolites from Phoma
sp. using microfiltration membrane for
increasing bioherbicidal activity

Desenvolvimento de formulagdes para
potencializar a acdo de metabolitos de
Phoma dimorpha no controle bioldgico de
plantas daninhas

Efeito de metabolitos secundarios
produzidos por Phoma dimorpha sobre a
germinacdo e crescimento de sementes de
diferentes espécies vegetais

Avaliacdo de diferentes métodos de
preservacdo do fungo Phoma dimorpha

Bioherbicidal action of Phoma dimorpha
fermented broth on seeds and plants of
Senna obtusifolia

Artigo cientifico

Artigo cientifico

Tese

Artigo cientifico

Artigo cientifico

Artigo cientifico

Formular um bioherbicida com metabélitos secundarios produzidos
por Phoma sp. e avaliar a fitotoxicidade em Cucumis sativus, Bidens
pilosa, Amaranthus retroflexus e Conyza canadensis

Concentrar o caldo bruto obtido por fermentacdo submersa de Phoma
sp. através de uma membrana de microfiltracdo de fibra oca, e avaliar
a fitotoxicidade em Cucumis sativus (absor¢do em folha) e nas plantas
daninhas Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus (camara de
germinacdo e germinacdo em substrato)

Desenvolver formulacGes para potencializar a acdo do caldo
fermentado proveniente do fungo Phoma dimorpha concentrado por
processos de separacdo por membranas no controle bioldgico de
plantas daninhas (Echinochloa spp., Amaranthus cruentus, Bidens
pilosa e Senna obtusifolia)

Avaliar o efeito de metabdlitos secundarios presentes no caldo
fermentado de Phoma dimorpha na germinacao, crescimento, massa
fresca e seca de mudas e em folhas destacadas das espécies de
Cucumis sativus, Triticum aestivum, Amaranthus cruentus, Bidens
pilosa e Echinochloa sp.

Avaliar a eficacia e viabilidade de trés métodos de preservacao de
isolados do fungo Phoma dimorpha (repicagens periddicas, Castellani
e fragmentos de papel-filtro)

Avaliar a a¢do bioherbicida de um caldo fermentado produzido a
partir do fungo Phoma dimorpha na pré-emergéncia e pds-emergéncia
de S. obtusifolia

Todero et al.
(2018)

Todero et al.
(2019)

Chaves Neto
(2019)

Chaves Neto
et al.,
(2020Db)

Chaves Neto
et al. (2019)

Chaves Neto
et al. (2020a)
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2.2.2 Phoma como produtor de polissacarideos

Em geral, os fungos produzem varios compostos com atividade superficial que podem
ser divididos em compostos de alto peso molecular, como heteropolissacarideos,
lipopolissacarideos, proteinas, lipoproteinas ou complexos de componentes e uma ampla
variedade de estruturas quimicas de baixo peso molecular, incluindo glicolipideos,
lipopeptideos, complexos polissacarideo-proteina poliméricos, acidos graxos e fosfolipidios
(LUFT et al., 2020). Os exopolissacarideos (EPS) sdo os polissacarideos flngicos mais
frequentemente estudados, além dos polissacarideos da parede celular e dos polissacarideos
citosolicos intracelulares. Os EPS obtidos de culturas de fungos Ascomycota sdo conhecidos
por suas propriedades antioxidantes, imunoestimulantes, antitumorais e antimicrobianas
(OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015).

YCP (acronimo de Yancheng polissacarideo) foi isolado do micélio do fungo
filamentoso marinho Phoma herbarum YS4108 (YANG et al., 2005). Os autores relataram a
capacidade do YCP de aumentar a atividade fagocitica de camundongos in vitro e in vivo,
indicando que pode ser um polissacarideo imunomodulador, que estimula a resposta imune por
acdo sobre macrdéfagos do compartimento imune sistémico. A resposta proliferativa de
anticorpos IgM em células B por YCP foi estudada e demonstrou a fungdo imunomoduladora
eficiente de YCP na imunoterapia oncoldgica por meio da ativacdo mediada por TLR de vias
de sinalizacdo como MAPK e NF-kB (ZHANG et al., 2013). Chen et al. (2009) descreveram
que o YCP foi responsavel pela inducdo da producdo de NO em macrofagos por meio da ligacéo
do YCP as vias TLR 4 e CR3. Posteriormente, um estudo demonstrou que o YCP atua como
um segundo sinal para a ativagéo, proliferacdo e producdo de IFN-y das células T através da
ligacdo ao receptor “toll-like” (TLR-) 2 e TLR-4, e pode ser considerado um bom candidato
para tumor-imunoterapia especifica para melhorar os sinais do processo de apresentacdo do
antigeno, proliferacdo de céelulas T especificas do antigeno, inducdo de citocinas Thl e morte
especifica do tumor (CHEN S. et al., 2014). Em resumo, este polissacarideo microbiano € um
ponto de partida promissor para o desenvolvimento de drogas antitumorais e que aumentam a
imunidade (SUN et al., 2016).

Apesar de o YCP ser o polissacarideo mais estudado da espécie Phoma herbarum,
outros estudos foram desenvolvidos. Uma cepa de Phoma herbarum identificada como CCFEE
5080 foi isolada de solo continental da Antértica e testada para producdo de EPS. A producéo
de EPS foi de até 13,6 g/L em uma variedade de fontes de carbono, e foi maxima quando a

fonte de nitrogénio foi NaNOs e a temperatura de incubacéo foi de 28 °C. Os autores levantaram



56

a hipotese de uma possivel relacdo entre a producdo de EPS pelo fungo Antértico e seu
envolvimento na sobrevivéncia sob o clima mais severo do mundo (SELBMANN et al., 2002).
Embora os EPS sejam considerados biofertilizantes potenciais e eliciadores da resisténcia
sistémica das plantas (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015), a partir da presente pesquisa foi
possivel relacionar o potencial bioherbicida até entdo apresentado (Tabela 2.6) com a producéo

de biopolimeros produzidos pelo fungo Phoma dimorpha.

2.3 PROCESSO DE PRODUCAO DOS BIOPOLIMEROS FUNGICOS

Uma das maiores dificuldades na producéo de biopolimeros fungicos em larga escala é
0 alto custo. Por este motivo, 0s biopolimeros microbianos sao objeto de investigacdo em varias
areas cientificas, com especial enfoque na otimizacdo dos seus processos de produgdo. Outra
dificuldade atual é a falta de monitoramento durante a fase de fermentagdo. A fim de
compreender melhor o processo de producéo de biopolimeros fungicos, as etapas envolvidas
na escala de laboratorio da producéo e as diferentes estratégias de reducdo de custos sdo
apresentadas na Figura 2.4.

O primeiro passo apds a escolha da cepa produtora deve ser a selecdo do meio de cultura
e a definicdo dos pardmetros. E importante definir esses fatores porque a producio de
biopolimeros fungicos é altamente afetada pelas condi¢bes nutricionais e ambientais. No
entanto, ndo ha condicdes gerais de cultivo adequadas para todos 0s microrganismos que
garantam altas produtividades dos biopolimeros. A producéo de biopolimeros fungicos, quando
comparada a outras fontes naturais, costuma apresentar tempos de producao consideravelmente
mais curtos e sua extracdo é muito mais simples (FREITAS; TORRES; REIS, 2017).

2.3.1 Selecdo do meio de cultura

A escolha de um substrato adequado € muito importante, tanto no aspecto fisiolégico
como fonte de energia e carbono quanto no aspecto econdmico, pois representa um grande
percentual do custo do processo. As fontes de carbono e nitrogénio, bem como a presenca de
minerais, influenciam na composicdo e caracteristicas dos biopolimeros. Um excesso de
carbono e uma limitacdo de nitrogénio geralmente favorecem a sintese (FREITAS; ALVES;
REIS, 2011).



Figura 2.4— Estratégias de producéo e reducdo de custos de biopolimeros fungicos.
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Fontes convencionais de carbono, como glicose, glicerol, acetatos e outros acidos

organicos, bem como n-alcanos puros, sao bastante caras. Considerando que 0s custos de meio

representam até 30% dos custos totais dos processos fermentativos (FREITAS; TORRES;

REIS, 2017), uma estratégia geralmente adotada para tornar a producdo de biopolimeros

econdmica € o uso de substratos baratos e residuais para a formulacdo de meios de fermentacao

(SAHARAN:; SAHU; SHARMA, 2012). E possivel utilizar residuos e subprodutos

agroindustriais como matéria-prima suplementar para a producgéo de biopolimeros microbianos
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de alto valor agregado, além de reduzir seu prego, como também superar o problema de
destinacdo final (VIJAYENDRA; SHAMALA, 2013). No entanto, as condigdes especificas de
processamento devem ser conhecidas a fim de ndo causarem impacto negativo no rendimento,
produtividade e composi¢do do biopolimero sintetizado (FREITAS; ALVES; REIS, 2011). A
fonte mais ampla de nitrogénio utilizada é o extrato de levedura, mas vérias outras fontes de
nitrogénio também tém sido utilizadas, como uréia, peptona, sulfato de aménio e extrato de
malte. Embora a presenca de nitrogénio extra favorecga o crescimento celular, geralmente resulta
em uma producéo pobre de biopolimero. Outros elementos, como fdsforo, potéssio e cations
metalicos, também séo necessarios para o crescimento microbiano e a sintese de biopolimeros
(FREITAS; TORRES; REIS, 2017). No entanto, deve-se ter cuidado ao otimizar a concentragéo
de sais fornecidos como nutrientes no meio, uma vez que cations podem afetar as propriedades
reoldgicas de solucdes de polimeros (AKILA, 2014). A suplementacdo de certos substratos
hidrofobicos (gorduras ou Oleos vegetais) no meio também aumenta substancialmente a
producdo de compostos bioemulsificantes e o crescimento micelial (PARK et al., 2002). Esses
substratos sdo usados para a producdo da porcdo hidrofobica do biopolimero, enquanto os
substratos hidrofilicos sdo usados principalmente por microrganismos para o metabolismo
celular e a sintese da fracdo hidrofilica, substratos sollveis em &gua, como grupos de
carboidratos, geralmente estdo sendo utilizados (DESAI; BANAT, 1997). As vias metabdlicas
envolvidas na sintese de precursores para a producdo de bioemulsificantes sdo diversas e
dependem da natureza da principal fonte de carbono usada no meio de cultura (FONTES;
AMARAL; COELHO, 2008).

Quando um hidrocarboneto é usado como fonte de carbono, o metabolismo microbiano
usa principalmente a via lipolitica e a gliconeogénese, que podem ser usados na producédo de
ambas as fracdes hidrofobicas (acidos graxos) e hidrofilica (sacarideos) (Figura 2.5). Para a
producdo de sacarideos, a via da gliconeogénese € ativada. Consiste na oxidacdo de acidos
graxos via [-oxidacdo em acetil-CoA (ou propionil-CoA, no caso de acidos graxos de cadeia
impar). A partir da formacéo de acetil-CoA, as reacdes envolvidas na sintese de precursores de
polissacarideos, como a glicose 6-fosfato, sdo essencialmente o inverso daquelas envolvidas na
glicolise. No entanto, as reacdes catalisadas pelo piruvato quinase e pela fosfofrutocinase-1 sdo
irreversiveis; portanto, outras enzimas, que sdo exclusivas da gliconeogénese, sdo necessarias
para contornar essas reacdes. As principais reacées sdo mostradas na Figura 2.5, até a formacao
da glicose 6-fosfato, que é o principal precursor dos polissacarideos a serem formados para a
producdo da porcdo hidrofilica dos biopolimeros (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008;
NURFARAHIN; MOHAMED; PHANG, 2018; SANTOS et al., 2016).
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Por outro lado, quando os carboidratos sdo a Unica fonte de carbono para a producéo de
biopolimero, o fluxo de carbono é regulado de tal forma que ambas as vias lipogénicas e a
formacdo da fracdo hidrofilica pela via glicolitica sdo suprimidas pelo metabolismo microbiano
(Figura 2.6). Um substrato soldvel em agua, como a glicose, é degradado até formar
intermediarios da via glicolitica, como a glicose 6-fosfato (G6P), que é um dos principais
precursores de carboidratos encontrados na parte hidrofilica do biopolimero, catalisada por uma
série de enzimas. Para a formacdo da porcao hidrofébica (lipidio), a glicose é oxidada a piruvato
através da glicdlise e o piruvato é entdo convertido em acetil-CoA, que produz malonil-CoA
quando combinado com oxaloacetato, seguido pela conversdo em um &cido graxo (precursores)
para a sintese de lipidios (FONTES; AMARAL; COELHO, 2008; NURFARAHIN;
MOHAMED; PHANG, 2018; SANTOS et al., 2016).

2.3.2 Defini¢é@o dos parametros de cultivo

Para garantir um desempenho de bioprocesso estavel e reprodutivel, parametros de
cultivo, como concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), velocidade do agitador, pH e
temperatura sdo frequentemente monitorados e/ou controlados dentro de intervalos definidos
(FREITAS; TORRES; REIS, 2017). A temperatura geralmente € critica na sintese de
biopolimeros. Em geral, a maioria dos produtores de biopolimeros sdo mesofilicos, e a
temperatura ideal para o crescimento celular também é 6tima para a formagdo do produto
(AKILA, 2014). O pH inicial do meio pode afetar a funcdo da membrana celular, morfologia e
estrutura celular, solubilidade dos sais, estado i6nico dos substratos, absorcdo de varios
nutrientes e biossintese do produto (FANG; ZHONG, 2002a), e deve ser mantido em um nivel
neutro (6,0-7,0), pois o pH acido pode inibir a producdo dos biopolimeros ou causar sua
precipitacdo (BINIARZ; LUKASZEWICZ; JANEK, 2017). Outro fator importante é o
fornecimento de oxigénio, cujas condi¢bes de aeracdo adequadas sdo essenciais durante o
crescimento exponencial (VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011). Foi relatado que
agitacdo e/ou aeracdo vigorosas favorecem a alta producédo de EPS por alguns microrganismos
(FREITAS; TORRES; REIS, 2017). Grande quantidade de ar quente e altos niveis de agitacao
sdo aplicados durante a fermentacdo para combater a transferéncia de massa ineficiente devido
a alta viscosidade (AKILA, 2014). O processo de producdo ndo é necessariamente completo
sem um meio eficiente e econdmico para 0 processamento posterior, mesmo que a producao
Otima seja obtida usando condigdes otimizadas (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2012).
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Figura 2.5 — Vias metabdlicas envolvidas na sintese de biopolimero emulsificante usando
substrato de hidrocarboneto. Enzimas chave: (A) isocitrato liase; (B) malato sintase; (C)

fosfoenolpiruvato; (D) frutose-1.
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Figura 2.6— Vias metabolicas envolvidas na sintese de biopolimero emulsificante usando um
substrato soltvel em agua. Enzimas principais: (A) fosfofrutocinase; (B) piruvato quinase; (C)
isocitrato desidrogenase.
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2.3.3 Recuperacdao, extracao e purificacéo

Apos o término da fermentacdo, a operacdo de filtracdo é a proxima etapa do processo

para separar o micélio do caldo fermentado. A filtragdo é um processo aparentemente simples,
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que pode ser complementado com um processo de centrifugacdo. Apos centrifugagdo, a
recuperacdo dos biopolimeros do caldo bruto € comumente realizada por procedimentos que
envolvem precipitacdo e secagem (liofilizacdo) dos polimeros precipitados. A intensa formacdo
de espuma produzida dificulta a recuperacéo e purificacdo desses compostos do caldo bruto,
sendo um obstaculo para sua comercializacdo (COUTTE et al., 2017). No entanto, um grande
investimento financeiro é necessario para esses processos. Na maioria dos casos, 0
processamento posterior dos produtos € responsavel por aproximadamente 60% do custo total
e deve ser escolhido com base na demanda de pureza para a aplicacdo desejada. Os
procedimentos de purificacdo dos biopolimeros a serem extraidos sdo determinados de acordo
com a localizacéo, solubilidade e carga i6nica (SATPUTE et al., 2010).

Técnicas de purificacdo e extracdo de biopolimeros tém sido estudadas intensivamente
(COUTTE et al., 2017). A recuperacdo de biopolimeros normalmente envolve uma etapa
opcional de precipitacdo e o uso de diferentes solventes orgéanicos de acordo com a
hidrofobicidade e o valor do equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) dos compostos. Os
biopolimeros geralmente sdo extraidos do caldo de cultura por precipitagdo com sulfato de
amonio e purificados por dialise (BANAT et al., 2010). Outras técnicas de recuperacdo sdo
precipitacdo &cida, precipitacdo de TCA/acetona, precipitacdo alcodlica, fracionamento de
espuma, extracdo por solvente e extragdo por ultrassom (COUTTE et al., 2017; OSINSKA-
JAROSZUK et al., 2015; ZHENG Z. et al., 2019). Para a purificacdo, diversas estratégias foram
desenvolvidas, como cromatografia de troca idnica, técnicas de ultrafiltracdo por membrana e
adsorcao-dessorcdo em resinas ou carvao ativado. Além disso, técnicas desenvolvidas como
cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia de interacdo hidrofobica e filtracdo em
gel sdo bastante utilizadas para fracionar e purificar esses compostos. Em alguns casos, uma
estratégia de recuperacdo de varias etapas, usando uma sequéncia de etapas de concentracdo e
purificacdo, é eficaz para obter o produto em qualquer grau de pureza necessario (MNIF;
GHRIBI, 2015). A recuperacéo dos biopolimeros do micélio ocorre apds a etapa de liofilizacéo.
As técnicas de extracdo de micélio requerem métodos de extracdo mais drasticos, como com
agua quente (LI et al., 2015; ZHAO et al., 2016), solventes inorganicos (FANG; ZHONG,
2002b; TANG; ZHONG, 2002) ou organicos (VAN BOGAERT; ZHANG; SOETAERT,
2011). Portanto, atualmente, a extracdo assistida por ultrassom estd sendo apresentada como
um dos métodos mais eficientes, uma vez que € um método simples, rapido e econdmico que
encurta o0 tempo de extragdo em comparacdo com 0s métodos convencionais (SOURKI;
KOOCHEKI; ELAHI, 2017; ZHANG et al., 2014). Hoje em dia, a escolha de qual método deve

ser utilizado para realizar a extracao depende do equilibrio entre a eficiéncia e reprodutibilidade
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da extracdo juntamente com consideracOes de custo, tempo e segurangca. Rendimentos de
purificacdo, escalabilidade, uso ou ndo de solventes toxicos e preco de implementacdo sdo
alguns exemplos de desvantagens que precisam ser superadas. Algumas técnicas inovadoras e

frequentemente usadas para recuperacdo destas macromoléculas estdo resumidas abaixo.

2.3.3.1 Precipitagcao

Em termos simples, precipitacdo significa remover os solidos soltveis de uma solugédo
e converté-los em uma forma insollvel que pode ser posteriormente separada por filtracdo e
centrifugacdo. Esta estratégia de pré-tratamento melhora a recuperacdo de biopolimeros em
termos de acessibilidade e filtrabilidade. Este método de pré-tratamento para recuperacdo de
biopolimero é geralmente usado na fase preliminar (JHA; KUMAR, 2019).

2.3.3.1.1 Precipitacéo acida

A precipitacdo acida é a tecnica convencional mais usada na recuperacao de biopolimero
(CHITARRA et al.,, 2003; HADDAD et al., 2008). Além de ser um método barato, €
prontamente disponivel para recuperar biopolimero bruto. O método consiste em uma hidrdlise
acida, realizada com acido cloridrico (HCI) concentrado para baixar o pH para 2,0,
neutralizando as cargas negativas do biopolimero e tornando-o menos soltvel na fase aquosa
(BINIARZ; LUKASZEWICZ; JANEK, 2017). Apds a precipitacdo a 4 °C em repouso durante
a noite, o caldo contendo biopolimero pode ser centrifugado, geralmente a 12.000 rpm por 15
min a 4 °C, para ser facilmente coletado como produto bruto (SATPUTE et al., 2010). No
entanto, este método é indicado somente para aplicacfes laboratoriais, ja que a utilizacdo de
HCI levanta facilmente a questdo da inseguranca devido aos reagentes quimicos residuais. No
entanto, a precipitacdo 4acida apesar de resultar em alto rendimento de recuperacéo,
frequentemente apresenta baixa pureza (<60%), um problema a ser resolvido combinando este

método a outros, como processos de filtracdo por membrana (CHEN; CHEN; JUANG, 2007).

2.3.3.1.2 Precipitacdo alcodlica

Normalmente, para recuperacdo do biopolimero bruto, o caldo fermentado é precipitado

pela reducdo da constante dielétrica da solugéo pela adi¢do de etanol (absoluto ou 95%) ou um
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solvente equivalente a uma temperatura de 4 °C por um periodo de 12-24 h. Ao adicionar etanol
a uma solucao que contém moléculas ligadas e agregadas de polissacarideos (devido as ligacbes
de hidrogénio intermoleculares em solucdo aquosa), tais moléculas inicialmente desidratam,
ap6s mudam de conformacdo e agregam, devido ao aumento da ligacdo de hidrogénio
intramolecular (WANG S. et al., 2019). De acordo com Osinska-Jaroszuk et al. (2015), o
principal método de extracdo de EPS obtido em culturas das cepas Ascomycota e
Basidiomycota € a precipitacdo com etanol 95% utilizando diferentes proporc6es de suspensdo
de caldo e alcool. Phetrong, H-Kittikun e Maneerat (2008) descobriram que a precipitacdo do
emulsificante de Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus SM7 com etanol foi 0 método
mais eficiente quando comparado a outros métodos de precipitacdo. Definitivamente, o etanol
é um dos solventes mais populares para a obtencdo de biopolimeros do sobrenadante de cultura
de microrganismos, pois favorece o alto rendimento. No entanto, ndo é um processo ideal na

producdo em larga escala, porque é um processo caro e demorado.

2.3.3.2 Membranas

Os processos de separacdo por membrana (PSM) abrangem um grupo de processos de
separacao em que as caracteristicas de uma membrana (porosidade, seletividade, carga elétrica)
sdo utilizadas para separar os componentes de uma solucdo ou suspenséo. Nestes processos, 0
fluxo de alimentacdo é separado em dois: a fracdo que permeia através da membrana, chamada
de permeado ou filtrado, e a fracdo contendo os componentes que nao foram transportados
através da membrana, geralmente chamada de retido ou concentrado. Os produtos de interesse
podem estar no retido ou no permeado ou em ambos o0s fluxos (DHINESHKUMAR,;
RAMASAMY, 2017). Em outros termos, a membrana atua como uma barreira seletiva que
separa uma mistura de um ou mais componentes em duas fracdes.

A principal forca motriz para a separacdo € a pressao transmembrana, que é a
discrepancia de presséao entre os lados do retido e o lado do permeado. Os quatro tipos de PSM
em fase liquida que utilizam essa forca para concentrar, fracionar e purificar solu¢ées diluidas
sdo microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmose reversa (OR), 0s
quais sdo caracterizados em funcdo das massas e tamanhos moleculares das substancias de
interesse (Tabela 2.8). No entanto, o principio de separacdo também € baseado em outras forcas
motrizes como gradientes de concentracdo (dialise), temperatura e elétrico (eletrodialise).
Especialmente em UF e NF a carga das moléculas/solutos e sua afinidade pela membrana
filtrante também sdo importantes (DHINESHKUMAR; RAMASAMY, 2017).
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Entre as tecnologias de separagdo por membrana acionada por pressdao, MF, UF e NF
tém sido amplamente aplicadas em muitas indUstrias, pois permitem que as separagdes se
tornem mais eficientes em termos de energia e corretas ecologicamente (XU et al., 2016). As
membranas de MF e UF sdo usadas para purificacdo de fluxos aquosos, concentracdo e
recuperacdo do produto de interesse, superando as limitacdes das técnicas tradicionais (JHA,
KUMAR, 2019). As caracteristicas da filtracdo por membranas que a torna excelente para
muitas aplicagbes incluem a minimizacdo do dano fisico de biomoléculas por efeitos de
cisalhamento, desnaturacdo minima, alto rendimento de recuperacgdo (Unica etapa), a prevencao
de problemas de ressolubilizagdo (solutos séo retidos na fase de solucdo), alto rendimento,
eficacia de custos (CHEN; CHEN; JUANG, 2007), auséncia de produtos quimicos, alto nivel
de pureza e automacéo simples (BINIARZ; LUKASZEWICZ; JANEK, 2017).

Tabela 2.8— Caracteristicas mais relevantes dos processos de separa¢do por membranas.

Forca Principal
Processo motriz mecanismo de agdo  Material retido Aplicacdes
(5p — dm)* (DP?, nm)
x Particulas em e o
o ) GP® 0,5-2 Excluséo por SUSpensao, Cl_arlflca(;ao _de
Microfiltracdo tamanho (100- - vinho/cerveja
bar 1000) bactérias Esterilizacdo bacteriana
MM* > 5000 Da
Exclus&o por Coloides, Concgn(:(r:ﬁgi?adgg) :j()(;[elnas
Ultrafiltracdo ~ GP 1-5 bar tamanho (2810) macromoléculas i mentoFs) Re((;:u eracio
MM >2000Da 'Y ectiperag
de dleos
Purificacdo de proteinas
GP 15-20 Excluséo por Moléculas de Sepagfg;?iggsc:r;;pi);)stos
Nanofiltracdo bar tamanho/Difusdo = MM média entre g divalentes
(1-3) 500 e 2000 Da

Dessulfatagdo de 4gua
marinha

Material soltvel
Osmose GP 10-100 Difusio (<0,5) ou em Dessanlllza(;?o de 4guas
Reversa bar suspensao (ions Concentragdo de sucos
monovalentes)

!An = diferenga de pressdo osmética; 2DP= didmetro de poros; 3GP = gradiente de pressio; “MM = massa molecular
Fonte: Adaptado de Cassano et al. (2020)

Existem duas configuracdes diferentes para operacdo de separacdo por membranas: (1)
filtracdo frontal (sem saida, “dead-end ) e (2) filtracdo tangencial (fluxo cruzado, “crossflow”).

Na primeira, o plano da membrana é normal ao fluxo de alimentacéo, enquanto no segundo é
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tangencial. As vantagens e desvantagens do tipo de configuracdo dependem das caracteristicas
de alimentacdo. Suspensdes altamente concentradas ndo sdo adequadas para tratamento dead-
end, uma vez que as particulas separadas se acumulam rapidamente na membrana, aumentando
a resisténcia a filtragdo por formar um bolo e/ou obstruir a membrana. Na filtracdo crossflow,
o fluxo é paralelo @ membrana e as forcas de arrasto proximas a parede da membrana reduzem
a quantidade de material particulado depositado na membrana. Portanto, o primeiro é usado
para suspensdes diluidas, enquanto o dltimo pode lidar com as concentradas
(DHINESHKUMAR; RAMASAMY, 2017).

Em relacdo aos biopolimeros, atualmente, a maioria dos processos de purificacdo sdo
realizados com métodos geralmente limitados a escala laboratorial ou que levantam a questao
do reagente residual, dificultando assim a aplicacdo futura desses compostos. Por meio de
processos de separacdo por membranas, a recuperacdo dos biopolimeros torna-se mais eficaz,
apresentando alta eficiéncia e baixo custo, além ser uma tecnologia verde de operacédo (TANG
et al., 2020). Considera-se 0 processo de separacdo por membrana como tecnologia verde
devido a sua maior eficiéncia no uso de energia e a eliminagéo de produtos quimicos e aditivos,
0 que € melhor para 0 meio ambiente e para a saude humana (DHINESHKUMAR,;
RAMASAMY, 2017).

Para purificacdo de grandes volumes de extrato, os PSM, tém sido usados de forma
eficiente para purificar f-D-glucanas e outros polissacarideos fungicos. Recentemente, Tang et
al. (2020) avaliaram a separacéo de polissacarideo do extrato aquoso do macro-fungo Lentinus
edodes (cogumelo shiitake) com MF, UF e NF. A estratégia de separacdo por membrana de
purificacdo de polissacarideo do extrato aquoso de Lentinus edodes forneceu um procedimento
potencial mais ecoldgico e mais eficiente para a purificacdo destes compostos em larga escala,
preparando as fracbes as quais podem ser usadas para o desenvolvimento de alimentos ou
medicamentos. Um processo em escala piloto combinando a extracao de pé de Lentinula edodes
em agua (98 °C, 1 h), MF de fluxo cruzado e OR/NF foi realizado para obter extratos ricos em
B-glucana, os quais podem ser usados em novos alimentos funcionais devido ao seu alto
contedo em compostos hipocolesterolémicos (MORALES et al., 2019a). Notavelmente, 0s
PSM surgiram como uma alternativa favoravel a outros métodos de recuperacdo de
polissacarideos e Util para concentracdo de grandes volumes. Liu et al. (2015) obtiveram
sucesso ao utilizarem uma membrana de UF para purificar o polissacarideo de Tricholoma
lobayense. A UF combinada com o0 método de coordenacéo de sal de aménio quaternario exibiu
maior eficiéncia, menor consumo e melhor facilidade na purificacdo em larga escala de

polissacarideos do que a troca idnica DEAE (dietilaminoetil) combinada com coluna de gel.
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Apesar da purificagdo de biopolimeros com membranas ser considerada uma tecnologia
madura que encontra aplicacdes em escala industrial, esse método apresenta alguns desafios. A
incrustacdo da membrana é frequentemente uma questdo chave a ser resolvida, principalmente
para a filtracdo de solugdes com altas concentracdes de polissacarideos. De fato, 0s
exopolissacarideos exibem alta viscosidade e propensao a formar géis viscosos que podem sujar
gravemente as membranas, mesmo em baixas concentra¢des. Portanto, as condigcOes
operacionais da filtracdo por membrana, notadamente as condi¢fes hidrodindmicas dentro do
limen da membrana, devem influenciar a intensidade de incrustacdo (BALTI et al., 2018;
MENG et al., 2018, 2020).

2.3.3.3 Adsorc¢éao

Em termos simples, a adsorcéo € um fendmeno superficial de acimulo de moléculas na
superficie da fase liquida ou solida. A adsorcgéo é geralmente usada para separar, concentrando
0 produto de interesse na superficie em vez de no volume. Com base no tipo de ligacdes de
interacdo, esta técnica € classificada em fisissorcdo (fisica) e quimissorcdo (quimica). Quando
as forcas de atracdo na superficie sdo forcas de van der Waals fracas, entdo a adsorgédo € a
fisissorcdo, enquanto as ligacdes quimicas representam a quimissorcao (JHA; KUMAR, 2019).
Na fisissorcao, as forcas de Vander Waals existentes entre o adsorbato e o adsorvente sao fracas.
Portanto, ao diminuir ou aumentar a pressao, o processo pode ser facilmente revertido. Em
comparacgdo, na quimissor¢do, conhecida como adsorcdo de Langmuir, as ligagbes quimicas
existentes entre o adsorbato e o adsorvente s@o fortes e ndo podem ser revertidas facilmente. A
quimissorcdo é limitada a uma monocamada, enquanto a fisissor¢do pode ser multicamadas
(SAHOTA et al., 2018).

Assim como PSM, o uso de adsorventes é uma das técnicas mais utilizadas para
recuperacdo e/ou pré-concentracdo de biopolimeros (KUHN; FILHO, 2010a). As principais
vantagens dessa técnica sdo a facil operacao, recuperacdo rapida em uma etapa e a obtencdo de
biopolimero purificado de alta qualidade. No entanto, sua eficiéncia é afetada principalmente
pelo tipo de adsorvente. Um dos adsorventes mais comuns e baratos utilizado nesse processo é
0 carvao ativado. O processo de adsorcédo—dessorcdo em carvao ativado oferece bons exemplos
de recuperacdo continua de biopolimeros tanto do caldo de fermentacdo quanto da espuma
concentrada, por meio de um método de “recuperagao in situ” que evita a inibicdo do produto
final. Em ultima anélise, isso reduz o uso de solventes de alto custo e resulta em menos

degradacédo do produto (SATPUTE et al., 2010). Outras vantagens da adsor¢do com carvao
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ativado sdo a possibilidade de reutilizagdo do adsorvente e a capacidade de melhorar a
propriedade de superficie ativa (concentragdo micelar critica) do biopolimero em comparacéo
aos métodos classicos de recuperagdo (DUBEY; JUWARKAR; SINGH, 2005). Kuhn e
Maugeri Filho (2010b) avaliaram a eficicia de uma coluna de leito fixo de carvdo ativado na
separagdo da mistura de acgucares, especialmente fruto-oligossacarideos e glicose e fruto-
oligossacarideos e frutose. O processo mostrou-se interessante, aumentando a pureza dos fruto-
oligossacarideos sintetizados. O grau final de purificacdo e recuperagdo de fruto-
oligossacarideos foram cerca de 80% e 97,8%, respectivamente.

Outro adsorvente comumente utilizado em processos de separacdo de macromoléculas
é a silica. A silica é amplamente utilizada devido a sua boa resisténcia mecanica, alta
estabilidade quimica e térmica, estrutura de poros, area de superficie e grupos de silanol na
superficie. Polissacarideos e materiais de silica porosa modificados com polissacarideos vém
ganhando imensa atencdo nas tecnologias de separacdo e cromatografia. Materiais de silica
porosa modificados oferecem grandes possibilidades e potencial em escala industrial, como na
separacdo Oleo-agua e adsorcdo de metais pesados (HETTEGGER; LINDNER; ROSENAU,
2020).

Novos adsorventes, como 0s nanotubos de carbono (CNT), uma das principais areas da
nanotecnologia, tém sido amplamente investigados devido as suas excelentes propriedades
fisico-quimicas, condutividade elétrica e térmica, resisténcia mecanica e durabilidade quimica
(SALEEMI; YONG; WONG, 2020) e sdo comumente classificados em nanotubos de carbono
de parede simples (SWCNTSs, Single Wall Carbon Nanotubes) e nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNTSs, Multi Wall Carbon Nanotubes) (ARUNKUMAR et al., 2020).
As nanoestruturas ocas e em camadas dos MWCNTs fornecem uma area de superficie
inerentemente grande e uma capacidade potencial correspondentemente alta de adsorcao
(CHEN P. H. et al., 2014). Além disso, esses nanotubos podem ser funcionalizados e adquirir
propriedades substancialmente diferentes daqueles ndo funcionalizados (PADILHA et al.,
2018). De acordo com Gao et al. (2016), biopolimeros de cadeia de carbono alifatica mais longa
e estrutura aromatica podem ser facilmente removidos usando MWCNTSs por causa de sua forte
interacdo hidrofobica e interagdo n-m. Os autores concluiram que oS MWCNTS com didmetros
externos menores possuem maior capacidade de remocdo de biopolimeros ndo ibnicos e
anidnicos em relacdo aqueles com diametros maiores, e 0s MWCNTSs ndo tratados apresentam
melhor desempenho do que os funcionalizados com OH (hidroxila) e COOH (carboxila).
Assim, MWCNTs pode ser considerada uma técnica eficaz e econdmica na remocdo de

biopolimeros.
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2.3.3.4 Extragdo com agua quente

Embora alguns polissacarideos fungicos sejam polares e facilmente extraiveis com agua,
muitos requerem tratamentos agressivos, como agua quente ou soluc@es alcalinas e outros
permanecem no residuo insoldvel (RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2015). A extracdo
convencional com &gua quente é uma técnica de extracdo facil de operar e ecologicamente
correta. No entanto, apresenta desvantagens como longos tempos de operacdo, altas
temperaturas de extracdo, degradacao de polissacarideos termolabeis e baixos rendimentos de
extracdo (SHANG et al., 2018). A repeticdo exaustiva do procedimento de extracdo contribui
para aumentar o rendimento das fracGes polissacaridicas, além de diminuir a mistura de
polissacarideos em relacdo aos diferentes extratos (RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2015),
porém os polissacarideos solUveis extraidos geralmente sdo precipitados com etanol, e o residuo
frequentemente descartado apds este metodo leva ao acimulo de residuos bioldgicos e perda
de polissacarideos bioativos (WANG et al., 2014).

Para obtencdo dos biopolimeros menos sollveis, tratamentos mais drasticos sdo
necessarios. Tecnologias avangadas, como extragdes assistidas por ultrassom ou extracdo de
agua subcritica facilitam a extracdo desses polissacarideos usando agua como solvente néo
poluente (ROSELLO-SOTO et al., 2016). Kang et al. (2019) compararam a caracterizacio de
polissacarideos de Ganoderma lucidum extraidos pelos métodos de extracdo assistida por
ultrassom e extracdo com agua quente. Os resultados obtidos apresentaram diferencas no peso
molecular, composicdo dos monossacarideos e atividade antioxidante dos polissacarideos. Os
autores concluiram que a extracdo com agua quente pode ter maiores aplica¢6es industriais em
alimentos funcionais como um antioxidante ativo.

Em comparacdo as extracbes convencionais, Morales et al. (2019) avaliaram as
tecnologias de ultrassom e de &gua subcritica para a obtengao de extratos enriquecidos com [3-
glucana de Lentinula edodes. Para melhorar os rendimentos, os autores investigaram protocolos
inovadores de pré-tratamentos com ultrassom e com diéxido de carbono supercritico. Os
métodos combinados foram mais eficazes na extracdo de B-glucana e retiveram parcialmente
as propriedades imunomoduladora dos extratos. Estas e outras técnicas avancadas surgiram
durante as Gltimas décadas, a fim de melhorar a extracdo verde de carboidratos bioativos
substituindo a extracdo convencional com agua quente e suas principais deficiéncias (MENA-
GARCIA et al., 2019).
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2.3.3.5 Extracéo assistida por ultrassom

Além de ser uma das técnicas mais eficientes na extragdo de biopolimeros, a extracéo
assistida por ultrassom é uma das técnicas mais baratas, rapidas e simples (maior rendimento e
menor tempo de extragdo) em comparagdo com a extracdo convencional. A extracao assistida
por ultrassom tem sido aplicada para extrair compostos bioativos de diferentes materiais devido
a sua alta reprodutibilidade, aplicabilidade a uma variedade de tamanhos de amostra, reducao
consideravel no tempo necessario para realizar extracdes altamente eficientes, menor producéao
de energia e extracdo eficiente de compostos organicos polares (PRAKASH MARAN; PRYA,
2014).

As ondas ultrassonicas sdo ondas mecanicas com frequéncias que excedem os limites
da audicdo humana (20 Hz a 20 kHz). A aplicacdo de ultrassom pode ser dividida em duas
categorias distintas: ultrassom de alta frequéncia e baixa intensidade (f > 100 kHz, <1 W/cm?),
que ndo altera as propriedades fisico-quimicas do material por meio do qual a onda ultrassonica
se propaga, usado para analise ou caracterizacdo de compostos; e ultrassom de baixa frequéncia
e alta intensidade (20—100 kHz, 10-100 W/cm?), também considerado como ultrassom de
poténcia, amplamente utilizado em algumas industrias, como industria alimenticia, quimica e
de materiais (WANG; MAJZOOBI; FARAHNAKY, 2020). O ultrassom de alta intensidade
gera pressdes intensas, cisalhamento e gradiente de temperatura devido a bolha de cavitacéo
induzindo a maioria dos efeitos ultrassonicos dentro de um material, que podem produzir efeitos
fisicos, quimicos e mecanicos (PLAZA et al., 2012). Esse mecanismo resulta na ruptura da
matriz do material, facilitando a liberacdo de compostos extraiveis e aumentando a transferéncia
de massa de solvente para a amostra, aumentando a liberacdo de compostos alvo da matriz para
o solvente (MENA-GARCIA et al., 2019). Além disso, a implosdo de bolhas de cavitagdo em
um meio liquido leva a macroturbuléncias e a uma micro-mistura. Ou seja, a extracdo de
ultrassom ndo atua com um mecanismo, mas através de diferentes mecanismos independentes
ou combinados incluindo fragmentacdo, erosdo, capilaridade, detexturacdo e sonoporacao
(CHEMAT et al., 2017).

O ultrassom de alta poténcia pode ser aplicado usando dois tipos de dispositivos, banho
ultrassdnico ou equipamento de ultrassom do tipo sonda (Figura 2.7). Ambos os sistemas séo
baseados em um transdutor como fonte de energia de ultrassom (CHEMAT et al., 2017). Em
relacdo a extracdo assistida por ultrassom de polissacarideos bioativos, a maioria das aplicac6es
tém se concentrado no desenvolvimento de métodos baseados no uso de banhos ultrassdnicos

com controle de temperatura e utilizando 4gua como solvente de extracdo (MENA-GARCIA et
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al., 2019). Eles s&o baratos, estdo disponiveis e um grande nimero de amostras pode ser tratado
simultaneamente. No entanto, em comparacdo com o0s sistemas de sonda, a baixa
reprodutibilidade e a baixa poténcia do ultrassom fornecido diretamente a amostra sdo as
principais desvantagens. O sistema da sonda é mais potente devido a intensidade ultrassonica
fornecida através de uma superficie menor (apenas a ponta da sonda), quando comparado ao
banho ultrassonico (CHEMAT et al., 2017). O aumento na transferéncia de massa e na
superficie de contato efetiva entre o sélido e o liquido resulta em melhores rendimentos com a
introducg&o da sonda ultrassénica (ROSELLO-SOTO et al., 2016).

Figura 2.7— Sistemas ultrassénicos comumente usados (A: Banho de ultrassom, B: Sonda de
ultrassom).
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Fonte: Adaptado de Chemat et al. (2017), (reproduzida com permissao).

Cheung e Wu (2013) analisaram os modelos cinéticos e 0s parametros de processo para
extracdo de polissacarideos com sonda ultrassdnica a partir do fungo medicinal Cordyceps
sinensis Cs-HK1. A extracdo assistida por ultrassom promoveu a extracdo de moléculas maiores
em comparacdo com as da extracdo com agua quente. De acordo com a anélise de modelagem,
o ultrassom melhorou principalmente a etapa de difusdo lenta de extracdo e apenas afetou
ligeiramente a etapa de lavagem inicial. Quando comparada aos métodos convencionais,
Soxhlet e extracdo com agua quente, a extracdo com sonda ultrassdnica do fungo Ganoderma
lucidum, resultou em um maior rendimento de polissacarideos com maior teor de p-D-glucana
em um tempo de extracdo mais curto e, mais importante, o processo de extracdo se manteve em

estado de baixa temperatura o tempo todo (ALZORQI et al., 2017). Considerando o uso de
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grande quantidade de solvente e recipientes de extragdo volumosos dos métodos convencionais,
a extracdo assistida por ultrassom pode ser considerada um método limpo. E em termos de
energia e tempo, o impacto ambiental reduzido da extrac&o assistida por ultrassom é claramente
vantajoso. A extracgdo assistida por ultrassom &, portanto, proposta como um método de extracéo
"amigo do ambiente" adequado para extracdo em escala de laboratério, mas também pode ser
transposto para escala piloto e industrial (CHEMAT et al., 2017).

Além de todas as vantagens citadas da tecnologia de ultrassom, também é importante
salientar sua capacidade de melhorar as propriedades funcionais dos biopolimeros,
principalmente por meio de seus efeitos de degradacédo e pela despolimerizacéo induzida pelo
mecanismo de cavitagdo. O processo de despolimerizagdo envolve principalmente dois
mecanismos possiveis: degradacdo mecanica das moléculas de biopolimero derivadas de bolhas
de cavitacdo colapsadas e degradacdo quimica causada por reacdes quimicas entre moléculas
de biopolimero e moléculas de alta energia, por exemplo, os radicais livres hidroxila gerados
do fendmeno da cavitagdo. Acredita-se que, apesar dos processos de decomposicao quimica ou
térmica, a degradacdo ultrassdnica € um processo ndo aleatério, com a quebra ocorrendo
provavelmente no centro das moléculas e com moléculas maiores se degradando mais
rapidamente. Logo, a exposicdo prolongada de solucdes de biopolimero a ultrassom induz
mudancas significativas em suas propriedades funcionais (como propriedade de gelificacdo,
propriedades estruturais e texturais, propriedade de emulsificacéo, propriedades reoldgicas e de
viscosidade, solubilidade, estabilidade térmica, atividade bioldgica, capacidade de formacéo de
espuma e estabilidade de formagdo de espuma). Portanto, um melhor entendimento do
complexo mecanismo fisico-quimico de acédo do ultrassom de alta intensidade, juntamente com
a relacdo entre a duracdo, intensidade e frequéncia das ondas ultrassdnicas e seus efeitos nas
propriedades tecnoldgicas e funcionais dos biopolimeros, seria fundamental para o
desenvolvimento novos biopolimeros com novas funcionalidades fisicas e bioldgicas para
diversos fins industriais no futuro (WANG; MAJZOOBI; FARAHNAKY, 2020).

2.3.3.6 Extracdo com agua quente pressurizada

A extracdo com agua quente pressurizada, também chamada de extracdo com agua
subcritica, extracdo com agua superaquecida, extracdo com liquido pressurizado ou extracdo
acelerada por solvente usando agua como solvente, consiste no emprego de dgua submetida a
altas temperaturas e pressdes suficientes para manter a dgua no estado liquido durante todo o

processo de extracdo. Sob as condi¢Ges de temperaturas acima do ponto de ebulicdo atmosférico
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(100 °C, 0,1 MPa) e abaixo do ponto critico (374 °C, 22,1 MPa), as propriedades fisico-
quimicas da &gua mudam drasticamente. Nesta area, conforme a temperatura e a pressao
aumentam, os coeficientes de dissociacdo e autodifusdo aumentam, e a densidade, a viscosidade
dinamica e a tenséo superficial diminuem (PLAZA; TURNER, 2015).

Todas essas propriedades permitem uma transferéncia de massa mais rapida e melhoram
0 umedecimento da matriz. Além disso, a alta temperatura reduz as interagdes intermoleculares
que ligam o analito a matriz melhorando sua dessor¢do a agua. Isso, por sua vez, pode levar a
uma extracdo mais completa e um processo de extracdo mais rapido. Temperatura, pressao,
tempo de extracdo e taxa de fluxo sdo os principais parametros que afetam a solubilidade, a
transferéncia de massa e o efeito de matriz. Entre todos esses parametros, a temperatura é o
mais importante, pois estd envolvida na eficiéncia e seletividade da extracdo (GILBERT-
LOPEZ et al., 2017). No entanto, o uso de alta temperatura pode apresentar algumas
desvantagens, como o aumento da solubilidade de outros compostos alem dos desejados,
degradacdo de compostos termolabeis e outras reacdes como Maillard e caramelizagdo na
matriz. Assim, nessa técnica é de grande importancia conhecer a temperatura 6tima de extracao
de cada analito, a fim de aumentar a solubilidade e transferéncia de massa e diminuir a
degradacéo, reacdes quimicas indesejaveis e perda de seletividade (PLAZA; MARINA, 2019).
Ou ainda, minimizar esses efeitos usando pequenos tempos de residéncia realizando, por
exemplo, uma extracdo em modo de fluxo continuo com uma taxa de fluxo de agua alta o
suficiente (GILBERT-LOPEZ et al., 2017).

Alguns relatos sugerem que a pressao tem muito pouca influéncia nas propriedades da
agua, desde que permaneca no estado liquido. No entanto, uma pressao mais alta pode ajudar a
molhar a matriz da amostra, resultando em uma melhor eficiéncia de extracdo (PLAZA,
TURNER, 2015). Outro parametro critico a ser considerado é o tempo de extracdo, que comeca
com a agua em contato com a matriz na temperatura e pressao de extracdo desejadas. A extracdo
com agua quente pressurizada pode ser realizada em sistemas de fluxo continuo (dindmicos) e
sistemas em lote, onde o solvente ndo € substituido durante a extracdo (estaticos) (Figura 2.8).
Ambos sistemas apresentam vantagens e desvantagens. O sistema estatico é mais simples e facil
de usar, pois ndo sdo necessarios bomba e restritor de pressdao. No entanto, o tempo de residéncia
dos analitos é muito maior do que no sistema dindmico, o que pode causar a degradacdo dos
analitos termolabeis. Além disso, no sistema estatico, a eficiéncia da extracdo depende da
proporcao de distribuicdo dos analitos na &gua, uma vez que o volume do extratante é constante.
No entanto, no sistema dinamico, o tempo de residéncia dos analitos na agua de alta temperatura

€ menor, uma vez que o solvente é continuamente bombeado atraves do recipiente de extracdo
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e para fora do recipiente de coleta, tornando mais facil o controle de degradacéo. A desvantagem
é que este sistema € mais caro e existe o risco de entupimento dentro da tubulacdo durante a
extragdo (PLAZA; TURNER, 2015).

Figura 2.8— As partes principais dos sistemas de extracdo com &gua quente pressurizada:
dindmico (fluxo continuo) (A) e estatico (lote) (B).
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Fonte: Adaptado de Plaza e Turner (2015), (reproduzida com permissao).

Outro parametro a ser estudado em modo de fluxo continuo é a taxa de fluxo. O processo
de extracdo neste modo é controlado pela solubilidade ou pela dessorcdo. Se a extracdo for
controlada por solubilidade, taxas de fluxo mais altas irdo melhorar o rendimento de extracéo

por unidade de tempo, enquanto se for controlada por dessorcéo, o rendimento de extragdo por
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unidade de tempo ndo mudard com a taxa de fluxo. A vazéo influencia diretamente no tempo
de extracdo necessario para completar o processo. Uma taxa de fluxo apropriada permite um
tempo curto de contato entre a amostra e o solvente, permitindo a solubilizacdo dos analitos de
interesse. O estado fisico da amostra, o teor de umidade e a proporcédo de solvente para amostra
no sistema estatico séo outros parametros que devem ser levados em consideragdo para obter
maiores rendimentos de extracdo. Além disso, o uso de alguns modificadores organicos e
inorganicos, surfactantes e aditivos podem promover a solubilidade dos compostos no solvente
de extracdo e afetar as propriedades fisicas da matriz e a dessor¢do dos analitos da matriz
(GILBERT-LOPEZ et al., 2017).

Em geral, 0 uso da extracdo com &gua quente pressurizada oferece uma série de
vantagens sobre as técnicas tradicionais de extracdo, como tempo de extracdo, maior qualidade
dos extratos, menor custo do agente extrator e técnica ecologicamente correta (GIL-CHAVEZ
et al., 2013). Nos ultimos anos, devido a capacidade desta tecnologia na extracdo de compostos
hidrofobicos e também polissacarideos insoliveis, como B-glucanas lineares e quitinas
(PLAZA; TURNER, 2015), muitas investigacdes tém sido desenvolvidas a partir de diferentes
fontes flngicas (ROSELLO-SOTO et al., 2016; SMIDERLE et al., 2017). Frequentemente, as
condicdes ideais de extracdo para alcancar o maior teor de polissacarideos variam entre 120 a
150 °C para temperatura e tempos curtos de 4 a 20 min. Porem, quando o objetivo é modificar
e/ou hidrolisar os polissacarideos, a temperatura e 0 tempo aumentam até 220 °C e 30 min,
respectivamente (PLAZA; MARINA, 2019).

Benito-Roman et al. (2016) otimizaram o processo de extragdo de f-glucana com agua
quente pressurizada do macro-fungo Ganoderma lucidum. O efeito de diferentes parametros de
processo (temperatura (135-175 °C); taxa de fluxo (0.7-1.3 mL/min) e razéo solvente/biomassa
(20-60 mL/qg)) foi estudado e concluiu-se que a temperatura de extragdo desempenhou um papel
dramatico no desempenho da extracdo: quanto maior a temperatura, maior o rendimento da
extracdo; entretanto, altas temperaturas levaram a uma diminuicdo do conteudo em B-glucanas
do extrato final. Em baixas temperaturas (135 °C), apenas as B-glucanas facilmente acessiveis
para o solvente foram extraidos e a solubilidade controlou o processo. Temperaturas mais altas
produziram um aumento na taxa de extragdo de B-glucanas. As condi¢es de extracdo que
maximizaram o rendimento de extracdo de p-glucanas (64,9 + 0,8%) e levaram ao maior teor
de B-glucanas no produto final (61,7 £ 1,0%) foram 158 °C, 1,3 mL/min e 60 mL/g, com tempo
de extracdo em torno de 92 min.

Palanisamy et al. (2014) desenvolveu um método de extracdo com &gua quente

pressurizada a fim de extrair fragdes enriquecidas em B-glucanas a partir dos cogumelos
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comestiveis Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus. Os rendimentos de
extracdo foram maiores em extragcdes individuais do que em extracdes sequenciais sendo 0s
parametros de extracdo ideais: 200 °C, 5 ciclos de 5 min cada a 10,3 MPa. As fracOes de
polissacarideo bruto isoladas dos extratos continham principalmente B-glucanas (incluindo
quitooligossacarideos derivados da hidrdlise de quitina), a-glucanas e outros polissacarideos
(hetero/proteo-glucanas), dependendo da temperatura de extracdo e da cepa de cogumelo
considerada.

2.3.4 Aumento de escala

Apos realizar a selecdo da cepa de producdo, a manipulacdo do meio de cultura e a
otimizacdo dos parametros de processo, é necessario aumentar a escala do processo (scale up).
Este é o grande desafio do processo de fermentacdo, pois as condi¢cdes seguidas durante a
fermentacao em laboratorio podem nédo apresentar o0 mesmo comportamento no cultivo de alto
volume. Esta estratégia ndo é feita com base em um modelo de processo matematico ou usando
projetos de experimentos. No entanto, normalmente se baseia em uma abordagem bastante
empirica (FORMENTI et al., 2014), usando a regra dos polegares para aumento de escala
hidraulica, incluindo a taxa de cisalhamento maxima ou velocidade da ponta do impulsor, valor
do coeficiente de transferéncia de oxigénio volumétrico (kla), saturacdo de oxigénio, entrada
de energia volumétrica e tempo de mistura (POSCH; HERWIG; SPADIUT, 2013). A escolha
dos critérios de aumento de escala é dificil devido a resposta sensivel e diversa das células a
cada um dos fendmenos de transporte influenciados pelo projeto do impulsor, geometria do
sistema, escala, propriedades do fluido e parametros operacionais (POLLARD et al., 2006).

O processo reverso, chamado de reducao de escala (scale down), também é um desafio
na tecnologia de fermentacdo industrial. Embora nos Gltimos anos os sistemas de fermentacéo
de alto rendimento tenham demonstrado enorme progresso em termos de operacgdo, analise,
monitoramento e controle (TAJSOLEIMAN et al.,, 2019), a maioria dos processos
biotecnoldgicos sdo projetados para 0s equipamentos existentes. Consequentemente, antes de
um novo processo, as faixas de processo disponiveis precisam ser conhecidas. Com requisitos
para um desenvolvimento e otimizacdo de processo rapido e econdmico, um bom entendimento
dos parametros criticos do processo € importante para obter um gargalo potencial em avangos
futuros (FORMENTI et al., 2014).

Outros desafios importantes de engenharia sdo a influéncia da morfologia na reologia

do caldo e na transferéncia de massa. Geralmente, na maioria dos processos de producao



7

microbiana de biopolimeros ocorre um aumento na viscosidade aparente do caldo, devido ao
aumento do crescimento celular, alteragdes na morfologia celular e/ou acimulo de biopolimero.
Essas mudancas na reologia do caldo afetam a transferéncia de massa e calor no biorreator, bem
como a tenséo de cisalhamento e a eficiéncia da mistura. Uma complexidade adicional surge
quando a cultura microbiana em producdo é filamentosa (ISHAQ et al., 2015; SEVIOUR et al.,
2011). Os fungos filamentosos sdo o0s sistemas de expressdo mais desafiadores em termos de
reologia e transferéncia de massa devido a sua morfologia (filamentos de hifas livremente
dispersos). Além disso, dependendo da fermentacdo e da cepa empregada, pode ocorrer a
formacdo de pellets (agregados). O processo de formacdo do pellet pode comecar em alguns
minutos, tornando 0s métodos de analise para documentar a mudanca de morfologia bastante
exigentes. Em suma, a relagdo complexa entre todas as varidveis torna o aumento/reducéo da
escala uma tarefa dificil (FORMENTI et al., 2014).

Sem divida, a producdo em larga escala de biopolimeros microbianos apresenta muitos
desafios técnicos. E nitido que muito trabalho ainda precisa ser feito antes de um melhor
entendimento do comportamento altamente complexo das culturas submersas na producéo de
biopolimeros fungicos. De acordo com Singh, Patil e Rale (2019), outras estratégias
promissoras que podem ter importancia no estudo e no aumento do rendimento em larga escala
de biopolimeros sdo o0 uso de processo de fermentacdo em estado sélido, aumento especifico de
rendimento por modula¢fes de meio, coproducdo para economia de processo e imobilizacéo

celular como uma ferramenta para aumentar o crescimento.
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CAPITULO 3-ARTIGO |

Neste Capitulo € apresentado o artigo sobre as diferentes técnicas (membranas de micro
e ultrafiltracdo e adsorventes variados) para a concentracao de biopolimeros extracelulares com
atividade bioherbicida produzidos pelo fungo Phoma sp.

DIFFERENT TECHNIQUES FOR CONCENTRATION OF
EXTRACELLULAR BIOPOLYMERS WITH HERBICIDAL ACTIVITY PRODUCED
BY PHOMA sp.

This is an ‘Accepted Manuscript’ of an article published by Taylor & Francis Group in
Environmental  Technology on 27 Sep 2019, available online at:
https://www.tandfonline.com/10.1080/09593330.2019.1669720

ABSTRACT

The natural ability of microorganisms to secrete high levels of bioactive compounds
make them potentially attractive hosts for producing novel compounds. Microbial biopolymers
have potential applications in all sectors of the economy. They present some advantages, such
as biodegradability, reproducibility, and stability based on physicochemical properties. Based
on this context, the objective of this work was to evaluate different methods for concentration
and characterization of extracellular biopolymers produced by Phoma sp. Extracellular
biopolymers were produced by submerged fermentation and were concentrated by hollow fiber
membranes and by adsorption. The structural characterization of purified biopolymers was
determined by Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy. Phytotoxic effects were
assessed through absorption assays in detached leaves of Cucumis sativus and evaluated on the
seventh day after application. The surface tension was evaluated for each sample. Hollow-fiber
microfiltration membrane presented a higher purification factor than hollow-fiber ultrafiltration
membrane. EPS was identified in permeate and retentate fractions, but in higher concentration
in the retentate fractions. Adsorption process was efficient to recovery more than 88% of EPS
from cell-free fermented broth. The best performance was obtained using silica and activated
carbon as adsorbent, with recovery higher than 93%. As high as the EPS concentration in the

sample higher was the herbicidal activity. The results obtained here are very promising for
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future applications. Membrane process may be used to development a liquid formulation of

bioherbicide, whereas adsorption for the development of a solid formula.

Keywords: Submerged fermentation; extracellular biopolymers; membranes; phytotoxicity;
adsorption.

1 INTRODUCTION

The searching for alternatives against the classic petrochemical products has instigated
novel researches for producing natural products due to their interesting properties, such as
simple biodegradability, low ecotoxicity, and both environmental and human compatibility
[1,2]. The use of these products in various environmental and biotechnological fields, like food,
chemical, textile, cosmetics, pharmaceutical, agriculture, and medicine [2], also contribute to
the important researches. Based on this context, biopolymers produced from fungi have
emerged as such important bioactive compounds [3-6].

Biopolymers are natural polymers or copolymers, that is, they are molecules of organic
nature of high molecular weight produced from raw materials from renewable sources [7] or by
microorganisms [8]. Several microorganisms are identified as microbial biopolymer producers
and these polymers can be found either as attached to the cell surface or extracted from the
fermentation medium [2].

The microbial biopolymers obtained by fermentation include various compounds, such
as lipids, proteins, heteropolysaccharides, glycolipids, and lipopolysaccharides, among others.
Both polysaccharides and compounds with biosurfactant properties, such as glycolipids, are the
subject of various researches and are commercially produced, such as xanthan gum [9] and
emulsan emulsifier [10]. Due to their biological functions, microbial polysaccharides can be
classified as intracellular or extracellular biopolymers [11]. Extracellular biopolymers (EPS)
have been classified in categories based on their functionalities as structural (act on the matrix
water retention and cell protection), sorptive (compose of charged polymers), surface-active
(present molecules with amphiphilic behavior), active, informative, nutritive, and redox-active
functionalities [12].

Compared to biopolymers obtained from other natural sources, many microbial EPS
have a high technological potential due to their novel and distinct properties, such as the

reproducibility and physicochemical stability. Among the microorganisms, bacteria have the
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best-established studied biosynthetic pathway. However, the number of studies of EPS
produced by fungi is constantly rising [13-15], being of great importance since their biological
activities are still not sufficiently studied.

One of the new applications for EPS is in the weed control. In a recent study was verified
that the herbicidal activity of a culture filtrate was related to the increase of the concentration
of EPS in the sample [41]. The possibility of EPS produced by fungi will bring many benefits
to agriculture, since the environmental impacts of the excessive use of chemicals needs
dramatically reduced. Current efforts focused on the search for efficient alternatives for weed
control are being taken to avoid high damages to the environment [22,23].

One of the challenges encompasses the production of bioherbicides is the recovery of
biomolecule from fermented broth aiming future steps of stabilization and formulation. So, in
order to reduce development costs compared to conventional herbicides, cheaper concentration
and purification techniques are required. The use of microfiltration (MF) membrane to
concentrate metabolites from Phoma sp. was efficient to increase the herbicidal activity and the
removal of unnecessary compounds [28]. The membranes filtration and the use of adsorbents
are among the most used techniques for extraction and/or pre-concentration of bioactive
compounds [25-27]. However, there is few reports focusing on the recovery of EPS to use them
as bioherbicides [28].

Based on these aspects, the aim of this study was to recovery EPS from liquid
fermentation of Phoma sp. and determinate the herbicidal activity of concentrated samples.
Among the techniques used for recovery of EPS are microfiltration and ultrafiltration hollow-
fiber membranes and adsorption. The adsorbents tested were silica, activated carbon, multi-
walled carbon nanotubes, functionalized (-OH) multi-walled carbon nanotubes and

functionalized (-COOH) multi-walled carbon nanotubes.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1  Microorganism and chemicals

The strain of Phoma sp. (NRRL 43879) was obtained from the National Center for
Agricultural Utilization Research — EUA (ARS). Glucose, peptone, yeast extract, (NH4)2SOs,
FeS04.7H20, MnSO4.H>0, and MgSO4 were obtained from Sigma-Aldrich (Brazil). Ultra-pure
water was supplied by a Milli-Q Advantage water purifier system (Millipore, Bedford, USA).
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2.2 Production of extracellular biopolymers

The production of EPS was performed in a 250 mL Erlenmeyer flask containing the
fungus and fermentation medium composed by (g/L): potato (200), glucose (20), peptone (10),
yeast extract (2), (NH4)2S0s (2), FeSO4.7H20 (1), MnSO4.H20 (1) and MgSOa4 (0.5). The flasks
were maintained under stirring at 120 rpm and 28°C for 7 days in a rotational incubator shaker
(New Brunswick, Innova 44R, EUA). At the end of submerged fermentation, the biomass was
separated from the crude broth by filtration using a filter paper (Whatman, number 2, Brazil)
[28].

2.3 Recovery and quantification of extracellular biopolymers

The method based on acid precipitation [31] was used for EPS extraction. Cell-free broth
obtained by centrifugation of the culture at 5000 rpm for 20 min was used for EPS extraction
and the supernatant was filtered with a 0.22 um membrane. Acid precipitation method involved
the steps of adjusting the pH of the cell-free broth to 2.0 with hydrochloric acid (HCI) 6 N and
incubating it at 4°C overnight. The precipitate (crude EPS) was collected by centrifugation
(Eppendorf, model 5804R) at 5000 rpm for 30 min and transferred out to a dried filter paper at

40°C and dried until constant mass.

2.4  Concentration of extracellular biopolymers

2.4.1 Membranes

A hollow fiber membrane module of microfiltration (MF) and ultrafiltration (UF) was
used to concentrate the crude broth. The experimental apparatus (Fig. 1, [28]) consisted of a
peristaltic pump (Tecnal, TE-198, Brazil), a tubular glass reservoir of 1 L, two manometers, a
tubular module containing a hollow fiber membrane of polyvinylidene difluoride (PVDF)
(Microza, model UMP 1047Re model SLP 1053, Japan), valves and reservoirs. The MF tubular
module is formed by a 0.2 um of nominal pore size and 0.09 m? of filtration area [16], and the
UF tubular module is formed by a nominal pore size of 0.34 nm and 0.12 m? of filtration area.
The 500 mL capacity reservoir was filled by the crude broth (cell-free). Thereafter, the pump
was turned on under pressure of 0.1 MPa at room temperature (25°C). The MF was developed

based on the best result of previous studies of our Research Group [28], that was a concentration
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of 30% (retentate). For the UF, the fraction obtained on the MF (30% retentate) was used for a
second filtration. The concentration of biomolecules started when the system reached a steady-
state condition and was performed until reaching 50% of concentration. The concentration was
based on the initial volume of crude broth, which means the fraction collected after the filtration
by filter paper. The retentate and permeate samples from both membranes were separated and

stored to perform acid precipitation, surface tension, and bioassays of herbicidal activity.

Figure 1. Experimental apparatus for concentrating biomolecules obtained by submerged
fermentation: (A) schematic diagram and (B) picture of the apparatus (reproduction with
permission, [28]).
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2.4.2 Adsorption

Adsorption experiments were conducted to investigate the performance of five
commercial adsorbents to concentrate on EPS. The characteristics of the adsorbents are listed
in Table 1. Two dosages of each adsorbent (0.5 g and 2 g) were added in 50 mL of fermentative
broth. The solutions were shaken at a constant agitation rotation of 120 rpm for 4 h at room
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temperature (25°C). The assays were performed in duplicate. After the adsorption, solid—liquid
separation was performed by centrifugation (Eppendorf, model 5804R) at 4000 rpm for 10 min.
The supernatant was used for assays of acid precipitation, surface tension, and bioassays of
herbicidal activity.

Table 1. Characteristics of adsorbents used in this work.

Adsorbent Trademark Purity (%) Length (um)  Diameter
Activated carbon Exodo® Cientifica 91.8 - 50-100 pm
Silica Sigma-Aldrich 99.8 - 7-15 pum

] Nanostructure &
Multi-walled carbon .

Amorphous Materials 95.0 5-15 60-100 nm
nanotubes (MWNT) |
nc.

Functionalized
Nanostructure &

Amorphous Materials 88.0 10-20 50-80 nm

Inc.

multi-walled carbon
nanotubes (MWNT-
OH)

Functionalized
Nanostructure &

Amorphous Materials 88.0 10-20 50-80 nm

Inc.

multi-walled carbon
nanotubes (MWNT-
COOH)

2.5  Physical-chemical characterization of crude and concentrated extracellular
biopolymers

2.5.1 Surface tension

The surface tension was determined according to the procedures described by Todero et
al. [28]. The analyses were performed in triplicate using a KRUSS DSA25 drop form analyzer
(KRUSS, Germany) at 25°C and determined with the dropping drop method.
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2.5.2 Determination of fatty acids

The cell-free supernatant was extracted with liquid-liquid extraction with n-hexane
solvent to obtain fatty acids. The content of fatty acids was analyzed by gas chromatography
coupled to the flame ionization detector (GC-FID). For the determination, 10 pL of each sample
of oil was solubilized in 1 mL of n-hexane and 250 pL of a 4 mg/mL solution of methyl
tridecanoate (C23:0 Me) in isooctane. The solvents were evaporated at 40°C under vacuum.
The fatty acids methyl esters (FAME) derivatizations were performed according to the method
described elsewhere [32]. The FAME was analyzed in the GC-FID system (Shimadzu, GCMS-
QP2010 Ultra, Japan) by injecting 1 pL into a capillary column Rtx-5MS (Restek-USA) (30 m
% 0.25 mm x 0.25 um). The carrier gas (Helium, purity > 99%, White Martins, Brazil) flowed
at a constant pressure of 103.4 kPa. The following column temperature gradient was used:
3°C/min from 50°C to 140°C (10 min). The injector and detector temperatures were maintained
at 140°C and the split ratio was 60:1. The compositions were expressed as milligram of each
fatty acid per gram of oil (mg/g).

2.5.3 Fourier transform infrared spectroscopy

Fourier transform infrared spectra of the EPS sample was obtained by using an FTIR
spectrophotometer (Shimadzu, IR PRESTIGE-21, Japan). The sample was mixed with KBr and

pressed into a tablet form. The FTIR spectra were then recorded [33].

2.6 Herbicidal activity

The herbicidal activity of concentrated samples were assessed trough absorption assays
in detached leaves of Cucumis sativus [34]. In order to carry out the test of the application on a
leaf, young leaves of C. sativus were collected, cutting at the base of their petiole, and arranged
in gerbox boxes previously disinfected with 70% of ethanol and lined with two sheets of
moistened filter paper. The petiole leaves were wrapped in cotton and soaked with 2 mL of
concentrated broth at different concentrations (using separately both retentate and permeate
fractions). After the application, the leaves were maintained at 28°C in a climatic chamber
(POL-EKO, model KK 350, Poland) with a photoperiod of 12 h [28].

The herbicidal activity was evaluated on the seventh day after the application based on

the software Compu Eye Leaf & Symptom Area [35]. The leaves were collected and scanned
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individually on a white background. The image files were opened and analyzed by the software,
where the percentage of symptom area for each leaf image was calculated separately. Samples
of cell-free fermented broth and water were used as the controls. A completely randomized
design with three replicates of five leaves for each assay plus negative control (only water) and
positive control (crude broth) was performed.

2.7  Statistical analysis

The statistical analysis of the experimental data was carried out using the Statistica 8.0®
software (Statsoft Inc., USA). The Tukey’s test was applied and a significance level of 95% (p-

value < 0.05) was set for all analyses.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Chemical characterization of cell-free fermented broth

The EPS are a group of structurally diverse molecules produced by different
microorganisms and are mainly classified according to their chemical structure and their
microbial origin. They are made up of a hydrophilic moiety, comprising an acid, peptide
cations, or anions, mono-, di- or polysaccharides and a hydrophobic moiety of unsaturated or
saturated hydrocarbon chains or fatty acids [28]. The concentration of EPS in the cell-free
fermented broth was 6.62 g/L that is a very promising result when compared to other
biopolymers of fungal origin (Table 2). In addition, the cell-free fermented broth was
characterized by GC-FID and FTIR analyses. In the chromatography analysis was identified 10
molecules (Table 3) that can be correlated with the fatty acid pattern showed in the FAME mix
standard chromatogram. The most abundant fatty acid was tricosanoic acid with a concentration
of 78.84 mg/g oil, followed by octadecanoic and hexadecanoic acids with concentrations of
6.61 mg/g oil and 5 mg/g oil, respectively. The other fatty acids were minor in concentrations.
The presence of fatty acids may be related to EPS with hydrophobic properties attributed to
substituents such as polysaccharide-linked lipids and methyl and acetyl groups [12]. Additional
analyses such as MALDI-TOF (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization - Time of Flight)

and FITR are needed to confirm further details about the structure of the biopolymers.



Table 2. Fungal biopolymers (crude EPS) produced by different fungi species.

Fungal strain Fermentation Concentration Reference
time (days) (g/L)
Phoma sp. 7 6.62 This work
Antrodia camphorata 9 0.47 [29]
Cryptococcus laurentii DSMZ 6 4.3 [30]
Fusarium equiseti ANP2 7 4.9 [15]
Fusarium fujikuroi 7 5.94 [16]
Fusarium oxysporum 14 0.21 [31]
Fusarium solani SD5 13.7 2.28 [32]
Penicillium commune 10 0.43 [33]
Penicillium sp. 9 0.55 [34]
Penicillium griseofulvum 30 0.25 [35]
Pleurotus pulmonarius 18 0.42 [36]
Pleurotus sajor-caju 20 0.94 [37]
Trametes versicolor 2 0.95 [38]

Table 3. Fatty acids composition of cell-free fermented broth produced by Phoma sp.

Fatty acids Concentration (mg/g oil)
Hexanoic acid (C6) 0.294
Dodecanoic acid (C12) 0.360
1-tetradecanoic acid (C14) 0.368
Hexadecanoic acid (C16) 5.002
(Z)-heptadec-10-enoic acid (C17:1) 0.158
Octadecanoic acid (C18) 6.611
(Z)-octadec-9-enoic acid (C18:1 n9 cis) 1.327
(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoic acid (C18:2 n6

cis) 0.160
(2)-icos-9-enoic acid (C20:1 n9) 1.701
Tricosanoic acid (C23 pi) 78.84
SFA 91.48
MUFA 3.186
PUFA 0.160
Total 94.83

SFA: saturated fatty acids; MUFA: monounsaturated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty acids
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The FTIR spectra of free-cell fermented broth in KBr showed numerous peaks from
3439 cm ! to 617 cmL, a pattern similar to other polysaccharides (Fig. 2). The polysaccharides
contained a significant number of hydroxyl groups, which exhibited an intensive broad
stretching peak at approximately 3400 cm™ (3439 cm™?, 3417 cm™?, 3406 cm?, 3403 cm?,
3385 cm* and 3285 cm™1). This peak is the characteristic absorption band of carbohydrate ring,
which is responsible for the water solubility of EPS [39]. The band at approximately 2900 cm™*
(2959 cm?, 2929 cm 2, 2876 cm 1) was attributed to the C—H stretching and bending vibrations.
The absorption peaks at 1643 cm ™ and 1641 cm™* appeared due to the presence of bound water
and the asymmetric stretching vibration of COO—[40], and peaks at 1569 cm™, 1552 cm™* and
1537 cm™* could be assigned to N—H bending of amides Il of protein [39]. The bands at 1450
cmt, 1440 cm™ and 1404 cm ™! were most likely the stretching vibration of C—O within COOH
and the absorption peak at 1377 cm™ appeared due to the symmetric stretching of the COO—
group [41]. In addition, the peaks 1240 cm™, 1104 cm ™! and 1079 cm™* were dominated by ring
vibrations overlapped with stretching vibrations of (C—O—H) side groups and the (C—O—C)

glycosidic band vibration [40]. The weak absorption band at 617 cm™ is indicative of a
glycosidic linkage peak for polysaccharide [42].

Figure 2. FTIR spectrum of extracellular biopolymers produced from Phoma sp.
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3.2 Concentration of EPS

Although the production of EPS was high in comparison with other studies, its
concentration in the fermented broth is low for an industrial application, being necessary to
select the appropriated process in order to concentrate the EPS. Table 4 presents the results
obtained after the concentration using micro and ultrafiltration membranes. The maximum level
of EPS obtained was 9.18 g/L for the retentate fraction of the MF membrane (30%),
corresponding to a purification factor of 1.39. At this condition, the EPS recovery was 41.6%.
The UF membranes presented lower values of concentration when compared to the MF
membrane. For UF, the highest value of EPS was 6.22 g/L (retentate fraction) and the lowest
value of EPS was 3.10 g/L (permeate fraction) obtained for the concentration of 90%. These
lower values probably can be attributed to membrane fouling. Membrane fouling is considered
the most significant problem of UF membrane technology. Particulate matter that is larger than
the pores of UF (pore radius 2—-10 nm) membranes forms a cake at the membrane surface [43].
In the case of the current study, the membrane fouling may have been caused by bioactive
components found in the broth. The broth comprises feed components, cells, microbial

metabolites, extracellular polymeric substances, among others [44].

Table 4. Concentration of extracellular biopolymers (EPS) produced by Phoma sp. using the
microfiltration and ultrafiltration membranes.

Surface tension  EPS  Volume Purification EPS recovery
Assays

(mN/m) (g/L) (mL) factor (%)

Negative control 71.62° 0.00 - -
(water)
Positive control (crude 54.25f 6.62° 500 1 100.0
fermentative broth)
Microfiltration (30%)

Permeate 46.01° 6.84° 350 1.03 72.3

Retentate 40.14° 9.18° 150 1.39 41.6
Ultrafiltration (10%)

Permeate 53.08f 456 450 0.69 62.0

Retentate 54.48 4.01° 50 0.61 6.1
Ultrafiltration (50%)

Permeate 55.69°" 4.46" 250 0.67 33.7

Retentate 54.28f 4.36 250 0.66 32.9
Ultrafiltration (90%)

Permeate 58.22f 3.10¢ 50 0.47 45.9

Retentate 50.15 6.22° 450 0.94 18.8

Purification factor = concentration of EPS after concentration / concentration of EPS in crude fermentative broth.
EPS recovery = (total mass of EPS in the concentrated sample / total mass of EPS in crude extract) x 100.
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=f Different letters in the same column indicate a significant difference at a confidence level of 95% (p-value <
0.05 — Tukey’s test) for the assays of each analysis.

Another technique used in the current research for EPS concentration was the
adsorption. The adsorption is widely used because it has an easy operation. However, its
efficiency is mainly affected by adsorbents. In addition to fumed silica and activated carbon,
carbon nanotubes (CNTSs) were also used as adsorbents (Table 5). CNTs have been extensively
investigated because of their excellent structures and unique properties [45]. Independent of the
adsorbent tested, the recovery of EPS from cell-free fermented broth was higher than 88.5%
(using 1% of MWNT) reaching value of 99.8% (using 1% of silica). Activated carbon, that was
an adsorbent with lower cost in comparison with nanotubes of carbon and silica presented
satisfactory results, since the recovery was 93.5 and 98.5% using 1 and 4 wt% of adsorbent,
respectively. In a general way, the use of 1 wt% of adsorbent was enough to recovery EPS from
free-cell fermented broth, since the increase in the recovery obtained using 4 wt% did not
compensate (in mean 5-6% higher) the cost associated with a higher adsorbent concentration.

Table 5. Concentration of extracellular biopolymers produced by Phoma sp. using five
adsorbents at two concentrations and evaluation of surface tension.

Surface tension Recovery

Assays (mN/m) EPS (g/L) (%)
Negative control (water) 71.62' 0.00 -
Positive control (crude fermentative broth) 54,259 6.62% 100
Silica 1% (wt.%) 68.57¢ 0.01° 99.8
Silica 4% (wt.%) 65.57¢ 0.01° 99.8
Activated carbon 1% (wt.%) 66.17! 0.43f 93.5
Activated carbon 4% (wt.%) 64.97" 0.10% 98.5
Multi-walled carbon nanotubes (MWNT)

MWNT 1% (wt.%) 46.23" 0.76° 88.5
MWNT 4% (wt.%) 66.31) 0.24¢ 96.4
MWNT-OH 1% (wt.%) 72.28 0.50° 92.4
MWNT-OH 4% (wt.%) 69.8° 0.54¢ 91.8
MWNT-COOH 1% (wt.%) 71.58' 0.70% 89.4
MWNT-COOH 4% (wt.%) 70.22° 0.50" 92.4

=i Different letters in the same column indicate a significant difference at a confidence level of 95% (p-
value < 0.05 — Tukey’s test) for the assays of each analysis.
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Regarding the surface tension analysis, the broth and water tensions were 54.25 mN/m
and 71.62 mN/m, respectively. When comparing the values of surface tension obtained in both
membrane methods (Table 4), it is possible to verify a decrease in the values due to the increase
of the concentration of EPS. The lowest values of tension were 40.14 mN/m and 46.01 mN/m,
obtained for the retentate and permeate fractions of MF membrane, respectively, indicating a
high concentration of EPS. The surface tension values obtained for adsorption were higher than
those found for membranes, remaining between 72.2 mN/m and 65.57 mN/m, except that found
in MWNT 1% (46.23 mN/m). These values were expected due to the low EPS concentration in
the samples, indicating that adsorption was efficient to recovery the EPS from the cell-free
fermented broth. The values of surface tension after the adsorption of free-cell fermented broth
was close to the water, indicating that the molecules of EPS were withdrawn from the media.

3.3. Herbicidal activity

The application of crude cell-free fermented broth developed 100% of yellowing in C.
sativus leaves. However, when evaluating the different concentration methods, the best results
were obtained using the retentate fraction of MF membrane. In this method, the leaf presented
symptoms of chlorosis (30.4%), necrosis (48.2%), and yellowing (21.4%) (Table 6 and Figure
3). These results led to the destruction of the leaf, without any further recovery. Regarding the
membranes, the lowest concentration of EPS was obtained to permeate fraction of UF
membrane (3.10 g/L), which presented low phytotoxicity and 81.2% of the leaf was healthy.
There was verified a direct correlation between EPS concentration and herbicidal activity,
demonstrating that EPS produced by Phoma sp. has potential to be used as a natural herbicide.
Other studies also reported similar activity for EPS from fungi [16,19].

When evaluating the herbicidal activity of solid-free aliquots after adsorption, none leaf
showed necrosis symptom. The application for the assays with silica and for MWNT-COOH
4% presented little herbicidal activity, where more than 95% of the leaf was healthy. For others
adsorbents, the percent of healthy leaf ranged from 3.85 to 27.07%. However, in these assays,
the most pronounced symptoms verified was a slight depigmentation of the leaf. When
analyzing the corresponding picture in Figure 3, little visual difference between control and
assays is seen. The results obtained in the bioassays using the solid-free samples after the
adsorption experiments were expected due to the low residual EPS concentration in the
supernatant (Table 5). This demonstrated that adsorption was efficient to recovery EPS from

cell-free fermented broth and that EPS from Phoma sp. has herbicidal activity.
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Table 6. Herbicidal activity of concentrated samples of EPS.

Symptoms (%)
Assay .Sl'ght . Chlorosis  Necrosis  Yellowing  Healthy
depigmentation
Negative control - - - - 100
Positive control 100

Hollow fiber membrane
Microfiltration

(30%)

Permeate - 43.2 15.8 411 -
Retentate - 30.4 48.2 21.4 -
Ultrafiltration

(10%)

Permeate 5.0 - - - 95.0
Retentate 56.7 - - - 43.3
Ultrafiltration

(50%)

Permeate 18.8 20.2 - 45.9 15.2
Retentate 4.8 - - - 95.2
Ultrafiltration

(90%)

Permeate 18.8 - - - 81.2
Retentate 7.0 - - - 93.0
Adsorption

Silica 1% 5.91 - - - 94.09
Silica 4% 0.24 - - - 99.76
Activated carbon - - 1.15 7.61
1% 91.24

Activated carbon - - 4.65 12.56
4% 82.79

MWNT 1% 55.24 15.81 - 25.10 3.85
MWNT 4% 70.34 1.74 - 6.92 21.0
MWNT-OH 1% 80.25 7.17 - 5.94 6.64
MWNT-OH 4% 71.26 0.59 - 1.08 27.07
MWNT-COOH 1% 71.27 0.43 - 6.06 22.24

MWNT-COOH 4% 2.10 - - - 97.9
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Figure 3. Comparison of the lesions observed in leaves of Cucumis sativus using the
concentration methods of membranes and adsorption.

Control H Microfiltration Membrane

Negative Permeate 70% Retentate 30%

o

’ Ultrafiltration Membrane

Positive

Permeate 10% Retentate 90% Permeate 50% Retentate 50% Permeate 90% Retentate 10%
Adsorption

MWNT 1% MWNT 4% MWNT-OH 1% MWNT-OH 4% || MWNT-COOH 1% MWNT-COOH 4%

4

Active carbon 1% Active carbon 4% Silica 1% Silica 4%

v

In this study was investigated two processes (membranes and adsorption) to concentrate

4 CONCLUSIONS

EPS with herbicidal activity from cell-free fermented broth of Phoma sp. For membrane

process, hollow-fiber microfiltration membrane presented a higher purification factor than
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hollow-fiber ultrafiltration membrane. EPS was identified in permeate and retentate fractions,
but in higher concentration in the retentate fractions. The herbicidal activity was related to
concentration of EPS in the sample. As high as the EPS concentration, higher was the herbicidal
activity. Adsorption process was efficient to recovery more than 88% of EPS from cell-free
fermented broth. The best performance was obtained using silica and activated carbon as
adsorbent, with recovery higher than 93%. The herbicidal activity of solid-free supernatant after
the adsorption was not relevant, indicating that adsorption was efficient to recovery EPS and
that EPS has herbicidal activity. The preliminary characterization of the structure of the
extracellular biopolymer demonstrates the presence of a significant number of carboxyl and
hydroxyl groups, a pattern similar to other polysaccharides. The results obtained here are very
promising for future applications. Membrane process may be used to development a liquid
formulation of bioherbicide, whereas adsorption for the development of a solid formula.
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CAPITULO 4 - ARTIGO I

Neste Capitulo é apresentado o artigo sobre as diferentes metodologias (agua quente,
agua quente pressurizada e ultrassom) para a extracdo de biopolimeros intracelulares com

atividade bioemulsificante produzidos pelo fungo Phoma dimorpha.

EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF POLYSACCHARIDE-
ENRICHED FRACTIONS FROM PHOMA DIMORPHA MYCELIAL BIOMASS

This is an ‘Accepted Manuscript’ of an article published by Springer Nature in
Bioprocess and Biosystems Engineering on 16 Nov 2020, available online at:
https://doi.org/10.1007/s00449-020-02486-3

ABSTRACT

Ultrasound-assisted extraction (UAE) and pressurized hot water extraction (PHWE)
were tested as advanced clean methods to obtain polysaccharides from Phoma dimorpha
mycelial biomass. These methods were compared to conventional extraction (hot water
extraction, HWE) in terms of polysaccharides-enriched fractions (PEF) yield. A central
composite rotational design was performed for each extraction method to investigate the
influence of independent variables on the yield and to help the selection of the condition with
the highest yield, using water as an extraction solvent. The best extraction condition of PEF
yielded 12.02 wt% and was achieved when using UAE with direct sonication for 30 min, under
the intensity of 75.11 W/cm? and pulse factor of 0.57. In the kinetic profiles, the highest yield
(15.28 wt%) was obtained at 50°C under an ultrasound intensity of 75.11 W/cm? and a pulse
factor of 0.93. Structural analysis of extracted polysaccharide was performed using Fourier-
transform infrared spectroscopy, X-ray diffraction, scanning electron microscopy, and thermal
property. The water solubility index, water holding capacity, and emulsification index of PEF
were 31.3 £ 1.5%, 138.1 + 3.2%, and 62.9 *+ 2.3%, respectively. The submerged fermentation
demonstrates the huge potential of Phoma dimorpha to produce polysaccharides with
bioemulsifying properties as a biotechnologically cleaner alternative if compared to
commercial petroleum-derived compounds. Furthermore, UAE and PHWE are green

technologies, which can be operated at an industrial scale for PEF extraction.

Keywords Mycelium; pressurized hot water; submerged fermentation; ultrasound
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Introduction

Biopolymers are the large molecules derived from living organisms (plants, animals,
and microorganisms) and from renewable resources through polymerization. They are also
named as natural polymers, because are polymers produced during the growth of any living
organism [1]. Polysaccharides are the most abundant group of biopolymers and have several
special biological functions. They exist in almost all organisms for supporting structure and
storing energy and act as antigenic determinants [2]. Their synthesis occurs generally after the
growth phase or when the microorganism is in unfavorable environmental conditions,
representing a metabolic strategy for its survival [3].

Microbial polysaccharides present some advantages, such as biodegradability,
reproducibility, biocompatibility, stability based on physicochemical properties, and
environmentally friendlier than their fossil fuel-derived counterparts. Based on those features,
they have potential applications in all sectors of the economy [1, 4]. Polysaccharides have
functional properties that are beneficial for human health, such as acting as an antitumor [5],
anti-inflammatory [6] and antioxidant [7] agents. They have organoleptic characteristics and
nutritional value to foods [8].

Fungi have been globally recognized for their widespread use in many industrial sectors,
such as chemicals, food, medicine, and agriculture [9]. Fungal polysaccharides, also called
gums, are hydrophilic substances able to form viscous solutions and gels in an aqueous medium,
increasing the viscosity of a system [10]. This property characterizes them as bioemulsifiers
and/or biosurfactants compounds [11], which are extensively applied in oil recovery,
pharmaceutical materials, anti-cancer drug carriers [12], cosmetics formulations,
bioremediation [13], among others.

Phoma is one of the largest fungal genus, with more than 3000 names recorded in
MycoBank [14]. Several Phoma species can produce a variety of polymeric materials such as
exopolysaccharides with novel structures and interesting applicabilities within the biological
purpose [15]. For example, from the Phoma herbarum species, it is possible to isolate the YCP
(acronym of Yancheng polysaccharide), a (1,4)-a-d-glucan, which is a promising
polysaccharide for the development of antitumor and immunity-enhancing drugs [16, 17]. A
recent study showed the polysaccharide ability to increase the bioherbicidal activity of

fermentative broth of Phoma sp.[4]. In summary, many species of Phoma have useful beneficial
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traits, including bioactive microbial compounds that could be incorporated into biotechnology
areas.

The biotechnological production of fungal polysaccharides occurs by submerged
fermentation intracellularly or extracellularly [18]. The polysaccharides are obtained from
mycelium (intrapolysaccharides) or crude broth (exopolysaccharides), respectively. The
techniques of recovery of these compounds from mycelium require methods of extraction more
drastic, such as using hot water [19], organic [20] or inorganic [21] solvents. To overcome
major shortcomings of the conventional hot water method, mainly associated with the use of
high temperatures, extended extraction times and low efficiency, advanced extraction
techniques such as ultrasound-assisted extraction (UAE) and pressurized liquid extraction
(PLE) have emerged during the last decades for improved green extraction of bioactive
carbohydrates [8, 22, 23].

UAE is being reported as one of the most efficient methods of polysaccharides
extraction since is a rapid, cost-effective, and simple method that shortens the extraction time
compared to conventional methods [24]. Furthermore, the bioactivity preservation of extract
products is higher due to lower extraction temperatures [25]. The sonication mechanism
generates ultrasonic waves, thus provoking implosions of the generated cavitation bubbles [22].
This phenomenon is called cavitation and causes physical, chemical, and mechanical changes,
disrupting fungal cell walls, favoring the cell membrane permeability (greater penetration
capability of solvent into the matrix), and enhancing the release of target compounds.
Consequently, the mass transfer in the extraction process is accelerated [26].

PLE, including pressurized hot water extraction (PHWE), has been developed as a novel
and simpler extraction technique, which provides shorter extraction times, can be automated,
and usually does not require toxic organic solvents compared to other traditional extraction
processes. It can be defined as an environmentally friendly method [27]. PHWE has been
established as a special extraction technique employed in obtaining bioactive compounds such
as polysaccharides from natural sources [28]. Pressurized hot water is a term that refers to water
at temperatures above the atmospheric boiling point (100°C, 0.1 MPa), but below the critical
point of water (374°C, 22.1 MPa), which remains in the liquid phase due to the application of
pressure [29]. In this area, as pressure and temperature increase, the dissociation and self-
diffusion coefficients increase, and density, dynamic viscosity, and surface tension decrease
[30].

Therefore, this study aimed to extract polysaccharides-enriched fractions from Phoma

dimorpha by different technologies (pressurized hot water and direct and indirect ultrasound).
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The structural characterization was evaluated using Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), thermal property (TGA), scanning electron microscopy (SEM), and X-ray diffraction
(XRD). The water solubility index (WSI), water holding capacity (WHC), and emulsifying
index (EI) were also determined. To the authors’ knowledge, this is the first report for the
extraction of polysaccharides from Phoma dimorpha mycelial biomass using such approaches

and focusing on cleaner methods.

Materials and methods

Cultivation of Phoma dimorpha and biomass preparation

The cultivation of Phoma dimorpha was performed according to the method described
by Luft et al. [4]. The production of intracellular polysaccharides was performed in a 250 mL
Erlenmeyer flask containing the fungus and the fermentation medium was composed by (g/L):
potato (200), glucose (20), peptone (10), yeast extract (2), (NH4)2SO4 (2), FeS04.7H20 (1),
MnS0O4.H20 (1), and MgSOs (0.5). The flasks were maintained under stirring at 120 rpm and
28°C for 7 days in an orbital incubator shaker (New Brunswick, Innova 44R, EUA). At the end
of fermentation, the mycelial biomass was separated from the crude broth by filtration in a
gauze, washed thrice with distilled water, lyophilized (L 101, Liotop, Brazil) at -55°C using a

vacuum pump (D.V.P Vacuum Technology, RC.8D, Brazil), and pestled in a mortar.

Extraction of polysaccharide-enriched fractions

Three methods were tested for the extraction of polysaccharide-enriched fractions (PEF)
from Phoma dimorpha mycelial biomass: (1) conventional extraction (hot water extraction and
steam pressurized extraction), (2) ultrasound-assisted extraction, and (3) pressurized hot water
extraction. A scheme of the steps applied in the study and the analysis performed for each

fraction is presented in Fig.1.
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Figure 1 Scheme for the extractions and characterization of the polysaccharides-enriched
fractions (PEF) produced by the fungus Phoma dimorpha.
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HWE: hot water extraction; SPE: steam pressurized extraction; SEM: scanning electron microscopy; PEF:
polysaccharides-enriched fractions; PEFuag): polysaccharides-enriched fractions obtained by direct ultrasound-
assisted extraction; FTIR: Fourier-transform infrared spectroscopy; XRD: X-ray diffraction; TGA: thermal
property; WSI: water solubility index; WHC: water holding capacity; El: emulsifying index
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Conventional extraction

Two conventional extraction procedures were tested to compare the results with the
other two methods investigated in this work. The first one was the conventional hot water
extraction (HWE), which is widely cited in the literature for the extraction of polysaccharides
from microorganisms [31-33]. Dried mycelium (0.5 g) was mixed with distilled water (40 mL),
placed into a water bath, and stirred at 230 rpm. Water was chosen as a solvent because it
effectively extracts polysaccharides [34]. The experimental variables were temperature (50, 70
and 90°C) and extraction time (60, 120 and 180 min). Afterward, the obtained mixtures were
vacuum filtrated. The extracts were submitted to recovery and the residual mycelia were freeze-
dried to further analysis. The second one is frequently used to obtain polysaccharides using an
autoclave (steam pressurized extraction, SPE). Similarly, the sample mixture (0.5 g dried
mycelium/ 40 mL distilled water) was heated at 121°C for 20 min in an autoclave and cooled
down to 4°C, following the method reported by Morales et al. [22]. After performing SPE, the

mixture was also submitted to vacuum filtration and the extract was submitted to recovery.

Ultrasound-assisted extraction

A description of the experimental apparatus for UAE has been reported by Luft et al.
[35]. The bioreactor was composed of a glass jacketed vessel (250 mL of useful capacity)
connected to a thermostatic water bath. Ultrasound equipment consisted of a high-intensity
ultrasound processor of 400 W and a frequency of 24 kHz with pulse factor adjustable between
0 and 100 and amplitude adjustable from 20 to 100% (UP400S, Hielscher, Germany). The
processor is connected to a titanium probe of 22 mm (H22L2D, Hielscher, Germany),
presenting a maximum ultrasound intensity of 85 W/cm?.

In the direct sonication, the ultrasonic probe was placed at the center of the bioreactor
containing 0.5 g of dried mycelium and 40 mL of distilled water. While processing, the
temperature was maintained at 50°C + 2°C by circulating water through the jacket. In the
indirect sonication, the ultrasound probe was placed at the center of the stirred bath (New
Brunswick, Innova 3100, USA) at 100 rpm and 50°C. Erlenmeyers of 250 mL were the reaction
vessels, which were arranged in a circle surrounding the probe (radius of 10 cm) containing 0.5
g dried mycelium and 40 mL of distilled water. All assays were carried out for 30 min at

specified ultrasound intensity and pulse factor, according to the levels presented in Table 1.



103

After the extraction, the samples were submitted to vacuum filtration (through Whatman
filter paper no. 1) to separate the extract (soluble fraction) from the residual mycelium
(insoluble fraction). The extracts were stored at 4°C until further analysis of the recovery of
polysaccharides-enriched fractions obtained by direct UAE (PEFuag). The residual mycelia
were freeze-dried (L 101, Liotop, Brazil) and stored at -20°C until further analysis. The effects
of ultrasound intensity (17-85 W/cm?) and pulse factor (0.5-1.0) on matrix extraction yields
were evaluated through a central composite rotational design (CCRD). Thereafter, a kinetic

curve was carried out to validate the results.

Pressurized hot water extraction

The description of the experimental apparatus for PHWE has been reported by Abaide
et al. [36]. The system consists of a high-pressure pump (PU4087, Jasco, Japan) for pumping
water, a thermostatic bath (SL-152, Solab, Brazil) for water preheating, a non-return flow valve,
a stainless steel reactor with a useful volume of 50 mL, a ceramic band heater (1500 W)
equipped with a thermocouple for temperature measurement (with a control panel), 316L
stainless steel pipes (3.175 mm external diameter), pressure gauges, blocking valves, and a
micrometering valve (3125GY, Hoke, USA).

Dried mycelium (5 g) was mixed with glass beads and placed in an extraction cell of 25
mL of useful volume. Distilled water was pumped with a constant flow rate (5 mL/min). The
influence of temperature and pressure on the extract recovery was evaluated following the
levels presented in Table 1. The effects of temperature (120-200 °C) and pressure (2.0-10 MPa)
on matrix extraction yields were evaluated through a CCRD. After 20 min of extraction, the
extracts were collected, cooled, and stored at 4 °C for the recovery of polysaccharides according
to the procedure described in the next section. The pressurized material remaining in the
extraction cell (residual mycelium) was separated from the glass beads, freeze-dried (L 101,

Liotop, Brazil) and stored at -20 °C until further analysis.

Recovery of polysaccharide-enriched fractions

The recovery of PEF was done according to the procedure reported by Cho et al. [2].
The extracts (soluble fractions) were mixed with cold absolute ethanol (one part of extracts and
three parts of ethanol, volume basis), for inducing polysaccharide precipitation, and left

incubating overnight at 4°C. Subsequently, the precipitates were collected by centrifugation
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(Eppendorf, model 5804R, Germany) at 5000 rpm for 20 min and 10°C and were dried in an
oven at 45 °C until reaching constant mass (approximately 24 h). The obtained PEF was stored
at -20 °C until further analysis. The PEF yield was expressed as a percent weight (wt%) of the
initial material used in the study, which was determined as Eq. (1).

' PEF content (g) @)
Yield (%) = :
ield (%) Dried mycelium weight (g) <100

Structural characterization of polysaccharide-enriched fractions

The PEFuae were structurally characterized by FTIR, XRD, and SEM. The TGA of the
intrapolysaccharides was also performed.

Fourier transform infrared spectroscopy

FTIR of the PEFuae was obtained by using an infrared spectrophotometer (Shimadzu,
IR PRESTIGE-21, Japan). The spectra were obtained with a nominal resolution of 4 cm™ and
within the spectral range between 4000 and 400 cm™. The samples were mixed with KBr and

pressed into a tablet form. Therefore, the FTIR spectra were recorded.

X-ray diffraction

XRD patterns of the PEF were determined by a Rigaku D/max 2550PC diffractometer
(Rigaku Inc., Tokyo, Japan). The operating conditions of the diffractometer were: Cu K
radiation, 30 kV, 10 mA, and the scattering angles (26) of 5-99.98° with the scan rate 0.5°/min.

Thermogravimetric analysis

Thermogravimetric measurements were carried out with a thermogravimetric analyzer
(DTG60/60H, Shimadzu, Japan) under a non-oxidizing atmosphere (N2, 99.997% purity) at 50
mL/min. The analysis consisted of loading 10 mg material into a covered alumina cell and
heating at a linear heating rate of 10°C/min over a temperature range of 25-600°C.

Thermogravimetric data were converted into derivative thermograms (DrTGA).
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Scanning electron microscopy

The morphology of the samples was observed using a scanning electron microscope
(Tescan, VEGA-3 G, Czech Republic) coupled to a secondary electron detector to obtain the
images. For this analysis, the samples were covered with Au (sputtering metallization process,

using a current of 20 mA for 90 s).

Determination of water solubility index and water holding capacity

The WSI and WHC of PEF were determined in duplicate following the method reported
by Ye et al. [37], with some modifications. To determination of WSI, the dried PEF sample (0.2
g) was dissolved with 2 mL distilled water in a centrifuge tube. The suspension was centrifuged
at 5000 rpm for 40 min and the precipitant was dried at 105°C for 4 h to obtain the dry solid
weight. The WSI was calculated as Eq. (2).

Mo - M1 (2)

WSI (%)= x 100

where Mo is the mass (g) of total dry PEF sample and M1 is the mass (g) of precipitant.

For WHC determination, the dried PEF (0.2 g) was dissolved with 10 mL pure water in
a vortex mixer. The dispersed sample was centrifuged at 5000 rpm for 60 min and the
supernatant, which was not held, was discarded. The precipitant was dropped on pre-weight
filter paper for complete drainage of water and the mass of PEF precipitated was recorded. The
WHC was calculated as Eq. (3).

M
WHC (%)=— x 100 (3)
Mo

where Mo is the mass (g) of total dry PEF sample and Mz is the mass (g) of the total sample

after water absorption.
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Determination of emulsification index

According to the method described by Ye et al. [37], 3 mL of sunflower oil was mixed
with 2 mL of PEF aqueous solution (0.5%, w/v) in a glass tube with a screw top (100 mm x 13
mm) and stirred in a vortex for 3 min for determination of emulsification index (El). The
mixture was stored at 25°C for 24 h and the El; (at 1 h) and El24 (at 24 h) were calculated as
EQ. (4). The analysis was done in duplicate.

H
El (%):H_(l) x 100 )

where Ho is the full height of the mixture and Hz is the height of the emulsifying layer.

Characterization of residual mycelium

After extractions and definition of the best assay of each method in terms of extraction
yield, the morphology of the residual mycelium was observed using a scanning electron

microscope (Tescan, VEGA-3 G, Czech Republic) coupled to a secondary electron detector.

Results and discussion

Comparison of extraction processes in terms of extraction yield

Table 1 presents the extractions yields obtained for each method as a function of
independent variables investigated herein. PEF yields from Phoma dimorpha obtained by
conventional method ranged from 3.12 to 6.58 wt%. The highest yield was obtained in assay 4
(90°C and 180 min), while the lowest yield (3.12 wt%) was obtained at the central point (70°C
and 120 min). Statistical analysis of the results is summarized in Fig. S1 in the Supplementary
data. The three linear parameters (temperature, liquid to solid ratio (L/S) and time) and the
quadratic parameters (temperature and the interactions between temperature and time and
between liquid to solid ratio and time) were significant for the extraction yield (p-value < 0.1),
all with positive effect. The value obtained using SPE, also considered a conventional extraction

method, was 2.86 wt%. The results for conventional extraction obtained in the current work
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corroborate with the literature. A higher temperature combined with longer extraction time
makes conventional extraction more efficient. Conventional extraction has disadvantages of
longer extraction times, lower yields and extraction efficiency, and higher extraction
temperature, which incorporates the risk of thermal degradation of thermolabile active
compounds [25]. Regarding the alternative methods of extraction, higher extraction yields were
obtained within a shorter time than conventional extraction.

UAE with direct sonication seems to be the most efficient method. PEF extraction yield
was approximately two times higher than the conventional method in a shorter time (30
minutes). The amount of fractions PEF released ranged from 6.22 to 12.02 wt% and from 0.32
to 1.7 wt%, in direct and indirect sonications, respectively. The use of indirect sonication led to
a significant decrease in the PEF yield, approximately seven times if compared to direct
sonication. Data of Table 1 were used to determine the effects of the studied variables on PFE
yield. The effects were expressed in the Pareto chart, which were presented in Figs. S2(a-b) in
the Supplementary data. For direct sonication extraction (Fig. S2a), only the linear effect of the
ultrasound intensity variable was statistically significant in the evaluated range. The linear
effect of pulse factor, although not significant, affected negatively the extraction efficiency,
since the PEF can be degraded under high sonication power. For indirect sonication extraction
(Fig. S2b), the significant ultrasound intensity variable presented a negative quadratic effect,
whereas the linear effect of intensity was not significant, but also negative, indicating that
increasing the ultrasound intensity decreases the yield. The negative signs of the quadratic term
indicate the presence of a maximum point for the ultrasound intensity in the evaluated range,
showing that it would be interesting to optimize this variable before performing larger-scale
extractions [38], thus being able to reduce the costs of energy [39]. The pulse factor and the
interaction between pulse factor and intensity were not significant and presented positive linear
effects. In general, low yields were obtained in these experiments, not exceeding 1.7 wt%.

Direct sonication produced the highest extraction yield because its cavitation effect is
stronger, thus causing an intensification of mass transfer [40]. The highest yields were found in
assays at high ultrasound intensity (assays 2 and 4). The results might suggest that the
propagation of ultrasonic waves was more effective to dissolve and extract fungal compounds
than the other methods. According to Zheng et al. [41], the high-intensity sonication generates
strong transient cavitation in the medium. The transient cavitation bubbles generate intense
shock waves that disrupt the microbial cells with the release of intracellular granules in the
medium, acting as a pre-treatment. Due to strong microturbulence created in the liquid medium,

the polysaccharides released from the cell wall get completely dissolved in the aqueous phase
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[40]. In addition to presenting higher yields, shorter extraction time (30 min) at lower
temperatures (50°C) makes UAE methodology attractive in large-scale applications, since the
reduction in extraction time can favor the economic efficiency of the extraction process [24].

For PHWE, amongst the tested temperatures and pressures in this work, the best PHWE
condition was 188 °C and 3.2 MPa, resulting in a PEF yield of 8.64 wt%. From the analysis of
effects, temperature presented a higher influence on yield than pressure, as shown in Fig.S3 in
the Supplementary data. Both effects of temperature, linear and quadratic, and the interaction
between temperature and pressure were significant. However, the interaction presented a
negative effect. The linear effect of pressure was negative and not significant. Although some
references stated that high pressure improves extraction efficiency, the pressure is commonly
described as having minimal effect on the solvent strength of pressurized hot liquid water or
extraction efficiency. It is mainly applied to maintain water in its liquid state [30].

At lower temperatures, the yields were lower. The yields obtained followed a typical
behavior in which the mass transfer from the sample to the solvent is significantly increased
when the extraction temperature is raised [27]. The extraction time was kept constant (20 min)
since this factor has demonstrated to have a negligible influence on extraction yield. Instead,
the excessive extraction time can block the filters from the extraction cell affecting negatively
the extraction [27]. According to Morales et al. [42], excessive time induces hydrolysis and
degradation of polysaccharides into lower molecular weight products that are not precipitated.
This behavior may have been due to the decomposition of thermally labile compounds, resulting
in the production of highly-volatile compounds, low-molecular-weight species, and/or gaseous
products [42].

If long periods of extraction are required, an alternative is using extraction cycles, which
result in slightly higher yields [43]. The same tendency occurs with increasing temperature,
which could result in the extraction of depolymerized polysaccharide species [42]. These small
molecules are more susceptible to react with each other. For example, Maillard, caramelization,
and thermo-oxidation reactions may occur during PHWE in glycation model systems and real
natural samples [30]. When compared to other methods, the PHWE, despite being performed
in a relatively short time (20 min), requires higher temperatures (188 °C). It provides water
penetration into the mycelium similar to conventional methodologies using lower temperatures,
but with longer times (90 °C/180 min and 120 °C/20 min, respectively).
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Table 1 Yields of extracts obtained from Phoma dimorpha mycelium using the three extraction

methods.
Coded variable Yield (Wt%)
Assay levels
X1 X2 HWE Indirect UAE  Direct UAE PHWE
1 (-1) (-1) 3.46 1.02 10.66 3.98
2 1) (-1) 4.98 0.50 12.02 8.64
3 (-1) 1) 3.70 0.98 6.40 4,94
4 1) 1) 6.58 0.92 11.42 6.01
5 (-1.41) (0 - 0.82 6.46 5.26
6 (1.41) 0) - 0.32 9.84 3.36
7 0)  (-1.41) - 1.08 6.22 5.66
8 ()] (1.41) - 1.62 9.22 1.71
9 ()] © 3.44 1.60 7.64 3.19
10 ()] ()] 3.12 1.44 9.30 3.45
11 ()] ()] 3.16 1.70 9.38 2.68

Ultrasound technology with direct sonication was the best alternative to obtain PEF,
probably due to its ability to act as a pretreatment of cell wall rupture. Conventional extraction
and extraction with pressurized hot water resulted in similar yields. These findings can be
attributed to the low solubility of PEF obtained from extraction with ultrasound. In the absence
of sonication, extractions were not so effective in extracting more insoluble polysaccharides.
Traditionally, water is not considered as a suitable extraction fluid for non-polar or organic
compounds at room temperature. In the case of PHWE, there is a steady decrease in its
permittivity, viscosity, and surface tension, but an increase in its diffusivity characteristics.
Therefore, water behaves like certain organic solvents which can dissolve a wide variety of

medium and low polarity analytes [44].

Comparison of extraction processes in terms of mechanism

Surface analysis of residual mycelium particles was performed before and after
extractions to correlate the results with the physical changes. The powder was analyzed by SEM
before (Fig. 2A) and after (Fig. 2B - 2F) extraction. Although porosity is observed in all images,

it can be concluded from these pictures that all materials have different microstructures. Before
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extraction, it is assumed these highly open network structures can originate from the
Iyophilization process. Stems structured with interconnected macropores are observed as a
result of the formation of ice crystals [45]. The most significant difference is the rupture of
these stems after the extraction processes, unlike HWE (Fig. 2E). This observation is in
agreement with the results of extraction yields obtained by conventional extraction, which are
lesser than other extraction methods. Images obtained for samples from HWE exhibited a
different microstructure with some granules in the micron range, that is, spores with a smooth
surface fixed on a porous membrane. This difference in structure can be attributed to a longer
extraction time (180 min) at high temperature (90°C) and in the absence of pressure. The long
time of extraction at high temperatures may have separated the soluble fractions from the
mixture of insoluble solids and the absence of pressure in the medium resulted in their
aggregation.

Fig. 2D represents the samples obtained after performing the steps involving PHWE.
The first step is the desorption of solutes, followed by the diffusion of the extraction fluid in
the matrix and elution of solutes. The enhancement of the extraction efficiency of PHWE can
be attributed to (1) an improvement in the solubility and mass transfer effects and (2) an
increased disruption of surface equilibria. The presence of pressure could facilitate extraction
from samples where analytes are trapped in the matrix pores. The pressure forces water into
areas of the matrices which are not normally covered if water at atmospheric pressure is used
[44]. The pressure exerted in the process was not sufficient to destroy the cell wall. Despite a

decrease in the surface, it is not possible to observe many ruptures.
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Figure 2 SEM images of mycelium before and after extraction: (A) fresh; (B) direct UAE; (C)
indirect UAE; (D) PHWE; (E) HWE; (F) SPE.
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Fig. 2B shows drastic changes in residual mycelium particles after direct UAE. Hollow
openings were seen in the cell structures, which could be correlated to explosive disruption.
This behavior can be associated with cavitation phenomena [46], which occurred and facilitated
the overall extraction process. These observations confirm the effects of ultrasound in the

extraction process. According to Meullemiestre et al. [47], the cavitation bubble generated close
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to the material surface collapses during a compression cycle and a micro-jet directed toward
the surface is created. The high pressure and temperature destroyed the cell walls of
microorganisms and delivered PEF into the medium. The cell disruption step (to break and/or
open the cell wall) makes ultrasound technology more efficient than other extraction methods.

Kinetics of the direct ultrasound-assisted extraction

To select the optimum extraction time in direct UAE, kinetic curves (Fig. 3) were built
after measuring the extraction yield (wt%) produced at different extraction times (from 10 to
60 min) for all assays of the CCRD, with exception of the axial points (assays 5-8) at 50°C. In
assays 1 (26.89 W/cm?/0.57) and 2 (75.11 W/cm?/0.57), the highest yields were obtained in 30
min. The difference between these experiments was only the ultrasound intensity, while both
were performed at the same pulse factor value (0.57). For assays 3 (26.89 W/cm?/0.93) and 4
(75.11 W/cm?/0.93), with pulse factor maintained at 0.93, the highest yields were obtained in
20 min. Based on the kinetic curves, 20 min was selected as the optimum extraction time, with
a PEF vyield of 15.28 wt% (assay 4), demonstrating that a long time of UAE is not necessary.

The second group of highest yields was obtained in assays 2 and 3. The value was the
same for both, 13.84 wt%, but at different times (30 and 20 min, respectively). The yields of
assay 2 remain approximately constant at 40 min (13.48 wt%) and 60 min (13.26 wt%).
However, in assay 3, there was an abrupt drop in yield after 20 min. The value found at 20 min
dropped by half after 10 min (7.66 wt%), remaining approximately constant until 60 min (7.92
wt%). The assay 9 (central point) returned constant yields up to 30 min (approximately 8 wt%),
but it showed a sharp increase up to 40 min (12.12 wt%). The lowest yields were obtained in
assay 1, showing values between 6.54 wt% and 9.02 wt% in the first 30 min, and after 40 min,
they reduced to constant values of approximately 5.9 wt%.

There was an increase in the PEF extraction until the ideal time for each assay and,
thereafter, a reduction in yield with increasing time was reached. Better performance of
extraction with ultrasound in the shortest times is due to the effects of the disruption of the solid
material caused by cavitation, accelerating the penetration of the solvent and the release of
polysaccharides. The reduction in yield can be explained by the heating effect and overexposure
to ultrasound treatment for a longer extraction time, which leads to structural destruction and
polysaccharide decomposition during the prolonged extraction time, as reported elsewhere [48].

With increasing ultrasound time, more and more large-sized aggregates were broken into small-
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sized granules, or polymer chains were degraded into small-sized molecules by the collapse of

cavitation bubbles, as stated by Zheng et al. [41].

Figure 3 Kinetic curves for the extraction of PEF from Phoma dimorpha mycelium using direct
UAE.
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Structural characterization of PFE

FTIR spectrum

The FTIR spectroscopy was conducted to investigate the functional groups and
characterizing the covalent bonding of the PEF. The FTIR spectrum of PEF is shown in Fig. 4
and presents the typical absorption of polysaccharides. The peak in the region of 3400 cm™ was
due to the hydroxyl (O-H) stretching vibration of the polysaccharide as reported earlier [49].
This peak is the characteristic absorption band of the carbohydrate ring, which is responsible
for the water solubility of polysaccharide [50]. The absorption peaks near to 2900 cm™ were
attributed to the C-H bond. Bands at 1650 cm™ are quite wide and intense, probably generated
by C=0 stretching vibration, which suggests that bands observed are generated by amides

(proteins) impurities [51].
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The peaks near to 1400 cm! indicate the presence of chitin, a minor component of the
cell wall, and probably some products of protein degradation [52]. The presence peaks in the
1044-1156 cm™* region was a finger-print region for all polysaccharides. Each particular
polysaccharide has a specific band in the 12001000 cm! region and the position and intensity
of the bands in this region were specific for each polysaccharide [53]. The vibration bands near
to 890 cm™ and 855 cm! are sensitive to anomeric structure around glycosidic bonds and
confirmed, respectively, B and o configuration of the polysaccharides [52]. Ultimately, the weak
absorption band at 600 cm™ is indicative of a glycosidic linkage peak for polysaccharide [54].

Figure 4 The FTIR spectra of the PEF obtained by direct UAE.
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X-ray diffraction and thermogravimetric characterization

XRD pattern is determined by the structural properties of the polysaccharides, which
could directly influence functional properties, such as WHC and water swelling capacity [55].
The crystalline material has a unique diffraction pattern and crystallinity, which can determine
the mass ratio of the crystal part of PEF [2]. Fig. 5A suggests that PEF was a semicrystalline

polymer (amorphous materials with the crystalline region). The crystalline region was observed
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at the angle (20) 19.74°. This result was similar to the one obtained by Cho et al. [2], who
reported polysaccharides from Achatina fulica.

The amorphous component of PEF prevailed over the crystalline organized one.
According to Wang et al. [56], the crystallization capacity of polysaccharides is generally poor
under normal circumstances, leading to “bun-shaped” X-ray diffraction curves. This structural
arrangement is known to directly affect various properties, including stability, flexibility,
chemical resistance, solubility, strength, swelling, or opaqueness of the polymer [57]. Indeed,
physical properties are dependent on the degree of order within the material [58].

TGA of PEF was performed dynamically (weight loss versus temperature) and Fig. 5B
shows the results. An initial weight loss of approximately 8% was observed between 25-135°C,
which was previously associated with the moisture loss and suggested to be related to the high
carboxyl group content of PEF [59]. The first stage of degradation occurred slowly (2.5%) from
145 to 245°C. The second stage occurred from 245 to 350°C (25.3%) with the evolution of the
volatile matter mainly occurring between 350 and 440°C, losing approximately 29.4%. The
further increasing temperature could lead to dehydration of materials, including physical and
chemical bonded water, and then break apart and restructure the chemical bonds in compounds,
forming volatile or non-volatile compounds [60]. Last, the fourth stage started near to 450°C
and was upheld up to 600°C. When the temperature achieved 600°C, the weight loss was
approximately 70%, which is attributed to the thermal decomposition of the polysaccharides.
Fig. 5C presents the derivative (DrTGA curve) that denotes the rate of change of mass loss.
This PEF type showed relatively high resistance to the thermal process (over 245°C) which
reveals its potential to be used in products exposed to the high thermal process, such as in the
food industry [61].
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Figure 5 Structure characteristics of PEF obtained by direct UAE: XRD (A), TGA (B), and

DITGA (C).
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Scanning electron micrograph of PEF

For a better understanding of the physical and functional characteristics of
polysaccharides, the SEM image serves as a powerful indicator of the surface micromorphology
of biomacromolecules [37]. SEM images of PEFuae sample (Fig. 6) revealed the smooth and
compact surface with some irregular lumps and lateral porous structure, similar to a-glucan
produced by Lactobacillus reuteri E81 [62]. According to studies reported elsewhere, this
morphology is essential for the WHC and favorable to make plasticized biofilms [54]. The
smooth compact structure forms a hydrated polymer consistent matrix, therefore giving
mechanical stability to bio-films. The weak physicochemical interactions between molecules
are due to various binding forces such as Van der Waals, electrostatic, repulsive, ionic attractive
and hydrogen forces [54]. The porous structure is suitable for forming a hydrated polymer
consistent matrix, being applied in cosmetics and foods as gelling, thickening, and emulsifying

to maintain rheological properties during storage [63].

Figure 6 SEM image of PEF obtained by direct UAE from Phoma dimorpha mycelium at 2000
X magnification.
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Water solubility index, water holding capacity, and emulsification index

The results for WSI and WHC of PEF were 31.3 £ 1.5 and 138.1 + 3.2%, respectively
(Table 2), which are higher than those of PEF obtained from Lactobacillus plantarum 70810
[64]. It is difficult to compare the solubility of polysaccharides in water as it is affected by their
structure, including the lengths of the main and branched chains, the arrangements of glycosidic
bonds, and the degrees of polymerization. The structure changes according to the extraction
method. Indeed, the water solubility of fungal polysaccharides increased by more than fourfold
when treated with ultrasonic at higher amplitude [65]. Despite that, the results indicate that PEF
has good solubility and also considerable potential to hold a large amount of water through
hydrogen bonding.

Table 2 Water solubility index (WSI), water holding capacity (WHC), and emulsification index
at 24 h (Elxs) of PEF obtained from Phoma dimorpha and comparison with different
microorganism species.

Microorganism strain WSI (%) WHC (%)  El24 (%) Reference
Phoma dimorpha 31.3+£15 138.1+£3.2 62.9+23 Thiswork
Weissella cibaria YB-1 952+45 287.8+16.2 84.4+37 [37]
Leuconostoc lactis KC117496 142 +0.2 117.0x75 - [54]
Lactobacillus plantarum 70810 - 88.3+ <0.1 - [64]
Leuconostoc pseudomesenteroides 986+36 296.8+189 795+ 3.8 [66]
DRP-5

Leuconostoc citreum N21 92.0 - 63.4+£0.9 [67]
Pleurotus djamor 45.7+ 4.0 [68]
Aspergillus flavus AF612 - - 64.0+2.1 [69]
Halomonas saliphila LCB169T 98.0+£0.3 19.3+6,5 58.7x+0.6 [70]
Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 14.2 496.0 - [71]

The EI of PEF was measured by its capacity to maintain a hydrocarbon emulsion in
water. An effective emulsifier should have the ability to keep at least 50% of the primal volume
of an emulsion for 24 h after formation [37]. The PEF possessed an El of 65.7 + 1.7% after 1 h

and a slight decrease to 62.9 = 2.3% was observed at 24 h. Similar results could be observed
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with YB-1 dextran produced by Weissella cibaria YB-1 [37], DRP-5 dextran produced by
Leuconostoc pseudomesenteroides [66], and with dextran produced by Leuconostoc Citreum
N21 that possessed an El of 66.7% after 1 h and a slight decrease to 63.4% after 24 h [67]. It
was suggested that PEF had a significant emulsifying property.

Conclusions

Different extraction methods were studied for polysaccharide-enriched fractions (PEF)
recovery from Phoma dimorpha. Direct ultrasound appears as the best extraction method for
PEF extraction from mycelium, with a yield two times higher than conventional extraction.
Kinetic study of extraction by direct ultrasound demonstrated that breaking the wall of fungi
cell permits to enhance mass transfer of PEF from mycelium to solvent in a short time.
Structural analysis was also carried out on the PEF, which was compared with other works
found in the literature. The expressive results of WHC and EI of the PEF suggest its applications

as stabilizer agents.
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APPENDIX A

Supplementary data

Fig. S1 Pareto chart expressing the effect of process variables on the extraction yield using hot
water extraction; L/S: liquid/solid.

(1)Temperature(L) —
(2)L/S ratio(L) 1250

Fig.S2. Pareto chart expressing the effect of process variables on the extraction yield using
direct (a) and indirect (b) sonication.
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CAPITULO 5 - ARTIGO IlI

Neste Capitulo é apresentado o artigo sobre a producdo de biopolimeros intra e
extracelulares com atividade bioemulsificante por meio de fermentacdo submersa do fungo
Phoma dimorpha usando diferentes fontes de carbono adicionais (glicerol bruto, bagaco de

malte e farelo de arroz).

AGRO-INDUSTRIAL RESIDUES AS ADDITIONAL CARBON SOURCES ON
PRODUCTION OF BIEMULSIFIER COMPOUNDS FROM PHOMA DIMORPHA

O presente artigo foi submetido para periddico internacional da area.

ABSTRACT

Bioemulsifying compounds are intracellular (IPS) and extracellular (EPS) biopolymers
produced naturally by microorganisms during their growth and have been the interest of many
researchers due to their biodegradability and potential to replace conventional emulsifiers.
Large-scale production of bioemulsifying compounds is still limited because of the high
processing cost. Therefore, this study focuses on the production of such compounds using the
fungus Phoma dimorpha supplemented with low-cost substrates. Agroindustrial residues were
used as the additional carbon source in submerged fermentation, such as glycerol from the
biodiesel industry, brewer’s spent grain, and rice bran. The effects of these carbon sources were
evaluated on intracellular and extracellular production, biomass concentration, pH, density,
surface tension, emulsifying index, and bioherbicidal activity. In general, the best results were
found for the fermented broth obtained when crude glycerol at 5% concentration was
supplemented. The main findings in this condition were the highest EPS yield of 5.48 g/L, IPS
yield of 0.072 g/L, biomass concentration of 12.8 g/L, highest emulsifying index of 70% and
lowest surface tension of 51.85 mN/m. The supplementation with glycerol increased the
concentration of EPS in the medium and the emulsification index without affecting IPS
production and biomass concentration. It also showed faster and more satisfactory results for

bioherbicidal activity.

Keywords: Brewer’s spent grain; Exopolysaccharides; Glycerol; Intrapolysaccharides; Rice

bran; Submerged fermentation.
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1. INTRODUCTION

Bioemulsifiers are compounds able to stabilize oil-in-water emulsions [1]. Even at low
concentrations, these molecules can efficiently emulsify two immiscible liquids but are less
effective at surface tension reduction. The combination of polysaccharide, fatty acid and protein
components in bioemulsifying compounds confers upon them better emulsifying potential [2].
The search for bioemulsifying compounds from different sources is a continuous process
because the availability of such compounds for commercial purposes is limited. Various
advantages over synthetic emulsifiers are presented and the biodegradability of compounds
from the microbial origin is one of the most important [3,4]. Hence, bioemulsifying compounds
has gained the interest of many researchers as an alternative to synthetic emulsifier.

Currently, increasing attention has been paid to microbial polysaccharides and a wide
number of microbial strains have been shown to produce polymers with diversified composition
and functionalities [3]. There are potential applications in medicine, food, cosmetic and
chemical industries [5,6]. Although there is more research on bacteria and mushrooms,
endophytic fungi also have potential in the production of bioactive compounds [7-9]. Most
endophytic fungi belong to the Ascomycota phylum and Fungi imperfecti [10].

Fungi biopolymers are mainly composed of carbohydrates synthesized by intracellular
or extracellular pathway during the process of growth and metabolism, for their function and
survival [11]. The biotechnological production of fungal biopolymers occurs by submerged
fermentation intracellularly or extracellularly and one of the major difficulties in their
production at a large scale is the high cost. A strategy generally adopted to make the production
cost-effective is the use of cheap and waste substrates for the formulation of fermentation media
[12,13]. It is possible to use residues and agroindustrial by-products as feedstocks. It not only
reduces their price but also overcomes the disposal problem [11,14].

Crude glycerol is the by-product that is generated during the production of biodiesel
[15]. For every 10 kg of biodiesel produced, approximately 1 kg of crude glycerol is generated
during the trans-esterification reaction. According Kumar et al. (2020), it is estimated that the
crude glycerol production will achieve 2.7 million tons for 2020. Although crude glycerol is
considered a waste from the biodiesel industry, it can replace expensive carbon substrates
required for bioactive compounds production by microorganisms [16]. The utilization of the
crude glycerol to produce any valuable product (via fermentation) could be an effective way of

reusing the low-grade glycerol [15].
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Brewer’s spent grain is considered the most important byproduct of beer brewing,
representing approximately 85% of the total by-products obtained. It is constituted by the barley
grain husks obtained as a solid residue after the wort production but also can be derived from a
mixture of barley malt with adjuncts (other cereal grains) [17]. In the past, brewer’s spent grain
has been disposed in landfills or used as animal feed (mainly cattle), but in recent years, due to
its abundance and valuable chemical composition [18], brewer’s spent grain has great potential
for the sugar platform for bioconversions in energy production and biotechnological processes
[19,20].

Rice bran, the outer layer of milled rice, is produced as a major co-product in the rice
milling industry with a global potential of 29.3 million tons annually [21]. Due to its
composition rich in protein, fat, carbohydrates, and many other active compounds, this co-
product, also traditionally used for animal feed, in recent years has been widely used in human
food and nutrition [22]. In addition to its nutrient-rich composition, rice bran is gaining high
attention due to its easy availability, low cost, high antioxidant potential, and promising effects
against several metabolic ailments [21,23].

The purpose of this work was to evaluate the feasibility of using crude glycerol, brewer’s
spent grain, and rice bran as additional carbon sources in the submerged fermentation using the
fungus Phoma dimorpha for polysaccharides-enriched fractions (PEF) production. To the
authors’ knowledge, this is the first study assessing wastes as the additional carbon source for
producing bioemulsifying compounds by the filamentous fungus Phoma dimorpha. A study
was carried out to evaluate the effects on PEF production, pH, surface tension, density,

emulsifying index, and bioherbicidal activity.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Microorganism

The Phoma dimorpha (NRRL 43879) strain was cultivated according to the method
described by Luft et al. [24]. The strain was maintained at -4 °C in a potato dextrose agar (PDA)

medium subcultured every 15 days.
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2.2. Additional carbon sources

The crude glycerol was provided by Olfar S/A - Alimento e Energia (Erechim, Brazil).
The brewer’s spent grain (average diameter of 2.0 mm) was kindly donated by a local brewery
(Santamate Ind and Com Import and Export, Santa Maria, Brazil). The rice bran (average
diameter of 300 um) was provided by Primo Berleze & Cia Ltda (Santa Maria, Brazil). Both

brewer’s spent grain and rice bran were dried and stored at -4 °C.

2.3. Submerged fermentation

The inoculum was prepared by the addition of two 6 mm disks of fungal mycelium from
a plate subcultured for 7 days at 28 °C in a bacteriological oven and transferred to Erlenmeyer
flasks (250 mL) containing 125 mL of culture medium [24] supplemented with three different
carbon sources (crude glycerol, brewer’s spent grain, and rice bran). Each carbon source was
evaluated in three concentrations (5%, 10%, and 20%, w/v). The media were sterilized at 121
°C and 150 kPa for 30 min. The inoculated media were kept at 28 °C and 120 rpm for 10 days
(New Brunswick, Innova 44R, USA). At the end of fermentation, the mycelial biomass was
separated from the crude broth by filtration in a gauze and filter paper (Whatman, number 2,
Brazil). The filtrate crude broth was stored until further analysis. The mycelial biomass was
washed thrice with distilled water, lyophilized (L 101, Liotop, Brazil) at -55 °C, coupled to a
vacuum pump (D.V.P Vacuum Technology, RC.8D, Brazil), and stored (-4 °C) until further

analysis.

2.4. Isolation of polysaccharides-enriched fractions

The extracellular polysaccharides-enriched fractions (EPS) and intracellular
polysaccharides-enriched fractions (IPS) were isolated from the fermented broth of P.
dimorpha (Fig. 1). Briefly, the separation process was based on centrifugation and ethanol
precipitation. The EPS was isolated from the supernatant and the IPS was obtained from the

mycelium.
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Figure 1. Flowchart of bioemulsifying compounds production; EPS: extracellular
polysaccharides-enriched fractions; IPS: intracellular polysaccharides-enriched fractions.

Culture medium

Crude glycerol, brewer’s spent grain or rice bran
Submerged fermentation, 10 days 28 °C, 120 rpm

Fermented broth

Filtration (gauze and filter paper)

Supernatant Mycelium
Centrifugation (4000 rpm, Washing thrice with
4 min, 25 °C) distilled water

. . . Lyophilization
Mixing with 3 times the

volume of cold ethanol Grinding
Centrifugaﬁon (5000 rpm, Ultrasound-assisted extraction
20 min, 10 °C) 400 W - 24 kHz
EPS 50 °C, 30 min, 80 mL/g

Filtration (filter paper)

Supernatant

Mixing with 3 times the
volume of cold ethanol

Centrifugation (5000 rpm,
20 min, 10 °C)

IPS

2.4.1 Extraction of intracellular polysaccharides-enriched fraction

Data about experimental apparatus have been described by Luft et al. [25]. The
bioreactor was composed of a glass jacketed vessel (250 mL of capacity) connected to a

thermostatic water bath. Ultrasound equipment consisted of a high-intensity sonication



132

processor of 400 W, having a frequency of 24 kHz with adjustable pulse factor between 0 and
1 and amplitude from 20 to 100% (UP400S, Hielscher, Germany). It is connected to a titanium
probe of 22 mm (H22L2D, Hielscher, Germany), presenting a maximum ultrasound intensity
of 85 W/cm?. The ultrasonic probe was placed at the center of the bioreactor containing 0.5 g
of lyophilized and milled mycelium and 40 mL of distilled water, at an ultrasound intensity of
75.11 W/cm? and a pulse factor of 0.93. During processing, the temperature was maintained at
50 + 2 °C by circulating water through the jacket. After the extraction, the samples were
submitted to vacuum filtration (Whatman filter paper no. 1) to separate the extract (soluble
fraction) from the residual mycelium (insoluble fraction). The extracts were stored at 4 °C until

further IPS recovery analysis.

2.4.2 Recovery of polysaccharides-enriched fractions

The EPS and IPS recovery was done according to the procedures reported by Cho et al.
[26]. The supernatants were mixed with three times the volume of cold absolute ethanol (120
mL) to induce polysaccharide precipitation and left incubating overnight at 4 °C. Subsequently,
the precipitates were collected by centrifugation (Eppendorf, model 5804R, Germany) at 5000
rpm for 20 min and 10 °C, and the precipitate was dried in an oven at 45 °C until constant mass

(approximately 24 h). The precipitates obtained were stored at -20 °C until further analysis.

2.5. Effects of different concentrations of additional carbon sources

2.5.1. Biomass

After fermentation, the fermented culture medium was filtered (gauze and filter paper)
and the mycelial biomass was washed three times in distilled water for the complete removal
of medium components. Thereafter, the mycelium was lyophilized (L 101, Liotop, Brazil) at -

55°C, coupled to a vacuum pump (D.V.P Vacuum Technology, RC.8D, Brazil), and weighed.

2.5.2. Density and pH

The densities of crude broths were measured in triplicate using the DDM 2911 Plus
digital density meter (Rudolph Research Analytical, USA) at 20 °C. The samples were inserted

into the device through a syringe, using 3 mL of each sample. The pH of the crude broths was
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determined in triplicate using a digital (DM-22, Digimed, Brazil). Before the measurements,
the pH meter was calibrated using technical buffer solutions of pH 4.01 + 0.02 and 7.00 + 0.02.

2.5.3. Surface tension

The surface tension was measured in triplicate using a KRUSS DSA25 drop form
analyzer (KRUSS, Germany) at 25°C and determined with the dropping drop method (10 drops
per solution of samples).

2.5.4. Emulsification index

The PEF obtained was dissolved in 3 mL of distilled water (0.5%, w/v) and mixed with
3 mL of sunflower oil in a test tube (100 mmx 13 mm). The tubes were vortexed to homogeneity
and left to stand for 24 hat 25 °C. The emulsification index (EI) was expressed as the percentage
of total height occupied by the emulsion [27]. The El1 (emulsifying index after 1 h) and El24

(emulsifying index after 24 h) was calculated according to Eqg. (2):

M1 1
EIl (%)Zm x 100 @)

where MO was the full height of the mixture and M1 was the height of the emulsifying layer.

The analysis was done in triplicate.

2.6. Bioherbicidal activity

The phytotoxic effects of most of the suitable additional carbon sources were assessed
trough absorption assays in detached leaves of Cucumis sativus [28]. Leaves of fifteen-days-
old Cucumis sativus plants grown in a greenhouse were sectioned at the base of their petiole.
The sectioned parts were wrapped in cotton and soaked with 2 mL of each fermented broth
resulting from submerged fermentation supplemented with crude glycerol, brewer’s spent
grain, and rice bran (at 5% concentration). After the application, the leaves were maintained at
28 °C in a climatic chamber (POL-EKO, model KK 350, Poland) with a photoperiod of 12 h.
The phytotoxicity was evaluated at 1, 3, 6, and 9 days after the application based on the Frans

and Crowley scale. This scale is estimated as a percent of injury by comparison to untreated
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controls. For example, 100% means complete leaf phytotoxic effect (injury or lesion), while
0% means no effect. A completely randomized design with three replicates of five leaves plus
negative control (only distilled water) and positive control (fermented broth without additional

carbon source) was performed.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Effect of additional carbon sources on polysaccharides-enriched fractions and
biomass production

Phoma dimorpha is an important phytopathogen [29] and a filamentous fungus that
produces biopolymers [24]. In this work, glucose complemented with agroindustrial residues
(crude glycerol, brewer’s spent grain, and rice bran) was used to evaluate the effects of different
concentrations on bioemulsifying compounds production from submerged fermentation using
the fungus P. dimorpha. The influences of additional carbon sources on IPS, EPS, and biomass
production of P. dimorpha were evaluated (Table 1). The presence of additional carbon sources
in the medium enhanced the IPS and EPS production compared to non-supplemented.
Compared with crude glycerol and rice bran, a lower IPS yield (0.045 g/L) was obtained when
brewer’s spent grain was used. The maximum level of IPS of 0.112 g/LL was obtained at a
concentration of 10% when rice bran was used as supplement. Unlike the use of rice bran as a
supplement, crude glycerol and brewer’s spent grain showed lower IPS yields than the
fermentation with glucose as the only carbon source (0.086 g/L). In a previous report on
fermentation using Phoma dimorpha, glucose was used as sole carbon source and an IPS yield
of 12.02 wt.% was obtained [25].

For EPS production, the use of brewer’s spent grain and rice bran resulted in much lower
yields compared to the fermentation without supplementation, 0.5 g/L and 0.2 g/L, respectively.
The addition of crude glycerol at a concentration of 5% was the only experimental assay that
showed an increase in EPS production. When glucose was used as a single carbon source, the
EPS yield was 3.83 g/L. When crude glycerol was used as an additional source, a yield of 5.48
g/L was obtained. A similar result was previously reported using Phoma dimorpha in

submerged fermentation without additional carbon sources, with an EPS yield of 6.6 g/L [24].
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Tabela 1. Polysaccharides-enriched fractions and biomass production yield using different

concentrations of additional carbon sources.

Submerged fermentation IPS (g/L) EPS (g/L) Biomass (g/L)

Control — culture medium without

additional carbon source 0.086 3.83 111
Crude glycerol
5% 0.072 5.48 12.8
10% 0.074 2.16 18.6
20% 0.069 0.73 14.6
Brewer’s spent grain
5% 0.054 1.58 14.2
10% 0.070 0.54 44.6
20% 0.045 05 5.0
Rice bran
5% 0.097 1.4 10.6
10% 0.112 1.0 15.4
20% 0.078 0.14 7.1

IPS: intracellular polysaccharides-enriched fractions; EPS: extracellular polysaccharides-enriched fractions

The presence of additional carbon sources in the medium also enhanced the biomass
concentration. Indeed, biomasses revealed different increases depending on the concentration
of the supplements, ranging from 12.8 to 18.6 g/L for crude glycerol, from 14.2 to 44.6 g/L for
brewer’s spent grain, and from 10.6 to 15.4 g/L for rice bran. Biomasses in submerged
fermentation supplemented with carbon sources increased as the concentration increased from
0 to 10%. By the contrary, biomasses supplemented with brewer’s spent grain or rice bran at a
concentration of 20% changed negligibly in submerged fermentation. According to Posh et al.
[30], the morphological life cycle of filamentous fungi includes branching, extending, and
entanglement of single hyphae introducing hyphal networks. Probably, the filamentous fungus
P. dimorpha grew in the media for 10 days and, thereby, was not able to utilize brewer’s spent
grain and rice bran as the substrate in general. Unlike crude glycerol, the brewer’s spent grain
and rice bran are solids residues that contain high amounts of hemicellulose and cellulose.
Perhaps, both residues should have been pre-treated before fermentation to decrease the
crystallinity of cellulose and to solubilize the hemicellulose for enabling sufficient time for the

fungus growth in all experimental assays [31]. If compared to a study reported by Hassan et al.
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[32], the values for EPS and biomass found in this work were relevant. The authors optimized
the production of mycelial biomass and EPS from Ganoderma lucidum, in which the highest
yield of mycelial biomass production and the highest yield of EPS were 3.12 g/L and 1.98 g/L,
respectively.

Crude glycerol was favorable for EPS production and did not affect the IPS and biomass
production, while rice bran and brewer’s spent grain were the best for the IPS and biomass
production, respectively, but both inhibited strongly the EPS production. Also, more EPS can
be obtained at a lower crude glycerol concentration (5%) in the fermentation using P. dimorpha.
According to Kourmentza et al [33], the simultaneous production of extracellular and
intracellular materials may be more frequent than expected. For this reason, it is important to
identify such polymers to better understand the metabolic pathways and ways to promote their
individual or parallel production based on the application and the importance of the product.

3.2. Effect of additional carbon sources on fermented broth properties

Fermented broth properties (pH, density, and surface tension) of bioemulsifying
compounds produced in controlled conditions with three different residues as carbon sources
were analyzed to determine the suitable substrate for fermentation (Table 2). The pH of the
crude broth without supplementation (control) was 6.35, while the values of pH of the
fermented broths obtained with the additional carbon sources were found to decline with
increasing concentration. In general, the pH values ranged between 4.6 and 7.2 (Table 2). The
lowest pH (4.6) was found in 20% of brewer’s spent grain. Significant differences were seen,
demonstrating that the additional carbon sources contribute to significantly modify the pH.

There was a significant difference between the values of density for additional carbon
sources, regardless of the concentration. The lowest and highest densities were found when the
medium was supplemented with crude glycerol, at 5% (1.0005 g/cm®) and 20% (1.0417 g/cm?®)
concentrations, respectively. The density found for control (1.0054 g/cm®) was similar to
fermentations with supplements at 10% concentration.

Considering the surface tension analysis, the culture medium and distilled water
presented tensions of 63.23 mN/m and 79.95 mN/m, respectively. When comparing the surface
tension obtained in the fermented broth of supplemented fermentations, an increase is seen as
a consequence of the addition of supplements in the culture medium. This behavior must be
associated with the amount of EPS found. In previous studies (Luft et al., 2019b; Todero et al.,

2020), the increase in EPS in the fermented broth also resulted in a decrease in surface tension.
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Compounds with emulsifying properties (bioemulsifiers) are generally more effective in
stabilizing oil-in-water emulsions but are also able to decrease surface tension, even though less
efficiently compared to biosurfactants (Banat et al., 2010). The minimum surface tension value
(51.85 mN/m) was obtained in submerged fermentation supplement with crude glycerol at 5%
concentration, and a significant difference between the values of surface tension was reached.

Table 2. Influence of additional carbon sources on the pH, density, and surface tension of

fermented broth.

Density Surface tension
Fermented broth pH (glem?) (MN/m)
Control A — distilled water 6.50° 0.99912 70.95%
Control B — culture medium 6,358 1.0054" 6323
without additional carbon source
Crude glycerol
5% 7.20° 1.0005° 51.85%
10% 4.75° 1.0020° 59.10f
20% 6.342 1.0417% 61.50'
Brewer’s spent grain
5% 5.82° 1.0015°¢ 58.65°
10% 4.60° 1.0052¢ 59.829
20% 4.80° 1.0194) 60.73"
Rice bran
5% 6.36° 1.0084" 56.76°
10% 5.74° 1.0080¢9 57.07¢
20% 6.222 1.0158 58.27¢

&k Different letters in the same column represent a significant difference at 95% (p < 0.05 - Tukey test)

3.3. Effect of additional carbon sources on emulsifying capacity

In the present study, the emulsion forming and stabilizing capacity of PEF was studied.
Sunflower oil was used as the hydrophobic substance to study the emulsion-stabilizing capacity
of the EPS and IPS as a function of polymer obtaining with different carbon sources. The
emulsion-stabilizing capacity of an emulsifier consists of evaluating its capacity to maintain at
least 50% of the original emulsion volume 24 h after its formation [27]. Considering this
principle, the EPS and IPS produced by P. dimorpha has demonstrated to possess an emulsion-

stabilizing capacity for sunflower oil, as shown by emulsification indexes higher than 50%
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(Table 3). The best results were 65.71% and 70%, for IPS and EPS produced with the addition
of crude glycerol, respectively. The lowest results were 54.29% for IPS produced with the
addition of brewer’s spent grain and 53.33% for EPS produced with the addition of rice bran.
These findings corroborate with other published results in the literature, which averaged at 24.4
- 93% of the emulsifying index as shown in Table 4. Despite the abundance of reports on
bioemulsifying compounds produced by fermentations with various substrates, it is hard to
compare them as often different culture conditions or medium compositions are used.
Nevertheless, the production of a bioemulsifier through submerged fermentation using
agroindustrial residues as a substrate is shown to be feasible. The values of pH (Table 3) suggest
that IPS and EPS are neutral substances, which are stable in weak acid solutions. There was a
significant difference between the values of pH for additional carbon sources and emulsifying

index.

Table 3. Influence of each additional carbon source (at 5% concentration) on the emulsification

index and pH of intra and extracellular polysaccharides-enriched fractions.

Additional carbon IPS EPS
source El: (%) Elas(%) pH El1 (%) El24 (%) pH
Control — culture
medium without

I 65.71¢ 64.29°  6.83° 60.00° 56.67°  6.75°
additional carbon
source
Crude glycerol 68.57¢ 65.71¢  6.08 83.33¢ 70.00¢  6.06"
Brewer's spent 60.00? 54.29°  6.47° 63.33¢ 63.33°  6.39°

grain
Rice bran 62.86° 62.29°  6.89¢ 53.33? 53.33% 6.73?




Table 4. Examples of fungi investigated for bioemulsifiers production.

139

i . Emulsifyin
Fungal strain Carbon sources Manufacturing process . ulsifying Reference
index (El2a)
. I I FinErl flask ini .
Phoma dimorpha G u_cose supplemented SmF in Erlenmeyer as_ S containing 833 This work
with crude glycerol 125 mL medium
. . . : SmF in Erlenmeyer flasks containing
Rhizopus arrhizus Soybean post-frying oil 100 mL medium 82.6 Pele et al. [38]
. .. . mF in Erlenmeyer flasks containin .

Fusarium fujikuroi Glucose SmF| ehmeye a_s s containing 50 24.4 Reis et al. [39]
mL medium

Fusarium sp. BS-8 Sucrose SmF-in Erlenmeyer f.Iasks containing 2 70.0 Qazi et al. [40]

L medium
- . . . Gautam et al.
Penicillium chrysogenum SNP5 Soyabean oil Solid state fermentation 56.0 [41]
. . . SmF in Erlenmeyer flasks containin :
Cunninghamella echinulata Soybean waste oil y . g 80.0 Silva et al. [42]
100 mL medium
- Glucose supplemented ~ SmF in Erlenmeyer flasks containing 30 Luna-Velasco et

Penicillium sp. with phenanthrene mL medium 60.0 al. [43]

Penicillium citrinum olive oil SmF in Erlenmeyer fla.sks containing 50 270 Camargo-De-
mL medium Morais et al. [44]

curvularia lunata IM 2901 Glucose SmF in Erlenmeyer fla.sks containing 60 93.0 Paraszkiewicz et
mL medium al.[45]

SmF: submerged fermentation
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3.4. Effect of additional carbon sources on bioherbicidal activity

In recent years, a strain of Phoma sp. (NRRL 43879), recently identified as Phoma
dimorpha [29], has shown great potential for bioherbicidal production [36,37]. A recent study
showed the relationship between bioherbicidal activity and the production of extracellular
biopolymers of this fungus [24]. From that study, which micro and ultrafiltration membranes
were used for the concentration of the fermented broth, it was possible to identify that the
concentration of EPS in the fermented broth increased its phytotoxicity, that is, the EPS showed
the ability to increase herbicidal activity. Bioassays have been developed to assess whether
supplementation with additional carbon sources in the culture medium influences this behavior.
They were performed for additional carbon sources at a concentration of 5% due to higher EPS
yields. Lesions in leaves of Cucumis sativus after 9 days of treatment are presented (Figure 2).
Plant damage was estimated visually in comparison with control plants at 15 days after soak
and the evaluation that defined the toxicity was based on applied concepts of the Brazilian
Society of Weed Science (SBCPD). As observed in the images, all applications caused 100%
of yellowing in C. sativus leaves at different times. The positive control (fermented broth
without supplementation) and the fermented broth from the addition of brewer’s spent grain
showed similar yellowing results on the sixth day of treatment, being of moderate injury to
brewer’s spent grain, but on the ninth day the positive control showed symptoms of necrosis.
For fermented broth with addition of rice bran, slight injury was observed until the sixth day,
but symptoms of complete destruction on the ninth day were presented. The results observed
for fermented broth with addition of crude glycerol presented complete destruction on the sixth
day after application. From these results, it is possible to conclude that the concentration of EPS
in the fermented broth directly influences the bioherbicidal activity, corroborating with the
works aforementioned [24,34]. The addition of crude glycerol in the culture medium also
showed results that are more satisfactory in bioherbicidal activity, in addition to increasing the

concentration of EPS in the fermented broth associated to its emulsifying index.
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Figure 2. Evolution of phytotoxicity in leaves of Cucumis sativus by soaking them with the
fermented broth of Phoma dimorpha with three different additional carbon sources (at 5%
concentration), negative control (distilled water), and positive control (fermented broth without
additional carbon source); time course from 1 to 9 days.

1 day 3 days 6 days 9 days

Negative control

Positive control

Crude broth
fermented with crude
glycerol

Crude broth
fermented with
brewer’s spent grain

Crude broth
fermented with rice
bran
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4. CONCLUSION

This work advances the current knowledge on the use of additional carbon sources in
submerged fermentation using Phoma dimorpha for an enhanced polysaccharides-enriched
fractions (PEF) production. The highest yield of extracellular polysaccharides (EPS) production
was obtained with crude glycerol supplementation in the cellular growth environment, while
the highest yield of intracellular polysaccharides (IPS) and biomass concentration were
obtained with rice bran and brewer’s spent grain, respectively. However, these last two residues
strongly inhibited the EPS production. From the evaluation of effects on the fermented broth,
the lowest surface tension was reached when using crude glycerol at a concentration of 5%,
corroborating the results obtained for EPS. The highest emulsification rates and phytotoxicity
on Cucumis sativus leaves were also achieved with crude glycerol availability in the cellular
growth environment. Therefore, crude glycerol can be a potential candidate as an additional
carbon source in submerged fermentation when the bioemulsifying compounds are desired,

mainly in the development of bioherbicides.
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CAPITULO 6 — CONSIDERACOES FINAIS

6.1 DISCUSSAO GERAL

A busca por novos produtos para os diversos setores industriais € um processo continuo
que requer constante adaptacdo e uso de novos conhecimentos e tecnologias. Os compostos
naturais produzidos pelos microrganismos surgiram como alternativas atraentes aos compostos
sintéticos e apresentam grande potencial para o desenvolvimento de farmacos, cosméticos,
suplementos alimentares e agroquimicos (DEMAIN, 2014; SAXENA; PANDEY, 2001; ZHU,;
DU; XU, 2016). Neste contexto, os biopolimeros fangicos tém recebido consideravel atengédo
da comunidade cientifica, pois apresentam potencial para diversas aplicacdes devido as suas
propriedades biologicas e fisico-quimicas (MAHAPATRA; BANERJEE, 2013). Estudos
recentes revelaram novas rotas, parametros otimizados, maiores rendimentos e outras
abordagens relacionadas a fim de otimizar a producéo e aplicacdo dos biopolimeros. A selecao
dos meios de cultura, a definicdo dos parametros de cultivo e os metodos de extragéo,
recuperacgdo e purificacdo também sdo etapas cruciais para 0 aumento de escala da producao
desses compostos (FREITAS; TORRES; REIS, 2017; WANG Y. et al., 2019). O interesse na
aplicacdo desses compostos em diversas areas tem ampliado o conhecimento na producdo de
biopolimeros a partir de diversas fontes fungicas (RUIZ-HERRERA; ORTIZ-
CASTELLANOS, 2019).

Os fungos pertencentes ao género Phoma destacam-se por serem uma fonte promissora
de compostos bioativos com diversos potenciais., e as espécies ndo se limitam a apenas um tipo
de aplicacdo. Um exemplo é a espécie Phoma herbarum, uma das espécies mais estudadas como
fonte de compostos com potencial herbicida (RIVERO-CRUZ et al., 2000; VIKRANT et al.,
2006), mas gue também apresenta potencial antimicrobiano e antitumoral (CUI; GUO; XIAO,
2011), além de ser produtora de biopolimeros bioativos (SELBMANN et al., 2002; YANG et
al., 2005). A espécie Phoma dimorpha vem se destacando por apresentar atividade bioherbicida
contra plantas daninhas. Em um dos trabalhos desenvolvidos no Laboratorio “Biotec Factory”,
a concentracdo de metabolitos desta espécie usando membrana de microfiltracdo aumentou a
atividade bioherbicida do caldo fermentado. A maior atividade herbicida foi 80,7%, obtida para
uma concentracdo de 30% na fracdo retido (TODERO et al., 2019). No presente trabalho,
observou-se que o fungo Phoma dimorpha, além de apresentar atividade bioherbicida, também
¢ um notavel produtor de biopolimeros. Em uma busca na literatura, verificou-se que os

trabalhos com fungo Phoma dimorpha referem-se somente & producdo de metabolitos
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secundarios com atividade bioherbicida, sendo este o primeiro trabalho realizado com os
biopolimeros tensoativos produzidos por este fungo.

A metodologia cléssica de cultivo para obtencdo dos metabdlitos bioativos foi utilizada
nesse trabalho, sem alteracBes e sem direcionamento para obtengdo de biopolimeros, pois um
dos objetivos foi justamente investigar se a atividade bioherbicida do caldo fermentado
apresentava relacdo com esses compostos. Logo, as condigdes de cultivo para a obtencdo dos
biopolimeros ndo foram otimizadas. Os métodos de concentragdo por membranas
desenvolvidos nesse trabalho apresentaram eficacia na concentracdo de compostos com
potencial para controle biolégico e na concentracdo de biopolimeros extracelulares do fungo
Phoma dimorpha. As amostras obtidas ap6s o processo de concentragdo com membrana de
ultrafiltracdo adicional a microfiltracdo apresentaram menor teor de biopolimeros,
provavelmente devido a incrustagdo da membrana, sendo a principal desvantagem da
membrana de ultrafiltracdo (GUO; CHI, 2017). Logo, um processo Unico de concentragdo por
membrana de microfiltracdo foi suficiente para aumentar a concentragdo de biopolimeros no
caldo fermentado. Os resultados obtidos para concentracdo por adsor¢do mostraram que 0
carvao ativado, comparado a silica e aos nanotubos de carbono, além de ser um adsorvente de
baixo custo, também foi eficaz na recuperacdo de biopolimeros do caldo fermentativo, ndo
sendo necessaria uma alta concentracdo de adsorvente (93,5% utilizando 1% em peso de
adsorvente). Considerando os resultados obtidos tanto para concentracdo por membranas quanto
por adsorc¢do, verificou-se que a concentracdo de biopolimeros extracelulares no caldo fermentado
influenciou diretamente a atividade bioherbicida e a tensdo superficial das amostras. O mesmo
comportamento foi observado para o fungo Fusarium fujikuroi (TODERO et al., 2020). Quanto a
caracterizacdo do caldo fermentado, um espectro de FTIR padrdo de polissacarideos foi
encontrado e um ndmero consideravel de acidos graxos foi observado, justificando as propriedades
hidrofébicas atribuidas aos biopolimeros (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

No Capitulo 3, a extracdo dos biopolimeros a partir do caldo fermentado (fracédo
liquida) foi realizada através de uma técnica simples de precipitacdo acida. Porém, a extracao
de biopolimeros do micélio (fracdo sdlida) requer métodos de extracdo mais drasticos, como a
extracdo com agua quente (WANG et al., 2017). Sendo assim, a extracdo com agua quente
(convencional) foi realizada para extracdo dos biopolimeros do micélio de Phoma dimorpha
em comparacdo a outros métodos de extracdo mais modernos (ultrassom e agua quente
pressurizada) (Capitulo 4). Apesar de ser uma técnica de extracdo facil de operar, a extracao
com agua quente apresenta algumas desvantagens como os baixos rendimentos de extragéo e a

possibilidade de degradagdo dos polissacarideos devido as altas temperaturas (SHANG et al.,
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2018). Morales et al. (2019b) testaram o efeito da combinacdo de tecnologias de extracdo
inovadoras (ultrassom e agua subcritica) nas atividades biolégicas das fragdes enriquecidas com
B-glucana obtidas de Lentinula edodes. Os autores observaram que tais tecnologias facilitaram
a extracdo dos polissacarideos soltveis e também dos menos soluveis. Os resultados obtidos no
presente trabalho, a partir de um planejamento experimental para os diferentes métodos
sugeriram que a propagacdo das ondas ultrassonicas foi mais eficaz para dissolver e extrair 0s
biopolimeros do que os outros métodos, ja que a sonicagdo direta produz efeito de cavitagdo
mais forte, causando uma intensificagdo da transferéncia de massa (POURFARZAD; NAJAFI;
HASSANZADEH, 2014). De fato, a superficie das particulas residuais de micélio ap6s extracdo
com ultrassom apresentou um nimero maior de rupturas. Além de apresentar rendimentos mais
elevados, o menor tempo de extracdo em temperaturas mais baixas torna esse método mais
atrativo em aplicacdes em larga escala, uma vez que a reducdo do tempo de extracdo pode
favorecer a eficiéncia econdmica do processo de extracdo (SOURKI; KOOCHEKI; ELAHI,
2017). Alem dos resultados obtidos a partir da caracterizacdo estrutural apresentarem
similaridade a outros biopolimeros descritos na literatura, as analises de solubilidade,
capacidade de retencdo de agua e de emulsificacdo sugeriram que o biopolimero encontrado
pode ter aplicacdo como agente estabilizador.

A utilizacdo de residuos e subprodutos agroindustriais como matéria-prima para a
producdo de biopolimeros microbianos de valor agregado possibilita a diminuicdo dos custos
de processo, além de superar o problema de destinacdo de residuos (VIJAYENDRA,;
SHAMALA, 2013). No Capitulo 5, os experimentos realizados avaliaram a adicdo de
diferentes fontes de carbono ao meio de cultivo e ndo a substituicdo das principais fontes
(extrato de batata e glicose), pois tratou-se de um estudo preliminar, onde as condigdes
especificas de processamento ainda ndo foram totalmente conhecidas. O uso desses substratos
em bioprocessos sob condigdes especificas desconhecidas podem causar impacto negativo no
rendimento, na produtividade e na composicao do biopolimero sintetizado (FREITAS; ALVES;
REIS, 2011). No presente trabalho, a utilizacdo de glicerol bruto como fonte adicional de
carbono apresentou um aumento na concentracdo de biopolimeros extracelulares e nenhuma
interferéncia relevante na producdo dos biopolimeros intracelulares. Ja os outros dois residuos
agroindustriais avaliados, apresentaram interferéncia negativa na producdo de biopolimeros
extracelulares. A adicdo de glicerol bruto também apresentou efeitos significativos na reducao
da tensdo superficial e no aumento do indice de emulsificacdo. De acordo com Park et al.
(2002), a suplementacéo de certos substratos hidrofébicos no meio aumenta substancialmente

a producdo de bioemulsificantes.
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6.2 CONCLUSOES GERAIS

A revisdo bibliografica apresentada no Capitulo 2 foi fundamental para o
desenvolvimento desta tese, servindo como base para o0 planejamento dos experimentos e
abordando os mais diversos temas dentro da proposta do projeto. Além disso, essa revisao
serviu como fundamento para o desenvolvimento de um artigo de reviséo intitulado An
overview of fungal biopolymers: bioemulsifiers and biosurfactants compounds production,
publicado na revista Critical Reviews in Biotechnology (2020, v. 40, n. 8, 1059-1080), e de um
capitulo de livro intitulado Genus Phoma: A Review of its Potential Bioactivities, Implications
and Prospects, que serd publicado pela Springer Verlag no livro intitulado Diversity,
Taxonomy, Bioactivities and Nanotechnology (Eds: Mahendra Rai, Zimowska Beata e G.J.
Kovics). Com base nas informagdes obtidas durante o desenvolvimento da revisdo, indica-se
que a tese aborda um tema inovador, pois até 0 momento pesquisas relacionadas a producéo de
biopolimeros a partir do fungo Phoma dimorpha ndo foram desenvolvidas. Os Unicos estudos
encontrados na literatura para esta espécie foram conduzidos no Laboratorio “Biotec Factory”,
relatando apenas o potencial bioherbicida do caldo bruto resultante da fermentacdo submersa
do fungo.

Assim, a pesquisa experimental desenvolvida com diferentes técnicas de
concentracdo/purificacdo apresentada no Capitulo 3, proporcionou melhor entendimento
relacionado a producdo de biopolimeros extracelulares e a atividade bioherbicida do caldo
fermentado de Phoma dimorpha. Apesar do teor de biopolimeros no caldo bruto ser considerado
alto (6,62 g/L) quando comparado a outros biopolimeros de origem flngica, maior concentracao
foi obtida com o uso de membrana de microfiltracdo (9,18 g/L). Ja a concentracdo por
membrana de ultrafiltracdo apresentou valores inferiores (3,10 a 6,22 g/L) ao valor encontrado
para caldo bruto, enquanto a concentracdo por adsor¢do mostrou-se eficaz, principalmente com
carvao ativado como adsorvente (recuperacdo de 98,5%). Os resultados obtidos na
caracterizacdo foram semelhantes a outros descritos na literatura para biopolimeros no que diz
respeito as ligacbes quimicas dos polissacarideos e aos seus substituintes ligados, neste caso 0s
acidos graxos. Em geral, concluiu-se que o0 aumento da concentracdo de biopolimeros resultou
na diminuicdo superficial e no aumento da atividade bioherbicida do caldo fermentado. Os
processos de concentracdo testados poderiam ser implementados na producédo de bioherbicidas
em larga escala, sendo o processo com membrana de microfiltracao indicado para formulacGes

liquidas e o processo de adsorcdo para formulac6es solidas.
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Como citado anteriormente, os estudos desenvolvidos até 0 momento para esta espécie
de fungo envolvem apenas o caldo fermentado resultante da fermentacdo submersa, ou seja,
apenas a fracdo liquida. Por isso, os processos de extracdo desenvolvidos no Capitulo 4
mostraram-se apropriados para a quantificacdo de biopolimeros presentes na fracdo sélida
(biomassa micelial ou micélio) resultante da fermentacdo. Os métodos extrativos (ultrassom
com sonicacdo direta e indireta, &gua quente pressurizada e dgua quente) diferenciaram-se nos
rendimentos dos biopolimeros intracelulares (fragdes enriquecidas com polissacarideos). O
metodo de extragdo com maior rendimento (duas vezes maior que a extracdo convencional) foi
0 ultrassom com sonicacdo direta e a analise de superficie das particulas residuais de micélio
realizada antes e apds as extragdes mostrou mudancas fisicas mais drasticas para esse método.
O estudo cinético demonstrou que o efeito fisico de ruptura da parede celular do fungo permitiu
aumentar a transferéncia de massa de biopolimeros do micélio para a &gua em um curto espaco
de tempo. A partir das analises de caracterizacdo (FTIR, XRD, SEM e TGA) foi possivel
observar alto nivel de similaridade com outros biopolimeros descritos na literatura. Além disso,
as andlises de solubilidade, capacidade de retencdo de agua e de emulsificagcdo, demonstraram
boa solubilidade em agua, consideravel retencao e significativa propriedade bioemulsificante,
respectivamente, do biopolimero produzido a partir do fungo Phoma dimorpha.

O desenvolvimento da pesquisa apresentada no Capitulo 5 permitiu concluir que o uso
de fontes adicionais de carbono na fermentagédo submersa do fungo Phoma dimorpha aprimorou
a producdo de biopolimeros (fracbes enriquecidas com polissacarideos). O maior rendimento
da producéao de biopolimeros extracelulares foi obtido com a suplementacao de glicerol bruto
no meio de cultivo, enquanto os maiores rendimentos de biopolimero intracelular e biomassa
foram obtidos com farelo de arroz e grdos gastos da cervejaria, respectivamente. No entanto,
esses dois Ultimos residuos inibiram fortemente a producdo de biopolimeros extracelulares,
enquanto a adicdo de glicerol bruto apresentou efeitos positivos significativos na tensao
superficial e no indice de emulsificacdo, além de relevante fitotoxicidade nas folhas de Cucumis
sativus. Portanto, o glicerol bruto foi considerado como a melhor fonte adicional de carbono na
fermentacao submersa de Phoma dimorpha para producéo de compostos bioemulsificantes.

Sendo assim, o desenvolvimento da tese contribuiu para o avanco no conhecimento
relacionado a producdo de biocompostos tensoativos de grande interesse industrial a partir de
um processo simples de fermentacdo, trazendo informacGes sobre a influéncia destes
biocompostos no potencial herbicida referido para a espécie Phoma dimorpha, pouco explorada
até o momento. Além de tratar-se de tecnologias verdes, os diferentes métodos de recuperagéo,

concentracdo/purificacdo e extragdo desenvolvidos mostraram resultados satisfatorios, o que os
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torna promissores no desenvolvimento biotecnolégico de novos produtos a partir de

microrganismos.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apos o desenvolvimento dos experimentos e conclusdes atingidas, a lista a seguir foi

elaborada a fim de incentivar novas pesquisas no assunto:

. Otimizar a producdo de biopolimero sintetizado por Phoma dimorpha, por meio de
planejamento experimental, para um meio de cultivo com glicerol, em biorreator;

. Purificar os biopolimeros por meio de dialise e de técnicas cromatogréficas;

. Determinar a composicdo de monossacarideos por meio de técnicas cromatograficas;

. Elucidar a estrutura quimica dos biopolimeros por meio de técnicas cromatogréaficas e
RMN;

. Determinar o peso molecular dos biopolimeros por meio de técnicas cromatograficas;

. Analisar o comportamento reoldgico dos biopolimeros;

" Avaliar outras atividades biologicas dos biopolimeros produzidos pelo fungo Phoma

dimorpha (como por exemplo, atividade antibacteriana, antifingica, antioxidante, etc).
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