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RESUMO

BIOTRANSFORMAGCAO DE GINGEROIS POR FUNGOS ENDOFITICOS

Biotransformacgdo é um processo que envolve conversdes quimicas catalisadas por enzimas. Os
fungos endofiticos sdo microrganismos capazes de produzir enzimas e metabélitos de grande
interesse biotecnoldgico, por isso sdo bastante empregados nesses processos. O Zingiber
officinale apresente composto fendlicos com importantes atividades farmacoldgicas
comprovadas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de biotransformacao
dos fungos endofiticos Curvularia asianensis e Hawksworthiomyces sp. isolados da planta
Humirianthera ampla frente a gingerois isolados do Zingiber officinale. As cepas fungicas
passaram por um processo de identificacdo e seus materiais genéticos foram extraidos,
amplificados, sequenciados e analisados por um estudo filogenético. Posteriormente, foram
testadas algumas condic¢des de crescimento deles em placas de Petri, onde avaliou-se 0 meio de
crescimento, temperatura e incidéncia de luminosidade. Nas biotransformacdes foram realizados
dois experimentos em sequéncia, onde alguns parametros foram testados: substrato (fracdo
enriquecida com gingerdis e o 6-gingerol isolado); diferentes meios de cultivo liquidos (batata
dextrose - BD, sabouraud dextrose - SBD e extrato de carne e peptona - MEP) e dias diferentes
de experimento (7, 8, 9, 10 e 14 dias). Foram utilizados em todos os experimentos 25 pL de cada
substrato dissolvido no co-solvente dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracao de 4% e particéo
liquido-liquido com 1 mL de acetato de etila para a finalizacdo dos procedimentos. Os extratos
obtidos das biotransformac@es foram analisados por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA). Os fungos foram identificados como Curvularia asianensis e Hawksworthiomyces sp.,
sendo este Ultimo uma provavel nova espécie do género. Para o fungo C. asianensis foi
observado em CCDA a formacéo de compostos mais polares do que os da fracdo enriquecida em
todos 0s meios liquido testados, enquanto que com o isolado 6-gingerol em meio SBD a mesma
mudanca foi evidenciada a partir do 7° dia de experimento. J& para 0 Hawksworthiomyces sp. em
seu perfil cromatografico foi observado a formacdo de compostos mais polares do que os da
fracdo enriquecida apenas meios liquidos SBD e BD, enquanto que com o isolado 6-gingerol o
mesmo resultado foi evidenciado em meio SBD apenas no 8° dia de experimento. Este trabalho
possui carater inédito ja que ndo ha trabalhos na literatura sobre o isolamento e identificacdo dos
fungos endofiticos da H. ampla, nem a utilizacdo deles em processos de biotransformacao.

Palavras chaves: Biocatalise; Curvularia asianensis; Hawksworthiomyces sp.; Humirianthera

ampla; Zingiber officinale;



ABSTRACT

BIOTRANSFORMATION OF GINGERIALS BY ENDOFITIC FUNGI

Biotransformation is a process that involves chemical conversions catalyzed by enzymes.
Endophytic fungi are microorganisms capable of producing enzymes and metabolites of great
biotechnological interest, so they are quite employed in these processes. Zingiber officinale
presents phenolic compounds with important proven pharmacological activities. In this way, the
objective of this work was to evaluate the biotransformation potential of the endophytic fungi
Curvularia asianensis and Hawksworthiomyces sp. isolated from the Humirianthera ampla plant
in front of the isolated gingerols of Zingiber officinale. The fungal strains underwent an
identification process and their genetic material was extracted, amplified, sequenced and
analyzed by a phylogenetic study. Subsequently, some growth conditions were tested in Petri
dishes, where the growth medium, temperature and incidence of luminosity were evaluated. In
the biotransformations two experiments were carried out in sequence, where some parameters
were tested: substrate (fraction enriched with gingerols and 6-gingerol alone); different liquid
culture media (dextrose potato - BD, sabouraud dextrose - SBD and meat and peptone extract -
MEP) and different days of experiment (7, 8, 9, 10 and 14 days). 25 uL of each substrate
dissolved in the solvent was used in the co-solvent dimethylsulfoxide (DMSO) at 4%
concentration and liquid-liquid partition with 1 mL of ethyl acetate for completion of the
procedures. The extracts obtained from the biotransformations were analyzed by analytical thin
layer chromatography (ADCC). The fungi were identified as Curvularia asianensis and
Hawksworthiomyces sp., the latter being a probable new species of the genus. For the C.
asianensis fungus, the formation of more polar compounds than those of the enriched fraction in
all the liquid media tested was observed in ADCC, whereas with the 6-gingerol isolate in SBD
the same change was evidenced from the 7th day of experiment. Already for Hawksworthiomyces
sp. in its chromatographic profile the formation of more polar compounds than those of the
enriched fraction was observed only liquid media SBD and BD, whereas with the 6-gingerol
isolate the same result was evidenced in SBD medium only on the 8th day of experiment. This
work has an unprecedented character since there are no papers in the literature about isolation and
identification of the endophytic fungi from H. ampla nor the use of them in biotransformation
processes.

Keywords: Biocatalysis; Curvularia asianensis; Hawksworthiomyces sp.; Humirianthera ampla;

Zingiber officinale.
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1 INTRODUCAO

Por séculos, a natureza tem sido uma imensa fonte de produtos naturais que possuem a
capacidade de mudar e conservar a vida. O Brasil, por ser o detentor de uma imensa diversidade
de espécies vegetais, animais e de microrganismos, torna-se um campo promissor para a
descoberta e desenvolvimento de novos compostos bioativos (GUO, 2017; SEABROOKS; HU,
2017).

Nesse contexto, os fungos sdo capazes de sintetizar metabolitos potencialmente bioativos,
tornando-os um grupo significativamente favoravel para o descobrimento e criacdo de novos
farmacos (SYNYTSYA et al.,, 2016). Estes microrganismos podem receber classificacdo
taxonbmica como Zigomicetos, Ascomicetos, Basidiomicetos e Fungos imperfeitos, além destas,
ainda podem ser didaticamente classificados em endofiticos, epifiticos, patogénicos e micorrizas
(CienTIC, 2004).

O termo endofitico vem sendo usado desde o século XIX, sendo empregado para
classificar fungos que vivem dentro das plantas. Em 1986, Barry designou estudos de
diferenciacdo dos fungos, classificando os fitopatdgenos como 0s que causam doencas em
plantas, e mais tarde o termo epifitico serviu para classificar aqueles fungos que vivem na
superficie delas (BORGES, 2008).

Os endofiticos representam uma rica fonte de novos produtos naturais com propriedades
bioativas. Eles colonizam um habitat ecoldgico praticamente inexplorado e seus metabdlitos
secundarios sdo particularmente ativos, possivelmente devido a interagdes metabolicas com seu
hospedeiro (KUSARI et al., 2012).

Esses microrganismos também podem ser utilizados como reagentes em transformacdes
quimicas com substancias organicas, o que € denominado de biotransformacdo. Eles apresentam
caracteristicas fundamentais para sua utilizacdo nesses processos, tais como: elevada regio-,
enantio- e esteroseletividade, condicdes reacionais brandas, aplicacdo a diversos tipos de
substratos, ecologicamente correto (quimica verde) e baixos custos operacionais. Essas
caracteristicas favorecem uma alternativa biotecnoldgica para a obtencdo de novos compostos
ativos, em especial quando as modificagdes estruturais desejadas ndo podem ser efetuadas
utilizando-se métodos sintéticos classicos (TAKAHASHI et al., 2017).
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As cepas endofiticas utilizadas neste trabalho foram Curvularia asianensis e
Hawksworthiomyces sp. isoladas da Humirianthera ampla, uma planta pertencente a familia das
Icacinaceas, de pequeno porte, que tem como centro de dispersdo a AmazoOnia brasileira.
Caracteriza-se por possuir uma raiz tuberosa bastante desenvolvida e rica em fécula. Conhecida
popularmente como maird, surucuina ou surucucuina tem suas raizes usadas por indios e
seringueiros da regido como medicamento antiofidico (MARQUES, 2007; STRAUCH et al.,
2012). Atualmente ndo se tem nenhum estudo com microrganismos isolados desta planta.

Mudangas estruturais estdo sendo cada vez mais estudadas em substratos organicos com
potencial bioativo para desenvolver medicamentos mais efetivos, menos tdxicos e
ecologicamente corretos. Neste contexto, para a realizagdo desta pesquisa foram utilizados como
substrato gingerdis isolados do rizoma Zingiber officinale, conhecido popularmente como
gengibre. Trabalhos experimentais demonstraram que os efeitos farmacoldgicos do gengibre séo
advindos dos compostos fendlicos gingerdis (BERNAD et al., 2015; RODRIGUES, 2017). Até
entdo nunca foi estudado o potencial biocatalitico de espécies fungicas isoladas da H. ampla
frente a gingerdis, o que torna inédito o carater desta pesquisa.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial biocatalitico dos fungos
endofiticos isolados da espécie vegetal H. ampla frente aos gingerois obtidos do Zingiber

officinale.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Fungos endofiticos

Fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam o interior da planta, sendo
encontrados em drgaos e tecidos vegetais, como folhas, ramos e raizes, podendo ocupar espacos
inter e intracelulares (PAMPHILE et al., 2017). Estes microrganismos, na grande maioria das
vezes, ndo causam efeitos nocivos a sua planta hospedeira. No entanto, alguns deles ap6s um
longo periodo podem provocar sintomas de doencas, sugerindo assim, que eles sdo uma forma
latente de um patdgeno. Assim, a natureza da associagcdo entre fungos endofiticos e seus
hospedeiros € diversa e varia de parasitismo a simbidtico (FERNANDES et al., 2015).

Esses microrganismos sdo uma excelente fonte para a exploracdo de metabdlitos
secundarios. O isolamento e a utilizacdo desses metabolitos nos bioensaios sdo uma alternativa na
busca por produtos naturais bioativos para controle bioldgico e producdo de produtos
farmacéuticos (PAMPHILE et al., 2017).

Farmacos importantes de uso clinico em vérias patologias foram obtidos de fungos, como
o antibiotico penicilina (1) (FIGURA 1) descoberto em 1928 pelo cientista Alexander Fleming.
Ele observou que o crescimento das bactérias de seu estudo foi afetado pelo crescimento de um
fungo na mesma placa (Penicillium chrysogenum). Desse evento foi descoberto o primeiro
antibidtico considerado uma das descobertas cientificas mais importantes do século XX
(BRITANNICA ACADEMIC, 2016).

Ff

/—OH
(1) o/

Figura 1: Estrutura quimica da penicilina (1). Fonte: Préprio autor.
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Outra descoberta medicinal oriunda dos fungos foi a ergotamina (2) (FIGURA 2), um
alcaloide extraido da cepa Claviceps purpurea, um parasita que ataca o centeio. Devido seu poder
vasoconstritor, ele tem sido utilizado para tratar enxaquecas e induzir contragcdes uterina no
momento do parto, além de ser utilizado para diminuir hemorragias uterinas pds-parto
(ZERMENO, 2004).

Figura 2: Estrutura quimica da ergotamina (2). Fonte: Proprio autor.

A ciclosporina (3) (FIGURA 3 p. 18) é uma droga imunossupressora, também isolada de
uma cepa fungica presente no solo (Tolypocladium inflatum), este medicamento pertence a classe
dos inibidores de calcineurina, suprimindo as reacdes imunoldgicas que causam rejeicdo de
orgdos transplantados. Ela foi langada no mercado em 1979, possibilitando o retorno as
atividades de transplante anteriormente abandonadas pela nao efetividade cirargica (DEMAIN;
SANCHEZ, 2009).



18

®3)
Figura 3: Estrutura quimica da ciclosporina (3). Fonte: Proprio autor.

E notavel que o ambiente afeta diretamente o metabolismo microbiano, a depender das
condi¢des do meio em que se encontram e da disponibilidade dos nutrientes os fungos tornam-se
capazes de ativar muitas rotas metabolicas para a degradacdo de varios componentes, sejam estes
nocivos ou ndo (PETIT et al., 2009). Assim, eles podem produzir e liberar enzimas
extracelulares, que degradam essas substancias antes de serem internalizadas por suas células e
utilizad-las como fonte de energia. Esta producdo enzimatica favorece a utilizacdo destes
microrganismos em procedimentos de biotransformagdo, uma vez que suas enzimas S&o
guimicamente seletivas tornando-se capazes de biotransformar uma grande variedade de
substratos (SNAJDR et al., 2011).

2.2 Biotransformacao utilizando fungos

Biotransformagdes e/ou biocatdlise sdo conversdes quimicas catalisadas por enzimas.
Esses métodos sdo uma ferramenta importante na sintese organica, especialmente na obtencédo de
moléculas quirais por sinteses assimeétricas ou por resolucdo de racematos (MISCHIATTI, 2016).
A utilizacdo de microrganismos para promover rea¢es quimicas ocorre ha mais de seis
mil anos, desde o inicio da conversdo do aglcar em alcool para producdo de cervejas e vinhos,
mas considera-se que o primeiro relato cientifico de biotransformacdo seja datado no final do

século XIX, quando Louis Pasteur resolveu uma mistura racémica de &cido tartarico (FIGURA 4,
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p. 19) utilizando Penicillium glaucum. O microrganismo adicionado a mistura racémica degradou
somente um enantibmero D (-) &cido tartarico (4), deixando o outro intacto L (+) &cido tartarico

(5), favorecendo o processo de fermentacdo alcoolica das bebidas (TURNER, 1998).

OH O
HO |
OH
O OH OH ©
4) Ho. |
D (-) acido tartarico | H OH
50% Penicillium glaucum O OH
—_—
OH © Q)
HO. | L (+) 4cido tartarico
-~ oH 100%
(@) OH
®)
L (+) acido tartarico
50%

Figura 4: Conversdo quimica do enantidbmero D (-) 4cido tartarico (4) em L (+) &cido tartéarico (5) pelo Penicillium
glaucum. Fonte: Proprio autor.

Dentre as reagdes quimicas que os fungos podem desempenhar em processos de
biotransformacdo estdo: reacbes de hidroxilacdo, hidrolise, metilacdo, glicolisacdo, oxidacéo,
acetilacdo e redugdo. Um estudo quimico realizado por Saraiva (2009) demonstrou o potencial do
fungo Trichoderma harzianum ao biotransformar o monoterpeno (R)-carvona (6) (FIGURA 5, p.
20), que gerou o neodihidrocarveol (7) produto de biotransformacdo. O neodihidrocarveol é um

dos principais produtos da reducdo enzimatica da (R)-carvona.
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Trichoderma harzianum

Py
X

(6) (")

Figura 5: Biotransformacdo da (R)-carvona (6) em neodihidrocarveol (7) por células em crescimento de T.
harzianum.Fonte: Préprio autor.

Nos processos de biotransformacdo, o procedimento mais utilizado é realizado com
células totais de microrganismos cultivados em meios apropriados, onde toda maquinaria
enzimatica esté disponivel, o que pode gerar uma mistura de produtos biotransformados. Plantas,
protozoarios e insetos também podem ser utilizados além de enzimas puras, isoladas de diferentes
fontes, muitas delas disponiveis comercialmente. No entanto, essa ultima é bastante onerosa, uma
vez que, além da enzima, é necessario o uso de um ou mais cofatores para que ela seja ativa, por
este motivo, estd sendo cada vez mais preferivel trabalhar com as enzimas provenientes dos
microrganismos (FABER, 2011).

A seletividade apresentada pelos biocatalisadores naturais, o amplo espectro de
substancias quimicas que sdo aceitas como substratos para as rea¢des, 0 baixo custo, as condi¢des
amenas e ecologicamente corretas conferem aos fungos algumas caracteristicas fundamentais
para sua utilizagdo. Nos Gltimos anos, a biocatalise tém explorado conhecimentos de &reas como
a biologia molecular com o intuito de desenvolver biocatalisadores mais ativos, estaveis e
seletivos, passiveis de serem utilizados pela industria a um custo mais acessivel (FABER, 2011).

As principais vantagens do uso de enzimas na sintese organica sdo: (A) catalises
eficientes, sendo o processo da reacdo mais rapido quando comparado a catalise quimica e as
enzimas podem ser efetivas mesmo em baixas concentragcdes molares; (B) reacOes sob condigOes
suaves, numa faixa de temperatura entre 20-40°C e pH neutro (em torno de 7,0), minimizando
reacOes indesejadas, tais como rearranjos e reagdes laterais; (C) acdo catalitica sobre um grande
numero de substratos em locais de dificil acesso por meio sintético; (D) quimica verde, devido ao
uso reduzido de solventes e reagentes, bem como na menor producdo de residuos nocivos para a

salide e para o0 ambiente, tornando-se um importante aliado em favor das questdes ambientais; (E)
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seletividades (quimiosseletividade, regiosseletividade e enantiosseletividade) e (F) baixo custo
operacional (MISCHIATTI, 2016; TAKAHASHI et al., 2017).

A principal desvantagem dos sistemas de transformacdes microbianas é a
imprevisibilidade do processo. A fim de maximizar as chances de se obter um produto particular
ou de obtengdo de grande variacdo de produtos, é frequentemente necessario utilizar uma ampla

variedade de microrganismos na triagem inicial (MISCHIATTI, 2016).

2.3 O género Hawksworthiomyces sp.

O género Hawksworthiomyces sp. foi recentemente descrito por De Beer et al. (2016b),
mas o primeiro relato de uma espécie deste género se deu em 2008 quando Meyer et al.
descreveu pela primeira vez a espécie H. lignivorus (Ascomycota: Contos de Ophiostoma) a
partir de Eucalyptus sp. em decomposicdo na Africa do Sul.

Entretanto, esta espécie foi descrita como pertencente do género Sporothrix que, sob o
sistema de nomenclatura  dupla, acomodava morfos  assexuados  miceliais
de Ophiostomatales (DE BEER; DOUNG; WINGFIELD, 2016a). No entanto, sequéncias de
DNA de multiplos genes e estudos filogenéticos mostraram que esta espécie era distinta de todas
as outras espécies que residem em Sporothrix como redefinidas por De Beer et al. (2016b), e de
outros géneros de Ophiostomatales.

De Beeret al.(2016b), descreveram 0 novo género Hawksworthiomyces, para
acomodar H. lignivorus juntamente com outras quatro espécies recém-descritas, H. crousii, H.
hibbettii , H. sequentia e H. taylorii. Todas as espécies de Hawksworthiomyces foram isoladas de
madeira em decomposi¢do ou ambientes associados a materiais vegetais degradado. Um estudo
de inoculagdo conduzido por De Beer et al. (2016b) também sugeriram que o H. lignivorus é

capaz de degradar componentes lignocelul6sicos da madeira.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5729718/#R15
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Figura 6: Algumas espécies do género novo Hawksworthiomyces sp. nov. cultivadas por 14 dias a 30° C no escuro.
A: Hawksworthiomyces taylorii sp. nov.; B: Hawksworthiomyces hibbettii sp. nov.; C: Hawksworthiomyces crousii
sp. nov.. Adaptado por Gongalves, 2019. (DE BEER et al., 2016b).

Poucos sao os estudos feitos com o género Hawksworthiomyces sp., por isso é escasso 0
conhecimento acerca das caracteristicas de espécies deste género. Também ndo foram
encontrados trabalhos que utilizassem espécies do género Hawksworthiomyces em quaisquer

procedimentos de biotransformacao.

2.4 O género Curvularia sp.

O género Curvularia é classificado taxondmicamente em Reino: Fungi; Filo:
Ascomycota; Classe: Euascomycetes; Ordem: Pleosporales; Familia: Pleosporaceae; Geénero:
Curvularia (SUN et al., 2003). O género Curvularia constitui um grupo de microrganismos de
ampla ocorréncia visto a frequéncia com que sdo observados espécimes do género e elevado
nimeros de espécies que s&o normalmente identificadas (MOURAO et al, 2017).

O género Curvularia é composto por cerca de 119 espécies, diferenciando-se pela
morfologia dos conidios, nimeros de septos e morfologia da coldénia. Em consequéncia da
enorme variabilidade morfologica observada nas espécies pertencentes a esse género, ele foi
dividido em trés grupos (FIGURA 7, p. 23): “geniculata” (FIGURA 7A, p. 23), com a espécie-
tipo C. geniculata, o grupo “maculans” (FIGURA 7B, p. 23), com a espécie-tipo C. maculans e o
grupo “lunata” (FIGURA 7C, p. 23), representado por C. lunata, que se diferenciam pela forma
dos conidios e nimeros de septos (HOSOKAWA; TANAKA; TSUDA, 2003).
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Figura 7: Espécies do género Curvularia sp. crescidos em meios semiss6lidos em placas de Petri. A: C. geniculata;
B: C. maculans; C: C. lunata. Fonte: Manamgoda et al., 2012. Pandey, 2014.

O grupo “geniculata” engloba as espécies que possuem conidios com quatro ou mais
septos, enquanto que os grupos “lunata” e “maculans” representam as espécies que possuem
conidios com trés septos, porém distinguem-se pela curvatura mais pronunciada apresentada pelo
grupo “lunata” somado a presenca de célula mediana mais volumosa (FIGURA 8) (MOURAO et
al, 2017).

Figura 8: A - Aparéncia tipica microscopica de conidios de células maltiplas do fungo Curvularia geniculata; B -
Germinacdo simpodial do fungo Curvularia lunata (MCKENZIE, 2013).

De modo geral, os fungos do género Curvularia sdo saprofitos do solo, amplamente
espalhados pelo mundo e encontrados normalmente em ambientes poluidos. Além disso, espécies
de Curvularia tem sido isolado de diversas partes de vegetais sendo considerados endofiticos.
Estes microrganismos podem ter seu potencial direcionado para a producdo de metabdlitos

secundarios visando a inibicdo de agentes patogénicos, anti-helminticos e inseticidas de grande
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importancia agricola. E crescente o nimero de relatos na literatura a respeito dos metabolitos
produzidos pelas espécies do género Curvularia e que sdo de grande interesse industrial e
biotecnoldgico (MACIEL, 2010).

Em 2012, estudos realizados no nordeste da Tailandia por Manamgoda e colaboradores
levaram a identificacdo de uma nova espécie deste género, o C. asianensis, que foi isolado de
folhas de Saccharum canario (cana de agucar) e grdos de Oryza sativa (arroz).

Até 0 momento ndo existem relatos de experimentos de biotransformacéo utilizando o C.
asianensis, porém alguns estudos de biotransformacdo utilizando outras espécies do género
Curvularia sp. foram encontrados, como exemplo o experimento de Vezina em 1987
biostransformando esteroides (FIGURA 9). Sabe-se que uma hidroxila g na posi¢éo do carbono
11 dos esteroides € essencial para sua atividade bioldgica. A introducdo desta hidroxila via
biotransformacdo foi descrita primeiramente em 1953 usando os fungos Cunninghamella
blakesleeana e Curvularia lunata (FIGURA 9). A cortexolona (8) foi 11p-hidroxilada
produzindo hidrocortisona (9) com 60-70% de rendimento usando o C. lunata (VEZINA, 1987).

oH Cunninghamella blakesleeana

Curvularia lunata

Figura 9: Modificacdo estrutural da cortexolona (8) em hidrocortisona (9) ap6s o processo de biotransformacéo
pelos fungos Cunninghamella blakesleeana e Curvularia lunata. Fonte: Préprio autor.

Embora existam estudos de biotransformacdo com espécies do género Curcularia sp., ndo
ha relatos na literatura sobre o uso destes em procedimentos de biotransformagdo com substratos

organicos extraidos do Zingiber officinalle (gengibre).
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2.5 Gengibre: Zingiber officinale

A familia Zingiberaceae que apresenta distribuicdo em areas tropicais e semitropicais, é
composta por cerca de 50 géneros e 1.100 espécies, onde encontra-se 0 gengibre (Zingiber
officinale Rosc.), um rizoma popularmente utilizado como terapia alternativa para tratamento de
enfermidades. Ele é originario de florestas tropicais do Sudoeste da Asia e, atualmente, é
cultivado em diversos paises do mundo, dentre eles o Brasil (RODRIGUES, 2017).

Nas dltimas duas décadas aumentaram-se de forma consideravel os relatos cientificos
apontando acGes benéficas advindas do Z. officinale. (ARYAEIAN; TAVAKKOLLI, 2015). De
forma geral, evidencia-se atividades anti-inflamatdria, hipoglicémica, antioxidante, antiulcerosa,
antiemética, ansiolitica, antipirética e antitumoral (RODRIGUES, 2017).

Recentemente, elevou-se o numero de trabalhos experimentais demonstrando que 0s
efeitos farmacoldgicos do gengibre sdo advindos dos compostos fenolicos gingerdis (BERNAD
et al., 2015). Em especial, o 6-gingerol (10) e o 10-gingerol (11) (FIGURA 10) sdo considerados
como moléculas com grande potencial farmacoldgico e responsavel pelas acbes benéficas e
terapéuticas dessa espécie (FUNK et al., 2009; CHAKRABORTY et al., 2012). Desta forma o
isolamento e estudo destes constituintes podem levar ao desenvolvimento de novos farmacos com

potencial terapéutico melhor dos j& existentes no mercado.

| O OH
o |

HO (10
| O OH
o |

|Ho (11)

Figura 10: Estruturas quimicas do 6-gingerol (10) e 10-gingerol (11). Fonte: Proprio autor.
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3 OBJETIVOS

3.1

3.2

Geral

Avaliar o potencial biocatalitico dos fungos endofiticos Curvularia asianensis e
Hawksworthiomyces sp. isolados da planta Humirianthera ampla frente a gingerois

isolados de Zingiber officinale.

Especificos

Identificar os fungos endofiticos isolados de H. ampla;

Analisar a influéncia do meio de cultivo, temperatura e luminosidade no crescimento das
cepas fangicas;

Avaliar a condicdo mais apropriada de biotransformacéo frente a gingerois, variando meios
de cultivo e dias de crescimento;

Analisar os extratos obtidos da biotransformacéo frente a gingerdis por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencdo dos substratos utilizados nos experimentos de

biotransformacao

Os dois substratos (fracdo enriquecida com gingerois e isolado 6-gingerol) encontravam-
se disponiveis em laboratdrio para o uso. Ambos foram obtidos e isolados por integrantes do
grupo de pesquisa do Laboratério de Produtos Naturais e Bioativos (LPNBio), sob orientagdo do

professor Dr. James Almada da Silva, responsavel pelo laboratério.

4.2 Obtencéo, isolamento e preservacdo dos microrganismos

As cepas fungicas utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir de uma parceria com o
Laboratorio de Biotecnologia e Sintese Organica (LABS) da Universidade Federal do Ceara
(UFC), onde foi isolado do rizoma da Humirianthera ampla os endofitos. Apds isolamento, 0s
fungos seguiram para analise filogenética onde foram identificados (item 4.3). Em seguida, as
cepas foram incubadas em meio de cultura semissélido Agar Batata Dextrose (BDA) por 7 dias,
posteriormente foram preservados em 6leo mineral (MENEZES; SILVA-HANLIN, 1993). As
culturas fungicas preservadas através dessa metodologia foram transportadas até o Laboratério de
Produtos Naturais Bioativos da Universidade Federal de Sergipe — Campus Lagarto (LPNBIo)

onde foi feita uma matriz para seguimento das préximas etapas deste trabalho.

4.3 Extracdo do DNA, amplificacdo, sequenciamento e andlise filogenética

de enddfitos isolados de Humirianthera ampla

Esses procedimentos foram realizados no Laboratdério de Micologia e no Laboratério de
Biologia Molecular Aplicada a Agricultura (BIOAGRI), do Departamento de Fitotecnia, da
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza.
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Os isolados monospdricos e os isolados obtidos a partir das hifas foram cultivados em
meio liquido Batata Dextrose (BD) até que a biomassa produzida fosse suficiente para a extracao
do DNA, pelo método CTAB (Cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide) (MURRAY;
THOMPSON, 1980).

A amplificacdo dos fragmentos do DNA da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do
rDNA foi realizado de acordo com White et al. (1990) e Kuninaga et al. (1997), com
modificacBes. A concentragéo final do DNA obtido foi ajustada para 10 a 20 ng.puL™* em reacdes
de PCR (Polymerase Chain Reaction), que também continham: tampdo 1X; iniciadores ITS4 e
ITS5 (WHITE et al., 1990) a 0,5 uM cada; MgCl; a 1,5 mM; dNTPs a 0,2 mM cada; Tag DNA
polimerase a 0,05 U. pL%; e 4gua ultra pura, resultando em um volume final de 50 pL.

Os produtos da PCR foram sequenciados utilizando-se os iniciadores ITS4 e ITS5 na
empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul). Os eletroferogramas gerados foram analisados no
programa BioEdit e as sequéncias foram comparadas na base de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), por meio do programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Sequencias com identidade superior a 90% foram obtidas do GenBank e utilizadas
para a geracdo de alinhamentos multiplos. A analise filogenética dos alinhamentos foi realizada

pelo método de agrupamento de vizinhos, seguido de andlise de bootstrap com 1.000 repeticdes.

4.4  Cultivo dos fungos endofiticos

Os fungos previamente codificados como B1-1E1 (UFCM 0500) e B4-2N (UFCM 0533),
foram cultivados em placas de Petri contendo os meios semissolidos Agar Batata Dextrose
(BDA) e Agar Sabourad (SBA), obtidos da seguinte forma: em um béquer foram adicionadas as
proporcdes equivalentes para 500 mL de cada meio - BDA: 100g de batata in natura, 10g de
dextrose e 10g de A&gar nutriente; SBA: 32,59 do meio sintético (KASVI®). Apds
homogeneizacao, os meios foram autoclavadas por 15 minutos a 121 °C e vertidos em placas de
Petri estéreis.

Foram testadas duas condigOes de crescimento para ambos o0s microrganismos, na
primeira condicdo os fungos foram expostos ao crescimento em estufas a 32°C sem incidéncia de
luminosidade, enquanto na segunda condic¢édo, os fungos foram submetidos ao crescimento com

exposicdo a luminosidade em temperatura ambiente (25°C-30°C).
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4.5 Preparo dos meios de cultura para o experimento de biotransformacao

Foram utilizados nos experimentos de biotransformacéo trés diferentes meios liquidos:
Batata Dextrose (BD), Sabouraud Dextrose (SBD) e Extrato de Carne e Peptona (MEP), onde os
fungos foram cultivados. Os meios de cultura liquidos BD, SBD e MEP foram obtidos da
seguinte forma: em um béquer foram adicionadas as propor¢oes equivalentes para 100 mL cada
meio - BD: 20 g de batata pré cozida in natura e 2 g de dextrose; SBD: 6,5 g do meio sintético
(KASVI®); MEP: 2,8 g do meio sintético (KASVI®). Apds homogeneizacdo, os meios foram
autoclavadas por 15 minutos a 121°C.

4.6 Biotransformacdo em meios de cultura diferentes com o extrato

enriquecido com gingerais

Foram adicionados em tubos de polipropileno tipo eppendorf de 5,0 mL, 1,4 mL de cada
meio de cultura (MEP, SBD e BD). Apés autoclavados, foram adicionados discos de
aproximadamente 6 mm dos fungos B4-2N e B1-1E1. Os fungos B1-1E1 e B4-2N foram
deixados em crescimento sob agitacdo (120 rpm) em temperatura ambiente (25-30°C) por 7 e 14
dias, respectivamente.

Apoés esse periodo, foram inseridos 25 pL do extrato enriquecido com gingerois
dissolvido no co-solvente dimetilsulfoxido (DMSO) 4% a cultura fingica, onde permaneceu em
agitacdo por mais 7 dias. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e para cada fungo foi
realizado experimentos controles: controle do meio liquido (M); controle do meio de cultura com
crescimento fungico (MF) e um controle do meio de cultura apenas com o substrato (MS). Ap6s
os sete dias de agitacdo os experimentos foram finalizados através de uma particdo liquido-
liquido utilizando 1 mL de acetato de etila (FIGURA 11, p. 30), posteriormente os extratos foram

analisados por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA).
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Adiciona 1.4 mL de Autcoclava Inocula o fungo nos epperndorf Incuba por 7 dias (B1-1E1) e 14
meio de cultura dias (B4-2N) em shaker (120rpm)
i

a30°C
Z e = A

Analisa os extratos Particdo liquido-liquido com 1 Incuba por 7 dias em shaker Adiciona 25 pL do substrato dissolvido |

|
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Figura 11: llustracdo das etapas do procedimento de biotransformagdo. Fonte: Proprio autor.

4.7 Biotransformacéao em diferentes dias de crescimento com o substrato 6-

gingerol isolado

Para o0 meio de cultura que foi constatado a biotransformacéo no experimento do item 4.6
(p.29), foi realizado o experimento novamente com o substrato 6-gingerol isolado, variando 0s
dias de crescimento em que o fungo permanece em contato com o substrato. Foram adicionados
em tubos de polipropileno tipo eppendorf de 5,0 mL, 1,4 mL do meio liquido determinado pelo
item 4.6 (p.29). Apds autoclavar, foram adicionados discos de aproximadamente 6 mm dos
fungos B1-1E1 e B4-2N. O fungo B1-1E1 foi deixado em crescimento sob agitacdo (120 rpm)
em temperatura ambiente (25-30°C) por 7 dias e o fungo B4-2N por 14 dias nas mesmas
condicBes. Apos esse periodo, foram adicionados 25 L do substrato 6-gingerol dissolvido no co-
solvente DMSO (4%) a cultura fangica do B1-1E1 e B4-2N, ambos deixados sob agitacdo (120
rpm) em temperatura ambiente (25-30°C) por mais 14 dias.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata para cada dia de experimento e foram
feitos controles como descrito no item 4.6 (p. 29). Apo6s o 7°, 8°, 9°, 10° e 14° dias de agitacdo
em contato com o substrato, os experimentos foram finalizados através de uma particao liquido-
liquido utilizando 1 mL de acetato de etila. Os controles foram retirados nos 7° e 14° dias de
experimento e submetidos as mesmas condicGes dos experimentos de biotransformacéo

(FIGURA 12, p. 31). Posteriormente os extratos foram analisados por CCDA.
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B10 d1a 7 Bio dia 8 Bio dia 9 B10 dla 10 B10 dia 14

15 eppendorf BIO (Meio+Fungo+Co-solvente+Substrato)

M MS MF M MS MF

.‘.
6 eppendorf controle (“Branco”: Meio liquido = M; Meio+Substrato = MS e Meio+Fungo =
MF)

Figura 12: llustracdo do procedimento de biotransformacdo em dias diferentes para cada fungo. Fonte: Prdprio
autor

4.8 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

Os extratos obtidos dos experimentos da biotransformacao foram analisados por CCDA e
foi realizado sobre cromatofolhas de aluminio cobertas com gel de silica 60 F254 — Merck
(espessura de 0,2 mm). A revelacdo do perfil cromatografico nas placas analiticas foram
realizadas atraves da exposicdo a uma lampada ultravioleta UVSL — 25 da Mineral Light, em dois
comprimentos de onda (254 e 365 nm) e imersas em solucdo de vanilina em HCIO4/EtOH (Acido
Perclorico/Etanol).
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5.1 Identificagdo molecular das cepas fungicas
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Nas buscas no GenBank, NCBI, a sequéncia de ITS do isolado B1-1E1 (UFCM 0500)
apresentou 100% de identidade com Curvularia asianensis (Codigo GenBank: MH368105)

(FIGURA 13, p. 33). Depois foi submetido a analise filogenética para determinagdo da relagéo

com as espécies do género (TABELA 1) observadas nas buscas do GenBank, NCBI.

Tabela 1: Isolados utilizados na filogenia do fungo Curvularia asianensis.

Espécie Isolado ITS Referéncia
Curvularia asianensis MFLUCC 10-0717 JX256441 Manamgoda et al. 2015
Curvularia asianensis MFLUCC 10-0711 JX256424 Manamgoda et al. 2015
Curvularia geniculata CBS 187.50 KJ909781 Manamgoda et al. 2015
Curvularia affinis CBS 154.34 KJ909780 Manamgoda et al. 2015
Curvularia heteropogonicola BRIP 14579 KJ415548 Manamgoda et al. 2015
Curvularia uncinata CBS 221.52 HG779024  Manamgoda et al. 2015
Curvularia coicis CBS 192.29 JN192373 Manamgoda et al. 2015
Curvularia sp. MFLUCC 10-0709 JX256442 Manamgoda et al. 2015
Curvularia heteropogonis CBS 284.91 JN192379 Manamgoda et al. 2015
Curvularia ischaemi ICMP 6172 JX256428 Manamgoda et al. 2015
Curvularia gladiolii ICMP 6160 JX256426 Manamgoda et al. 2015
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Figura 13: Arvore filogenética de agrupamento de vizinhos para a regido 1TS do rDNA. Valores de bootstrap
(>50%) para 1000 repeti¢des sdo mostrados nos ndés. UFCM - Colecdo Micoldgica da Universidade Federal do

Ceara.

Enquanto na busca no GenBank, NCBI, para o isolado B4-2N (UFCM 0533) a sequéncia

de ITS mostrou 94% de identidade com Hawksworthiomyces crousii (Cddigo GenBank:

KX396551) (FIGURA 14, p. 34). Ele agrupou préximo a Hawksworthiomyces crousii, mas nao

se pode afirmar que se trata dessa espécie devido ao baixo percentual de identidade nas buscas no

GenBank, o que indica uma grande possibilidade de ser uma espécie nova desse género.

Tabela 2: Isolados utilizados na filogenia do fungo Hawksworthiomyces sp..

Espécie Isolado ITS Referéncia
Sporothrix brasiliensis CMW 29127 KX590832 de Beer et al. 2016a
Sporothrix mexicana CMW 29129 KX590841 de Beer et al. 2016a
Sporothrix cabralii CMW 38098 KT362256 de Beer etal. 2016a
Hawksworthiomyces lignivorus CMW 18600 EF127890 de Beer et al. 2016b
Hawksworthiomyces taylorii CMW 20741 KX396549 de Beer et al. 2016b
Hawksworthiomyces sp. MOTU_LB5959 KT197432 de Beer etal. 2016b
Hawksworthiomyces sp. INBio_4506° KM242324 de Beer et al. 2016b
Hawksworthiomyces sp. INBio_4506N KM242323 de Beer et al. 2016b
Hawksworthiomyces sp. INBio_4515N KM242369 de Beer et al. 2016b
Hawksworthiomyces sp. YL200c18P FJ362131 de Beer etal. 2016b
Hawksworthiomyces hibbettii CMW 37663 KX396550 de Beer et al. 2016b
Hawksworthiomyces sequentia  nik62104a_03C_19 HQ611296 de Beer et al. 2016b
Hawksworthiomyces crousii CMW 37531 KX396551 de Beer et al. 2016b
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Figura 14: Arvore filogenética de agrupamento de vizinhos para a regifo 1TS do rDNA. Valores de bootstrap
(>50%) para 1000 repeticdes sdo mostrados nos ndés. UFCM - Cole¢do Micoldgica da Universidade Federal do
Ceara.

5.2 Crescimento das cepas fungicas em diferentes condi¢Ges de cultivo

Ambos os fungos cresceram bem nos meios de cultura semissolidos Agar Sabourad
(SBA) e Agar Batata Dextrose (BDA). O fungo C. asianensis (FIGURA 15, p. 35) apresentou
crescimento mais rapido, em torno de 7 dias, para ocupar mais da metade da placa de Petri,
enquanto o fungo Hawksworthiomyces sp. apresentou crescimento mais lento (FIGURA 16, p.
35), em torno de 14 dias. Ao variar as condi¢fes de temperatura e luminosidade, notou-se que
ambos o0s fungos cresceram melhor em temperatura ambiente (25-30°C) e com incidéncia de
luminosidade, enquanto na estufa (32°C) sem incidéncia de luminosidade o crescimento das

cepas fangicas ficaram mais lento.
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Figura 15: Cultivo em placa de Petri do fungo C. asianensis em duas condi¢des. A: Apds 7 dias de incubacdo em
estufa a 32°C, em meio SBA, sem exposicao a luz; B: Ap6s 7 dias de incubacdo entre 25-30°C, em meio SBA, com
exposicao a luz. Fonte: Proprio autor.

Figura 16: Cultivo em placa de Petri do fungo Hawksworthiomyces sp. em duas condigdes. A: Apos 14 dias de
incubacdo em estufa a 32°C, em meio SBA, sem exposi¢do a luz; B: Ap6s 14 dias de incubacgdo entre 25-30°C, em
meio SBA, com exposicao a luz. Fonte: Proprio autor.
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Sabe-se que ambos 0s meios sdo proprios para o cultivo de fungos (JAPANESE
PHARMACOPOEIA, 2007) embora existam diferencas em suas composi¢cfes. O meio SBA
apresenta carboidratos e proteinas, enquanto o meio BDA ¢é rico apenas em carboidrato. Mesmo
com esta diferenca ndo houve mudanca no crescimento e morfologia dos endofitos.

Segundo Kania (2004) e Kimati et al., (2005), no meio de cultura BDA, o fungo do
género Curvularia sp., cresce rapido a 25°C formando col6nias circulares de aspecto cotonoso e
com coloracdo que varia de branca a cinza rosado, tornando-se marrom oliva ou preta com o
tempo. Por serem saproéfitos do solo os fungos desse género estdo acostumados a crescerem em

ambientes com luminosidade (MACIEL, 2010) e se multiplicarem em temperaturas amenas,
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como foi evidenciado por Manamgoda et al., em 2015 ao descobrir novas espécies deste género
no nordeste da Tailandia.

Estudos realizados por de Beer et al. (2016b) constataram que algumas espécies do género
Hawksworthiomyces sp. cresceram em placa apds 14 dias (FIGURA 6, p. 22) a 30°C,
corroborando com os achados desta pesquisa. Entretanto, no mesmo estudo eles observaram que
as espécies de fungos que foram analisados deste género cresciam melhor sem luminosidade,
diferente dos resultados desta pesquisa. Como ndo foi possivel identificar a espécie a que
pertence a cepa em estudo, essa diferenca na condicdo da luminosidade pode corroborar que ela

seja uma espécie nova do género Hawksworthiomyces sp.

5.3 Experimento de biotransformacédo utilizando a fragdo enriquecida com

gingerais

Entre os trés meios de cultivo liquido testados (SBD, BD e MEP), ambos os fungos
cresceram melhor nos meios de cultura liquido SBD e BD. A partir dos resultados obtidos no
item 5.2 (p.34) os fungos foram submetidos ao crescimento em temperatura entre 25-30°C, com
incidéncia de luminosidade e sob agitacdo, sendo este ultimo utilizado para aumentar a superficie
de contato entre o fungo e os nutrientes disponiveis no meio de cultivo.

O menor crescimento fangico no meio MEP pode ser explicado pela composicdo rica em
nitrogénio, aminodcidos e vitaminas, apresentando baixas concentragdes de carboidratos e pH 7,0
+ 0,2, tornando-se desfavoravel para o crescimento fungico. Apesar do meio MEP ndo ser
adequado para o crescimento fangico, resolvemos testa-lo em nossos experimentos para criar um
ambiente hostil para as cepas, permitindo uma possivel utilizacdo do substrato como nutriente e

biotransformé-lo.

5.4 Anadlise em CCDA dos experimentos de biotransformacéo utilizando a

fracdo enriquecida com gingerais

Quando resolveu-se utilizar a técnica de cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA), a pretensdo era analisar qualitativamente o perfil cromatografico por meio da

comparacdo do perfil de eluicdo das substancias contidas nos extratos dos experimentos de



37

biotransformacdo em relagdo aos experimentos controles. Essa andlise teve carater qualitativo,
visto que ndo se teve cuidado de aplicar a mesma quantidade de extratos nas placas
cromatograficas. Nos experimentos utilizando o fungo C. asianensis o eluente utilizado na
analise em CCDA foi uma mistura de Hex/AcOEt na propor¢do 1:1, essa propor¢do foi
determinada em testes com eluentes de polaridades diferentes até chegar ao ponto onde pudesse
observar a mistura de gingerdis utilizada como substrato e seus provaveis produtos de
biotransformacao.

Nas biotransformagdes desse fungo foram observadas mudangas nos perfis
cromatograficos a partir da comparacdo dos extratos obtidos dos controles (M: meio de cultura;
MS: meio de cultura e substrato e MF: meio de cultura com o fungo) e os dos experimentos das
biotransformacdes (nos trés meios diferentes) (FIGURA 17). E importante salientar, que embora
0 meio liquido MEP ndo seja ideal para crescimento flngico, o C. asianensis conseguiu crescer e
reproduzir os mesmos resultados observados nas biotransformacdes nos outros meios de cultivo
(BD e SBD).

O surgimento de manchas na parte inferior e o desaparecimento de manchas mais
apolares, referentes aos gingerois, foi observado em todos os cromatogramas dos extratos obtidos
dos experimentos de biotransformacdo dos trés meios testados, assim obtendo, possivelmente,

substancias mais polares do que os gingerois presentes na fragao enriquecida.

Figura 17: CCDA dos extratos dos experimentos de biotransformacéo do fungo C. asianensis apds 7 dias de contato
com o substrato. Revelador: Vanilina. Eluente: Hex: AcOEt (1:1). Legenda: M: Meio liquido (SBD); MS: Meio mais
substrato (SBD); MF: Meio mais fungo (SBD); SBD: Sabourad Dextrose; MEP: Extrato de Carne e Peptona; BD:
Batata Dextrose. Fonte: Proprio autor.
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N&o existe na literatura nenhum estudo que se tenha utilizado o fungo Curvularia
asianensis em procedimentos de biotransformacdo. Em contrapartida, experimentos de
biotransformacdo utilizando outras espécies do género revelam o potencial biocatalitico destes
endofitos, como exemplo o estudo da biorreducéo seletiva de duas cetonas monoterpénicas (t) 2-
ciano-norbornan-7-ona e () 2-p-nitrofenil-norbornan-7-ona (12) por Curvularia lunata, esse
microrganismo foi capaz de reduzir as cetonas (FIGURA 18) nos respectivos norbornandis (E)-
alcool (13) e (2)-alcool (14) (ARRUDA et al, 2006).
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Figura 18: Biorreducdo seletiva de duas cetonas monoterpénicas (12) em seus norbornangis correspondentes (E)-
alcool (13) e (2)-alcool (14) por Curvularia lunata. Fonte: Proprio autor.

Como dito anteriormente nesse trabalho (item 2.4, p. 22), o fungo Curvularia lunata foi
capaz de hidroxilar o esteroide cortexolona (8), produzindo a hidrocortisona (9) (FIGURA 9, p.
24). Tal fato destaca o potencial de fungos do género Curvularia em processos biocataliticos de
adicdo quimiosseletiva de grupamentos hidroxila.

Assim também foi observado, em um teste preliminar de biotransformacdo do &cido
abiético (15) por Curvularia sp. a hidroxilacdo da metila da cadeia isopropilica das estruturas
(16) e (17) em 30 dias de ensaio (FIGURA 19, p. 39) (DE SOUZA, 2008). Estes resultados
evidenciaram que Curvularia sp apresenta um potencial para produzir metabdlitos hidroxilados, o
que provavelmente tenha ocorrido com os gingerdis utilizados nesta pesquisa, justificando a
formacéo de produtos mais polares.
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Figura 19: Hidroxilagdo do acido abiético (15) por Curvularia sp..

Para o fungo Hawksworthiomyces sp. foi observada em CCDA a biotransformacao da
fracdo enriquecida com gingerdis nos meios de cultura SBD e BD (FIGURA 20), enquanto que
no meio MEP néo foi observado esta mudanca, sugerindo que este enddfito prefere meios mais
seletivos para fungos e ricos em carboidratos em sua composicao para biostranformacdo destes
substratos. Além do desaparecimento dos compostos mais apolares nos meios SBD e BD houve a

formacdo de substancias mais polares do que os gingerois presentes na fracdo enriquecida.

gt |

Figura 20: CCDA dos extratos dos experimentos de biotransformagdo do fungo Hawksworthiomyces sp. apds 7 dias
de contato com o substrato. Revelador: Vanilina. Eluente: Hex:AcOEt (1:1). Legenda: M: Meio liquido (SBD); MS:
Meio mais substrato (SBD); MF: Meio mais fungo (SBD); SBD: Sabourad Dextrose; MEP: Extrato de Carne e
Peptona; BD: Batata Dextrose. Fonte: Préprio autor.
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O intuito de se utilizar como substrato uma fracdo enriquecida com gingerais foi verificar
se os fungos seriam capazes de realizar transformacdes em algum deles, diminuindo gastos e
tempo no isolamento dos gingerdis. Assim, apos esse screening inicial, foi possivel selecionar as
duas cepas e 0os meios onde foram observadas mudanca do perfil cromatografico dos extratos dos
experimentos de biotransformacéo em relacdo aos dos extratos dos controles.

Na etapa seguinte da pesquisa (item 5.5) foi testado a biotransformacéo em dias diferentes
com o substrato 6-gingerol isolado do rizoma Zingiber officinale. Foi utilizado esse gingerol, pois
por ser o composto fendlico majoritario da fracdo enriquecida, ja o possuiamos isolado no

laboratério.

5.5 Analise em CCDA dos experimentos de biotransformacéo utilizando o

substrato 6-gingerol em dias diferentes

A partir dos estudos anteriores, resolveu-se utilizar o meio SBD para realizacdo do
experimento de biotransformacdo para ambos os fungos com o substrato isolado 6-gingerol, ja
que ndo foi observado mudancas significativas entre os cromatogramas dos experimentos
realizados nos outros meios. Esta etapa da pesquisa constituiu-se em dias diferentes de
experimento (7°, 8°, 9°, 10° e 14° dias) para saber se o tempo de contato entre o fungo e o
substrato influenciaria no processo de biotransformacao gerando novos produtos.

Para analise dos resultados dos experimentos dos dois fungos, foram utilizados duas
proporcdes de eluentes com diferentes polaridades, a primeira foi uma mistura de Hex/AcOEt na
propor¢do 1:1 e a segunda AcOEt/Hex 7:3, esse ajuste foi necessario para obter uma melhor
resolugdo da andlise (FIGURA 21) e (FIGURA 22, p. 42).

Notou-se, a partir da comparacdo entre os perfis cromatograficos dos controles com os
dos experimentos das biotransformacgdes, manchas na parte inferior de ambas as placas do fungo
C. asianensis, em todos os dias de experimento, sugerindo produtos de biotransformacdo mais
polares do que o 6-gingerol. Foi observado também a auséncia do substrato na corrida
cromatografica nas triplicatas dos 9°, 10° e 14° dias de experimento. Devido ao método
cromatografico ndo ser tdo sensivel, ndo podemos afirmar que o substrato foi totalmente

biotransformado, necessitando de técnicas mais sensiveis para se confirmar o fato.
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Figura 21: CCDA dos extratos dos experimentos de biotransformacéo do fungo C. asianensis variando os dias de
experimento. Revelador: Vanilina. Eluente: A: Hex:AcOEt (3:7). B: AcOEt:Hex (1:1). A: CCDA dos extratos dos
experimentos de biotransformagdo do fungo C. asianensis nos 7° e 14° dias; B: CCDA dos extratos dos experimentos
de biotransformacdo do fungo C. asianensis nos 8°, 9° e 10° dias. Legenda: M: Meio; MS: Meio mais o 6-gingerol;
MF: Meio mais o fungo; 7, 8, 9, 10, 14: Quantidade de dias de experimento de biotransformacdo. Fonte: Proprio
autor.

Na CCDA dos experimentos do fungo Hawksworthiomyces sp., a0 comparar os extratos
obtidos das biotransformacbes com os dos controles, observou-se mudancas no perfil
cromatografico, evidenciadas por manchas na parte inferior da placa em uma das trés replicatas
do 8° dia de experimento, o resultado permaneceu na triplicata do 9° e 14° dia de experimento e
em duas replicatas do 10° de experimento (FIGURA 22, p. 42). Assim como 0S provaveis
produtos gerados observados nos cromatogramas do fungo C. asianensis, as machas apresentadas
no perfil cromatografico do fungo Hawksworthiomyces sp. sdo de produtos mais polares do que o

6-gingerol.
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Figura 22: CCDA dos extratos dos experimentos da biotransformacéo do fungo Hawksworthiomyces sp. variando 0s
dias de experimento. Revelador: Vanilina. Eluente: A: Hex:AcOEt (1:1); B: AcOEt:Hex (3:7). A: CCDA dos
extratos dos experimentos de biotransformacdo do fungo Hawksworthiomyces sp. do 7° e 14° dias; B: CCDA dos
extratos dos experimentos de biotransformacéo do fungo Hawksworthiomyces sp. do 8°, 9° e 10° dias. Legenda: M:
Meio; MS: Meio mais o 6-gingerol; MF: Meio mais o fungo; 7, 8, 9, 10, 14: Quantidade de dias de experimento de
biotransformacdo. Fonte: Préprio autor.

Um fator importante que foi observado nesta CCDA foi a presenca de mais de uma
substancia no controle do meio mais substrato (MS), isso pode ser explicado pelo fato do 6-
gingerol ser afetado pelas mudangas do meio em que esta inserido, sofrendo desidratacéo e sendo
convertido em outros componentes, como os shogaols (JOLAD, et al., 2004).

E importante salientar, que os resultados obtidos para a cepa utilizando a frag&o
enriquecida como substrato (item 5.4, p. 36) ndo se reproduziu nesse experimento, onde ndo se
observou possiveis produtos biotransformados mais polares ja& no sétimo dia. 1sso pode ser
justificado pelo fato de ndo se ter trabalhado com solugdes de esporos, possibilitando saber a
quantidade de microrganismo inoculada em cada experimento da biotransformacdo. Infelizmente,
os enddéfitos em estudo ndo produzem, por conta disso ndo foi possivel obter uma solucdo de
esporos. Esta mesma explicacdo serve para justificar as diferencas de resultados encontrada entre
as triplicatas do 8° e 10° do experimento de biotransformacdo do Hawksworthiomyces sp.

Como na literatura ndo existe ainda nenhum estudo de biotransformagdo com fungos do
género Hawksworthiomyces sp. ndo se p6de corroborar os resultados obtidos nesta pesquisa.
Entretanto, alguns experimentos de biotransformacdo ja foram realizados com o substrato 6-
gingerol transformando-o em um composto mais polar, como foi observado na reducdo da
carbonila (C-3) do 6-gingerol (10) no estudo desenvolvido por Paiva (2014). Esta mudanca
estrutural (FIGURA 23, p. 43) provocada pelo Rhizopus stolonifer produzindo o 6-gingerdiol
(18).
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Figura 23: Reacdo de biotransformacdo do 6-gingerol (10) por R. stolonifer tendo como produto o composto 6-
gingerdiol (18). Fonte: Proprio autor.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, os fungos codificados como B1-1E1 (UFCM 0500) e B4-2N (UFCM
0533) foram identificados por biologia molecular como Curvularia asianensis e
Hawksworthiomyces sp. nov., respectivamente. Ambos os fungos cresceram bem nos meios de
cultura solidos SBA e BDA, em temperatura ambiente (25°C-30°C) e com incidéncia de
luminosidade.

A partir das CCDA dos experimentos de biotransformacao utilizando a fracdo enriquecida
com gingerdis foi observando a formacdo de compostos mais polares e 0 desaparecimento dos
componentes do substrato em todos os meios testados para o fungo C. asianensis. e apenas nos
meios BD e SBD para o fungo Hawksworthiomyces sp..

Com a realizacdo dos estudos da biotransformacao em diferentes dias de crescimento com
0 substrato isolado 6-gingerol, verificou-se nas CCDA das biotransformacfes do experimento
com o fungo C. asianensis que a partir do sétimo dia de reacdo j& haviam produtos de
biotransformagéo mais polares do que o 6-gingerol. Enquanto com o fungo Hawksworthiomyces
sp. este mesmo resultado foi observado a partir do oitavo dia de reagéo.

Nestes estudos iniciais, a partir das analises em CCDA, os dois microrganismos
mostraram-se promissores na biotransformacdo frente a gingerdis, transformando-os
provavelmente em produtos mais polares. Assim, esta pesquisa apresenta carater inédito, pelo
fato do fungo C. asianensis ter sido recentemente descoberto e o endofito Hawksworthiomyces
sp. corresponder a uma provavel nova espécie, além de ndo se ter estudos sobre
biotransformacdes de gingerois com espécies de fungos destes dois géneros.

Visando a necessidade de sempre buscar produtos inovadores que, preferencialmente,
apresentem atividades biologicas benéficas, e levando em consideracdo a quimica verde,
considera-se essencialmente importante que as investigacdes futuras desse trabalho sejam
voltadas para o isolamento e identificacdo dos produtos biotransformados, bem como uma melhor

analise destes possiveis produtos com técnicas cromatograficas mais eficientes.
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