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Resumo

Exsudatos de plantas sdo materiais extraidos de forma sustentavel ¢ que possuem diversas aplica¢des potenciais, em func¢do
de sua composicdo em carboidratos complexos e outros componentes. Neste estudo, testou-se o polissacarideo do cajueiro-
do-cerrado (Anacardium othonianum Rizz. (PEJU) como fonte de carbono para Aspergillus niger, e depois a formacdo de
produtos a partir da reticulagdo do PEJU, utilizando epicloridrina e glutaraldeido. Os produtos obtidos da reticulagdo de polis-
sacarideos foram utilizados como suporte para o aprisionamento de 4. niger. O PEJU foi ofertado como unica fonte de carbo-
no para o cultivo de 4. niger por 96 h de cultivo. Quantidades variadas do polissacarideo foram testadas com glutaraldeido
para reticulacdo e o rendimento deste processo foi comparado aquele realizado com epicloridrina. Os hidrogéis obtidos a
partir da reticulacdo foram incubados com esporos de A. niger por 96 h. O meio de cultura, contendo PEJU como fonte de
carbono permitiu o aumento da biomassa de A. niger, sendo maior em condigdes de agitacdo. O rendimento do hidrogel por
glutaraldeido foi de 20,4% e por epicloridrina, 78,13 %. A biomassa de A. niger, apds o cultivo com a goma reticulada, au-
mentou em 2,1 g. O PEJU apresentou potencial para ser aplicado como fonte de carbono para o cultivo de células fingicas e
na forma reticulada, também pode ser aplicado como suporte para a imobilizagdo de 4. niger por aprisionamento.
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Abstract

Plant exudates are sustainably extracted materials that have several potential applications, due to their composition in com-
plex carbohydrates and other components. In this study, the polysaccharide from the cerrado cashew tree (Anacardium otho-
nianum Rizz. (PEJU)) was tested as a source of carbon for Aspergillus niger, and then the formation of products from the
cross-linking of PEJU, using epichlorohydrin and glutaraldehyde. The products obtained from polysaccharide crosslinking
were used as a support for trapping 4. niger. PEJU was offered as the only carbon source for the cultivation of A. niger for 96
h of cultivation. Varying amounts of the polysaccharide were tested with glutaraldehyde for crosslinking and the yield of this
process was compared to that performed with epichlorohydrin. The hydrogels obtained from crosslinking were incubated with
spores of A. niger for 96 h. The culture medium, containing PEJU as a carbon source, allowed an increase in the biomass of
A. niger, being greater under conditions of agitation. The yield of the hydrogel by glutaraldehyde was 20.4% and by epichlo-
rohydrin, 78.13%. The biomass of 4. niger, after cultivation with the reticulated gum, increased by 2.1 g. PEJU showed po-
tential to be applied as a carbon source for the cultivation of fungal cells and in the reticulated form, it can also be applied as a
support for the immobilization of A. niger by entrapment.
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curar doencgas de pele e o pedunculo carnoso, no
tratamento da sifilis. Assim também € a casca do
caule, utilizada como antidiarreico, como infusdo
ou decoccdo e as flores sdo expectorantes e usa-
das como infusdo (ASSIS et al., 2012).

O cajueiro-do-cerrado produz exsudato de
polissacarideo, que pode ser extraido de todas as
partes da planta (CORREA et al., 2008). As go-
mas sdo produzidas como mecanismo de defesa
das plantas ao estresse causado por injurias fisicas
ou ataques microbianos (PAULA; PAULA; FEI-
TOSA, 2018). A literatura cientifica tem descrito
0 uso da goma de Anacardiaceae em imobilizacao
de enzimas, fonte de carbono para microrganis-
mos, atividade antimicrobiana, tratamento de
efluentes e microencapsulagdo de 6leos essenciais
(SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2019; TOR-
QUATO; FERREIRA,; SA, 2004).

Os exsudatos de plantas apresentam ele-
vada solubilidade em agua e hidrofilicidade. No
entanto, é possivel alterar essas caracteristicas
combinando esses polissacarideos com outras
substancias a fim de ampliar sua possibilidade de
uso. A modificacdo quimica da goma pode ocor-
rer por meio da reticulacdo das cadeias de polis-
sacarideo, em que um reagente (denominado co-
mo reagente reticulante) introduz pontes intermo-
leculares e/ou ligagbes cruzadas entre
macromoléculas de polissacarideos (CRINI,
2005). Estudos de modificacdo quimica de gomas
por meio da reticulacdo das cadeias de polissaca-
rideo tém destacado o grande potencial desse pro-
cedimento no aprisionamento de drogas farma-
céuticas (FURTADO et al., 2013) e encapsula-
mento de O6leos essenciais (RIBEIRO et al.,
2015).

A producdo de exsudato por A. othonia-
num Rizz. ocorre em grande quantidade, quando
0 cortex € ferido, e poderia também ser uma fonte
de exsudato para modificacdo quimica, servindo
para o0 aprisionamento alguns compostos quimi-
cos ou microrganismos. Apesar disso, 0s estudos
existentes carecem de testes de reticulacdo do
polissacarideo de exsudato para essa espécie ar-
borea. Além disso, a degradagdo da goma reticu-
lada por microrganismos de quaisquer das espé-
cies de cajueiro ainda ndo é conhecida. Estudos
referem-se apenas a testes de degradacdo termal
(PAULA etal., 2011 e SILVA et al., 2006).

Neste estudo, a biomassa do fungo Asper-
gillus niger (Familia: Trichocomaceae, Filo As-
comycota) foi incubada com o polissacarideo
purificado da goma de A. othonianum Rizz. (PE-
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JU) e com o hidrogel, que foi obtido com a modi-
ficacdo quimica do PEJU por reacdo de reticula-
¢ao com glutaraldeido ou com epicloridrina. Sen-
do assim, foi testado o uso do PEJU como fonte
de carbono para A. niger, e apés a formacao do
hidrogel, foi avaliada a viabilidade de aprisiona-
mento da biomassa flngica neste suporte, 0 que
poderia servir como um sistema de produgéo en-
zimatica continua pelas hifas do fungo.

Material e Métodos
Obtencdo do isolado fungico Aspergillus niger

O isolado fungico utilizado nesta pesquisa
foi A. niger. Trata-se de um fungo filamentoso
que pertence a familia Trichocomaceae. Na natu-
reza, ¢ encontrado no solo, serapilheira e materi-
ais vegetais em decomposicdo (SCHUSTER et
al., 2002). O isolado utilizado nesta pesquisa,
provém da cole¢do de culturas de fungos do La-
boratdrio de Micologia Basica, Aplicada e Divul-
gacdo Cientifica (Fungilab) da Universidade
Estadual de Goids (UEG) — Campus Henrique
Santillo, Andpolis-GO. A reativacdo da cultura a
partir da cole¢do e a identificagdo taxondmica do
isolado fingico segue Gongalves et al. (2023).

Purificacdo da goma

A obtencdo da goma in natura de Anacar-
dium othonianum Rizz segue a metodologia de
obtencdo de goma a partir de Silva et al. (2017).
A goma foi triturada com auxilio de almofariz e
pistilo e, em seguida, tamisada e dissolvida em
agua destilada na proporg¢ao de 20% (p/v). A mis-
tura foi mantida em temperatura de 26 °C por 24
h para completa dissolugdo. A mistura obtida foi
filtrada em nylon (10 fios) e em seguida adicio-
nado etanol absoluto (a 4 °C), na propor¢ao de
1:3 (v/v). A suspensdo obtida foi mantida a 4 °C
por 24 h e, apds decantacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com etanol ab-
soluto e filtrado em nylon (10 fios). O precipitado
foi seco em silica e triturado para formar um po
fino.

Goma de cajueiro como fonte de carbono para
biomassa fungica

O polissacarideo PEJU foi ofertado como
fonte de carbono para o crescimento da biomassa
fungica de acordo com o método de Torquato et
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al. (2004). Foi preparado um meio de cultura
composto por polissacarideo purificado de caju
(40 g/L); (NH4),SO4 (1,0 g/L); NaH,PO4 (1,0
g/L); KCI (0,5 g/L) e pH ajustado para 5,0. Vinte
mililitros foram distribuidos em tubos de ensaio
20 x 200 mm e autoclavados em 121 °C por 15
min. As culturas foram transferidas de inclina¢des
de estoque e incubadas a 35 °C. O cultivo sob
agitacao (80 rpm) e temperatura a 30 °C também
foi testado. O meio inoculado foi observado du-
rante cinco dias para detec¢do visual de cresci-
mento micelial. Apds esse periodo, a biomassa foi
filtrada em papel filtro e seca em estufa de seca-
gem (Fanem, Estufa 515) a 50 °C até apresentar
peso constante € o seu peso foi mensurado em
balanca analitica (Shimadzu, ATX224). O contro-
le foi obtido sem a inocula¢do da biomassa fingi-
ca.

Reticulacdo do polissacarideo da goma com glu-
taraldeido

As condi¢des de reticulacdo por glutaral-
deido para A. othonianum Rizz. foram otimizadas
a partir de Silva et al. (2010), variando a concen-
tragdo de exsudato e adi¢do de etanol. O PEJU foi
diluido em 10 mL de dgua destilada nas concen-
tracdes de 0,2; 0,4; 0,8; 1,5 e 3 g. Em seguida, 1,5
mL de glutaraldeido a 25% (v/v) foi adicionado
na solugdo de PEJU e 4gua. A solugdo foi aqueci-
da a 65 °C e mantida sob agitagdo por 50 min.
Uma solu¢do de acido cloridrico a 3 mol/L foi
disposta em pogos de microplacas; 20 puL da solu-
cdo de PEJU e glutaraldeido foram adicionados
ao acido cloridrico e a reagao foi mantida em
temperatura ambiente por 24 h. Apds esse perio-
do, 120 puL de alcool absoluto foi adicionado para
a precipitagcdo do polissacarideo. Uma solugdo de
NaOH a 0,5 mol/L (40 pL) foi adicionada nas
microplacas para neutralizacdo do material pro-
duzido. A reticulagdo também foi testada sem
adi¢ao de 4cido cloridrico e comparada com a
formulagdo completa.

Reticulacdo do polissacarideo da goma com epi-
cloridrina

A modificag¢do do polissacarideo com epi-
cloridrina foi realizada de acordo com Silva et al.
(2006). Uma amostra de polissacarideo (1,0 g) foi
diluida em 1,2 mL de NaOH a 5 mol L' ¢ 4gua
destilada (0,7 a 2,4 mL) até formar uma pasta
homogénea. A epicloridrina (em um volume entre
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0,4 a 0,86 mL) foi adicionada a mistura e mantida
para homogeneizacdo. A mistura foi aquecida a
40 °C por 24 h, seguida por um segundo periodo
de aquecimento de 15 h a 70 °C. O produto reti-
culado foi lavado com agua destilada, dialisado e
seco.

O rendimento dos métodos de reticulacao
com glutaraldeido e epicloridrina foi calculado
pela utilizando a equagao:

Tgel 100

Mgoma

Rendimento =

Onde my ¢ a massa seca do produto reti-
culado e myoma € @ massa inicial do polissacarideo
(PEJU). O resultado ¢ dado em porcentagem
(SILVA et al., 20006).

Imobilizagdo por aprisionamento das células de
Aspergillus niger em hidrogeis de PEJU

Os polissacarideos reticulados (hidrogéis)
foram testados quanto a capacidade de serem de-
gradados pela biomassa de A. niger. Entdo, 0,5 g
do hidrogel e 50 mL de cultura de meio minimo
foram esterilizados em frascos Erlenmeyer de 250
mL a 121 °C em 1 atm por 15 min. Um litro de
meio minimo contétm 1,0 g KH,PO4 03 g
CaCl,.6H,O; 1,4 g (NH4)2SO4 03 g
MgS0,4.7H,0; 0,5% (p/v) de glicose e 0,25%
(p/v) de extrato de levedura. Uma concentragao
de 28,5.10° mL"' de esporos de A. niger foi inocu-
lada neste meio de cultura.

As culturas foram mantidas em incubado-
ra com agitacdo orbital com velocidade de 120
rpm (Novatecnica, modelo NT 715), mantidos a
uma temperatura constante de 30 °C por 96 h
(GONCALVES et al., 2023). Apos este periodo, a
biomassa foi filtrada em papel filtro Watman n°1
e seca em estufa a 50 °C até peso constante. A
diferenca de peso entre a biomassa antes e apds o
cultivo foi mensurada para célculo do consumo
do meio pelo micro-organismo.

Anadlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizan-
do o software GraphPad Prism 8.0.1. Os testes de
Shapiro-Wilk e Barttlet foram utilizados para
testar os pressupostos de normalidade e homos-
cedasticidade dos dados. A comparagdo entre as
médias das trés repeticdes do crescimento da bi-
omassa em meio contendo a goma como fonte de
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carbono foram realizadas usando ANOVA unidi-
recional e teste de Tukey, em um nivel de proba-
bilidade de 5% (p < 0.05). O teste de Shapiro-
Wilk foi utilizado para testar a distribui¢ao nor-
mal dos dados.

Resultados

Goma de cajueiro como recurso de carbono pa-
ra biomassa fungica

O polissacarideo purificado por precipita-
¢do etandlica teve rendimento de 35% em relagao
a goma bruta. O PEJU foi testado como fonte de
carbono para A. niger. A mudanca de coloracio
para preto, conforme observado na Figura 1, indi-
cou o crescimento da biomassa de A. niger, apos
24 h de incubacao. Em condi¢des de agitacao, A.
niger apresentou aumento médio de 1,46 g da
biomassa apo6s 120 h de cultivo. Porém, em con-
di¢des sem agitacdo (estaciondria), o aumento
médio da biomassa foi de 0,09 g, apés 120 h de
cultivo. As condi¢des de cultivo com agitagdo e
sem agitacdo foram significativamente diferentes,
de acordo com o teste de Tukey (p = 0,0024).
Também houve diferenga significativa entre as
condi¢des de agitacdo e o grupo controle (p =
0,0017). Nao houve diferenga significativa entre
as condigdes de cultivo estacionaria e controle (p
=0,91). Os dados atenderam aos pressupostos de
normalidade e homocedasticidade.

Figura 1. Crescimento de Aspergillus niger em goma puri-
ficada de Anacardium othonianum Rizz.

Reticulacdo da goma

Reticulagdo e degradagdo de PEJU

O PEJU foi reticulado com glutaraldeido,
formando um hidrogel com as concentracdes de
1,5 ¢ 3 g de PEJU em solu¢do aquosa. Na concen-
tragcdo de 1,5 g de exsudato, formou-se um produ-
to com didmetro médio de 0,2 mm. Utilizando-se
maior quantidade de exsudato ofertada (3 g), o
material reticulado apresentou um produto com
0,5 mm de diametro (Figura 2). Sem a adigao de
acido cloridrico, a reticulacdo do material nao foi
observada. O rendimento dos produtos de polis-
sacarideo reticulado foi calculado em relagdo a
concentracdo de PEJU utilizada para cada um dos
reagentes (glutaraldeido ou epicloridrina). Com
as concentragdes de PEJU de 1,5 e 3 g, o rendi-
mento do hidrogel composto por glutaraldeido foi
de 20,4%. O PEJU reticulado por epicloridrina (1
g) obteve o rendimento de 78,13 %.

g

Figura 2. Hidrogel obtido da reticulag@o de polissacarideo
de exsudato de Anacardium othonianum RIZZ. (PEJU)
reticulado com glutaraldeido, com PEJU nas concentra¢des
de 1,5 g (a) e 3,0 g (b) e comparagdo visual com epiclori-
drina (c).

Testes de degradacgdo do hidrogel por biomassa
fungica

Ap6s o periodo de 96 h de incubagdo do
isolado fingico com o hidrogel, houve visivel
crescimento da biomassa flingica na goma reticu-
lada por epicloridrina, por meio da mudanga da
coloragdo de dmbar para preta, indicando presen-
ca dos esporos de A. niger (Figura 3). O peso
seco da biomassa aumentou em ambas os hidro-
géis, sendo a diferenca de peso maior apds o cul-
tivo com goma reticulada por epicloridrina (2,1 g)
do que por glutaraldeido (0,4 g) (Tabela 1).

Tabela 1. Diferenga de peso entre a biomassa total e o po-
lissacarideo do caju arboreo do Cerrado (Anacardium otho-
nianum RIZZ.) apds 96 h de incubagdo de Aspergillus niger
com a goma reticulada.

Diferenca de peso
entre a goma reti-
culada antes e apos
a incubacio com

Peso da goma
reticulada antes
do cultivo (g)

Agente
reticulante
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células fangicas (g)
Glutaraldeido 0,5 0,4
Epicloridrina 0,5 2,1

Figura 3. Crescimento de Aspergillus niger no polissacari;
deo de Anacardium othonianum reticulado por glutaraldei-
do (a) e epicloridrina (b) ap6s 96 h de cultivo.

Discussao

O PEJU de 4. othonianum Rizz. ndo apre-

sentou um efeito inibitorio sobre o crescimento de
A. niger, assim como foi descrito por Marques et
al. (1992) para A. flavus e A. niger, com a polis-
sacarideo do cajueiro A. occidentale. Apesar dos
compostos fendlicos da goma apresentarem acao
inibitoria para o crescimento de microrganismos,
Torquato et al. (2004) indicaram que, apos a pu-
rificagdo do exsudato, a maior parte dos compos-
tos fenodlicos sdo removidos, o que justificaria o
resultado encontrado neste trabalho. O crescimen-
to da biomassa fingica também pode ser explica-
do pela secrecao de enzimas do grupo hidrolases,
que realizam a quebra das ligagcdes glicosidicas
entre os carboidratos presentes no PEJU, que sao,
principalmente, galactose e manose (SILVA et al.,
2017).
Sobre o rendimento durante o processo de reticu-
lagdo do polissacarideo, Silva et al. (2006) e Pau-
la et al. (2018) obtiveram 97,2% em relagdo a
goma de A. occidentale para formar hidrogel por
reacdo com epicloridrina. O rendimento menor
neste trabalho (78.13 %) pode ser explicado pelas
diferentes espécies de cajueiro, que refletem uma
composi¢do e estrutura quimica Unica. A compo-
sicdo da goma utilizada neste estudo foi caracteri-
zada por Silva et al. (2017), que descreveram que
o polissacarideo pertence ao grupo das galacto-
mananas € apresentou baixo teor proteico. Tam-
bém foram detectadas a presenca de chalconas e
compostos flavonoides, distinguindo da composi-
¢do do polissacarideo de A. occidentale (SILVA et
al., 2017).

Reticulagdo e degradagdo de PEJU

Os experimentos desenvolvidos demonstraram
que o hidrogel, tanto aquele proveniente da rea-
¢do por glutaraldeido ou epicloridrina, tornaram-
se de dificil degradacdo pela biomassa fungica
apds o contato com esses agentes reticuladores. O
hidrogel ¢ um produto quimicamente mais estavel
devido a ligacdo entre as cadeias de polissacari-
deo. Para testar sua estabilidade quimica, Paula et
al. (2011) investigaram a degradacdo termal do
hidrogel de A. occidentale reticulado por gluta-
raldeido e descreveram que esse produto s6 pode
ser degradado em temperaturas acima de 504 °C.
Silva et al. (2006) reforgam que a degradacao da
goma reticulada do cajueiro comega em tempera-
turas mais altas que aquelas nao reticuladas.

Foi observado nesse estudo que o crescimento da
biomassa flngica cultivada em meio com hidro-
gel por glutaraldeido foi significativamente me-
nor que aquele cultivado com hidrogel por epiclo-
ridrina. Mota e Gimenez (2022) descreveram que
a toxicidade do composto glutaraldeido ¢ maior,
com efeitos citotdoxicos, podendo eliminar alguns
possiveis residuos apos a reagao de reticulagao.

Conclusdes

O crescimento de A. niger foi observado
tanto em cultivo estacionario quanto sob agitacao,
tendo o PEJU como fonte de carbono. A espécie ¢
conhecida por produzir uma grande variedade de
enzimas e compostos metabolitos, como o acido
citrico, e € amplamente investigada em processos
biotecnoldgicos, como biorremediacdo de resi-
duos solidos e aguas residuais, industria farma-
céutica e cosmética, industria alimenticia e fertili-
zagdo do solo. O polissacarideo do cajueiro do
Cerrado Anacardium othonianum Rizz. foi reticu-
lado com glutaraldeido e epicloridrina, apresen-
tando com este ultimo agente o maior rendimen-
to. Diante disso, este trabalho indicou novos tipos
de suportes para o crescimento de 4. niger, com
um potencial de obter maior densidade celular,
maior quantidade de produgdo de enzimas e com-
postos metabolitos que auxiliam os processos
biotecnoldgicos.
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