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Resumo

Resumo

Os polissacéaridos tém atraido enorme atencgdo, devido as propriedades bioldgicas
gue exibem, e destes compostos destacam-se o0s pf-glucanos com importantes
actividades anti-tumorais e imunomodeladoras. Existem diversos estudos que
investigam as actividades biol6gicas dos f-glucanos, no entanto as suas caracteristicas
estruturais ainda ndo séo totalmente conhecidas.

O presente trabalho teve como objecto de estudo os pS-glucanos produzidos por
basidiomicetos, em particular os que possuem estruturas terciarias em tripla hélice, pois
sdo a estes compostos que tém sido atribuidos, por exemplo, efeitos de inibicdo de
células tumorais. Neste contexto, foram cultivadas diversas espécies de basidiomicetos
em meios contendo diferentes residuos agro-industrias, tendo em vista a superproducao
de p-glucanos. A utilizacao destes residuos para o cultivo de basidiomicetos, conduziu a
sua valorizagéo e uma reducéo de custos associada ao desenvolvimento dos meios de
cultivo.

Os residuos que permitiram um crescimento mais rapido dos basidiomicetos
estudados foram a tremocilha, borra de café, casca de banana e casca de aveia. Do
estudo sistematico realizado, verificou-se que sao factores significantes para a producéo
de pS-glucanos extracelulares: a espécie de basidiomiceto, a concentragdo de residuo
agro-industrial e o tempo de cultivo. A concentracdo de p-glucanos mais elevada
(141,16 mg/L), determinada pelo método do corante Congo red, foi obtida por
fermentagdo submersa de Lentinula edodes em meio contendo 400 g/L de borra de
café. Neste trabalho, foi também avaliada a emissdo fluorescente e fosforescente das
amostras de S-glucanos. No que respeita a fluorescéncia dos fS-glucanos de L. edodes,
verificou-se um aumento da intensidade de emissdo com a concentracéo de S-glucanos.
A sensibilidade desta técnica luminescente mostrou ser mais elevada com Aex = 420 nm
€ Aem = 528 nm.

Tendo em vista o fraccionamento numa Unica etapa dos f-glucanos extracelulares de
L. edodes, avaliou-se, num estudo pioneiro, 0 comportamento cromatografico em
guelatos de metais de transicdo imobilizados. A adsor¢cdo as matrizes de IMAC foi
influenciada pelo comprimento do braco espacador, tipo de ligando e metal, tendo a
adsor¢cdo dos p-glucanos aos metais imobilizados seguido a seguinte ordem:
Cu?*>Zn?*>Ni**>Co?*, utilizando o IDA como ligando. O perfil cromatogréfico desses
compostos numa coluna de IMAC, empacotada com Sepharose 4B-EDB-IDA- Cu?', a
pH 8, demonstrou que € possivel separar dois tipos distintos de S-glucanos, os que ndo
sdo adsorvidos e os que ficam retidos na matriz, sendo estes Ultimos apenas eluidos
com imidazole. Esta evidéncia sugeriu que 0s compostos retidos possuem grupos
doadores de electrdes, capazes de interactuarem com o ido cobre. As amostras de S-
glucanos fraccionadas revelaram também elevados valores de Azsonm, 0 que indiciou a
presenca de proteinas livres ou de complexos proteina-polissacaridos. Algumas
fracches cromatograficas foram também analisadas por Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier, que permitiu identificar em todas as
fraccOes estudadas bandas caracteristicas dos f-glucanos, mas nao uma das bandas
tipicas dos complexos proteina-polissacaridos.

Palavras chave: Basidiomicetos, fermentacdo submersa, residuos agro-industriais, 3-D-
glucanos, IMAC, fluorescéncia, fosforescéncia, complexos proteina-polissacarido.






Abstract

Abstract

The polysaccharides have drawn a huge attention, due to their biological properties,
and from these compounds, the B-glucans stand out with their important antitumoral
and immunomodulators activities. There are various studies, which investigate the -
glucans biological activities, however their structural characteristics aren’t totally known
yet.

The present work focuses on studying the B-glucans produced by basidiomycetes,
with particular regard to those having triple helix tertiary structures, because it is to
these compounds that for instance tumor cell inhibition effects have been attributed.
Therefore seeking the overproduction of B-glucans several basidiomycete species were
grown in media containing different agro-industrial wastes. The use of low-cost agro-
industrial wastes for B-glucans production led to wastes valorization and reduces
significantly production costs.

The wastes that allowed a faster growth of the studied basidiomycetes were yellow
lupine, waste coffee, banana peel and oat husks. From the systematic study carried
out, it was verified that the significant factors for the production of extracellular S3-
glucans are: the basidiomycete species, agro-industrial waste and incubation time. The
highest concentration of B-glucans (141,16 mg/L), determined by the Congo Red dye
method, was obtained by submerged fermentation of Lentinula edodes in medium
containing 400 g/L of coffee grounds. In this work, the B-glucans samples fluorescence
and phosphorescence emission was also evaluated. Regarding L. edodes B-glucans
fluorescence, there was an increase in the emission intensity with B-glucans
concentration. The sensitivity of this luminescente assay was shown to be higher with
hexce= 420 nm and Aem= 528 nm.

Pursuing the one-step fractionation of extracelular B-glucans from L. edodes the
chromatographic behavior of those compounds on immobilized transition metal
chelates was evaluated. Adsorption to IMAC matrices was affected by the length of the
spacer arm, type of ligand and metal. In the case of IDA as ligand, the absorption of
immobilized metals for B-glucans followed the order: Cu®>Zn?*>Ni**>Co* The
chromatographic profile of these compounds on an IMAC column packed with
Sepharose 4B-EDB-IDA-Cu?* at pH 8, demonstrated that it is possible to separate two
distinct types of B-glucans, those who aren’t adsorbed and those that are retained in
the chromatographic matrix, the latter being only eluted with imidazole. This evidence
suggested that the retained compounds have electron donor groups, capable of
interacting with the copper ion. The fractionated S-glucan samples also showed high
Azso nm Values, which indicates the presence of free proteins or protein-polysaccharides
complexes. Some chromatographic fractions were also analyzed by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy. Several absorption bands in FTIR spectra were assigned to (-
glucans, however bands due to protein-polysaccharides complexes were not observed.

Keywords: Basidiomycetes, submerged fermentation, agro-industrial wastes, B-D-
glucans, IMAC, fluorescence, phosphorescence, protein-polysaccharide complexes.
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Introducéo

1.Introducéo
1.1. Fungos

O reino Fungi é um dos reinos que constituem o Sistema de cinco reinos, e
pertence ao dominio Eucarya, segundo a arvore filogenética universal, proposta por
Carl Woese. O reino Fungi é constituido por organismos eucariotas, que produzem
esporos, tém uma nutricdo absortiva, sem clorofila, e que se reproduzem sexuada e
assexuadamente. (Prescott et al., 2002)

Devido a sua nutricdo absortiva, os fungos degradam matéria organica, intervindo
assim no ciclo do carbono, azoto, e outros elementos. Estes organismos s&o
principalmente terrestres, sendo muitos deles patogénicos, infectando animais e
plantas. (Prescott et al., 2002; Ferreira et al., 2010)

Encontram-se descritas cerca de 100 000 espécies de fungos, sendo que muitas
conseguem estabelecer relagdes simbiodticas com outros organismos, como plantas,
algas ou cianobactérias. (Prescott et al., 2002; Ferreira et al., 2010)

Estes organismos séo utilizados ha varios séculos na alimentagdo humana, através
do consumo directo de cogumelos ou no processamento de alimentos, e mais
recentemente tém aplicacdo na producdo de &cidos orgéanicos e alguns farmacos.
(Ferreira et al., 2010)

1.1.1. Filo Basidiomycota

O filo Basidiomycota inclui todos os basidiomicetos ou club fungi, como sé&o
conhecidos, onde podem ser encontrados alguns exemplares como os smut, jelly,
rusts, shelf, stinkhorns, puffballs, toadstools, cogumelos, e bird’s nest. (Prescott et al.,
2002)

Y

Os basidiomicetos obtiveram esta designagdo devido a estrutura que o0s
caracteriza, o basidio, como ilustrado na Figura 1. Esta estrutura esta envolvida na
reproducdo sexuada do basidiomiceto, onde se podem encontrar dois ou mais
basidiésporos, sendo a sua forma uma das caracteristicas importantes na
classificacdo destes fungos. Os basidios podem localizar-se dentro dos corpos
frutificantes, denominando-se esta estrutura de basidiocarpo, como acontece por
exemplo nos cogumelos. (Prescott et. al., 2002; Ferreira et al., 2010)

Estes fungos afectam os humanos de varias maneiras. A maioria sdo saprofitas que
decompdem residuos de plantas, especialmente a celulose e a lenhina, e muitos sdo
usados como alimentos. Contudo, varios cogumelos produzem certos alcal6ides
especificos que actuam como veneno ou como alucinogénios. (Prescott et al., 2002)

Os smuts e os rusts sdo conhecidos por serem patogénicos para as plantas,
causando anualmente um grande prejuizo em culturas agricolas. Nestes
basidiomicetos ndo se formam grandes basidiocarpos, surgindo basidios a superficie
da planta, a partir da hifa. (Prescott et. al., 2002)
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Figura 1- llustragcdo de um basidio presente num basidiomiceto (adaptado de
www.mushrooms.com e www.botamynus.de)

Durante séculos os cogumelos comestiveis tém vindo a ser usados devido aos
efeitos que exercem na salde humana, como por exemplo no aumento da
longevidade ou até mesmo como alucinogénios (Manzi et al., 2000; Alquini et al.,
2004). Os cogumelos comestiveis sdo pobres em calorias e gorduras, mas ricos em
proteinas e fibras, como as da parede celular que contém quitina, hemicelulose,
mananos e entre 0s componentes funcionais mais interessantes, os B-glucanos (Manzi
et al., 2000). Os cogumelos sdo usados, ha muitos anos, no combate do cancro na
Coreia, China, Japédo, Russia, EUA e Canada. Uma velha lenda Japonesa relata que
0S macacos selvagens raramente contraiam cancro, hipertensdo ou diabetes. Esta
lenda sugeria que estes efeitos ocorriam devido ao elevado consumo de cogumelos
pelos macacos, o que deve ter estimulado a investigagdo do papel dos cogumelos na
medicina. Varios cogumelos, demonstram efeitos anticancerigenos, apresentando
efeitos em cancros como o dos pulmdes, esofago, prostata, carcinoma de Ehrlich,
entre outros. (Daba et al., 2003)
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1.1.1.1. Agaricus blazei

A espécie Agaricus blazei (Figura 2), conhecida como “cogumelo do sol”’, € um
basidiomiceto pertencente a familia Agaricaceae, sendo encontrado nas regides
subtropicais do Brasil. Este cogumelo tem sido usado tradicionalmente na prevencgéo
de cancro, diabetes, hiperlipidemia, arteriosclerose e hepatite cronica. O A. blazei hoje
em dia é produzido numa escala industrial, especialmente no Brasil, China e Japao.
(Padilha et al., 2009)

Esta espécie € bastante rica em polissacaridos, entre os quais -glucanos, que tém
sido estudados pela sua accdo imunoestimuladora e também antioxidante. (Angeli et
al., 2009; Padilha et al., 2009)

Figura 2- Agaricus blazei (extraido de www.medicalmushrooms.net)

1.1.1.2. Coriolus versicolor

A espécie Coriolus versicolor (Figura 3), conhecida no Japdo por kawaratake
(“‘cogumelo da margem do rio”) e na China por Yun Zhi (“fungo nuvem”), € um
basidiomiceto pertencente a familia Polyporaceae, crescendo em troncos de arvores.
(Kidd, 2000)

Este cogumelo costuma ser usado na Asia para prevencéo de doencas infecciosas
e nos Estados Unidos como um suplemento dietético para cirurgias, quimioterapia,
radioterapia e reabilitacdo. Nesta espécie também podem ser encontrados
polissacaridos biologicamente activos, como S-glucanos. (Jang et al., 2011; Kim et al.,
2012)

Figura 3- Coriolus versicolor (extraido de www.mykoweb.com)
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1.1.1.3. Fomes fomentarius

A espécie Fomes fomentarius (Figura 4), ou também conhecida como fungo tinder
ou “fungo do Homem de Gelo’, é um basidiomiceto pertencente a familia
Polyporaceae, sendo um parasita de arvores folhosas. O corpo frutificante deste fungo
assemelha-se a um casco de cavalo, aparecendo com varios tamanhos, e a sua cor
varia de branco prateado e cinzento até quase preto. (Choe et al., 2015; Papp et al.,
2015)

Este basidiomiceto tem sido usado na China e na Coreia como um medicamento
herbal tradicional, tendo sido reportados efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios,
antidiabéticos e anticancerigenos associados ao consumo desta espécie (Choe et al.,
2015). Foram identificados varios metabolitos primérios, como proteinas,
polissacaridos (B-glucanos), complexos proteina-polissacéarido, e alguns metabolitos
secundarios, como glucosideos triterpénicos, ésteres, lactonas, alcoois, entre outros.
(Kolundzic¢ et al., 2016)

Figura 4- Fomes fomentarius (extraido de www.medicalmushrooms.net)

1.1.1.4. Ganoderma applanatum

O organismo Ganoderma applanatum (Figura 5) € um basidiomiceto que pertence a
familia Polyporaceae. O corpo frutificante deste fungo tem sido usado na medicina
chinesa como agente anticancerigeno, apesar de terem sido reportadas outras
actividades bioldgicas, como antiviral e imunoestimuladora. (Lee et al., 2007; Osinska-
Jaroszuk et al., 2014) Este cogumelo tem alguns ingredientes activos como
polissacéridos, triterpendides, aminoacidos e polipéptidos. (Zhong-hua et al., 2015)

Figura 5- Ganoderma applanatum (extraido de www.first-nature.com)
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1.1.1.5. Ganoderma carnosum

A espécie Ganoderma carnosum (Figura 6) é um basidiomiceto que foi
caracterizado nos anos 80, sendo originario do centro-sul da europa, crescendo em
coniferas mortas ou nas suas raizes. Este cogumelo é dificil de distinguir do
Ganoderma lucidum, diferindo apenas no seu pileo escuro, esporos largos e diferente
hospedeiro. (Simoni¢ et al., 2009; Papp et al., 2012)

O G. carnosum tem propriedades antimicrobianas e antioxidantes, contudo nédo
existem outras actividades biol6gicas reportadas até a data. (Simoni¢ et al., 2009;
Cilerdzi¢ et al., 2016)

Figura 6- Ganoderma carnosum (extraido de www.gobice.com)

1.1.1.6. Ganoderma lucidum

A espécie Ganoderma lucidum (Figura 7), também conhecida como Reishi, € um
basidiomiceto da familia Polyporaceae, e tem sido usado na China, Japdo e Coreia
como um promotor da longevidade e saude. Este cogumelo contem numerosos
compostos  activos, como  polissacaridos, triterpendides e  proteinas
imunomoduladoras, sendo usado no tratamento de cancro, bronquite croénica,
hiperlipemia, hipertensdo, diabetes, hepatite, disfuncdes dérmicas e urolégicas como
também em doencas virais e bacterianas. (Sone et al.,, 1985; Fang et al., 2002;
Wasser, 2005b;)

Figura 7- Ganoderma lucidum (extraido de www.medicalmushrooms.net)
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1.1.1.7. Inonotus obliquus

A espécie Inonotus obliquus (Figura 8), também conhecida como o “cogumelo
Chaga”, é um basidiomiceto pertencente a familia Hymenochaetaceae, crescendo
preferencialmente nos troncos maduros de bétulas vivas. (Arata et al., 2016; Niu et al.,
2016)

Os extractos deste cogumelo tém sido muito usados na Coreia, China, RuUssia,
Japao e Baélticos, devido aos seus beneficios no metabolismo dos lipidos, funcdes
cardiacas e actividades antibacteriana, anti-inflamatéria, antioxidante e antitumoral
(Glamoclija et al., 2015; Arata et al., 2016). Nos extractos de I. obliquus, tem sido
identificado um diverso espectro de metabolitos secundarios, desde compostos
fendlicos, triterpendides, polissacaridos, inotodiol e acido trametendlico. (Niu et al.,
2016)

Figura 8- Inonotus obliquus (extraido de www.medicalmushrooms.net)

1.1.1.8. Irpex lacteus

A espécie Irpex lacteus (Figura 9), € um basidiomiceto que pertence ao género
Polyporus tulipiferae e cresce em troncos de arvores de folha caduca, causando a
doenca da podriddo branca (white-rot fungi) (Novotny et al., 2009; Na et al., 2012). Por
ser extremamente eficiente na degradacéo da lenhina, este fungo € um organismo
promissor na biotecnologia enzimatica e na biorremediacdo de poluentes orgénicos.
(Novotny et al., 2009)

Esta espécie € usada tradicionalmente na medicina chinesa no tratamento de
glomerulonefrites crénicas. O micélio deste fungo contem muitos compostos
importantes como proteinas, polissacéridos, adenosinas, glucoproteinas e &cido
cordicéptico. Os polissacaridos extraidos desta espécie apresentam actividades
antitumorais e antinefrite. (Na et al., 2012)

Figura 9- Irpex lacteus (extraido de www.bachtelpilz.ch)



Introducéo

1.1.1.9. Lentinula edodes

A espécie Lentinula edodes (Figura 10), também conhecida como Shiitake, é a
segunda maior produzida a nivel mundial, tendo a sua producéo iniciado h& milhares
de anos na China. (Wasser, 2005a; Kitzberger et al., 2007)

Este cogumelo contem varias vitaminas, proteinas, gorduras, minerais, S-glucanos
e outros polissacaridos. Esta espécie também apresenta varias propriedades
nutricionais importantes como actividades antitumorais, hipocolesterolémicas e
hipoglicémicas, como também propriedades antimicrobianas e antioxidantes. (Wasser,
2005a; Kitzberger et al., 2007; Hearst et al., 2009)

Figura 10- Lentinula edodes (extraido de www.medicalmushrooms.net)

1.1.1.10. Phlebia rufa

A espécie Phlebia rufa (Figura 11) é um basidiomiceto, ndo comestivel, que
costuma aparecer em carvalhos em apodrecimento ou noutro tipo de folhosas,
provocando a doenca da podriddo branca.

N&o sdo conhecidas até a data muitas publicacbes que facam referéncia as
propriedades medicinais e ao conteido em polissacaridos da Phlebia rufa, contudo ja

foram identificados glucanos e glucoproteinas para a Phlebia radiata. (Silva et al.,
2013)

Figura 11- Phlebia rufa (extraido de www.irishlichens.ie)
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1.1.1.11. Piptoporus betulinus

A espécie Piptoporus betulinus (Figura 12) é um parasita, crescendo
exclusivamente em bétulas mortas ou enfraquecidas, causando podriddo castanha.
Este cogumelo tem uma fragrancia forte, mas agradavel e s6 o corpo frutificante é
comestivel. (Papp et al., 2015)

Encontra-se descrita a eventual utilizacdo desta espécie, pelo Homem Neolitico,
para fins medicinais e espirituais, tal como em hemorragias, inflamacdes e tumores
(Papp et al., 2015). Actualmente, foram identificados nos corpos frutificantes deste
cogumelo, triterpendides, &cidos gordos, piptamina, (4-hidroxi-3-metil-2-butenil) -
hidroquinona, Oleos essenciais e a-B-glucanos. Tendo sido reportadas actividades
antibacterianas e anti-inflamatoria. (Olennikov et al., 2012)

Figura 12- Piptoporus betulinus (extraido de www.medicalmushrooms.net)

1.1.1.12. Pleurotus ostreatus

A espécie Pleurotus ostreatus (Figura 13), ou também conhecida como “cogumelo
ostra”, € um basidiomiceto comestivel, bastante cultivado mundialmente. Este € um
cogumelo sapréfito que actua como decompositor priméario e € usado industrialmente
na micorremediac¢do. (Hearst et al., 2009)

Este fungo é conhecido pelas suas propriedades hipocolesterolémicas. Contudo
alguns polissacaridos que foram isolados dos corpos frutificantes desta espécie,
apresentam actividades imunomodeladora, antioxidante, antiproliferativa ou pré-
bidtica. (Zhang et al., 2012; Radzki et al., 2016)

Figura 13- Pleurotus ostreatus (extraido de www.medicalmushrooms.net)
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1.2. Polissacaridos

Os hidratos de carbono, sdo as biomoléculas mais abundantes do planeta. As
plantas utilizam por ano mais de 100 mil milhdes de toneladas de CO; e H.O para
produzir hidratos de carbono (Lehninger et al., 2008; Quintas et al., 2008). Estas
biomoléculas sdo usadas pelos seres vivos como fonte de energia, através da
oxidacdo das mesmas, como suporte e proteccdo nas paredes celulares de plantas,
bactérias e fungos, no reconhecimento e adesao de células animais, e lubrificacdo das
articulagdes. (Lehninger et al., 2008; Quintas et al., 2008)

Existem também alguns hidratos de carbono que se conjugam com outro tipo de
biomoléculas, como proteinas ou lipidos, adquirindo funcBes de mediadores de
interacgdes especificas intercelulares, reconhecimento e adeséo celular, coagulagao
do sangue, entre muitas outras fun¢gdes. Os glucoconjugados mais importantes séo as
glucoproteinas, proteoglicanos e glucolipidos. (Quintas et al., 2008)

Os hidratos de carbono mais abundantes na natureza tém um médio a elevado
peso molecular, e sao denominados de polissacaridos. Os homopolissacéaridos
resultam da polimerizacdo de um Unico tipo de ose e os heteropolissacaridos podem
ser formados a partir de dois ou mais tipos de oses.

Para que os polissacaridos se possam formar, as oses estabelecem uma ligacao
glicosidica, que consiste na ligagdo entre um hidroxilo de uma ose e um carbono
anomérico de outra ose, com libertacdo de uma molécula de agua. Esta reaccdo
necessita da energia fornecida pela fosforilagdo de um carbono anomérico a partir de
trifosfato de adenosina. A ligacdo glicosidica € termodinamicamente instavel em meio
aquoso, sofrendo hidrélise lenta a pH basico e neutro e hidrdlise rapida a pH acido
(Lehninger et al.,, 2008; Quintas et al., 2008). Para denominar um determinado
polissacéarido, usa-se o0 nome abreviado e a configuracdo do anel das oses que se
ligam, como por exemplo Glc(a1—4) Glc, para indicar a ligagdo da maltose. (Lehninger
et al., 2008; Quintas et al., 2008)

1.2.1. Glucanos

Nos cogumelos pode ser encontrada uma grande variedade de compostos, como
compostos fendlicos, esterdis, triterpendides, ceramidas, proteinas, lipidos e
polissacaridos, sendo estes Ultimos os principais compostos bioactivos encontrados
nesses organismos. Dos polissacaridos bioactivos, a maioria sdo B-D-glucanos,
variando as suas caracteristicas consoante a sua fonte.

Os glucanos sédo polimeros de D-glucopiranose, constituidos por ligactes
glicosidicas B(1—3) e B(1—4) entre os residuos de glucose, com algumas
ramificacbes formadas por ligacdes B(1—6), variando no seu peso molecular e
podendo mesmo formar estruturas terciarias complexas, que sao estabilizadas através
de pontes de hidrogénio e que serdo descritas mais a frente. Estas biomoléculas
podem ser distinguidas através da configuragdo das suas oses (a-D-glucanos, B-D-
glucanos ou a-B-D-glucanos), da sua ligacdo glicosidica ((1—3), (1—4) e/ou (1—6)),
do seu peso molecular, entre outras caracteristicas (Synytsya et al., 2009; Semedo,
2015a; Zhu et al.,, 2015). Estes compostos tém sido integrados no grupo dos
homopolissacéridos, heteropolissacaridos ou glucoconjugados. (Semedo, 2015a; Zhu
et al., 2015)
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Os B-1,3-D-glucanos podem adoptar algumas estruturas tercidrias como hélice
simples, tripla hélice ou espiral aleatdria. Entre estas estruturas, as que apresentam
actividade biologica sdo as de hélice simples e as de tripla hélice, sendo estruturas
importantes no tratamento de cancros ou em factores de coagulacdo. Foram propostos
dois modelos que explicam a estrutura em tripla hélice para o composto curdlan. Um
dos modelos tem como base a estabilizacdo da estrutura através de pontes de
hidrogénio entre oxigénios no mesmo plano, unindo as trés cadeias que compdem a
hélice, como se encontra ilustrado na Figura 14a. O segundo modelo baseia-se na
estabilizacdo da estrutura por pontes de hidrogénio entre oxigénios ao longo da hélice,
unindo as trés cadeias que compdem a mesma, de acordo com a Figura 14b. (Falch et
al., 2000; Young et al., 2000; Sakurai et al., 2005)

(a)
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Figura 14- Representacdo dos modelos das pontes de hidrogénio para o composto curdlan: no
plano(a) e ao longo da hélice (b). (extraido de Sakurai et al., 2005)

Uma grande quantidade de B-D-glucanos isolados de cogumelos tem demonstrado
um vasto espectro de efeitos biolégicos, podendo actuar como antibiéticos,
antioxidantes, antitumorais e anticoagulantes. Estes compostos tém sido descritos por
apresentarem importantes funcbes no sistema imunitario, fertilizacdo, prevencéo da
patogénese, coagulacdo do sangue ou como Modificadores de Resposta Biol6gica
(BRM’s). No caso da actividade antitumoral, os B-D-glucanos actuam ndo sé no
combate directo do tumor promovendo a sua apoptose, mas também actuam na
prevencdo da formagdo de tumores, ou oncogénese e no aumento da imunidade
contra tumores (Semedo, 2015a; Zhu et al., 2015)

Alguns dos B-D-glucanos mais estudados séo o Lentinan, o Pleuran e o Ganoderan
gue sao extraidos de L. edodes, P. ostreatus e de G. lucidum, respectivamente. O
Lentinan é um polissacarido ramificado, solivel em agua, que possui propriedades
antitumorais, antivirais e antimicrobianas. O Pleuran é um polissacéarido ramificado,
que tem propriedades imunomodeladoras, antioxidantes e antiproliferativas. O
Ganoderan € um complexo proteina-polissacarido, constituido por 4% de proteinas e
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que revela propriedades antitumorais. (Hearst et al.,, 2009; Sobieralski et al., 2012;
Radzki et al., 2016;)

A actividade antitumoral de polissacaridos extracelulares de G. applanatum, G.
carnosum, |. lacteus, L. edodes, P. ostreatus, Pleurotus eriinges, P. betulinus,
Bjerkandera adjusta foi avaliada em linhas celulares de carcinoma humano, tendo-se
verificado uma inibicdo das linhas celulares testadas e um efeito inibitdério 90-95 %
para os polissacaridos de G. applanatum. (Martinho, 2012)

1.3. Producéo de Polissacaridos a partir de Fungos

Tendo em vista a obtencdo dos seus metabolitos, a biomassa micelial dos
basidiomicetos pode ser produzida por fermentacdo submersa ou por fermentacdo em
estado sdlido.

1.3.1. Fermentacdo Submersa

A fermentacdo submersa utiliza um meio liquido, com 0s nutrientes necessarios,
para o cultivo do microrganismo desejado, como ilustrado na Figura 15, sendo o
procedimento mais utilizado actualmente para a producdo de produtos secundarios de
origem microbiana. Este método € facil de controlar, requerendo apenas o controlo do
pH, temperatura e nutrientes no meio, e sendo a separacdo da biomassa do caldo
fermentativo também um processo simples. A fermentacdo submersa pode ser
realizada em sistema continuo, batch ou fed-batch, com micélio livre ou imobilizado
num suporte. Alguns substratos mais utilizados sdo acucares sollveis, melagos, meios
liquidos, sumos de fruta ou vegetais ou aguas residuais. (Singhania et al., 2010;
Subramaniyam et al., 2012)

Figura 15- Fermentacdo submersa de Rhizopus oligosporus. (extraido de www?2.hawaii.edu)
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1.3.2. Fermentacdo em estado solido

A fermentacdo em estado sélido que ocorre na auséncia de agua em excesso,
simula o crescimento dos microrganismos na natureza ou em sélidos humidos, pelo
gue nao é facil controlar as condi¢cdes do processo (Figura 16). Este tipo de
fermentacdo apresenta varias vantagens em relacdo a fermentagdo submersa,
designadamente tecnologia simples, baixo custo, necessidades energéticas reduzidas
e permite a valorizagdo de residuos agro-industriais, contribuindo assim para a
reducdo da sua acumulacéo. Na fermentacdo em estado sélido o residuo sélido serve
ndo s6 como suporte, mas também como fonte de nutrientes, sendo 0s mais usados o
farelo de trigo, arroz ou palha de arroz, feno, residuos vegetais ou de frutos, pasta de
papel, bagaco, pé de coco ou meios sintéticos. (Pandey et al., 2000; Pandey, 2003;
Couto et al., 2006; Subramaniyam et al., 2012)

Figura 16- Fermentacédo em estado sdlido de P. ostreatus (extraido de www.feedipedia.org)

Devido a baixa actividade de agua disponivel, a fermentacdo em estado sélido é
mais adequada para o cultivo de fungos, contudo algumas bactérias também tém sido
utilizadas neste tipo de processo. E possivel obter neste tipo de fermentacio,
rendimentos dos produtos superiores aos da fermentacdo submersa, possivelmente
pelo facto dos microrganismos se encontrarem num ambiente semelhante ao natural e
assim aumentarem a sua actividade. (Pandey, 2003; Couto et al., 2006)

A fermentacdo em estado solido tem recebido recentemente uma atencéo especial
por exemplo a nivel de gestdo de residuos, conservagdo energética da biomassa e
sua aplicagdo para producdo de metabolitos biologicamente activos, para além da sua
aplicacdo na tradicional producdo de alimentos, combustiveis e produtos quimicos a
granel. (Singhania et al., 2009)

12
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1.4. Extraccéo e Purificagdo de Polissacaridos
1.4.1. Métodos de Extraccao

Os B-glucanos podem encontrar-se no meio extracelular ou intracelular, pelo que os
processos de extraccdo dos polissacaridos sdo seleccionados consoante a sua
localizacéo.

Os polissacaridos extracelulares, encontram-se no caldo fermentativo, sendo assim
necessaria uma etapa inicial de separacédo da biomassa, para que se possa proceder
a extraccdo posterior dos polissacaridos. Esta extrac¢ao é realizada através da adicédo
de alcool etilico a amostra, obrigando os polissacéaridos a precipitarem. (Wasser et al.,
2002; Zhang et al., 2007)

Os polissacéridos intracelulares encontram-se principalmente na parede celular do
fungo, e podem ser obtidos através dos corpos frutificantes e do micélio do organismo.
A forma convencional de realizar a extraccdo destes polissacaridos é através de
extracgdbes com agua quente, seguidas de extraccbes com solugdes alcalinas,
obtendo-se polissacaridos sollveis em agua e insolliveis em agua, dependendo das
extraccoes. A extraccdo de todos os polissacaridos insoluveis em agua pode ser dificil,
para tal, podem se usar solu¢cdes &cidas, de forma a conseguir extrair 0s
polissacéaridos restantes. Estes métodos podem alterar o peso molecular dos
polissacéaridos, 0 que afecta as suas propriedades. (Wasser et al., 2002; Zhang et al.,
2007; Ruthes et al., 2015; Zhu et al., 2015)

Recentemente, tém sido desenvolvidos novos métodos de extracgdo dos
polissacaridos, como por exemplo extraccdo com agua pressurizada, extracgcdo com
fluidos supercriticos, extrac¢do assistida por microondas e extraccdo assistida por
ultrassons. Estas técnicas tornam a extraccdo de polissacaridos mais rapida e
eficiente do que as extrac¢des convencionais, contudo a obrigatoriedade do uso de
equipamentos especificos, eleva bastante os custos desses procedimentos. (Villares
et al., 2012; Semedo, 2015a)

1.4.2. Métodos de Purificacéo

Ap6s as extraccles, os polissacaridos sdo obtidos juntamente com proteinas,
compostos fendlicos, monossacaridos, aminoacidos ou outras moléculas relacionadas,
gue importa remover utilizando métodos de purificacdo adequados. (Villares et al.,
2012; Ruthes et al., 2015)

O método mais vulgar € precipitar os polissacaridos através da adicéo de etanol.
Para se separar os D-glucanos, pode-se utilizar solugbes de hidroxido de sédio com
diferentes concentragdes, pois estas vao interferir com a conformacéo tridimensional
dos D-glucanos, e assim separa-los dos restantes contaminantes. No caso de se
querer separar os B-D-glucanos pode-se utilizar dimetilsulféxido, visto estes serem
mais solluveis em solventes apolares, e assim € possivel isolar os B-D-glucanos de
outros polissacaridos e até de D-glucanos que sejam sollveis em agua. (Zhang et al.,
2007; Ruthes et al., 2015)

O freeze-thawing é uma técnica que consiste no repetido congelamento e
descongelamento do extracto, a temperatura ambiente. Depois deste procedimento,
centrifuga-se o extracto e repete-se o processo, até ndo se formar mais precipitado, e
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assim sdo obtidos os polissacaridos lineares no precipitado e os polissacaridos
ramificados dissolvidos na solucdo aquosa (Smiderle et al., 2006; Ruthes et al., 2015).
Para fraccionar os polissacaridos em solucdo, obtidos por freeze-thawing, foi descrito
um método que usa a solugdo de Fehling, apesar de ndo ser muito usado. Esse
método consiste no uso de uma solucdo de sulfato de cobre (ll) e uma solugéo de
tartarato de potéssio e sédio tetrahidratado, que devido a presenca do ido metdlico
Cu?*, conduz a formacdo de complexos de D-glucanos, facilitando assim a sua
posterior separacdo. (Ruthes et al., 2015)

Para purificar os extractos, foram ainda reportadas técnicas de didlise ou de
ultrafiltragdo, também com uma utilizacdo limitada. (Ruthes et al., 2015)

Os polissacéaridos também podem ser purificados por técnicas cromatograficas. O
método mais utilizado neste ambito € a cromatografia por exclusdo molecular, que
possibilita o fraccionamento dos polissacéridos de acordo com o seu tamanho. Uma
aplicacdo que se encontra descrita desta técnica cromatogréfica é para
fraccionamento de dextrano (Zhang et al., 1998; Zhang et al., 2007; Villares et al.,
2012; Ruthes et al., 2015). No entanto, a cromatografia de troca i6nica também foi
utilizada para purificagdo de a-D-glucanos, tendo sido usada uma matriz de DEAE-
celulose. A cromatografia de afinidade em matrizes desenvolvidas pela Sigma-Aldrich
também se encontra descrita. Destes estudos, destaca-se a matriz L4018, que tem
lectina extraida de Lens culinaris imobilizada como ligando. Esta matriz cromatografica
tem grande afinidade com os residuos de a-D-manosilo e a-D-glucosilo, sendo usada
para separar a- e B-glucanos combinada com cromatografia por exclusdo molecular.
(Smiderle et al., 2010; Zhang et al., 2007; Ruthes et al., 2015)

1.4.2.1. Cromatografia de afinidade com metal imobilizado

Um outro tipo de cromatografia de afinidade é a cromatografia de afinidade com
metal imobilizado (IMAC). Esta técnica foi desenvolvida em 1975 por Porath e
colaboradores, que reportaram o uso de iBes de cobre e zinco para o fraccionamento
de proteinas do soro humano, tendo por base a afinidade das proteinas pelos metais
de transicdo (Karmali, 2000; Chaga, 2001). Em relacéo as restantes cromatografias de
afinidade, esta técnica possui algumas vantagens como a estabilidade do ligando, a
elevada concentracdo de proteina que se pode aplicar na coluna, as condi¢bes suaves
de eluicdo, a regeneragdo simples da matriz e o seu baixo custo. (Karmali, 2000;
Chaga, 2001; Gaberc-Porekar et al., 2001)

Esta técnica cromatografica baseia-se na coordenagdo dos &tomos de azoto,
enxofre e oxigénio e o i&o metélico imobilizado num suporte sdlido, contudo para haver
coordenagdo com o metal, esses atomos tém que se encontrar a superficie da
biomolécula que se pretende fraccionar. Os ides metélicos mais adequados para o
fraccionamento dos atomos referidos sdo o Cu?*, Ni?*, Zn?* e Co?". (Karmali, 2000;

Chaga, 2001;)

A resina de IMAC consiste numa matriz cromatografica, ligada a um braco
espacador, que por sua vez liga um agente quelante, como € ilustrado na Figura 17
(Gaberc-Porekar et al., 2001)
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Figura 17- Representacdo de alguns agentes quelantes (IDA, NTA, CM e TED) em coordenagdo com
metais. (imagem extraida de Gaberc-Porekar et al., 2001)

As matrizes cromatograficas mais usuais s@o constituidas por agarose ou dextrano
com ligagdes cruzadas, tais como Sepharose 6B, Sepharose 4B e Sephadex G100.
Estas matrizes sdo facilmente activadas, mas tém uma baixa resisténcia mecanica e
uma elevada quebra de presséo, jA o uso de silica proporciona boas propriedades
mecéanicas, mas adsorve irreversivelmente proteinas. (Gaberc-Porekar et al., 2001)

O brago espacador € utilizado para que haja uma boa acessibilidade do metal para
se coordenar com as proteinas. Este braco espacador € hidréfilo e pode variar em
tamanho e na composicdo, sendo factores que influenciam a prépria cromatografia.
Dois bracos espacadores que podem ser utilizados s&o a epicloridrina (EPI) e o Eter
Diglicidil Butan-1,4-diol (EDB) (Karmali, 2000; Gaberc-Porekar et al., 2001)

O IMAC implica a utilizagdo de um agente quelante ao qual € imobilizado um metal.
O agente quelante que tem sido mais utilizado € um composto tridentado, o acido
iminodiacético (IDA). Quando se utiliza IDA, a afinidade dos metais para as proteinas
varia da seguinte forma: Cu*>Ni>*>Zn?*2Co?". Nos Ultimos anos, tem-se assistido ao
desenvolvimento de novos agentes quelantes, como o &cido nitrilotriacético (NTA), o
TALON (ou acido aspartico carboximetilado, CM-Asp), o]
tris(carboximetil)etilenodiamina (TED), entre outros. O NTA e o TALON s&o compostos
tetradentados e o TED € um composto pentadentado, o que indica que ao se
coordenarem com o metal deixam menos centros disponiveis para o metal se ligar
com o alvo, apesar do NTA e o TALON terem uma maior afinidade com o metal do que
o IDA. A Tabela 1 retne algumas caracteristicas dos agentes quelantes mais
utilizados em IMAC. (Karmali, 2000; Chaga, 2001; Gaberc-Porekar et al., 2001)
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Tabela 1- Caracteristicas de alguns agentes quelantes utilizados em IMAC (adaptado de Gaberc-
Porekar et al., 2001)

Composto quelante Coordenacéao I6es metalicos

Acido aminohidroxamico Bidentado Fe(Ill)

Salicilaldeido Bidentado Cu(In

IDA Tridentado S, 20l NI
Co(ll)

Dipicolilamina Tridentado Zn(11), Ni(l1)

TALON Tetradentado Ca (II), Co(ll)

NTA Tetradentado Ni(l1)

TED Pentadentado Cu(ll), Zn(l1)

Uma cromatografia de afinidade com metal imobilizado inicia-se com o
carregamento do metal na coluna, seguida do equilibrio da fase estacionaria,
aplicacdo da amostra, recolha das frac¢des de lavagem e eluicdo do biomolécula alvo.
Esta eluicdo pode ser realizada por protonagdo, extraccdo do metal ou como é mais
frequente por competicdo do ligando. Para se regenerar a resina depois da sua
utilizacdo, remove-se o metal utilizando um composto quelante forte como EDTA. As
solucdes tampdo utilizadas durante o processo cromatografico, necessitam de ter uma
forca ionica relativamente grande, (0,1-1M de NaCl) para que ndo ocorram
interaccdes electrostaticas com o metal. A eluicdo do composto alvo pode ser feita a
pH baixo ou usando um gradiente de pH, contudo para compostos sensiveis a pH
acidos é preferivel a utilizacdo de um composto competitivo, como o imidazole.
Quando se utiliza o imidazole, é necessario garantir que este ndo se encontra
protonado, trabalhando-se a pH neutros ou ligeiramente basicos, o que ndo causa
alteracdes nos compostos sensiveis ao pH. (Karmali, 2000; Gaberc-Porekar et al.,
2001)

Esta técnica, como ja foi referido, tem inOmeras vantagens na separacdo e
purificacdo de proteinas e derivados, como anticorpos ou glucoproteinas, e tem sido
esse o foco da investigacdo em IMAC. Contudo, esta técnica comeca a ser usada para
purificacdo de polissacaridos, tendo sido desenvolvido um método que utiliza
lantanideos tridentados, como metais de transicdo, e se sintetiza a resina através da
reaccao radicalar de &cido vinilfosférico com dimetacrilato de 1,4-butanodiol, usando
como iniciador de radicais 0 azo-bis-isobutironitrilo. Esta técnica baseia-se na
capacidade de os lantanideos conseguirem coordenar-se com os grupos hidroxilo dos
polissacéaridos, a valores de pH elevados. (Schemeth et al., 2014)

1.5. Métodos de Doseamento de Polissacaridos

E importante poder quantificar os polissacaridos nas fraccdes de extraccdo e
purificagcdo, pelo que foram desenvolvidos métodos como cromatografias,
electroforese capilar, espectroscopia de infravermelho, Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), entre outros. No entanto, estes métodos envolvem elevados
investimentos e capacidades analiticas avancadas, portanto é importante que se
desenvolvam técnicas alternativas rdpidas e precisas, como métodos colorimétricos,
fluorimétricos, enzimaticos, entre outros. (Semedo, 2015a)
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1.5.1. Métodos Colorimétricos

Os métodos colorimétricos baseiam-se na alteracdo da absorvancia ou
transmitancia de um determinado composto quando misturado com a amostra,
podendo esta alteracéo ser desencadeada por uma reac¢do com a amostra ou através
de interac¢Bes entre 0 composto aplicado e a amostra. Estes métodos sdo selectivos,
sendo necessario utilizar um composto diferente, consoante a substancia que se
pretende quantificar.

1.5.1.1. Método do Fenol-Acido Sulfarico

Um dos métodos mais utilizados para determinacdo de polissacéaridos, consiste em
fazer reagir o polissacéarido hidrolisado e um reagente que desenvolve cor detectavel
na regido do visivel do espectro electromagnético. Os reagentes usados nesta reaccao
podem ser o fenol, o ferrocianeto alcalino e a antrona. Apesar deste método ser
sensivel e simples, os reagentes utilizados sdo bastante tdxicos para a pele e vias
respiratdrias e apresentam sérios riscos para 0 meio ambiente, como tal continuam a
ser investigados outros métodos de quantificacdo de polissacaridos. (Masuko et al.,
2005; Albalasmeh et al., 2013)

Contudo, o método colorimétrico do fenol-acido sulflrico tem sido muito utilizado
para doseamento de polissacaridos, sendo bastante fiavel e podendo ser usado em
diversas areas cientificas. Este método consiste na hidrélise, na presenca de &cido
sulfarico, dos hidratos de carbono a derivados de furfural e posterior reaccao com o
fenol, resultando na formacéao de complexos com cor, que absorvem a luz visivel e tém
um maximo de absorvancia a 490 nm. Apesar das vantagens deste método, este
também apresenta algumas desvantagens. Para além da toxicidade associada ao
fenol, ja referida anteriormente, este método apresenta os resultados em equivalentes
de glucose, o que limita a sua aplicabilidade na quantificacdo de heteropolissacaridos.
Adicionalmente, os hidratos de carbono catiénicos ndo reagem com o acido sulfdrico,
afectando assim o0s coeficientes de absorcdo molar e a respectiva quantificagdo.
(Dubois et al., 1956; Masuko et al., 2005; Albalasmeh et al., 2013)

1.5.1.2. Método do corante Congo red

O método do corante Congo red € outro método utilizado para quantificacdo e
caracterizacdo de polissacaridos, em particular de B-glucanos. O corante diazéico
(Figura 18) estabelece interaccdes electrostaticas, pontes de hidrogénio e também
interaccdes de Van der Walls com a estrutura terciaria em tripla hélice do B-glucano,
provocando assim um desvio batocromico de 488 nm para 516 nm. Devido as
interaccdes com a estrutura terciaria, este método detecta apenas B-glucanos com um
peso molecular superior a 250 kDa, o que o torna bastante especifico. O método do
corante Congo red foi recentemente adaptado para microplacas de 96 pocgos,
facilitando assim a sua aplicagdo, aumentando a sua sensibilidade e diminuindo o seu
limite de deteccao, para 1,51 pg de B-glucanos por pocgo. A sensibilidade foi testada
para diferentes polissacaridos e apenas se observou o desvio batocrémico nas
amostras que continham B-D-glucanos com uma estrutura terciaria em tripla hélice.
Este método permite o rapido doseamento de B-glucanos extracelulares e
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intracelulares de varias espécies de basidiomicetos. (Nitschke et al., 2011; Semedo et
al., 2015b; Kupetz et al., 2015)

NH, NH;
N N
=
OO
O—=S— O0=—=S—=0
O Na* O Na™

Figura 18- Estrutura molecular do corante Congo red

1.5.1.3. Método do corante Alcian blue

Outro método também desenvolvido recentemente, para quantificagdo de B-D-
glucanos isolados de espécies de basidiomicetos, faz uso do corante Alcian blue
(Figura 19). Este corante comecgou por ser usado em investigacdo nas areas da
medicina e biologia, para coloracdo de mucosas internas e externas, glucosaminas,
polissacéaridos intra e extracelulares, entre outros. Este corante tem propriedades
catibnicas, complexando-se assim com grupos carboxilo ou halfester-sulfatos,
podendo também formar complexos com grupos acidicos dos polissacéaridos,
resultando num pigmento ndo idnico insolavel. A selectividade do Alcian Blue pode ser
alterada por variacdo do pH ou da concentracdo de sal na solugdo do corante. No
método microcolorimétrico recentemente desenvolvido para microplacas de 96 pogos,
0s B-D-glucanos séo quantificados através da diminuicdo da absorvancia a 620 nm,
devido a formacdo do complexo entre os B-D-glucanos e o corante. O complexo
também foi detectado por analise espectral, tendo-se observado um desvio
hipsocromico do maximo do espectro de absorcdo do corante de 620 para 606 nm,
Semedo e colaboradores reportaram para este método uma alta sensibilidade e um
baixo limite de deteccédo, sendo necessario apenas 0,017 pg de B-D-glucano por poco
para ser possivel a sua deteccdo. (Passow et al., 1995; Semedo et al., 2015c;)

R

Figura 19- Estrutura molecular do corante Alcian blue
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1.5.2. Métodos de Luminescéncia
1.5.2.1. Fluorescéncia

A fluorescéncia € um dos dois casos particulares de luminescéncia e consiste na
emissdo de fotdes realizada por uma espécie que apds absorcao de luz ficou excitada
electronicamente. (Valeur, 2012)

A primeira observacdo reportada de fluorescéncia ocorreu em 1565 pelo fisico
espanhol, Nicolas Monardes, que descreveu uma cor azul numa infusdo de madeira.
Este fendmeno foi investigado por varias pessoas, até que Sir George Gabriel Stokes
demonstrou que o efeito era provocado pela absorcdo de luz e posterior emissdo de
luz, noutro comprimento de onda. Stokes descreveu este fendbmeno num artigo e
intitulou-o de fluorescéncia. (Valeur, 2012)

Quando um fluoréforo ou fluorocromo absorve um fotdo, os seus electrbes passam
do seu estado fundamental de singuleto, So, para orbitais de energia mais elevada, ou
S;o0u S;. Nestes estados excitados, o electrdo na orbital excitada tem spin contrario ao
electrdo na orbital do estado fundamental. Os electrbes ao perderem energia e
regressarem ao seu estado fundamental libertam um fotdo, como ilustrado na Figura
20, no entanto este processo ndo é simples, podendo ocorrer diversas transferéncias
de energia enquanto os electrdes se encontram no estado excitado, e assim,
influenciar o tipo de luminescéncia. Estas transferéncias de energia podem ocorrer por
conversao interna, cruzamento inter-sistemas, transferéncia energética intramolecular
(ou quenching) e alteracdo conformacional. (Valeur, 2012)
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Figura 20- Diagrama de Jablonski que ilustra o processo de fluorescéncia. (adaptado de
www.princetoninstruments.com)

A fluorescéncia ocorre tipicamente em moléculas aromaticas, sendo intituladas de
fluoréforos. Existem essencialmente duas classes de fluoréforos, os intrinsecos e os
extrinsecos. Os fluoréforos intrinsecos ocorrem naturalmente, enquanto que 0s
extrinsecos séo fluoréforos que sdo adicionados a uma amostra que ndo demonstra as
propriedades espectrais desejadas. (Lakowicz, 2006)

Na espectroscopia fluorescente convencional, podem ser obtidos dois tipos de
espectros. O espectro de emisséo, que resulta do registo da intensidade de emisséo
em funcdo do comprimento de onda de emisséo Aem , quando a amostra € excitada a
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um comprimento de onda fixo Aex; € 0 espectro de excitagdo obtido com um Aem fixo
em funcdo do Aex (Lakowicz, 2006)

Para o estudo de amostras complexas, foi desenvolvida a espectroscopia de
fluorescéncia sincrona (synchronous fluorescence spectroscopy). Esta técnica é
bastante usada na andlise multi-componente, sem necessidade de realizar o0s
procedimentos prévios de separacdo. Os espectros sdo obtidos pelo varrimento
simultdneo dos monocromadores de excitacdo e emissdo, sempre com uma diferenca
de comprimento de onda fixo (ou sincrono). A sensibilidade que se obtém em relacdo
aos espectros de fluorescéncia convencional € idéntica, mas as bandas espectrais sao
mais estreitas, 0 que permite reduzir as interferéncias por sobreposicéo e possibilita a
identificacdo de cada composto fluorescente numa gama espectral especifica.
Adicionalmente, o tempo de aquisi¢do € menor. (Pacheco et al., 2013)

Os métodos fluorimétricos, que se encontram reportados para quantificacdo de
polissacaridos, séo de fluorescéncia convencional e utilizam fluorocromos extrinsecos,
gue se ligam ou interactuam com o composto a quantificar, provocando uma alteracao
no maximo de emissdo do corante fluorescente. Estes métodos foram utilizados para
quantificacdo de B-D-glucanos de varias espécies de basidiomicetos e também de
alguns cereais. Os fluorocromos mais utilizados sdo o Aniline blue e o Calcofluor.
Desta forma, ndo se conhece até a data qualquer trabalho de fluorescéncia de
polissacéaridos, que ndo faga uso desses fluorocromos. (Schmitt et al., 2009; Mdlleken
et al., 2011)

1.5.2.2. Fosforescéncia

O termo fosforo significa “que tem luz”, sendo usado desde a idade média para
materiais que brilham no escuro depois de expostos a luz. O composto fosforescente
mais conhecido é o fosforo bolonhés, descoberto por Vincenzo Cascariolo em 1602.
Quando este calcinou com carvdo umas pedras invulgares, que tinha encontrado na
zona de Monte Paterno, observou que as pedras comecaram a brilhar no escuro
depois de expostas a luz. Posteriormente, descobriu-se que a calcinagédo transformava
sulfato de bario, presente nas pedras, em sulfito de bario, um composto fosforescente.
(Valeur, 2012)

A fosforescéncia é o outro caso particular de luminescéncia e consiste na emisséo
de luz a partir do estado excitado de tripleto, no qual o electrdo na orbital excitada tem
a mesma orientacao de spin do electrdo que esta no estado fundamental. (Valeur,
2012)

Quando uma molécula absorve um fotao, os seus electrées passam do seu estado
fundamental, ou So, para orbitais de energia mais elevada, ou S;. No caso da
fosforescéncia, estes electrdes ndo retornam imediatamente a So, sofrendo em
primeiro lugar um fendmeno denominado cruzamento inter-sistema, que consiste
numa transicdo ndo radiativa de electrdes entre dois niveis electronicos
isoenergéticos, e que pode ser suficientemente rapida para competir com outro tipo de
transi¢cdes, como ilustrado na Figura 21. ApOs esta transi¢do, os electrbes voltam ao
seu estado fundamental, libertando assim radiacdo durante segundos, ou até mesmo
minutos, isto porgque esta transicdo para Sp € proibitiva e as constantes de velocidade
das emissdes de fosforescéncia sdo muito baixas. (Valeur, 2012)
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Figura 21- Diagrama de Jablonski simplificado que ilustra o processo de fosforescéncia. (adaptado
de www.globalspec.com)

Actualmente, os métodos de fosforescéncia utilizados para andlise de
polissacaridos baseiam-se na adicao de fosfor6foros a amostra e na deteccdo de
alteracdo de intensidade de fosforescéncia, quando o composto interactua com o
composto a quantificar. Dois dos compostos que tém sido utilizados com esse fim sdo
a tetraiodo fluoresceina (eritrosina B) e o 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (vanilina),
tendo sido aplicados em filmes de maltose e glucose, respectivamente. Até a data, ndo
é conhecida qualquer publicacdo que descreva a fosforescéncia de polissacaridos sem

0 uso desses corantes. (Shirke et al., 2005; Tiwari et al., 2010)

1.6. Técnicas de Analise Estrutural de Polissacaridos

Estado disponiveis varios métodos para analise estrutural de polissacaridos, como
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de protdo e carbono, difraccdo de
raios-X, refractometria, Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR), entre outros (Gonzaga et al., 2005; Qian et al., 2009; Gomba et al., 2015).
Neste trabalho, foi utilizada a técnica de FTIR.

1.6.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier

Hoje em dia, uma das técnicas analiticas mais importantes € a espectroscopia de
infravermelho, tendo como principal vantagem o uso das amostras em qualquer estado
fisico. (Stuart, 2004)

Esta técnica estd disponivel desde da década de 40, apesar de na altura os
espectrometros serem baseados em prismas que actuavam como elementos
dispersivos. Na década de 50, foram introduzidos filtros de difrac¢do nos aparelhos
existentes. Contudo, 0s maiores progressos que esta técnica sentiu deveram-se a
introducdo dos espectrometros da transformada de Fourier, que utilizam um
interferbmetro e a transformada de Fourier para melhorar a qualidade do espectro e o
tempo de analise. (Stuart, 2004)

A espectroscopia de infravermelho é baseada nas vibracdes dos &tomos de uma
molécula, que resultem numa alteragdo do seu momento dipolar, depois desta ter sido
irradiada com radiacdo infravermelha. Cada banda de um espectro de infravermelho
corresponde a frequéncia de vibracdo de determinada ligacdo da molécula. (Stuart,
2004)
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Apesar do espectro de IV ser caracteristico para cada molécula, com esta técnica é
possivel identificar algumas das liga¢des principais e grupos funcionais. No caso dos
B-glucanos, algumas bandas caracteristicas situadas entre 3000-3500 cm
correspondem as vibracdes de extensdo dos grupos O-H e as vibracbes de extensdo
simétricas e assimétricas da ligacdo N-H; a ligacdo C-H apresenta uma banda perto
dos 2900 cm?; a banda caracteristica do grupo carbonilo (amida 1) e da amida Il, das
proteinas, situam-se aproximadamente nos 1600 cm™ e 1500 cm™, respectivamente; a
banda de extensdo da ligagdo C-O dos grupos C-O-C e a banda C-O do alcool
terciario situa-se na regido dos 1000-1160 cm™. Para as piranoses estdo descritas
varias bandas relativas as vibracdes de extensdo das ligacdes C-C e C-O, entre 0s
950-1200 cm™. Foram também reportadas bandas correspondentes aos anémeros a e
B perto dos 900 cm™ e 1000 cm?, respectivamente. (Zheng et al., 2005; Israilides et
al., 2008; Kozarski et al., 2012; Martinho, 2012; Semedo et al, 2015b; Semedo et al,
2015c)
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2. Materiais e Métodos
2.1. Reagentes

Acido acético (CH3COOH) a 100% da Fisher Chemical. Acido cloridrico (HCI) a
37% proveniente da Fisher Chemical. Acido sulfarico (H.SO.) a 96% proveniente da
Panreac. Agar purificado proveniente da Oxoid. Alcian blue 8GX da Sigma. Cloreto de
cobalto (II) (CoCl,) a 99% proveniente da Merck. Cloreto de niquel (Il) (NiCl.) a 98%
proveniente da Merck. Cloreto de sédio (NaCl) a 100% da VWR Chemicals. Cloreto de
zinco (Il) (ZnCl;) a 98% proveniente da Merck. Congo Red da Sigma. D-Glucose
Anidra proveniente da Scharlau. Di-Hidrogenofosfato de potédssio (KH2POs) a 99,5%
da Merck, SA. Di-Hidrogenofosfato de sédio (NaH.PO4.H.O) a 98% proveniente da
Panreac. Hidrogenofosfato disédico (Na;HPO4,.7H.0) a 98% da Panreac. Fenol
(CsHeO) a 99,5% proveniente da VWR prolabo. Hidroxido de potassio (KOH) a 85%
proveniente da Panreac. Imidazole a 99% da Sigma Aldrich. Sulfato de amoénia
((NH4)2S0.4) a 99,5% proveniente da Merck. Sulfato de cobre (Il) anidro (CuSO.) a 99%
proveniente da Merck. Sulfato de magnésio (MgSO..7H.0) a 99,5% proveniente da
Carlo Erba Reagents. Titriplex (EDTA) a 99% da Merck. 8-D-1,3-glucano de Euglena
gracilis a 95% proveniente da Fluka. B-D-glucano de cevada a 95% proveniente da
Sigma.

2.2. Amostras de basidiomicetos

Os basidiomicetos utilizados foram, Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus,
disponiveis no Laboratério de Biotecnologia da Area Departamental de Engenharia
Quimica do Instituto Superior de Engenharia de Lisboa e Fomes fomentarius,
Ganoderma applanatum, o Ganoderma carnosum, Ganoderma lucidum violeta, Irpex
lacteus, Phlebia rufa e Piptoporus betulinus fornecidos pelo Departamento de
Agronomia da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. As culturas de
basidiomicetos foram mantidas em agar de dextrose de batata a 4 °C.

Neste trabalho, também foram utilizados corpos frutificantes jovens em po6 de
Agaricus blazei, Coriolus versicolor e Lentinula edodes, obtidos no Gourmet
Mushrooms, Inc. e o Inonotus obliquus do Mycology Research Laboratory, Ltd.,
preservados a temperatura ambiente.

2.3. Residuos agro-industriais

Tendo em vista o desenvolvimento de meio para o cultivo dos fungos e producéo de
polissacaridos, foram testados diversos residuos agro-industriais.

Os residuos agro-industriais secos utilizados foram o carolo de milho, a casca de
arroz, a casca de aveia, a serradura e a tremocilha, fornecidos pelo Departamento de
Agronomia da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. Como residuos agro-
industriais himidos foram usados a borra de café, a casca de abacaxi, a casca de
banana, a casca de manga e a casca de péra.
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2.4.Métodos
2.4.1. Manutencdao e cultivo dos basidiomicetos

Antes de se dar inicio aos ensaios de fermentacdo submersa, os basidiomicetos
foram todos cultivados em meio sélido. Os meios sélidos de cultivo apresentaram a
seguinte composicdo: 1 g/L de KH2PO,, 1 g/L de MgS04.7H20, 1 g/L de (NH4)2SOa,
15 g/L de agar purificado e 4 g/L de residuo seco ou 40 g/L de residuo humido, com
um pH final de 5,5-5,8. O meio foi esterilizado em autoclave e inoculado com um
quadrado de meio sélido colonizado com micélio. As culturas foram incubadas a 25 °C,
até o micélio ocupar toda a superficie do meio.

Numa segunda fase, as culturas de basidiomicetos que apresentaram crescimento
nos meios acima descritos foram inoculadas em meio liquido. Os meios liquidos
preparados tinham composicdo idéntica aos solidos, mas sem incluirem o agar
purificado. ApOs esterilizagdo, os meios foram inoculados. O micélio que se
desenvolveu no meio sélido foi raspado e recolhido para um tubo eppendorf , contendo
soro fisioldgico estéril. Apds ressuspensao do micélio, este foi usado como indculo dos
meios liquidos. As culturas foram incubadas a 25 °C numa incubadora com agitacao
orbital a 150 rpm, durante 14 dias.

2.4.2. Planeamento experimental para optimizagc&do da producgéo
de B-D-glucanos extracelulares

Tendo em vista a superproducdo de pB-D-glucanos extracelulares, a partir da
fermentacdo submersa dos basidiomicetos em meios com residuos agro-industriais,
foram recolhidas amostras das culturas e os sobrenadantes foram doseados pelos
Métodos do Congo red (descrito em 2.4.6). Tendo por base os resultados dos ensaios
preliminares, desenvolveu-se um estudo sistematico para maximizar a produgéo de -
D-glucanos. O planeamento experimental foi conduzido utilizando trés factores e dois
niveis com duplicados, sendo estes: espécie de basidiomiceto (L. edodes e G.
applanatum), concentracdo de residuo agro-industrial (40 g/L e 400 g/L para residuos
hamidos ou 4 g/L e 40 g/L para residuos secos) e tempo de cultivo (3 e 7 dias). Os
niveis superior (+) e inferior (-) foram definidos a partir dos resultados preliminares. A
matriz do planeamento experimental foi obtida com o software Design Expert versao
10 e os resultados obtidos foram ajustados a seguinte equagéo do modelo factorial:

y = Bo + Baxa + Bexp + BcXc + BaXaXp + BacXaXc

onde y representa a concentracdo de [B-D-glucanos, Bo € a média de todas as
concentragoes, Bs sdo os coeficientes de regressao e xs sdo os factores utilizados. A
analise estatistica do modelo foi avaliada segundo a metodologia ANOVA.
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2.4.3. Extraccéo e precipitacdo dos polissacéaridos

Apos fermentacdo, a biomassa micelial foi separada do caldo fermentativo através
de centrifugacdo durante 30 min, 4500 rpm a 4 °C.

A extraccao dos polissacaridos intracelulares foi realizada em quatro etapas. Numa
primeira etapa adicionou-se 2 volumes de agua desionizada & biomassa e agitou-se
durante 5 min, separando-se o sobrenadante da biomassa por centrifugacdo durante
5 min, 10.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante recolhido foi designado por frac¢cdo agua
fria. De seguida adicionou-se 1 volume de agua desionizada a biomassa e colocou-se
num banho a 100 °C durante 3 h, recolhendo-se depois o sobrenadante, que se
identificou como fraccdo dgua quente, por centrifugacdo durante 5 min, 10.000 rpm e
4 °C. Ao sedimento obtido, juntou-se 3 volumes de uma solugdo de KOH 1M e
incubou-se num banho agitado a 60 °C durante 20 min, recolhendo-se o0 sobrenadante
apoés centrifugacdo durante 5 min, 10.000 rpm e 4°C. Este sobrenadante foi
denominado por fraccdo KOH e o sedimento obtido foi neutralizado com 2 volumes de
adgua desionizada sendo recolhido o sobrenadante através de centrifugagao posterior
durante 5 min, 10.000 rpm e 4°C. De seguida, realizou-se uma Uultima extraccdo
misturando o sedimento com 2 volumes de HCI 0,6 M e incubando a 100 °C durante
1 h. O sobrenadante foi recolhido apds centrifugacéo e foi identificado como fraccao
HCI. O sedimento foi neutralizado seguindo-se o procedimento anteriormente descrito.

Para precipitacdo dos polissacéridos extracelulares, adicionou-se ao sobrenadante
obtido apos centrifugagéo da cultura celular, 4 volumes de etanol 95%, deixando-se a
precipitar durante a noite, a 4 °C. De seguida recolheu-se o precipitado apés
centrifugacdo durante 5 min, 10.000 rpm e 4 °C. No final dissolveu-se o0 sedimento em
tampéo fosfatos 50 mM, 1 M NacCl, pH 8.

24.4. Cromatografia de Afinidade com Metal Imobilizado

Numa fase inicial, testaram-se varias resinas cromatograficas com diferentes metais
imobilizados de maneira a se poder seleccionar a resina e o metal mais adequados
para a separacao dos polissacéaridos. Este estudo foi realizado com os polissacéaridos
extracelulares de L. edodes cultivada em meio contendo borras de café e com este
propoésito, utilizaram-se as resinas indicadas na Tabela 2 com os metais Cu?*, Ni#,
Co?" ou Zn?" imobilizados. Todas as corridas cromatogréaficas foram conduzidas a pH
8, por ter sido o valor de pH que, em estudos anteriores a este, permitiu obter
melhores resultados.

Tabela 2- Resinas cromatograficas utilizadas com identificagcdo do respectivo suporte, brago

espacador (EPI — epicloridrina; EDB - epicloridrina) e agente quelante (IDA - &cido iminodiacético;
NTA - &cido nitrilotriacético).

Resina Suporte Braco espacador Agente quelante

R1 Sepharose 6B EDB IDA
R2 Sepharose 6B EPI IDA
R3 Sepharose 4B EDB IDA
R4 Sepharose 4B EPI IDA
R5 Sepharose 6B EDB NTA
R6 Sepharose 4B EPI NTA
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Os testes referidos anteriormente, foram realizados em tubos eppendorf, contendo
500 uL da resina a testar. Para a preparacdo de cada uma das matrizes
cromatogréficas, adicionou-se a cada resina no tubo eppendorf uma solugédo de EDTA
50 mM, agitou-se ressuspendendo a resina e centrifugou-se durante 5 min, a
temperatura ambiente. Descartou-se 0 sobrenadante e repetiu-se o procedimento até
a resina ter sido tratada com 3 volumes da solugdo de EDTA. Posteriormente, as
resinas foram lavadas com 2 volumes de agua desionizada. Para a imobilizacdo dos
metais, adicionaram-se as resinas sedimentadas 3 volumes da solu¢do do metal a
testar numa concentracdo de 50 mM, ressuspenderam-se e centrifugaram-se. Seguiu-
se nova lavagem para a remocao do excesso de metal. O Ultimo passo da preparagéo
das matrizes consistiu no seu equilibrio, e para tal pipetou-se para os tubos eppendorf
tampédo fosfatos 50 mM, 1 M NaCl, pH 8, agitaram-se e centrifugaram-se 0s tubos,
descartando-se no final o sobrenadante. Repetiu-se este procedimento até as resinas
estarem equilibradas com 3 volumes da solugdo tampdo. ApOs esta preparacao,
adicionaram-se a cada matriz 400 pL de polissacéaridos extracelulares de L. edodes,
tendo sido realizada uma diluicdo prévia da amostra no tampao de equilibrio, para
garantir que eram aplicados a cada resina 16 pg de B-D-glucanos. A adsorgdo dos
polissacaridos a matriz cromatografica foi promovida por incubacdo dos tubos
eppendorf & temperatura ambiente, durante 15 min, com agitagéo. Depois desta etapa,
recolheu-se, apos centrifugagdo, a primeira fraccdo da lavagem. Seguiu-se a adicao
de 500 pL de tampéo fosfatos 50 mM, 1 M NaCl e pH 8, agitacdo, centrifugacdo e
recolha da 22 fraccdo de lavagem. O procedimento foi repetido, de forma a serem
recolhidas mais 3 frac¢cbes de lavagem. De seguida, deu-se inicio a desadsorgédo dos
polissacaridos adsorvidos na matriz. Para tal, adicionaram-se 500 yL de tampao
fosfatos 50 mM, 1 M NacCl, 30 mM imidazole pH 8, agitaram-se e centrifugaram-se os
tubos, de modo a serem recolhidas as 4 primeiras fraccdes de eluicdo. Para finalizar a
desadsorcao, adicionaram-se 500 puL de tampéo fosfatos 50 mM, 1 M NaCl, 500 mM
imidazole e pH 8 e seguiu-se o procedimento ja descrito até se obterem as 3 Ultimas
fraccBes de eluicdo. Apbés doseamento de todas as fraccOes pelo método do corante
Congo Red (descrito em 2.4.6), foi seleccionada a resina com o metal imobilizado que
permitiu uma maior separacdo e recuperacdo dos polissacaridos. Essa resina foi
empacotada numa seringa até se obter aproximadamente 5 mL de resina sedimentada
e foi seguido um procedimento muito idéntico ao descrito para as resinas nos tubos
eppendorf.

Como descrito por Karmali, o primeiro passo para realizar uma cromatografia de
afinidade com metal imobilizado, consiste na preparagdo da fase estacionaria. Para
tal, fizeram-se passar pela coluna de IMAC aproximadamente 3 volumes de uma
solucdo de EDTA 50 mM, lavando-se posteriormente a coluna com 4gua desionizada,
para remover o EDTA remanescente. De seguida, fez-se passar pela coluna
aproximadamente 3 volumes de uma solugdo de sulfato de cobre 50 mM, lavando-se
depois com agua desionizada, para remover o sulfato de cobre em excesso. Por
ualtimo, a coluna foi equilibrada com aproximadamente 3 volumes de uma solucao de
tampéo fosfatos 50 mM, 1 M NaCl, pH 8 e o caudal foi regulado para 15 mL/h.
(Karmali, 2000)

Apbs o equilibrio da coluna, aplicaram-se 2,5 mL da amostra de polissacaridos
extracelulares extraidos de L. edodes cultivada em meio contendo borras de café,
diluida 1:2,6 no tampéao de equilibrio, aplicando na coluna aproximadamente 100 ug
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de B-D-glucanos. A aplicacdo da amostra na coluna foi realizada com o caudal
previamente estabelecido de 15 mL/h e a recolha das fraccbes cromatograficas foi
iniciada de imediato. A fase de lavagem prosseguiu com um caudal de 40 mL/h e até
ter sido passado pela coluna um volume equivalente a 2 volumes da fase estacionaria.
A etapa de desadsorcao dos polissacaridos adsorvidos na fase anterior foi realizada
utilizando um gradiente de 0-50 mM de imidazole. Para o efeito, utilizou-se um sistema
de vasos comunicantes, tendo-se pipetado para um dos vasos 15 mL de solucdo de
tampéo fosfatos 50 mM, 1 M NaCl, pH 8 e para o outro vaso igual volume da mesma
solucdo tampdo mas contendo 50 mM imidazole. De seguida, passou-se na coluna
solugdo de tampéo fosfatos 50 mM, 1 M NaCl, 50 mM imidazole, pH 8, num volume
correspondente a 2 volumes da fase estacionaria. Por ultimo, para garantir a eluicdo
de todos os polissacaridos, foram recolhidas 8 frac¢cdes cromatogréaficas com solucdo
de tampéo fosfatos 50 mM, 1 M NaCl, 500 mM imidazole, pH 8.

2.4.5. Método Fenol-Acido Sulfarico

Para determinagdo dos polissacaridos totais utilizou-se o método fenol-acido
sulfarico no formato de microplaca de 96 pocos (Masuko et al., 2005), que permitiu o
doseamento simultdneo de varias amostras. Conforme descrito por Masuko e
colaboradores, pipetaram-se 50 pL de amostra a analisar para um po¢o de uma
microplaca NUNC 96. De seguida, adicionaram-se 150 yL de acido sulfdrico
concentrado e 30 pL de uma solucdo de fenol 5% (m/v). A placa foi incubada num
banho de 4gua a 90 °C, durante 5 min. Apés arrefecimento da mistura a temperatura
ambiente, obtiveram-se os valores de absorvancia a 490 nm num leitor de microplacas
(Bio-rad modelo 680). As amostras foram analisadas em triplicado e os ensaios em
branco foram realizados nas mesmas condi¢des, mas com 50 uL de agua desionizada
em substituicho do volume de amostra. Previamente, obteve-se uma curva de
calibracdo na gama de 0-1,5 g/L, tendo sido utilizada a glucose como padréo.

2.4.6. Método do corante Congo red

O método do corante Congo red foi utilizado para quantificagdo de B-glucanos com
estrutura em tripla hélice. Este método colorimétrico também foi realizado em
microplacas de 96 pocos, conforme descrito por Semedo e colaboradores (Semedo et
al., 2015b). Pipetaram-se 140 pL de amostra para um poc¢o de uma microplaca NUNC
96 e adicionaram-se 140 pL de uma solugdo de corante Congo red 0,017% (m/v) em
PBS 15 mM. A absorvéancia da mistura foi obtida hum leitor de microplacas (FLUOstar
OPTIMA-BMG Labtech), a 510 nm. As amostras foram analisadas em ftriplicado e
foram realizados ensaios em branco com a seguinte constituicdo: 140 uL de &gua
desionizada e igual volume de solugcéo de corante; e 140 pL de amostra e 140 pL de
PBS. Inicialmente, foi obtida uma curva de calibracdo, na gama de 0-0,6 pg/mL, tendo
sido utilizado como padrdo um B-D-glucano de cevada comercial, dissolvido em NaOH
e posteriormente neutralizado.
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2.4.7. Método do corante Alcian Blue

Os B-glucanos presentes nas diversas amostras também foram quantificados pelo
método do corante Alcian Blue, recentemente publicado (Semedo et al., 2015c). Num
poco de uma microplaca NUNC 96, misturaram-se 100 uL de amostra e 100 pL da
solucdo do corante Alcian blue 0,017% (m/v) em acido acético a 2% (v/v) e pH 3. A
absorvéancia da mistura foi obtida num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA-BMG
Labtech), a 620 nm. As amostras foram analisadas em triplicado e os ensaios em
branco foram realizados nas mesmas condicdes, mas com 100 puL de agua
desionizada em substituicdo da amostra. As absorvancias das amostras foram
subtraidas as absorvancias dos respectivos ensaios em branco. A curva de calibragéo
foi obtida para solu¢des de 0-0,4 pg/mL de um $-1,3-D-glucano comercial de Euglena
gracilis, dissolvido em NaOH e posteriormente neutralizado.

2.4.8. Fluorescéncia

Para os ensaios de fluorescéncia medida em estado estacionario e resolvida no
tempo, pipetaram-se 100 yuL de amostra para um poc¢o de uma microplaca NUNC 96.
As amostras estudadas foram de polissacaridos extracelulares extraidos de cultura L.
edodes e também o B-D-glucano comercial de cevada, para efeitos comparativos. As
amostras foram analisadas em triplicado e para cada microplaca foram realizados
ensaios em branco constituidos unicamente por dgua desionizada. A fluorescéncia foi
obtida num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA-BMG Labtec), tendo sido
utilizados filtros de excitag@o correspondentes aos comprimentos de onda de 380, 400,
420, 430, 485 ou 510 nm e filtros de emissao correspondentes a 480, 528, 542, 550 ou
620 nm. A fluorescéncia resolvida no tempo foi obtida nas condi¢bes acima descritas e
com um tempo de integracéo da leitura de 12-1500 ps.

As amostras foram também analisadas num espetrofluorimetro (JASCO JP-8300),
em cuvetes de quartzo com 1 cm de percurso Optico, tendo sido utilizado o software
Spectra Manager para aquisicdo e tratamento dos espectros. Para obtencdo dos
espectros de fluorescéncia foram definidos os seguintes parametros: comprimento de
onda de excitacdo de 250-735 nm; comprimento de onda de emissédo de 260-750 nm;
larguras das fendas de excitacdo e de emissdo de 5nm; incrementos nos
comprimentos de onda na excitagdo de 5 nm; incrementos nos comprimentos de onda
de emisséo de 0,5 nm.; e velocidade de varrimento de 10.000 nm/min.

2.4.9. Fosforescéncia

A fosforescéncia das amostras de polissacéridos extracelulares extraidos de L.
edodes e do B-D-glucano comercial de cevada foi analisada num espetrofluorimetro
(JASCO JP-8300), em cuvetes de quartzo com 1 cm de percurso Optico, tendo sido
utilizado o software Spectra Manager para a aquisicdo e tratamento dos espectros.
Para a obtencdo dos espectros de fosforescéncia foram definidos os seguintes
parametros: comprimento de onda de emisséo de 210-750 nm; largura das fendas de
excitagdo e de emissdo de 5 nm; incrementos nos comprimentos de onda na excitagédo
de 10, 20 e 30 nm; incrementos nos comprimentos de onda de emisséao de 0,5 nm; e
tempo de integracdo de 65 ms. A fosforescéncia resolvida no tempo das amostras foi
investigada com comprimentos de onda de excitacdo 280-540 nm, num intervalo de O-
75 ms e um At de 0,1 ms.
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2.4.10. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier

A andlise por FTIR permitiu caracterizar parcialmente os polissacaridos presentes
nas fraccoes obtidas no IMAC. Para tal secaram-se previamente as amostras e
obtiveram-se os espectros num espectrometro Bruker Tensor 27 em pastilhas de KBr,
com uma resolucdo de 4 cm?, 64 varrimentos, e na gama de 500-4000 cm®. O
software utilizado para aquisi¢cao e tratamento dos espectros foi o OPUS 5.5.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Optimizacao das condi¢cdes de cultivo para a superproducao

de B-D-glucanos

Antes de se iniciar o cultivo em fermentacdo submersa, os basidiomicetos foram
inoculados em meio sdlido suplementado com diferentes residuos agro-industriais, de
acordo com o0s materiais e métodos. No entanto, devido ao elevado numero de
espécies fungicas e residuos agro-industriais disponiveis, ndo foi possivel testar todos
os residuos no cultivo de todas as espécies. Na Tabela 3, relacionaram-se as
diferentes espécies com os residuos utilizados e o tempo de cultivo necessério para a
obtencao de biomassa micelial na totalidade da superficie do meio sélido.

Tabela 3- Meios de cultura sdlidos, espécies fungicas que apresentaram crescimento e respectivos
tempos de cultivo

Tempo de cultivo (dias)

Residuos Casca  _ " Borra Casca Casca Casca Casca
i Aveia remoctina Cafe Banana Péra Abacaxi Manga
Espécies de
basidiomicetos
F. . 11 11 11 +60 11 28 28
fomentarius
G.
+60 56 9 12 12 12 12
applanatum
G.
37 11 11 11 11 14 14
carnosum
G.
lucidum 37 16 9 13 14 14 14
violeta
l. lacteus 5 5 13 13 13 9 13
L.
18 16 18 18 11 14 11
edodes
P. rufa 37 30 15 30 15 14 30
P.
. 50 18 18 18 +60 45 45
betulinus
P.
37 31 23 18 18 28 28
ostreatus

Apos andlise da Tabela 3 foram identificados os quatro residuos que originaram um
crescimento mais rapido das culturas. Esses residuos foram tremocilha, borra de café,
casca de banana e casca de aveia. Assim, as culturas, desenvolvidas nos meios
sélidos contendo estes residuos, foram inoculadas em meio liquido contendo o mesmo
residuo agro-industrial. Destes quatro residuos agro-industriais testados, a borra de
café foi o que permitiu obter concentracdes mais elevadas de B-D-glucanos. No
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decurso deste trabalho, detectou-se que os meios liquidos de cultura com os residuos
apresentavam coloracdo, o que interferia com o método do corante Congo Red. Por
essa razao, foi também subtraida a absorvancia da mistura do meio contendo o
residuo com igual volume da solucdo de corante. As Figuras 22 e 23 apresentam 0s
resultados obtidos em culturas em meio liquido contendo borra de café e tremocilha.

A 50

—@— Irpex lacteus (B. café)

—@— Lentinula edodes (B. café)

—&— Ganoderma applanatum (B. café)
—&— Piptoporus betulinus (B. café)

Concentragao de S-D-glucanos (mg/L)

Tempo de cultivo (dias)

(o8]

20

15 4

10 - —v¥— Phlebia rufa (Tremocilha)

Concentragédo de p-D-glucanos (mg/L)

Tempo de cultivo (dias)

Figura 22- Variacdo da concentracdo de B-D-glucanos extracelulares, em funcdo do tempo de
cultivo, nos sobrenadantes das culturas dos basidiomicetos cultivados em meio
contendo borra de café (A) e tremocilha (B). O método de doseamento utilizado foi o do
Congo red.

Através da andlise da Figura 22, pode-se observar que as espécies L. edodes e G.
applanatum séo as que apresentam melhores resultados quando cultivadas em meio
suplementado com borra de café, apesar de serem apresentados perfis distintos de
producdo dos B-D-glucanos ao longo do tempo de cultivo de cada espécie. A Unica
espécie que produziu B-D-glucanos, quando cultivada em meio suplementado com
tremocilha, foi a P. rufa. No entanto, as concentracdes de B-D-glucanos obtidas neste
meio sdo inferiores as obtidas a partir das culturas em meio com borra de café; razédo

32



Resultados e discusséo

pela qual se prosseguiu o trabalho com os meios suplementados com borra de café.
De referir também o0s erros consideraveis associados a algumas determinacdes, que
podem ter sido devido a dificuldade sentida na separacédo do sobrenadante da cultura
da borra de café, podendo esta ultima ter interferido no doseamento.
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Figura 23- Comparacdo da concentracdo de B-D-glucanos e polissacaridos extracelulares, em
funcdo do tempo de cultivo, no sobrenadante da cultura de Lentinula edodes no meio
contendo borra de café.

Na Figura 23, consegue-se observar que a relacdo entre a concentracdo de 3-D-
glucanos, determinada pelo método do corante Congo Red, ndo segue a mesma
variagdo ao longo do tempo de cultivo que a concentracdo de polissacéaridos totais,
obtida através do método do fenol-acido sulfurico. A concentragdo maxima de 3-D-
glucanos é alcancada ao 11° dia de cultivo, enquanto que os polissacéaridos totais
atingem o seu valor mais elevado no 14° dia, sugerindo que neste ultimo dia foram
produzidos muitos polissacéridos, que a serem p-D-glucanos sdo destituidos de
conformagdo em tripla hélice. A concentracdo de B-D-glucanos, determinada através
do método do corante Alcian Blue, apresenta um perfil ligeiramente semelhante ao
perfil obtido usando o corante Congo Red, contudo com valores inferiores e com uma
concentracdo méxima de B-D-glucanos ao 7° dia e ndo ao 11° dia de cultivo. Segundo
Semedo e colaboradores, o método colorimétrico do Congo Red doseia B-D-glucanos
com estrutura em tripla hélice, e segundo os mesmos autores 0 método do corante
Alcian Blue é mais sensivel e quantifica B-D-glucanos, independentemente da
conformacédo apresentada (Semedo et al., 2015b; Semedo et al., 2015c). No presente
estudo, as concentracbes obtidas pelo método do corante Alcian Blue para o
sobrenadante de Lentinula edodes s@o surpreendentemente inferiores as obtidas pelo
Congo Red. Nos estudos sobre B-D-glucanos intracelulares de basidiomicetos, as
concentracdes reportadas usando o corante Alcian Blue sdo apenas para algumas
amostras inferiores as obtidas com o corante Congo Red. Estes resultados podem
indiciar que, nessas amostras das extracgbes intracelulares, bem como no
sobrenadante de P. rufa analisado neste trabalho, a concentracdo de B-D-glucanos
acidicos, sulfatados ou neutros € baixa, uma vez que o corante Alcian Blue liga-se a
este tipo de compostos. (Semedo et al., 2015b; Semedo et al., 2015c)
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Ao mesmo tempo que se determinaram os fS-D-glucanos e polissacaridos
extracelulares, foram também realizadas extraccbes dos polissacaridos a partir da
biomassa de forma a concluir se os 3-D-glucanos se acumulam em concentracfes
mais elevadas no exterior ou no interior das células. A Tabela 4 apresenta a
comparagdo das concentragbes de B-D-glucanos extra e intracelulares produzidos
pelas trés espécies de basidiomicetos que permitiram obter os melhores resultados,
indicando que as concentracdes de B-glucanos sdo superiores no meio extracelular do
gue intracelularmente.

Tabela 4- Concentragdes dos B-glucanos extra e intracelulares, determinadas pelo método do
corante Congo red

Concentracdo de B-glucanos (mg/L)

Residuo
Espécie agro- 5
P _adro” Meio de 8 S Frgcgao Fraccéo Fraccéo
industrial S LL agua
cultura O @ KOH HCL
8 S guente
L&
Casca 0 0 0 0 0
Banana
G.
applanatum
Borra Café 2,96x101+ 0 8,04x101+ 1,38+ 3,16%
5,79x101 2,57x101 2,82x101 5,19x101
Casca 1,83x101+ 4,16+
G Banana 0 0 1.24x102 1,69x101 9,76+ 1,88
carnosum 1,57+ 1,03x10 1,83x101+
Borra Café 426£191 O 1,31x102 8.64 1,27
Casca 0 0 0 3,46+ 7,56+
Banana 4,02x102 5,19x101
L. edodes
Borra Café 3,85x101+ 0 9,14x101+ 1,48x101+ 1,56+
4,41 2,99x103 2,97 1,96x101

Comparando os resultados da Tabela 4 com as concentragbes de B-glucanos
publicadas e determinadas ap0s extrac¢bes que foram realizadas segundo o
procedimento seguido neste trabalho, a partir de corpos frutificantes ou de micélio
fermentado, verifica-se que também que os resultados obtidos sdo semelhantes aos
publicados por Semedo e colaboradores. Estes autores reportaram a producdo de -
D-glucanos no micélio de G. carnosum cultivado em meio suplementado com casca de
laranja e nos corpos frutificantes de L. edodes (Semedo et al., 2015b). Como os
valores apresentados nesse trabalho se encontram em mg/g de biomassa, foi
necessario a conversao dos resultados obtidos no presente estudo para essas
unidades. Nos meios com borra de café, obtiveram-se as seguintes concentragfes de
B-D-glucanos: 38,2 e 43,6 mg/ g de biomassa para o G. carnosum e L. edodes,
respectivamente, na fraccdo de agua quente; 222,8 e 311,3 mg/g de biomassa para o
G. carnosum e L. edodes, respectivamente, na fraccdo de KOH; e 13,7mg/g de
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biomassa para o G. carnosum na fraccdo de HCI, ndo tendo sido detectados (-D-
glucanos nesta fraccéo para a L. edodes.

Tendo em vista a superproducdo de pB-D-glucanos extracelulares, a partir da
fermentacdo submersa dos basidiomicetos, desenvolveu-se um estudo sistemético
para andlise dos diferentes factores que afectavam a producdo desses compostos
(Tabela 5). O planeamento experimental foi conduzido segundo um design factorial
completo 23, num total de oito ensaios em duplicado. Apés a realizacdo dos ensaios
experimentais, foi avaliada a significAncia estatistica, o efeito de cada variavel e a
interaccao multivaridvel na concentracéo de 8-D-glucanos (Tabela 6).

Tabela 5- Niveis factoriais para o design completo 23, sendo o nivel superior (+) e o inferior (-)

Factores Niveis
Espécie de | L. edodes +
basidiomiceto | G. applanatum -
Concentragéo de | 400 g/L +
residuo } 40 g/L -
. 7 dias +
Tempo de cultivo | 3 dias i

Tabela 6- Anélise estatistica de varidncia (ANOVA) para o modelo proposto de produgéo de B8 D-
glucanos.

Valor de
Fonte Soma dos Grau de Médiados  Estatistica prova
guadrados liberdade quadrados f (f-value) (p-value
prob>f)
Modelo 3,87x104 7 5,53x103 1,34x104 <0,0001
A- Espécie 1,13x104 1 1,13x104 2,74x10% <0,0001
B- Concentragéo a A a
do residuo 1,10x10 1 1,10x10 2,66x10 <0,0001
C- ~Tempo de | 4 402 1 1,41x102 3,41x10? <0,0001
cultivo
AB 1,30x10% 1 1,30x104 3,16x104 <0,0001
AC 2,56x10?! 1 2,56x10? 6,21x10! <0,0001
BC 4,40x10?! 1 4,40x10?! 1,07x10? <0,0001
ABC 3,23x108 1 3,23x108 7,83x108 <0,0001
Residual 3,30 8 4,10x10*
Total corrigido 3,87x104 15

R?=0,9999; CV= 1,62 %; adequate precision= 310,74; contribuicdo de A= 29,17 %;
contribuicao de B= 28,31 %; e contribuicao de C= 0,36 %

Os dados na Tabela 6 resumem a analise estatistica de variancia (ANOVA) e o F-
value de 1,34x10* indica que o modelo é significativo e que s6 existe 0,01% de
probabilidade de um F-value destes ocorrer por ruido. O coeficiente de determinagéo
R? = 0,9999 indica que existe uma correlacdo estatistica entre a resposta e as
variaveis consideradas e que apenas 0,01 % da variacao total ndo é explicada pelo
modelo. A andlise estatistica mostra que os factores significantes para a producédo de
B-D-glucanos sdo todos os que foram considerados: a espécie de basidiomiceto
(variavel A), a concentragdo de residuo agro-industrial (variavel B), o tempo de cultivo
(variavel C) e as interacc¢des entre as variaveis AB, AC, BC e ABC. No entanto, a

espécie de basidiomiceto, a concentracdo de residuo e a interac¢cdo entre a espécie e
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0 residuo agro-industrial sdo as exercem maior efeito. Foi ainda obtida a seguinte
equacdo empirica, que possibilitou estimar a concentracdo de §-D-glucanos:

y = 39,77-26,57xA+26,18xB-2,97xC-28,53xAB+1,27xXAC-1,66xBC+14,21xABC

sendo: y a concentracdo de 3-D-glucanos, A a espécie de basidiomiceto, B a
concentracao de residuo agro-industrial e C o tempo de cultivo. Esta equacao permitiu
obter os graficos de superficie representados nas Figuras 24 e 25.

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

e
@ vesign points above
o Jn points below

sign
141,16
0

X1 = B: Conc. Residuo
X2 = C: Tempo de Cultivo

predicted value
predi i valt

Actual Factor
A: Espécie = G. applanatum

Concentracéo de B-D-glucanos (mg/L)

C: Tempo de Cultivo (dias) 013 B: Conc. Residuo (g/mL)

3%0,04

Figura 24- Representacdo tridimensional da interac¢cdo do tempo de cultivo e da concentragdo de
borra de café na concentracdo de B-D-glucanos extracelulares produzidos por G.
applanatum
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370,04

Figura 25- Representacéo tridimensional da interac¢cdo do tempo de cultivo e da concentracdo de
borra de café na concentragdo de B-D-glucanos extracelulares produzidos por L.
edodes
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As representacBes das Figuras 24 e 25 reflectem o efeito que os factores
optimizados exercem na producédo de 8-D-glucanos durante a fermentacao.

A cultura de L. edodes em meio com 400 g/L de borra de café foi a que permitiu
obter o valor mais elevado de concentracdo de B-glucanos extracelulares
(141,16 mg/L), ao 3° dia de fermentacdo, como tal foi a cultura seleccionada para os
estudos seguintes.

3.2.Fluorescéncia

Atendendo a falta de publica¢des sobre fluorescéncia de polissacaridos, isolados de
basidiomicetos, sem o recurso a fluorocromos extrinsecos, decidiu-se investigar a
fluorescéncia intrinseca dos compostos produzidos.

Para tal, inicialmente foi avaliada a sensibilidade ou ganho (gain) do leitor de
microplacas. Nestes ensaios, utilizou-se uma amostra de polissacéaridos extracelulares
extraidos de cultura de L. edodes cultivada em 400 g/L de borra de café, seguindo-se
o procedimento descrito na seccao dos Materiais e Métodos. O ganho do equipamento
foi analisado entre os 1800 e 2200 e os resultados encontram-se representados na
Figura 26.
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Figura 26- Correlac&o da intensidade de fluorescéncia dos polissacaridos extracelulares de L.
edodes com o comprimento de onda de emissédo resultante da alteragdo do ganho
obtida no leitor de microplacas. O comprimento de onda de excitagéo foi de 420 nm.

Nesta figura, pode-se observar um aumento da intensidade de fluorescéncia com o
aumento da sensibilidade, sendo que a sensibilidade que permitiu obter valores mais
elevados de intensidade de fluorescéncia foi a de 2200, pelo que foi seleccionada para
0S ensaios seguintes.

Posteriormente, foram analisadas amostras de polissacaridos extracelulares,
previamente extraidos de L. edodes e para efeitos comparativos foi também analisado
0 B-D-glucano de cevada, de origem comercial. Os resultados de fluorescéncia destas
amostras encontram-se representados nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27- Intensidade de fluorescéncia dos polissacaridos extracelulares de L. edodes. Os

resultados foram obtidos num leitor de microplacas, a diferentes Aexc € com os filtros
de emissdo de 480, 528, 542, 550 e 620 nm instalados.
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Figura 28- Intensidade de fluorescéncia do B-D-glucano comercial de cevada. Os resultados foram
obtidos num leitor de microplacas, a diferentes Aexc € com os filtros de emissao de 480,
528, 542, 550 e 620 nm instalados.

Através da andlise destas figuras, verifica-se um maximo de emissédo fluorescente
da amostra de polissacaridos extracelulares extraidos de L. edodes a 528 nm com
excitacdo a 420 nm. Enquanto que o B-D-glucano de cevada apresenta ap0s excitacdo
a 420 nm um méaximo de emissdo a 550 nm. Esta diferenca de emissdo das duas
amostras analisadas, pode ser explicada pelo facto dos -glucanos presentes em cada
uma das amostras serem distintos, o que se traduz em intensidades maximas de
emissdo detectadas a comprimentos de onda diferentes quando excitadas a igual
comprimento de onda.
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Estudou-se também num leitor de microplacas, a fluorescéncia resolvida no tempo
dos polissacéridos extracelulares extraidos de L. edodes e do S-glucano de cevada. O
tempo de integracao de leitura foi variado, conforme a representacéo da Figura 29.

8000
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—A— 12-1500 pus

Intensidade de fluorescéncia
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480 500 520 540 560 580 600 620
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Figura 29- Correlacdo da intensidade de fluorescéncia e o comprimento de onda de emisséo
resultante da alteragcdo do intervalo do tempo de integracdo, obtida no leitor de
microplacas, (Aexc = 420 nm).

Como se pode observar na figura anterior, a intensidade de fluorescéncia maxima
de emissdo mantém-se a 528 nm, como verificado anteriormente, e também ndo h&
diferencas significativas na intensidade de fluorescéncia com a alteragdo do intervalo
de integracdo. Como ndo se verificam quaisquer diferencas entre os resultados
obtidos por este método com os da medicao da intensidade de fluorescéncia directa,
pelo que nédo se utilizou mais este método nas determinagdes posteriores.

Adicionalmente, estas amostras foram analisadas por espectroscopia de
fluorescéncia sincrona, num espectrofluorimetro. Os espectros de fluorescéncia
sincrona (espectros 3D) obtidos relacionam comprimentos de onda de emissédo, de
excitacdo e intensidade de fluorescéncia (Figuras 30 e 31). As figuras seguintes
incluem também os espectros dos respectivos ensaios em branco, por nao ter sido
possivel obter os espectros 3D corrigidos.
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Figura 30- Espectros de fluorescéncia 3D de polissacéaridos extracelulares extraidos de L. edodes
(A e B) e do tampéo fosfatos 50 mM, 1 M NacCl, pH 8 (C e D), variando o comprimento de
onda de excitacdo entre 250-735 nm e o comprimento de onda de emisséo entre 260-
750 nm.
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Figura 31- Espectros de fluorescéncia 3D de B-D-glucano comercial de cevada (A e B) e agua
desionizada (C e D), variando o comprimento de onda de excitagdo entre 250-735 nm e
o comprimento de onda de emisséo entre 260-750 nm.
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Numa primeira andlise, observa-se que o tampdo fosfatos n&o interfere
significativamente no espectro dos polissacaridos de L. edodes, pelo facto da solucdo
tampao exibir emissdo a comprimentos de onda diferentes dos polissacéaridos. No que
respeita ao espectro do 3-D-glucano de cevada, a emissao a 300 nm e a 420 nm, com
excitacdo entre 290 e 380 nm, parece estar claramente afectada pela presenca da
agua.

Tendo em vista, a comparacdo dos resultados de fluorescéncia adquiridos no leitor
de microplacas com os do espectrofluorimetro, a partir dos espectros anteriores
extrairam-se 0s espectros sincronos, com Ax = 90 nm, AL = 128 nm e AL = 130 nm
(Figura 32 e 33)
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Figura 32- Representacéo por contorno (A) e espectros sincronos com AA = 128 nm (B) e AA = 90
nm (C) de polissacaridos de polissacaridos extracelulares extraidos de L. edodes.
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Figura 33- Representagdo por contorno (A) e espectro sincrono com AA = 130 nm (B) de B-D-
glucano de cevada.

No espectro da Figura 32B, consegue-se observar um maximo de intensidade de
fluorescéncia ao comprimento de onda de emissao de 528 nm. Como o0 AA de 128 nm,
correspondente a esse espectro, indica que num comprimento de onda de 528 nm a
excitacao é realizada a 400 nm, estes resultados estdo de acordo com 0s obtidos no
leitor de microplacas para os polissacaridos de L. edodes.

Posteriormente, modificou-se o AN do espectro da amostra até se obter o espectro
com o valor mais elevado de intensidade de fluorescéncia, tendo sido verificado com
um AA de 90 nm (Figura 32C). Neste espectro, observa-se um maximo de intensidade
de fluorescéncia ao comprimento de onda de emissdo de 490 nm, correspondendo a
uma excitacdo de 400 nm, o que sugere que a emissao maxima de fluorescéncia com
excitacdo a 400 nm devia ter sido detectada no leitor de microplacas a 480 nm.

Ao analisar o espectro da Figura 33B entre 470-630 nm de emissdo observa-se um
maximo de intensidade de fluorescéncia a 550 nm, o que corresponde a um
comprimento de onda de excitacdo de 420 nm, e que confirma os resultados no leitor
de microplacas. Contudo, quando se analisa o espectro na sua globalidade, o maximo
de emissao verifica-se a 425 nm, que corresponde a uma excitagdo a 295 nm. Pelo
facto de ndo existirem no laboratorio os filtros correspondentes a esses comprimentos
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de onda, ndo foi possivel comparar estes resultados com os obtidos no leitor de
microplacas.

De seguida, foi estudada a dependéncia da fluorescéncia em funcdo da
concentracdo de B-glucanos presentes na amostra. Devido a quantidade limitada de
polissacéaridos extracelulares de L. edodes obtida a partir das fermentacdes realizadas,
optou-se por realizar este estudo com as amostras das fraccbes de KOH, extraidas
dos corpos frutificantes A. blazei, C. versicolor, |. obliquus e L. edodes. As fraccbes de
KOH foram as seleccionadas para estes ensaios por serem as que exibiam
concentracdes de polissacéridos mais elevadas em relacdo as restantes fracgoes.
(Semedo et al. 2015b).

A Figura 34 ilustra a dependéncia linear da intensidade de fluorescéncia em relagéo
a concentracao de B-D-glucano na fraccdo KOH de L. edodes.

25000 0,8
. y=2,32*10%*x+0,326
© R2=1
5 20000
®© [ 06
= y=82,32*x+3551,36 £
& 15000 - R2=0,900 o B Emiss30 a 480 nm
o o ¢ Emissdo a 528 nm
3 04 & A Emissdo a 542 nm
BN <
S 10000 y=40,10*x+1472,07 .
° R2=0,913
o
2 L 0,2
& 5000
=
y=20,90*x+770,79
R2=0,897
0 T T T T T T 0,0
40 60 80 100 120 140 160

Concentragdo de S-D-glucanos (mg/L)

Figura 34- Efeito da concentracdo dos B-D-glucanos da fraccdo de KOH de L. edodes na
intensidade de fluorescéncia, obtida a diferentes comprimentos de onda, num leitor de
microplacas (Aexc = 420 nm).

Na Figura 34, pode-se observar um aumento da intensidade de fluorescéncia com o
aumento da concentracdo de B-glucanos, indicando assim que neste caso a
intensidade de fluorescéncia € dependente da concentracdo dos [-glucanos. Na
mesma figura, esta também representada a variacdo da absorvancia a 510 nm, obtida
pelo método do corante Congo red, com a concentracao de B-glucanos para se
comparar a linearidade dos ensaios.

Os ensaios de emissdo a 480 nm sao 0s que permitiram obter maior linearidade da
intensidade de fluorescéncia com a concentracdo de B-D-glucanos de L. edodes e os
ensaios de emissdo a 528 nm sdo 0s que resultaram num maior declive da recta
ajustada, portanto numa maior sensibilidade para a deteccdo dos -D-glucanos.

Para as amostras de A. blazei, C. versicolor e I. obliquus ndo se verificou um
aumento da intensidade de fluorescéncia com a concentracdo de -glucanos, o que
indicia que nao existem polissacaridos com fluorescéncia presentes na fraccao
estudada. Esses polissacaridos podem eventualmente existir noutras fracgbes da
extraccdo intracelular e/ou do meio extracelular, ou ndo serem de todo produzidos
pelas espécies fungicas em andlise.
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3.3. Fosforescéncia

Como ndo sdo conhecidos estudos de fosforescéncia de polissacéridos, sem
recurso a corantes fosforescentes, analisou-se também a fosforescéncia das amostras
anteriormente estudadas por fluorescéncia. As Figuras 35 e 36 apresentam 0s
espectros de fosforescéncia dos polissacéaridos extracelulares extraidos de L. edodes,
cultivada por fermentacdo submersa com uma concentracdo de 400 g/L de borra de
café, e do B-D-glucano de cevada, de origem comercial.
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Figura 35- Espectro de fosforescéncia de polissacaridos extracelulares extraidos de L. edodes
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Figura 36- Espectro de fosforescéncia de B-glucanos de cevada (AA= 20 nm).

Como se pode observar, ambas as amostras emitem fosforescéncia. O espectro
dos polissacaridos precipitados de L. edodes apresenta intensidades maximas de
fosforescéncia proximas de 400 nm e de 518 nm, enquanto que o espectro do 3-D-
glucano de cevada exibe uma intensidade maxima a 284 nm.
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Foi também realizada a medicdo da fosforescéncia resolvida no tempo (Figuras 37
e 38).
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Figura 37- Curva de decaimento de fosforescéncia de polissacaridos extracelulares extraidos de L.
edodes (Aexc = 485 nm).
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Figura 38- Curva de decaimento de fosforescéncia de pB-glucano comercial de cevada
(Xexc: 490 nm).

Verifica-se que as curvas de decaimento de fosforescéncia dos polissacaridos
extracelulares de L. edodes e do B-D-glucano comercial de cevada sdo semelhantes,
diferindo apenas nas intensidades de fosforescéncia.
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3.4.Cromatografia de Afinidade com Metal Imobilizado

Numa primeira fase foram testadas diversas resinas cromatogréaficas com diferentes
metais de transicdo imobilizados, a pH 8, tendo sido obtidos os resultados
apresentados na Tabela 7. O comportamento cromatografico dos B-D-glucanos
extracelulares extraidos de L. edodes, cultivada em meio suplementado com 400 g/L
de borras de café, demonstra que a adsorcdo desses -D-glucanos as colunas de
IMAC é afectada por diversos factores tais como: o tamanho do bragco espacador, o
ligando e o metal.

Tabela 7- Comportamento cromatografico em quelatos de metal imobilizado dos B-D-glucanos
extracelulares extraidos de L. edodes, cultivada em meio contendo borras de café.

Fase estacionaria pHda  Cu(l)-  Ni(i)-  Co(l)-  Zn(ll)-

coluna IDA IDA IDA IDA
Sepharose 6B- EDB (R1) 8 * - - +
Sepharose 6B- EPI (R2) 8 - - - +
Sepharose 4B- EDB (R3) 8 +/- - - *
Sepharose 4B- EPI (R4) 8 + * - +

Fase estacionaria pHda  Cu(ll)-  Ni(l)- — zn(ll)- — Co(ll)-

coluna NTA NTA NTA NTA
Sepharose 6B- EDB (R5) 8 -
Sepharose 6B- EPI (R6) 8 +

(+) representa adsor¢do dos B-D-glucanos na resina,;

(%) representa adsorcéo parcial dos 8-D-glucanos na resina;

(-) representa a ndo adsor¢do dos B-D-glucanos na resina, uma vez que a massa total de B-D-
glucanos foi recuperada nas quatro frac¢des de lavagem.

O sombreado indica que o metal ndo ficou imobilizado na fase estacionaria.

Os f-D-glucanos foram determinados pelo método do corante Congo red e as corridas
cromatograficas foram conduzidas de acordo com o descrito nos Materiais e Métodos.

Até a data, nao sdo conhecidos estudos que reportem o uso de metais de transi¢éo
nem destas fases estaciondrias para o fraccionamento de polissacaridos, apenas se
tem conhecimento do uso recente de colunas de IMAC com ides lantanideos
imobilizados (Schemeth et al., 2013).

Os bragos espacadores longos, como o éter diglicidil butan-1,4-diol (EDB)
aumentam a adsorcdo de anticorpos monoclonais bem como de proteinas
contaminantes (Martins et al., 2006). No caso dos B-D-glucanos e com Cu(ll)
imobilizado na matriz, também se verifica uma adsor¢do mais elevada em R1
comparativamente com R2 que tem um braco espacador de epicloridrina, portanto
mais curto. No entanto, obtém-se um resultado contrario quando se compara R3 com
R4; e R5 com R6. Neste estudo, foram analisados dois ligandos, um tridentado, o IDA
e outro tetradentado, o NTA. Segundo Gaberc-Poreka e colaboradores, o IDA é o
agente quelante mais utilizado em IMAC e o NTA, que tem maior afinidade para os
metais, apresenta menor capacidade de liga¢do das proteinas, devido a perda de um
centro de coordenacdo. De acordo com a Tabela 6, surpreendentemente néo foi
possivel imobilizar na fase estacionaria os metais Ni(ll), Zn(Ill) e Co (II) quando se
utilizou o NTA como ligando (Gaberc-Porekar et al., 2001).
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Através da andlise da mesma tabela, pode-se observar que 0s metais que
adsorvem melhor os polissacaridos sdo Cu?>Zn?>Ni**>Co?*, o que ndo é
concordante com o reportado para a adsorcao de proteinas, quando o ligando usado é
o IDA (Gaberc-Porekar et al., 2001).

Os B-D-glucanos de L. edodes demonstraram adsorcdo a fase estacionaria
Sepharose 4B-EPI-Cu?* (pH 8). Quando foi utilizada esta fase estacionaria com Cu (Il)
imobilizado, ndo foram detectados -D-glucanos nas fraccfes da lavagem, contudo sé
foram recuperados nas frac¢des da eluicdo aproximadamente 60% dos B-D-glucanos
inicialmente aplicados. Para o IMAC em coluna, seleccionou-se entdo a resina R3 de
Sepharose 4B-EDB-IDA com Cu(ll) imobilizado, por ser das fases estacionérias
testadas, a que permitiu uma recuperacdo total dos B-D-glucanos, apesar da sua
adsorcao parcial.

A resina seleccionada foi empacotada numa coluna e ap6s imobilizacdo do metal
Cu(ll) e equilibrio, os B-D-glucanos extracelulares de L. edodes foram fraccionados,
como descrito nos Materiais e Métodos. Durante a corrida cromatografica foram
recolhidas frac¢des de 2 mL, que foram analisadas pelo método do corante Congo red,
por fluorescéncia e absorvancia a 280 nm. As Figuras 39 e 40 apresentam os perfis
cromatograficos obtidos.
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Figura 39- Perfil cromatografico de polissacéridos extracelulares extraidos de L. edodes. Os
polissacéridos foram aplicados & coluna empacotada com Sepharose 4B-EDB-Cu(ll) a
pH 8 e foram eluidos com um gradiente linear de imidazole de 0-50 mM, seguido de
50 mM e 500 mM de imidazole, no sistema tampé&o descrito nos Materiais e Métodos. As
fraccdes cromatograficas foram analisadas por fluorescéncia e a concentracdo de B-D-
glucanos foi determinada pelo método do corante Congo red.
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Figura 40- Perfil cromatografico de polissacéridos extracelulares extraidos de L. edodes. Os
polissacéaridos foram aplicados a coluna empacotada com Sepharose 4B-EDB-Cu(ll) a
pH 8 e foram eluidos com um gradiente linear de imidazole de 0-50 mM, seguido de
50 mM e 500 mM de imidazole, no sistema tampé&o descrito nos Materiais e Métodos. As
fraccdes cromatograficas foram analisadas pelo método do corante Congo red e a
presenca de proteinas foi avaliada pela Abs 280nm.

Através da andlise de ambos os cromatogramas, consegue-se observar que os (-
D-glucanos foram detectados tanto nas fraccbes de lavagem como nas fracgbes de
eluicdo, o que estd de acordo com os resultados do comportamento cromatografico
discutidos anteriormente. Verifica-se também que o gradiente de imidazole de O-
50 mM foi suficiente para eluir os B-D-glucanos adsorvidos. Desta forma, e devido a
existéncia de dois picos bem separados, parece ser possivel fraccionar 8-D-glucanos
por IMAC com Cu(ll) imobilizado. De referir, que as frac¢fes referentes aos dois picos
considerados apresentam absorvancia a 280 nm, indicando a presenca de proteinas e
gue sugere que esses f-D-glucanos estdo na forma de complexos proteina-
polissacaridos ou na presenca de proteinas livres contaminantes.

Numa analise mais detalhada do cromatograma da Figura 39, pode-se observar um
perfil da intensidade de fluorescéncia a 528 nm diferente do da massa de B-D-
glucanos. A intensidade de fluorescéncia a 528 nm é maior nas frac¢oes de lavagem,
enquanto que a massa de [B-D-glucanos é ligeiramente superior nas fraccbes de
eluicdo. Observa-se também emisséo fluorescente a 550 nm das frac¢fes do inicio do
gradiente de eluicdo, frac¢Bes essas que ndo apresentam S-D-glucanos. Uma possivel
explicacdo pode dever-se a eventual presenca de algumas proteinas contaminantes
gque emitam fortemente nesse comprimento de onda.

No cromatograma da Figura 40, a absorvancia a 280 nm apresenta um perfil
semelhante ao da massa de B-D-glucanos, reforcando a hipdtese da presenca de
complexos proteina-polissacarido.
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3.5.Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier

Ap6s a realizacdo da cromatografia de afinidade com Cu(ll) imobilizado dos
polissacaridos extracelulares de L. edodes, verificou-se a necessidade de
complementar a caracterizacdo de algumas fraccdes cromatogréficas por
espectroscopia de FTIR. Os espectros obtidos encontram-se na Figura 41.
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Figura 41- Espectros de FTIR das frac¢des seleccionadas do IMAC dos polissacaridos
extracelulares extraidos de L. edodes.

As fracgBes analisadas apresentam algumas bandas de absorcdo caracteristicas
dos polissacaridos. A banda forte a 3474 cm™ é devida a vibracdo de extensédo da
ligacdo O-H. Esta banda larga centrada préximo dos 3300 cm™ é particular dos
hidratos de carbono. Kozarski e colaboradores descreveram no espectro de
Ganoderma apllanatum uma banda larga a 3000-3500 cm™, relativa a vibracdo de
extensao O-H nas ligacdes de hidrogénio e a vibragdo de N-H (Kozarski et al., 2012).

Também sdo observadas nos espectros, uma banda a 1638 cm?, referente a
vibracdo de alongamento do grupo C=O da amida | e a banda a 1619 cm® de
deformacéo da ligacdo NH e da extensdo C-N da amida I, que sugerem a presenca
de proteinas. Destacam-se ainda as bandas de absor¢do caracteristicas da
deformacéo C-O-C (1180 cm), da vibracdo do C anomérico dos hidratos de carbono
(1080 cm?) e da conformacéo B dos hidratos de carbono (865 cm™), que evidenciam a
existéncia de B-D-glucanos em todas as fraccfes. Nos espectros da Figura 41, ndo se
observa a banda caracteristica das proteinas conjugadas com glucanos, préxima de
1250 cm?, sugerindo que as proteinas e os polissacaridos existentes nas fracgdes se
encontram na forma livre.

49



50



Conclus0es e perspectivas futuras

4. Conclusdes e perspectivas futuras

Este trabalho envolveu a optimizacdo de meios de cultivo, contendo residuos agro-
industriais, para maximizar a produtividade de p-glucanos intra e extracelulares de
basidiomicetos. A concentragdo de pf-glucanos mais elevada (141,16 mg/L),
determinada pelo método do corante Congo red, foi obtida apds extraccdo dos
polissacéaridos do caldo fermentativo da cultura de Lentinula edodes em meio contendo
400 g¢g/L de borra de café. Estes compostos foram detectados em maiores
concentracdes nas amostras precipitadas a partir do caldo fermentativo do que nas
amostras das extraccdes da biomassa micelial. Como trabalho futuro, sera de grande
interesse o cultivo de Lentinula edodes no meio contendo borra de café num sistema
controlado, como um fermentador de laboratério, para superproducédo de S-glucanos.

Tendo em vista a caracterizagdo estrutural dos f-glucanos produzidos, é de
extrema importancia desenvolver um esquema de purificagdo adequado para estes
compostos. Desta forma, neste trabalho, foi estudado o comportamento
cromatogréafico dos f-glucanos de L. edodes em quelatos de metais de transicdo
imobilizados. A cromatografia de afinidade com metal imobilizado é uma técnica
poderosa que apresenta diversas vantagens tais como baixo custo, facilidade de
regeneracdo e elevada estabilidade, pelo que tem sido vastamente utilizada para
purificacdo de proteinas, contudo € de todo o interesse alargar esta técnica
cromatogréafica também a purificagdo de pS-glucanos. A adsorgédo dos pg-glucanos as
matrizes de IMAC foi influenciada pelo tamanho do braco espagador, tipo de ligando e
metal. O perfil cromatografico desses compostos numa coluna de IMAC, empacotada
com Sepharose 4B-EDB-IDA- Cu?*, a pH 8, demonstrou que é possivel fraccionar os
f-glucanos extracelulares de Lentinula edodes. As fracgBes recolhidas foram
analisadas pelo método do corante Congo red, por espectroscopia de absor¢édo UV-
Vis, fluorescéncia e FTIR. No entanto, a caracterizacdo dos fS-glucanos fraccionados
devera ser complementada com estudos futuros por ELISA, HPLC, GC-MS e NMR.
Por dltimo, as propriedades de fluorescéncia e fosforescéncia dos p-glucanos
observadas neste trabalho devem também ser investigadas.
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