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Resumo

Polissacarídeos são moléculas versáteis, sendo amplamente empregadas 
nas áreas alimentícia, farmacêutica e química, entre outras. Durante a produção 
de polissacarídeos estas moléculas podem ser secretadas para o meio de 
cultivo, sendo chamadas de exopolissacarídeos (EPS). Dentre os produtores 
microbianos de polissacarídeos destacam-se os fungos por apresentarem uma 
ampla faixa de crescimento em diversos pHs, fontes de carbono e nitrogênio. O 
fungo D. phaseolorum var. caulivora (Dpc) é responsável pelo cancro na haste 
da soja causando perdas comerciais em cultivares de soja. Aparentemente 
a fitopatogenicidade deste fungo está envolvida com a produção de EPS, e 
embora já tenha sido objeto de intensas pesquisas ainda se sabe pouco sobre 
os parâmetros de produção destes. O objetivo deste trabalho foi estudar a 
produção de EPS pelo fungo Dpc em diferentes fontes de nitrogênio (caldo de 
batata, caldo nutriente, extrato de levedura, peptona, aveia, Meio mínimo de sais 
de Vogel e de Sabouraud). Para isto, o Dpc foi crescido em meio de BDA e no 
pré-inóculo a fonte de carbono utilizada foi glicose juntamente com as referidas 
fontes de nitrogênio. A fermentação se processou por 144 h, após este período 
realizaram-se determinações de pH, biomassa e produção de EPS. O fungo Dpc 
foi capaz de crescer em todas as fontes de nitrogênio avaliadas, sendo o maior 
nível de biomassa para o meio mínimo de sais de Vogel (6,0 g.L–1). Para a produção 
de EPS, os maiores títulos foram de 2,2 e 1,5 g.L–1, quando o microrganismo foi 
crescido em meio de Vogel e Extrato de levedura, respectivamente. Os resultados 
mostraram que o meio de Vogel foi tão eficiente para o crescimento da biomassa 
deste fungo quanto para sua produção de EPS. 
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Summary

Polysaccharides are versatile molecules, being largely employed in the food, 
pharmaceutical and chemical areas, among others. During the polysaccharides 
production by microorganisms, these molecules can be secreted to the culture 
medium, being called exo-polysaccharides (EPS). Among the microbians producers 
of polysaccharides, the fungi are highlighted for presenting a wide growth range 
in diverse pHs, carbon and nitrogen sources. The fungus D. phaseolorum var. 
caulivora (Dpc) is responsible for the soybean stem canker causing commercial 
losses in soybean cultivars. Apparently his phytopatogenicity is related to the 
production of EPS, and though it has already been the object of intense research, 
little is still known of the parameters of its EPS production. The aim of this work was 
to study the EPS production by the fungus Dpc in different nitrogen sources (potato 
broth, nutrient broth, yeast extract, peptone, oats, Vogel medium and Sabouraud 
medium). For this, Dpc was grown in BDA medium and, in the seed culture 
medium, the utilized carbon source was glucose together with the mentioned 
nitrogen sources. The fermentation was carried out for 144 h. pH, biomass, and 
EPS measurements were performed after this period. The Dpc fungus was able to 
grow in all tested nitrogen sources, and presented the greatest level of biomass 
in the Vogel source (6.0 g.L–1). For the EPS production, the maximum levels were 
2.2 and 1.5 g.L–1, when the microorganism was grown in Vogel medium and yeast 
extract, respectively. These results shown that Vogel was as efficient to the growth 
of this fungus biomass as to EPS production. 

Key words: Fungus; Diaporthe; Soybean stem canker;  
Exopolysaccharides (EPS); Biomass.
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bactérias Xanthomonas campestris, Sphingomonas 
elodea e Agrobacterium radiobacter var. myxogenes 
produtoras das gomas: xantana, gelana e curdlana, 
respectivamente (CUNHA et al., 2003). Porém, os fungos 
têm ganhado espaço no mercado de EPS por apresen-
tarem propriedades reológicas valiosas para emprego 
industrial. Entre os polissacarídeos fúngicos com apli-
cação comercial podem ser citados a escleroglucana 
produzido pelo fungo Sclerotium glucanicum e a pulu-
lana pelo fungo Aureobasidium pullulans. Seu emprego 
industrial está no revestimento de alimentos retendo sabor 
e aparência, preparação de filmes e fibras, coberturas 
sem odor e sabor (GLAZER e NIKAIDO, 1995; BARBOSA 
et al., 2004). Além das características físicas e reológicas, 
são atribuídas a estes EPS propriedades antitumorais 
e imunomoduladoras relacionadas à organização da 
estrutura em tripla hélice e também com a complexidade 
da ramificação lateral e seu peso molecular (SCHMID e 
STONE, 2006). Além das características únicas dos EPS 
fúngicos, esta classe microbiana também se destaca por 
apresentar maior resistência a mutações, baixos requi-
sitos nutricionais e crescimento em maior diversidade 
de fontes de nitrogênio, carbono e pH. (MAZIERO et al., 
1999; HWANG et al., 2003)

Os fungos são organismos eucarióticos, hetero-
tróficos, multi ou unicelulares e podem ser classificados 
como leveduras, filamentosos ou dimórficos. A obtenção 
de alimento pelos fungos filamentosos efetua-se por 
absorção através das paredes ao longo das hifas. As hifas 
são células composta predominantemente por carboi-
dratos que auxiliam na captação e acúmulo de nutrientes. 
Fungos patogênicos geralmente têm hifas especializadas 
(haustório), utilizadas na extração de fontes de carbono 
do organismo infectado (DOMINGUES, 2007). A espécie 
e a quantidade de carbono extraído pelas hifas influen-
ciam diretamente na quantidade de EPS produzido, assim 
como o maquinário enzimático que o fungo utilizará no 
processo de toxicidade (KANG e COTTRELL, 1979). 
Cabe, portanto, ressaltar que o processo de patogeni-
cidade pode estar intimamente ligado à capacidade do 
fungo de produzir polissacarídeos. 

O fungo Diaphorte phaseolorum f. sp. caulivora 
(Dpc) é associado à formação do cancro da haste na 
soja, provocando a necrose nas folhas e o avermelha-
mento nas hastes da planta. Sua proliferação ocorre 
principalmente na fase de semente do vegetal. Este tipo 
de infecção causa a morte da planta entre a floração e 
o enchimento das vagens. No Brasil, esta é uma praga 
que está presente em todas as regiões produtoras de 
soja e chega a causar perdas de 80 a 100% da lavoura 
contaminada (AGUSTA et al., 2006). Aparentemente existe 
uma correlação entre o processo de toxicidade e o EPS 
produzido pelo D. phaseolorum. Porém ainda pouco se 
sabe sobre o polissacarídeo produzido por este fungo.

Introdução1 

Polissacarídeos, estruturas naturais compostas por 
unidades monossacarídicas, são encontrados em todos 
os organismos vivos. Diferem-se quanto ao monômero 
constituinte, tamanho da cadeia, ligações glicosídicas 
(α, β), grau de ramificação, conformação estereoquímica, 
presença de grupamentos carboxílicos, entre outras 
funções orgânicas. Embora estejam presentes em todos 
os seres vivos, a maior diversidade encontra-se no reino 
microbiano. Os polissacarídeos microbianos podem 
apresentar propriedades similares ou superiores aos 
produtores tradicionais, que são obtidos de vegetais 
e algas marinhas. As variedades nas estruturas e nas 
configurações existentes conferem aos biopolímeros 
microbianos características químicas e físicas valiosas 
em produtos alimentícios, farmacêuticos, médicos, 
clínicos, ambientais, entre outros. A classificação destas 
“biomoléculas” pode ser subdividida em polissacarídeos 
intracelulares, ligados à parede e extracelulares.

Os polissacarídeos Intracelulares estão associados 
à reserva energética no interior das células, servindo 
como forma de armazenamento de monossacarídeos 
empregados como combustível pelas células do orga-
nismo. O amido e o glicogênio são polissacarídeos deste 
tipo. Os carboidratos Ligados à parede possuem caráter 
fibroso, alta resistência e baixa solubilidade em água, que 
são características associadas a funções como: estrutura 
celular, principalmente, estabilização de proteínas ligadas 
às células e proteção devido à dificuldade de degra-
dação. A celulose e a quitina são exemplos desta classe 
de polissacarídeos. Além de sua função estrutural, estes 
polímeros favorecem a adesão e coesão entre as células 
e entre uma superfície sólida, na criação de biofilmes, 
como no caso da cárie.

Os carboidratos secretados para o meio extrace-
lular recebem o nome de exopolissacarídeo (EPS). Uma 
rede destes forma um material gelificado que mantém 
unidas as células de um tecido e fornece uma via porosa 
para difusão dos nutrientes e oxigênio para as células 
individuais. Os EPS possuem uma alta densidade de 
cargas elétricas negativas e para minimizar as forças 
repulsivas, assumem uma conformação estendida 
quando em solução. Isto lhes dá a característica de alta 
viscosidade. (LEHNINGER et al., 1995). Portanto podem 
atuar como reserva energética externa, formação de 
biofilmes, proteção contra variações bruscas de pH e 
retenção de água (KANG e COTTRELL, 1979). O fato de 
serem secretados para o meio extracelular confere aos 
EPS grandes vantagens sob os demais polissacarídeos 
microbianos, uma vez que estes não necessitam de 
processos complexos para extração e ao mesmo tempo 
são livres de contaminantes celulares.

Atualmente no ramo industrial, os maiores produ-
tores de EPS são as bactérias, como no caso das 
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mantida sob agitação constante durante 144 h a 28 ± 2 °C 
e 150 rpm em Shaker rotatório orbital (Marconi).

2.4 Preparo dos meios de cultivo

Nos frascos de cultivo foram colocadas as fontes 
de nitrogênio nas concentrações descritas e completadas 
para 45 mL de solução. Separadamente preparou-se 
uma solução de glicose 10% para depois de autoclavada 
(Autoclave Vertical Phoenix) serem acrescentados 5 mL 
em cada frasco já contendo as fontes de nitrogênio. Os 
cultivos foram desenvolvidos em frascos de Erlenmeyer 
de 250 mL, guardando a proporção ar:meio (5:1), e 
mantidos sob agitação constante de 150 rpm, durante 
144 h a 28 ± 2 °C. 

2.5 Interrupção dos cultivos

Os cultivos foram interrompidos por centrifugação 
(Centrífuga Jouan GR2022) refrigerada a 4 °C por 15 min 
a 8000 rpm. Os sobrenadantes foram filtrados e coletados 
para as determinações analíticas.

2.6 Determinação da biomassa microbiana

A biomassa foi determinada por gravimetria após 
secagem em estufa a 70 °C até peso constante.

2.7 Determinação do exopolissacarídeo

Os sobrenadantes dos cultivos foram tratados com 
três volumes de etanol anidro gelado (4 °C) e deixados 
por 24 h nessa temperatura. O exopolissacarídeo preci-
pitado foi filtrado a vácuo em funil de Büchner e papel 
de filtro previamente seco em estufa e pré-tarado e foi 
determinado por gravimetria após secagem em estufa a 
70 °C até peso constante.

Resultados e discussão3 

Depois da interrupção dos cultivos, a centrifugação 
foi realizada e a biomassa separada do sobrenadante. 
O sobrenadante foi utilizado para determinação de EPS 
e medição de pH.

3.1 Determinação da biomassa microbiana

Observou-se que o fungo Dpc foi capaz de crescer 
em todas as fontes de nitrogênio avaliadas. A Tabela 2 
mostra os valores encontrados para a biomassa com 
todas as fontes de nitrogênio testadas. 

Através da quantidade de biomassa medida, 
percebe-se um bom desenvolvimento do fungo Dpc nos 
meios de Aveia, Vogel e Sabouraud e um médio cresci-
mento nas outras fontes de nitrogênio. 

O meio de aveia é um meio altamente nutritivo, 
com alto valor proteico e alta porcentagem de lipídeos. 

A produção de metabólicos fúngicos exige um 
conhecimento detalhado da fisiologia microbiana e do 
comportamento celular durante a fase fermentativa. Parâ-
metros como temperatura, agitação, pH, O2 dissolvido, 
vitaminas, fontes de carbono e de nitrogênio podem ser 
determinantes no controle do processo. A fermentação 
para a produção de polímeros microbianos pode ser 
potencializada pelo controle de fontes de carbono e 
nitrogênio, viabilizando o processo de produção industrial 
(HE et al., 2004).

Vista a importância dos EPS microbianos no 
desenvolvimento de novas tecnologias, assim como a 
melhoria e o barateamento de produtos e processos já 
existentes, propõe-se a avaliação de diferentes fontes de 
nitrogênio (caldo de batata, caldo nutriente, extrato de 
levedura, peptona, aveia, meio mínimo de sais de Vogel 
e de Sabouraud) no crescimento e na sua produção de 
EPS pelo fungo Dpc. 

Material e métodos2 

2.1 Microrganismos

O microrganismo utilizado no presente projeto foi 
o fungo Ascomiceto Dpc, isolado de caule (ou folha) da 
soja, cedido pela Empresa Brasileira Pesquisas Agrope-
cuárias (EMBRAPA-Londrina). O fungo foi mantido em 
meio sólido de BDA (Batada-glucose-agar) a 4 °C.

2.2 Fontes de nitrogênio

A fonte de carbono foi fixada em 1% de glicose e 
foram avaliadas as diferentes fontes de nitrogênio (Caldo 
de batata, caldo nutriente, extrato de levedura, peptona, 
caldo de aveia, meio mínimo de sais Vogel e meio mínimo 
de sais de Sabouraud) nas concentrações que seguem 
na Tabela 1.

2.3 Pré-Inóculo 

O Dpc foi mantido por 8 dias a 28 ± 2 °C em 
placas de Petri contendo BDA. Após este tempo de 
desenvolvimento, foram transferidas pequenas porções 
das hifas do fungo da superfície das placas para frascos 
de Erlenmeyer de 250 mL, contendo glucose 1% (p/v) 
e as diferentes fontes de nitrogênio. A fermentação foi 

Tabela 1. Fontes de nitrogênio avaliadas e suas respectivas 
quantidades. 

Caldo de batata 3 (g.L–1)
Caldo nutriente 1 (g.L–1)
Extrato de levedura 1 (g.L–1)
Peptona 1 (g.L–1)
Caldo de aveia 3 (g.L–1)
Meio de Vogel 2% (v/v)
Meio de Sabouraud 2% (v/v)
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por este fungo e sua grande capacidade de polimera-
lizá-las.

3.3 Determinação do pH

Os valores de pH encontrados são mostrados na 
Tabela 4.

Pode-se observar um decaimento no pH em todos 
os meios de cultivo. Isto ocorre devido à produção de 
algumas moléculas ácidas pelo fungo Dpc quando 
cultivado na presença destes meios, ou até mesmo pela 
produção de EPS, que podem ser constituídos por vários 
derivados do ácido urônico, sendo o ácido D-glicurônico 
o mais comum (LEHNINGER et al., 1995).

Conclusões4 

Os resultados mostraram que o fungo Dpc tem bom 
crescimento nas fontes de Aveia, Vogel e Sabouraud. 
Porém, a melhor produção de EPS foi obtida nos meios: 
Extrato de Levedura e Vogel. Contudo, o maior cresci-
mento e a maior produção de EPS foram no meio mínimo 
de Vogel.
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