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RESUMO

PRODI{CAO DE METABOLITOS ANTIOXIDANTES A PATIR DE
FERMENTACAO SUBMERSA DE FUNGOS ISOLADOS DOS BIOMAS PAMPA E
MATA ATLANTICA

AUTORA: Susanne Pedroso Druzian
ORIENTADORA: Prof®. Di*. Lisiane de Marsillac Terra
COORIENTADORA: Prof*. Dr*. Raquel Cristine Kuhn

Fungos endofiticos se destacam pela produgcio de compostos com diversas atividades
bioldgicas, como a antioxidante. Compostos antioxidantes desempenham um importante
papel na dieta humana, em produtos alimenticios e cosméticos por sua capacidade de prevenir
o dano oxidativo ocasionado por espécies reativas de oxigénio. A partir disso, esse trabalho
teve como objetivo principal selecionar uma cepa com potencial para a producdo de
antioxidantes a partir de recursos biologicos dos biomas Pampa e Mata Atlantica e otimizar o
processo de fermentacdo submersa para uma maior producdo dos compostos. Para isto, foram
isolados 53 fungos endofiticos a partir de plantas, sendo avaliados o sobrenadante da
fermentagdo quanto a sua atividade antioxidante frente aos radicais DPPH, superdxido e
hidroxil. O fungo que apresentou maior potencial para a produgdo de compostos
antioxidantes, dentro das condi¢des estudadas, foi identificado molecularmente como
Botryosphaeria dothidea. A qualificagio dos compostos presentes no sobrenadante apontou a
presenca dos compostos hexahidro-3-pirrolizinona, éster bis-2(metil-propil) do acido 1,2-
benzenodicarboxilico e 3,6-di-isobutil-2,5-piperazinodiona.A partir dos resultados obtidos da
etapa de screening, foi delineado um planejamento experimental do tipo Plackett Burman,
onde foram avaliadas as varidveis concentracdo de glicose (10-20 g.L™), concentracio de
extrato de levedura (5-10 g.L'), concentragio de peptona (8-12 g.L™"), pH (4,5-6,5),
temperatura (20-30°C) e agitacdo (80-160 rpm) sobre a inibicdo dos radicais DPPH,
superoxido e hidroxil. Os fatores que apresentaram efeito significativo (concentracio de
glicose e concentragdo de peptona) foram otimizados a partir de um delineamento composto
central rotacional. O maior valor de inibi¢do do radical DPPH foi 95,35%, empregando-se 33
gL de glicose e 14 g.L! de peptona. Utilizando-se 51 g.L™' de glicose e 14 g.L" de peptona,
obteve-se 95,08% de inibigdo do superdxido, e 89,2% de inibicdo do hidroxil, com 20,23 e
18,26 gL' de glicose e peptona, respectivamente. Estes resultados indicam o grande
potencial deste fungo como produtor de metabdlitos antioxidantes por via fermentativa.

Palavras-chave: Seclecdo de fungos. Botrysphaeria dothidea. Antioxidantes. Fermentagdo
submersa.



ABSTRACT

PRODUCTION OF ANTIOXIDANTS METABOLITES FROM SUBMERGED
FERMENTATION OF FUNGI ISOLATED FROM THE PAMPA E ATLANTIC
FOREST BIOMES

AUTHOR: Susanne Pedroso Druzian
ADVISOR: Prof*. Dr?. Lisiane de Marsillac Terra
CO-ADVISOR: Prof*. Dr*. Raquel Cristine Kuhn

Endophytic fungi stands out for the production of compounds with diverse biological
activities like antioxidant. Antioxidant compounds play an important role in the human diet,
in food and cosmetic products for its ability to prevent oxidative damage caused by reactive
oxygen species. From this, this work aimed to select a strain with potential for the production
of antioxidants from biological resources of the biomes Pampa and Atlantic Forest and
optimize the submerged fermentation process for it increases the production of the
compounds. For this, it was isolated 53 endophytic fungi from plants and evaluated the
supernatant of fermentation for antioxidant activity against the DPPH radical, superoxide and
hydroxyl. The fungus that showed the greatest potential for the production of antioxidant
compounds within the conditions studied was identified molecularly as Botryosphaeria
dothidea. The qualification of the compounds presents in the supernatant showed the presence
of hexahydropyrrolizin-3-one, 1,2-benzenedicarboxylic acid bis(2-methylpropyl) ester and
3,6-bis(2-methylpropyl)-2,5-piperazinedione. From the results obtained from the screening
stage, it was design an experimental planning Plackett Burman, where it was evaluated the
variables glucose concentration (10-20 g L), yeast extract concentration (5-10 g L) ,
peptone concentration (8-12 gL™), pH (4,5-6,5), temperature (20-30°C) and agitation (80-160
rpm) on inhibition of DPPH, superoxide and hydroxyl radicals. The factors that showed
significant effects (concentration of glucose and peptone concentration) were optimized from
a central composite rotational design. The greatest amount of inhibition of DPPH was
95.35%, using 33 g.L" of glucose and 14 g L™ of peptone. Using 51 g.L™' of glucose and 14
g.L'1 of peptone, there was obtained 95.08% inhibition of superoxide, and inhibition of 89.2%
hydroxyl with 20.23 and 18.26 g.L"' of glucose and peptone, respectively. These results
indicate the great potential of this fungus as a producer of antioxidants metabolites by
fermentation.

Keyword: screening of fungi. Botryosphaeria dothidea. Antioxidants. Submerged
Fermentation.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade possui grande valor cientifico ¢ é uma potencial fonte de uso
econdmico. Entre os paises com complexas heterogeneidades, o Brasil é considerado um dos
mais importantes do planeta, pois € detentor de uma grande variedade biologica e conta com
alguns dos biomas mais ricos em espécies vegetais. Contudo, essa biodiversidade ¢ ainda
pouco conhecida, sendo fundamental o aumento de pesquisas na busca de melhor
aproveitamento deste imenso patrimonio natural (CORADIN et al., 2011).

O Rio Grande do Sul é constituido por dois biomas: a Mata Atlantica ¢ o Pampa,
representado cerca de 37 e 63% do territdrio, respectivamente (IBGE, 2004), sendo este
ultimo localizado exclusivamente neste estado, dentro do territdrio nacional. As regides de
transicdo entre estes biomas e as zonas biogeograficas distintas resultam em um ecossistema
diversificado, com espécies de diferentes centros de origem e um numero consideravel de
endemismos (GOVERNO DO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL, 2008). Ademais,
destaca-se por apresentar um numero elevado de espécies de micro-organismos (FORZZA,
2010), que atualmente ainda sdo pouco exploradas e que poderiam ser utilizadas no
desenvolvimento de novos produtos e processos.

Micro-organismos ¢ plantas cultivaveis sdo as principais fontes de moléculas bioativas
e terapeuticamente uteis (SANTOS, 2012), sendo responsaveis pela producdo de diversos
compostos, como antitumorais e antibioticos, entre outros (BERDY, 2005; OLANO et al.,
2011). Historicamente compostos quimicos produzidos por esses seres vivos tém sido usados
para o tratamento de doengas, sendo que mais de 60% das drogas presentes no mercado sdo de
origem natural (MOLINARI, 2009). Os endofiticos correspondem a uma fonte de produtos
naturais inovadores e bioativos com um namero significativo de substancias descritas, sendo
que varias dessas estruturas apresentam alguma atividade biologica (SCHULZ et al., 2002;
CHAPLA et al., 2013). Esse tipo de fungo tem a capacidade de produzir diversos compostos
de relevancia biotecnoldgica e o recente numero de artigos que tém surgido na literatura
evidenciam o interesse nesses produtos.

Farmacos com importantes papéis no tratamento de doencas humanas tém sido
descobertos a partir de triagem de fontes naturais na busca de agentes farmacologicamente
ativos (CRAGG et al.,, 1997, NOGUEIRA, 2012; SHU, 1998). Quando a fonte natural
corresponde a um micro-organismo, a selecdo de uma cepa apropriada para a produgdo do
composto de interesse corresponde a uma etapa crucial do processo. Nesse caso, 0 screening

vem sendo muito utilizado na busca de cepas com potencial para a produgo de determinado
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produto. Portanto, o isolamento e selecdo de micro-organismos potencialmente produtores de
moléculas bioativas a partir de recursos bioldgicos dos biomas Pampa e Mata Atlantica se
mostra estrategicamente muito interessante, dado o potencial da grande biodiversidade dessas
regides.

Entre estas moléculas bioativas, surgem os antioxidantes que vém despertando grande
interesse em fung@o de sua atuag@o sobre os radicais livres do organismo (DELMONDES et
al.,, 2013; REZENDE, 2010), que causam o aumento do estresse oxidativo e tém sido
associados a diversas condic¢des fisiologicas e patologicas, como envelhecimento, cancer,
doengas neurodegenerativas, doengas cardiovasculares, diabetes, entre outras (PREISER,
2012). Este estresse oxidativo corresponde a formacdo em excesso e/ou a insuficiente
remocdo de espécies reativas derivadas do oxigé€nio, ou seja, decorre de um desequilibrio
entre a formagdo de oxidantes ¢ a atuagdo das defesas antioxidantes (PREISER, 2012;
BARBOSA et al.,, 2010; BIESEK et al., 2015; BRITO et al., 2007; SIES, 1993). Os
organismos vivos estdo frequentemente sujeitos a ag¢do de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e seus danos oxidativos incluem danos a qualquer molécula biologica, podendo ser
proteinas, lipidios ou DNA (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

Antioxidantes sdo substancias que t€ém a capacidade de retardar ou inibir a acdo de um
oxidante sobre um substrato, mesmo quando em baixas concentra¢des (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015; DOLINSKY, 2009; BIANCHI ¢ ANTUNES, 1999). Sua fun¢do no
organismo corresponde em inibir e/ou reduzir os danos causados por espécies reativas, como
os radicais livres (FULLER, 2016; KOURY ¢ DONANGELO, 2003). O excesso dessas
espécies no organismo ¢ combatido por antioxidantes produzidos pelo proprio organismo ou
absorvidos de fontes exdgenas (REZENDE, 2010), e a inclusdo desses compostos na dieta é
de grande importancia na tentativa de diminuir os riscos de desenvolvimento de doencas
associadas ao acumulo de radicais livres (VASCONCELOS et al., 2014).

Diversos trabalhos na literatura reportam a utilizagdo de fungos endofiticos na
producgdo de diferentes compostos bioativos com atividades farmacoldgicas proeminentes,
como a antioxidante, sendo produzidos compostos como acido cajainestilbeno, luteolina e
palmarumicina C3, que apresentam notaveis atividades antioxidantes (ZHAO et al., 2012a;
MOU et al., 2013; ZHAO et al., 2014). Logo, esses micro-organismos correspondem a

promissoras fontes de metabolitos secundarios com atividade antioxidante (SILVA, 2014b).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo geral selecionar uma cepa, a partir de recursos

biolégicos dos biomas Pampa e Mata Atlantica, visando a produgdo, por fermentacio

submersa, de compostos com atividade antioxidante.

2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

>

Isolar fungos endofiticos a partir de recursos biologicos dos biomas Pampa e

Mata Atlantica;

Selecionar um fungo endofitico com potencial para a produgdo de compostos
antioxidantes através de processo fermentativo, avaliando a atividade
antioxidante do caldo de fermentagdo produzido frente aos radicais DPPH,

superoxido e hidroxil;

Identificar molecularmente o fungo com maior potencial para a producdo de

compostos antioxidantes;

Identificar os compostos presentes no caldo de fermentacio através de analise

cromatografica;

Avaliar os efeitos da composi¢do do meio ¢ condi¢des do processo fermentativo

sobre a producdo de compostos antioxidantes;

Otimizar as condi¢des da fermentacdo submersa para a produgdo de compostos

antioxidantes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOMAS PAMPA E MATA ATLANTICA

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2004), bioma
corresponde a “um conjunto de vida (vegetal e animal) constituido pelo agrupamento de tipos
de vegetagcdo contiguos e identificdveis em escala regional, com condigdes geoclimaticas
similares e historia compartilhada de mudancas”. O Brasil ¢é constituido de 6 diferentes
biomas: Amazdnia, Caatinga, Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica ¢ Pampa. O estado do Rio
Grande do Sul ¢é divido entre os biomas Pampa e Mata Atlantica, que ocupam 63 e 37% da
area do estado, respectivamente (IBF, 2016), e sua representacio cartografica pode ser

verificada na Figura 1.

Figura 1 — Representagdo cartografica dos biomas presente no estado do RS.

Biomas do RS

Legenda:

I vATA ATLANTICA
Fonte: bapa de Biomas do Brasl - IBGE. 2004
PAMPA Rio de Janeira - e£c. 1:5.000000

Fonte: IBGE 2004.

O bioma Pampa compreende a uma area de 176,5 mil km?, ocupando territorios do
Brasil, Argentina e Uruguai. Este bioma também ¢ conhecido pelos nomes de Campos
Sulinos ou Campos do Sul, e € constituido, em sua grande maioria, por vegetacdo campestre

(IBF, 2016). Campos nativos s@o predominantes nas paisagens naturais desse bioma, que
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também sfio compostas por matas de encosta, matas ciliares, formagdes arbustivas, entre
outras. Por apresentar um conjunto de ecossistemas muito antigos, o bioma Pampa apresenta
grande biodiversidade, que ainda ndo foi totalmente descrita pela ciéncia. Segundo
estimativas, sua flora conta com aproximadamente 3000 espécies de plantas, e sua fauna com
quase 500 espécies de aves e 100 espécies de mamiferos terrestres (MMA, 2016). Os micro-
organismos presentes no solo do bioma Pampa interagem de forma a contribuir com o
equilibrio dos agrossistemas, desenvolvendo um importante papel nos ciclos da comunidade
deste bioma (KONIG et al., 2014).

O bioma Mata Atlantica ocupa inteiramente os estados do Espirito Santo, Rio de
Janeiro ¢ Santa Catarina, 98% do Parana e por¢des de mais 11 estados da federagdo (IBGE,
2004). Este bioma corresponde ao ecossistema que mais foi deteriorado com os impactos
ambientais dos ciclos economicos da historia do pais. Originalmente ocupava uma area que se
estendia do Ceard ao Rio Grande do Sul, porém em funcdo dos impactos ambientais sofridos
teve sua area reduzida a apenas 7% da area original (IBF, 2016). Em termos de diversidade
biolégica, a Mata Atlantica representa um dos conjuntos de ecossistemas mais ricos do
planeta (BRASIL, 2003). Apesar disso, ainda sio escassos os trabalhos com relagdo a
diversidade de fungos filamentosos, suas distribui¢des geograficas e interagdes ecologicas em

arcas da Mata Atlantica (CAVALCANTI e MILAZES, 2007).
3.2 FUNGOS

Os fungos s@o organismos eucarioticos heterotréficos de grande diversidade ecoldgica,
fisiologica e morfoldgica. Sdo descritas no mundo aproximadamente 98 mil espécies distintas
de fungos, apesar de um levantamento estimar que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies
fungicas (TORTORA et al., 2012; SADAVA et al., 2009; AZUL, 2010; KIRK et al., 2008).
Podem ser encontrados em diversos habitats como solo, ar e agua, ou mantendo relagdes de
competi¢do, parasitismo, comensalismo ou mutualismo com outros seres do ecossistema
(HOFLING e GONCALVES, 2016; TRIGIANO et al., 2011). Por ndo produzirem clorofila, a
associagdo de fungos com outros seres vivos €, em alguns casos, necessaria para a sua
sobrevivéncia (HOFLING e GONCALVES, 2016). Esses micro-organismos s3o, em sua
grande maioria, seres aerdbios, porém alguns podem ser anaerobios facultativos (JORGE,

2012).
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3.2.1 Fungos Endofiticos

Os fungos séo classificados como endofiticos quando colonizam e se desenvolvem no
interior de tecidos de uma planta hospedeira sem causar sintomas aparentes de doenga por
pelo menos uma parte do seu ciclo de vida (SATYANARAYANA et al., 2012). Esses fungos
diferem-se dos epifiticos, que habitam a superficie dos orgdos e tecidos das plantas, e dos
fitopatdgenos, que sdo causadores de enfermidades nas plantas, apesar de muitas vezes
ocorrer a sobreposicdo entre esses grupos (AZEVEDO, 1998). Primeiramente o termo
endofitico foi utilizado para designar fungos que viviam no interior das plantas, sem distingdo
dos fitopatogenos (SATYANARAYANA et al., 2012). Porém, o termo pode ser empregado
para fungos que podem ser encontrados em plantas aparentemente sem enfermidades em um
determinado momento, ndo levando em consideragcdo o futuro status da interagdo entre a
planta e o micro-organismo. Supde-se que essa interacdo seja equilibrada entre o poder de
viruléncia do fungo e a defesa da planta, sendo que uma diminui¢@o na defesa da planta possa
gerar um aumento na viruléncia do fungo (SCHULZ e BOYLE, 2005).

Os fungos endofiticos podem produzir uma vasta quantidade de compostos organicos
devido ao seu metabolismo secundario particularmente ativo consequente da sua interagdo
metabdlica com a planta hospedeira. Isso faz com que esses fungos sejam considerados fontes
em potencial de novos compostos bioativos de interesse para diferentes industrias (STROBEL
e DAISY, 2003). Esses compostos quimicos produzidos favorecem a adaptacdo da planta

perante condi¢des ndo favoraveis (NASCIMENTO, 2006).
3.2.2 Fermentacao

O cultivo de micro-organismos corresponde ao favorecimento do crescimento das
populagdes através da garantia de suas fungdes vitais por meio de condi¢des adequadas.
Quando ocorre na presenca de oxigénio, o cultivo é denominado “respiracdo”, enquanto na
auséncia de oxigénio, denomina-se “fermentacdo”. Porém, como ambos o0s processos
correspondem a oxidagdo do substrato, onde o oxigénio molecular pode ser ou ndo o receptor
final dos ions hidrogénio, o termo “fermentag@o” pode ser utilizado para ambos os cultivos
aerdbios ou anaerobios (HISS, 2013).

O processo de fermentacdo consiste em converter substratos complexos em compostos
simples pela a¢do de micro-organismos. Os micro-organismos envolvidos em processos
fermentativos sdo fungos, leveduras e bactérias, e os compostos produzidos sdo altamente

benéficos a individuos ¢ indistria (BARRAGAN et al., 2016). A producdo de metabdlitos
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secundarios por processo fermentativo depende das condigdes de fermentacdo e da capacidade
do micro-organismo de sintetizar as moléculas. A manipulacdo dos pardmetros do processo
fermentativo pode estimular a producdo de diversos metabdlitos secundarios. Meios de
cultura com diferentes componentes promovem a producédo de diferentes metabdlitos, e outros
parametros do processo fermentativo, como temperatura e pH, também podem influenciar nos
rendimentos desse processo. (YARBROUGH et al., 1993).

Na fermentacgio submersa (SmF) os micro-organismos e substratos estdo submersos no
meio liquido, diferentemente do processo de fermentacdo em estado solido (SSF), no qual os
micro-organismos crescem em uma superficie solida com umidade limitada. Esse processo
apresenta muitas vantagens quando comparada a fermentacdo em estado sélido como, por
exemplo, melhor transferéncia de calor e massa, maior facilidade no aumento de escala e mais
facil controle das reacdes (RAO, 2010; BAILEY et al., 2009).

O cultivo submerso provém varios produtos biologicos de grande utilidade nas
industrias quimica, alimenticia e farmacéutica. Quando se trata do cultivo em meio liquido de
fungos filamentosos, este pode ser realizado em frascos agitados ou reatores Stirred-Tank.
Apesar do cultivo em reatores permitir melhor controle e monitoramento do estado fisiologico
das culturas, o cultivo submerso em frascos agitados ainda ¢ muito utilizado por apresentar
vantagens como menor custo de investimento e menor complexidade experimental

(NITSCHE e MEYER, 2014).
3.2.3 Metabolismo dos fungos

Os micro-organismos na fermentagdo industrial produzem uma série de metabdlitos
divididos em primarios e secundarios. Classificam-se como metabolitos primarios aqueles os
quais sua curva de producdo acompanha a curva de crescimento celular, enquanto os
metabdlitos secunddrios sé comecam a ser produzidos quando o micro-organismo entra na
fase estaciondria do ciclo de crescimento (TORTORA et al., 2012). Os metabdlitos
secundarios derivados de plantas desempenharam um papel muito importante na medicina e
agricultura no ultimo século. Contudo, devido a certas limitagdes na obtengdo de novos
metabolitos derivados de plantas, os fungos endofiticos vém sendo considerados uma fonte
inesgotavel de novos metabdlitos secundarios (CHANDRA, 2012).

Abordagens inovadoras na busca por metabolitos secundarios sdo necessarias para
aumentar as chances de descoberta de compostos bioativos, uma vez que a redescoberta de

metabdlitos secundérios tem se tornado um problema na quimica dos produtos naturais
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(HERTWECK, 2009; ZERIKLY e CHALLIS, 2009). Na Tabela 1 sdo apresentados alguns

metabdlitos secundarios produzidos por fungos que apresentam atividade bioldgica.

Tabela 1 — Metabolitos secundarios bioativos produzidos por fungos.

Atividade
Fungo Metabélito Secundario Fonte
biolégica
Penicillium Penicilina Antibacteriana TORTORA,
chrysogenun 2012
Fusa.rlum Acido Cajainestilbeno Antioxidante ZHAOetal,
proliferatum 2012a
. .y MOU et al.,
Berkleasmium sp.  Palmarumicina C3 Antioxidante 2013 eta
A ] .
P ?rgzllus Luteolina Antioxidante ZHAO etal,
fumigates 2014
Botryosphaeria Altenusin; Djalonensone . XIAO et al.,
dothidea Antloxidante )
. . . . .. YUAN et al.,
Penicillium sp. Adenina; Adenosina; Desoxiadenosina ~ Antioxidante 2014 cta
Fusarium .. . , WANG et al.,
Beauvericina Anticancerigena
OXySporum 2011
Stemp }'zylzum Altersolanol A Anticancerigena TEITEN etal,
globuliferum 2013
Talaromyces flavus Talaperoxide B e D Anticancerigena Lletal., 2011
Lasiodiplodi . PANDI et al.,
thLZeS;Zijn (c)zem Taxol Anticancerigena 2011 cta
Hyal driell ZHONG et al.
yalodendriella botrallin Antimicrobiana ONG etal,
sp. 2011
Chaetomium XIAO et al.
flavipi Antifingi ’
globosum avipina ntifingica (2013)
-5,7,22-trien-3-ol; 2,3-dihidro-5-
Gliomastix ergosta-3.7,22-trien-3-ol; 2.3-dihidro-3 o ZHAO etal.,
hidroxi-alfa,alfa-dimetil-2 Antimicrobiana
murorum (2012b)

benzofuranmetanol

Fonte: A autora.

3.2.4 Botryosphaeria dothidea

O género Botryosphaeria pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe

Dothideomycetes, ordem Botryosphaeriales ¢ familia Botryosphaeriaceac (LIU, 2011).

Espécies pertencentes a familia Botryosphaeriaceae englobam uma gama de fungos

patogenos, endofiticos e saprobios, que podem ser encontrados em quase todas as regides

globais, e tem despertado grande interesse devido sua patogenicidade em plantas (PHILLIPS,
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et al, 2013). Sao considerados importantes patogenos em varias espécies de plantas lenhosas e
ndo-lenhosas (GONCALVES et al., 2016).

A espécie Botryosphaeria dothidea ¢ considerada um importante patdogeno causador
de diversas doengas em plantas, entre elas cancro, morte de haste e podriddo de frutos
(WANG et al., 2014). Xiao et al. (2014) estudou as atividades antifungica, antibacteriana,
antioxidante e citotoxica dos metabdlitos secundarios produzidos por fermentagdo em estado
solido pelo fungo Botryosphaeria dothidea, isolado da planta Melia azedarach. A partir de
sua fermentac@o, foram identificados 18 compostos diferentes, sendo dois metabdlitos € um
produto natural ndo identificados anteriormente. Os metabdlitos altenuene e djalonensone
apresentaram marcante atividade sequestradora do radical DPPH, com valores de ICsy de 17,6

e 18,7 uM, respectivamente.

3.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio molecular (O,), que € essencial para a vida dos organismos aerdbios
(BAYNES e DOMINICZAK, 2015), pode ser potencialmente prejudicial e faz com que os
sistemas bioldgicos estejam constantemente sob o ataque oxidativo de espécies reativas de
oxigénio. Essas espécies sdo formadas continuamente como subproduto do metabolismo e
tém sido implicadas em uma série de processos patologicos, como danos ao DNA, proteinas,
lipideos e morte celular. Assim um organismo aerobico apenas sobrevive a toxicidade do
oxigénio devido a suas defesas antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

O desequilibrio nos niveis de espécies reativas de oxigénio e atividade dos
mecanismos antioxidantes, em favor da produgdo excessiva dessas espécies, provoca uma
condicdo denominada estresse oxidativo (PREISER, 2012; RAHMAN et al., 2012). Altos
niveis de estresse oxidativo vém sendo associados com um elevado nimero de condigoes
fisiologicas e patoldgicas (PREISER, 2012). Pesquisas cientificas recentes apontam relagdes
entre essa condicdo e a progress@o de grandes problemas de satide em seres humanos, o que
conduz a diversas doencas como cancer, Mal de Alzheimer, Mal de Parkinson, entre outras

(Figura 2) (RAHMAN et al., 2012).
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Figura 2- Doencas associadas ao estresse oxidativo.
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Fonte: RAHMAN, 2012.

3.4  ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O oxigénio (O,) ¢ um elemento imprescindivel para a existéncia de organismos
aerobios. Embora na maioria das vezes seja apresentado como uma molécula diatomica com
duas ligacdes entre os atomos sabe-se que a temperatura corporal, o O, ¢ birradicalar com
dois elétrons desemparelhados. Em torno de 90% do O, que é consumido na cadeia
respiratdria pelo organismo humano, € utilizado na fosforilagcdo oxidante, enquanto os 10%
sdo consumidos nas reag¢des de hidroxilacdo e oxigenacdo. Porém uma fragdo residual, menor
que 1%, gera substincias quimicas chamadas de espécies reativas de oxigénio (ERO) que,
embora desempenhem um papel na regulacdo do metabolismo e nas defesas imunologicas,
causam dano crdnico para as biomoléculas dos tecidos (BAYNES e DOMINICZAK, 2015).

Espécie reativa de oxigénio ¢ o termo utilizado para dar nome aos radicais livres
derivados do oxigénio molecular e as espécies que também derivam do oxigénio molecular,
porém ndo sdo radicais livres. Essas espécies sdo popularmente conhecidas pelo termo
oxidantes (HALLIWELL, 1997). As principais espécies reativas de oxigénio sdo apresentadas

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Espécies reativas de oxigénio.

Radical livre Niao Radical livre
Superoxido, O, ~ Peroéxido de hidrogénio, H,O,
Hidroxil, OH' Acido hipocloroso, HCIO
Peroxil, ROy Acido Hipobromoso, HBrO
Alcoxil, RO’ Ozonio, O3
Hidroperoxil, HO, Oxigénio singlet, 'Ag

Fonte: HALLIWELL, 1997.

As principais espécies reativas de oxigénio sdo o radical superdxido (O, "), peroxido de
hidrogénio (H,0), radical hidroxil (OH') e oxigénio singlet (O,') (GARCEZ et al., 2004). O
radical superoxido é formado quando a molécula de O, recebe um unico elétron, ficando com
um elétron desemparelhado. Esta espécie pode se formar por diversas vias e experiéncias in
vitro mostraram que pode causar danos a algumas biomoléculas. Em meio aquoso, o
superdxido pode reagir formando perdxido de hidrogénio (H,0,) por uma reagdo conhecida
por “dismutacdo”. Esta espécie, apesar de ndo ser considerada um radical, causa muitos danos
as células pela sua facilidade de penetracdo nestas. A formacdo do perdxido de hidrogénio se

da de acordo com a Equagéo 1.

20, + 2H+ — H,O, + Oy (1)

Na presen¢a de formas reduzidas de certos metais, como ferro (IT) ¢ cobre (I), o
perdxido de hidrogénio se decompde formando o radical livre hidroxil (OH"). O radical
hidroxil (OH) é altamente reativo e tem capacidade de danificar o DNA, proteinas,
carboidratos e lipidios (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985). As Equagdes 2 e 3

demonstram o perdxido de hidrogénio sendo decomposto em radical hidroxil e ion hidroxil.

H,0, + Fe*" — Fe3' + OH + OH )

H,0, + Cu’ — Cu*' + OH + OH (3)
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O oxigeénio singlet ('O,) ¢é a forma excitada do oxigénio molecular. O estado triplet
corresponde ao estado em que as moléculas possuem os pares mais externos de elétrons em
rotagdo paralela, e o estado singlet corresponde ao estado em que as moléculas possuem os
pares mais externos de elétrons em rotacdo antiparalela. Quando o oxigénio esta no estado
triplet e absorve energia suficiente para reverter a rotaco de um dos elétrons ndo pareados, a
molécula passa para um estado excitado ¢ se torna altamente reativa (LOPES e SIQUEIRA,
2015). Essa ERO ¢ uma espécie reativa que pode ser formada por fagocitos ou indugdo
luminosa, entre outras formas, e tem a capacidade de modificar o DNA diretamente e causar
danos as proteinas devido a oxidagdo de grupos essenciais de aminoacidos. Essa espécie
também ¢ responsavel pela formacdo dos radicais alcoxila (RO’) e peroxila (ROO), pois da

inicio a peroxidagdo lipidica (GARCEZ et al., 2004).
3.4.1 Radicais Livres

HALLIWELL e GUTTERIDGE (2015) definiram radicais livres como “qualquer
espécie capaz de existir de forma independente que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados”. Os radicais livres sdo formados quando o oxigénio reage com compostos
do organismo, e isso ¢ um processo natural do corpo. Porém fatores ambientais como, por
exemplo, radiagdo, tabagismo e polui¢do também podem contribuir para a formagdo destes
radicais (SIZER e WHITNEY, 2004). O fato de possuirem elétrons desemparelhados pode
lhes conferir uma alta reatividade, apesar de existir uma grande variedade na reatividade
quimica desses radicais (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

A ac@o dos radicais livres vem sendo muito estudada em fun¢do da sua associagdo
com inimeras doencas como cancer, aterosclerose, envelhecimento, entre outras (FERREIRA
e MATSUBARA, 1997). Esses radicais sao criados dentro das c¢lulas por absor¢ao de energia
radiante, metabolismo enzimdtico de substancias quimicas exogenas, reagdes de redugio-
oxidacdo que ocorrem em processos metabolicos normais e reagdes catalisadas por metais de
transicdo. Mediadores quimicos, como o 0xido nitrico, também podem atuar como radicais

livres e serem convertidos em anions altamente reativos (KUMAR et al., 2010).
3.5 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

A definigdo de um antioxidante € “qualquer substancia que, quando presente a baixas
concentragdes comparadas a do substrato oxidavel, atrasa ou previne significativamente a

oxidacdo desse substrato” (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). Estes compostos tém a
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capacidade de interceptar os radicais livres, produzidos pelo metabolismo celular ou por
fontes exdgenas, e inibir a a¢do desses radicais em lipideos, proteinas, dcidos graxos poli-
insaturados e bases de DNA, contendo a lesdo e perda de integridade celular (BIANCHI e
ANTUNES, 1999).

Antioxidantes também podem ser definidos como substancias que retardam ou inibem
a oxidagdo e deterioracdo de alimentos (TSAO, 2015). Essas substadncias t€ém estruturas
quimicas muito variadas e podem ter diferentes mecanismos de acdo (POKORNY et al.,
2001). Durante o processamento, manipulagdo e estocagem dos produtos alimenticios, 0s
lipideos se deterioram por oxidagdo, que pode ser catalisada por calor, luz, etc, ocorrendo uma
diminui¢do na vida util e no valor nutritivo dos produtos. Logo, antioxidantes sintéticos e
naturais sdo utilizados nos alimentos com a finalidade de retardar esse processo de oxidacdo
(MADHAVI et al., 1995).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com a sua fonte em naturais,
sintéticos ou sintéticos idénticos aos naturais (TSAQO, 2015). Enzimas, vitaminas, compostos
fenolicos e polifendlicos, quelantes, carotenoides e carnosina fazem parte do grupo dos
antioxidantes naturais (SHAHIDI, 1997). Dentre os mais importantes consumidos no mundo
estdo as vitaminas C ¢ E e a Ginkgo biloba. O grupo dos antioxidantes sintéticos ¢
constituido, em sua maioria, por fenois, impedidos e butilados, e polifenois. Esses
antioxidantes sdo mais baratos comparados aos naturais e também bastante efetivos em
retardar o processo de oxidagcio (MUKHOPAHDHYAY, 2006), porém existe grande
preocupacdo com relagdo aos possiveis potenciais mutagénicos e cancerigenos de alguns
desses antioxidantes, o que vém estimulando a pesquisa por antioxidantes naturais

(CHLUDIL et al., 2008; LU, et al, 2002; BOTTERWECK et al., 2000).
3.5.1 Defesas Antioxidantes Enzimaticas

O sistema de defesa antioxidante ¢ constituido pelos sistemas enzimdtico e ndo
enzimatico (LYAL e BELFORT, 2012). O sistema de defesa antioxidante enzimatico
contribui para minimizar os danos do estresse oxidativo e ¢é representado pelas enzimas
superoxido dismutase, catalase, glutationa-peroxidase e glutationa-redutase (BORELLA e

VARELA, 2004).
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3.5.1.1 Superoxido dismutase

A superoxido dismutase ¢ uma metaloenzima responsavel por catalisar a dismutagio
do radical superdxido em perdxido de hidrogénio, que ¢ uma espécie menos reativa. Essas
enzimas sdo classificadas de acordo com o componente metalico presente em seu sitio ativo e
se dividem em quatro tipos: superoxido dismutase — cobre/zinco, superdxido dismutase —
mangangés, superoxido dismutase extracelular e superoxido dismutase — ferro (BORELLA e

VARELA, 2004).
3.5.1.2 Catalase

A catalase é a enzima responsavel por catalisar a decomposi¢do do peroxido de
hidrogénio em oxigénio molecular e agua (FRIDOVICH, 1998). Em fun¢o da sua velocidade
na decomposicdo do peroxido de hidrogénio e sua vasta disseminagdo, esta enzima ¢é
considerada fundamental nos sistemas que capacitam os organismos a existirem em ambientes

aerobicos (MALLICK e MOHN, 2000).
3.5.1.3 Glutationa-peroxidase

A glutationa reduzida consiste de um tripeptideo que contém cisteina responsavel por
eliminar redutivamente o peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos organicos. Essas reacdes
de eliminacao dos perdxidos sdo catalisadas pela enzima glutationa-peroxidase (GPx) (VOET
et al.,, 2014). As enzimas glutationa-peroxidases podem ser classificadas em duas classes
distintas — GPx selénio-dependente ¢ GPx selénio-independente (SILVA, 2014a). As GPx
selénio-dependentes sdo responsaveis por catalisar a reacdo de destoxificacio do perdxido de
hidrogénio e outros peroxidos organicos no organismo, além de outras fun¢des (LYAL e
BELFORT, 2012),enquanto as GPx selénio-independentes ndo apresentam grande capacidade

de reduzir o peroxido de hidrogénio (SILVA, 2014a).
3.5.1.4 Glutationa-redutase

A glutationa reduzida, apds a reacdo de destoxificagcdo do perdxido de hidrogénio, se
oxida a glutationa e essa forma oxidada ndo apresenta propriedades protetoras como a
glutationa reduzida. Logo, a glutationa-redutase tem como fun¢@o catalisar a reacdo de
regeneragdo da glutationa reduzida, utilizando o NADPH como fonte de elétrons (HARVEY e
FERRIER, 2012).
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3.5.2 Defesas Antioxidantes Nio Enzimaticas

Além das defesas antioxidantes enzimaticas, existem também as defesas antioxidantes
ndo enzimaticas que compreendem as vitaminas A, C e E, B-caroteno, glutationa e compostos
polifendlicos (KLAUNING e KAMENDULIS, 2012; SPADA e SILVA, et al, 2004;
PORAWSKI, 2002), entre outras. Esses antioxidantes atuam de maneira direta ou indireta na
manuten¢do do equilibrio celular e podem ser obtidos a partir da dieta, através de alimentos
ricos em vitaminas, compostos fendlicos e outras substancias (SANTOS, 2006).

A grande exposicdo a fatores externos que propiciam a formacdo de espécies oxidantes
no organismo tem criado uma necessidade eminente de desenvolvimento de novas tecnologias
com a finalidade de obten¢@o de compostos antioxidantes de fontes naturais (NOVAES et al.,
2013). Evidéncias indicam que uma dieta onde ha o consumo apropriado de antioxidantes
pode reduzir os riscos das principais doencas humanas (BIANCHI e ANTUNES, 1999).
Logo, um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres ¢ a utilizacdo de
antioxidantes,de origem natural ou mesmo sintéticos, que também podem ser empregados em
diferentes industrias, como a de alimentos, de cosméticos, € até mesmo na medicina

(MUKHOPADHYAY, 2006)



31

4 ARTIGO 1- ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro DE COMPOSTOS
PRODUZIDOS POR FERMENTACAO SUBMERSA A PARTIR DE FUNGOS ISOLADOS
DOS BIOMAS PAMPA E MATA ATLANTICA

ABSTRACT: Antioxidantes s@o compostos capazes de inibir a agdo de radicais livres,
exercendo assim um importante papel na dieta humana, na protecdo de componentes de
alimentos, em produtos cosméticos antienvelhecimento, entre outros. Fungos endofiticos tém
se destacado na producdo de metabolitos com atividade bioldgica, como a antioxidante. O
objetivo principal deste trabalho foi selecionar um fungo isolado a partir de recursos
bioldgicos dos biomas Pampa e Mata Atladntica com capacidade para a produgdo de
compostos antioxidantes por fermentagao submersa. A atividade sequestradora dos compostos
presentes nos caldos fermentados foi determinada frente aos radicais DPPH, superdxido e
hidroxil. O fungo com maior atividade antioxidante foi identificado molecularmente,
enquanto os metabdlitos da fermentagdo foram identificados por cromatografia gasosa com
espectrometria de massas acoplada (GC-MS). O fungo Botryosphaeria dothidea apresentou,
dentre os aspectos considerados, o maior potencial para a producdo de antioxidantes,
produzindo os compostos hexahidro-3-pirrolizinona, éster bis-2(metil-propil) do acido 1,2-

benzenodicarboxilico e 3,6-di-isobutil-2,5-piperazinodiona.
4.1 INTRODUCAO

Antioxidantes sdo substdncias que tem a capacidade de retardar ou inibir
significativamente o processo de oxidagdo, mesmo quando usadas em baixas concentragdes
em relacdo a um substrato oxidavel (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Estes compostos
tém a capacidade de interagir com radicais livres prevenindo o dano oxidativo as moléculas
vitais pela interrupgdo das reagdes em cadeia provocadas por esses radicais (MANCINI et al,
2006). Sua importancia se da por diversas razdes, das quais se podem destacar a protecdo de
componentes dos alimentos contra o processo oxidativo, os efeitos benéficos que podem
exercer quando presentes na dieta humana, sua utilizagdo pela cosmetologia nos produtos
antienvelhecimento, entre outros (HALLIWELL, 2002; SCOTTI et al., 2007).

Uma grande diversidade de compostos pode ser provida pela natureza através de
milhdes de espécies de plantas, animais e micro-organismos. Contudo, as plantas apresentam
certas limitagdes como fontes de novos metabdlitos, enquanto os micro-organismos, em
especial os fungos, destacam-se como uma inesgotavel, reprodutivel e facilmente renovavel

fonte de metabdlitos bioativos com propriedades terapéuticas (CHANDRA, 2012). Esses
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seres vivos sdo capazes de produzir compostos bioativos com diversos papéis funcionais
(GUOQ, et al, 2008) ¢ exercem uma importante fun¢do na produgdo de uma vasta gama de
metabdlitos, antibidticos e enzimas (EL-MANSI et al., 2012).

Os micro-organismos endofiticos possuem uma enorme diversidade bioldgica e
capacidade de biossintese de metabdlitos secundarios bioativos (KUSARI et al., 2012). Os
fungos pertencentes a este grupo vém sendo relatados como possiveis produtores de
compostos com atividades bioldgicas interessantes, como anticancerigena, antiviral,
antimicrobiana e antioxidante (SILVA, 2014b).

O isolamento de fungos merece destaque com o intuito de avaliar a atividade bioldgica
de metabolitos produzidos por estes fungos isolados a partir da exploragdo da heterogeneidade
de diferentes ecossistemas. Podendo-se destacar neste sentido, os biomas Pampa ¢ a Mata
Atlantica pertencentes ao estado do Rio Grande do Sul por apresentarem um ecossistema
diversificado, sendo conhecidos por sua grande biodiversidade, onde a Mata Atlantica
correspondente a umas das regides mais ricas do mundo em diversidade bioldgica (BRASIL,
2016).

Baseando-se nesses aspectos, o objetivo principal deste trabalho foi selecionar um
fungo isolado dos biomas Pampa e Mata Atlantica com potencial para a producdo de
compostos antioxidantes e identificar os compostos metabdlicos produzidos durante a

fermentacdo submersa.
42  MATERIAL E METODOS
4.2.1 Selecio e isolamento dos fungos

Na etapa de selegdo e isolamento dos fungos, foram coletadas plantas das regides dos
biomas Pampa e Mata Atlantica. Essas plantas foram acondicionadas e mantidas a 4°C até o
momento do isolamento dos micro-organismos, em meio batata-dextrose-agar (BDA), sendo
realizadas repicagens sucessivas até obtencdo de culturas puras (ALFENAS e MAFIA, 2007).

Essas culturas foram armazenadas em criotubos contendo BDA inclinado a 4°C.
4.2.2 Fermentac¢io submersa

Apds a etapa de isolamento, a partir de 150 culturas iniciais, foram selecionadas 53
culturas puras para o cultivo submerso e posterior avaliacdo da atividade antioxidante frente

aos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), superoxido e hidroxil. As fermentacdes
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submersas foram realizadasem frascos agitados contendo 150 ml de meio composto por 10
gL de glicose, 7,5 g.L”' de extrato de levedura; 10 g.L"'de peptona; 2 g.L"'de sulfato de
amoénio (NH4),SO4; 1 g.L''de sulfato ferroso (FeSO4.7H,0); 1 g.L'de sulfato de manganés
(MnSO4.H,0) ¢ 0,5 gL’lde sulfato de magnésio (MgS0O4.7H,0) (PARRA et al., 2005;
PENARIOAL et al., 2008; PIMENTEL et al., 2010; SELBMANN et al., 2002; YU et al.,
1998). Como indculo foi adicionado um disco de 1,5 cm de didmetro para cada 50 ml de meio
de cultura. Os discos foram obtidos através da biomassa do fungo crescido em meio BDA em
placas de Petri, apds 7 dias de incubagdo a 28°C no escuro. O cultivo submerso foi conduzido
em agitador orbital durante 7 dias, a 120 rpm e 28°C. Apos a fermentacdo, a separagio do

micélio e sobrenadante foi realizada por centrifugacéo e filtracdo a vacuo.
4.2.3 Atividade antioxidante
4.2.3.1 Capacidade sequestradora do radical DPPH

A capacidade do sobrenadante de sequestrar o radical DPPH foi avaliada de acordo
com a metodologia proposta por Dal Pra et al. (2015) com algumas modificagdes. A
metodologia se baseia no principio de que o radical livie DPPH possui coloragdo violeta e,
quando colocado a frente de uma molécula capaz de reduzi-lo a hidrazina, ha uma mudanga
na sua coloragdo para amarelo palido (ALVES et al., 2010). A analise consistiu na adicdo de
1500 pl de amostra a ser analisada a 1480 pl de uma solugo etanodlica de DPPH (10'4 M)
previamente preparada, junto a 20 pl de etanol. A solugdo formada foi mantida em repouso
por 30 minutos ¢ um ensaio em branco foi conduzido utilizando-se etanol para substituir os
1500 pl de sobrenadante. Apds o tempo de repouso, a absorbancia das amostras foi
determinada a 522 nm utilizando-se um espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu modelo IR-
Prestige-21). A atividade antirradicalar (AApppy) do sobrenadante, ou porcentagem de

inibicdo do DPPH, foi determinada utilizando a Equagéo 1.

ADPPH - (A - AB)

ADPPH

AApppy = ( ) X 100 (1

Onde A, Apppy € Ag correspondem aos valores de absorbancia da amostra, da solugéo
de DPPH e do branco, respectivamente.
A concentragéo inibitéria média (ICsp) correspondente a concentragdo capaz de inibir

50% da atividade do DPPH,sendocalculada por meio da analise da regressdo linear entre a
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concentracdo do composto e a porcentagem de inibicdo (SOUSA et al., 2007). Para isto, os
caldos de fermentagdo produzidos foram diluidos em agua destilada nas concentragdes de 5,

10, 15, 50% (v/v), de acordo com ensaios preliminares.

4.2.3.2 Capacidade sequestradora do radical superoxido (O;")

A capacidade do sobrenadante de sequestrar o radical superoxido foi avaliada a partir
da metodologia proposta por Zhao et al. (2006), com algumas modificacdes. Esta metodologia
utiliza o sistema enzimatico hipoxantina/xantina oxidase e parte de uma solucdo de reacdo
constituida de 100 pl de solugdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (30 mM), 100
ul de solugdo de hipoxantina (3mM) e 200 pl de solucdo de nitroazul de tetrazdlio (NBT)
(1,42 mM). Uma amostra de 100 pl de sobrenadante foi adicionada a solugdo de reacgéo e,
apds 3 minutos de repouso, adicionou-se 100 pl de solucdo de xantina oxidase 0,75 U/ml. A
solucdo foi completada com tampao fosfato (0,05M) (pH 7,4) até 3 ml, e mantida em repouso
por 40 minutos para que se completasse a reag@o. Para o calculo da atividade antirradicalar foi
necessaria a realizagdo paralela de um branco de cada amostra, um controle ¢ um branco do
controle. No branco, substituiu-se o NBT por etanol, enquanto no controle substitui-se o
sobrenadante por etanol. Apods o tempo reacional, a absorbancia das amostras foi determinada
utilizando um espectrofotometro UV-visivel a 560 nm (Shimadzu modelo IR-Prestige-21). A
atividade antirradicalar (AAo,) do sobrenadante, ou porcentagem de inibi¢do do superdxido,

foi determinada conforme Equagio 2.

A—A
S ) S ®

Onde A, Ag, Ac e Apc correspondem aos valores de absorbancia da amostra, branco

da amostra, controle e branco do controle, respectivamente.
4.2.3.3 Capacidade sequestradora do radical hidroxil (OH')

A capacidade do sobrenadante de sequestrar o radical hidroxil foi avaliada utilizando o
método da 2-desoxi-D-ribose proposto por Zhao et al. (2006), com algumas modificagdes. A
solucdo de reac@o constituiu-se de 100 pl de sobrenadante, 100 pl de solugdo de EDTA (1
mM), 100 ul de solugdo de cloreto férrico hexaidratado (FeCI3+6H20) (1 mM), 100 pl de
solucdo de 2-desoxi-d-ribose (36 mM), 100 pul de solugdo de peroxido de hidrogénio (10
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mM) e 100 pl de solugdo de acido L-ascorbico (1 mM) em tampdo fosfato (0,025 M) (pH
7,4). O volume da solucéo de reagio foi completado com tampao fosfato até o volume de 1,0
ml e mantido a 37°C em banho-maria durante 1 hora. Terminado o tempo de reagdo, 1,0 ml de
solucdo de tricloroacético (TCA) (10%) e 1,0 ml de solugio de acido tiobarbiturico (TBA)
(1%) foram adicionados em tampao fosfato. As amostras foram recolocadas em banho-maria
a temperatura em torno de 70°C por 15 minutos e, em seguida, resfriadas em refrigerador até
temperatura ambiente. Por fim, 4gua deionizada foi adicionada as amostras até que se
completasse o volume de 5 ml. A absorbancia das amostras foi determinada a 532 nm em
espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu modelo IR-Prestige-21). A atividade antirradicalar
(AAon) do sobrenadante, ou porcentagem de inibi¢do do hidroxil, foi calculada conforme a

Equacido 3.

A—A

Onde A, A, Ac ¢ Agc correspondem aos valores de absorbancia da amostra, do

branco, do controle e do branco do controle, respectivamente.
4.2.4 Identificacio do micro-organismo

A identificacdo do micro-organismo selecionado foi realizada pelo Laboratério de
Bioquimica Fitopatologica do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo - SP, Brasil. O reagente CTAB
(brometo de cetiltrimetilamdnio) foi utilizado para a extragdo do DNA fungico, conforme
Doyle e Doyle (1987), a partir do micélio cultivado em meio batata-dextrose e triturado em
microtubos com auxilio de pistilo. Apods a extragdo do DNA gendmico, este foi submetido a
reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) para a amplificagdo da regido ITS (internal
transcribed spacer), utilizando os primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al, 1990). Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para o fator elongag¢do foram EF-1 e EF-2
(O’DONNELL e CIGELNIK, 1997). A purificagdo dos produtos amplificados foi realizada
através da precipitagdo com polietilenoglicol(SCHMITZ e RIESNER, 2006). Em seguida,
estes foram submetidos a reagdo de sequenciamento pelo método de terminacdo de cadeia,
utilizando-se o reagente Big Dye 3.1 (Applied Biosystems). A andlise foi realizada em
sequenciador capilar automatico 3500 XL (Applied Biosystems). Os fragmentos sequenciados
obtidos foram comparados com sequéncias de espécimes auténticos depositadas no NCBI

(National Center for Biotechnology Information) através da ferramenta Blastn.
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4.2.5 Extracao

O sobrenadante obtido a partir do cultivo submerso do fungo selecionado foi
submetido a parti¢do liquido-liquido utilizando acetato de etila (PA). A extragdo foi realizada
em baldo acoplado a um condensador com adi¢do da razdo (1:5) sobrenadante/solvente. O

istema foi mantido sob agitacdo constante pelo periodo de 24 horas com o auxilio de um
agitador magnético, sendo a temperatura da agua de recirculacdo do condensador mantida a
10°C por meio de um banho termostatico. Apos, a mistura foi transferida para tubos de ensaio
e mantida em repouso por aproximadamente 24 horas para a separacdo das fases. Uma
aliquota da fragdo correspondente a fase organica foi retirada para analise cromatografica dos

compostos volateis.
4.2.6 Analisecromatografica (GC-MS)

A frac@o organica foi submetida a analise por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) em cromatografo a gas (GC-MS-QP-2010 da Shimadzu).
As temperaturas do injetor e da fonte de ions foram 250 e 260°C, respectivamente. O fluxo de
gas hélio foi 1,11 ml/min, split na razdo 1/30 e volume de amostra de 1 pl. A coluna
cromatografica utilizada foi a Rtx-5MS(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Restek) e foi utilizado
um autoinjetor AOC-20i. A temperatura da coluna foi mantida a 150°C por 1 min e entfo
aumentada para 230°C a 8°C/min, apds | min, a temperatura aumentou para 250°C a

7°C/min, na qual foi mantida por mais 1 min, e aumentada para 300°C a 10°C/min.
43  RESULTADOS E DISCUSSOES
4.3.1 Screening

Na etapa de screening,53 fungos endofiticos foram selecionados com o objetivo de
avaliar a capacidade de produc@o de compostos antioxidantes por fermentagdo submersa.Zeng
et al. (2011) investigou a atividade antioxidante in vitro do sobrenadante de 49 fungos
endofiticos isolados da planta Scapana verrucosa, classificando os fungos Chaetomium
globosum e Creosphaeria sp. como potenciais fontes de antioxidantes naturais. O mesmo foi
verificado por Khiralla, et al, (2015) ao avaliar a capacidade antioxidante total do fungo

Aspergillus sp. isolado da planta medicinal 7. foenum-graecum.
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Os fungos isolados, primeiramente foram testados em relagdo ao potencial de inibigéo

do radical DPPH, onde os resultados de inibicdo deste radical frente aos compostos

produzidos pelo metabolismo dos fungos podem ser visualizados na Figura 1.

Figural — Porcentagem de inibi¢ao do radical DPPH das 53 cepas isoladas.
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Testes utilizando radical estavel DPPH s3o comumente utilizados na determina¢do da

atividade antirradicalar de compostos antioxidantes. O radical DPPH sofre redugfo, por

doag@o de hidrogénio, no contato com compostos sequestradores de radicais, resultando em

uma mudanga de coloracdo do roxo para o amarelo e queda na absorbancia a um determinado

comprimento de onda (JHA et al., 2014). Os resultados de porcentagem de inibi¢do para os

caldos de fermentac@o analisados variaram de 2,00 a 94,47% o que significa que todos os

fungos isolados apresentaram atividade frente ao radical DPPH nas condigdes estudadas. A

partir desses resultados, foram selecionados os fungos no qual seu respectivo sobrenadante

apresentou resposta inibitoria superior a 70% para avaliagdo da capacidade de sequestrar os

radicais superoxido e hidroxil (Tabela 1).
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Tabelal— Porcentagem de inibicdo do radical DPPH pelos fungos isolados.

Codigo Inibicao (%)

VP82 85,57
OR13 83,22
VP83 71,14
VP76 89,83
VP41 87,24
ORI12 70,74
VP51 70,5

VP53 94,47
VP77 87,92
VP84 87,25
VP65 73,15

Os fungos VP82, OR13, VP83, VP76, VP41, OR12, VP51, VP53, VP77, VP84 e
VP65 foram selecionados e seus respectivos sobrenadantes foram avaliados quanto a

atividade antioxidante frente aos radicais superdxido e hidroxil (Tabela 2).
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Tabela2 — Porcentagem inibitdria dos radicais superdxido (%) e hidroxil (%).

Fungo Rzrld.ical Radical Hidroxil
superoxido (%) (%)
VP53 94,87 89,78
OR12 89,64 81,13
VP77 89,43" 94.87"
VP82 88,92 75.49%
VP76 83,17% 81,88
VP65 81,72 62.63%
VP41 77,83% 76.17°
VP84 76,33% 93.25%
OR13 73,17 58.50¢
VP83 65,30° 57.44¢
VP51 64,26° 04,04°

*Letras iguais, as respostas ndo apresentam diferencas significativas a 95% (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

Os resultados de porcentagem de inibi¢cdo do radical superdxido variaram de 64,26 a
94,87%, enquanto os resultados do radical hidroxil variaram de 57,44 a 94,94%. Os fungos
VP53, OR12, VP77, VP82, VP76, VP65, VP41, VP84 e ORI3 apresentaram a maior
porcentagem de inibicdo do radical superoxido e ndo apresentaram diferencgas significativas
entre si (p<0,05). Os fungos VP51, VP77, VP84, VP53 e VP76 ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p<0,05) para os resultados de atividade frente ao radical hidroxil. Os
fungos codificados como VP53, VP76, VP77 e VP84 apresentaram os melhores resultados de
atividade frente aos radicais superoxido e hidroxil, e assim, selecionou-se o fungo VP53 como
aquele que, dentro das condigdes estudadas, tem o maior potencial para a produgio de
compostos antioxidantes, com valores de inibicdo do DPPH, superdxido e hidroxil de 94,47;
94,87 e 89,78%, além de apresentar melhor crescimento no meio BDA. O fungoVP53 foi
isolado a partir da planta Solanum americanum, popularmente conhecida por “maria-
pretinha”, coletada da regido de Vila Paraiso, distrito de Santiago - RS, que compreende a

regido de transi¢do entre os biomas Pampa ¢ Mata Atlantica (IBGE, 2016). A identificagdo
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genética do micro-organismo apontou que este pertence ao género Botryosphaeria, sendo
classificado como da espécie dothidea. A Figura 2 ilustra o fungo VP53 isolado cultivado em

meio batata dextrose agar.

Figura2 — Fungo Botryosphaeria dothidea cultivado em meio batata dextrose agar.

Fonte: A autora.
4.3.2 Atividade antioxidante

Para o célculo do IC50, foi realizada uma regressdo linear entre a concentragdo do
caldo diluido e a porcentagem de inibicdo (Figura 3). Analisando a Figura 3, pode-se verificar
que as amostras apresentaram uma dose-dependéncia significativa, ou seja, o percentual de
inibi¢do do radical DPPH foi aumentando com o aumento do volume de caldo adicionado. A
regressdo linear apresentou os valores de 2,20295 para o coeficiente angular e 0 para o
coeficiente linear, em fungéo de que a unica fonte de compostos capazes de inibir o radical
provinha da amostra. O coeficiente de determinagdo (R?) encontrado foi de 0,93074,
mostrando que a regressdo ajusta bem os dados experimentais. A partir desses dados,
verificou-se que o IC50 apresentou um valor de concentragdo de sobrenadante de 22,7%,

sendo 340,5 pl o volume bruto de caldo de fermentacgéo.
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Figura3 — Porcentagem de inibigdo frente a diferentes concentracdes de sobrenadante.
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O acido ascorbico foi utilizado como padrio para o ensaio de DPPH, com a finalidade
de realizar uma comparacdo das atividades encontradas. Também conhecido por vitamina C,
o acido ascorbico tem acdo antioxidante (GRUNE, 2005) e previne alimentos dos danos
oxidativos (KIKUGAWA et al., 1990). A porcentagem de inibicdo de diferentes

concentragdes de acido ascorbico sdo apresentadas na Figura 4.
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Figura4 — Porcentagem de inibigdo frente a diferentes concentracdes de acido ascdrbico.
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Ao comparar as Figuras 3 e 4, pode-se verificar que o acido ascdrbico analisado
apresentou 0 mesmo comportamento dose-dependente do caldo de fermentacdo durante a
analise de inibi¢do do radical DPPH. A fim de se determinar o IC50 para o acido ascérbico,
realizou-se uma regressdo linear e a equacio da reta apresentou um valor de 4,44485 para o
coeficiente linear e 0 para o coeficiente angular, pois a Unica fonte de compostos
antioxidantes provinha da amostra de 4cido ascérbico. O coeficiente de determinagio (R?)
apresentou um valor de 0,93775, logo a regressdo ajusta bem os dados experimentais. A partir
dos valores de coeficientes obtidos, verificou-se um IC50 de 11,25 pg/ml para o acido
ascorbico. Logo, pode-se afirmar que uma solugdo aquosa de 22,7% de caldo de fermentagao
consegue inibir a mesma quantidade de radicais DPPH que uma solucdo de 11,25 pg/ml de

acido ascorbico.
4.3.3 Identificacdo dos compostos

A identificacdo dos compostos volateis obtidos no caldo de fermentacdo do fungo

Botryosphaeria dothidea foi realizada através de uma extragdio liquido-liquido do
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sobrenadante com acetato de etila, onde a fracdo orgénica foi utilizada para a qualificagdo por
cromatografia. Na Tabela 3 estdo apresentados os principais compostos identificados.

Xiao et al. (2014) avaliaram as atividades antifungica, antibacteriana, antioxidante e
citotoxica dos metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo Bofryosphaeria dothidea por
fermentacdo em estado so6lido. Ao todo foram identificados 18 metabolitos diferentes, tendo
os compostos altenusin e djalonensone apresentado marcante atividade sequestradora de

radicais DPPH, com valores de IC50 de 17,6 e 18,7 uM, respectivamente.

Tabela 3 — Identificagdo dos compostos presentes na fragdo organica resultante da extracdo

liquido-liquido do sobrenadante produzido pelo fungo Botryosphaeria dothidea.

Pico Nome do composto Estrutura quimica %
Total

1 Hexahidro-3-pirrolizinona <‘)N§ 32,23

O
¢ster bis-2(metil-propil) do 4cido 1,2-
2 . ’qe ‘-\\_ D 37,93
benzenodicarboxilico ﬂ
= YD\/I\H
o

H
N O
3 3,6-di-isobutil-2,5-piperazinodiona YI LL 29,84

*TR: Tempo de retengédo

O composto Hexahidro-3-pirrolizinona consiste de um alcaldide, que sdo substancias
nitrogenadas geralmente heterociclicas que exercem acdo fisiologica pronunciada sobre os
animais (AMARAL, 1995) e sdo onipresentes em produtos naturais e biologicamente ativos
(HUANG et al., 2011). Alcaldides pirrolizidinicos podem ser encontrados em muitas familias
botanicas e sdo metabolitos secundarios tipicos do género Senecio (MARCANO e

HASEGAWA, 2002).
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Gao et al. (2015) realizou o cultivo de Hydrilla verticillata com algas em um sistema
de coexisténcia e identificou 63 compostos diferentes, entre eles o composto éster bis-2(metil-
propil) do acido 1,2-benzenodicarboxilico. Conhecido por ftalato de di-isobutila (DIBP), este
composto foi detectado também entre os compostos ativos do fruto da Pyrus
bretschneideriRehd., um tipo de péra comestivel utilizada na medicina popular chinesa para
tratar tosse, constipacdo e alcoolismo (XIA et al., 2012), e no caldo de fermentagdo do fungo
endofitico Pestalotiopsis clavispora (DENG et al., 2011).

O composto 3,6-di-isobutil-2,5-piperazinodiona, classificado também como um
alcaldide, foi verificado no caldo de cultura da bactéria Pseudomonas sp., apresentou
atividades citotdxicas e antimicrobiana (ZHENG et al., 2005). Balachandran et al, (2012)
investigaram essas atividades no caldo de cultura da bactéria Methylobacterium sp., € entre 0s
metabolitos encontrados, verificou-se a presenca do composto 3,6-bis(2-methylpropyl)-2,5-
Piperazinedione. A Piperazina apresenta uma estrutura molecular semelhante a0 composto
identificado, sendo utilizada na terapéutica helmintoses, como Ascaris lumbricoides e

Enterobius vermicularis(AUTO et al., 2008).

44  CONCLUSAO

Os fungos endofiticos isolados de plantas de regides do bioma Pampa e Mata Atlantica
se mostraram, em sua grande maioria, produtores em potencial de compostos com atividade
antioxidante. O fungo selecionado na etapa de screening foi identificado comoBotryosphaeria
dothidea, sendo bastante promissor na produ¢do de compostos com atividade antirradicalar,
apresentando um IC50 de 22,7% equivalente a 11,25 pg/ml de acido ascorbico. Entre os
metabdlitos identificados, verificou-se a presenga de dois alcaldides, que s@o substincias

onipresentes em produtos naturais e biologicamente ativos, bem como outro composto.
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5 ARTIGO 2 — PRODUCAO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES ATRAVES DE
FERMENTACAO SUBMERSA DO FUNGO Botryosphaeria dothidea

ABSTRACT: O objetivo deste trabalho foi otimizar a produgdo de compostos antioxidantes
por fermentacdo submersa utilizando o fungoBotryosphaeria dothidea. Pardmetros da
fermentagdo como a concentracdo de glicose (10-20 g.L'l), concentracdo de extrato de
levedura (5-10 g.L™"), concentragdo de peptona (8-12 g.L™"), pH (4,5-6,5), temperatura (20-
30°C) e agitagdo (80-160 rpm) foram avaliados frente a inibi¢do dos radicais DPPH,
superoxido e hidroxil. Verificou-se que os fatores concentracdo de glicose e peptona
apresentaram efeitos significativos na resposta inibi¢do do DPPH e apenas a concentra¢io de
glicose apresentou efeito na inibigdo do superoxido. A otimizag¢do dessas duas varidveis

resultou em 95,35 e 89,2% de inibi¢do do DPPH e hidroxil, respectivamente.
5.1 INTRODUCAO

O campo da quimica dos radicais livres tem despertado grande atencdo nos ultimos
anos. Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio, que sdo geradas através de varios
sistemas enddgenos, expdem o organismo humano a diferentes condi¢des fisico-quimicas e
estados patologicos (LOBO et al., 2010). O desequilibrio entre a geracdo dessas espécies e a
atuacdo de sistemas de defesa antioxidante origina uma condi¢do denominada estresse
oxidativo (BARBOS et al., 2010; PREISER, 2012). Essa condi¢do tem sido associada com
diversas doencas, o que justifica o grande interesse na atuacdo de compostos antioxidantes
(REZENDE, 2010).

Antioxidantes s80 compostos que t€m a capacidade de interagir com radicais livres
prevenindo o dano oxidativo a moléculas vitais pela interrup¢do das reacdes em cadeia
provocadas por esses radicais (MANCINI et al., 2006). O consumo de antioxidantes na dieta
tem sido relatado como de grande importancia visto que esta relacionado diretamente com a
diminui¢do do risco do desenvolvimento de doengas associadas ao acumulo de radicais livres
(VASCONCELOS et al., 2014). Estudos reportam a producdo de compostos bioativos com
atividades farmacoldgicas proeminentes, como a antioxidante, por fungos endofiticos. Logo,
esses micro-organismos correspondem a promissoras fontes de metabdlitos secundarios com
atividade antioxidante (SILVA, 2014).

A produg@o de compostos com atividades antifingica, antibacteriana, antioxidante e
citotoxica foi avaliada através de fermentacdo em estado sdlido do fungo endofitico

Botryosphaeria dothidea. A partir dos seus extratos foram isolados 18 compostos, entre eles
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os metabdlitos secundarios altenuene e djalonensone, que apresentaram marcante atividade
sequestradora do radical DPPH (XITAO et al, 2014).

A producdo de metabdlitos secundarios estd relacionada com a capacidade de
biossintese do micro-organismo e com as condi¢cdes do processo fermentativo, sendo a
expressdo dos compostos produzidos influenciada pelos pardmetros da fermentagfo
(TAKAHASHI e LUCAS, 2008). Condi¢des como o meio, pH, temperatura, agitagdo e
aeracdo devem ser otimizadas para o micro-organismo de modo que a producdo seja eficiente
(DUNN-COLEMAN et al., 1992).

Baseado nesses aspectos, o presente trabalho teve como principal objetivo a
otimizagdo dos parametros de processo de fermentagdo submersa do fungo Botryosphaeria
dothidea, isolado de uma regido de transi¢do dos biomas Pampa e Mata Atlantica, visando a

maior produ¢do de compostos antioxidantes.
52  MATERIAL E METODOS
5.2.1 Micro-organismo

O fungo endofitico Botryosphaeria dothidea foi isolado da planta Solanum
americanum, coletada da cidade de Santiago — RS, que engloba os biomas Pampa ¢ Mata
Atlantica. A manutengdo da cultura foi realizada em meio batata-dextrose-agua (BDA)

(ALFENAS E MAFIA, 2007).
5.2.2 Fermentac¢iao submersa

A fermentacdo submersa foi realizada em agitador orbital utilizando frascos
Erlenmeyer contendo 150 ml de meio de cultura. Como inéculo, utilizou-se um disco de 1,5
cm de micélio crescido por 7 dias em meio BDA a 28°C no escuro para cada 50 ml de meio.
O meio de cultura foi composto por glicose, extrato de levedura, peptona definidas através do
planejamento de experimentos e sais minerais. As concentragdes dos sais minerais sulfato de
amonio (NH,),SO4 (2 g.L™"), sulfato de magnésio (MgSO4.7H,0) (0,5 g.L™"); sulfato ferroso
(FeS04.7H,0) (1 g.L'l) e sulfato de manganés (MnSO4.H,0) (1 g.L'l) foram fixadas (PARRA
et al., 2005; PENARIOAL et al., 2008; PIMENTEL et al., 2010; SELBMANN et al., 2002;
YU et al., 1998).
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5.2.3 Planejamento experimental Plackett Burman

Inicialmente foi delineado um planejamneto experimental do tipo PlackettBurman
(PB) com 12 ensaios mais 3 repeti¢des no ponto central. As varidveis investigadas foram
concentragio de glicose (10-20 g.L™"), concentragio de extrato de levedura (5-10 g.L™),
concentragio de peptona (8-12 g.L'™"), pH (4,5-6,5), temperatura (20-30°C) e agitagio (80-160
rpm).

5.2.4 Delineamento composto central rotacional

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi empregado para avaliar os
fatores que apresentaram efeito significativo no planejamento Plackett Burman (item 4.2.3).
Assim, utilizou-se um DCCR para dois fatores com 3 repeticdes no ponto central, onde as

concentragdes de glicose e peptona foram avaliadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Niveis reais e codificados do DCCR.

Variaveis independentes Niveis codificados
-1,41 -1 0 1 1,41
Concentracdo de glicose (g.L™) 15 20,23 33 45,77 51
Concentragio de peptona (g.L'l) 8 9,74 14 18,26 20

5.2.5 Atividade antioxidante
5.2.5.1 Capacidade sequestradora do radical DPPH

A capacidade do sobrenadante de sequestrar o radical DPPH foi avaliada pelo calculo
da porcentagem de inibi¢@o desse radical utilizando a metodologia proposta por Dal Pra et al.
(2015), com algumas modificagdes. A analise consiste no preparo de uma solugdo contendo
1500 pl de amostra a ser analisada, 1480 pl de uma solugdo etandlica de DPPH (107 M) e 20
ul de etanol. A amostra analisada foi o caldo de fermentagdo diluido em agua destilada na
propor¢ao 1:4. Apds o preparo da solucdo, esta foi mantida em repouso por 30 minutos no
escuro. Ensaios em branco ¢ controles foram conduzidos substituindo os 1480 pl de solugdo

de DPPH e os 1500 pl de amostra por etanol, respectivamente. Apos o tempo reacional,
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aferiu-se a absorbancia das solugdes a 522 nm utilizando-se um espectrofotometro UV-visivel
(Shimadzu modelo IR-Prestige-21). A atividade antirradicalar (AApppy) do sobrenadante, ou

porcentagem de inibi¢@o do radical DPPH, foi determinada utilizando a Equag@o 1.

ADPPH - (A - As)

ADPPH

Adpppy = ( ) X100 (1

Onde A, Apppy € Ag correspondem aos valores de absorbancia da amostra, da solucéo

de DPPH e do branco, respectivamente.
5.2.5.2 Capacidade sequestradora do radical Superoxido(O;")

A capacidade do sobrenadante de sequestrar o radical DPPH foi avaliada pelo calculo
da porcentagem de inibicdo desse radical utilizando a metodologia proposta por Zhao (2006),
com algumas modificacdes. Para esta andlise, utilizou-se o sistema enzimatico
hipoxantina/xantina oxidase, partindo de uma solucdo constituida de 100 pl de solugdo de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 30 mM, 100 pl de solug@o de hipoxantina 3mM e
200 pl de solugdo de nitroazul de tetrazolio (NBT) 1,42 mM. Uma amostra de 100 pl
contendo caldo de fermentagdo foi adicionada a solucdo preparada, seguida pela adi¢do de
100 pl de solugdo de xantina oxidase 0,75 U/ml, apés 3 minutos. Tampao fosfato 0,05 M (pH
7,4) foi utilizado para completar o volume de solugdo em 3 ml, que foi mantida em repouso
por 40 minutos. Uma amostra em branco, um controle ¢ um branco do controle foram
conduzidos paralelamente para o célculo da atividade antirradicalar. Para as amostras em
branco, substituiu-se a solugdo de NBT adicionada por etanol, e no controle substituiu-se a
amostra contento o caldo de fermentagdo. Completado o tempo reacional, aferiu-se a
absorbancia das amostras a 560 nm utilizando-se um espectrofotometro UV-visivel
(Shimadzu modelo IR-Prestige-21). A atividade antirradicalar (AAo;) do sobrenadante, ou

porcentagem de inibig¢ao do radical superoxido, foi determinada conforme Equacéo 2.

A—A
Adg, = (1 —ﬁ) X 100 )

Onde A, Ap, Ac e Apc correspondem aos valores de absorbancia da amostra, branco

da amostra, controle e branco do controle, respectivamente.
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5.2.5.3 Capacidade sequestradora do radical Hidroxil (OH)

A capacidade do sobrenadante de sequestrar o radical DPPH foi avaliada pela
metodologia proposta por Zhao (2006), com algumas modificagdes. Para a analise, foi
utilizado o método da 2-desoxi-D-ribose, o qual parte de uma solugao de reagdo constituida de
100 pl de amostra, 100 pl de solugdo de cloreto férrico hexaidratado (FeCl;.6H,O) (1 mM) e
100 pl de solucdo de acido L-ascorbico (I mM) preparadas com agua deionizada, 100 pl de
solugdo de peroxido de hidrogénio (10 mM), 100 ul de solugdo de EDTA (1 mM) e 100 ul de
solugdo de 2-deoxi-D-ribose (36 mM) preparadas utilizando solugdo tampao fosfato 0,025 M
(pH 7,4). A solugdo reacional foi diluida com a adi¢do de 400 ml da solugdo de tamp@o
fosfato e mantida em banho-maria por 1 hora. Finalizado o tempo reacional, adicionou-se as
solucdes 1 ml de solucdo de tricloroacético (TCA) (10%) e 1,0 ml de solucdo de acido
tiobarbitarico (TBA) (1%), preparadas com a solugdo de tampdo fosfato. Apds isto, as
solugdes reacionais foram colocadas em banho-maria a aproximadamente 70°C por 15
minutos e, por fim, foram resfriadas até¢ temperatura ambiente utilizando um refrigerador e
diluidas com 4gua deionizada até completar o volume de 5 ml.

A absorbancia das amostras foi aferida a 532 nm utilizando-se um espectrofotdmetro
UV-visivel (Shimadzu modelo IR-Prestige-21). A atividade antirradicalar (AAon) do
sobrenadante, ou porcentagem de inibicdo do radical hidroxil, foi determinada conforme

Equacido 3.
(A - Aa)

on = (1= e ) x 10 v

Onde A, A, Ac e Apc correspondem aos valores de absorbancia da amostra, branco

da amostra, controle ¢ branco do controle, respectivamente.
53  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 PlanejamentoPlackettBurman

O planejamento experimental Plackett Burman foi utilizado com a finalidade de se
determinar quais variaveis tém efeito significativo sobre a atividade antirradicalar do caldo de
fermentagdo. As variaveis analisadas foram as concentrag¢des de glicose, extrato de levedura,

peptona, pH, temperatura e agita¢do, e, para isto, foi utilizado um planejamento PB de 12
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ensaios com 2 niveis de concentracdo e 3 repeti¢des no ponto central. A matriz experimental

do planejamento ¢ apresentada na Tabela 2, junto aos valores de resposta porcentagem de

inibi¢do dos radicais DPPH, superoxido e hidroxil.

Tabela 2 — Matriz experimental de Plackett Burman para avaliar a influéncia do meio de

cultura e das condi¢des de processo na inibi¢ao dos radicais DPPH, superoxido e hidroxil.

Concent

Inibica

Inibica Inibica
Concent raciode Concent odo
o do o do
racio de extrato racdo de Tempera Agitaciio radical
Ensaio . d ©C) pH ( ) radical radical
icose e eptona  tura rpm superé
g L pep . P DPPH P hidroxi
(g.L™) levedura (gL xido
1 (%) 1 (%)
L) (%)
1 20 (1) 5(1) 12 (1) 20 (-1) 4,5(-1) 80 (-1) 19,97 90,21 69,69
2 20 (1) 10 (1) 8 (-1) 30 (1) 4,5 (-1) 80 (-1) 15,95 85,96 76,84
3 10 (-1) 10 (1) 12 (1) 20 (-1) 6,5 (1) 80 (-1) 17,70 83,27 75,70
4 20 (1) 5(1) 12 (1) 30 (1) 4,5(-1) 160 (1) 25,69 90,33 60,24
5 20 (1) 10 (1) 8 (-1) 30 (1) 6,5 (1) 80 (-1) 18,87 90,55 79,96
6 20 (1) 10 (1) 12 (1) 20 (-1) 6,5 (1) 160 (1) 25,34 92,79 37,03
7 10 (-1) 10 (1) 12 (1) 30 (1) 4,5(-1) 160 (1) 17,80 88,13 95,15
8 10 (-1) 5(1) 12 (1) 30 (1) 6,5 (1) 80 (-1) 17,84 89,98 86,22
9 10 (-1) 51 8 (-1) 30 (1) 6,5 (1) 160 (1) 8,22 83,31 92,89
10 20 (1) 5D 8(-1) 20 (-1) 6,5 (1) 160 (1) 18,87 92,07 92,28
11 10 (-1) 10 (1) 8 (-1) 20 (-1) 4,5(-1) 160 (1) 25,66 88,58 73,90
12 10 (-1) 5(-1) 8 (-1) 20 (-1) 4,5(-1) 80 (-1) 9,12 84,03 53,86
PC1 15 (0) 7,5 (0) 10 (0) 25(0) 5,5(0) 120 (0) 18,88 89,91 80,18
PC2 15 (0) 7,5 (0) 10 (0) 25(0) 5,5(0) 120 (0) 21,63 91,50 81,28
PC3 15 (0) 7,5 (0) 10 (0) 25(0) 5,5(0) 120 (0) 22,30 90,90 81,42

A porcentagem de inibi¢do do radical DPPH variou de 8,22 a 25,69%, ensaios 9 e 4,

respectivamente. Na Figura 1 € possivel observar a estimativa dos efeitos de cada variavel

independente na porcentagem de inibi¢ao do radical DPPH.
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Figura 1 — Efeitos estimados das variaveis independentes na inibi¢do do radical DPPH.

(1)Concentracado de glicose 1,902014

(3)Concentragéo de peptona 1,85505 -

\

(6)Agitacao 1,484711

\

(2)Concentragéo de extrato de levedura 1,449824

(4)Temperatura -,824541

(5)pH -493115

p=,1
Efeitos Estimados Padronizados (Valor Absoluto)

A partir da Figura 1, pode-se verificar que a variavel concentragdo de glicose foi a
unica variavel que apresentou efeito significativo e positivo a 90% de confianga (p<0,1) na
inibi¢do do radical DPPH. A concentragio de peptona apresenta um efeito positivo,
considerando um valor de p de significancia (0,100567) muito préoximo a 0,1. Assim, dentre
as variaveis avaliadas, a inibi¢do do radical DPPH pelos compostos presentes no sobrenadante
pode ser melhorada através de um aumento nas concentragdes de glicose e peptona do meio
de cultura.

Os valores maximo e minimo de porcentagem de inibicao do radical superoxido foram
encontrados nos ensaios 6 e 3, e apresentaram valores de 92,79 e 83,27%, respectivamente.
Na Figura 2, pode-se observar os efeitos estimados de cada variavel na resposta porcentagem

de inibicdo do radical superdxido.
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Figura 2 — Efeitos estimados das variaveis independentes na inibi¢do do radical superoxido.

(1)Concentragao de glicose 2,43286 -
(6)Agitagéo 1,108182
(5)Concentragéo de peptona 1,009326
(4)pH /4675916
(3)Temperatura -,265924
(2)Concentragao de extrato de levedura -,064257
p=1

Efeitos Estimados Padronizados (Valor Absoluto)

Pode-se verificar, a partir da Figura 2, que a concentracdo de glicose foi a unica
varidvel que apresentou efeito positivo e significativo a 90% de confianca (p<0,1) na inibicdo
do radical superoxido. Desta forma, a inibi¢do do radical superdxido pode ser melhorada pelo
aumento da concentrac¢do de glicose do meio de cultura.

Através da Tabela 2, pode-se verificar que os valores maximo ¢ minimo de
porcentagem de inibi¢ao do radical hidroxil (92,89 e 37,03%) foram encontrados nos ensaios
9 e 6, respectivamente. A estimativa dos efeitos das variaveis independentes nesta resposta

pode ser observada na Figura 3.



56

Figura 3 — Efeitos estimados das variaveis independentes na inibi¢ao do radical hidroxil.

(4)Temperatura 1,5695

(1)Concentragéo de glicose f -1,0897

(3)Concentragéo de peptona [ -,807379

(5)pH / 6077423

(2)Concentragéo de extrato de levedura -,293271

(6)Agitagao / 11628891

p=,1
Efeitos Estimados Padronizados (Valor Absoluto)

Nenhuma variavel independente apresentou efeito significativo a 90% de confianga
(p<0,1) na porcentagem de inibi¢do do radical hidroxil. Logo, a variagdo dentro dos intervalos
estudados das concentragdes dos componentes do meio de cultura, temperatura, pH do meio e

agitacdo ndo influenciaram significativamente na resposta.

5.3.2 Delineamento composto central rotacional

Os efeitos das varidveis independentes concentragdo de glicose e concentragdo de
peptona foram estudados na inibicdo dos radicais DPPH, superéxido e hidroxil. Neste
delineamento, utilizaram-se 8 tratamentos diferentes e mais 3 repeticdes no ponto central, e

sua matriz esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Variaveis independentes do DCCRe respectivos valores de inibi¢do dos radicais

DPPH, superdxido e hidroxil como respostas.

Concentrag szcentrag Inibicdo do Inibig.s?l 0 do Inibicdo do
Ensaio a0 de glicose p:[())t(;::la radical sull;iii’)c;ildo radical

(gL @L™ DPPH (%) %) hidroxil (%)
1 20,23 (-1) 9,74 (-1) 59,57 88,66 77,13
2 20,23 (-1) 18,26 (1) 68,46 92,49 89,20
3 45,77 (1) 9,74 (-1) 62,09 93,31 47,18
4 45,77 (1) 18,26 (1) 84,13 94,54 78,00
5 15,00 (-1,41) 14,00 (0) 57,93 92,62 84,99
6 51,00 (1,41) 14,00 (0) 84,63 95,08 72,88
7 33,00(0) 8,00 (-1,41) 88,89 92,35 61,57
8 33,00(0) 20,00 (1,41) 51,11 92,90 76,55
9 33,00 (0) 14,00 (0) 94,26 94,40 78,91
10 33,00 (0) 14,00 (0) 95,35 94,67 78,09
11 33,00 (0) 14,00 (0) 94,30 89,21 73,30

Para a determinagdo da melhor condi¢do do delineamento, foi realizada uma analise
estatistica das respostas, porém ndo foi possivel a utilizacdo do modelo para a construc¢do e
analise da superficie para inibicdo dos radicais DPPH e superoxido, pois estas apresentaram
um baixo coeficiente de determinacéo.

As variaveis que apresentaram efeito significativo (p<0,5) sobre a inibig¢do do radical
hidroxil foram os termos lineares da concentracdo de glicose e da concentragdo de peptona.
Os termos quadraticos e a interag@o entre os fatores ndo foram significativos. Os valores

preditos para a de inibig¢@o do radical hidroxil foram ajustados a partir da Equacéo 1.

Inibicdo do Hidroxil (%) = 74,34545 — 7,29985X + 8,02535X, )
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Onde X; e X, representam as concentragdes de glicose e peptona, para os valores
codificados.

Pela analise de variancia (ANOVA) (Tabela 4) encontrou-se F calculado (Fcal) de
10,417, cerca de 3 vezes superior ao F tabelado de 3,113.Portanto ¢ possivel construir
superficies de contorno (Figura 4) e de resposta (Figura 5) para a analise dos resultados, pois
o modelo se ajusta bem aos dados experimentais, explicando 72,26% da variagdo encontrada,

o que considerado aceitdvel para bioprocessos.

Tabela 4 — ANOVA para a porcentagem de inibi¢ao do radical hidroxil.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F
Variacéio Quadrados Liberdade Médio
Regressao 938,752 2 469,376 10,417
Residuos 360,453 8 45,057
Total 1299,205 10

Fag100 = 3,113
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Figura 4 — Superficie de contorno da inibicdo do radical hidroxil em fungdo da concentracio

de glicose (g.L™") e concentragdo de peptona (g.L™).
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Figura 5 — Superficie de resposta da inibi¢ao do radical hidroxil em fung@o da concentracdo

de glicose (g.L™") e concentragdo de peptona (g.L™).

1500 o) r:.‘w\mqug:n@m o CRIAON,

Il > 80
[ < 76
Bl <56

O melhor resultado de inibi¢do do radical hidroxil (89,2%) foi encontrada no ensaio 2,
onde foram utilizadas 20,23 e 28,26 gL' para as concentragdes de glicose e peptona,
respectivamente. Através das Figuras 4 e 5, ficam evidentes os efeitos negativo da variavel
concentragdo de glicose e positivo da varidvel concentragdo de peptona sobre a resposta
inibi¢do do radical hidroxil.

O aumento na concentragdo de glicose provocou uma diminui¢do na produgdo de
compostos com atividade antioxidante presentes no caldo de fermentagdo. Segundo alguns

trabalhos reportados na literatura, o excesso de glicose ou outra fonte de carbono facilmente
fermentavel pode reprimir a produ¢do de alguns compostos, como as -glucanases (GIESE et
al., 2003). Logo, o excesso de glicose pode ter inibido o metabolismo de fontes alternativas de
carbono presentes no meio de cultura por um fendmeno denominado repressdo catabolica.
Este fenomeno ocorre quando um micro-organismo estd crescendo na presenca de um

substrato facilmente metabolizavel, como a glicose, o que pode limitar a producéo de enzimas
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responsaveis por catabolizar outros substratos presentes no meio (EVELEIGH e
MONTENECOURT, 1979).

Comparando os valores de porcentagem de inibicdo do radical DPPH obtidos no
DCCR com os valores obtidos no PB, verificou-se que houve um aumento expressivo nos
valores de porcentagem de inibicdo frente ao radical DPPH. Os valores de inibicdo do DPPH
variaram de 8,22 (ensaio 9) a 25,69% (ensaio 4) nas respostas do PB, ¢ de 51,11 (ensaio 8) a
95,35% (ensaio 10) no DCCR. Os valores de porcentagem de inibi¢do do superoxido
variaram de 83,27 a 92,79% nas respostas do PB, e de 88,66 a 95,08% no DCCR.
Comparando as respostas, verificou-se que as concentragdes de glicose e peptona ndo tiveram
efeito tio expressivo nos valores de porcentagem de inibi¢do do superdxido como tiveram nos

valores de inibi¢do do hidroxil e DPPH.
54  CONCLUSAO

Através do planejamento experimental Plackett Burman, verificou-se que as
concentragdes de glicose e peptona tém efeito significativo sobre a atividade antirradicalar do
caldo de fermentag@o do fungo Botryosphaeria dothidea. A otimizagao dessas duas variaveis
resultou no aumento da inibi¢do dos radicais DPPH e hidroxil, eas maiores inibi¢cdes desses

radicais foram 95,35 e 89,2%, respectivamente.
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6 DISCUSSAO

Foram selecionados 53 fungos endofiticos isolados com o intuito de determinar sua
capacidade de producdo de compostos antioxidantes pelo processo de fermentacio submersa.
Todos os fungos isolados apresentaram capacidade para a producio de compostos com
atividade antioxidante, o que confirma o grande potencial dos fungos endofiticos para a
producdo de compostos com atividades bioldgicas interessantes. O fungo VP53 foi
selecionado, pois apresentou maior potencial para a produg¢do de compostos antioxidantes,
dentro das condi¢des estudadas. Este fungo foi identificado como Botryosphaeria dothidea e
a qualificacdo dos compostos volateis presentes no extrato do caldo de fermentagdo desse
fungo identificou a presen¢a dos compostoshexahidro-3-pirrolizinona, éster bis-2(metil-
propil) do acido 1,2-benzenodicarboxilicoe 3,6-di-isobutil-2,5-piperazinodiona. De acordo
com a literatura, essa ¢ a primeira vez que esses compostos sdo reportados como sendo
produzidos por essa espécie. Uma posterior identificagdo dos compostos ndo volateis
presentes no caldo de fermentagdo também se mostra interessante, visto que também podem
estar associados a atividade antioxidante do sobrenadante. Isso tudo evidencia a importancia
do estudo da biodiversidade dos biomas Pampa ¢ Mata Atlantica que ainda é pouco explorada.
A otimizag¢do das condi¢des do processo fermentativo foi importante para se determinar quais
condi¢des maximizam a producdo dos compostos antioxidantes. Os planejamentos de
experimentos adotados auxiliaram a obter informagdes sobre o processo com um menor

numero de experimentos, minimizando os custos € o tempo.
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7 CONCLUSAO

Das 53 cepas fungicas isoladas de recursos bioldgicos dos biomas Pampa e Mata
Atlantica, todas apresentaram capacidade de produzir compostos com atividade antioxidante,
e 11 se destacaram pela sua maior capacidade de inibir o radical DPPH. Quando avaliadas
frente aos radicais superoxido e hidroxil, a cepa VP53 se destacou como aquela com maior
potencial para produgfio de compostos antioxidantes. Esses fungo, identificado como
Botryosphaeria dothidea, foi isolado de uma regido de transicdo entre os biomas Pampa ¢
Mata Atlantica e produziu os compostos hexahidro-3-pirrolizinona, éster bis-2(metil-propil)
do éacido 1,2-benzenodicarboxilico e 3,6-di-isobutil-2,5-piperazinodiona, nas condi¢des
estudadas.

A partir da andlise dos efeitos das varidveis do processo fermentativo na capacidade de
inibicdo dos radicais, pode-se verificar que as concentragdes de glicose e peptona tiveram
efeito significativo sobre a producido de compostos com atividade antioxidante. A otimizacdo
do processo resultou em um aumento significativo na capacidade dos compostos presentes no
caldo de inibir os radicais DPPH e hidroxil, ou seja, houve um aumento na atividade
antirradicalar do caldo de fermentac3o.

Diante do que foi exposto, pode-se ressaltar o grande potencial do fungo
Botryosphaeria dothidea para a produgdo de compostos antioxidantes por fermentagdo
submersa. O desenvolvimento de um bioproduto a partir deste micro-organismo se mostra
promissor, apesar deste trabalho se caracterizar como um passo inicial para esse

desenvolvimento.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Otimizacdo da fermentagdo submersa do fungo Botryospharia dothidea em meio
industrial;

Identificagcdo dos compostos produzidos apds a otimizagdo do processo;

Estudo de diferentes métodos para a extragdo dos compostos produzidos;

Isolamento dos compostos produzidos por técnicas cromatograficas;

Avaliacdo da toxicidade dos compostos produzidos isoladamente;

Estudo da cinética de crescimento do micro-organismo;

Identificag¢do dos compostos ndo volateis presentes no caldo de fermentacao.
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ANEXO A

Tabelal — Localidade, espécie, nome popular e familia botanica das plantas e seus respectivos

fungos isolados avaliados quanto a produgio de compostos antioxidantes.

Isolado Localidade Espécie da Nome popular da Familia
planta planta botinica

VP82 Santiago (Vila Paraiso) - Senecio maria-mole Asteraceae
RS brasiliensis

OR13  Plantas Ornamentais - cheflera Schefflera actinophylla  Araliaceae
Santa Maria-RS

VP83 Santiago (Vila Paraiso) - Senecio maria-mole Asteraceae
RS brasiliensis

VP76  Santiago (Vila Paraiso) - Eryngium gravata-do-banhado Apiaceae
RS horridum

VP41 Santiago (Vila Paraiso) - Solanum jurubeba-roxa Solanaceae
RS stipulaceum

OR12  Plantas Ornamentais - cheflera Schefflera actinophylla  Araliaceae
Santa Maria-RS

VP51 Santiago (Vila Paraiso) - Solanum maria-pretinha Solanaceae
RS americanum

VP53 Santiago (Vila Paraiso) - Solanum maria-pretinha Solanaceae
RS americanum

VP77 Santiago (Vila Paraiso) - Eryngium gravata-do-banhado Apiaceac
RS horridum

VP84 Santiago (Vila Paraiso) - Senecio maria-mole Asteraceae
RS brasiliensis

VP65 Santiago (Vila Paraiso) - Baccharis vassoura-lajeana Asteraceae

RS dracuntifolia




