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RESUMO

PROJETO DE CURSO — IQWXO01

TITULO: AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS MET ABOLITOS
GERADOS DURANTE O CRESCIMENTO DO FUNGO ENDOFITIC®enicillium
citrinum

ALUNO: Thiago Wolff

ORIENTADOR: Prof. Dr. Rodrigo Volcan Almeida, DBQ — Instituto de Quimica — UFRJ

O estudo recentemente iniciado buscando metabolitos novos e/ou ativos og
endofiticos da espéci®puntia monacanthdevou ao isolamento do fungBenicillium
citrinum. O extrato acetato de etila obtido por particdo do meio de cultsta flmgo apos
sete dias de crescimento apresentou uma alta atividade citobdxuiio em células da
linhagem MCF-7, células de cancer de mama, e uma moderadia@antioxidante n
ensaio com radical DPPH (IC53,5 ug/mL). O aumento de escala do cultivo deste fu

levou o isolamento da micotoxina citrinina.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a cinética dénteaso desta cepa (¢
P. citrinum visando um maior entendimento da producéao de seus metabdlitos e das at
apresentadas. Com isso, o fungo foi cultivado em paralelo em erlersmey 500 mL con
120 mL de meio Sabouraud Dextrose (conc. de 2,d edioros/mL, agitacéo de 170 RPN
30 °C) para o acompanhamento do crescimento em 3, 5, 7, 11 e 18 diasoFfezssesec
(com procedimentos diferentes) ao longo desse tempo e verificou-seméos que (
crescimento acontecia até o quinto dia, e a dosagem da glicoseLp&r mostrou sel

esgotamento entre o quinto e o sétimo dia.

O perfil dos metabdlitos ao longo desse tempo foi comparado por CCOeg(gdlica;
CH.Cl,/MeOH 9:1; revelacao: UV a 254 e 365 nm; Felll%; e DPPH), e pode-se ver qu
perfil dos metabodlitos mudou ao longo do tempo e os dos dois cultivos dealipara a
determinacdo do peso seco por métodos diferentes foram semellmdrdesi.Os extrato

mostraram uma atividade antioxidante moderada no ensaio com Didgi) e ponto dé¢

fung

J7

ngo

le

vidades

-

sete dias do primeiro cultivo (IC506,7 ug/mL). A analise por densitometria usando o

aplicativo ImageJ mostrou que a concentracao de citrinina auménisnanaximo e depoi

diminui.




1. INTRODUCAO

A natureza continua sendo uma das mais importantes fontes de novas
substancias biologicamente ativas (1, 2). A busca dessas substancias se da
principalmente a partir de plantas superiores e organismos marinhos. No entanto,
um volume crescente de dados tem sugerido que micro-organismos associados a
plantas, especialmente fungos e bactérias endofiticas e rizosféricas representam
uma fonte ainda pouco explorada de produtos naturais com estruturas quimicas
diversas de relevancia biolégica e ecologica (3).

A capacidade de formar associa¢cdes com fungos e outros micro-organismos
pode ser uma das estratégias mais bem sucedidas que as plantas adotaram para a
adaptacdo as adversidades do ambiente terrestre. As comunidades fungicas
associadas as plantas desempenham diversas funcdes biologicas importantes e
impdem fortes efeitos na ecologia, na capacidade de adaptacédo e na evolucdo das
plantas. Elas incluem fungos mutualistas, antagonistas, saproéfitos ou patégenos,
ocupando diferentes nichos, como o solo, a filosfera (epifitos), a rizosfera e, em
associacfes mais intimas com as plantas, o interior dos tecidos vegetais (endofitos)
(4).

Nas relagdes mutualisticas, os fungos podem conferir beneficios as plantas
como a toleréncia a estresses bidticos e abibticos, promocdo do crescimento,
resisténcia a doencas, resisténcia a herbivoria e aumento da aquisi¢éo de nutrientes.
Ja no comensalismo, a associagao favorece o fungo sem, no entanto, gerar qualquer
efeito benéfico ou prejudicial & planta hospedeira, enquanto que, nas interacdes
parasiticas, a presenca do fungo traz prejuizos a planta (4).

Uma unica linhagem de fungo endofitico ou de rizosfera pode produzir varias
substancias bioativas. Essas substancias podem ser estruturalmente diferentes ou
semelhantes as produzidas pela planta hospedeira. Como exemplos de producédo de
mesmos metabdlitos tém-se o fungo endofitico Taxomyces andreanae encontrado
na parte interna das cascas de Taxus brevifolia (5) e que produz, assim como a

planta, o taxol (Figura 1).



Figura 1: Estrutura quimica do taxol

Essa substancia de alto valor agregado e amplo uso na terapéutica do cancer
possui uma estrutura complexa com varios centros quirais, esta presente em
pequena quantidade na planta de origem e possuem rotas sintéticas (ou semi-
sintéticas) que apresentam altos custos. Desse modo, a producdo em larga escala
por via biotecnolégica € uma possibilidade bastante atrativa (6, 7). Esses fatos
ilustram a dificuldade do acesso as moléculas bioativas de origem natural em
quantidade suficiente, tanto para a fase de estudos preliminares, como para
producdo comercial, 0 que vem a ser uma das principais limitagdes no processo de
desenvolvimento de farmacos derivados de produtos naturais. Por outro lado, os
estudos com micro-organismos endofiticos e/ou rizosféricos mostram que além da
diversidade das estruturas quimicas e atividades bioldgicas apresentadas, eles
podem levar a producéo de grandes quantidades de compostos bioativos com um
importante viés de sustentabilidade (8).

Além disso, o0 isolamento, cultivo e identificacdo de micro-organismos
dependem de amostras muito pequenas, que causam pouco ou nenhum impacto as
populacdes nativas, ao contrario do que pode ocorrer quando se pretende trabalhar
com macro-organismos. Os estudos nesta area podem promover ainda o

conhecimento da biodiversidade num sentido mais amplo.



1.1 Opuntia monacantha

A familia Cactaceae contém cerca de 2000 espécies, que crescem
principalmente em regides aridas e semi-aridas do continente americano (9). No
Brasil existe a ocorréncia de aproximadamente 400 espécies em todo territério
nacional. Os frutos e cladédios dos cactos, especialmente os das espécies do
género Opuntia, sdo largamente empregados em muitos paises como alimento e
remédio apresentando varias propriedades farmacologicas. Os estudos da
composicdo quimica das cactaceas levaram a deteccdo e/ou ao isolamento
principalmente de triterpendides, esterdides, flavondides, betalainas e alcal6ides (10,
11). No entanto, no Brasil, os cactos além de sub-utilizados, tém sua constituicao
quimica e potencial terapéutico ainda pouco conhecido.

A espécie Opuntia monacantha Haw. (Cactaceae) é nativa no Brasil,
Argentina, Paraguai e Uruguai e foi introduzida e naturalizada na Austrélia, China,
Cuba, Himalaia, india e Africa do Sul (Figura 2). Estudos sobre a familia Cactaceae
mostraram que o0s cladddios dessa espécie apresentam atividade antitumoral e
antioxidante moderada, flavondides glicosilados antioxidantes e baixo teor de
alcaléides (12, 13). Essa espécie mostra também uma interessante resisténcia
seletiva a cochonilha Diapis echinocacti Bouché (14) e parece possuir um
mecanismo de defesa quando predada por larvas de Cactoblastis cactorum, um
parasita de espécies do género Opuntia (15). Além disso, os frutos e cladodios dos
cactos sdo empregados como alimento e remédio apresentando varias propriedades
farmacoldgicas (10) e, recentemente, foi observado uma significante atividade
antidiabética e anti-AGE (Advanced Glication Endproducts) dos polissacarideos
encontrados nos cladddios da espécie O. monacantha (16, 17).



Figura 2: Opuntia monacantha

No Brasil podemos encontrar trés espécies de Opuntia. Contudo ndo ha
muitas informacdes sobre a composicdo quimica e sobre o potencial terapéutico e
nutricional dessas espécies. Em outros estudos foi verificado que a espécie O.
monacantha possui um potencial nutricional, uma atividade antioxidante, além do
isolamento de dois flavonoides: campferol e isorramnetina (Figura 3), através de

fracionamentos guiados por ensaios de atividade (13).

Figura 3: Estrutura quimica do campferol (1) e da isorramnetina (2).

1.2 Fungos endofiticos

Os micro-organismos estdo entre as principais fontes de moléculas
biologicamente ativas que encontram um vasto campo de aplicacdo na medicina, na
agricultura e na industria (3). Diferentemente de outras fontes de substancias
naturais, como plantas e organismos marinhos, eles tém ampla distribuicdo, sendo
encontrados nos sistemas vivos e nao-vivos em diferentes ambientes. Os fungos

sdo, particularmente, uma proficua fonte dessas substancias (3) e os fungos



endofiticos sdo aqueles que colonizam, durante parte do seu ciclo de vida, os
tecidos vivos internos de plantas sem lhes causar danos, produzindo metabdlitos
bioativos que podem proteger a planta hospedeira de herbivoros, patdgenos e
outros estresses abioticos, além de auxiliar no seu ciclo de crescimento e na sua
competitividade ao meio (12, 18).

Contudo, ndo ha uma definigdo clara do termo endofitico, assim como ndo ha
clareza quanto as interagcdes entre 0s micro-organismos e a planta hospedeira,
podendo variar de acordo com as populacdes e comunidade (19).

Dentre os seres endofiticos, os fungos sdo os mais comumente isolados,
podendo se isolar diversas colonias de diversas partes do vegetal, mas apenas
algumas espécies de fungos estdo em quantidade significativa. Além disso, também
ha indicios de que haja uma especificidade no conjunto hospedeiro, no caso a
planta, e os seres endofiticos (19).

A importancia dos fungos endofiticos na producdo de substancias
biologicamente ativas esta ligada a sua sobrevivéncia em ambientes distintos. E
entre as aplicacdes das substancias produzidas por tais pode-se citar analgésica,
antitumoral, antibacteriana, antiviral, antifingica, antiparasitaria, entre outros. Muitas
dessas substancias ja possuem farmacos no mercado, como a penicilina e a
griseofulvina, que possuem acdo antibacteriana e antifingica, respectivamente.
Além disso, eles podem ser usados como vetor para introducdo de genes em
espécies de plantas economicamente interessantes, agentes biologicos no controle

de pragas e na producédo de enzimas (19).

1

Figura 4: Estrutura quimica de algumas substancias biologicamente ativas:

penicilina (1) e griseofulvina (2).

Nos ultimos vinte anos centenas de microorganismos endofiticos foram

cultivados e submetidos a investigacdo detalhada levando a caracterizacéo



estrutural e avaliacdo biologica de um grande numero de substancias naturais,
muitas com estruturas inéditas e bioatividades interessantes (3). Além de existir uma
tendéncia de produzir drogas através de processos fermentativos, devido as
possiveis vantagens técnicas, econdmicas, energéticas e ambientais, e ao

desenvolvimento da biologia molecular (19).

1.30s cactos e seus fungos associados

Estudos ja revelaram a presenca de fungos endofiticos em espécies da familia
Cactaceae. Particularmente sobre o género Opuntia, fungos foram encontrados na
rizosfera relacionada aos cactos Opuntia leptocaulis (2, 20) e O. versicolor (21)
nativos do Deserto de Sonora, EUA, e produzem grande diversidade de substancias,
com estruturas quimicas inéditas, atividade anticancerigena e forte influéncia na
adaptacdo das espécies ao meio de ocorréncia (22). O fato estimulou o estudo dos
fungos endofiticos presentes na espécie O. monacantha devido as suas propriedade

e a facilidade de coleta.

O fracionamento bioguiado do extrato acetato de etila dos metabdlitos do
fungo endofitico Chaetomium globosum, isolado da raiz do cacto Opuntia
leptocaulis, permitiu o isolamento de novas xantonas, além de duas antraquinonas
conhecidas. Além disso, um dos compostos isolados apresentou uma alta
citotoxicidade em sete diferentes linhagens de células cancerigenas, induzindo

sinais classicos de apoptose (2, 20).

O fungo Aspergillus terrus foi isolado da rizosfera de um cultivo da espécie
Opuntia versicolor e também por fracionamentos bioguiados foi possivel isolar uma
nova ciclopentadiona, dois novos derivados de &cidos terreciclicos e cinco
compostos ja conhecidos. Todos os compostos foram avaliados quanto a
citotoxicidade em trés diferentes linhagens de células e mostraram uma atividade

citotéxica moderada (21).

Nesta perspectiva cladédios da espécie O. monacantha foram coletados na
praia de Grumari (RJ), submetidos a um processo de esterilizacdo superficial por
lavagem com agua destilada, solucdo de NaClO 3%, e novamente agua destilada

estéril, a fim de se eliminar os micro-organismos que vivem na superficie do vegetal.



Entdo, foram inoculados pedacos da parte interna do cladédio, e apds repiques
sucessivos visando o isolamento das estirpes, foram isoladas, visualmente, seis
colénias diferentes. Uma das colonias isoladas foi identificada como sendo o fungo
endofitico Penicillium citrinum. A anélise morfologica deste fungo ao longo de 24 e

48 horas, usando microscopio 6tico com aumento de 400 vezes (Figura 5) (23).

(a) (b)

Figura 5: Foto do fungo endofitico Penicillium citrinum isolado dos cladodios da
espécie Opuntia monacantha em 24 (a) e 48 (b) horas com aumento de 400 vezes.

Tal fungo foi cultivado em erlemeyer de 500 mL com 120 mL de meio
Sabouraud Dextrose, pH 5,6, com agitacdo de 170 RPM a temperatura de 30C na
concentracdo de 2,0 x 10* esporos/mL, e ap6s 7 dias de crescimento o meio de
cultura foi filtrado e submetido a particdo com acetato de etila, a fim de se extrair os
seus metabdlitos secundarios produzidos. O extrato obtido apresentou uma
moderada atividade antioxidante (IC50 34,5 pg/mL), no teste com reagente DPPH
(radical Difenilpicrilhidrazil), e uma alta atividade citotoxica na linhagem MCF-7,
células de cancer de mama, no teste com o corante MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol) (23).

Realizou-se um primeiro aumento de escala a fim de obter maior massa de
extrato acetato etila, da mesma forma que os primeiros estudos em erlemeyer de
500 mL contendo 120 mL de meio Sabouraud Dextrose, na concentracdo de
esporos de 2,0 x 10* esporos/mL, com agitacdo de 170 RPM e a temperatura de
30<C. Novamente, apés sete dias de crescimento filtrou-se o meio de cultura (com

aplicacdo de vacuo utilizando funil de Blchner) separando-o da massa celular.



Porém desta vez foram cultivados cinco erlemeyers em paralelo nestas mesmas

condi¢bes para cada fungo (23).

O meio liquido de cultura foi submetido a uma particdo com acetato de etila e
conseguiu-se obter mais massa de extrato, que foi particionada através de uma
coluna de gel de silica que gerou, entre outras, uma fracdo rica em uma substancia

identificada como sendo a micotoxina citrinina (Figura 6) (23).

O OH

Figura 6: Estrutura quimica da citrinina

Desse modo é interessante conhecer a cinética de crescimento visando
encontrar o tempo ideal para a extracdo desses metabdlitos com alta atividade

antioxidante e anticancerigena.

1.3.1 Penicillium citrinum e citrinina

Ha mais de 150 espécies filamentosos no género Penicillium. E a espécie
Penicillium citrinum é frequentemente isolada de milho, soja, arroz, trigo e amaranto

e € o principal produtor da micotoxina citrinina (24, 25).

A citrinina, um metabdlito benzopirano toxico acido (3R-trans)-4,6-Dihidro-8-
hidroxi-3,4,5-trimetil-6-oxo0-3H-2-benzopirano-7-carboxilico, possui formula molecular
C13H140s, ponto de fusdo em torno de 175 T e é um sodlido am arelo, insoltvel em
agua, pouco soluvel em etanol e soltvel em solventes como cloroformio e acetato de
etila (26).

Esta substancia pode ser produzida por varias espécies de Penicillium,
Aspergillus e Monascus. Sua descoberta data da década de 1930, sendo
inicialmente estudada com o propdsito de ser empregada como antibiético. Porém,
apos a demonstracdo de sua atividade nefrotoxica, tal objetivo foi descartado. Essa



segunda descoberta gerou uma preocupag¢ao em torno de suas propriedades, uma
vez que os fungos produtores dessa micotoxina Sdo contaminantes naturais de
frutas e graos, com potencial toxicidade para consumidores de tais produtos (25, 27,
28).

Micotoxinas produzidas por alguns fungos filamentosos podem contaminar
grande variedade de alimentos e racdo animal. Devido aos seus varios efeitos
toxicos e a sua alta resisténcia a tratamentos térmicos, a presenca de micotoxinas

em alimentos é potencialmente perigosa para a salde humana e animal (28).

1.4 Atividade antioxidante

Os organismos aerdbios vivem em fungédo do oxigénio molecular, utilizando-o
como aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria. Todavia quando ndo ocorre a
reducdo total do oxigénio sdo formadas moléculas quimicamente reativas,
conhecidas como espécies reativas de oxigénio — EROs (29). Dentre estas as
espécies, a mais toxica € o radical hidroxila (HO¢) que possui a capacidade de criar
um mecanismo ciclico de auto-oxidacdo, que vai se ampliando progressivamente e
lesando as estruturas intracelulares, o meio extracelular e os tecidos. Além deste
radical, outras duas espécies reativas de oxigénio podem ser formadas, o radical
superoéxido (O,¢) e o perdxido de hidrogénio (H,O;), que apesar de menos tbxicas,
também podem gerar radical hidroxila por reacdes catalisadas por metais. Diante
desta producdo e levando-se em conta os efeitos danosos desses radicais, 0s
organismos que evoluiram utilizando o oxigénio selecionaram mecanismos de
defesa, que incluem enzimas e moléculas antioxidantes, a fim de controlar a
producdo de EROs bem como reparar os danos por eles causados. O balanco entre
a producéo de EROs e a defesa antioxidante determina o grau de estresse oxidativo
que, muitas vezes, causa lesbes irreparaveis as biomoléculas (30). As EROs
atuariam como toxinas, mediadores e moduladores de processos inflamatdrios
estando, conseqientemente, relacionadas a varias patologias como dengue,
diabetes, doencas cardiovasculares, cancer e outras (31). Os antioxidantes
enddgenos e exogenos sdo efetivos para o tratamento de algumas, mas nao todas

as condicbes associadas com danos oxidativos in vivo e a procura por essas



10

substancias seria um interessante ponto de partida na busca de candidatos

promissores a terapia de varias doencgas.

Sabe-se ainda que fungos endofiticos tém produzido numerosos compostos
antioxidantes que podem exercer uma importante contribuicho no aumento da
tolerancia ao estresse oxidativo das plantas hospedeiras (32). Desse modo o
conhecimento desses metabdlitos secunddrios com potencial antioxidante
produzidos por esses fungos poderia contribuir para o conhecimento dos
mecanismos de defesa dessas plantas.
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2. OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade antioxidante dos
metabdlitos produzidos durante o crescimento do fungo endofitico Penicillium

citrinum.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e meio de cultura

O meio de cultura usado no crescimento do fungo foi Sabouraud Dextrose
Broth (SIGMA) na concentracdo de 30 g/L (10 g de peptona micologica e 20 g de
glicose. Ainda para o inoculo foram usados os sais NaH,PO, e Na,HPO, (VETEC)
para o preparo de solucao tampéo e Tween 80.

Os solventes organicos usados foram: acetato de etila grau P.A. (VETEC) em
uma particdo liquido-liquido; metanol grau P.A. (VETEC) para dissolver a amostra e
como fase moével para cromatografia em camada delgada; e diclorometano grau P.A.
(VETEC) como fase movel em cromatografia em camada delgada.

Também foram usados o reagente DPPH, radical Difenilpicrilhidrazil,
(ALDRICH) e a solucdo do sal FeCl; (VETEC), como reveladores na analise por
cromatografia em camada delgada. Além do uso de agua destilada e agua grau Milli-
Q (resistividade maior que 18,2 mQ.cm), somente para a diluicAo da amostra para a

dosagem de glicose por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.2 Manutencéo da cultura

A cultura foi estocada em geladeira, em temperatura de 5 a 10 C, dentro de
tubos de ensaio com rosca em meio Sabouraud Dextrose, na concentragéo de 30
g/L, com 2% de agar-agar.

3.3 Cultivo do fungo endofitico  P. citrinum

O fungo endofitico P. citrinum foi cultivado em erlemeyer de 500 mL contendo
120 mL de meio Sabouraud Dextrose, pH 5,6, com agitacdo de 170 RPM a
temperatura de 30C, na concentracdo de 2,0 x 10 * esporos/mL.

As suspensdes de esporos foram obtidas por meio de raspagem superficial
das culturas no meio Sabouraud Dextrose com 2% de agar-agar. Os esporos foram
transferidos para um tubo com uma solucao estéril de tampéao fosfato de sodio 0,05

M, pH 7, com uma gota de Tween 80. Esta foi agitada usando um vortex e 0s
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esporos foram contados em camara de Neubauer. Entdo calculou-se o volume da
solugdo com esporos necessario para se fazer o indculo na concentracdo final de
2,0 x 10* esporos/mL.

No inoculo foram preparados 600 mL de meio Sabouraud Dextrose nha
concentracdo de 30 g/L e inoculou-se o fungo na concentracdo de 2,0 x 10
esporos/mL. Agitou-se 0 meio, a fim de se conseguir maior homogeneidade, e
separou-se 120 mL deste todo em cinco erlemeyers diferentes de 500 mL, de forma

a assegurar que todos os frascos continham a mesma quantidade de esporos.
3.4 Determinagéo do peso seco durante o crescimento

Para se fazer a cinética de crescimento do fungo foi feito o seu peso seco
apos 3, 5, 7, 11 e 18 dias de crescimento. O cultivo para cada ponto foi feito em
erlemeyers diferentes.

Primeiramente realizou-se tal experimento filtrando todo o meio de cultura, 0os
120 mL (com aplicacdo de vacuo utilizando funil de Blichner) através de papel de
filtro, separando-o da massa celular, posteriormente seca em estufa a 60C até peso
constante. Entdo pesou-se a massa seca usando balanga analitica.

Também se verificou a evolu¢cdo do peso seco filtrando uma aliquota de 5,0
mL do meio de cultura usando uma membrana com porosidade de 0,22 um. Tal
filtracdo foi feita a vacuo e realizada em duplicata. A massa de célula foi seca em
estufa a 60C até atingir peso constante e depois pesada. Nesse experimento néo
foi feita a medida para o ponto de 18 dias de crescimento e também foi realizado

cultivos em paralelo para cada ponto.

3.5 Dosagem de glicose

O consumo de glicose foi verificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). As andlises foram feitas usando detector por indice de refracdo. Utilizou-se
uma coluna HPX-87P (BioRad), fase mdvel dgua grau milliQ, fluxo de 0,6 mL/min,
temperatura da coluna de 80 €T e volume injetado de 20 pL. A corrida teve duragao
de 25 minutos e o tempo de retencao da glicose foi de 12,3 min. No método foram
retiradas aliquotas de 1 mL do meio de cultivo hos mesmos tempos em que foram

realizadas as quantificacdes por peso seco, além do ponto O (referente a glicose
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inicial do meio). A glicose foi quantificada através de uma curva de calibracéo ja

construida e gravada no equipamento.

3.6 Extracdo dos metabdlitos

ApOs o crescimento o meio de cultura, todo o meio de cultura (120 mL) foi
filtrado (com aplicacdo de vacuo utilizando o funil de Bichner), separando-o da
massa celular. O sobrenadante foi submetido a uma particdo com 50 mL de acetato
de etila (4 vezes), as fracOes acetato de etila foram reunidas e o0 excesso de agua
retirado com Na,SO, anidro. Apés filtracdo, o solvente foi evaporado a pressao

reduzida e o extrato seco pesado, para o calculo do rendimento.

3.7 Anélise da atividade antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante foi usado o reagente DPPH
(Difenilpicrilhidrazil). O radical DPPH, de férmula molecular C;gH12NsOg, € um
reagente que possui a cor violeta e ao ser reduzido apresenta uma coloracao
amarelada (Figura 7). Deste modo, apds o tempo de reacdo, é possivel medir a
absorbancia, no comprimento de onda de 517 nm, o DPPH remanescente (que nao
reagiu) no espectrofotdbmetro. Ele é um radical livre devido a um atomo de nitrogénio

em sua estrutura que possui em elétron desemparelhado.

0,0 00

NH
O,N No, —RH _ o,N NO, * R*
NO, NO,
Violeta Amarelo

Figura 7: Reacao de reducao do radical DPPH

O ensaio consiste em reagir solucbes de diferentes concentracdes dos
extratos obtidos (variando as concentracdes finais do ensaio de 10 pg/mL a 100
ug/mL) com o reagente DPPH e ap6s 30 minutos de reacgdo, ler no
espectrofotometro a absor¢cdo do DPPH remanescente em 517 nm (33). A
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porcentagem de inibicdo do radical DPPH pelo(s) agente(s) redutor(es)
possivelmente presente(s) nos extratos (substancias antioxidantes) foi calculada

pela equacéao:

(absorbanca do controle— absorbanci da amostrg x 100
absorbéanca do controle

% inibicéo =

O controle correspondente foi: 150 uL de MeOH + 50 pL de solugdo 200 uM
de DPPH. O branco utilizado nas analises foi 200 puL de MeOH, volume
correspondente ao volume total de reacdo. As amostras analisadas estavam em
uma solucdo estoque com concentracdo de 1 mg/mL em MeOH, aproximadamente,
pois cada extrato foi diluido de forma a ficar em uma concentracdo nessa faixa.

A concentracéo final de DPPH usada no ensaio foi de 50 uM em MeOH e o
volume final de 200 pL, completando esse volume com MeOH sempre que a soma
dos volumes da solugédo de DPPH e da amostra néo fosse 200 pL. A leitura foi feita
usando espectrofotdmetro com leitor de placas de Elisa.

Todos os ensaios foram feitos em triplicata e geraram uma curva de
porcentagem de inibicAo por concentracdo das amostras, para cada extrato. A
atividade antioxidante foi expressa como valores de IC50 em pg/mL, que é a
concentracdo de extrato necessaria para reduzir em 50% a concentracao do radical
DPPH. O IC50 de cada amostra foi calculado a partir da equacéo da reta gerada em

casa experimento.

3.8 Cromatografia em camada delgada (CCD) e densito  metria

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada usando
cromatofolhas de gel de silica 60 F,54 (MERCK). A fase movel utilizada foi a
CH,Cl,/MeOH (9:1). A aplicacédo foi de 5 pL de amostra na concentracdo de 25
mg/mL em metanol, em 0,5 cm, usando uma seringa graduada, com espagamento
de 0,5 cm entre uma aplicacéo e outra. A amostra eluiu em 8,0 cm. Os reveladores
usados foram radiacao ultravioleta a 254 e 365 nm, além de revelacdo com reagente

DPPH 0,4 mM em metanol e com solugcéo FeCl; 10%.
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O reagente FeCl; 10% é um revelador para fenéis. O cation Fe*" reage com as
hidroxilas fendlicas formando um complexo colorido (Figura 8). Lembrando que

alguns endis também reagem.

3 @OH + [FE(H20)5]3+ +—> Fe((H20)3(0-¢@)3 + 3 H30+

Figura 8: Reacdo de complexacdo do Fe*" com as hidroxilas fendlicas

Para densitometria, medida da densidade luminosa oriunda de uma banda da
placa cromatografica, realizou-se a analise com o mesmo sistema, tendo como Unica
diferenca a concentracdo das amostras, que passou de 25 mg/mL para 10 mg/mL.
Para realizacdo da medida da densidade luminosa revelou-se as placas apenas com
UV a 365 nm, e também aplicou-se na placa uma amostra enriquecida em citrinina
como referéncia. A densitometria foi realizada a partir de uma fotografia da placa
cromatografica, e as medidas foram feitas através do aplicativo Imaged 1.42q
(National Institutes of Health, Bethesda, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo do peso seco e da glicose no meio ao longo do crescimento

A determinacdo do peso seco foi realizada de duas formas diferentes. Na
primeira determinacéo filtrou-se todo o meio de cultura usando papel de filtro, secou-
se a massa celular em estufa a 60 T e pesou-se. A massa ob tida foi dividida pelo
volume total de meio liquido (120 mL) a fim de se obter o valor em g/L. Com isso, se
construiu uma curva de crescimento de concentracdo de massa celular por tempo
(Figura 9).

30 -

25

20 -

15 ~

(9/L)

10 A

Concentracdo de massa celular

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Tempo (dias)

Figura 9: Curva de crescimento do fungo endofitico P. citrinum gerada do
primeiro cultivo em 120 mL de meio Sabouraud Dextrose, pH 5,6, com agitacao de
170 RPM a temperatura de 30T na concentracéo de 2,0 x 10* esporos/mL.

Na curva de crescimento observa-se que o fungo endofitico P. citrinum cresce
até o quinto dia. Posteriormente, verifica-se uma queda da biomassa. Porém este
declive ndo era esperado, e sim um patamar apos o quinto dia, uma vez que quando
o fungo para de crescer toda a biomassa gerada durante seu crescimento ainda
deveria ser observada na determinacdo do peso seco.

A lise celular € um processo de destruicdo da membrana celular, que pode
ocorrer através de quitinases, proteases e glucanases que hidrolisam os
componentes da parede celular, havendo a destruicdo da célula. Uma justificativa

para a queda da biomassa observada esta na lise celular, que gera fragmentos
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celulares de menor tamanho, que podem atravessar o poro do papel de filtro. Deste
modo parte da biomassa gerada pode ter sofrido lise celular, gerando fragmentos
que nao ficaram retidos no papel de filtro e, consequentemente, acarretando a perda

de massa observada apods o quinto dia de crescimento.

Com o intuito de se verificar melhor o comportamento da curva de crescimento
do fungo estudado, realizou-se uma segunda determinacédo do peso seco ao longo
do tempo. Nesta segunda determinacéo filtraram-se 5,0 mL de meio de cultura
usando membrana com porosidade de 0,22 um, pois desta forma os fragmentos de
célula frutos de uma lise celular ficariam retidos. A massa de célula também foi seca

em estufa a 60 T neste segundo experimento.

Outra diferenca entre as determinacdes de peso seco realizadas é que nesta
segunda determinagcao nao se fez o ponto referente a 18 dias de crescimento. Uma
vez gque ja no primeiro havia sido observado que o fungo néo estava mais crescendo
apos o quinto dia. Com isso fez-se apenas mais dois pontos (7 e 11 dias) apds esse

periodo.

Com os resultados de massa seca obtidos, esses valores foram divididos pelo
volume de meio liquido filtrado, no caso 5 mL, para se obter o valor em g/L. Entdo se
construiu uma curva de crescimento de concentracdo de massa celular por tempo
(Figura 10).
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Figura 10: Curva de crescimento do fungo endofitico P. citrinum gerada do
segundo cultivo em 120 mL de meio Sabouraud Dextrose, pH 5,6, com agitagcéo de

170 RPM a temperatura de 30T na concentragéo de 2,0 x 10* esporos/mL.

Nesta segunda determinacdo observa-se o crescimento do fungo até o quinto
dia, sendo que do quinto para o sétimo dia o fungo entra em fase estacionaria de
crescimento, diferentemente da primeira determinagcdo, quando se observou um
crescimento até o quinto dia e uma brusca queda de biomassa apds esse tempo.
Também foi possivel observar nesta curva uma queda da biomassa apds sétimo dia.
Outra diferenca entre os experimentos esta nas concentracdes de células obtidas.
No primeiro experimento observou-se um aumento da biomassa ao longo do tempo

muito maior que no segundo.

E possivel apontar alguns problemas experimentais nesta segunda
determinacao, pois uma das dificuldades foi manter o meio homogéneo para a
retirada de uma aliquota para filtrar. E também né&o era possivel filtrar todo o meio de
cultura, como na primeira determinacdo, pois tal volume entupiria 0 poro da
membrana. Deste modo, apesar das duplicatas, uma aliquota poderia conter um
micélio a mais ou a menos que na outra, devido a dificuldade de homogeneizacao
do sistema, e esta diferenca gerou resultados proximos entre si. Contudo, isto ndo
explica a menor massa de células, sugerindo que neste segundo cultivo o fungo

realmente cresceu menos que no primeiro.



20

Todavia, em ambos 0s experimentos pode ser observado que o fungo
endofitico estudado cresce até — aproximadamente — 6 dias, e apds esse periodo

pode ocorrer uma lise celular, pois hd uma queda nos valores de massa filtrada.

Durante a primeira determinacédo de peso seco, foram retiradas aliquotas nos
tempos estudados mais a aliquota do ponto O, para a dosagem de glicose via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram feitas diluicbes para os 3
primeiros pontos, o inicial, o de 3 dias e o de 5 dias, a fim de fazer com que as
concentragcbes caissem na faixa de concentracdes da curva de calibracdo. Com
resultados construiu-se uma curva de concentracdo de glicose por tempo (Figura
11).

Concentragdo de glicose (g/L)

0 ‘ * —e ‘

20 5 10 15 20

L 4

Tempo (dias)

Figura 11: Consumo de glicose durante o crescimento do fungo P. citrinum
em 120 mL de meio Sabouraud Dextrose, pH 5,6, com agitacdo de 170 RPM a
temperatura de 30C na concentracdo de 2,0 x 10 * esporos/mL.

A glicose do meio acaba entre o quinto e 0 sétimo dia, 0 que € coerente com
os resultados da cinética de crescimento, uma vez que coincide com o crescimento
do fungo neste periodo. Associando este resultado com a queda da massa de
células verificada apos o sétimo dia, pode-se sugerir que ocorre a morte dos fungos

logo apds cessar a sua fonte de carbono, no caso glicose.
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4.2 Avaliacdo da atividade antioxidante, analise po  r cromatografia em camada
delgada e densitometria dos extratos gerados durant e 0 crescimento.

Apbés a separacdo de todo o micélio do meio liquido por filtracdo, o
sobrenadante foi submetido a uma particdo com acetato de etila, a fim de se extrair

0s metabolitos produzidos durante o crescimento do fungo endofitico P. citrinum.

Para cada tempo de crescimento realizou-se uma particdo que gerou

diferentes massas de extrato (Tabela 1).

Tabela 1: Massas de extrato obtidas nas particdes do meio de cultura com acetato

de etila ao longo do crescimento.

Tempo de crescimento Massa de extrato do Massa de extrato do
(dias) cultivo 1 (mg) cultivo 2 (mg)
3 13,6 13,0
S 20,0 20,2
7 16,7 19,6
11 12,3 18,1
18 12,2 *

Cultivo 1, o primeiro cultivo em que o peso seco foi feito usando papel de filtro; e o

cultivo 2, o segundo cultivo em que o peso seco foi feito usando membrana.

As maiores massas de extratos foram obtidas na extracdo apds 5 dias de
crescimento. Depois deste tempo houve uma queda da massa de extrato obtida em
ambos os experimentos. Este tempo de 5 dias esta proximo ao tempo em que ha

consumo total da glicose do meio e do tempo em que o fungo para de crescer.

Na fase organica da extracao ficaram solubilizadas as moléculas que possuem
baixa solubilidade em agua, pois a outra fase da particdo trata-se de um solvente
mais polar que o acetato de etila. A queda de rendimento do extrato pode ter sido
em funcdo da degradacdo de moléculas maiores, em moléculas polares menores,

apos o esgotamento da glicose no meio.
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Com os extratos obtidos foram realizados ensaios para verificar a atividade
antioxidante. A atividade antioxidante foi medida através do ensaio com radical
DPPH.

Como ja mencionado, a atividade antioxidante foi avaliada usando-se
diferentes concentracdes de extrato, de onde estimou-se o IC50 (Tabela 2), que é a
concentracdo de extrato necessaria para reduzir 50% do DPPH do meio.

Tabela 2: Resultados dos ensaios de atividade antioxidante com o reagente DPPH
dos extratos gerados.

Tempo de crescimento IC50 do extrato do IC50 do extrato do
(dias) cultivo 1 ( pg/mL) cultivo 2 ( pg/mL)
3 24,0 39,3
S 39,5 35,5
7 16,7 38,2
11 31,6 57,0
18 41,5 *

O Cultivo 1, o primeiro crescimento em que o peso seco foi feito usando papel de
filtro; e o Cultivo 2, o segundo crescimento em que o peso seco foi feito usando

membrana.

De uma forma geral todos os extratos mostraram uma atividade antioxidante
moderada, exceto o extrato de 7 dias do primeiro cultivo que apresentou uma maior
atividade (IC50 16,7 pg/mL). Lembrando que como o IC50 € a concentracdo de
extrato capaz de reduzir a concentracdo de DPPH a metade, quanto menor o IC50

maior a atividade antioxidante.

Também se pode notar que os resultados do segundo cultivo ndo variaram
muito durante o cultivo do fungo, o que sugere que a taxa de producdo dos
metabdlitos com essa atividade € praticamente a mesma, ndo sendo favorecida em

qualquer periodo especifico do crescimento.
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Uma forma de se avaliar a atividade antioxidante qualitativamente € por
cromatografia em camada delgada usando como revelador o reagente DPPH. Apos
ser reduzido, o radical DPPH apresenta a cor amarela, o que permite visualizar onde
esta concentrada a atividade antioxidante apdés uma separagcdo por cromatografia.
Tal analise também permite verificar se todos os extratos possuem o mesmo peffil

quimico e se a atividade est4 concentrada no mesmo ponto.

Deste modo, realizou-se uma cromatografia em camada delgada e revelou-se
a placa usando diferentes reveladores, como radiagéo ultravioleta a 254 e 365 nm,

além de reveladores quimicos como DPPH e o FeCl; (Figura 12).
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Figura 12: CCD dos extratos obtido pela particdo acetatos de etila revelados com:
(a) UV 254 nm, (b) UV 365 nm, (c) reagente DPPH 0,4 mM, e (d) FeCl; 10%. Os
nameros indicam o tempo de cada de cultivo, em dias. As condic6es foram: silica gel
como fase estacionaria e a fase mével, CH,Cl,/MeOH (9:1), com aplicacdo 5 pL de
amostra na concentracao de 25 mg/mL em metanol, em 0,5 cm, com espagcamento

de 0,5 cm entre uma aplicacéo e outra, e eluicdo de 8,0 cm.

Nas CCD reveladas usando radiacdo UV a 254 e 365 nm é possivel observar
gue o perfil quimico dos metabdlitos produzidos se modifica ao longo do tempo.
Pode-se verificar uma tendéncia a formar moléculas menos polares ao longo do
tempo, pois as bandas com maior fator de retencéo (Rf) se intensificam conforme o
maior tempo de cultivo do fungo. Além disso, visualmente, observa-se o efeito
contrario nas bandas com menor Rf ao longo do tempo.

Lembrando que fator de retencéo (Rf) € considerado um dos parametros mais
importantes em CCD. Ele é a razado entre a distancia percorrida pela substancia pela
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distancia de eluicdo da fase movel. Logo, quanto maior o Rf, maior a distancia
percorrida pela amostra.

Comparando os dois cultivos realizados, o primeiro foi aquele em que o peso
seco foi realizado filtrando-se com papel de filtro todo o micélio e o segundo é o que
fez-se tal determinacdo usando uma membrana, nota-se pela CCD que séao
semelhantes. Porém o aparecimento de uma banda azul mais intensa (quando
revelada em 365 nm) no primeiro cultivo, em 11 dias, sugere uma maior variagao
dos metabolitos ao longo do tempo neste cultivo.

O resultado da placa revelada com DPPH foi muito interessante. Lembrando
gue as bandas que possuem atividade revelaram-se como uma banda amarela, fruto
da reducdo do radical DPPH. Nele pode-se verificar que as substancias com
potencial antioxidante se modificam ao longo do tempo, pois nos extratos gerados
com menor tempo de cultivo, até 5 dias, as substancias reveladas possuem baixo
Rf, e nos extratos gerados com maior tempo de cultivo, a partir de 5 dias, elas
aparecem em um Rf maior.

Analisando as CCD dos extratos gerados no primeiro cultivo, ndo é possivel
ver diferencas na atividade antioxidante entre os extratos, apesar de um extrato ter
mostrado uma maior atividade no ensaio quantitativo com o radical DPPH. O mesmo
acontece para os extratos gerados no segundo cultivo, porém nesse a atividade
antioxidante ndo variou muito ao longo do tempo e as bandas que mostraram
atividade na CCD também séo diferentes entre os extratos com o decorrer do tempo.

Todos os extratos tiveram bandas reveladas com FeCl; 10%, o que indica a
presenca de fendis em todos eles. E possivel ver uma banda indicando a presenca
de fenol proximo a base, revelada na cor laranja, além de outras bandas coloridas
com maiores Rfs, que sé aparecerem mais intensamente apés 7 dias de cultivo.

E importante comparar as CCD reveladas usando o reagente DPPH e as
reveladas com FeCl; 10%, pois compostos fendlicos normalmente possuem
atividade antioxidante. Essa atividade € dada pelas suas propriedades redutoras e
estrutura quimica, que possuem um importante papel no sequestro de EROs e
quelacdo de metais de transicdo, agindo na etapa de iniciacdo e propagacdo do
processo oxidativo. Além disso, os intermediérios formados sdo estaveis devido a

ressonancia do anel aromatico destas estruturas (34).
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Comparando-se as duas placas observa-se que bandas foram reveladas
usando os dois reagentes, 0 que sugere que tais compostos fendlicos devem ser
responsaveis pela atividade antioxidante. Também ha bandas reveladas com o
FeCl; 10% e que nao foram reveladas usando o reagente DPPH, entdo essas
tratam-se de compostos fendlicos que ndao possuem potencial antioxidante.

Ainda sobre as CCD, € possivel visualizar uma mancha amarela mais intensa
em todas as amostras (indicada na figura 12 com uma seta), quando reveladas no
UV a 365 nm. Além disso, é possivel observar uma variacdo da sua intensidade
entre os extratos, a fim de se confirmar essa variacdo de intensidade ao longo do
tempo, que é proporcional a quantidade da substancia em questédo, realizou-se uma
medida por densitometria.

Como essa banda amarela € a mais intensa e a densitometria € a medida da
densidade luminosa, a luminosidade de outras bandas poderiam interferir na analise,
por isso fez-se outra CCD em uma concentragdo mais baixa de amostra (10 mg/mL),
para realizar a medida relativa da banda por densitometria (Figura 13). Além disso,
aplicou-se também uma fracdo rica em citrinina, isolada em outro trabalho, por ser
uma das principais substancias produzidas pelo fungo P. citrinum.

1°cultivo 2°cultivo
A

A
4 N A

3 571118C 3 5711

Figura 13: CCD dos extratos obtido pela particdo acetatos de etila revelados

com UV 365 nm. Os numeros indicam o tempo de cada de cultivo, em dias. As
condi¢bes foram: silica gel como fase estacionaria e a fase movel, CH,Cl, /MeOH
(9:1), com aplicacao 5 pL de amostra na concentracdo de 10 mg/mL em metanol, em
0,5 cm, com espacamento de 0,5 cm entre uma aplicacéo e outra, e eluicdo de 8,0
cm. E em C é a aplicacdo de uma fracao enriquecida em citrinina com concentracao

de 2 mg/mL.
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Pode-se visualizar a alteragéo da intensidade, ao longo do tempo, da banda
que possui mesmo Rf que a citrinina, e esta € uma banda que aparece em todos os
extratos. Entdo adotou-se a abundancia de tal como parametro para se verificar a
alteracdo dos metabdlitos produzidos ao longo do tempo, por densitometria (Figura
14).

Foto.CCD cinética P. citinum.265nm.01.01 .12 jpg; Uncalibrated

3 dias 5 dias 7 dias 11 dias 18 dias C 3 dias 5 dias 7 dias 11 dias

Figura 14: Densitograma da placa cromatografica com aplicacdo da amostra na
concentracdo de 10 mg/mL. O primeiro grupo de dias € referente ao primeiro cultivo,
o C é amostra de referéncia (fracédo enriquecida em citrinina), e o segundo grupo de

dias é referente ao segundo cultivo.

Os picos no densitograma sao referentes a densidade de luminosidade
medida para area recortada da figura, onde foram destacadas apenas as bandas de
interesse da placa cromatografica. Entdo os picos foram integrados e calculou-se a
porcentagem relativa da banda. A porcentagem relativa foi calculada em relacdo ao
pico de maior area do densitograma para cada cultivo, sendo esse considerado o
100% e os demais referentes a ele. No caso a porcentagem relativa € a razdo da
area em questéo pela maior &rea daquele cultivo multiplicado pelo fator 100 (Tabela
3).
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Tabela 3: Resultados da integracdo do densitograma apos separacdo por CCD dos
extratos gerados.

Tempo (dias) Area Porcentagem relativa (%)

3a 8008,7 52,6
5a 15216,9 100
7a 13051,7 85,8
11a 11097,6 72,9
18a 16735,3 -

3b 8065,9 63,0
5b 13576,0 95,0
7b 14290,6 100
11b 12802,2 89,6

a: referente ao primeiro crescimento; b: referente ao segundo crescimento.

Pode-se verificar em ambos os cultivos que ha uma variagdo na concentracédo
de citrinina ao longo do tempo, confirmando o que ja se havia sugerido apenas com
as CCD antes da densitometria. Nos dois casos também ha um aumento na
concentracéo de citrinina até certo tempo, seguido de uma queda. Lembrando que a
densitometria foi uma técnica adotada apenas para estimar a porcentagem relativa

de citrinina ao longo do cultivo.

No segundo cultivo observa-se um aumento da concentracdo de citrinina até o
sétimo dia, seguido de uma pequena queda até o décimo primeiro dia. Ja no
primeiro cultivo ha um aumento da concentracdo até o quinto dia, seguido de uma

queda até o décimo primeiro dia.

Entretanto, ao observar a banda referente a citrinina com 18 dias nota-se que
ela ndo é a mais intensa, mas foi a que apresentou a maior area devido ao rastro
luminoso de outra banda, dessa forma nédo se pode afirmar o que acontece com a

concentracdo de citrinina neste ponto, por isso descartou-se tal ponto na
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determinacdo da é&rea relativa e adotou-se como 100% a area referente ao quinto
dia. Lembrando que a exclusdo desse ponto ndo impediu a estimativa das demais

concentracfes deste primeiro cultivo.

De uma forma geral, apds todas as analises, pode-se dizer que ambos os
cultivos apresentaram resultados semelhantes, principalmente pela analise por CCD
em que pode ser observado em quase gque sua maioria a mesma gama de bandas
nos dois cultivos. Contudo em alguns resultados como os do ensaio com o reagente

DPPH e a cinética de crescimento apresentaram algumas diferencas.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a atividade antioxidante dos metabdlitos
associados ao crescimento do fungo endofitico Penicillium citrinum isolado dos
cladodios de Opuntia monacantha. Primeiro realizou-se a cinética de crescimento do
fungo em 120 mL de meio Sabouraud Dextrose, pH 5,6, com agitacdo de 170 RPM a
temperatura de 30C na concentracdo de inoculo de 2,0 x 10* esporos/mL, com
procedimentos de determinacdo de peso seco diferentes, e em ambas as
determinacdes verificou-se que o fungo endofitico cresce até, aproximadamente, o
quinto dia. Também se realizou a dosagem de glicose do meio ao longo desse
crescimento e verificou-se 0 seu esgotamento entre o quinto e o sétimo dia de

crescimento.

Para analisar a atividade antioxidante dos metabdlitos produzidos foi feita uma
particAo com acetato de etila, a fim de se extrair os metabdlitos, e houve variacdo da
massa de extrato obtida ao longo do tempo, sendo o extrato do quinto dia o que
apresentou maior massa. No ensaio com radical DPPH para avaliar a atividade
antioxidante os extratos mostraram uma atividade moderada, exceto o extrato de 7
dias do primeiro cultivo que apresentou uma maior atividade (IC50 16,7 pg/mL).
Também se pode dizer que ndo houve muito variacdo na atividade entre os dias do

segundo cultivo.

Na andlise por CCD dos extratos obtidos ao revelar as placas com radiacdo
UV a 254 e 365 nm verificou-se que o perfil quimico dos metabdlitos produzidos se
modifica ao longo do tempo, aparecendo bandas com maior Rf conforme maior
tempo de cultivo e ficando menos intensas as de baixo Rf. E pode-se verificar
também que ambos os cultivos apresentaram um perfil quimico semelhante entre si.
Ao revelar as placas com o reagente DPPH pode-se perceber que as substancias
que apresentaram atividade antioxidante se modificam ao longo do tempo, pois os
extratos com menor tempo de crescimento apresentou mais bandas com baixo Rf,
engquanto 0s extratos a partir do sétimo dia revelaram bandas com um Rf mais alto.
Por fim, a revelagcdo com solucao de FeCl; 10% mostrou a presenca de compostos
fendlicos no extrato, e alguns deles mostraram atividade antioxidante também, uma

vez que as bandas foram reveladas com os dois reagentes. E pode-se verificar a
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variacdo da porcentagem relativa da banda do mesmo Rf que o da citrinina ao longo

do tempo, apresentando um maximo, seguido de uma queda, por densitometria.

Pode-se concluir que, apesar de algumas diferencas nos resultados da
cinética de crescimento e do ensaio quantitativo com o radical DPPH, ambos os
cultivos apresentaram resultados semelhantes, principalmente pela analise por CCD
em que pode ser observado, em quase que em sua maioria, a mesma gama de
bandas nos dois cultivos.
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6. PROPOSTAS FUTURAS

Melhorar o método para medir o crescimento celular e apos este estudo prévio
da cinética, pretende-se fazer uma otimizacdo das condi¢cdes de cultivo através de
um planejamento experimental, estudando a influéncia de diferentes varidveis na
producdo de compostos bioativos, como: a forma de cultivo; concentracdo de meio
Sabouraud Dextrose; concentracdo de sais (concentracdo de agua do mar artificial

utilizada); pH; temperatura e tempo de cultivo.

Apés essa otimizacdo sera estudado uma ampliacdo de escala de cultivo.
Inicialmente, o aumento da escala sera feito aumentando-se o numero de frascos de
cultivo, garantindo-se as mesmas condicfes metabdlicas (aeracédo). O processo de
extragcéo sera feito apenas com maiores volumes de solvente, visando-se avaliar 0s
rendimentos obtidos e também as atividades biolégicas dos metabdlitos extraidos
em maior escala. Apos a validacdo dos rendimentos e das atividades biologicas dos
metabdlitos extraidos serdo conduzidos experimentos em maiores volumes de meio

de cultura (500 mL) ainda em frascos agitados e posteriormente em biorreator.

Nesta sisteméatica de trabalho relacionada a busca das substancias bioativas o
trabalho de isolamento dos metabdlitos presentes nos extratos ativos dar-se-a por
acompanhamento pelos ensaios bioldgicos (isolamento bio-guiado). Esta estratégia
deve gerar poucas fracbes permitindo o acompanhamento mais &gil e racional da
bioatividade. No processo, 0s extratos serdo submetidos a métodos cromatograficos
como cromatografia em coluna (CC) por adsorcdo (gel de silica) e/ou excluséo
(Sephadex LH-20), cromatografia em camada delgada preparativa (CCD-Prep) em
gel de silica e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica e
semi-preparativa utilizando-se detector de ultravioleta (UV) e arranjo de diodo (DAD).
A caracterizacdo estrutural inequivoca das substancias de interesse sera
estabelecida por Espectrometria nas regides do infra-vermelho (IV) e UV,
espectrometria de massas (impacto de elétrons) e eletrospray (CLAE-EM), RMN *H
e ®C em uma e duas dimensbes, rotacdo optica, dicroismo circular e

transformacdes quimicas.
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