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RESUMO

BIOTRANSFORMACAO DE GINGEROIS POR FUNGOS ENDOFITICOS
ISOALDOS DE Humirianthera ampla

Julia Santana Lisboa, Lagarto, 2019.

Os fungos, por apresentarem uma enorme biodiversidade, ddo origem a uma grande
variedade de metabdlitos, que possuem diversas funcionalidades. O seu estudo em
processos de biotransformacdo tem sido muito Util na producdo de novos compostos,
devido ao aumento da produtividade das substancias desejadas, superacdo dos problemas
encontrados em analises quimicas e a possibilidade da elucidacdo de vias biossintéticas.
Assim, substancias com amplo poder terapéutico, como as isoladas de Zingiber officinale,
estdo sendo bastante utilizados em estudos biocataliticos. Baseado nisso, este trabalho
avaliou o potencial de biotransformacdo de dois fungos endofiticos isolados da planta
Humirianthera ampla frente & gingerdis isolados de Zingiber officinale. As duas cepas
fangicas foram submetidas a identificacdo molecular e cultivadas em placas de Petri em
meio semissélido Batata Dextrose Agar (BDA) durante 7 dias. Para os experimentos de
biotransformacao, pequenos pedacos (= 6 mm) de cada fungo foram colocados nos meios
de cultura liquidos Batata dextrose (BD), Meio de Extrato de carne (MEP) e Saboraud
(SBD) por 7 dias em crescimento. Apds o crescimento fangico, adicionou a fracdo
enriquecida dos gingerdis (substrato organico), deixando sob agitacdo por mais 7 dias.
Experimentos variando os dias de crescimento (7°, 8°, 9°, 10° e 14° dias) com a fracdo
enriquecida também foram realizados. Ao final das biotransformagdes, os extratos foram
obtidos por particdo liquido-liquido com acetato de etila e analisados por métodos
cromatograficos. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata e com
experimentos controles. Os fungos foram identificados em Scytalidium lignicola e
Scytalidium sp. Para ambos os fungos, a biotransformacéao foi observada apenas no meio
de crescimento MEP e a partir dos diferentes métodos cromatograficos observou-se o
aparecimento de uma substancia mais apolar em relacdo aos gingerois testados em todos
os dias estudados. 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 utilizacéo
deles em processos de biotransformacéo.

Palavras-chave: Zingiber officinale; Biocatalise; Scytalidium lignicola; Scytalidium
cuboideum.



ABSTRACT

BIOTRANSFORMATION OF GINGERIALS BY ISOLATED ENDOFITIS
FUNGI OF Humirianthera ampla

Julia Santana Lisboa, Lagarto, 2019.

Fungi, because they present an enormous biodiversity, give rise to a great variety of these
secondary metabolites, that have diverse functionalities. Its biotransformation study has
been very useful in the production of new compounds, due to the increase of productivity
of the desired substances, overcoming problems encountered in chemical analysis and the
possibility of elucidation of the biosynthetic pathway. Thus, substances with broad
therapeutic power, such as those isolated from Zingiber officinale, are being widely used
in biocatalytic studies. Based on this, this work evaluated the biotransformation potential
of two endophytic fungi isolated from the Humirianthera ampla plant against gingerols
isolated from Zingiber officinale. The two fungal strains were submitted to molecular
identification and cultured in Petri dishes in semisolid potato Agar Dextrose (BDA) for 7
days. For the biotransformation experiments, small pieces (= 6 mm) of each fungus were
placed in the liquid culture media Dextrose Potato (BD), Meat Extract Medium (MEP)
and Saboraud (SBD) for 7 days in growth. After the fungal growth, it was added the
enriched fraction of gingerols (organic substrate), leaving under agitation for another 7
days. Experiments varying the growth days (7 °, 8 °, 9 °, 10 ° and 14 ° days) with the
enriched fraction were also performed. At the end of the biotransformations, the extracts
were obtained by liquid-liquid partition with ethyl acetate and analyzed by
chromatographic methods. All procedures were performed in triplicate and with control
experiments. The fungi were identified in Scytalidium lignicola and Scytalidium sp. For
both fungi, the biotransformation was only observed in the medium of MEP growth and
from the different chromatographic methods the appearance of a more apolar substance
was observed in relation to the gingerols tested in all the studied days. This work has an
unprecedented character since there are no papers in the literature on the isolation and
identification of the endophytic fungi of the H. ampla nor the use of them in processes of

biotransformation.

Keywords: Zingiber officinale; Biocatalysis; Scytalidium lignicola; Scytalidium
cuboideum.
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1. INTRODUCAO

Mesmo na “era sintética”, a maioria dos produtos farmacéuticos sao oriundos de
fontes naturais. Dentre as fontes produtoras de compostos bioativos, merecem destaque
0S microrganismos, que tém se mostrado como uma fonte proficua de substancias com
estruturas diferentes (MORALIS et al., 2014). Assim os fungos, por apresentarem uma
grande biodiversidade, se tornam um grupo de grande enfoque para o descobrimento e
criacdo de novos farmacos (SYNYTSYA et al., 2016).

Dentre o grande grupo dos fungos, encontram-se os fungos endofiticos, que dao
origem a uma ampla variedade de metabdlitos secundarios bioativos, como os: alcaloides,
benzopiranonas, chinonas, flavondides, acidos fendlicos, quinonas, esterdides,
terpendides, tetralonas, xantonas, entre outros; 0s quais possuem funcionalidade como
agroquimicos, antibidticos, imunossupressores, antiparasitarios, antioxidantes e agentes
anticancerigenos. Por isso a importancia do estudo desses microrganismos, com o intuito
de buscar metabdlitos capazes de serem utilizados na industria farmacéutica (SILVA,
2014).

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que crescem intra e/ou
intercelularmente nos tecidos de plantas superiores, causando uma interacdo mutua, ou
seja, sem causar prejuizos nas plantas em que vivem (BORGUES, 2008). Tendo em vista
que, apenas uma pequena parte de enddéfitos tem sido estudada, recentemente, varios
grupos de pesquisa tém sido motivados a avaliar e elucidar o potencial desses
microrganismos, que sdo aplicados em processos biotecnologicos focados na producéo
de novos compostos bioativos. Segundo Faber (2011) a biotransformacdo € uma
importante atividade da biotecnologia, pois é um processo natural que ocorre ha milhares
de anos nos diversos seres Vivos.

A biotransformacgdo ou biocatalise pode ser entendida como o uso de catalise
enzimética para realizar modificagdes em substancias organicas. Ou seja, € uma
transformacéo bioldgica de um composto exdgeno utilizando-se microrganismos para
biocatalisar uma ou mais etapas especificas de uma sintese (FABER, 2011).

O processo de biotransformacao proporciona varias vantagens sobre a sintese
quimica, pois biocatalisadores sdo ambientalmente benignos, uma vez que sdo
completamente degradaveis, aumentam a produtividade de um composto especifico

desejado devido o conhecimento da reacdo quimica, aumento da velocidade da reagdo em
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até 1012 vezes, além de atuar em um intervalo de pH e temperatura variavel. Com isso, €
considerado um método Util para a producdo de novos compostos (FABER, 2011).

As biotransformagdes podem ser realizadas com os mais variados substratos,
sejam eles complexos ou simples. Assim, nesse estudo, serdo utilizados os gingerais,
compostos fenolicos presente nos rizomas de Zingiber officinale, conhecido
popularmente como gengibre (JOLAD et al., 2004). Varios estudos comprovam o efeito
farmacoldgico desses compostos, entre eles estdo: atividades anti-inflamatoria,
hipoglicémica, antioxidante, antiulcerosa, antiemética, anti-nausea, ansiolitica,
antipirética e antitumoral pertencentes ao gengibre (RODRIGUES, 2013).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de
biotransformagdo de dois fungos endofiticos (Scytalidium lignicola e Scytalidium sp.)
isolados da planta H. ampla frente a gingerois isolados do rizoma do Zingiber officinale,
visto que, até 0 momento, ndo se tem estudos sobre o potencial biocatalitico de espécies

fangicas isoladas da planta Humirianthera ampla.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biotransformacao

Biotransformacdo ou biocatalise € um processo utilizado pela raca humana por
milhares de anos, vindo desde antiguidade, com a conversao do etanol a acido acético
(vinagre) por povos da Babilénia (Mesopotamia), Egito, México e no Suddo. Esse
processo envolve reacdes quimicas catalisadas por enzimas, células ou tecidos de origem
vegetal, microbiana ou animal, que podem agir in vivo (processos biolégicos dos sistemas
vivos) ou in vitro (CORTEZ et al., 2017). Ou seja, sdo modifica¢bes na estrutura quimica
de sustancias naturais ou sintéticas, realizada por catalisadores bioquimicos, e que pode
ocorrer em ambiente aquoso ou organico (CASTRO, 2004).

O processo envolve enzimas purificadas ou células integras, que podem ser
encontradas no seu estado estacionario (resting cells) ou mortas (ndo viaveis), mas com
suas enzimas de interesse mantidas ativas (CORTEZ et al., 2017). Esta imobilizacdo
acontece por um fenémeno natural ou por meio de procedimentos artificiais; e € preferivel
em relacgdo as células livres, uma vez que sdo mais oportunos de manusear e de separar
do meio onde ocorreram as reagdes, além de serem mais estaveis, devido ao fato das
enzimas estarem em seu ambiente natural e sua localizacdo permanecer intacta
(PERKINS et al., 2015). Ademais, as células integras (whole cells) ndo passam pelas
etapas de extracdo, isolamento e purificacdo das enzimas de interesse, sendo assim,
normalmente mais utilizadas (CORTEZ et al., 2017).

Os processos enzimaticos apresentam uma série de beneficios, dentre eles
encontra-se o fato que estes processos sdo realizados sob condigdes operacionais mais
brandas de temperatura, de pH e de pressdo atmosférica, ndo causando problemas como
isomerizacdo, racemizacgdo, epimerizacdo e rearranjo (PATEL, 2008). Além da alta
eficiéncia catalitica que, segundo (FABER, 2011), as velocidades das rea¢fes na presenca
de enzimas sdo superiores de até 10%°, em relagio aquelas ndo catalisadas. Porém, ha
autores que apontam um aumento de velocidade de aproximadamente 10'°a 10% vezes
superiores aos encontrados na auséncia do catalisador (CORTEZ et al., 2017).

Adicionalmente, hd outras vantagens da biotransformacdo, como sua alta
estabilidade em solventes organicos; ndo utilizam co-fatores; possuem uma larga
especificidade pelo substrato; reduz o nimero de etapas do processo; alto rendimento; e

exibem uma alta enantiosseletividade (CASTRO, 2004). Essa enantiosseletividade
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tornou-se cada vez mais importante na industria farmacéutica, pois possibilita a producao
de um Unico enantibmero de intermediarios quirais, trazendo beneficio para o0s
medicamentos; visto que a maioria das substancias quirais apresentam geometria e
posicdes espaciais diferentes, o que permite a existéncia de dois enantibmeros; porém um
farmaco que contenha os dois enantidmeros, um pode antagonizar a acdao do outro, ou um
dos enantiébmeros pode apresentar um efeito terapéutico e o outro ser responsavel por um
efeito secundario ou efeito indesejavel, dentre outras consequéncias ndo menos
importantes (ORLANDO et al., 2007).

Outra vantagem também é que as enzimas sdo consideradas reagentes
ambientalmente favoraveis, pois sdo completamente degradaveis e podem ser reutilizadas
por muitos ciclos (PATEL, 2008). Desse modo, esta técnica se enquadra dentro da
“quimica verde” ou “green chemistry”, a qual tem o intuito de desenvolver e aplicar
processos e produtos quimicos com a finalidade de reduzir ou eliminar o uso e/ou a
geracdo de substancias perigosas a salde humana e ao meio ambiente (HAI-FENG et al.,
2008). Além disso, tem-se o objetivo de aperfei¢oar a precisdo e ampliar os processos de
producdo para que ocorra reducéo dos gastos de energia e de matérias-primas, bem como
de residuos toxicos (LENARDAO et al., 2003).

Entretanto, as etapas da biotransformacdo devem ser planejadas com cuidado,
relevando alguns aspectos importantes como: escolha do microrganismo a ser usado,
selecdo da substancia que ira sofrer as possiveis reacGes (oxidagdo, reducdo, etc.),
verificagdo da atividade catalitica das enzimas isoladas. Além de, determinar as condicOes
de reacdo (temperatura, tempo, pH, solvente e concentracdo do substrato), a escolha do
método analitico apropriado, elucidacdo da configuracdo absoluta do produto, e se 0s
resultados forem positivos, aumento da escala (industrial ou preparativa) (BORGES,
2008).

Em 1956 a Unido Internacional de Bioquimica criou uma Comissdo Internacional
de Enzimas, devido aos grandes avancos na area da enzimologia, com o intuito de se ter
critérios para a nomenclatura e a classificagdo das enzimas, facilitando a vida dos
pesquisadores, por evitar a nomenclatura aleatéria de uma mesma enzima. Assim,
dividiu-se as enzimas em varias classes, levando em consideracdo o tipo de reacfes que
catalisam. Um exemplo destas classes sdo as: A) Oxirredutases: catalisam reacgOes de
oxidacdo-reducdo ou transferéncia de elétrons; B) Transferases: transferem grupos

funcionais como amina, fosfato, acil, carboxil, entre outros grupos; C) Hidrolases:
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catalisam reacdes de hidrolise de ligacdo covalente; D) Liases: quebram as ligacdes
duplas (FERREIRA et al., 2009).

A biocatalise € um mercado crescente e promissor, e a sua maior producdo de
enzimas ainda é destinada as industrias de detergente e amido (CASTRO, 2004). Por
exemplo, na panificagdo, as enzimas o-amilase sdo utilizadas para decompor o amido,
levando a formacao de maltose, o que aumenta a maciez e a textura da massa e do miolo,
mantendo o pao fresco por mais tempo. Assim como as amilases (a-amilases e
glicoamilases), as proteases (quimosina, papaina, bromelina e pepsina) e as pectinases
possuem também uma funcdo importante dentre as hidrolases e a glicose-isomerase
(FERREIRA et al., 2009).

H& inimeros estudos sobre esse processo de biotransformacdo, utilizando os
produtos tanto naturais quanto sintéticos, com o intuito de mensurar, avaliar e elucidar o
potencial dos microrganismos aplicados nesses processos biotecnoldgicos. Dentre 0s
diversos microrganismos existentes, da-se uma atencéo aos fungos, pois se observou que
o isolamento destes do ambiente, e consequentemente suas enzimas, Sd0 responsaveis por
essas inumeras modificacfes nas moléculas. Além de se ter poucas espécies flngicas
realmente conhecidas, por isso ha um interesse nessa area de pesquisa (BORGES et al.,
2009).

2.2. Fungos Endofiticos

A pesquisa de novos produtos é um processo continuo e benéfico para diversas
areas, inclusive para industria farmacéutica, sendo importante no tratamento contra as
mais diversas doencas. Borges (2008) afirma que existem muitos microrganismos que
residem em nichos ecoldgicos pouco explorado, como por exemplos os fungos
endofiticos, e sugerem que as buscas por novos metabdlitos secundarios, advindo da
natureza, sejam feitas nessa area.

H& um grande potencial de isolamento de novas substancias quimicas dos fungos
endofiticos, devido a estreita relacéo entre esses microrganismos e as plantas hospedeiras.
Tendo em vista que, diversos metabolitos podem ser encontrados em uma Unica espécie
de vegetal, pois estima que cerca de 1.300.000 endofiticos habitem as 270.000 plantas ja
conhecidas; sendo que até 2002, cerca de 49 % das substancias bioativas isoladas dos
fungos eram desconhecidas (BRADY; CLARDY, 2000).

19



No século XIX, os microrganismos endofiticos foram mencionados pela primeira
vez, mas foi Bary (1866) quem deu a definicdo de ser qualquer microrganismo que vive
nos tecidos de plantas. Entretanto a definicdo mais amplamente aceita e utilizada foi
estabelecida por Bacon e Write que dizem: “endofitos S&0 microrganismos que colonizam
os tecidos internos das plantas sem causar prejuizos imediatos no hospedeiro” (CHAPLA
et al, 2013). Eles protegem as plantas do ataque de insetos, de doencas e de mamiferos
herbivoros por meio da produgdo de metabolitos funcionais e ajudam na adaptacdo nos
diferentes ambientes (seco, frio, etc.), além de induzir a tolerancia a fatores de estresse
(baixo pH, salinidade, presenca de metais pesados) (ZHANG et al., 2006).

Foi verificado que os fungos endofiticos apresentam interacdes simbioticas com
0 hospedeiro e também possuem a capacidade de produzir alteracdes fisiologicas e muitos
outros efeitos nos vegetais que parasitam. Essas relacdes simbioticas fungo/hospedeiro
trazem beneficios tanto para o fungo, que obtém seus nutrientes e compostos necessarios
para sua sobrevivéncia, como também para a planta, pois os compostos produzidos pelos
microrganismos servem de resisténcia e auxiliam no seu crescimento, devido a producéo
de fitormonios (KAUL et al, 2012).

Cada planta pode hospedar mais de um fungo endofitico, com isso, tém-se quase
300 mil espécies de plantas conhecidas no mundo, possibilitando uma grande
oportunidade de descobrir novos microrganismos endofiticos de plantas de diferentes
ecossistemas (CHAPLA et al, 2013). Entretanto existem diversos fatores que influenciam
nas interagdes microrganismo/planta como: modo de transmisséo, o padrdo de infeccgéo,
idade da planta, condi¢gdes ambientais e 0s antecedentes genéticos (SILVA, 2014).

A entrada dos fungos nas plantas ocorre por causas naturais ou feridas, no
ambiente favorecido por climas dmidos. Seu isolamento pode servir para explicar a
origem de alguns metabdlitos secundarios em plantas, devido a presenca de enzimas
especificas que possuem habilidade de catalisar reacdes (BORGES et al., 2009). Dentre
0s microrganismos endofiticos, encontram-se tanto fungos como bactérias. Porém os
fungos sdo mais frequentemente isolados, por produzirem maiores quantidades de
metabdlitos secundarios em comparacao as bactérias (SILVA, 2014).

Diante de tanta importancia desempenhada pelos fungos endofiticos, devido ao
seu papel fisioldgico, tem-se intensificado os estudos nesta area para aplicacbes na
agricultura, industria farmacéutica e alimenticia (ZHAO et al, 2010). Levando em
consideracdo que, os fungos enddfitos representam uma fonte inexplorada de produtos

naturais novos e bioativos, pois ha mais de 20.000 substancias documentadas, dentre
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delas 51% apresentam estruturas inéditas e 80% atividade bioldgica (CHAPLA et al,
2013).

2.3. Fungos endofiticos na biotransformagéo

A primeira aplicacdo de biotransformagéo foi feito por Pasteur, usando o fungo
Penicillium glaucum, em 1858, onde se utilizou o D-tartarato de aménio e obtendo L-
tartarato de amonio. Entretanto, somente no século XX, surgiu o desenvolvimento de
hidroxilacdes microbianas em esteroides bioativos e em produtos intermediarios,
utilizados na sintese de corticosteroides, como por exemplo, a a-hidroxilacdo da
progesterona usando Rhizoma arrhizus (figura 1), a qual levou a sintese de hormonios
adrenocorticoides (corticosterona, cortisona e hidrocortisona) e abriu caminho para a
preparacdo de uma seérie de derivados bioativos (prednisona, prednisolona e
triancinolona) (BORGES, 2008).

H4C H4C
=0 2 0
Rhizoma arrhizus

0 0

(A) ®)

Figura 1: Biotransformagéo da progesterona (A) em 11a- hidroxiprogesterona (B).

H& indmeros relatos de estudos de biotransformacdo utilizando os fungos
endofiticos, como por exemplo, o fungo Fusarium moniliforme, que esta associado a Zea
mays L, que metabolizou o substrato 6-metoxibenzoxazolinona (MBOA) e 2-
benzoxazolinona (BOA) em N-(2-hidroxi-4-metoxifenil) e N-(2-hidroxifenil),
respectivamente, como mostra na figura 2 (ZIKMUNDOVA et al., 2002).
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MBoA (C) N-(2-hidroxifenil) (E)
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soa (D) N-(2-hidroxi-4-methoxifenil) (F)

Figura 2: 6-metoxibenzoxazolinona (MBOA) (C) e 2-benzoxazolinona (BOA) (D) e seus produtos biotransformados
N-(2-hidroxifenil) (E) e N-(2-hidroxi-4-metoxifenil) (F).

Ha também estudos de biotransformacdo utilizando farmacos, como por exemplo:
os derivados fenotiazinicos, tal como tioridazina, que sob a reacdo de S-oxidacdo, geram
derivados sulfoxidados: tioridazina-2-sulfoxido (o qual tem sua acdo antipsicotica
aumentada), tioridazina-2-sulfona e tioridazina-5-sulfoxico (a¢&o cardiotoxica), os quais
sdo metabdlitos ativos (BORGUES, 2008). Outros agentes oriundos da biotransformacao
realizadas por fungos sdo os antimicrobianos: acido fusidico e a griseofulvina; e também
os antifangicos semissintéticos, como a anidulafungina, caspofungina e o retapamulina,

que sdo derivados de metabolitos secundarios de fungos (KJER et al, 2010).

2.4. Género Scytalidium sp.

Scytalidium sp. € um género de fungos na ordem de Helotiales. Este género de
fungo anamorfico tem ampla distribuicdo e sdo um microrganismos saprofiticos e
fitopatogénicos, encontrados no solo e/ou vegetacdo de clima tropical e subtropical. Sdo
filamentosos e se subdividem em inUmeras espécies, como: S. lignicola, S. cuboideum, S.
dimidiatum, S. hyalinum, entre outros (KIR, 2008).

Eles se encontram dentre os principais agentes filamentosos ndo dermatofitos
causadores da doenca, juntamente com os géneros Scopulariopsis, Fusarium, Aspergillus
e Onychocola. Espécies de Scytalidium sp. estdo sendo associadas a patogenia primaria
de unha, o qual a prevaléncia das infecgdes vem aumentando nas ultimas décadas, embora
ainda pouco seja relatado. Ha relatos de infecgdes profundas e superficiais pelo género

Scytalidium em pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes, incluindo abscesso
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no sistema nervoso central, endoftalmites, sinusites, osteomielites, fungemias, infeccoes
subcutaneas, eumicetoma, linfangite, linfadenite, tinea pedis, onicomicoses, entre outras
(TONANI, et al. 2018).

O Scytalidium lignicola é um fungo descoberto recentemente e tem sido descrito
como um importante patdgeno na cultura da mandioca causando a podriddo negra em
raizes e caule. Ao colonizar ambientes de madeira, solo ou composto, S. lignicola é
reconhecido como um oportunista saprotréfico cujo estilo de vida pode mudar para a
patogenicidade humana, causando infec¢des. De fato, ha pouca informacdo disponivel

sobre o papel desse patdgeno facultativo (BUTTNER, et al. 2018).

2.5 Gengibre e 0s gingerois

Entre as diversas plantas existentes e utilizadas como terapia esta o Zingiber
officinalle (Figura 3), conhecido como gengibre, pertencente a familia das
“Zingiberaceas”. E uma planta herbacea (Figura 3 - A), que pode vim atingir até 1,20 m
de altura, nativa da india (Asia), e ndo apresenta raizes, mas sim, numerosos rizomas
(Figura 3 - B), onde séo extraidos elementos resinosos, que sdo muito aromaticos. Possuli
um gosto picante, motivo pelo qual é empregado na preparacdo de condimentos,
temperos, etc (RODRIGUES, 2013). Incluindo-o entdo no grupo de “especiarias”,

representando atualmente o terceiro lugar das plantas medicinais, aromaticas e

condimentares mais produzidas no Parand (NEGRELLE, 2005).

O quantitativo de seus componentes quimicos varia de acordo com a origem
geogréfica da planta, secagem, época de colheita, tipo de adubacdo, entretanto 0s
principais constituintes responsaveis, parecem permanecer constantes como 0s

sesquiterpenos que contém 1 a 3%, gingerol e shogaol 2,5 a 5% e 60% de amido. Os
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gingerdis e shogadis sao os responsaveis pela maior parte das atividades terapéuticas do
gengibre (GREGIO, 2006).

O shogaol (figura 4-C) é um produto da quebra de uma hidroxila (reacdo de
eliminacdo) do 6-gingerol, produzido durante a secagem, e é duas vezes mais pungente
que os gingerois. Ja os gingerdis, além de ter carater pungente, possui substancias
homologas que se diferenciam entre si devido ao comprimento de sua cadeia alquilica,
como por exemplo os [6] -, [8] - e [10] —gingerol que contém 10, 12 e 14 carbonos em
suas cadeias alquilicas ndo ramificadas, respectivamente (figura 4); todavia o [6]-gingerol
é encontrado como 0 maior constituinte dos rizomas de gengibre frescos. Ambos 0s
compostos possuem acdo terapéutica, porém os gingerdis apresentam varios efeitos
farmacoldgicos comprovados como: analgésico, antipirético, atividade anti-hepatotoxica,
antinauseante, anti-inflamatdria, antiemética, antimutagénica, antitlcera, hipoglicémica,
antibacteriana, entre outras (NEGRELLE, 2005).

CHs THe o OH
; | !
P CHs CHs
HO HO
6- shogaol ('C) 6-gingerol (D)
CHs [o] OH
CHs 0 OH c[)
éw s
CHa
HO
HO
8-gingerol _ (E) 10-gingerol (4F)

Figura 4: Estruturas quimicas de alguns constituintes encontrados no gengibre.

Pesquisas mostram que 0Oleos e extratos de Zingiber officinalle apresentam acao
inibitéria em bactérias gram positivas e gram negativas. Segundo Grécio (2006), que
comparou a atividade dos gingerois e shogaois na inibi¢do da enzima ciclooxigenase do
tipo 2 (responsavel pelo processo inflamatorio), os gingerais e os shogadis foram capazes
de inibir a ciclooxigenase-2 em modelos experimentais in vitro.

O rizoma de gengibre é largamente comercializado por causa de suas diversas
aplicacbes, como na medicina popular (excitante, estomacal e carminativo), na

alimentacéo, na industria e especialmente como matéria-prima para fabricacéo de
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bebidas, perfumes e produtos de confeitaria como pdes, bolos, biscoitos e geleias
(NEGRELLE, 2005).

Popularmente, o gengibre pode ser comercializado na forma de solucGes e sprays,
na cavidade oral, devido a sua agdo cicatrizante, antiinflamatdria e antimicrobiana. Porém
ainda ha poucos indicios que relacionam o gengibre aos microrganismos prevalentes na
cavidade bucal, pois esta apresenta uma flora bastante variada. Ha também outras formas
de se comercializar as substancias do gengibre, como em comprimidos e capsulas, para o
tratamento de dores de cabeca, ndusea e outras desordens estomacais, de resfriados e
algumas outras infec¢des virais como a hepatite C, de osteoartrite, aléem de apresentar
efeitos anticancerigenos (GREGIO, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
> Avaliar o potencial de biotransformacdo de dois fungos endofiticos

isolados da planta H. ampla frente a gingerois isolados de Zingiber

officinale.

3.2. Especificos

> ldentificar os fungos endofiticos UFCM 0550 e UFCM 0536 isolados de H.
ampla;

> Obter os gingerdis a partir do rizoma de Zingiber officinale;

» Auvaliar o efeito da mudancga do meio de cultivo e dias de experimento na
obtencdo de novos produtos a partir da biotransformacdo dos fungos
UFCM 0550 e UFCM 0536;

> Analisar 0s experimentos de biotransformacdo por métodos

cromatograficos e espectrométricos;
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4. METODOLOGIA

O estudo foi dividido em algumas etapas, como a identificagdo molecular das
cepas fungicas, isolamento dos substratos organicos, experimentos de biotransformacéo
e andlises cromatogréaficas. Abaixo, segue os fluxogramas (Figura 5 e 6) para a
demonstracdo dessas etapas.

Para o fungo UFCM 0550 o experimento de biotransformacéo foi realizado em
meios de cultura diferentes (MEP, BD e SBD) por 7 dias, utilizando como substrato a
fracdo enriquecida por gingerois e 0s extratos analisados em cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA).

Fungo Identificagcdo molecular UECM 0550
BDA por 7 dias
Extrato de carne e peptona (MEP)
Cultivo dos fungos em meio liquido Batata dextrose (BD)
Sabourad (SBD)
Apbs 7 dias

Adic3o do substrato | === | Fragdo enriquecida por gingerois

Apos 7 dias

Particdo liquido-liquido

Anélise do_s extratos

CCDA

Figura 5: Fluxograma das etapas da metodologia para o fungo UFCM 0550.

Para a cepa UFCM 0536, 0 experimento foi realizado em meios de cultura
diferentes e utilizando a fragdo enriquecida por gingerdis como substrato inicialmente por
7 dias. Depois o experimento foi repetido, avaliando os dias diferentes de

biotransformacdo. Os extratos obtidos foram analisados por CCDA e cromatografia
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liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometro de massas (CLAE/EM). Além disso,

também foi realizado um experimento utilizado o 6-gingerol como substrato por 7 dias.

Identificagdo molecular UFCM 0536

Fungo
BDA por 7 dias
Extrato de carne e peptona (MEP)
Cultivo dos fungos em meio liquido Batata dextrose (BD)
Sabourad (SBD)
Apbs 7 dias

Fracdo enriquecida por gingerdis
Adicéo dos substratos <
6-gingerol

7 dias de experimento
Particdo qugido-liquido
7, 8,9, 10 e 14 dias de experimento

Analise dos extratos

!

CCDA

!

CLAE/EM

Figura 6: Fluxograma das etapas da metodologia para o fungo UFCM 0536.

4.1 Obtencao e preservacao dos fungos

As cepas fungicas desse trabalho foram obtidas a partir de uma parceria com a

Universidade Federal do Ceard - UFC, no Laboratério de Biotecnologia e Sintese

Organica (LABS), responsavel pela etapa de isolamento dos microrganismos da planta

Humirianthera ampla.

Os fungos foram incubados no meio de cultivo semissolido Batata Dextrose

Agar (BDA) durante 7 dias a temperatura ambiente e em seguida, preservou-os em 6leo

mineral. As culturas fangicas, assim preservadas, serviram de matrizes para todos os

estudos realizados nesse trabalho.
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4.2 Extracdo do DNA, amplificacdo, sequenciamento e analise filogenética de

isolados endofitos de Humirianthera ampla

Esses procedimentos foram realizados no Laboratério de Micologia e no
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada a Agricultura (BIOAGRI), do Departamento
de Fitotecnia, da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza.

Os isolados monosparicos 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 extracdo 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 modificagdes. A concentracdo final do DNA obtido foi ajustada para 10 a 20
ng.uL™t em reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction), que também continham:
tampé&o 1X; iniciadores 1TS4 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 1TS4 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 mdultiplos. A anélise
filogenética dos alinhamentos foi realizada pelo método de agrupamento de vizinhos,

seguido de andlise de bootstrap com 1.000 repeticdes.
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4.3 Preparo dos meios de cultivo

Preparou-se 20 mL dos meios MEP e SBD, conforme as indica¢des do fabricante
KASVI®. Para 0 meio sintético MEP foram pesados 0,56 gramas e diluidos em 20 mL de
agua destilada em frascos de Erlenmeyer. No meio sintético SBD pesou-se 0,6 gramas do
meio e diluiu em 20 mL de &gua destilada em frascos de Erlenmeyer. Depois cada meio
foi distribuido em eppendorfs e esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

O meio BD foi preparado com a batata fresca, onde foi cozido 4 g de batata inglesa
em 20 mL de agua, em seguida, filtrou-se o caldo e adicionou 0,4 grama de dextrose. Os
20 ml de meio preparado foram distribuidos em eppendorfs e esterilizados em autoclave
por 15 minutos a 121 °C.

4.4 Obtencao do substrato organico

Primeiramente, pesou-se 1.184 gramas do rizoma do gengibre e colocou-o em um
processo de limpeza, em uma solugdo com 2 litros de 4gua e 50 mL de hipoclorito de
sodio (agua sanitaria) com a concentracao de 2,5% de cloro ativo. Em seguida, foi levado
para estufa a 40°C por 7 dias e, posteriormente, triturado, utilizando um liquidificador,
obtendo, ao final, 232 gramas.

O método de extracdo utilizado foi 0 de maceragdo. Assim, adicionou-se 1000 mL
de etanol 99,5% sobre o material vegetal triturado, que foram trocados de 2 em 2 dias o
solvente, durante sete dias. Cada solvente retirado foi filtrado, e em seguida, levado ao
rota-evaporador para obtencéo do extrato bruto.

O extrato bruto foi dissolvido em uma mistura binaria de etanol/agua na proporg¢éo
de 1:1 e depois particionado em funil de separacdo com cloroférmio na proporcao de 1:3.

A fragdo orgénica obtida, foi fracionada em cromatografia liquida de coluna de
vidro (20 x 8 cm) preenchida com silica gel 60 (70-230 mesh), utilizando solventes com
polaridades diferentes. Primeiramente foi empregado o hexano (1 litro), seguido por uma
mistura de hexano/acetato de etila (1:1) (2,5 litros). As fragdes foram recolhidas, de
acordo com sua coloragdo, e analisadas por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) para obtencdo da fracdo enriquecida de gingerdis. Para o isolamento dos
gingerais, utilizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o qual é equipado
com duas bombas LC-6AD, desgaseificador DGU-20A3R, auto-injetor SIL-20A,
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detector UV-Vis SPD-20A e controladora CBM-20A e seguiu as seguintes condicgdes:
injecdo de 1 mL da fracdo enriquecida de gingerol, coluna analitica C18, eluente
MeOH/H.0 78:22, fluxo isocratico de 10 mL/min. Todo esse procedimento esté descrito

na figura 7, e foi baseado na metodologia desenvolvida por SILVA, 2012.

| +1000 mL de etanol 99,5%. |

EVapoGILA0Nos sovees; Extrato bruto do gengibre

.

Gengibre secado e triturado. k
- AT =)
-

Extracdo dos componentes.
L Icolamiento dos guigeniis Obtencéo das fracdes enriqrueadas )™ ¢
L —_—> \#/
|~ o |
== P — ‘( / 7’ ~ * 1|~‘
b I

Anélise das fracoes
enriquecidas

O 6-gingerol isolado

Figura 7: Etapas da obtenc¢do da fracdo enriquecida por gingérois e do isolamento dos gingerdis. Fonte: préprio autor.

4.5 Biotransformacéao de substratos organicos

4.5.1 Biotransformacgdo em meios de cultura diferentes

Foram adicionados em eppendorfs de 5,0 mL, 1,4 mL de cada meio de cultura
(MEP, SBD e BD). Apés autoclavados, adicionou discos de aproximadamente 6 mm dos
fungos aos eppendorfs contendo cada meio de cultivo. Os fungos permaneceram por 7
dias em agitacédo (120 rpm) a 32°C para o crescimento. Apos esse periodo, colocou-se na
cultura fangica 25 pL da fracdo enriquecida com gingerdis, dissolvido no co-solvente
dimetilsulfoxido (DMSO) ficando com concentragdo 4% (4 mg/100 microlitros),
permanecendo em agitacdo por mais 7 dias (figura 8, p. 32). Entretanto apenas para a cepa
UFCM 0536 repetiu-se 0 mesmo experimento utilizando o 6-gingerol isolado, visto que
as cepas fungicas do UFCM 0550 tinham morrido, ndo possibilitando a continuidade do

experimento.
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Figura 8: llustracdo das etapas do procedimento de biotransformacéo. Fonte: GONCALVES, 2017.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e para cada procedimento foram
feitos experimentos controles: controle do meio liquido (Controle 1); controle do meio de
cultura com crescimento fungico (Controle 2) e um controle do meio de cultura apenas
com o substrato (Controle 3). Apds os setes dias de agitacdo finalizou os experimentos
através de uma particdo liquido-liquido utilizando 1 mL de acetato de etila (figura 9, p.
32).

MEIO - MEIO - =
MEIO FUNGO SUBST. BIO1 BIO2 BIO3

r

Retirados apés 7dias.

Figura 9: Representacdo do experimento de biotransformacéo para cada meio de cultivo e fungo. Eppendorfs para os
controles (meio, meio + substrato e meio + fungo) e triplicatas da biotransformacdo BIO 1, BIO 2 e BIO 3 (meio +
fungo + substrato).

Experimentos em dias diferentes foram realizados repetindo-se todo o
procedimento anterior com o fungo Scytalidium lignicola utilizando a fragdo enriquecida
de gingerois como substrato. Assim, ap6s o 7°, 8°, 9°, 10° e 14° dias de agitacdo 0s
experimentos foram finalizados e os extratos analisados em CCDA, atraves de uma
parti¢do liquido-liquido utilizando 1 mL de acetato de etila (figura 10, p.33). Todo método

foi realizado em triplicata e com os controles.

32
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l | \ J
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Retirados apds 10dias. Retirados apos 14 dias.

Figura 10: llustragdo do experimento de biotransformacéo em dias diferentes para cada meio de cultivo e fungo.
Eppendorfs para o controle (meio, meio + substrato e meio + fungo) e triplicatas da biotransformacéo BIO 1, BIO 2 e
BI1O 3 (meio + fungo + substrato).

4.6 Métodos Cromatograficos

4.6.1 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

Os substratos organicos obtidos por cromatografia liquida em coluna (Item 4.4) e
0s extratos obtidos dos experimentos da biotransformacéo foram analisados por CCDA,
feitas sobre cromatofolhas de aluminio cobertas com gel de silica 60 F254 — Merck
(espessura de 0,2 mm).

A revelagdo das substincias nas placas analiticas foi realizada através da
exposicdo a uma lampada ultravioleta UVSL — 25 da Mineral Light, em dois
comprimentos de onda (254 e 365 nm) e imersas com solucdo de vanilina em &cido
perclorico/etanol (HCIO4/EtOH).

4.6.2 Cromatografia liquida em coluna
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A fracdo organica obtida do gengibre, foi fracionada em cromatografia liquida de
coluna de vidro (20 x 8 cm), preenchida totalmente com silica gel 60 (70-230 mesh). Em
seguida, injetou-se a 5,9913 do extrato, dissolvido em acetato de etila e hexano 1:1, na
parte superou da coluna, e posteriormente, adicionou a fase moével (acetato de etila +

hexano na proporcao 1:1) para arrastar a amostra até o final da coluna e fraciona-las.

4.6.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e Obtencao dos gingerdis isolados

O isolamento dos gingerdis foi realizado em CLAE e foi realizado na
Universidade Federal de Sergipe — S8o Cristdvao, em um aparelho de sistema Shimadzu
UFLC equipado com um detector UV-Vis com arranjo de diodos modelo SPD-M20A.
Usou-se uma coluna preparativa de fase reversa (ODS), com 25 cm de comprimento e
2,12 cm de didmetro. O aparelho possui bombas LC-6AD, desgaseificador DGU-20A3R,
auto injetor SIL-20A, detector UV-Vis SPD-20A e controladora CBM-20A. O volume de
injecdo foi de 1 mL, com vazao de 10 mL/min. A elui¢do foi modo isocratico usando 78

mL de metanol + 22 mL de agua.

e Analise dos experimentos de biotransformacéo

Os extratos dos experimentos de biotransformacdo da cepa UFCM 0536 foram
enviados para a Universidade Federal do Ceara e analisados em sistema CLAE/EM
composto por Cromatografo liquido Ultimate 3000, Thermo Scientific, acoplado ao
espectrometro de massas Q-Exactive, Thermo Scientific, com fonte H-ESI, operando em
modo positivo, resolucdo 70.000, utilizando-se voltagem do spray 4 kV, gas de bainha
30, gas auxiliar 10, temperatura do capilar 320°C, temperatura de gas auxiliar 250°C, tube

lens 55 e faixa de massas m/z 100-500.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo morfologica e molecular das cepas fungicas

Nas buscas no GenBank, NCBI, a sequéncia de ITS (tabela 1) do isolado UFCM
0536 mostrou 99% de identidade com Scytalidium lignicola. Por outro lado, a sequéncia
de ITS do isolado UFCM 0550 mostrou 93% de identidade com Scytalidium sp.

Os isolados foram submetidos a analise filogenética para determinacao da relacao

com espécies de cada género observado nas buscas no GenBank, NCBI (figura 11). A

cepa UFCM 0536 formou um grupo com o representante de Scytalidium lignicola e

possivelmente pertence a essa espécie. Entretanto, a cepa UFCM 0550 agrupou proximo

a Scytalidium cuboideum, mas ndo se pode afirmar que se trata dessa espécie devido ao

baixo percentual de identidade nas buscas no GenBank formando um grupo exclusivo que

possivelmente deve se tratar de uma espécie nova.

Tabela 1: Isolados utilizados na filogenia.

Espécie Isolado ITS Referéncia
Arthrographis chlamydospora UTHSC HG004554 Giraldo et al. 2014
06-1053*

Arthropsis hispanica CBS 351.92* HE965758 Giraldo et al. 2013

Scytalidium cuboideum CBS 241.62* GQ272628 Giraldo et al. 2013

Neoscytalidium dimidiatum CBS 145.78* KF531816 Huang et al. 2016

Cophinforma atrovirens MFLUCC 11- JX646800 Huang et al. 2016
0425*

Neoscytalidium CBS122071 KF766207 Huang et al. 2016

novaehollandiae

Scytalidium sphaerosporum ATCC34392 GQ272624 Goh et al. 2015

Scytalidium TPML97003 GQ272622 Gohetal. 2015

ganodermophthorum

Scytalidium lignicola KACC41228 GQ272634 Goh et al. 2015

Scytalidium cuboideum KACC41224 GQ272630 Goh et al. 2015

Scytalidium cuboideum KACC41290 GQ272629 Gohetal. 2015

Scytalidium cuboideum UAMHG676 GQ272627 Goh et al. 2015

Scytalidium sphaerosporum KACC41220 GQ272623 Gohetal. 2015
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GQ272629 Scytalidium cuboideum

100 Q272627 Scytalidium cuboideum
96

GQ272630 Scytalidium cuboideum

N UFCM 0550 (B4-1A) Scytalidium spl

100/GQ272624 Scytalidium sphaerosporum

100 GQ272623 Scytalidium sphaerosporum

i‘_{'GQZ?ZGM Scytalidium lignicola
95

"UFCM 0536 (B4-3L) Scytalidium sp2

GQ272622 Scytalidium ganodermophthorum

100 KF531816 Neoscytalidium dimidiatum

100 KF766207 Neoscytalidium novaehollandiae

JX646800 Cophinforma atrovirens

HE965758 Arthropsis hispanica

—r HGO004554 Arthrographis chlamydospora

Figura 11: Arvore filogenética de Agrupamento de Vizinhos para a regifo ITS do rDNA. Valores de bootstrap (>50%)
para 1000 repeti¢Bes sdo mostrados nos nds. UFCM - Cole¢do Micoldgica da Universidade Federal do Ceara.

5.2 Obtencao dos substratos organicos

O método de extracdo utilizado para obter o extrato do gengibre foi o de
maceracdo, desestabilizando e rompendo suas membranas celulares, liberando os
compostos para o solvente. Ou seja, a droga vegetal é colocada, em um recipiente fechado
em temperatura ambiente, em contato com o liquido extrator por um periodo prolongado,
podendo esta sob agitacdo ou ndo. No caso do experimento, a planta ficou sob temperatura
ambiente, entretanto sem agitacdo. Tal extrato obtido foi fracionado em cromatografia e
eluido com a fase mdvel hexano/acetato de etila (1:1), obtendo 5,9913 gramas da fracédo
rica em gingerois e shogaois.

As analises em CCDA das fracdes obtidas a partir do fracionamento seguem
abaixo (figura 12, p. 37). Na placa cromatogréafica de namero 4 foi identificada a fragéo
enriquecida de gingeroéis, pois o perfil cromatografico estd de acordo com o do

procedimento j& conhecido e utilizado por Silva (2012).
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Figura 12: Placas cromatograficas das fracdes obtidas do extrato do tubérculo do gengibre apds cromatografia liquida
em coluna analitica, com destaque a figura 4, a qual corresponde a fracéo enriquecida de gingerdis. As placas 1, 2, 3 e
5 correspondem aos demais compostos do gengibre.

Posteriormente, a fragdo enriquecida foi cromatografada em CLAE, onde foi
obtido o cromatograma da Figura 13. Quatro picos foram vistos corroborando com a
metodologia seguida (SILVA, 2012). O primeiro pico corresponde ao 6- gingerol, o
segundo ao 8-gingerol e o terceiro ao 10-gingerol. O pico entre o 8-gingerol e o 10-
gingerol ndo se conhece, sendo assim uma alternativa de estudos para isolamento e
identificacdo. Os gingerdis foram isolados obtendo-se as seguintes massas: 6-gingerol
0,7515 gramas (0,063%), 8-gingerol 0,5466 gramas (0,046%) e 10-gingerol 0,5405
gramas (0,045%).
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Figura 13: Cromatograma da analise em CLAE da fracdo enriquecida por gingerdis. Condi¢des: Coluna preparativa
de fase reversa (ODS) C 18 com 25 cm de comprimento e 2,12 cm de didmetro, bombas LC-6AD, desgaseificador
DGU-20A3R, auto injetor SIL-20A, detector UV-Vis SPD-20A, vazdo com fluxo isocratico 10 mL/min, eluente
MeOH/H20 (78:22).

5.3 Experimentos de Biotransformacgéao

Cultivou-se os fungos em meio BDA durante 7 dias (Figura 14, p. 38) para que
ocorresse seu crescimento e a ativagdo de suas enzimas bioldgicas para iniciar o

experimento. Para o fungo Scytalidium lignicola foi realizado o experimento utilizando
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tanto a fracdo enriquecida do gengibre como o 6-gingerol, além de ter sido realizado o
procedimento inicial por 7 dias e depois em dias diferentes, onde o experimento foi
avaliado até o 14° dia. Ja a cepa do fungo Scytalidium sp. foi feita apenas a primeira etapa
do experimento, onde se utilizou a fracdo enriquecida de gingerdis por 7 dias, pois ao

decorrer do experimento a cepa fungica foi perdida, ndo crescendo mais em nenhum meio.

Figura 14: Cultivo dos fungos em BDA por 7 dias. A: Scytalidium lignicola; B: Scytalidium sp. Fonte: proprio autor.

5.3.1 Experimentos de Biotransformacéo a partir do fungo Scytalidium sp.

A biotransformacao pelo fungo foi testada em trés meios diferentes (MEP, SBD e
BDA), utilizando a fracdo enriquecida de gingerdis, pois além do menor custo de se
utilizd-la, ha a possibilidade de se avaliar a biotransformacdo de todos os gingerois
contidos na fracao.

Sabe-se que 0s meios BD e SBD sdo proprios para o cultivo de fungos
(JAPANESE, 2007), embora existam diferencas em suas composi¢fes. O meio SBD é
um meio de peptona suplementado com dextrose para suporte do crescimento de fungos,
ou seja, rico em carboidratos e proteinas, enquanto o meio BDA é composto de batata
desidratada e dextrose, sendo rico apenas em carboidrato. Ja 0 MEP & composto por
extrato desidratado de tecido bovino, que fornece nitrogénio, aminoacidos, vitaminas e
carbono, sendo um meio mais “pobre” em carboidrato e rico em proteinas. Esse meio ndo
é proprio para o cultivo de fungos, mas foi escolhido na intencdo de se criar um ambiente
hostil para as cepas, possibilitando o0s seus potenciais biocataliticos. Mesmo com
diferentes composicdes, a cepa cresceu nos trés meios.

Tendo em vista, que a pretensdo era analisar qualitativamente o perfil
cromatografico por meio da comparacéo do perfil de eluicdo das substancias contidas nos

extratos dos experimentos de biotransformacdo em relacdo aos experimentos controles,
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0s extratos obtidos foram analisados inicialmente por CCDA, pois além de ser uma
técnica de baixo custo, € eficiente em andlises qualitativas.

O eluente utilizado foi uma mistura Acetato de etila/Hexano (AcOEt/Hexano)
na proporgdo 4:6, e essa determinacgdo se deu a partir de experimentos iniciais com
eluentes de polaridades diferentes, até chegarmos ao ponto onde pudéssemos observar,
no centro da placa, substancias apolares e polares geradas a partir de uma possivel
biotransformacéo.

Ap0s os sete dias de experimento, apenas no meio de cultura MEP foi constatado
uma mudanca cromatografica nos extratos obtidos em comparacdo aos extratos obtidos
dos controles (figura 15, p. 39). Deduz-se que este evento ocorreu devido ao estresse que
o fungo passou por ser cultivado em um meio pobre em carboidratos para o Seu
crescimento. Abaixo segue a fotografia do cromatograma dos extratos obtidos a partir da

biotransformacao do isolado fungico Scytalidium sp. no meio de cultura MEP.

M MS MF B1 B2 B3

Figura 15: Placa cromatografica do experimento de biotransformagdo do fungo Scytalidium sp. no meio MEP por 7
dias. Eluente: AcOEt/Hexano 4:6. M: controle do meio de cultura; MS: controle do meio de cultura mais o substrato;
MF: controle do meio de cultura com o fungo; B1: triplicata do experimento de biotransformacéo 1, B2: triplicata do
experimento de biotransformacédo 2; B3: triplicata do experimento de biotransformagdo 3. Revelagdo em solucdo de
Vanilina.

E possivel observar uma mancha na parte superior da placa nos spots das
triplicatas dos experimentos do meio MEP (B1, B2 e B3) em relacdo aos dos extratos dos
controles, sendo o resultado de uma provavel biotransformacéo, resultando em uma
substancia mais apolar que os gingerois. Entretanto o quantitativo de substrato spotato
ndo foi semelhante nas triplacas, resultando entdo em quantitativo de substancia obtida e
assim, uma coloracdo diferente.

A partir da analise qualitativa em CCDA, foi possivel selecionar o meio MEP
como meio de cultivo mais proficuo para a cepa do Scytalidium sp. e consequentemente

para futuramente se realizar um estudo de biotransformacgao mais minucioso,

39



modificando o quantitativo de dias de exposi¢do ao substrato e também analisa-lo em

métodos mais eficientes como o CLAE.

5.3.2 Biotransformacéo a partir do fungo Scytalidium lignicola.

As cepas do Scytalidium lignicola, nos experimentos de biotransformacao,
foram testados nos trés meios de cultivo (BD, SBD e MEP) e analisados em CCDA. A
partir da fracdo enriquecida de gingerois, foi observado apenas nos extratos do meio de
cultivo MEP uma mudanga no perfil cromatografico deles em relacdo aos seus controles.
O crescimento fungico também foi observado nos outros meios (BD e SBD), ndo sendo
esse 0 motivo pelo qual a biotransformacdo ndo ocorreu. Dessa forma, confirmou a
importancia da mudanca do meio de cultivo nos experimentos de biotransformacéo por
microrganismos.

Abaixo segue a fotografia da analise em CCDA do perfil cromatografico da
biotransformacéo do meio de cultivo MEP (figura 16, p. 40). O eluente utilizado foi o
mesmo para todas as analises em CCDA, AcOEt/Hexano na proporgdo 4:6, e essa
determinacdo se deu a partir de experimentos iniciais com eluentes de polaridades
diferentes, até chegarmos ao ponto onde as substéncias ficassem melhores para serem

observadas.

I;nii\ﬂé MF B1 B2 B3

Figura 16: Placa cromatografica do experimento de biotransformagéo do fungo Scytalidium lignicola no meio MEP
por 7 dias. Eluente: AcOEt/Hexano 4:6. M: controle do meio de cultura; MS: controle do meio de cultura mais o
substrato; MF: controle do meio de cultura com o fungo; B1: triplicata da biotransformacéo 1, B2: triplicata do
experimento de biotransformacédo 2; B3: triplicata do experimento de biotransformacdo 3. Revelacdo em solucdo de
Vanilina.

Notou-se, a partir do perfil cromatografico que uma mancha na parte superior da
placa surgiu em relacdo aos controles, sendo uma provavel biotransformagdo em uma
substancia mais apolar que os gingerais.

Com esse estudo, foi possivel selecionar o meio MEP como meio de cultivo mais

propicio para a cepa do Scytalidium lignicola para a realizagdo de um estudo de
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biotransformacdo em diferentes dias e também analisa-lo em métodos cromatograficos e
espectrométricos mais eficientes.

Como na literatura ndo existe ainda nenhum estudo de biotransformagéo com
fungos do género Scytalidium nédo se pdde corroborar os resultados obtidos nesta

pesquisa.

5321 Andlise dos experimentos de biotransformacao em dias diferentes
obtidos a partir do fungo Scytalidium lignicola.

Ap0s ter observado uma mudanca no perfil cromatografico nos experimentos de
biotransformacdo no meio de cultivo MEP para a cepa, foi realizado um estudo onde se
variaram os dias de experimento com o intuito de estabelecer um dia onde houvesse o
consumo total do substrato adicionado ao meio (comparando com controle da fracéo
enriquecida de gingerdis) e/ou o aparecimento maior da mancha mais apolar, que foi
verificada em sete dias de experimento.

Apds os dias de experimentos (7°, 8°, 9°, 10° e 14° dias) foi observada a mesma
mancha mais apolar nos cromatogramas dos diferentes dias de experimento, ndo
verificando o desaparecimento total de nenhumas das manchas dos gingerois, mas sim
uma diminuicdo. Como dito anteriormente, a analise em CCDA foi apenas qualitativa e
ndo se pode confirmar um aumento na producdo da substancia mais apolar, podendo se
constatar apenas gque seu aparecimento continuou ao decorrer dos dias.

Abaixo seguem os cromatogramas dos experimentos de cada dia de
biotransformacao (figura 17, p.41). O eluente utilizado foi 0 mesmo das outras analises,
AcOEt/Hexano 4:6.

e —
[ 7 dias = 8diaf 9dia.|1 10 dias | 14 dias
N e .
MMS MFB1B28B3 Bl B2 B3 BL B2 B3 BL B2 B3 M MS MF B1 B2 B3

Figura 17: Placa cromatografica do experimento de biotransformacdo em dias diferentes pelo fungo Scytalidium
lignicola no meio MEP. Eluente: AcOEt/Hexano 4:6. M: controle do meio de cultura; MS: controle do meio de cultura
mais o substrato; MF: controle do meio de cultura com o fungo; B1: triplicata do experimento de biotransformagéo 1;
B2: triplicata do experimento de biotransformacédo 2; B3: triplicata do experimento de biotransformacéo 3. Revelagdo
em solucdo de Vanilina.
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No intuito de se garantir o resultado positivo na biotransformacéo dos gingerois
pela cepa do Scytalidium lignicola, duas amostras foram submetidas a anélise por
CLAE/EM. Como a andlise foi paga e ndo foi verificado mudancas nos perfis
cromatograficos dos dias diferentes, foi enviado apenas uma amostra do controle do meio
mais a fracdo enriquecida e uma triplicata do experimento da biotransformacéo em sete

dias.

5322 Anélise em CLAE/EM dos experimentos de biotransformacéao do
fungo Scytalidium lignicola.

As amostras foram analisadas sob duas condi¢Bes cromatogréficas, a primeira
comparou-se a amostra do controle (Controle) e a amostra do experimento de
biotransformacdo em sete dias (Bio-MEP). Ja a segunda condi¢do foi apenas a amostra
do experimento para melhor identificacdo da molécula biotransformada.

A andlise em CLAE/EM desse experimento teve carater apenas qualitativo, pois
0 intuito era confirmar a biotransformagéo de algum gingerol e, possivelmente, a partir

da anélise do espectro de massas, saber qual substancia foi formada.

i) Primeira analise:

Apobs a analise dos cromatogramas (figura 18, p. 43) das duas amostras, foi
observado um pico diferente, entre o 8-gingerol e o 10-gingerol, o qual ndo foi observado
no controle, apresentando formula molecular C17H260s3, relacdo massa/carga igual a 301,
17743 [M + Na]" e tempo de retencdo (Rf) de 2,30 min. Foram observados picos em
comum e identificados devido a comparacdo dos espectros de massas obtidos com os da
literatura (Jolad et al, 2005), sendo eles o do 6-gingerol (C17H2604 - 294 g/mol) com
relagdo m/z [M+Na]* = 317,17239 e Rf = 0,89; 8-gingerol (C19H3004— 322 g/mol) com
relacdo m/z [M+Na]" = 345,20358 e Rf = 2,07, 10-gingerol 10-gingerol (C2:H3404 — 350
g/moL) com relagdo m/z [M+Na]" = 373,23492 e Rf = 3,85 e 0 6-shogaol (C17H2403—
276 g/mol) com relacdo m/z [M+Na] + = 299,27405 e Rf = 1,69 (Tabela 2).

Tabela 2: Comparagdo entre a identificagdo das substancias nos cromatogramas obtidos na analise por CLAE/EM da
amostra do experimento de biotransformacdo e da amostra do controle. A comparacdo foi realizada, levando em
consideragdo as relagdes massa/carga [M+Na]* e os tempos de retencdo de cada substancia.
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Substancias/[M+Na]* Tempo de retengdo BIO-MEP CONTROLE

6-shogaol 299,27405 1,69 v v
(C17H2403)

10-gingerol 373,23492 3,85 v v
(C21H3404)

6-gingerol 317,17239 0,89 v v
(C17H2604)
-ginaernl 45 2

8-ging 19H3OO4)_0358 2,07 v v

I 30117743 (CiHz:03) 2,30 v - |

i — f-gingerol

CONTROLE

a4 M

6-Shogaol
B-gingerol
, fﬂ 10-gingerol

Fadako Muikaes

a HH &8 KA d

BIO-MEFP

Figura 18: Comparagdo entre 0os cromatogramas em CLAE/EM obtidos das amostras do controle e do experimento de
biotransformagdo do fungo Scytalidium lignicola. Condig¢Ges: modo positivo, resolucdo 70.000, voltagem do spray 4
kV, gés de bainha 30, gas auxiliar 10, temperatura do capilar 320°C, temperatura de gas auxiliar 250 °C, tube lens 55
e faixa de massas m/z 100-500.

i) Segunda andlise

Na segunda condicéo, a fracdo BIO-MEP passou por uma nova separagdo para
melhor resolugdo dos tempos de retencdo das substancias do extrato biotransformado
(figura 19, p. 44). A partir da melhor resolugéo do perfil cromatogréfico, confirmou-se o
surgimento de uma nova substancia a partir dos gingerois da fracdo enriquecida, a qual
se observa no cromatograma com o tempo de retencdo de 3,44 min. N&o se sabe ainda
qual substancia se trata, pois estudos mais aprofundados sobre o espectro de massas estao
sendo realizado. Além disso, sera feito outro experimento na tentativa de se obter mais
quantidade de massa do produto para o seu isolamento e posterior identificacdo a partir

de técnicas espectroscopicas.
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Figura 19: Cromatograma em CLAE/EM obtido da amostra do experimento de biotransformac&o do fungo Scytalidium
lignicola. Condicdes: coluna: Luna C-18 (110X4,6 mm) 5 um; eluente: A: 4gua com 0,1% de 4cido férmico, B: MeOH
com 0,1% de &cido formico; fluxo: 0,5 mL/min, gradiente A (30):B(70) para A(70):B(50) em 20 min; volume de
injecdo: 5 pL; temperatura da coluna: 20°C. e faixa de massas m/z 100-500.

5323 Biotransformacédo do fungo Scytalidium lignicola utilizando o 6-
gingerol como substrato.

Ao se confirmar o surgimento de uma nova substancia advinda da
biotransformacdo do fungo, procurou-se investigar qual gingerol o fungo utilizou e,
consequentemente, modificou. O espectro de massas da nova substancia estd sendo
analisado e em paralelo, foi realizado o experimento de biotransformacéo do 6-gingerol,
levando em consideracédo que ele é o composto fenolico majoritario da fracao enriquecida
e ja haviamos isolado em laboratério em quantidade suficiente para a realizacdo do
procedimento.

O experimento de biotransformacéo pelo fungo foi realizado em diferentes dias
no meio de cultura MEP, com o intuito de observar se haveria 0 consumo desse composto
e sucessivamente o surgimento da substancia biotransformada, ratificando a ideia de que
0 6-gingerol seria a substancia convertida, entretanto nao foi o que ocorreu.

A partir da analise em CCDA (figura 20, p.45) notou-se que nao houve surgimento
de novas manchas nas placas cromatograficas. O perfil cromatografico do controle MS
(meio de cultura mais substrato) foi semelhante ao perfil cromatografico dos extratos dos

experimentos de biotransformacéo (B1, B2 e B3), nos diferentes dias.
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Desse modo, acredita-se que a substancia biotransformada nao foi advinda do 6-
gingerol, dispondo da possibilidade da utilizacdo dos outros compostos contidos na fracao

enriquecida do extrato, como o 8-gingerol, 10-gingerol ou 2-shogaol.

M MS MF B1 B2 B3

| MS ME B1B2B3 -

Figura 20: CCDA dos experimentos de biotransformacdo pelo fungo Scytalidium lignicola variando os dias de
incubacéo e utilizando o substrato 6-gingerol isolado. Revelador: Vanilina. Eluente: Hex:AcOEt (6:4). A: CCDA da
biotransformacgdo ap6s 7 dias do fungo em contato com o substrato. B: CCDA da biotransformacao apés 14 dias do

fungo em contato com o substrato.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, os fungos codificados como UFCM 0536 e UFCM 0550 foram
identificados por biologia molecular como Scytalidium lignicola e Scytalidium sp.
respectivamente. Ambos os fungos cresceram bem nos meios de cultura sélidos MEP,
SBA e BDA.

A fracdo enriquecida e os isolados do gengibre, utilizada como substrato nos
experimentos de biotransformacéo, foi colhida por meio de maceracgéo. Obtida a partir do
fracionamento por coluna cromatografica, sequida de CCDA e CLAE.

Nestes experimentos, os dois microrganismos mostraram-se promissores na
biotransformacao frente a gingerdis no meio MEP, transformando-os em produtos mais
apolares. Com o fungo Scytalidium lignicola os experimentos continuaram, onde
realizou-se os estudos da biotransformacdo em diferentes dias de crescimento com a
fracdo enriquecida de gingerdis e para ratificar, analisou os extratos em CLAE/EM onde
foi possivel observar o surgimento de um pico que corresponde a substancia
biotransformada. Utilizou-se também, o isolado 6-gingerol como substrato e constatou
que houve a biotransformagéo.

Tendo em vista a quimica verde, é 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 para se obter informacfes sobre quais as reacdes quimicas ocorrem, 0
quanto do substrato foi consumido pelo fungo durante os experimentos, bem como a
identificacdo dos novos compostos, devido a necessidade do surgimento de produtos
inovadores que, preferencialmente, apresentem atividades bioldgicas benéficas.

Desde ja garante-se que esse estudo de biotransformacdo da fracdo enriquecida do
gengibre pelas duas linhagens de fungos utilizadas apresenta carater inédito por tratarem-

se de fungos em que néo foram utilizados em biotransformagéo.
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