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Resumo
RESUMO

A area de biocatalise esta em franco desenvolvimento e fungos associados a
espécies vegetais dos biomas brasileiros sao biocatalisadores em potencial,
praticamente inexplorados. Nesse contexto, o presente trabalho descreve a
avaliacao do potencial biocatalitico de 7 fungos endofitos isolados de espécies
vegetais do Cerrado. Foi avaliada a capacidade dos micro-organismos
Nigrospora sphaerica, Schizophyllum commune, Phomopsis sp., Tricoderma
viridae, Aspergillus versicolor, Xylaria sp. e Phomopsis stipata
biotransformarem ou biodegradarem os substratos acido galico e cassina. O
estudo de tolerancia dos micro-organismos aos substratos permitiu selecionar
as concentragdes nas quais o acido galico (1,0 g L™") e a cassina (0,5 g L™)
foram adicionados ao meio reacional na etapa de
biotransformacgéo/biodegradagéo. Todos 0s micro-organismos estudados se
mostraram capazes de biotransformar o substrato acido galico. Os 26 produtos
biotransformados sdo mais apolares que o composto de partida e foram
encontrados na fase aquosa ou no micélio microbiano. Em relagcéo a cassina,
os enddfitos Schizophyllum commune, Tricoderma viridae e Xylaria sp. ndo a
metabolizaram, mesmo ap6s 14 dias de incubacdo.Os endofitos Nigrospora
sphaerica e Aspergillus versicolor a biodegradaram, enquanto que Phomopsis
stipata e Phomopsis sp. a biotransformaram em 6 e 3 novos compostos,
respectivamente. Os produtos de biotransformagdo do acido galico e da
cassina terdo suas estruturas determinadas em trabalhos futuros, e a partir
desses dados poderemos inferir as rea¢cdes que os fungos sé&o capazes de
realizar, e consequentemente sugerir as atividades enzimaticas presentes nos

fungos enddfitos estudados.

Palavras chave: Fungos endodfitos. Nigrospora sphaerica. Schizophyllum
commune. Phomopsis sp. Tricoderma viridae. Aspergillus versicolor. Xylaria sp.

Phomopsis stipata. Biotransformacgao. Biodegradacao. Acido galico e cassina.



Abstract

ABSTRACT

The area of biocatalysis is developing fast and fungi associated with plant
species of Brazilian biomes are potential biocatalysts, virtually unexplored. In
this context, this work describes the evaluation of biocatalytic potential of seven
fungal endophytes isolated from species of the Cerrado. We evaluated the
ability of the micro-organisms Nigrospora sphaerica, Schizophyllum commune,
Phomopsis sp., Tricoderma viridae, Aspergillus versicolor, Xylaria sp. and
Phomopsis stipata to biotransform or biodegrade the substrates gallic acid and
cassine. The study of microorganisms tolerance to the substrate allowed to
select the concentrations in which the gallic acid (1.0 g L") and cassine
(0.5 g L") were added to the reaction medium in step biotransformation/
biodegradation. All microorganisms studied are quite capable of biotransform
substrate gallic acid. The 26 biotransformed products are less polar than the
starting compound and were found in the aqueous phase or microbial
mycelium. In relation to the cassine, the endophytes Schizophyllum commune,
Tricoderma viridae and Xylaria sp. didn’'t metabolize it, even after 14 days of
incubation. Endophytes Nigrospora sphaerica and Aspergillus versicolor
biodegraded the cassine, while Phomopsis stipata and Phomopsis sp.
biotransformed this substrat in six and three new compounds, respectively. The
biotransformation products of gallic acid and cassine will have their structures
determined in future studies, allowing to infer which biotransformations
occurred, and therefore suggest which the enzyme activities are found in the

fungal endophyte studied.

Keywords: Fungal endophytes. Nigrospora sphaerica. Schizophyllum
commune. Phomopsis sp. Tricoderma viridae. Aspergillus versicolor. Xylaria sp.

Phomopsis Stipata. Biotransformation. Biodegradation. Gallic acid and cassine.
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Introducao

1.INTRODUCAO

A demanda por novos produtos veterinarios, agroquimicos,
farmacéuticos, e qualquer outro que seja usado para mediar ou controlar
interacbes entre organismos vivos, € cada dia maior, principalmente para as
populagdes dos paises em desenvolvimento econémico (MAYOR, 1992;
MARTINS, 2001; RODRIGUES; SILVA, 2010).

A produgdo dessas substancias, devido, em partes, a crescente
necessidade de preservagcdo ambiental e redugcéo das etapas envolvidas, tem
exigido metodologias alternativas, como uso de biocatalisadores (DOUBLE;
KRUTHIVENTI; GAIKAR, 2004).

As bioconversdes (conversbes quimicas realizadas por métodos
biolégicos - uso de organismos vivos ou parte destes) (MEYER; LERESCHE,
2006) apresentam grande potencial na obtengcdo de novos compostos e na
producado mais eficiente de compostos ja conhecidos (GIRI et al., 2001). As
bioconversbes tém despertado interesse inclusive de companhias quimicas
tradicionais como DuPont, Dow, Basf e Monsanto (FURTADO, 2004).

Nesse contexto, se fazem necessarias triagens que visem encontrar
enzimas que supram as necessidades cataliticas da industria e que sejam
estaveis nas condigdes de trabalho. Essas triagens séo feitas em diversos
seres vivos, incluindo animais, vegetais e principalmente micro-organismos,
pois estes ultimos apresentam as seguintes vantagens: ciclo de vida curto; facil
manipulagéo e rico sistema enzimatico (PINEDO-RIVILLA et al, 2009; SEXTON
et al., 2009).

Entre os micro-organismos, os fungos se destacam pela habilidade de
habitarem diversos ambientes (GUNATILAKA, 2006) e consequentemente
apresentarem magquinario enzimatico diversificado e peculiar. De maneira geral,
o habitat natural do fungo fornece informag¢des importantes sobre o potencial
biocatalitico desse organismo, e é um fator que deve ser considerado na busca
de novos biocatalisadores (BORGES et al., 2007; PINEDO-RIVILLA et al.,
2009). Por exemplo, ha micro-organismos que habitam regiées vulcéanicas e,

portanto, apresentam enzimas termoestaveis, as quais sao uteis em alguns
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setores da industria: de detergentes (SAID; PIETRO, 2004) e de corantes
(SHUMACHER; HEINE; HOCKER, 2001), entre outros.

Outro exemplo sédo os fungos endofitos, fungos que colonizam o interior
dos tecidos de espécies vegetais sem causarem dano aparente (BORGES et
al., 2007). Estima-se que esse nicho de micro-organismos apresenta elevado
grau de interacéo ecologica com seu hospedeiro (SCHULZ; BOYLE, 2005),
produzindo diversas substancias que s&o uteis a espécie vegetal. Essa
diversidade metabdlica indica que os fungos endéfitos possuem rico sistema
enzimatico, o que os evidencia como fonte, em potencial, de diversas classes

de enzimas.
1.1.Bioconversdes: aspectos gerais

A fermentacgdo alcoodlica do suco de uva, a produgcédo de cerveja € 0
preparo de pao sdo exemplos de transformagdes quimicas realizadas por
sistemas bioldgicos relatados ha pelo menos 4000 anos (LIMA, 1975), embora
0s agentes responsaveis por esses processos fossem ainda desconhecidos
(MEYER; LERESCHE, 2006). Somente em 1856, ap6s a invencdo do
microscépio, Louis Pasteur evidenciou que as fermentacées eram feitas por
micro-organismos, e que cada processo fermentativo era caracteristico de um
tipo particular de organismo (OLIVEIRA; MONOVANI, 2009).

Desde entdo, as bioconversbées sao frequentemente descritas na
literatura cientifica, empregando-se micro-organismos, organelas celulares ou
enzimas isoladas como biocatalisadores (FABER, 2004).

Os objetivos das pesquisas mudaram ao longo desse periodo. Ha
algumas décadas, os pesquisadores estavam interessados em utilizar as
bioconversdes para elucidarem rotas bioquimicas € mecanismos enzimaticos
dos organismos. A partir de 1980, o principal objetivo passou a ser a avaliag&o
da capacidade dos biocatalisadores transformarem compostos organicos que
nao eram seus substratos naturais (FABER, 2004), despertando curiosidade e

entusiasmo dos quimicos orgéanicos.
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As bioconversdes tornaram-se assunto constante na area de quimica
organica sintética na década de 90, sendo que em 1991, 8% de todos os
artigos publicados nessa area relatavam alguma bioconversao (FABER, 2004).
Nos ultimos anos, esses bioprocessos, além de serem objetos de estudos cada
vez mais comuns em laboratorios de pesquisa, tém sido aplicados em diversos
setores da industria, principalmente no farmacéutico e alimenticio
(STRAATHOF; PANKE; SCHMID, 2002; DOUBLE; KRUTHIVENTI; GAIKAR,
2004; PANKE; WUBBOLTS, 2005), como, por exemplo, na producdo do
adogante aspartame, do agente antiviral Zanamivir [comercializado como
Relenza® (MAGANO, 2009)] e do descongestionante e broncodilatador
(-)-Efedrina (PANKE; WUBBOLTS, 2005; DOUBLE; KRUTHIVENTI; GAIKAR,
2004) (Figura 1).

Y Ao OH

o NH, OH
~ A
YNH OH OH LN

L-Asp-L-Phe-OCH3
Aspartame o) Relenza® (-)-Efedrina

Figura 1 - Exemplos de produtos obtidos em larga escala por bioconversdes.

Esse crescente interesse na éarea de transformagdes quimicas
realizadas por sistemas biolégicos, esta relacionado as vantagens que esta
apresenta em relagdo aos correspondentes métodos quimicos, como por
exemplo:

e Biocatalisadores sado facilmente degradados, diferentemente dos
catalisadores quimicos metalicos.

e As bioconversdes sao desenvolvidas em condigbes brandas de pH,
temperatura e pressao.

e As bioconversdes podem ser quimiosseletivas: permitem que apenas
determinado grupo funcional do substrato seja transformado, enquanto que as
outras funcionalidades, que poderiam ser transformadas por catalise quimica,
permanecem inalteradas. Por exemplo, a glicosilacdo realizada pelo fungo
Xylaria sp. no acido oleandlico ocorre apenas na hidroxila, o grupamento

carboxilico permanece sem qualquer transformagdo (Figura 2). A
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quimiosseletividade €& importante porque dispensa etapas de protegcdo e
desprotecao de grupos funcionais, evitando, assim, uma indesejavel etapa

adicional de purificagcdo dos produtos.

Xylaria sp.

Gly

%,
Z
z

Acido oleanéico Acido 3-glucosyl-oleandlico

Figura 2 - Exemplo de bioconverséo quimiosseletiva (AMARAL et al., 2008).

e As bioconversdes podem ser regiosseletivas: devido a estrutura
tridimensional das enzimas, grupos funcionais idénticos, situados em diferentes
regides da molécula, sdo distinguidos e apenas um sofre transformacao

quimica (Figura 3).

OH

s
0 \ lipase

acetato devinila

\\“‘ Sl
HO AcO'

’
v

Varadiol 3-Acetil-varadiol

Figura 3 - Exemplo de bioconverséao regiosseletiva (FABER, 2004).

e As bioconversdes podem ser enantiosseletivas: devido a quiralidade
das enzimas, os enantibmeros de uma mistura racémica sao distinguidos e
reagem a diferentes taxas, de modo que um deles €& transformado
preferencialmente (Figura 4). As bioconversées enantiosseletivas sao
especialmente importantes, pois se apresentam como alternativa para a
sintese de compostos enantiomericamente puros, 0os quais sao amplamente
necessarios na industria farmacéutica (PANKE; WUBBOLTS, 2005).
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(R,S)-2-Fluoroexanoato de etila
HyC 0—H 4+ HO—CH,—CH,
F
Acido (S)-2-fluoroexandico Etanol
(e.e. 69%)

Figura 4 - Exemplo de bioconversdo enantiosseletiva. (SOLOMONS; CRAIG, 2009).

e As bioconversbes podem ser diastereosseletivas: possibilitam a

separacao de diastereoisdbmeros de misturas diastereoisoméricas (Figura 5).

o (0]
Esterase de figado 1600
Coazt sumo
/ Tampao fosfato
COOEt
7-oxabiciclo[2.2.1]hept-5-eno- 7-oxabiciclo[2.2.1]hept-5-eno- 7-oxabiciclo[2.2.1]hept-5-er
2-(endo,exo)-metanoato de etila 2-exo-acido metandico 2-endo-metanoato de etila

Figura 5 - Exemplo de bioconversao diastereosseletiva (FABER, 2004).

e Adicionalmente, as bioconversdes podem viabilizar reacdes
impossiveis no tocante da quimica organica classica: funcionalizagdo seletiva
de posicdes nao ativadas em moléculas orgéanicas, como &€ o caso das
hidroxilagdes alifaticas (FABER, 2004).

As bioconversdes tém sido ordenadas de acordo com diversos critérios,
como por exemplo: a complexidade do substrato e o numero de etapas
bioldégicas envolvidas na transformacao (RODRIGUES; SILVA, 2010); se o
substrato & xenobibdtico ou ndo (HANSON, 1995); ou ainda, de acordo com a
forma fisica do biocatalisador empregado (MEYER; LERESCHE, 2006).

Utilizando os dois primeiros critérios, Faber (2004) define como
fermentagcdo a transformacdo de fontes de carbono simples (como
carboidratos), suplementadas por uma mistura de sais, em produtos mais
complexos, por meio de diversas etapas bioquimicas utilizando-se células em
crescimento. Esse pesquisador, ainda define como “enzimacdo” a
transformacdo de um substrato orgénico, com estrutura relativamente
complexa, em um produto desejado por meio de uma ou poucas etapas

bioquimicas, utilizando-se células em repouso.
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Fazendo uso do terceiro critério, Hanson (1995) define como
biotransformagéo xenobidtica o processo em que o composto transformado é
totalmente estranho ao agente biolégico, ou seja, ndo é encontrado no
ambiente natural desse agente. O pesquisador também reporta outro tipo de
biotransformacgdo, a biossinteticamente direcionada, na qual o composto
transformado se assemelha a algum intermediario natural biossintético do
agente biologico.

O termo biotransformagdo é usado pelos pesquisadores Meyer e
Leresche (2006), assim como nesse trabalho, no sentido de conversao de um
composto por meio do maquinario enzimatico presente em células integras.
Esses pesquisadores utilizam o termo biocatalise, por sua vez, como sendo a
transformacdo de um composto utilizando-se (necessariamente) enzimas
isoladas.

De fato, ainda ndo ha um consenso em relagdo as terminologias
apresentadas acima, de modo que algumas vezes o termo biocatalise é
utiizado para expressar uma area multidisciplinar (CONTI; RODRIGUES;
MORAN, 2001) e o termo biotransformagé&o & reportado com o sentido de
reacdo mediada tanto por organismos vivos, quanto por seus extratos
enzimaticos isolados (IUPAC, 1997; MAROSTICA JUNIOR; PASTORE, 2007;
STEPHENSON et al., 2006).

Em muitas bioconversdes relatadas na literatura, os biocatalisadores
utiizados tém origem microbiana: micro-organismos ou seus sistemas
enzimaticos isolados. Cada uma das possibilidades apresenta vantagens e
desvantagens: sistemas enzimaticos isolados sdo comercialmente disponiveis
e alguns séo relativamente faceis de serem obtidos. No entanto, alguns desses
sistemas isolados exigem a presenca de co-fatores e a necessaria regeneragao
desse material pode ser uma complicagdo. Organismos inteiros, por sua vez,
nao requerem uso de co-fatores e de maneira geral sdo mais baratos que os
sistemas enzimaticos isolados. Por outro lado, as etapas de crescimento e
manutengdo desses organismos exigem arduo trabalho manual (COLLADO;
ALEU, 2001; FABER, 2004).
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1.2.Fungos: fonte rica de moléculas bioativas e enzimas

Os fungos sao organismos uni e pluricelulares que, devido as condigbes
relativamente simples requeridas para o crescimento, sdo encontrados em
diferentes ecossistemas, tais como agua, solo, ar, animais e plantas, desde
que haja matéria organica disponivel (HAWKSWORTH, 2001). Sdo organismos
heterotroficos, isto €, ndo possuem clorofila e, portanto, necessitam de material
organico para se desenvolverem, sendo sua nutricao feita por absorcdo de
nutrientes obtidos pela acdo de exoenzimas (produzidas por eles) a partir de
compostos organicos presentes no ambiente.

Os fungos comumente prosperam em ambientes competitivos,
mantendo relagdes simbibdticas (mutualismo ou comensalismo), tréficas
(predacao e parasitismo) e de competicéo, por territorio e alimento, com outros
organismos do ecossistema (AZEVEDO, 1998). S&do denominados, segundo
seu habitat ou hospedeiro, como coproéfilos, de agua doce, marinhos,
termofilicos, epifiticos e enddfitos, entre outros.

Com relagéo a ocorréncia e biodiversidade constituem o segundo maior
grupo de espécies sobre a Terra, perdendo apenas para o0s insetos.
Estimativas sugerem que ha aproximadamente 1,5 milhdo de espécies
diferentes de fungos, sendo que menos de 5% foram descritas
(HAWKSWORTH, 2001).

Entre as propriedades dos fungos é importante ressaltar a grande
capacidade de produzir moléculas bioativas, muitas das quais apresentam
aplicacdo terapéutica. Em 1994, dos vinte medicamentos mais vendidos,
representando um mercado de aproximadamente US$ 6,7 bilhdes, seis foram
obtidos in natura ou por transformagdes quimicas de metabdlitos provenientes
de fungos (CZARNIK, 1996).

Além da propriedade de produzirem moléculas bioativas, os fungos se
apresentam como uma das fontes mais ricas e convenientes de enzimas
(FABER, 2004), as quais sdo cada vez mais utilizadas em processos
biocataliticos industriais (DOUBLE; KRUTHIVENTI; GAIKAR, 2004).
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1.3.Fungos enddéfitos: biocatalisadores praticamente inexplorados

A exemplo do que ocorre com as terminologias biocatalise e
biotransformacgéo, ainda ndo hd um consenso em relagdo ao termo fungo
enddfito. Desde os primeiros relatos, varios pesquisadores tém definido esse
termo em diferentes caminhos, de acordo com as particularidades das areas de
estudos (STROBEL; DAISY, 2003).

As vezes o termo fungo endéfito é usado para definir fungos que vivem
no interior das espécies vegetais (SILVA, 2009), designando apenas o habitat
do qual o micro-organismo foi isolado. Em outros casos, como no presente
trabalho, o termo fungo endofito é usado para designar fungos que foram
detectados (isolados), em um momento particular, no (do) interior dos tecidos
de uma espécie vegetal aparentemente saudavel (SCHULZ; BOYLE, 2005).

Os fungos enddfitos vivem sistematicamente em espacos intercelulares
das plantas, habitando de modo geral, suas partes aéreas como folhas e
caules, podendo também estar presentes nas raizes. Com a evolu¢do das
espécies, estes micro-organismos se especializaram em adentrar espacos
celulares dos tecidos vegetais (ANDREWS; HIRANO, 1991) através das raizes
do hospedeiro e aberturas naturais como estdématos, e feridas causadas por
choques mecanicos e por insetos. Uma vez instalado, o endéfito pode habitar a
planta por toda sua vida, sendo transmitido, em alguns casos, para futuras
geracOes através da semente do hospedeiro (AZEVEDO, 1998; SILVA, 2005).

Embora os fungos enddéfitos sejam descritos desde 1904
(STROBEL et al., 2004), s6 receberam maior atencado a partir de 1970, quando
foi verificado que haviam relagdes ecoldgicas entre esses micro-organismos e
as espécies vegetais hospedeiras (AZEVEDO, 1998).

Com o desenvolvimento dos estudos, hoje se sabe que as relagbes
ecologicas entre fungos endoéfitos e os vegetais hospedeiros podem ser de
simbiose e de comensalismo. No primeiro caso, 0s dois organismos se
beneficiam: o vegetal além de proteger o fungo, também o fornece substancias
que sao usadas no seu metabolismo; o fungo em contra partida, produz ou
induz a produgéo de metabdlitos que protegem a planta do ataque de insetos
ou micro-organismos fitopatdgenos. Ja na relacdo de comensalismo, um dos

organismos, o fungo, se beneficia por ser protegido fisicamente e nutrido pela
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espécie vegetal, enquanto que esta ndo é beneficiada, nem prejudicada pelo
fungo (GUNATILAKA, 2006).

Os fungos endoéfitos apresentam produgdo metabdlica rica
(GUNATILAKA, 2006), sendo até 73% maior que a observada para outros
fungos filamentosos (DREYFUSS; CHAPELA, 1994; CAFEU, 2007). Os
produtos naturais isolados pertencem a inUmeras classes de substancias e tém
potencial de aplicagdo na medicina, agricultura e na industria em geral
(STROBEL et al., 2004).

Nos anos 90 do século passado, estudos realizados por Stierle, Strobel,
Stierle (1993) aumentaram o interesse biotecnolégico pelos fungos endofitos,
pois ficou evidenciado que a espécie Taxomyces andreanae € capaz de
produzir um complexo diterpendide, o taxol, que é um agente antitumoral de
alto valor no mercado internacional.

Devido essa capacidade de produzir inumeros metabdlitos secundarios e
o fato de muitos destes apresentarem aplicacdo terapéutica, uma parte
expressiva dos artigos sobre fungos endéfitos tém como objetivo o isolamento,
identificac&o e a avaliagéo da bioatividade dos seus metabdlitos.

A diversidade metabdlica dos fungos endofitos indica que esses micro-
organismos apresentam rico sistema enzimatico e, portanto, s&o
biocatalisadores em potencial. Nesse contexto, € crescente, mas ainda
pequeno, o numero de publicagdes que reportam estudos biocataliticos com
fungos endofitos, como por exemplo, biotransformagéo (BORGES et al., 2007;
PEDRINI et al., 2009) e biodegradacao (DAl et al., 2010; PHILLIPS et al., 2008)
de compostos organicos.

As Dbiotransformacbes e biodegradagdes catalisadas por fungos
endofitos sdo reportadas na literatura com interesse nas areas farmacéutica,
alimenticia, agroquimica e ambiental, entre outras. Algumas classes de
substancias tais como terpenos, flavonoides, alcaloides, esteroides e poli-
hidrocarbonetos aromaticos s&o utilizados como substratos.

Revisdo bibliografica nas bases de dados SciFinder Scholar e Web of
Science apontou apenas um numero aproximado de cinquenta espécies (32
géneros) de fungos enddéfitos sendo aplicadas em processos de
biotransformacgao ou biodegradacéo. Dentre estas, 10 sdo do género Fusarium,

4 Acremonium, 3 Phomopsis, sendo o restante pertencente a uma série de
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outros géneros (AGUSTA, et al., 2005; BACON, et al., 2001; BORGES et al.,
2007, 2008; DAI et al., 2010; GLENN et al., 2003; MIYAZAWA; HASHIMOTO,
2001; OLIVEIRA; STRAPASSON, 2000; PARSHIKOV et al., 1999; PEDRINI et
al., 2009; PHILLIPS et al., 2008; PINEDO-RIVILLA et al., 2009; SHIBUIA et al.,
2003; WERNER et al., 1997; YUE; BACON; RICHARDSON, 1998; ZHANG et
al.,1998; ZIKMUNDOVA et al., 2002).

As espécies vegetais a partir das quais estes endéfitos foram isolados
sdo: Tithonia diversifolia, Viguiera robusta, Viguiera arenaria, Camellia sinensis,
Zea mays, Aphelandra tetragona, Taxus yunnanensis, Casearia sylvestris,
Euphorbia pekinensis, Euphorbia helioscopia, Cinchona pubescens, Bischofia
polycarpam e Sapium sebiferum, sendo poucas delas sao endémicas de

biomas brasileiros.
1.4.Fungos endéfitos associados a espécies de biomas brasileiros

O NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de
Produtos Naturais), através da linha de pesquisa “Isolamento e determinacao
estrutural de substancias bioativas de fungos endoéfitos associados a espécies
vegetais de Cerrado e Mata Atlantica”, esta ha mais de oito anos trabalhando
no isolamento, cultivo e avaliagdo quimica e biolégica de fungos endoéfitos de 2
importantes biomas brasileiros, visando a busca de metabdlitos com atividades
bioldgicas diversas (ARAUJO et al., 2008; CARVALHO et al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2009).

Mais recentemente, esses endoéfitos tém sido avaliados quanto ao seu
potencial biocatalitico em parcerias com outros pesquisadores (PINEDO-
RIVILLA et al., 2009; SOUZA, 2008). Visando dar continuidade aos estudos
biocataliticos com esse nicho de micro-organismos, sete espécies (Nigrospora
sphaerica, Schizophyllum commune, Phomopsis sp., Tricoderma viridae,
Aspergillus versicolor, Xylaria sp. e Phomopsis stipata), isoladas de vegetais do
bioma Cerrado (Alchornea glandulosa, Ocotea corymbosa, Piper aduncun,
Styrax camporum e Cupania vernalis) (Figura 6), foram selecionadas para

terem seu potencial biocatalitico avaliado no presente trabalho.
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Nigrosporasphaerica Schizophyllum commune Phomopsis sp. Tricodermaviridae
(Alchorneaglandulosa)  (Alchorneaglandulosa)  (Alchorneaglandulosa) — (Ocotea corymbosa)

Aspergillus versicollor Phomopsis stipata Xylaria sp.
(Piper aduncun) (Styrax camporum) (Cupaniavernalis)

Figura 6 - Fungos enddfitos selecionados para o estudo biocatalitico e suas respectivas espécies
vegetais hospedeiras.

Essas espécies foram selecionadas porque ja haviam sido identificadas
ou estavam em processo de identificacéo, e por terem apresentado pelo menos
uma atividade enzimatica considerada alta (esterase, lipase ou protease) em
estudos desenvolvidos pelos pesquisadores colaboradores do NuBBE
Henrique Celso Trevisan, Helen Cristina F. Lisboa e Carolina Rabal Biasetto.

Os compostos selecionados para serem empregados como
substratos no estudo biocatalitico séo a cassina e o acido galico  (Figura 7).
Esses compostos foram selecionados pelo fato do NuBBE estudar a sintese e
a bioatividade de alguns de seus derivados (MORAIS et al, 2010; SILVA et al,
2010; XIMENES et al, 2010), de modo que os resultados desse trabalho de

mestrado podem complementar essas pesquisas.
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Figura 7 - Estruturas dos substratos utilizados na avaliagdo biocatalitica dos fungos endofitos.
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Adicionalmente, Calvo (2007) reportou o isolamento de acido galico e
galato de metila da espécie vegetal Alchornea glandulosa, espécie que os
micro-organismos  Nigrospora sphaerica, Schizophyllum commune e
Phomopsis sp., estudados no presente trabalho, foram isolados. E possivel
que o galato de metila, isolado da planta, tenha sido obtido a partir da
esterificacdo do acido galico pelos micro-organismos que colonizam esse
vegetal, e um estudo que avalie a ocorréncia dessa biotransformagao in vitro
pode fornecer informac¢des que contribuam para o entendimento das relagdes
existentes entre os fungos endofitos Nigrospora sphaerica, Schizophyllum
commune e Phomopsis sp. € sua espécie vegetal hospedeira Alchornea

glandulosa.
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2.0BJETIVO

2.1.0bjetivo geral

Avaliar o potencial dos fungos endofitos Nigrospora sphaerica,
Schizophyllum commune, Phomopsis sp., Tricoderma viridae, Aspergillus
versicolor, Xylaria sp. e Phomopsis stipata em biotransformar ou biodegradar

os substratos organicos cassina e acido galico.
2.2.0bjetivos especificos

1) Avaliar a tolerancia dos micro-organismos aos substratos acido galico
e cassina, visando selecionar a concentracdo em que esses
substratos serdo usados na etapa de biotransformagao/
biodegradacao;

2) Avaliar a capacidade dos micro-organismos em biotransformar ou

biodegradar os substratos acido galico e cassina.
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3.PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais, equipamentos e técnicas utilizadas

Solventes
» AcOEt, MeOH, EtOH (Merck) e BuOH (TEDIA).

Substratos usados na avaliacdo biocatalitica
> Acido galico pureza 97,5% (Sigma-Aldrich®).
» Cassina isolada das flores da espécie vegetal Senna spetabilis

(Leguminosae, Caesalpinioideae) pela Dra. Luciana de Avila Santos.

Meios para cultivo dos micro-organismos
> BDA: batata, dextrose e agar (Sigma®). Concentragdo 39 g (4 g de
fécula de batata, 20 g de dextrose e 5 g de agar) por litro de agua.
> MBD: batata e dextrose (Difco®). Concentracdo 24 g (4 g de fécula de

batata e 20 g de dextrose) por litro de agua.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As anadlises por CLAE foram realizadas no modo analitico e em
gradiente exploratorio, em cromatografo Varian ProStar acoplado ao detector
ProStar 330 de arranjos de diodos (DAD) UV-Vis. Foi utilizada coluna analitica
Phenomenex tipo Luna com silica tipo octadesil silano (C-18) de dimensdes 25

cmx 4,6 mm x5 um.

Cromatografia gasosa (CG)
As analises por CG foram realizadas em cromatografo Varian, modelo
3300, equipado com detector de ionizagdo de chama (FID), injetor split/splitless
(modelo 1078) e integrador Varian modelo 4290. Foram utilizadas duas
colunas: 1) SPB-5 (5% fenil — 95% dimetilpolisiloxano) de dimensdes 30 m x
0,25 mm x 0,25 pym, da marca Supelco®; 2) coluna ZB-5 (5% fenil — 95%
dimetilpolisiloxano) de dimendes 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, da marca

Phenomenex-Zebron.
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3.2.Coleta e identificacdo das espécies vegetais

As espécies vegetais Alchornea glandulosa, Cupania vernalis e Styrax
camporum foram coletadas pela professora Dra. Angela Regina Araujo em
11/06/2001, na Estacdo Ecolégica Experimental da cidade de Mogi-Guacgu,
regido que compreende o bioma Cerrado no estado de S&do Paulo. As espécies
Piper aduncum e Ocotea corymbosa foram coletadas pelo Dr. Geraldo H. Silva
em 15/05/2001 e 13/06/2001, no Instituto de Quimica de Araraquara-SP e no
Horto Municipal de Araraquara, respectivamente.

A identificacdo desses vegetais foi realizada pela Dra. Inés Cordeiro, do
Instituto de Botanica de Sao Paulo. As exsicatas estdo depositadas no herbario

do Jardim Botanico de Sio Paulo.

3.3.Isolamento das linhagens fungicas

O isolamento dos endoéfitos foi realizado pelo Dr. Geraldo Humberto
Silva (SILVA, 2005). Folhas saudaveis e jovens das espécies vegetais foram
lavadas com agua e sabao, e em seguida esterilizadas por imersdo em NaClO
1% (5 minutos), em etanol 70% (1 minuto) e posteriormente em agua estéril (10
minutos). Apés o processo de esterilizacdo, as folhas foram cortadas em
pedacos de aproximadamente 1 cm? e inoculadas em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA e antibiético sulfato de gentamicina (100 yg/mL), para
evitar o crescimento bacteriano.

Repiques sucessivos em outras placas de Petri contendo BDA
resultaram na obtencéo de 95 linhagens fungicas puras, as quais se encontram
preservadas em frascos com agua estéril a temperatura ambiente (metodologia
Castelani). Dos 95 fungos isolados, sete foram selecionados (Nigrospora
sphaerica, Schizophyllum commune, Phomopsis sp., Tricoderma viridae,
Aspergillus versicolor, Xylaria sp. e Phomopsis stipata) para terem suas

potencialidades biocataliticas avaliadas.
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3.4.ldentificacao das linhagens fungicas

As linhagens fungicas Nigrospora sphaerica e Phomopsis sp. foram
identificadas pelo Prof. Dr. Marcos Paz Saraiva Camara, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. A identicacdo foi realizada com base em
analises comparativas das caracteristicas morfolégicas dos micro-organismos
com dados reportados na literatura.

As linhagens Xylaria sp., Aspergillus versicolor, Tricoderma viridae e
Phomopsis sp. também foram identificadas com base nas suas caracteristicas
morfologicas, pelo Prof. Dr. Ludwig H. Pfenning da Universidade Federal de
Lavras.

A linhagem Schizophyllum commune foi identificada por biologia

molecular na Fundagédo André Toselho, em Campinas-SP.
3.5. Avaliacdo da tolerancia dos micro-organismos ao ac. gélico e cassina

Os 7 micro-organismos, inicialmente preservados em agua estéril, foram
inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura sélido BDA e
incubados por 7 dias a 28 "C para reativagéo das culturas microbianas.

Em seguida, adicionou-se 10 mL de agua esterilizada a cada placa de
Petri e raspou-se o micélio cuidadosamente com auxilio de uma al¢ca de
Drigalsky, obtendo-se as suspensdes das estruturas formadoras de colénia dos
micro-organismos.

As suspensdes obtidas foram analisadas em microscopio Optico para
verificar a presenca de esporos. Nos casos em que estas estruturas foram
visualizadas (fungos A. versicolor e Xylaria sp.), estas foram quantificadas
utilizando-se uma camara de Neubauer e o resultado foi expresso em unidades
formadoras de colénia (UFC) por mL da suspensao.

Posteriormente, avaliou-se a capacidade dos micro-organismos se
desenvolverem, a partir das suas respectivas suspensdes de estruturas
formadoras de colbnia, na presenca dos substratos acido galico e cassina em
diferentes concentragbes. Esse estudo foi realizado em placas de 96 pocos
(uma placa para cada micro-organismo). Foram adicionados 150 pL de solu¢ao
do acido galico e da cassina (em meio liquido MBD) aos pogos impares das

linhas A e C, respectivamente, nas concentragbes 0,25; 0,50; 1,0; 1,5 e
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2,0 g L (Figura 8). Em seguida, 25 pL da suspensao de unidades formadoras
de colénia dos micro-organismos (3x10° UFC/mL, no caso dos micro-
organismos A. versicolor e Xylaria sp.; a concentragdo das suspensdes dos 5
micro-organismos que nao esporularam ndo foi determinada) foram
adicionados aos pogos e acompanhou-se o desenvolvimento dos endofitos
fotografando-se as placas a cada 24h, por 15 dias.

Visando fornecer informagdes preliminares para futuros estudos do
nosso grupo de pesquisa, na area de biodegradagcao de poluentes ambientais
por fungos enddfitos, avaliou-se também a capacidade dos micro-organismos
se desenvolverem na presencga do corante azul de metileno (linha F, Figura 8)
(Figura 9).

Concentragéo das solugdes de Ac. galico, Cassina e Azul de metileno

0Og L? (Controle). 0,508 L',1

0,25gL? 1,0gL?
i R, At cha Eg
i |

150 pL de solugéo de ac. galico + g

25 pL de suspensao de esporos

150 pL de solugéo de cassina +

IILIII
LT

25 pL de suspenséo de esporos

150 pL de solugéo de azul de metileno +
25 yL de suspenséo de esporos

Figura 8 - Montagem da placa de 96 pogos na avaliagdo da tolerancia dos micro-organismos ao ac.
galico, a cassina e ao corante azul de metileno.
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Figura 9 - Estrutura do corante azul de metileno.
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3.6.Procedimento geral para as reacdes de biotransformacgéo/

biodegradacéo

Os micro-organismos, inicialmente preservados em agua estéril, foram
cultivados em placas de Petri contendo meio BDA por 7 dias a 28 °C.

O estudo biocatalitico foi realizado em duas etapas (BORGES et al,
2007). Na primeira, fragmentos de BDA (de aproximadamente 1 cm?) contendo
o micélio fungico foram inoculados em frascos de Erlenmeyers-125 mL com
20 mL de meio liquido MBD, os quais foram mantidos em incubadora rotatéria
a 28 °C e 125 rpm por 3 dias (pré-cultura).

Na segunda etapa, os micélios fungicos foram assepticamente
separados do meio de cultura por filtracdo a pressao reduzida e transferidos
para outros frascos Erlenmeyers-125 mL (aproximadamente 2 gramas de
massa Umida em cada frasco) contendo 30 mL de MBD, aos quais os
substratos foram adicionados nas concentracées 1 g L™ (4cido galico) e 0,5 g L°
! (cassina). Estes frascos foram incubados a 28 °C e 125 rpm e aliquotas de
900 pyL dos meios reacionais foram retiradas a cada 24h (por no maximo 14
dias) para avaliagao da biotransformacéo dos substratos. Essa metodologia foi
realizada em triplicata e é ilustrada na Figura 10.

Frascos contendo apenas o meio de cultura (controle do meio de
cultura), meio de cultura e o substrato (controle do substrato) e o meio de
cultura e o fungo (controle microbiano) foram incubados sob as mesmas
condi¢cdes, e suas aliquotas foram utilizadas como controles no estudo

biocatalitico.
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. 1semana
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28 °C I

Micro-organismo Meio de cultura BDA ﬂ'

preservado em H,O estéril Mlcro—organlsmo .
reativado

Meio de cultura MBD (20 mL)

\

Aliquotas de 900uL substrato re g = Filtragao
(a cada 24h) ] R —=
Fs Micélios
_ (~29)

l “Shaker”

Ac. galico — CLAE-DAD P K 1 (Pré-cultura, 3 dias)

. * Temperatura — 28 °C
Cassina— CG-FID - + Agitagdo — 125 rpm
“Shaker”

*Temperatura — 28 °C Meio de cultura MBD (30 mL)
* Agitagdo — 125 rpm

Figura 10 - llustragdo do procedimento geral utilizado para as reagdes de biotransformagao/
biodegradagéo.

3.7.Avaliacdo da biotransformacéao ou biodegradacéo dos substratos

As aliquotas foram centrifugadas a 9000 rpm por 1 min, separando as
fases liquidas das suspensdes de micélio.

As fases liquidas onde o substrato era a cassina foram extraidas 3 vezes
com BuOH (300 pL), e os extratos organicos obtidos foram analisados por CG.
No estudo com o acido galico, as fases aquosas foram analisadas diretamente
por CLAE, sem serem partionadas com solvente organico. Esse procedimento
foi realizado tanto para os meios reacionais das biorrea¢des, quanto para os
dos controles.

Os extratos da biotransformagédo da cassina foram analisados por CG-
FID utilizando as colunas SPB-5 (Supelco) e ZB-5 (Phenomenex) com rampa
de aquecimento 100 a 290 °C (10 °C min™), injetor operando a 220 °C e
detector a 250 °C. O volume de injecdo da amostra (em butanol) foi 1 uL, “split”
igual a 5 e fluxo de 1 mL min™.

Os extratos da biotransformacgéo do acido galico foram analisados por
CLAE-DAD em gradiente exploratorio, utilizando como fase estacionaria coluna

Phenomenex de fase reversa, e eluicdo em gradiente de H,O/MeOH (95:05
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V/V a 0:100 V/V em 40 min, permanecendo nesta condigdo por mais 10 min)
suplementado com &cido acético 0,1% (V/V) e fluxo de 1mL min™.

Apos constatar que o substrato havia sido completamente metabolizado
(seu sinal deixou de ser observado no cromatograma), a incubacao foi
interrompida e o pH dos meios reacionais medido. Posteriormente, os meios
reacionais foram filtrados e a fase aquosa separada do micélio, o qual teve sua
massa determinada e em seguida foi extraido conforme metodologia

apresentada a seguir.
3.8.Extracdo dos compostos adsorvidos ao miceélio

Tanto os micélios das biorreagdes (meio de cultura + fungo + substrato)
quanto os micélios dos controles microbianos (sem adi¢cao do substrato) foram
submetidos a extracdo. A metodologia utilizada foi reportada por
Ortega et al. (2011).

Em béqueres de 80 mL foram adicionados os micélios e 10 mL de agua,
e as misturas resultantes foram agitadas por 30 min. Em seguida, adicionou-se
10 mL de AcOEt (no caso do substrato acido galico) ou BUOH (no caso da
cassina) e agitou-se por mais 30 min.

Os micélios foram separados da fase liquida por filtragdo a pressao
reduzida e armazenados a -80 °C. A fase liquida foi centrifugada por 5 min a
4000 rpm, de modo que a fase organica foi recolhida e a aquosa extraida trés
vezes com 0 respectivo solvente organico. Realizou-se a juncédo das fases
organicas e a evaporagdo do solvente, obtendo-se os extratos brutos. Os
extratos foram analisados por cromatografia liquida ou gasosa (na
concentracdo padriao 1 g L), utilizando-se as condigdes cromatograficas

descritas no item 3.7.

41



Resultados e Discussao

4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo da tolerancia dos micro-organismos aos substratos

A avaliacao da tolerdncia dos micro-organismos aos substratos foi
importante para selecionar a concentragdo em que o acido galico e a cassina
foram empregados na etapa de biotransformacgao/biodegradacao.

Também se avaliou a tolerancia dos endofitos ao corante azul de
metileno, visando fornecer informacgbes preliminares para futuros estudos do
nosso grupo de pesquisa na area de biodegradacao de poluentes ambientais
por fungos enddfitos. Os corantes s&o um sério problema nos efluentes da
industria téxtil e ha relatos na literatura de que fungos filamentosos sao
capazes de degradar e descolorir esses materiais (BALAN; MONTEIRO, 2001;
KAMIDA et al, 2005; MACHADO et al, 2006).

4.1.1. Micro-organismo Phomopsis stipata

O micro-organismo Phomopsis stipata desenvolveu-se normalmente em
todas as concentracdes do substrato acido galico. Apdés 14 dias de incubacéo,
verificou-se a presenca do micélio fungico tanto no pogco em que n&o havia
acido galico (poco controle: A1), quanto nos pogcos em que esse substrato
estava presente (Figura 11).

Na presenca do substrato cassina, o micro-organismo se desenvolveu
apenas nas concentragdes 0,25 e 0,50 g L™ (Figura 11). Esse resultado indica
que a cassina, nas demais concentracdes, inibe o crescimento do micro-
organismo e, portanto, a sua concentracdo na etapa de
biotransformagao/biodegradacéo deve ser igual ou inferior a 0,50 g L.

Em relagdo ao azul de metileno, P. stipata cresceu nas concentragdes
0,25 e 0,50 g L™, descolorindo a solugdo na concentragdo menor (Figura 11).
O volume e o aspecto do micélio fungico sédo diferentes na presenca do

corante, evidenciando que esta substancia alterou o desenvolvimento do fungo.

42



Resultados e Discussao

Os corantes presentes nos efluentes da industria téxtil podem ocasionar
danos severos ao meio ambiente, pois além de causarem efeito visual
indesejavel nos cursos de agua, muitos sdo tdxicos e carcinogénicos
(CHEQUER et al, 2009). O fato do enddfito P. stipata ser capaz de descolorir 0
azul de metileno indica a potencialidade desse fungo endéfito na degradagao
biolégica de corantes, resultado que nos estimula a realizar estudos mais

detalhados sobre o assunto no futuro.

oglL? oglL?
(Controle) 0,50gL? 1,5gL1 (Controle) 0,50gL? 1,5gL?
l 0,25gL? l 1,0gL? l 2,0glL? l 0,25gL* l ‘ 1,OgL'1‘ l . 2,0gL’1‘

0 horade inbag 14 dias de incubacéo

Figura 11 - Avaliagcdo da tolerancia do micro-organismo P. stipata ao ac. galico, cassina e azul de
metileno (linhas A, C e F, respectivamente).

4 .1.2. Micro-organismo Phomopsis sp.

O endodfito Phomopsis sp. apresentou tolerancia ao acido galico, de
forma que seu micélio foi observado em todas as concentragdes desse
substrato (Figura 12).

Na presenca da cassina, o endofito cresceu apenas nas duas
concentragbes mais baixas: 0,25 e 0,50 g L™". Quando exposto ao azul de
metileno, Phomopsis sp. se desenvolveu nas concentragdes 0,25; 0,50 e 1,0 g
L™, embora o crescimento tenha sido inferior ao observado na auséncia do

corante (pogo F1) (Figura 12).
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OglL? OglL?
(Controle) 0,50gL! 1,5gLt (Controle) 0,50gL? 1,5gL!
l 0,25gL? l 1,0gL? l 2,0glL? l . O,ZSgL'l‘ l . 1,0gL'1, l . 2,0gL‘1‘

.....

¢ 14 dias de incubagéao

Figura 12 - Avaliagdo da tolerancia do micro-organismo Phomopsis sp. ao ac. galico, cassina e azul de
metileno (linhas A, C e F, respectivamente).

4.1.3. Micro-organismo Nigrospora sphaerica

O micro-organismo se desenvolveu normalmente nas 5 concentragbes
do acido galico e apenas nas concentragbes 0,25 e 0,50 g L™ da cassina
(Figura 13). Nao foi observado micélio fungico nos pogos que continham o
corante azul de metileno, indicando que essa substancia inibiu completamente

o crescimento do micro-organismo.

OglL? OglL?
(Controle), ) 0,50gL* (Controle) 0,508 L‘ll 1,5gL?

llo,zsgtlll l0gLt l l|o,25gL-1,l 10glt l 2,0gLl?
| } ! { {

0 hora de incubagéo 14 dias de incubacgéo

Figura 13 - Avaliagcdo da tolerancia do micro-organismo N. sphaerica ao ac. galico, cassina e azul de
metileno (linhas A, C e F, respectivamente).
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4.1.4. Micro-organismo Asperqillus versicolor

O enddfito Aspergillus versicolor foi observado em todos os pogos que
continham acido galico e nos pog¢os cuja concentracdo de cassina era 0,25;
0,50 e 1,0 g L (Figura 14). Esse resultado sugere que A. versicolor é mais
tolerante a cassina que os 3 micro-organismos anteriores, os quais se
desenvolveram apenas até a concentragao 0,50 g L™ desse substrato.

Na presenga do corante, o endofito se desenvolveu precariamente nas

concentragdes 0,25 e 0,50 g L'1, apresentando poucas hifas.

oglL!? oglL*t
(Controle), ) 0,50¢g |_-1‘ 1,5gL? (Controle). 0,508 L'll . 1,5¢g L’ll
lio,zsgL-lll 1,0gLt l 2,0gL? llo,ZSgL'lll 10gLt l 2,0gLt

0 horade incubagao 14 dias de incubacéo

Figura 14 - Avaliagcdo da tolerancia do micro-organismo A. versicolor ao ac. galico, cassina e azul de
metileno (linhas A, C e F, respectivamente).

4.1.5. Micro-organismo Tricoderma viridae

Conforme é apresentado na Figura 15, Tricoderma viridae cresceu em
todas as concentragdes do acido galico.

Em relacdo a cassina, o endéfito se desenvolveu normalmente quando a
concentracdo desse substrato era 0,25 g L. Nas concentracdes mais
elevadas, o micélio aéreo de cor amarela nao foi observado, indicando que o
substrato, nestas concentracdes, inibiu parcialmente o crescimento do fungo.

O micélio aéreo do micro-organismo também n&o foi observado nos
pocos em que a concentracdo do corante era 0,25 e 0,50 g L™, contudo as

solugcdes nessas concentragdes foram parcialmente descoloridas pelo enddfito.
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0 horade incubacgao

14 dias de incubacgéo

oglL? OglL*
(Controle). 0,50gL™" 1,5glL? (Controle) 0,50glL? 1,5gL?
l,o,ZSgL'l, l L10gl? l 2,0glL? l _0,25gL? l L0gLl?t l _2,0gL?

Figura 15 - Avaliagcdo da tolerancia do micro-organismo T. viridae ao ac. galico, cassina e azul de

metileno (linhas A, C e F, respectivamente).

4.1.6. Micro-organismo Xylaria sp.

O micro-organismo Xylaria sp. se desenvolveu em

todas as

concentragdes do acido galico e da cassina, contudo na presenga deste ultimo

substrato o micélio aéreo branco n&o foi observado (Figura 16). Quando

exposto ao azul de metileno, o micro-organismo cresceu nas solu¢gdes com

concentracgdes 0,25 e 0,50 g L'1, descolorindo-as.

0 horade incubagéo

14 dias de incubagéo

0 g Lt . 0 g Lt
(Controle) 0,50gL™ 15glL? (Controle) 0,50gLt 1,5gL?
l ) 0,25gL'1‘ l ) 1,0f Lt I 2,0glL? l 0,25gL? I 1,0gL? l 2,0gLt

Figura 16 - Avaliagcdo da tolerancia do micro-organismo Xylaria sp. ao ac. galico, cassina e azul

metileno (linhas A, C e F, respectivamente).

de
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4.1.7. Micro-organismo Schizophyllum commune

Aparentemente o acido galico dificultou o desenvolvimento do enddéfito
Schizophyllum commune, pois, conforme a concentragcdo desse substrato
aumentou, a quantidade de micélio no interior dos pogos diminuiu (Figura 17).
Observou-se também que, com o aumento da concentragéo do acido galico, o
micélio fungico se desenvolveu nas regides exteriores dos pogos, 0 que
possivelmente foi uma forma do micro-organismo se distanciar do substrato
potencialmente tdéxico (naquela concentracao).

O aumento da concentragao de acido galico ocasionou o surgimento de
uma coloragéo castanha no interior dos pogos (Figura 17 e Figura 18). Essa
constatagdo, somada ao fato de que no po¢o em que ndo havia acido galico
(poco A1) essa coloragao nao foi observada, sugere que a mudanga de cor
esteja relacionada a formacdo de produtos de biotransformagdo do acido
galico.

O endodfito S. commune se desenvolveu na presenga da cassina nas
concentracdes 0,25 e 0,50 g L™, sendo que na Ultima concentracdo poucas
hifas sdo observadas no fundo do respectivo pogo (Figura 17 e Figura 18). Na

presencga do corante azul de metileno, o endofito n&o cresceu.

OglL? OglL?
(Controle) 0,50gLt 1,5gL? (Controle) 0,50gL? 1,5gL?
_0,25gL*t ) l,Of Lt l 2,0gL? l 0,25gL*? 1,0gL? l 2,0gl?
0 horade incubagéo 14 dias de incubacgéo

Figura 17 - Avaliagdo da tolerancia do micro-organismo S. commune ao ac. galico, cassina e azul de
metileno (linhas A, C e F, respectivamente).
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Figura 18 - Avaliagdo da tolerancia do micro-organismo S. commune ao ac. galico, cassina e azul de
metileno (linhas A, C e F, respectivamente); Imagem da parte inferior da placa.

Com base nos resultados obtidos na avaliagéo da tolerancia dos micro-
organismos aos substratos, o acido galico e a cassina foram empregados na
etapa de biotransformacéo/biodegradacgdo nas concentragées 1,0 e 0,50 g L™,
respectivamente, pois, os 7 micro-organismos estudados cresceram na
presenca de acido galico na concentragdo de até 2,0 g L™"; e a maioria dos
micro-organismos se desenvolveu satisfatoriamente quando a concentracao da
cassina era 0,50 g L™".

Estudos futuros de biodegradacédo do azul de metileno poderéo ser
realizados com esse corante na concentracdo de até 0,50 g L™ quando os
micro-organismos forem T. viridae e Xylaria sp., pois nessa concentracao
esses micro-organismos cresceram e descoloriram o corante; na concentragcéo
igual ou menor que 0,25 g L quando os endofitos forem P. stipata e
Phomopsis sp., uma vez que nessa concentragdo estes enddfitos se
desenvolveram satisfatoriamente; e numa concentracdo menor que 0,25 g L™
quando os micro-organismos forem N. sphaerica, A. versicolor e
S. commune, pois estes fungos n&o cresceram Ou pouco cresceram nessa

concentragao.
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4.2.Avaliacdo do potencial biocatalitico dos fungos endofitos nas

reacdes de biotransformacgéao/biodegradacao

4.2.1. Substrato acido galico

A avaliagdo das reacbes de biotransformacéao/biodegradacéo do acido
galico pelos fungos enddéfitos foi realizada comparando-se os perfis
cromatograficos dos extratos das biorreagdes com os perfis cromatograficos
dos extratos dos controles. Dessa forma, péde-se descartar a possibilidade de
compostos oriundos do meio de cultura ou produzidos pelo fungo serem
confundidos com produtos biotransformados.

Foi estabelecido o periodo de 2 semanas como tempo maximo de
incubacdo, de modo que nos casos em que O mMmicro-organismo nao
metabolizou o substrato nesse intervalo de tempo, o estudo foi interrompido e o
micro-organismo considerado incapaz de biotransformar/biodegradar o
substrato.

Visando avaliar a estabilidade do acido galico nas condi¢bes em que o
estudo biocatalitico viria a ser desenvolvido, um frasco contendo apenas esse
substrato e o meio de cultura MBD foi incubado durante 14 dias, e o extrato
obtido foi analisado por CLAE-DAD. O cromatograma apresentou um pico
intenso com tempo de retencéo (tr) 8,66 min e duas bandas de absorgao
maxima no UV: 214 e 270 nm (Figura 19). Esses dados sao muito
semelhantes aos obtidos na anélise do padrédo do acido galico (Figura 20),
evidenciando que esse substrato no estudo biocatalitico ndo se decompds e
consequentemente esteve todo o tempo disponivel para ser metabolizado

pelos micro-organismos.
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Figura 19 - Cromatograma obtido na avaliagdo da estabilidade do ac. galico nas condicdes em que o
estudo biocatalitico foi realizado. Coluna e condi¢des de andlise: parte experimental, item 3.7.
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Figura 20 - Cromatograma e espectro no UV do padrdo do ac. galico. Coluna e condi¢des de analise:
parte experimental, item 3.7.

O comprimento de onda (A) wusado na avaliagdo da
biotransformacgao/biodegradacdo do acido galico foi selecionado ap6s uma
varredura do extrato da biorreacdo (de cada um dos micro-organismos) na
regido de 200 a 800 nm. Selecionou-se 0 L em que se identificou a maior

quantidade de picos no cromatograma.
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4.2.1.1. Micro-organismo Schizophyllum commune

O comprimento de onda selecionado para avaliar a
biotransformacgao/biodegradacdo do ac. galico por S. commune foi 270 nm
(Figura 21).
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Figura 21 — Cromatogramas, em diferentes A, da biotransformagédo do ac. galico por S. commune.

Os cromatogramas das aliquotas retiradas a cada 24h da biorreag¢do sao
apresentados na Figura 22. Cabe ressaltar que os cromatogramas foram
gradativamente deslocados para a direita com o intuito de facilitar a
visualizagdo da metabolizagdo do substrato.

Verifica-se que até o sexto dia de incubacéo, a intensidade do sinal
referente ao acido galico era praticamente a mesma. No sétimo dia, a
intensidade diminuiu para proximo da metade e surgiu um pico com tgr 29,20
min (1). Apos oito dias de incubagéo, o sinal do substrato ndo foi mais
observado, o que indica que foi completamente metabolizado pelo fungo; e
surgiu um segundo pico com tg 31,77 min (2), evidenciando a formacgao de dois

novos compostos no meio reacional.
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Figura 22 - Cromatogramas da biotransformagéo do ac. galico por S. commune em diferentes periodos
de incubacgdo. Coluna e condigdes de analise: parte experimental, item 3.7.

Os cromatogramas da biorreacdo com 0 e 8 dias de incubagdo sao
novamente apresentados na Figura 23, e comparados com os cromatogramas
do controle microbiano (meio de cultura + micro-organismo) e do controle do
meio de cultura.

Constata-se que os compostos formados durante a incubagéo (1 e 2)
ndo se encontravam nos controles, o que sugere que sao produtos de
biotransformacgao do acido galico, pois, de maneira geral, quando o substrato &
consumido e novos compostos sdo formados, estes sdo produtos de
biotransformacgéo, embora seja possivel que novas rotas biossintéticas possam
ser induzidas pelo substrato e novos metabdlitos fungicos passem a ser
produzidos (GLAZER; NIKALDO, 1995; RODRIGUES; SILVA, 2010).
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Figura 23 - Cromatogramas da biotransformagdo do ac. galico por S. commune e dos controles
microbiano e meio de cultura. Coluna e condi¢gdes de analise: parte experimental, item 3.7.
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Os possiveis produtos biotransformados 1 e 2 possuem bandas de

absorcdo maxima no UV em 216 e 276 nm, e em 219 e 280 nm,

respectivamente (Figura 24). Esses valores sdo proximos dos observados para

o acido galico (214 e 270nm).
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Figura 24 - Espectros na regido do UV dos compostos 1 e 2, e do ac. galico.

A banda em 270 nm no acido galico se deve a conjugagao do anel
aromatico com as hidroxilas fendlicas e a carbonila (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ,
2001). Nos compostos 1 e 2 essa banda sofreu deslocamento batocrémico,
deslocamento para regiao de maior comprimento de onda, sugerindo que, se
forem produtos de biotransformacdo, a estrutura basica do acido galico foi
mantida e a biotransformagado realizada pelo micro-organismo aumentou a
densidade eletronica do sistema conjugado, pois quanto maior a densidade
eletrénica no sistema aromatico, mais estavel € o composto, e menor energia
(ou seja, radiagao com maior comprimento de onda) ele absorve.

Visando estudar a possibilidade do fungo ter biotransformado o acido
galico em um derivado metilado, em galato de metila por exemplo, solubilizou-
se 3 mg do ac. galico em 5 mL de solugédo de diazometano em éter, deixou o
sistema em repouso sob refrigeracéo (4°C) por 2 horas, evaporou-se 0 excesso
do solvente (COUTINHO, 2009), ressuspendeu-se a amostra em MeOH e a
analisou por CLAE-DAD. O cromatograma apresentou 5 sinais com tempos de
retencéo 16,18 min (A), 21,09 min (B), 21,59 min (C), 25,89 min (D) e 29,22
min (E) (Figura 25) com bandas de absor¢ao maxima no UV em 215 e 272 nm
(A), 213, 260 e 300 nm (B), 217 e 274 nm (C), 214, 262 e 300 nm (D) e 215,
264 e 300 nm (E) (Figura 26).
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Figura 25 - Cromatograma da derivagao do ac. galico com diazometano. Coluna e condigdes de analise:
parte experimental, item 3.7.
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Figura 26 - Espectros na regido do UV dos derivados do ac. galico pela reagdo com diazometano.

O tr e o perfil no UV do composto 1, obtido na biorreagédo, sdo muito
semelhantes aos apresentados pelo pico E. Com o intuito de verificar se
correspondiam a mesma substancia, realizou-se uma co-injecao do extrato da
biorreagao e da amostra de derivagao do ac. galico, o que permitiu concluir que

ndo eram a mesma substancia, conforme é evidenciado na Figura 27.
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Figura 27 - Cromatograma obtido na co-injecdo da biorreagdo do ac. galico por S. commune e da
amostra de derivagdo do ac. galico com diazometano. Coluna e condi¢gdes de analise: parte experimental,

item 3.7.

Os compostos 1 e 2 obtidos na biorreacédo néo se referem ao galato de

metila, pois analise do padrdo desse éster evidenciou pico com Tr 16,17 min e

bandas no UV em 215 e 272 nm (Figura 28).
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Figura 28 - Cromatograma e espectro no UV do padrao do galato de metila. Coluna e condi¢bes de
analise: parte experimental, item 3.7.

55



Resultados e Discussao

Revisédo bibliografica apontou apenas uma publicagdo sobre
biotransformacgéo do acido galico por micro-organismos. Trata-se de trabalho
recente, no qual HSU e colaboradores (2007) reportaram a biotransformacao
do &cido galico pelo fungo Beauveria sulfurescens em 3 metabdlitos
glicosilados e em 4 metabdlitos O-metilados (Figura 29). Em cinco dos
produtos biotransformados (2, 3, 4, 5 e 6) a carboxila permaneceu intacta,
sendo que o micro-organismo atuou sobre as hidroxilas fendlicas do acido
galico, metilando e glicosilando-as regiosseletivamente. O grupamento
carboxilico foi biotransformado em apenas um caso: na formacéo do produto
biotransformado 7. Os autores n&o reportaram dados espectroscopicos na
regido do ultra-violeta dos produtos biotransformados, resultados que poderiam

ser comparados com os obtidos nesse trabalho.

Figura 29 - Produtos de biotransformagdo do ac. galico por B. sulfurescens. Reportado por HSU et al,
2007.

O pH do meio reacional tanto na biorreagdo quanto no controle
microbiano apds os 8 dias de incubacdo era 4, valor idéntico ao medido no
inicio do experimento para os dois casos. A cor castanha que foi observada na
etapa de avaliagdo da tolerancia do fungo S. commune ao acido galico (item
4.1.7, pag. 47) nao foi observada na etapa de biotransformacgéo, descartando-
se, portanto, a hipétese proposta no item 4.1.7 de que a coloracédo estaria

relacionada a produtos de biotransformacéo.
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421.1.1. Anélise dos micélios

As massas umidas dos micélios da biorreagcéo e do controle microbiano,
ap6s o periodo de incubacédo, foram determinadas e comparadas com as
respectivas massas iniciais. Na biorreacdo, a massa do micélio aumentou
210% e no frasco sem o substrato (controle microbiano) o aumento foi de
250%. Esse resultado pode indicar uma moderada inibigdo do crescimento
fungico pelo acido galico.

Nas reacbes de biotransformacdo com fungos filamentosos ha a
possibilidade do substrato ou produtos biotransformados ficarem adsorvidos no
micélio microbiano (ORTEGA et al., 2011). Visando avaliar essa possibilidade,
realizou-se a extracdo dos micélios da biorreacdo e do controle microbiano, e
os extratos obtidos foram analisados por CLAE-DAD.

Considerando que o sinal do acido galico (pico com tg préximo de 9 min
e bandas de absor¢do no UV em 214 e 270 nm) n&o foi observado no extrato
do micélio da biorreacédo (Figura 30), concluiu-se que esse substrato n&o foi
adsorvido pelo fungo.

Os compostos com tg 29,18 e 31,62 min, presentes no extrato da
biorreacdo e ausentes no do controle microbiano (Figura 30), apresentam
bandas no UV em 216, 275 nm e 219, 280 nm, respectivamente (Figura 31).
Esses compostos se referem aos possiveis produtos biotransformados 1 e 2
que ja tinham sido identificados na fase aquosa (pois, os tempos de retencao e
espectros no UV sao praticamente os mesmos), e que foram adsorvidos pelo

micélio fungico.
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Figura 30 - Cromatogramas dos extratos dos micélios da biotransformagéo do ac. galico por S. commune
e do controle microbiano. Coluna e condigdes de analise: parte experimental, item 3.7.
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Figura 31 - Espectros na regido do UV dos compostos presentes no micélio do endéfito S. commune.

Com base nos dados apresentados, concluiu-se que o fungo endofito S.
commune pode ter biotransformado o acido galico em dois novos compostos,
os quais foram encontrados tanto na fase aquosa, quanto no micélio

microbiano.
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4.2.1.2. Micro-organismo Phomopsis stipata

O comprimento de onda selecionado para avaliar a acdo do micro-

organismo P. stipata sobre o acido galico foi 270 nm (Figura 32).
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Figura 32 - Cromatogramas, em diferentes A, da biotransformacgéo do ac. galico por P. stipata.

O micro-organismo metabolizou o acido galico a partir do quarto dia de
incubacéo, sendo que no quinto dia o sinal desse substrato ndo foi mais
observado (Figura 33).
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Figura 33 - Cromatogramas do extrato da biotransformacgdo do &c. galico por P. stipata em diferentes
periodos de incubagao. Coluna e condigbes de analise: parte experimental, item 3.7.

Comparando-se os cromatogramas da biotransformacgao (de 0 e 5 dias

de incubagédo) com os cromatogramas dos controles microbiano e meio de
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cultura, verifica-se que enquanto o acido galico foi totalmente metabolizado

surgiram trés compostos que nao se encontravam nos controles (Figura 34).
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Figura 34 - Cromatogramas dos extratos da biotransformagao do ac. galico por P. stipata e dos controles
microbiano e meio de cultura. Coluna e condi¢des de analise: parte experimental, item 3.7.

Os trés compostos formados apresentam espectros no UV semelhantes,
conforme apresentado na Figura 35. Os compostos 1 e 2 apresentam bandas
na regiao de 215 e 270 nm (assim como o acido galico) além de uma banda em
331 e 423 nm, respectivamente. O composto 3 apresenta bandas em 215, 280

e em aproximadamente 330 nm.
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Figura 35 - Espectros na regido do UV dos compostos 1, 2 e 3 formados apés 5 dias de incubacgéo.

Os valores de pH da biorreagao e do controle microbiano ndo variaram
durante o periodo de incubagdo. Na biorreacédo o pH permaneceu em 4 e no

controle microbiano em 5.
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421.2.1. Anélise do micélio

O aumento da massa do micélio na biorreacdo foi de 170% enquanto
que no controle microbiano foi de 195%, o que pode indicar que o enddfito se
desenvolveu melhor na auséncia do acido galico.

A Figura 36 mostra que duas substancias (4 e 5) foram formadas na
biorreacdo e ndo no controle microbiano, sendo, portanto, possiveis produtos
de biotransformacéo do acido galico que foram adsorvidos pelo micélio.

Considerando que os produtos 4 e 5 apresentam tempos de retencéo
(40,50 e 42,76 min, respectivamente) muito maiores que o do acido galico (8,93
min), conclui-se que este substrato possivelmente foi biotransformado em dois
produtos acentuadamente mais apolares. E importante salientar que o sinal de
baixa intensidade com tg 40,48 min, no cromatograma do controle microbiano,
nao corresponde ao produto biotransformado 4, pois seus espectros no UV
diferem bastante (Figura 37).

Os produtos 4 e 5 apresentam banda de absor¢cado no UV em 277 e 278
nm, respectivamente, o que indica deslocamento batocrémico da banda em

270 nm do acido galico (Figura 37).

uV(x1,000,000)

1.50 A=270 nm 4

1.25-

1.00

0.75

0.50- |
] >

0.257 ) 0 J‘MM Biorreag&o 5d

0.0 ] N | C. Microbiano 5d
I I I | I I I | 7

AL R B e B B B B B B B B B Ay R B
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 -850 40.0 450 min

T
|
25] 4 5
| | |
2.04 I
tg= 40,48 min | I
1.5 (metabolito fungico) | | “ |
f |
W ||
1.0 \ |1
0.5 N f‘ . p v/ |Biormreagao 5d
oot—— A~ /N A~ "~ "C. Microbiano 5d

Figura 36 - Cromatogramas dos extratos dos micélios da biotransformagdo do ac. galico por P. stipata e
do controle microbiano. Coluna e condi¢des de andlise: parte experimental, item 3.7.
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Figura 37 - Espectros na regido do UV dos compostos presentes no micélio do endéfito P. stipata.

4.2.1.3. Micro-organismo Tricoderma viridae

A avaliacdo biocatalitica desse micro-organismo foi realizada no
A 254 nm (Figura 38).

A intensidade do sinal do &cido galico diminuiu com o tempo de
incubacado, sendo que no quinto dia era aproximadamente um quarto da inicial
e no sexto dia esse sinal deixou de ser observado (Figura 39). A partir do

quinto dia de incubag¢do surgiram dois compostos no meio reacional: tr 28,55 e
29,64 min (1 e 2, respectivamente).
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Figura 38 - Cromatogramas, em diferentes A, da biotransformagao do ac. galico por T. viridade.
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Figura 39 - Cromatogramas do extrato da biotransformacdo do ac. galico por T. viridae em diferentes
periodos de incubagdo. Coluna e condi¢des de analise: parte experimental, item 3.7.

O sinal com tr préximo ao do acido galico no cromatograma do sexto dia
de incubacéao (Figura 39) se refere a um metabdlito produzido pelo fungo, pois
esse sinal também €& observado (com pequeno deslocamento) no
cromatograma do controle microbiano, conforme é apresentado na Figura 40.

Comparando-se o0s cromatogramas da biorreagdo com 0s
cromatogramas dos controles microbiano e meio de cultura (Figura 40),
verifica-se que os compostos 1, 2, 3, 4 e 5 ndo foram formados nos controles,
indicando que podem ser produtos de biotransformacdo. Os compostos 1 e 2
apresentam duas bandas de absor¢do no UV por volta de 247 e 366 nm
(Figura 41), dados semelhantes aos apresentados pelos flavonoides (MABRY;
MARKHAM; THOMAS, 1970). Os compostos 3 e 4 apresentam bandas no UV
em 212 e 257 nm e em 212 e 272 nm, respectivamente. E a substancia 5
possui apenas uma banda em 253 nm. Com base nesses dados, estima-se que
com excecdo do composto 4, as demais substancias apresentam estruturas

significativamente diferentes da do acido galico.
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Figura 40 - Cromatogramas dos extratos da biotransformacgéo do ac. galico por T. viridae e dos controles

microbiano e meio de cultura. Coluna e condi¢gdes de analise: parte experimental, item 3.7.
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Figura 41 - Espectros na regido do UV dos compostos formados ap6s 5 dias de incubagéo.

421.3.1. Anélise do micélio

O aumento da massa micelial na biorreacéo foi de 55% e no controle
microbiano 70%, indicando que o micro-organismo se desenvolveu melhor na
auséncia do acido galico.

Os compostos 1 e 2 que haviam sido identificados na fase aquosa,
também foram encontrados adsorvidos no micélio fungico (Figura 42 e Figura
43). Contudo, diferentemente do que foi observado na fase aquosa, o
composto 1 foi identificado também no controle microbiano. Isso significa que
esse composto ndo é um produto de biotransformacao, e sim um metabdlito

fungico.
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Considerando que o composto 2 apresenta tempo de retencao e perfil no

UV muito semelhantes aos do metabdlito fungico 1, € possivel que o acido

galico

tenha induzido uma nova rota biossintética no micro-organismo, de

forma que um novo metabdlito, o composto 2, passou a ser produzido.
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Figura 42 - Cromatogramas dos extratos dos micélios da biotransformacéo do ac. galico por T. viridae e
do controle microbiano. Coluna e condi¢des de andlise: parte experimental, item 3.7.
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Figura 43 - Espectros na regido do UV dos compostos presentes nos micélios do enddfito T. viridae: 1 e
2: compostos da biorreacao; 1: composto presente no controle microbiano.
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4.2.1.4. Micro-organismo Phomopsis sp.

O comprimento de onda selecionado para a avaliagéo biocatalitica desse

micro-organismo foi 254 nm (Figura 44).
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Figura 44 - Cromatogramas, em diferentes A, da biotransformagéo do &c. galico por Phomopsis sp.

Trés dias apos ter iniciado da avaliacdo biocatalitica, observou-se que o
meio reacional da biorreagdo adquiriu coloracdo ambar, resultado que n&o foi
observado no frasco do controle microbiano (Figura 45). Essa alteragéo de cor

pode estar relacionada a formacao de produtos biotransformados.

Figura 45 - Aspecto do meio reacional da biorreagéo (frasco a direita) e do controle microbiano (frasco a
esquerda).

O pH tanto da biorreagdo quanto do controle microbiano apés o periodo

de incubacgao nao foi alterado, permaneceu em 4.
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A Figura 46 mostra que a intensidade do sinal do acido galico diminuiu
conforme aumentou o tempo de incubagdo, de modo que apo6s 8 dias esse
substrato foi completamente metabolizado pelo fungo.
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Figura 46 - Cromatogramas do extrato da biotransformagdo do ac. galico por Phomopsis sp. em
diferentes periodos de incubagao. Coluna e condigdes de analise: parte experimental, item 3.7.

Verifica-se na Figura 47 que foram formados 5 compostos na
biorreagéo, os quais nado foram observados nos extratos dos controles, e
consequentemente podem ser produtos de biotransformacgdo. Os produtos 1 e
2 apresentam bandas no UV proximas de 215 e 270 nm (Figura 48), assim
como o acido galico, o que sugere que as estruturas basicas desses
compostos sdo a mesma do substrato acido galico.

Os produtos 3, 4 € 5 possuem uma unica banda em 217 nm (Figura 48),
evidenciando, que nesse caso, O micro-organismo possivelmente
biotransformou o acido galico rompendo a sua aromaticidade, pois tanto a
banda préxima de 270 nm, caracteristica do anel aromatico conjugado com as
hidroxilas e a carbonila, quanto uma banda em 255 nm, caracteristica do anel

aromatico ndo conjugado, nao s&o observadas.
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Figura 47 - Cromatogramas dos extratos da biotransformacéo do ac. galico por Phomopsis sp. e dos

controles microbiano e meio de cultura. Coluna e condigdes de analise: parte experimental, item 3.7.

mAU mAU
1 250
400 1 “ 2
(o
3004\ \
1) 150|
] \ |
2004 | |
1) 1001 E
1 o QN
0] | 0R ol e
4 \ o ©
] " \\\ \; N
Y ; "
200 250 300 350 nm 200 250 300 350 nm
mAU AU
200-] “ A
1 3 | 4 \ 5
il 150"‘ 300
150-| \
1 I~ \
I~ 1004 |
1= |y |
100 \v YN\ 200 |
] \\\ \\\ ‘\,\
1000 - \ | =
dN 50 \ 1004 | o
50 ] \\ N | \ /\\
o S P A ol [ — |
200 250 300 35  m 200 250 300 350 nm 200 280 300 350 nm

Figura 48 - Espectros na regido do UV dos compostos 1, 2, 3, 4 e 5 formados ap6s 8 dias de incubagéo.

4.2.1.4.1. Analise do micélio

O aumento da massa do micélio na biorreacéo foi de 110%, enquanto
que no controle microbiano constatou-se aumento de 130%. Conforme ja
mostrado na Figura 45, o micélio no frasco da biorreacao adquiriu coloragéo
escura.

Constata-se na Figura 49 que o possivel produto biotransformado 1,
encontrado na fase aquosa, estava também adsorvido ao micélio. Além deste,
foi encontrado outro produto biotransformado: tr 27,87 min (6). No
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cromatograma do controle microbiano observa-se um sinal de baixa
intensidade com mesmo tempo de retengdo que o produto 1, contudo os
espectros no UV (Figura 50) mostram que sao substancias diferentes.
Considerando que tanto a fase aquosa quanto o micélio tinham
coloracdo escura e apresentavam o possivel produto biotransformado 1, é

provavel que haja uma relagcéo de causa e efeito entre o composto 1 e a cor.
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Figura 49 - Cromatogramas dos extratos dos micélios da biotransformagéo do ac. galico por Phomopsis
sp. e do controle microbiano. Coluna e condigdes de andlise: parte experimental, item 3.7.
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Figura 50 - Espectros na regido do UV dos compostos presentes nos micélios do endéfito Phomopsis sp.

4.2.1.5. Micro-organismo Nigrospora sphaerica

A avaliagéo biocatalitica do micro-organismo N. sphaerica foi realizada
em 254 nm (Figura 51).

O fungo N. sphaerica metabolizou a maior parte do acido galico apds
24h de incubacédo (Figura 52). Depois desse periodo surgiu uma coloragéo
castanha no meio reacional que aumentou com o tempo, de forma que apos 9
dias o aspecto da biorreagdo era bem diferente do controle microbiano
(Figura 53).
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Figura 51 - Cromatogramas, em diferentes A, da biotransformacao do ac. gélico por N. sphaerica.
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Figura 52 - Cromatogramas do extrato da biotransformagéo do ac. galico por N. sphaerica em diferentes
periodos de incubagao. Coluna e condigbes de andlise: parte experimental, item 3.7.

Figura 53 - Aspecto do meio reacional da biorreagéo (frasco a direita) e do controle microbiano (frasco a
esquerda).
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Comparando-se os cromatogramas da biorreagdo com 0s
cromatogramas dos controles verifica-se que apenas um possivel produto
biotransformado com tg 19,70 min (1), e bandas de absor¢do no UV em 253 e
299 nm, foi encontrado na fase aquosa (Figura 54). Nao houve alteragdo no
pH do meio reacional na biorreagcdo e no controle microbiano, o valor medido
no inicio e no final do estudo foi pH=4 para os dois casos.

Considerando que foi formado apenas um novo produto (1), supde-se
que a cor castanha intensa que surgiu no meio reacional esteja relacionada a

esse composto.
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Figura 54 - Cromatogramas da biotransformacdo do ac. gélico por N. sphaerica e dos controles
microbiano e meio de cultura. Espectro no UV do composto 1. Coluna e condigdes de analise: parte

experimental, item 3.7.
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4215.1. Anélise do micélio

O aumento da massa micelial na biorreacéo foi de 211% e no controle

microbiano 242%. Considerando que todos os picos presentes no

cromatograma da biorreacdo também estdo no cromatograma do controle

microbiano (Figura 55), pode-se inferir que n&o havia produto biotransformado

adsorvido ao micélio fungico.
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Figura 55 - Cromatogramas dos extratos dos micélios da biotransformacgéo do ac. galico por N. sphaerica
e do controle microbiano. Coluna e condigdes de analise: parte experimental, item 3.7.

4.2.1.6. Micro-organismo Xylaria sp.

O comprimento de onda usado na avaliagdo do potencial biocatalitico do

micro-organismo Xylaria sp. foi 254 nm (Figura 56).
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Figura 56 - Cromatogramas, em diferentes A, da biotransformacéo do ac

. galico por Xylaria sp.
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A intensidade do sinal do acido galico diminuiu com o tempo, sendo que
ap6s 1 semana néo foi mais observado (Figura 57). Esse resultado sugere a
completa metabolizagdo do substrato pelo endéfito. O pH da biorreagao alterou
de 4 para 7 durante o periodo de incubagao, enquanto que o pH do controle
microbiano permaneceu em 4. Esse resultado indica que a metabolizagcdo do

acido galico diminuiu a concentragao hidrogeniénica do meio reacional.
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3.0 1d
] 2d
2.0]
] 5d
1.0 6d
] : 7d
0.0 —
- — — — — — — — ——
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Figura 57 - Cromatogramas do extrato da biotransformag&o do ac. galico por Xylaria sp. em diferentes
periodos de incubagdo. Coluna e condi¢des de analise: parte experimental, item 3.7.

Comparando-se os cromatogramas da biorreagao com os dos controles
microbiano e meio de cultura conclui-se que ndo havia produtos de
biotransformacgé&o na fase aquosa (Figura 58).

uV(x1,000,000)

1 ¢ A=254nm
1.00-

HO 'OH

OH

(Acido galico)

L@\w Biorreacdo Oh

o ) Biorreagéo 7d
C. Microbiano 7d
M C. Meio Cultura 7d

Figura 58 - Cromatogramas dos extratos da biotransformagao do ac. galico por Xylaria sp. e dos controles
microbiano e meio de cultura. Coluna e condigdes de analise: parte experimental, item 3.7.
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42.1.6.1. Anélise do micélio

O aumento da massa micelial na biorreacao foi de 75% enquanto que no
controle microbiano foi de 110%, indicando que esse micro-organismo também
se desenvolveu melhor na auséncia do acido galico.

Foram encontrados 6 possiveis produtos de biotransformacgéo
adsorvidos ao micélio (Figura 59), todos mais apolares que o substrato, uma
vez que possuem maior tempo de retencdo. Os produtos 1, 2 e 3 apresentam
pelo menos duas bandas de absorcdo entre 212 e 330 nm, diferente dos
compostos 4, 5 e 6, que possuem uma unica banda em 219 nm (Figura 60).
Supondo que estes Uultimos compostos sejam de fato produtos de
biotransformacgao e considerando que n&o apresentam a banda préxima de 270
nm, caracteristica do anel aromatico conjugado com as hidroxilas e a carbonila,
nem a banda em 255 nm, caracteristica do anel aromatico nédo conjugado, e
que se verificou diminuicdo da concentracao hidrogeniénica no meio reacional,
conforme discutido na pagina anterior, &€ possivel que enzimas oxirredutases
estejam presentes no fungo Xylaria sp. e tenham reduzido o anel aromatico do

acido galico utilizando os protons presentes na solugao.
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Figura 59 - Cromatogramas dos extratos dos micélios da biotransformagéo do ac. galico por Xylaria sp. e
do controle microbiano. Coluna e condi¢des de andlise: parte experimental, item 3.7.
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Figura 60 - Espectros na regido do UV dos compostos presentes no micélio do endoéfito Xylaria sp.

4.2.1.7. Micro-organismo Aspergillus versicolor

O comprimento de onda selecionado para realizar a avaliagéo

biocatalitica do micro-organismo A. versicolor foi 254 nm (Figura 61).

O sinal do acido galico deixou de ser observado apdés 9 dias de
incubagédo (Figura 62).

uV/(x100,000)
3.0
2.5+
2.0+
1 235nm
1.5
1_0;\Jm}h
EMWW A 254 nm
o1 270nm
0.0 : 300 nm
| | | | | !
0 10 20 30 40 min

Figura 61 - Cromatogramas, em diferentes A, da biotransformagao do ac. galico por A. versicolor.
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Figura 62 - Cromatogramas do extrato da biotransformagéo do ac. galico por A. versicolor em diferentes
periodos de incubagdo. Coluna e condi¢des de analise: parte experimental, item 3.7.

Analisando-se os cromatogramas apresentados na Figura 63 constatou-
se que mesmo apos 9 dias de incubacdo havia uma pequena quantidade do
substrato acido galico no meio reacional. Constatou-se também que apenas um
possivel produto biotransformado (1) com tg 14, 69 min e banda no UV em 266

nm foi encontrado na fase aquosa.
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Figura 63 - Cromatogramas da biotransformagdo do ac. galico por A. versicolor e dos controles
microbiano e meio de cultura. Coluna e condi¢des de analise: parte experimental, item 3.7.
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421.7.1. Anélise do micélio

A exemplo do que foi observado para os seis fungos anteriores, o
aumento da massa micelial na biorreacédo foi menor (190%) que no controle
microbiano (225%). Dessa forma, estima-se que o substrato acido galico
dificultou o desenvolvimento dos sete fungos enddfitos estudados.

A Figura 64 evidencia a presenga de um unico possivel produto
biotransformado (2) adsorvido ao micélio fungico. Essa substancia apresenta tr
10,81 min e banda no UV em 275 nm, indicando que se trata de substancia

ligeiramente mais apolar que o acido galico.

uV/(x1,000,000)

] 2 A=254 nm
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2.0 |
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Figura 64 - Cromatogramas dos extratos dos micélios da biotransformagéo do &c. galico por A. versicolor
e do controle microbiano. Coluna e condigbes de andlise: parte experimental, item 3.7.

A Tabela 1 apresenta o resumo dos resultados obtidos na
biotransformacgao do acido galico. Os 7 fungos endoéfitos metabolizaram o acido
galico em 26 novos produtos, em poucos dias de incubagdo. Os possiveis
produtos biotransformados sdo mais apolares que o acido galico e foram
encontrados na fase aquosa e/ou no micélio. A diferenga nos tempos de
retencdo e absor¢do no UV dos possiveis metabdlitos biotransformados
evidencia que os complexos enzimaticos dos micro-organismos sao variados,
de modo que podem ter biotransformado o mesmo substrato em diferentes
compostos. Os possiveis produtos biotransformados terdo suas estruturas
determinadas em trabalhos futuros, e a partir destes dados poderemos inferir
as reagdes que os fungos s&o realmente capazes de realizar, e
consequentemente sugerir as classes de enzimas presentes nesses micro-

organismos.
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Considerando que as biotransformagbées podem ter potencializado as

atividades bioloégicas do acido galico, estudos futuros sobre o tema poderéo

complementar as pesquisas desenvolvidas pelo NUBBE na area de sintese e

avaliagéo das bioatividades de derivados dessa substancia.

Tabela 1 - Tabela que resume os resultados obtidos no estudo de biotransformagéo do ac. galico.

Periodo de Quantidade de Origem dos produtos biotransformados
Fungo endofitico incubacéo produtos o
. . Fase aquosa Micélio
(dias) biotransformados
Nigrospora
9 p 9 1 L
sphaerica
Schizophyllum 2
pny 8 2 2

commune (os mesmos da f. aquosa)
2

Phomopsis sp. 8 6 5 (1 estava presente também

na f. aquosa)

1

Tricoderma viridae 6 4 4 (presente também na f.

aquosa)
Aspergillus
p‘ 9 9 2 1 1

versicolor

Xylaria sp. 7 6 | 6

Phomopsis stipata 5 5 3 2
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4.2.2. Substrato Cassina

A cassina usada neste trabalho foi isolada em mistura, com dois outros
compostos, das flores da espécie vegetal Senna spectabilis (Leguminosae,
Caesalpinioideae) pela Dra. Luciana de Avila Santos, utilizando metodologia
reportada por VIEGAS et al, 2009.

Verifica-se que o cromatograma de uma amostra da cassina (Figura 65)
apresenta pico intenso com tg 17,27 min, referente a cassina, e outros dois
picos de menor intensidade e tempos de retengdo 17,70 e 18,92 min, que se
referem a um isébmero da cassina e a espectalina (substancia homoéloga a
cassina, possuindo duas unidades metilénicas a mais), respectivamente.
Portanto, a cassina empregada no presente trabalho estava na presenca de
duas outras substancias minoritarias.

Assim como foi realizado para o acido galico, avaliou-se a estabilidade
da cassina nas condigbes em que o estudo biocatalitico foi desenvolvido. Um
frasco contendo apenas meio de cultura MBD e a cassina foi incubado por 14
dias, e o extrato resultante foi analisado por CG. O cromatograma obtido

evidenciou a estabilidade desse substrato (Figura 66).

55.000:
50.000:
45.000:
40.000:
35.000:
30.000:
25.000:
20.000:

15.000 2 g
10.000: e
5.000: . h )

Figura 65 - Cromatograma da amostra da cassina na concentragédo 0,5 g L". Coluna: SPB-5; condigcbes
de anadlise: parte experimental, item 3.7.
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Figura 66 - Cromatograma obtido na avaliagdo da estabilidade da cassina nas condigdes em que a
avaliagado biocatalitica foi desenvolvida. Coluna: SPB-5; condi¢gdes de analise: item 3.7.

4.2.2.1. Micro-organismo Schizophyllum commune

O micro-organismo S. commune nao metabolizou a cassina, mesmo
apo6s 14 dias de incubagéo, conforme é evidenciado na Figura 67 (pag. 81).

Esse fungo se desenvolveu de maneira diferente na presenca da
cassina, de forma que no frasco da biorreacdo o micélio cresceu mais
lentamente e na forma de pequenos fléculos (Figura 68, pag. 82).

Apds as 2 semanas de incubagado, os micélios foram separados da fase
liquida e tiveram suas massas comparadas com as iniciais, o que possibilitou a
avaliagao do crescimento fungico. A massa do micélio na biorreagcdo aumentou
apenas 200%, enquanto que no frasco sem a cassina (controle microbiano)
aumentou 350%, indicando que o desenvolvimento do enddfito foi inibido pelo

substrato.
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Figura 67 - Cromatogramas da biorreacdo (em diferentes periodos de incubagdo) obtidos no estudo de
biotransformagao/biodegradagéo da cassina por S. commune. Coluna: SPB-5; condi¢des de analise: parte

experimental, item 3.

7.
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a) b)

Figura 68 - Aspecto do micélio fungico no estudo de biotransformagéo/biodegradagéo da cassina por S.
commune (ap6s 2 semanas de incubacgéo): a) Controle microbiano; b) Biorreagao.

E provavel que S. commune nao tenha metabolizado a cassina devido a
esta substancia ser potencialmente toxica na concentragdo em que foi
empregada. Estima-se que se esse estudo biocatalitico tivesse sido realizado
com a cassina na concentragao 0,25 g L'1, concentragédo em que o endofito se
desenvolveu satisfatoriamente na etapa de avaliacdo da tolerancia do micro-
organismo ao substrato (Figura 17, pag. 47), este substrato teria sido

biotransformado ou biodegradado.

4.2.2.2. Micro-organismo Phomopsis stipata

No estudo de biotransformagéo/biodegradacéo da cassina pelo micro-
organismo P. stipata, observou-se que no quinto dia de incubag¢ao surgiu uma
coloragéo escura, que nao foi observada no controle microbiano (Figura 69).
Apéds 7 dias de incubacgao, o sinal referente a cassina deixou de ser observado
(Figura 70).

a) b)

Figura 69 - Aspecto dos meios reacionais no estudo de biotransformagao/biodegradacdo da cassina por
P. stipata, no quinto dia de incubagéo a) Controles microbianos; b) Biorreagdes.
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Figura 70 - Cromatogramas da biorreacéo (em diferentes periodos de incubagédo) obtidos no estudo de
biotransformacgao/biodegradacao da cassina por P. stipata. Coluna: SPB-5; condi¢cdes de analise: parte
experimental, item 3.7.
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A partir do terceiro dia de incubagdo surgiu um pico com tr 4,49 min, cuja
intensidade diminuiu com o tempo e deixou de ser observado no sétimo dia.
Descartou-se a possibilidade desse pico ser um produto de biotransformacao,
que teria sido formado e depois consumido pelo micro-organismo, ao analisar o
controle microbiano. O cromatograma do controle microbiano (ap6s 3 dias de
incubagéo) apresentou um pico com mesmo tempo de retengéo (Figura 71), o
que se conclui que o pico com tgr 4,49 min na biorreacdo se refere a um

metabodlito microbiano.

14.0003 BV (Exp7_PDB_SCO3_1_72h_6_28_2010 1_04_17 PMIDATA]
12.0003
10.0003
8.0003

6.0001

4,000}

2.0003

L~ 11,56
4 L1323
T 1

0 IS
0

Figura 71 - Cromatograma do controle microbiano obtido no estudo de biotransformacao/biodegradagéo
da cassina por P. stipata ap6s 3 dias de incubagdo. Coluna: SPB-5; condicdes de analise: parte
experimental, item 3.7.

422.2.1. Anélise do micélio

O aumento da massa do micélio na biorreagdo foi maior (290%) que no
controle microbiano (79%), sugerindo que a cassina contribuiu para o
desenvolvimento do micro-organismo.

A Figura 72 mostra a presengca de 6 substancias no micélio da
biorreacdo que nado foram identificados no micélio do controle microbiano,
sendo, portanto, candidatos a produtos de biotransformacéo. E possivel que
essas substancias sejam a causa da coloragdo escura que surgiu no meio
reacional durante a incubacéo.

Dessa forma, estima-se que o endofito P. stipata biotransformou a
cassina em 6 novos compostos, 0os quais foram encontrados apenas no micélio

microbiano.
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Figura 72 - Cromatogramas dos micélios do controle microbiano e da biorreagédo obtidos no estudo de
biotransformagéo/biodegradacédo da cassina por P. stipata. Coluna: SPB-5; condi¢cdes de analise: parte
experimental, item 3.7.

4.2.2.3. Micro-organismo Tricoderma viridae

O enddfito T. viridae ndo metabolizou a cassina, pois o0 pico desse
composto foi identificado com a mesma intensidade apds duas semanas de
incubagéao (Figura 73).

O aumento da massa umida do micélio na biorreagéo foi ligeiramente
menor (20%) que no controle microbiano (30%), o que pode indicar uma
pequena inibicdo de crescimento do micro-organismo pela cassina. Esse
resultado esta de acordo com o obtido na etapa de avaliagdo da tolerancia do
enddfito ao substrato (Figura 15, pag. 46), onde o micélio aéreo nédo se

desenvolveu na presenga da cassina.
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Figura 73 - Cromatogramas da biorreacdo (em diferentes periodos de incubagdo) obtidos no estudo de
biotransformagao/biodegradacédo da cassina por T. viridae. Coluna: SPB-5; condigbes de analise: parte
experimental, item 3.7.
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4.2.2.4. Micro-organismo Phomopsis sp.

A intensidade do pico da cassina diminuiu com o tempo de incubacéo,
de forma que apdés 9 dias desapareceu completamente, sugerindo a
metabolizacdo dessa substancia pelo endofito (Figura 74, pag. 88). Surgiram
seis novos picos com tempos de retencéo 4,48; 18,25; 18,81; 18,88; 18,96 e
19,87 min.

Comparando-se o cromatograma da biorreacdo com o do controle
microbiano (Figura 75, pag. 89), contatou-se que apenas os picos com tr
18,81; 18,88 e 18,96 min podem se referir a produtos biotransformados. Os
demais, por estarem presentes no controle microbiano, sdo metabdlitos

produzidos pelo micro-organismo.
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Figura 74 - Cromatogramas da biorreacdo (em diferentes periodos de incubagdo) obtidos no estudo de
biotransformacao/biodegradacdo da cassina por Phomopsis sp. Coluna: SPB-5; condigbes de analise:
parte experimental, item 3.7.
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Figura 75 - Cromatogramas da biorreagdo e do controle microbiano obtidos no estudo de

biotransformacgao/biodegradagao da cassina por Phomopsis sp. apés 9 dias de incubagao. Coluna: SPB-
5; condi¢des de analise: parte experimental, item 3.7.

4224.1. Anélise do micélio

O aumento da massa micelial na biorreacéo foi de 210% e no controle
microbiano 270%. A Figura 76 mostra que todos os picos presentes na
biorreacédo também foram encontrados no controle microbiano, o que indica
que nao havia produtos biotransformados no micélio.

Com base nos resultados obtidos conclui-se que o endofito Phomopsis
sp. pode ter biotransformado a cassina em 3 novas substancias, as quais foram
encontradas apenas no meio aquoso. A outra possibilidade € que uma nova
rota biossintética tenha sido induzida no fungo pela metabolizagdo da cassina,
de modo que as 3 substancias formadas no meio reacional sejam novos

metabdlitos fungicos.
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Figura 76 - Cromatogramas dos micélios do controle microbiano e da biorreagdo obtidos no estudo de
biotransformagao/biodegradacdo da cassina por Phomopsis sp. Coluna: SPB-5; condigdes de analise:
parte experimental, item 3.7.
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4.2.2.5. Micro-organismo Nigrospora sphaerica

A coluna da marca Phenomenex, utilizada nas analises anteriores, foi
trocada por uma coluna do mesmo tipo (5% fenil — 95% dimetilpolisiloxano),
mas de marca diferente: Supelco. Devido a isso o tg da cassina passou a ser
16,37 min (Figura 77).
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Figura 77 - Cromatograma da amostra da cassina (concentragdo 0,5 g L'1) que evidencia a alteragdo no
tr dessa substancia devido a troca de coluna. Coluna: ZB-5; condiges de andlise: item 3.7.

O enddfito N. sphaerica foi capaz de metabolizar a cassina apés 7 dias
de incubagdo (Figura 78, pag. 91). No sexto dia, surgiu um novo composto
com tg 19,77 min, o qual € um metabdlito fungico, pois também foi identificado

no controle microbiano (Figura 79, pag. 92).
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biotransformacgao/biodegradacdo da cassina por N. sphaerica. Coluna e condigbes de analise: parte

experimental, item 3.7.
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Figura 79 - Cromatogramas da biorreagdo e do controle microbiano obtidos no estudo de
biotransformagéao/biodegradacédo da cassina por N. sphaerica apds 7 dias de incubagédo. Coluna: ZB-5;
condi¢cbes de analise: parte experimental, item 3.7.

4225.1. Analise do micélio

O aumento da massa micelial na biorreagao foi de 160% e no controle
microbiano apenas 53%, o0 que pode indicar que O micro-organismo se
desenvolveu melhor na presencga da cassina.

Nao foram identificados produtos biotransformados no micélio fungico,
pois todos os picos presentes no cromatograma da biorreagdo estavam no
cromatograma do controle microbiano (Figura 80).

Considerando que o pico da cassina deixou de ser observado e novos
picos n&o surgiram nos cromatogramas do meio aquoso e do micélio, estima-

se que o enddfito N. sphaerica tenha biodegradado a cassina.
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Figura 80 - Cromatogramas dos micélios do controle microbiano e da biorreagdo obtidos no estudo de
biotransformacao/biodegradacao da cassina por N. sphaerica. Coluna: ZB-5; condi¢des de analise: parte
experimental, item 3.7.
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4.2.2.6. Micro-organismo Xylaria sp.

A Figura 81 (pag. 94) evidencia que o micro-organismo Xylaria sp. néo
metabolizou a cassina, pois, mesmo apos duas semanas de incubagao, o pico
referente a este substrato foi observado no meio reacional e ndo surgiram
NOVOS pIcos.

O aumento da massa do micélio na biorreag&o foi menor (50%) que no
controle microbiano (80%), sugerindo inibicdo do crescimento do micro-
organismo pela cassina.

O micélio deste micro-organismo nao foi submetido a extracao devido a

cassina néo ter sido biotransformada nem biodegradada.
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Micro-organismo Aspergillus versicolor

O pico da cassina diminuiu conforme aumentou o tempo de incubacao,

sendo que no sexto dia ndo foi mais observado. Nao houve o surgimento de

novos picos, sugerindo a biodegradagao da cassina (Figura 82).

40.000y
35.0003
30.0005-
25.0003
200003
150003
10.0003

5.000F
0}

pv

W

HO,,////"
0 h de incubacgao O

[Exp7 _PDB_Cass_PAQ6-1_0h _4_27 20104 _08_24 PM.DATA]

. RT [min]

0

N
IN
o
®
>

'1'8' T .2.0. T .2.2

40.000
35.000%
30.0003
25.000%-
20.0003
15.0003
10.0003

5.0002-

ny

1 dia de incubacgao

16,38

40.0004

0

O ===

m

N
EN
(o2}
[e1]

.1.0.............................

35.000%-
30.000%
25.000
20.000%
15.0003
10.0003
5.ooo§-

U=

ny

5 dias de incubacdo

—

40.000

0

N
N
o}
fe-]

.1.0...

.1.2. T

35.000;
30.000:
25.000
20.000
15.000

10.0003
50003

S

v

6 dias de incubacdo

m

-1 2_201 2_T7 PVL.DATA

R fmint

0

N
EN
(<2}
[e0]

.1.0...

.1.2. T

'1'8""2'0""2'2
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4227.1. Anélise do micélio

O aumento da massa do micélio na biorreagdo e no controle microbiano
foi o mesmo, 50%.

Todas as substancias presentes no micélio da biorreacdo também foram
encontradas no micélio do controle microbiano (Figura 83), o que evidenciou a
auséncia de produtos biotransformados adsorvidos ao micélio.

Os resultados obtidos sugerem que a cassina foi biodegradada pelo
endoéfito A. versicolor, pois esse substrato deixou de ser identificado e né&o

surgiram novas substancias no meio reacional.
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Figura 83 - Cromatogramas dos micélios do controle microbiano e da biorreagdo obtidos no estudo de
biotransformagao/biodegradacéo da cassina por A. versicolor. Coluna: ZB-5; condigées de analise: parte
experimental, item 3.7.

A Tabela 2 apresenta o resumo dos resultados obtidos no estudo de
biotransformacgéo/biodegradacédo da cassina. Esse substrato n&o foi
metabolizado por trés micro-organismos; foi biodegradado por dois micro-
organismos e possivelmente biotransformado por outros dois, de forma que os
possiveis produtos de biotransformacao foram encontrados na fase aquosa ou

no micélio.
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Tabela 2 - Tabela que resume os resultados obtidos no estudo de biotransformacao/biodegradacao da

cassina.

Fungo endofitico

Acéo do fungo

Periodo de

Origem dos produtos biotransformados

incubacéo (dias) Fase aquosa Micélio

Nigrospora sphaerica Biodegradacéo 7 —
Schizophyllum commune Nao metabolizou 14 | e e
Phomospsis sp. Biotransformagao 9 3 0

Tricoderma viridae Nao metabolizou L e —
Aspergillus versicolor Biodegradagéo 6 —_— |
Xylaria sp. Nao metabolizou L e —
Phomopsis stipata Biotransformagao 6 0 6
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5.CONCLUSOES

Esse trabalho ampliou o enfoque dos estudos desenvolvidos pelo
NuBBE na area de fungos enddfitos isolados de espécies do bioma Cerrado,
contribuindo com avaliagao do potencial biocatalitico de 7 micro-organismos.

Os resultados obtidos evidenciaram que os micro-organismos estudados
sdo biocatalisadores promissores. Atuaram sobre duas classes de substancias,
uma mais hidrofilica, o acido galico, e outra mais hidrofébica, a cassina,
realizando biotransformagdes e biodegradagdes. Trés dos micro-organismos
também atuaram sobre o corante azul de metileno, descolorindo-o.

Todos os fungos se mostraram capazes de metabolizar o acido galico
em poucos dias de incubacdo. Ao todo, constatou-se a formacdo de 26
possiveis produtos biotransformados, os quais s&o mais apolares que o
composto de partida e foram encontrados na fase aquosa ou adsorvidos ao
micélio.

Dos sete micro-organismos estudados, trés (S. commune, T. viridae e
Xylaria sp.) ndo metabolizaram a cassina, possivelmente devido a esta
substancia ser potencialmente toxica na concentracdo em que foi empregada.
Os fungos N. sphaerica e A. versicolor biodegradaram esse substrato e P.
stipata e Phomopsis sp. possivelmente o biotransformaram. Os possiveis
produtos de biotransformacdo foram encontrados na fase aquosa ou
adsorvidos ao micélio. Esse resultado refor¢ca a necessidade, em estudos que
avaliam a biotransformacéo/biodegradacdo de um determinado composto, de
analisar tanto a fase liquida do meio reacional, quanto o micélio microbiano.

A capacidade dos micro-organismos possivelmente biotransformar o
acido galico em diferentes substancias e atuar sobre a cassina
biotransformando e biodegrando-a, sugere que os complexos enzimaticos
destes enddfitos séo variados.

Os possiveis produtos de biotransformagao do acido galico e da cassina
terdo suas estruturas determinadas em trabalhos futuros, e a partir desses
dados poderemos inferir as reagdes que os fungos sao realmente capazes de
realizar, e consequentemente sugerir as classes de enzimas presentes nesses

micro-organismos.
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