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RESUMO

Os fungos basidiomicetos sdo reconhecidos por produzirem distintos
compostos de importancia bioldgica e terapéutica. Este trabalho teve
como objetivo identificar compostos bioativos com propriedades
bioldgicas produzidos pelo fungo Ganoderma lipsiense cultivado em
arroz vermelho. O trabalho foi realizado em quatro etapas: na primeira
etapa Ganoderma lucidum, Ganoderma applanatum e Ganoderma
lipsiense foram cultivados em arroz vermelho por fermentacdo em estado
solido (FES) a fim de selecionar um fungo com potencial de produgdo de
cumarinas. Todos os fungos apresentaram uma producéo indicativa destas
moléculas por anélises qualitativas e valores similares quanto ao teor nos
ensaios quantitativos espectrofotométricos. O fungo G. lipsiense mostrou
melhor crescimento morfologico dentre os fungos testados, além de
menor volume de publicagbes descritas na literatura, sendo este
selecionado para estudos cinéticos subsequentes. Ganoderma lipsiense
foi cultivado em arroz vermelho por 63 dias com extragdes a cada 7 dias
para identificacdo dos compostos fendlicos e avaliagdo da atividade
antibacteriana contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. Foram identificados no extrato os acidos cafeico,
siringico, salicilico, feralico, p-cumarico e vanilina por cromatografia
liquida de alta eficiéncia / espectrometria de massa por ionizagdo por
eletrovaporizacdo (HPLC-ESI-MS/MS). Os &cidos cafeico e siringico,
assim como a vanilina foram produzidos por G. lipsiense, sendo
guantificados por cromatografia liquida de alta performance com
deteccdo de rede de diodo (HPLC) maiores concentrac@es de vanilina e
acido cafeico no extrato do 49° dia. O extrato se mostrou ativo somente
para P. aeruginosa com melhores atividades em 63 dias. A partir de um
novo cultivo de G. lipsiense em arroz vermelho por FES, na segunda
etapa, foi possivel identificar biocompostos produzidos pelo fungo
presentes nas fracdes apolares do extrato. O esteroide ergosta-6,22-dieno-
3B,5a,8a-triol foi identificado a partir de andlises de infravermelho
(FTIR) e ressonancia magnética nuclear de carbono e hidrogénio (RMN
'H e 13C), no qual mostrou significativa atividade antiparasitaria contra
Giardia duodenalis na concentragdo de 500 pg-mL. Além do esteroide,
foram identificados 18 acidos graxos nas fracdes purificadas com hexano
e diclorometano, dentre eles os &cidos oleico, linoleico, palmitico,
tetradecandico e pentadecandico. O extrato bruto e as fragBes purificadas
tiveram atividade antibacteriana contra P. aeruginosa e S. aureus nas
concentragdes de 500 ug'mL? e atividade antiparasitaria contra G.
duodenalis na concentragdo de 100 ug-mL. A partir da terceira etapa, o



fungo foi cultivado por fermentacdo submersa (FS). Na etapa trés, foi
avaliada a atividade antiparasitaria contra G. duodenalis além da
identificacdo dos compostos produzidos no micélio de G. lipsiense
cultivado em meio sintético. Foram identificados esteroides, acidos
graxos e compostos como sesquiterpenos, aldeidos e alcoois, com
destaque para os esteroides ergosta-5,8,22-trien-3p-ol, ergosta-5,8(14)-
dien-3-ol, 7,22-ergostadienol, ergosta-7,22-dien-3-ol (33,22E), ergosta-
7,22-dien-3-ol (3B, 50, 22E), ergosterol, 7,22-ergostadienona e ergosta-
4,6,8(14),22-tetraen-3-ona e do sesquiterpeno ar-turmerona. Elevadas
atividades antiparasitarias foram observadas, especialmente na fracdo
hexano. A quarta etapa deste trabalho avaliou o potencial inibitorio da
enzima o-glicosidase pelo extrato bruto da primeira etapa, do extrato
micelial da terceira etapa e do extrato micelial do fungo cultivado em
meio a base de arroz vermelho. Os extratos miceliais apresentaram
melhores atividades inibidoras da enzima a-glicosidase, com inibicOes
> 96%. Os ajustes dos dados experimentais por modelos matematicos
ndo-lineares indicaram uma inibi¢cdo competitiva ocasionada pelo extrato
micelial cultivado em arroz vermelho, enquanto o extrato micelial
cultivado em meio sintético tem caracteristicas de inibicdo incompetitiva.
Assim, constatou-se que o fungo G. lipsiense testado nesse trabalho
possui habilidades para produzir biocompostos com atividades
antibacterianas, antiparasitarias, além de inibidores da enzima ao-
glicosidase, dependendo do tipo de substrato utilizado e da forma de
cultivo empregada.

Palavras-chave: Atividades biol6gicas. Biocompostos. Ganoderma
lipsiense.



ABSTRACT

Basidiomycete fungi are recognized for producing several compounds
with important biological and therapeutic properties. This work aimed to
identify bioactive compounds with biological properties produced by the
Ganoderma lipsiense fungus cultivated in red rice. Four stages were
carried out in this work: in the first stage Ganoderma lucidum,
Ganoderma applanatum and Ganoderma lipsiense were cultivated in red
rice by solid-state fermentation (SSF) in order to select a fungus with
potential for coumarins production. All fungi presented an indicative
production of these molecules by qualitative analyzes and similar values
for the content in the quantitative spectrophotometric assays. The G.
lipsiense fungus showed better morphological growth among the fungi
tested, as well as lower volume of publications described in the literature,
being selected for subsequent kinetic studies. Ganoderma lipsiense was
grown in red rice for 63 days with extractions every 7 days to identify the
phenolic compounds and evaluate of the antibacterial activity against
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus.
Caffeic acid, syringic acid, salicylic acid, ferulic acid, p-coumaric acid
and vanillin were identified in the extract by high-performance liquid
chromatography/electrospray ionization tandem mass spectrometry
(HPLC-ESI-MS / MS). Caffeic and syringic acids as well as vanillin were
produced by G. lipsiense, and higher concentrations of vanillin and
caffeic acid were measured by high-performance liquid chromatography
with diode-array detection (HPLC) in 49 days. The extract was only
effective against P. aeruginosa with higher activities in 63 days. G.
lipsiense was grown again on red rice by SSF, in the second stage, and
then was possible to identify biocomposites produced by the fungus
present in the non-polar fractions of the extract. The steroid ergosta-6,22-
dien-3B,5a,8a-triol was identified from infrared (FTIR) and nuclear
magnetic resonance of carbon and hydrogen (*H and *C NMR) from the
purified extract, and it which it showed significant antiparasitic activity
against Giardia duodenalis at the 500 ug-mL-* concentration. In addition
to the steroid, 18 fatty acids were identified in the fractions purified with
hexane and dichloromethane, among them oleic, linoleic, palmitic,
tetradecanoic and pentadecanoic acids. The crude extract and the purified
fractions had antibacterial activity against P. aeruginosa and S. aureus at
concentrations of 500 ug-mL? and antiparasitic activity against G.
duodenalis at the concentration of 100 ug-mL-*. Third and fourth stages,
the fungus was cultivated by submerged fermentation (SF). The third step
consisted in the antiparasitic activity evaluation against G. duodenalis and



identification of biocompounds produced in the mycelium of the G.
lipsiense grown in synthetic medium. At this stage, steroids, fatty acids
and compounds such as sesquiterpenes, aldehydes and alcohols were
identified, with highlights for ergosta-5,8,22-trien-3p-ol, ergosta-5,8(14)-
dien-3-ol, 7,22-ergostadienol, ergosta-7,22-dien-3-ol (3f3,22E), ergosta-
7,22-dien-3-ol (3B, 50, 22E), ergosterol, 7,22-ergostadienone and
ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one, in addition to the sesquiterpene Ar-
turmerone. High antiparasitic activities were observed for mycelial
extracts of G. lipsiense, especially in the hexane fraction. The fourth step
of this work evaluated the inhibitory potential of the a-glycosidase
enzyme for the G. lipsiense crude extract of the first stage, the third stage
mycelial extract and the mycelial extract of the fungus cultivated in red
rice-based medium. The mycelial extracts presented higher inhibitory
activities of the a-glycosidase enzyme, with > 96 percent of inhibitions.
The adjustments of the experimental data by nonlinear mathematical
models indicated a competitive inhibition caused by the mycelial extract
growth in red rice, while the mycelial extract growth in synthetic medium
has uncompetitive inhibition characteristics. Thus, the results showed that
G. lipsiense fungus evaluated in this work has the ability to produce
distinct biocompounds with antibacterial, antiparasitic activity, as well as
a-glycosidase inhibitor, depending on the type of substrate used and the
culture form evaluated.

Keywords: Biological activities. Biocompounds. Ganoderma lipsiense.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Producgdo de metabolitos bioativos pelo fungo Ganoderma lipsiense

cultivado em arroz vermelho

Justificativa:
Os fungos basidiomicetos produzem uma diversidade de compostos com

atividades bioldgicas, sendo reconhecidos por tal habilidade;

Produtos derivados de fungos do género Ganoderma sdo utilizados na
medicina oriental tradicional para a prevencdo e tratamento de algumas
doencas;

Diversas moléculas descritas na literatura para G. lipsiense apontam
importantes atividades biolégicas e terapéuticas;

O tema ja foi estudado?
Referente as cumarinas, poucos sdo os estudos sobre sua identificacdo em
fungos basidiomicetos;

N&o foram encontrados trabalhos de producdo de cumarinas por G.
lipsiense nos periodicos das plataformas CAPES, Science Direct e
GOOGLE;

O fungo G. lipsiense é pouco estudado frente a outras espécies do género
Ganoderma;

N&o foram encontrados na literatura relatos de agdo antiparasitaria e
inibidores enzimaticos relacionados a enzima o-glucosidase para esta
espécie de fungo.

Hipdteses
H1. Fungos G. lucidum, G. applanatum e G. lipsiense tem capacidade
metabdlica de sintese de cumarinas quando cultivados em arroz vermelho;

H2. O fungo G. lipsiense quando cultivado em arroz vermelho tem
capacidade metabolica de sintese de biocompostos com atividades
biologicas e terapéuticas;

H3. O meio de cultivo utilizado nos sistemas de cultivo liquido de G.
lipsiense influencia na capacidade metabdlica de sintese de biocompostos
fangicos com atividades bioldgicas e terapéuticas.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido utilizados por seres humanos desde
a antiguidade, com o objetivo de aliviar e curar doencas. Inicialmente
buscou-se em plantas o isolamento e 0 mecanismo de acdo dos principios
ativos, o que levou ao atual estagio de desenvolvimento cientifico com a
descoberta de novas e importantes drogas. Além das plantas, o potencial
fangico na produgdo de importantes metabdlitos bioativos é muito amplo,
sendo reconhecido como uma estratégia em estudos e processos
relacionados a quimica verde. Muitas pesquisas tém sido realizadas
buscando entender a relagdo dos compostos bioativos produzidos pelos
fungos e sua acdo no metabolismo humano. Dentre 0s compostos ja
conhecidos e comumente estudados em fungos basidiomicetos, podem ser
citados os compostos fenolicos, vitaminas, polissacarideos, terpenos,
esteroides, &cidos graxos, alcaldides e carboidratos (ROSECKE E
KONIG, 2000; SMIDERLE et al., 2012; COSTA et al., 2016; ISLAM et
al., 2016; LOJEWSKA et al., 2017; RATHORE et al., 2017; RONCERO-
RAMOS e DELGADO-ANDRADE, 2017; WANG et al., 2017b;
SINGDEVSACHAN et al., 2017). Compostos fenolicos tém sido
extensivamente estudados devido as suas propriedades antioxidantes
(PENG et al., 2015). Eles incluem uma diversidade de substancias ativas,
como fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e
ligninas, cada um com suas propriedades especificas.

As cumarinas sdo substancias derivadas do éacido cindmico
(DEWICK, 2002) e apresentam diversas aplicacdes, entre elas
medicamentos, cosméticos e perfumaria (STEFFENSKY et al., 2000;
VILA NOVA et al., 2012). Obtido inicialmente por extracdo vegetal e
apos por sintese quimica, algumas cumarinas foram identificadas nos
mais diferentes fungos, dentre eles os fungos basidiomicetos (HASNAT
etal., 2013; HASNAT et al., 2015; ELKHATEEB et al., 2018).

Os fungos basidiomicetos sdo reconhecidos por seu potencial de
degradacdo (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004) e portanto, se encaixam
muito bem em sistemas de cultivo em estado sélido (FES). Alguns
compostos agroindustriais so utilizados como meio de cultura de fungos.
O arroz é um cereal rico em carboidratos e nutrientes necessarios para o
desenvolvimento de fungos e a producédo de varios compostos bioativos.
Cumarinas, inibidores enzimaticos e compostos com atividade
antiinflamatéria foram identificados em culturas de arroz utilizando
fungos do género Ganoderma (KIM et al., 2010; HASNAT et al., 2013;
HASNAT et al., 2015; ABD EL-HADY et al., 2016). O género
Ganoderma tem sido utilizado em paises orientais ha muitos anos
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(ISLAM et al., 2016) e séo reconhecidos pelo seu potencial na produgéo
de compostos bioativos com propriedades terapéuticas. Até o momento,
0 nimero de estudos de identificacdo e mecanismos de acdo dos
compostos produzidos por fungos Ganoderma aumentou. Em uma
revisdo na literatura cientifica, Ganoderma lucidum, Ganoderma
applanatum, Ganoderma tsugae, Ganoderma lingzhi, Ganoderma
sinense e Ganoderma capense sdo 0s mais estudados (MAU et al., 2001;
HUIE e DI, 2004; TSENG et al., 2005; RUSSELL e PATERSON, 2006;
MA et al., 2015; SAKAMOTO et al., 2016). No entanto, outras espécies
produzem compostos bioativos com amplo potencial de aplicacéo.
Atividades antitumorais, antivirais e antibacterianas, atividades
anticolesterolémicas, bem como hipoglicemiantes, hepatoprotetoras,
neuroprotetoras, antioxidantes, antienvelhecimento e imunomoduladoras
sdo alguns dos efeitos produzidos e estudados em extratos de Ganoderma.

Ganoderma lipsiense € um fungo pouco estudado na literatura
cientifica. Até o momento, alguns terpenos, esteroides e acidos graxos
tém sido identificados em seu basidiocarpo (ROSECKE e KONIG, 2000),
bem como alcal6ides, vitaminas e compostos fendlicos observados em
sua constituicdo (SINGDEVSACHAN et al., 2017). Apesar do nimero
de compostos identificados nesta espécie ser reduzido, 0s compostos
identificados e observados mostram potencial para aplicagdes
biotecnoldgicas. No entanto, entre os estudos publicados para esta
espécie, poucos envolvem a identificacdo dos compostos produzidos no
micélio fangico, sendo sua maioria relacionados a identificacdo dos
compostos extraidos de seu corpo frutifero. A identificagdo dos
compostos produzidos pelo fungo na forma de micélio se faz necessaria,
uma vez que, desta forma, se reduz o tempo de cultivo. Neste contexto,
esta tese de doutorado consiste na investigacdo da producéo de compostos
bioativos produzidos por G. lipsiense cultivado em arroz vermelho e em
meio sintético.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
Identificar compostos bioativos com propriedades biol6gicas

produzidos pelo fungo Ganoderma lipsiense cultivado em arroz
vermelho.
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1.1.2 Objetivos especificos

Etapa 1:

e Avaliar a producdo de cumarinas pelos fungos Ganoderma
lucidum, Ganoderma lipsiense e Ganoderma applanatum
cultivados em arroz vermelho;

e  Realizar um estudo cinético para avaliar a producao de cumarinas
e compostos fendlicos totais no extrato de G. lipsiense cultivado
em meio de arroz vermelho em sistema de cultivo sélido (FES);

e ldentificar os compostos fenolicos obtidos no extrato bruto;

e Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato bruto sobre as
bactérias E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

Etapa 2:

e Identificar os compostos produzidos pelo fungo G. lipsiense
cultivado em arroz vermelho por FES presentes nos extratos
bruto e purificado;

e Identificar os compostos produzidos pelo fungo no extrato
purificado da fracdo apolar;

e Auvaliar o potencial antibacteriano e antiparasitario dos extratos
bruto e purificado.

Etapa 3:

e Identificar os compostos produzidos pelo fungo G. lipsiense
cultivado em meio sintético por cultivo submerso (FS) presentes
nos extratos micelial bruto e purificado;

e Identificar os compostos produzidos pelo fungo no extrato
purificado da fracdo apolar e comparar aos compostos obtidos na
Etapa Il por FES;

e Avaliar o potencial antiparasitario dos extratos bruto e
purificado.

Etapa 4:

e Avaliar a inibi¢do da enzima a-glicosidase pelo extrato bruto de
G. lipsiense cultivado por FES e FS em arroz vermelho e por FS
em meio sintético;

e lIdentificar o tipo de inibicdo enzimatica ocasionada pelo extrato
bruto;

e Caracterizar e identificar compostos presentes na fragdo apolar
do extrato micelial do cultivo em FS em arroz vermelho.
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1.2 DESCRICAO DAS ETAPAS RELATIVAS AOS OBJETIVOS
ESPECIFICOS

Os procedimentos e etapas realizadas para esta tese sdo mostrados
na Figura 1. O artigo de revisdo desenvolvido na Etapa 1, intitulado Fungi
as a source of natural coumarins production, se refere a pesquisa para
o referencial tedrico sobre cumarinas produzidas por fungos. Este foi
publicado no periddico Applied Microbiology and Biotechnology, em
2016. O segundo artigo desenvolvido na Etapa 1, intitulado Kinetic
identification of phenolic compounds and potential production of
caffeic acid by Ganoderma lipsiense in solid-state fermentation
corresponde aos dados de identificagdo dos compostos fendlicos e
guantificacdo do &cido cafeico, aceito no periédico Bioprocess and
Biosystems Engineering em 2019. O terceiro artigo desenvolvido
corresponde aos dados da Etapa 2, sendo submetido em periddico
internacional. O quarto artigo desenvolvido na Etapa 3, corresponde aos
dados de identificacdo e de atividade antiparasitaria do micélio de G.
lipsiense cultivado em meio sintético, sendo submetido em periddico
internacional. O quinto artigo desenvolvido na Etapa 4 corresponde aos
ensaios utilizados na inibi¢ao da enzima a glicosidase.
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Figura 1 - Diagrama geral das etapas relativas aos objetivos especificos e

procedimentos deste trabalho de tese.
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1.3 JUSTIFICATIVA

Os compostos bioativos desempenham um importante papel na
prevencdo e tratamento de distintas doengas. Obtidos a partir de fontes
vegetais (SIEBERT et al., 2017; TENFEN et al., 2017) como também por
sintese quimica, muitos compostos bioativos podem ser produzidos por
microorganismos, como fungos e bactérias, em determinadas condi¢des
de cultivo. Os fungos, especialmente os basidiomicetos, sdo conhecidos
pelo potencial de producdo de compostos com atividades bioldgicas,
como terpenos, esterdides, compostos fendlicos e alcaldides (HASNAT
et al., 2013; HASNAT et al., 2015; BABY et al., 2015; PAGANO e
ROSA, 2015). Em se tratando de compostos fendlicos, estes tém uma
estrutura variavel e, portanto, sdo multifuncionais (GONCALVES e
ROMANO, 2017; MENA e LLORACH, 2017) capazes de atuar como
antibacterianos, antioxidantes e antivirais. Obtidos naturalmente a partir
de fontes vegetais, 0s processos biotecnoldgicos tem se mostrado uma
forma alternativa de producdo de compostos fendlicos denominados
naturais. Cumarinas, &cido cafeico, vanilina, &cido ferdlico, é&cido
siringico, acido clorogénico e acido p-hidroxibenzéico sdo alguns dos
compostos fendlicos identificados em cultivos flngicos utilizando como
substrato, arroz e farelo de arroz (HWANG et al., 2013; HE et al., 2014b;
SCHMIDT et al., 2014).

As cumarinas constituem um grupo de moléculas bioativas com
propriedades e aplicacbes terapéuticas, como anticoagulantes,
vasodilatadores, anti-inflamatérias e anticancerigenas (WANG et al.,
2007; LV et al., 2013). Tais atribuicdes estdo relacionadas ao tipo de
estrutura cumarinica obtida. Cumarinas com estruturas muito complexas
sdo de dificil produgdo envolvendo processos de sintese quimica, 0 que
acaba deixando o processo oneroso. Processos biotecnol6gicos sdo uma
alternativa a producdo de moléculas naturais que contém alto valor
agregado, utilizando substratos indutores para a sintese microbiana dos
compostos de interesse. A producdo de cumarinas, acido cafeico, acido
ferulico e vanilina podem ser obtidas a partir do acido p-cumarico, como
ja descrito em rotas de produgao destes compostos em plantas (DEWICK,
2002). O &cido p-cuméarico é um constituinte do arroz (ITO et al., 2014),
um cereal utilizado como substrato em processos biotecnoldgicos para
obtenc¢do de compostos fendlicos (HWANG et al., 2013; HE et al., 2014b;
SCHMIDT et al., 2014), inibidores enzimaticos da a-glicosidase (ABD
EL-HADY et al., 2016) e acetilcolinesterase (HASNAT et al., 2013;
NONG et al., 2014), compostos com atividade antiviral contra HSV-1
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(herpes-virus humano tipo 1) e anti-crustante testada em larva de Balanus
amphitrite (NONG et al., 2014).

A obtencdo de compostos bioativos em fungos basidomicetos pode
ser realizada em seu corpo de frutificacdo, micélio ou no caldo do
processo fermentativo. Antimicrobianos, antitumorais, inibidores
enzimaticos, antioxidantes, imunomoduladores e hipoglicemiadores tém
sido amplamente estudados e identificados em fungos do género
Ganoderma (RUSSELL e PATERSON, 2006; CILERDZIC et al., 2014;
BABY etal., 2015; KLUPP et al., 2016; KAUR et al., 2017). Os tipos de
processo empregados na literatura para Ganoderma sdo solidos ou
liquidos, dependendo do composto a ser produzido. Fungos
basidiomicetos, por serem considerados degradadores, mostram boa
adaptacdo em cultivos sélidos (COSTA e TAVARES, 2017). Em relacédo
ao processo de escala industrial, a FS ¢ mais desenvolvida que a FES
(FARINAS, 2015; SOCCOL et al., 2017) e tem mostrado resultados
promissores na producdo de biocompostos com fungos basidiomicetos.
Polissacarideos, compostos fendlicos, esteroides, cumarinas, terpenos,
inibidores enzimaticos e enzimas foram identificados em FES, em
micélios fungicos e no caldo (FS) com fungos basidiomicetos.

Ganoderma lucidum, G. applanatum, G. tsugae, G. lingzhi, G.
sinense e G. capense sdo fungos comumente utilizados em estudos de
identificacdo e aplicacdo de compostos. A exploracdo de novas espécies
do género Ganoderma é importante, dada a diversidade de compostos
bioativos conhecidos por sua producdo. Poucos artigos foram publicados
com G. lipsiense quando comparados aos demais fungos do género. No
entanto, 0os compostos identificados nesta espécie mostram importantes
propriedades bioldgicas, como atividade antimicrobiana e inibicdo da
linhagem de células de cancer de mama (TNBC) cultivadas em modelo
de camundongo. Até o momento, triterpenos, esterdides e acidos graxos
foram identificados na composic&o de seus corpos frutiferos (ROSECKE
e KONIG, 2000) e alcaldides, glicosideos, vitaminas saponinas,
carotenoides, proteinas e carboidratos, acidos graxos e compostos
fendlicos também foram observados (SINGDEVSACHAN et al., 2017).

A importancia dos compostos bioativos quanto as suas
propriedades bioldgicas e terapéuticas e 0 baixo volume de pesquisas
relacionados a producdo de cumarinas fungicas foram o estimulo inicial
para a pesquisa dessas moléculas. O potencial de fungos do género
Ganoderma quanto a produgdo de compostos bioativos, a baixa
quantidade de estudos publicados referente a producéo e identificacdo de
biocompostos por G. lipsiense, além da auséncia de publicacbes
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envolvendo identificacdo de cumarinas, acido cafeico e vanilina pelo
fungo G. lipsiense, também estimularam a presente pesquisa.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os compostos produzidos por fungos, suas propriedades biolégicas
e terapéuticas foram contextualizados neste capitulo, com énfase para os
géneros Ganoderma e G.lipsiense. O cultivo micelial pode ser realizado
em processos de cultivos sélidos ou liquidos em diferentes substratos, nos
quais possuem grande influéncia na sintese dos compostos produzidos.
Abordam-se as caracteristicas gerais do cultivo solido e liquido assim
como o potencial destes processos para uso na industria.

2.1 FUNGOS: UMA FONTE DE COMPOSTOS BIOATIVOS E
TERAPEUTICOS NATURAIS

Os fungos sdo um grupo ubiquo e diverso de organismos
pertencentes ao reino Fungi, que foi considerado inicialmente como o
quinto reino por Whittaker (1959) (MEDEIROS de SILVEIRA, 2015).
De acordo com sua classificagdo, este reino compreende 1 subclasse, 7
filos, 10 sub-filos, 35 classes, 12 subclasses e 129 ordens (MEDEIROS
de SILVEIRA, 2015), e estima-se que 1,5 milhdo de espécies existem em
todo o mundo e cerca de 120 mil espécies foram descritas até a data
(MEDEIROS de SILVEIRA, 2015; VALENCIA e CHAMBERGO,
2013).

Fungos sdo organismos eucarioticos que incluem microrganismos
como as leveduras, bolores e cogumelos. Eles representam um papel
importante na decomposicéo, contribuindo para a manutencao da biosfera
por reciclagem de material vegetal organico e diversos outros compostos.
Outra caracteristica importante dos fungos é o seu potencial para
processos biotecnoldgicos com foco na producéo de compostos bioativos
(PAGANO e ROSA, 2015).

De acordo com a classificacdo de Alexopoulos e Mims, (1985), séo
os filos Ascomycota e Basidiomycota, constituintes de uma imensa fonte
de componentes biologicamente ativos (SMITH et al., 2015). Os fungos
ascomicetos tém uma incrivel diversidade em todos os aspectos da sua
vida, proporcionando recursos interessantes para estudos cientificos
(WHITEWAY et al, 2015). Muitas espécies de leveduras sdo
ascomicetos unicelulares, que sdo distribuidos em 60 géneros com
aproximadamente 500 espécies conhecidas (RIBEIRO da SILVA e
COELHO, 2006).

Os fungos sdo reconhecidos por seu grande potencial de producéo
de enzimas em escala comercial (CORTES e MOSQUEDA, 2013) assim
como na sintese de medicamentos, incluindo compostos com atividades
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anticancer (HAZALIN et al., 2012), processos de biotransformacéo
(AGUIRRE-PRANZONI et al., 2011), sintese de é&cidos organicos
(CORTES e MOSQUEDA, 2013) e compostos com atividades
antimicrobianas e antiparasitarias (LENZI et al., 2018).

Os fungos basidiomicetos, comumente conhecidos como
cogumelos, sdo muito importantes no ecossistema florestal. Eles séo
definidos como macro fungos e constituidos por um corpo frutifero,
conforme mostra a Figura 2. A producéo de esporos (basidiosporos) nos
basidiomicetos ocorre em uma estrutura externa chamada basidium
(ALEXOPOULOS e MIMS, 1985). O micélio de basidiomicetos é
formado por hifas septadas, que penetram no substrato absorvendo
nutrientes do meio. Essas hifas sdo microscédpicas, mas seu conjunto
forma uma estrutura visivel chamada micélio (ALEXOPOULOS e
MIMS, 1985). Os corpos de frutificagdo (basidiocarpos) de muitos
basidiomicetos sdo comestiveis e algumas espécies sdo comercialmente
cultivadas para alimentacdo.

Figura 2 — Esquema descritivo dos constituintes dos fungos basidiomicetos

Corpo de
frutificagdo

Ldminas com
Basidiosporos

Micélio

Os cogumelos sdo usados por muitos anos na cultura oriental para
alimentos humanos (ISLAM et al., 2016). No Brasil, a coleta e 0 uso
destes fungos foi uma pratica comum entre os povos indigenas, mas essa
prética foi perdida ao longo do tempo. Na década de 1950, as técnicas de
cultivo comecaram a ser realizadas por imigrantes orientais, que
trouxeram fungos comestiveis de seus paises de origem (MELO de
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CARVALHO, 2014). As pesquisas indicam que o0s cogumelos
comestiveis ja existiram no periodo Cretaceo, h4 130 milhdes de anos,
antes do surgimento da humanidade. Inicialmente, eles eram coletados
nas florestas por coletores de alimentos e cagadores, sendo posteriormente
cultivados por humanos (MELO de CARVALHO, 2014; RATHORE et
al., 2017).

Recentemente, o consumo de cogumelos como alimento aumentou
consideravelmente, devido aos seus efeitos benéficos na satide humana.
Agaricus bisporus, Pleurotus spp. e Lentinula edodes sdo o0s
basidiomicetos mais consumidos para alimentos humanos em todo o
mundo. O consumo de cogumelos expandiu-se ndo s6 como alimento,
mas também na area de produtos farmacéuticos, nutracéuticos e
cosmecéuticos (RATHORE et al., 2017). Numerosos estudos relataram a
capacidade dos cogumelos medicinais para curar doengas (RATHORE et
al.,, 2017; RONCERO-RAMOS et al., 2017). Ganoderma lucidum,
Coriolus versicolor, Fomes fometarius, Tremella fuciformis e Lentinus
edodes sdo tradicionalmente utilizados na medicina popular Chinesa
(SAINI e ATRI, 1999).

Em geral, os basidiomicetos tém altos teores de carboidratos totais
(50 - 60%), fibras, proteinas (19 - 35%), vitaminas e alguns minerais,
incluindo fosforo, potassio e calcio, além de baixo teor de gordura (2 -
6%) em sua matéria seca (SMIDERLE et al., 2012; RATHORE et al.,
2017; SINGDEVSACHAN et al., 2017). Os acidos graxos nao saturados
sdo predominantes em relacdo aos &cidos graxos saturados, especialmente
acido palmitico, &cido oleico e &cido linoleico (RATHORE et al., 2017).

Os compostos produzidos por fungos basidiomicetos séo
constituintes de diversos grupos quimicos e podem ser classificados de
acordo com sua estrutura. Uma diversidade de metabolitos pode ser
sintetizada pelo mesmo fungo, dependendo das condi¢Bes em que esta
sujeito. Os compostos bioativos de alto valor medicinal, como terpenos,
ergosterol, fenolicos, polifendis, lectinas, polissacarideos e compostos
organicos volateis sdo constituintes em cogumelos (ROSECKE E
KONIG, 2000; COSTA et al., 2016; ISLAM et al., 2016; LOJEWSKA et
al., 2017; RONCERO-RAMOS et al., 2017; WANG et al., 2017). Estes
compostos tem mostrado inimeros beneficios para a prevencdo e
tratamento de doencas, como diabetes mellitus (JEONG et al., 2010; MA
et al,, 2015; KAEWNARIN et al., 2016; RONCERO-RAMOS e
DELGADO-ANDRADE, 2017; WANG et al, 2017), cancer
(KAEWNARIN et al, 2016; SINGDEVSACHAN et al., 2016;
RONCERO-RAMOS e DELGADO-ANDRADE, 2017) e doencgas
cardiovasculares (JEONG et al., 2010; RONCERO-RAMOS e
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DELGADO-ANDRADE, 2017), além das propriedades biol6gicas
avaliadas no tratamento de doencas negligenciaveis (MOGLAD e
SAADABI, 2012; MA et al.,, 2014; LELIEBRE-LARA et al., 2016).
Doengas negligenciaveis sdo um grupo de doencas infecciosas causadas
por bactérias, parasitas ou virus que prevalecem especialmente em regides
de clima tropical (LENZI et al., 2018).

Os fungos basidiomicetos sdo considerados uma fonte rica de
antibidticos naturais. No entanto, ao contrario das pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de novas drogas mais eficazes e potentes contra
bactérias cada vez mais resistentes aos antibidticos convencionais
(YAYAN et al., 2015), o nimero de pesquisas publicadas relacionando
fungos basidiomicetos como agentes antiparasitarios ainda é limitada
(LENZI et al., 2018).

Dentre os parasitas mais usuais de desenvolvimento em paises de
clima tropical, destacam-se Plasmodium spp., Leishmania spp., Giardia
spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi e Helmintus, cujo o
tratamento convencional foi desenvolvido a muito tempo atrds. A
literatura reporta a acdo de compostos como terpenos, esteroides,
cumarinas e quinonas como compostos com  propriedades
antiparasitarias, em especial os terpenos e esteroides, dos quais podemos
citar os fungos basidiomicetos do género Lentinus spp., Ganoderma spp.,
Pycnoporys sanguineus, Trametes versicolor e Pleurotus ostreatus
(RUKACHAISIRIKUL et al, 2005; CORREA et al., 2006; ADAMS et
al., 2010; RAMOS-LIGONIO et al., 2012; MA et al., 2014; LELIEBRE-
LARA etal., 2016; LENZI et al., 2018) como produtores.

Apesar do parasita Giardia duodenalis, um protozoario flagelado
e causador da giardiase ser considerado 0 mais comum protozodrio
parasita humano, poucos estudos voltados a busca de novas drogas
antiparasitarias sdo publicados. O género Giardia consiste em seis
espécies: G. agilis, G. ardeae, G. microti, G. duodenalis, G. psittaci e G.
muris e se distinguem com base na morfologia e ultraestrutura de seus
trofozoitos (DURIGAN, 2015). As manifestacdes clinicas da giardiase
sdo divididas em giardiase assintomatica (portadores) ou giardiase
sintomatica: diarreia aguda a cronica, dor abdominal, vomitos,
desidratacao e perda de peso além da mé absorcao dos nutrientes podendo
ocasionar reducdo do crescimento e do desenvolvimento cognitivo de
criancas (DURIGAN, 2015; YARAHMADI et al., 2016).

A G. duodenalis apresenta dois estagios em seu ciclo de vida:
estagio trofozoito e estagio de cisto (YARAHMADI et a., 2016). Quando
em condicdes ideais no interior do hospedeiro (temperatura +37 °C e pH
acido) estdo presentes na forma trofozoitos, que costumam parasitar o
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duodeno e o ileo, anexando-se ao epitélio intestinal. Os cistos costumam
ser encontrados no ambiente e sdo uma forma essencial para a
sobrevivéncia do parasita fora do hospedeiro, sendo resistentes a cloragao
e 0zonizagdo e permanecem viaveis durante bastante tempo. Quando um
novo hospedeiro consome um cisto, 0 ambiente &cido do estbmago do
hospedeiro estimula sua excitacdo. Cada cisto produz dois trofozoitos.
Esses trofozoitos migram para o duodeno e o jejuno, onde se ligam a
parede da mucosa por meio de um disco adesivo ventral e se replicam por
fissdo binaria (KUCIK et al., 2004; DURIGAN, 2015).

Os tratamentos utilizando drogas quimicas atuais, como
metronidazol, tinidazol e furazolidona, sdo frequentemente prescritos
pelos médicos para o tratamento da giardiase. No entanto, a resisténcia ao
uso dos medicamentos devido aos efeitos colaterais ocasionados pelo
longo tempo de tratamento, tem sido associado aos tratamentos
convencionais. Com isso, a busca por novas drogas naturais, que sejam
seguras e que tenham efeitos terapéuticos, baixo custo de producédo e
efeitos colaterais minimos se faz necessario (YARAHMADI et al., 2016),
buscando reduzir assim, o tempo de tratamento da doenca.

2.1.1 Fungos e os inibidores enzimaticos da a-glicosidase

Terpenos, cumarinas, compostos fendlicos, alcaloides, peptideos e
polissacarideos obtidos via processos biotecnolégicos envolvendo
algumas enzimas associadas ao desenvolvimento de sérias doencas
enddcrinas, como a diabete mellitus (KANG et al., 2013; DEL VALLE et
al., 2016; PENG et al., 2016; WANG et al., 2017), em virtude do efeito
hipoglicémico destes compostos.

Diabetes é um distrbio metabdlico sistémico caracterizado pelo
aumento dos niveis de glicose no sangue (DEL VALLE ET AL., 2016;
WANG et al., 20178, WANG et al., 2017b) e geralmente compreende 2
tipos: tipo 1, também conhecido como diabetes mellitus dependente de
insulina (DM1), e diabetes mellitus tipo 2 ou ndo insulina-dependente
(DM2) (FATMAWATI et al., 2011). O DM2 é causado por disfungdo da
insulina, especialmente p6s-prandial. O principal objetivo do tratamento
da diabetes é a regulacdo e a manutencéo dos valores glicémicos, de modo
a prevenir complicagBes agudas e cronicas, prolongando e melhorando a
qualidade de vida dos pacientes (WANG et al., 2017a).

Nos anos 80, os inibidores da a-glicosidase (E.C. 3.2.1.20)
tornaram-se uma nova classe de farmacos antidiabéticos. A enzima a-
glicosidase é secretada pela mucosa epitelial do intestino delgado e
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responsavel pela degradagéo dos carboidratos (YIN et al., 2014), ou seja,
hidrolisam moléculas de carboidratos maiores em glicose e outros
monossacarideos, facilitando sua absor¢do. Os inibiores enzimaticos da
a-glicosidase retardam o processo de digestdo e absorcdo de carboidratos,
caracteristica pela qual os fazem ser propostos como tratamento para o
diabetes mellitus tipo 2 (FATMAWATI et al., 2011). Consequentemente,
0 pico de concentracdo de glicose no sangue pos-prandial é reduzido e o
nivel de acucar no sangue fica sob controle (YIN et al., 2014). Os
inibidores da a-glicosidase usados clinicamente existentes sdo acarbose,
miglitol e voglibose, todos originarios de produtos naturais; no entanto,
estdo associados a efeitos colaterais gastrointestinais, como distencdo
abdominal, flatuléncia e possibilidade de diarreia (DEL VALLE et al.,
2016; ROUZBEHAN et al., 2017). Além disso, a resisténcia a estes
medicamentos também foi relatada apds tratamento prolongado (ISLAM
etal., 2013).

A literatura denota a a¢do do extrato bruto (ABD EL-HADY et al.,
2016) e de compostos fungicos isolados (FATMAWATI et al., 2011;
KANG et al., 2013; DEL VALLE et al., 2016; JING et al., 2016; CHEN
et al., 2018) como inibidores da enzima a-glicosidase. Dentre os fungos
com potencial inibicdo da enzima: Aspergillus oryzae (KANG et al.,
2013), Aspergillus unguis (ABD EL-HADY et al., 2016), Ganoderma
leucocontextum (WANG et al., 2017b), G. lucidum (FATMAWAT I et al.,
2011), Ganoderma resinaceum (CHEN et al., 2018), Lachnum YM406
(JING et al., 2016), Penicillium spathulatum (DEL VALLE et al., 2016),
Xylariaceae sp. QGS 01 (INDRIANINGSIH e TACHIBANA, 2017)
podem ser citados.

A diversidade de compostos bioativos produzidos pelos fungos, de
acordo com as caracteristicas genéticas, as condi¢fes de cultivo e de
processo, amplia o seu espectro de aplicacdo, 0 que 0s tornam capazes de
atuar como agentes transformadores no desenvolvimento de novas drogas
para fins terapéuticos e processos biotecnoldgicos industriais.

2.1.1.1 Cinética enzimatica

O modelo cinético de Michaelis e Menten é hoje 0 modelo mais
utilizado quando se deseja avaliar a cinética enzimatica de a-glicosidase.
O substrato (S), moléculas de carboidratos maiores, juntamente com a
enzima (E), reagem reversivelmente entre si formando um composto
intermediario, denominado complexo enzima-substrato (ES) com
constante de velocidade k1. Este complexo pode se dissociar em E e S
com uma constante de velocidade k2, ou reagir com outra substancia,
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regenerando a enzima e formando os produtos (P) da reacdo com uma
constante de velocidade k3 (BORZANI, 2001), que no caso da o-
glicosidase é glicose e outros monossacarideos.

Esquematicamente, teremos em um dado instante t:

E+S§ <= ES-“>E+P

Uma vez que este modelo ja estd amplamente descrito na literatura,
0 mesmo ndo sera aqui desenvolvido. A Equacdo de Michaelis e Mentem
(Equacdo 1) correlaciona a velocidade méxima (Vmax) Vezes a
concentracdo de substrato (S) pela constante de Michaelis e Menten (Km)
mais a concentracdo de substrato (S), que é representada na Figura 3.

_ Vinax [S]
U7 K + 5] @)

Figura 3 — Representacdo esquematica da equacdo de Michaelis e Menten
v

A
V .....................................................................................
v=V/[S§]
Vj2 | Kmt/S]
0 >
0 Ko S

Fonte: Elaborado pelo autor.

A velocidade da reacdo é maxima (Vmax) quando toda a enzima
participante da reacdo estiver na forma de complexo. A constante de
Michaelis e Menten (Km) corresponde a afinidade da enzima com o
substrato, ou seja, quanto menor o valor de Ky, maior sera a sua afinidade
com o substrato, e seu valor corresponde a uma velocidade igual a metade
da maxima (BORZANI, 2001).
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2.1.1.2 Inibig8o enzimatica

Os inibidores enzimaticos [I] sdo substancias que acarretam uma
diminuigdo na velocidade da reagcdo (BORZANI, 2001). Muitas doencas
sdo ocasionadas pela deficiéncia ou pelo excesso de um metabdlito
especifico no organismo, dentre essas doencgas pode-se citar a diabetes
mellitus. Usualmente quando ha inibicdo, ocorre um acimulo do
substrato no meio e os produtos deixam de ser gerados, ou sdo gerados
em menor quantidade (SOARES, 2011).

Existem dois tipos de inibicdo enzimatica: irreversiveis e
reversiveis. A inibicdo irreversivel reage irreversivelmente com a enzima,
bloqueando-a parcial ou totalmente, como é o caso de alguns metais
pesados. Isso ocorre devido a formagéo de uma ligacdo covalente entre a
enzima e o inibidor, de forma que o substrato e o sitio ativo enzimatico se
tornem ligados permanentemente (SOARES, 2011). Ja os inibidores
reversiveis, se ligam a enzima de forma reversivel e podem ser
classificados em competitivos, ndo competitivos e incompetitivos.

Além dos pardmetros cinéticos Vimax € Km, quando na presenca de
inibidor, determina-se a constante de inibicdo Ki. Quanto menor o valor
de Ki, maior sera a inibicdo ocasionada pelo inibidor (MAJOULLI et al.,
2016).

Os inibidores competitivos sdo substancias que competem
diretamente com o substrato pelo sitio ativo da enzima. Geralmente eles
se assemelham estruturalmente ao substrato ou ao estado de transicao da
reacdo. Este tipo de inibidor se liga apenas na enzima em sua forma livre,
e ndo na forma de complexo enzima-substrato, formando o complexo
enzima-inibidor (EI) conforme esquema abaixo:

E+S <= ES*~E+P
+
/

|

El

Na inibicdo competitiva, a Vimax da reacdo nao se altera, enquanto
os valores de Ky aumentam (Figura 4). Uma forma de contornar o
problema deste tipo de inibigdo é aumentando a concentragéo de substrato
no meio. A equacdo 2 mostra a equacdo de Michaelis e Menten para
inibicdo competitiva.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na inibicdo ndo-competitiva, o inibidor ndo compete com o
substrato pelo sitio ativo, mas ocupa outro sitio da enzima (BORZANI,
2001), formando além dos complexos ES e El, o complexo enzima-
substrato-inibidor (ESI), como indicado esquematicamente a seguir:

ki

E+S <= ES*>E+P
+ B
!

ﬂ |
ElI+S «— £ESI
Na inibicdo ndo-competitiva o valor de Vmax diminui e o valor de

Km néo é alterado (Figura 5). A equacdo 3 mostra a equacao de Michaelis
e Menten para inibidor ndo-competitivo:

_ Vinax
TR
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Figura 5 - Representacdo esquematica da inibicdo ndo-competitiva
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Neste caso, diferentemente da inibicdo competitiva, 0 aumento da
concentracao de substrato ndo minimiza os problemas ocasionados pelos
inibidores ndo-competitivos.

Na inibi¢do incompetitiva, o inibidor se liga somente no complexo
ES, com baixa ou nenhuma afinidade com a enzima livre. Neste caso,
primeiramente se forma o complexo enzima-substrato, para que o inibidor
possa entéo se ligar ao complexo formando o complexo enzima-substrato-
inibidor e inibir a reacdo enziméatica (SOARES, 2011), conforme
representado esquematicamente:

E+S == ES*~E+Pp
T+
/

!

ESI

Na inibicdo incompetitiva, os valores de Kn € Vmax diminuem
(Figura 6), e 0 aumento na concentracdo de substrato também ndo
contorna o problema. A equacdo 4 descreve a equacdo de Michaelis e
Menten para inibigdo incompetitiva.

[S]
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v= Vmax
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Sendo: Vb = % e K=k, (1 + KL)

A

A%
V’
Vu
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V7RIt

oV
K KmKm S
Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2.IQENTIFICACAQ DE COMPOSTOS E PROPRIEDADES
BIOLOGICAS DO GENERO GANODERMA

Em um contexto geral, o interesse no uso de fungos para a
producdo de substdncias quimicas por conversao microbiana aumentou
nos Ultimos anos. Entre muitas espécies de fungos, o género Ganoderma
parece ser 0 mais interessante principalmente devido ao seu amplo efeito
terapéutico (JAROSZUK et al., 2014). Mais de 250 espécies de
Ganoderma sdo reportadas em todo o mundo e cada espécie apresenta
suas propriedades biolégicas caracteristicas (SINGDEVSACHAN et al.,
2017). Pertencentes ao grupo de cogumelos degradadores de madeira,
estes fungos apresentam corpos de frutificacdo grossos e resistentes, o que
0s tornam pouco usuais dentre os cogumelos comestiveis (BABY et al.,
2015).

Estudos cientificos mostram que diferentes espécies de
Ganoderma contém esteroides, fendis, ligninas, lecitinas, alcaloides e
triterpenos em sua constituicdo. Estes compostos apresentam distintas
propriedades terapéuticas, como atividades antitumoral, antiviral e
antibacteriana, hipocolesterolémicas, bem como  atividades
hipoglicémicas, hepatoprotetoras, neuroprotetoras, antioxidantes,
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antienvelhecimento e imunomoduladoras (RUSSELL e PATERSON,
2006; CILERDZIC et al., 2014; BABY et al., 2015; KLUPP et al., 2016;
KAUR et al., 2017), o que os tornam uma alternativa para antibidticos
comerciais, antimicoticos, antioxidantes e citotasticos (CILERDZIC et.
al., 2014). Uma ampla gama de doencas tem sido alvo de extratos de
Ganoderma incluindo cancer, hepatite B, neurastenia (SAKAMOTO et
al., 2016), artrite, bronquite (CILERDZIC et. al., 2014), diabetes
(FATMAWATI et al., 2011) e Alzheimer (WEI et al., 2017).

2.2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo entre as classes mais estudadas de
compostos bioativos em virtude de sua ampla gama de propriedades
bioldgicas. Identificados em plantas e em fungos, os compostos fenélicos
tem demonstrado propriedades antioxidantes e antiinflamatdrias
(GONGCALVES et al., 2017), nos quais sdo metabolizados e
transformados em moléculas biodisponiveis, capazes de atuar em
processos hioldgicos relacionados a saude humana e auxiliando na
prevencdo de algumas doencas, como sindrome metabdlica, distdrbios
neurodegenerativos (Parkinson e Alzheimer), aterosclerose, artrite
reumatdide, doengas cardiovasculares, acidente vascular cerebral e certos
tipos de canceres (GONCALVES et al., 2017; MENA e LLORACH,
2017). Uma das estratégias mais importantes para o tratamento das
doencas neurodegenerativas é manter os niveis de acetilcolina através da
inibicdo da acetilcolinesterase (HASNAT et al., 2013; COR et al., 2017).
Estudos envolvendo G. lucidum cultivados em arroz integral mostraram
resultados interessantes em relacdo a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (HASNAT et al., 2013). Esta inibicdo tem sido
associada a presenca de compostos fendlicos em sua constituicdo (COR
etal., 2017).

Compostos fenolicos produzidos por espécies de Ganoderma tém
demonstrado significativa atividade antioxidante (PENG et al., 2015). Os
antioxidantes permitem eliminar os radicais livres, doar hidrogénio, ions
quelatos de metais, quebrar as reagGes de cadeias radicais e suprimir o
oxigénio singleto in vitro e in vivo (HASNAT et al., 2013). Estudos sobre
a transformacao metabolica de compostos fenélicos em modelos in vitro
visam fornecer informacdes sobre sua biodisponibilidade e como estes
compostos podem alterar a estrutura de moléculas presentes no meio
celular (ARAGONES et al., 2017; HASNAT et al., 2013; COR et al.,
2017).
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Diferentes fendlicos, como as cumarinas, acido galico, acido
cafeico, acido vanilico, &cido ferulico e &cido eldgico tem sido
identificados em extratos de G. lucidum cultivados em arroz (HASNAT
etal., 2013; HASNAT et al., 2015). Outros constituintes fenélicos, como
ganoderin A, ganocochlearin A, B, C e D, fornicidun D and ganomycin
C (PENG etal., 2015) foram relatados em estudos de Ganoderma coclear.

As cumarinas, uma das substancias alvo deste estudo, & um
composto natural extraido das plantas e utilizada como aromatizante em
alimentos, medicamentos, fixadores de perfumes, tintas e aditivos em
spray. No entanto, embora algumas cumarinas sejam obtidas por bactérias
e fungos, ha pouca informacgéo no que diz respeito a producdo microbiana.
Pesquisadores tém observado a producgdo de compostos cumarinicos com
distintas propriedades bioldgicas, como anticancerigenos (LV et al.,
2013), antiinflamatérios (WANG et al. 2007) e antibacterianos (HWANG
et al.,, 2013) por meio de extracdo e cultivos fungicos. Apesar da
identificacdo de cumarinas a partir de cultivos envolvendo fungos
Ganoderma ser restrita (HASNAT et al., 2013; HASNAT et al., 2015;
ISLAM et al.,, 2015; ELKHATEEB et al., 2018), um levantamento
bibliogréafico elaborado pela autora desta tese e publicado na forma de
artigo de revisdo intitulado “Fungi as a source of natural coumarins
production” no periddico Applied Microbiology and Biotechnology
(IF=3,420) em 2016, mostra que a obtencdo de cumarinas com
propriedades terapéuticas e bioldgicas envolvendo a biossintese flngica
é possivel. Recentemente, foram identificadas as isocumarinas 7-metoxy-
2,3,6-trimetilcromona, 5-hidroxi-6-etill-7-metoxi-metilcromanona e a
cumarina Citosporona C no corpo de frutificacdo de G. applanatum
(ELKHATEEB et al., 2018).

Estima-se que mais de 1300 cumarinas tenham sido identificadas
como metabolitos secundarios de plantas, bactérias e fungos (HWANG
et al. 2013; VENUGOPALA et al. 2013; WANG et al. 2015). Isolada
por Vogel em 1820 a partir da planta coumarou (Dipteryx odorata)
(VENUGOPALA et al. 2013; ROHINI e SRIKUMAR 2014; ISLAM et
al., 2015; MATOS et al. 2015), as cumarinas apresentam odor adocicado,
similar a vanila, sendo utilizada em perfumes desde 1882 (ASLAM et al.
2010; SANTOS et al. 2013; MATOS et al. 2015; COSTA et al.,2016).
Derivadas do acido cindmico (DEWICK, 2002), as cumarinas podem ser
classificadas em quatro categorias: cumarina simples, furanocumarina,
piranocumarina e cumarina com substituintes no anel de pirona (JAIN e
JOSHI 2012; LIN et al. 2013; VENUGOPALA et al. 2013; ROHINI e
SRIKUMAR 2014), conforme mostrado no Quadro 1. Sua versatilidade
as tornam interessante para uma ampla gama de aplicacdes (MATOS et
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al. 2015), como potencial tecnoldgico em industrias farmacéuticas,
agroquimicas, de fragrancias, alimentos, indUstria cosmética e em
tecnologia de cores como agentes clareadores Gpticos ou corantes a laser
(DARU e STIRLING 2011; SANTOS et al. 2013; VENUGOPALA et al.
2013; VEKARIYA e PATEL 2014; COSTA et al., 2016). Apesar das
propriedades e da importancia farmacéutica das cumarinas, ha pouca
informacédo disponivel sobre a biossintese microbiana de moléculas de
cumarina simples, que servem como porta de entrada para outros
derivados de cumarina (LIN et al. 2013). A sintese da cumarina utilizando
a engenharia metabélica permite identificar melhor as reacGes e enzimas
envolvidas no processo e aumentar a probabilidade de desenvolver
estratégias efetivas com o objetivo de fabricacdo em grande escala
(COSTA et al., 2016).

Em uma rota metabdlica conhecida em plantas (Figura 7), a
cumarina é formada a partir da conversdo da glicose, a partir da L-
fenilalanina (1), na qual a fenilalanina aménia-liase (PAL, EC 4.3.1.24)
remove 0 (pro-3S) -hidrogénio e —NHs+ da L-fenilalanina para produzir
acido trans-cindmico (CA) (2) (KOUKOL e CONN 1961; VANNELLI
et al. 2007). Na sequéncia, a enzima do citocromo P450, cinamato 2-
hidroxilase (C2H) catalisa a hidroxilagdo na posigdo 2 do cinamato trans
dando o trans-2-coumarato ou &cido 2-cumarico (3) (GESTETNER e
CONN 1974; LIN et al. 2013). O ultimo passo é a lactonizagdo
espontanea do cis 2-cumarato (4) formando assim a cumarina simples (5)
(HASKINS et al. 1964; KLEINHOFS et al. 1967; OBA et al. 1981; LIN
et al. 2013).

Outros compostos fenolicos contendo moléculas com um ndcleo
cumarinico, sdo obtidas a partir do acido 4-cumarico (também conhecido
como &cido p-cumarico). Este &cido pode ser obtido pela desaminagdo
dos aminoacidos aromaticos L-tirosina (6) ou L-fenilalanina (1)
(Figura 7) da glicose. Algumas enzimas PAL convertem L-fenilalanina
(1) para &cido cindmico (2) e a enzima cinamato 4-hidroxilase (C4H) para
produzir o acido p-cumarico (7). O uso da tirosina (6) como substrato,
produz o &cido p-cumarico (7) em uma Unica etapa e é realizado pela
tirosina amodnialiase (TAL) (VANNELLI et al. 2007; SUN et al. 2015).
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Quadro 1 - Diferentes classificagdes e aplicagdes de cumarinas

Classificagdo Exemplo Aplicacdo Referéncia
Fixador de
Cumarina perfqme, Plnturaz MIYANO et al.
simples Ad'tlvo. SPraY: | 9014
Cumarina A_romatlzante de
simples alimentos;
ROHINI e
Umbelliferona Leuperr_]ia; SRIKUMAR
Antioxidante; 2014
Antimicrobiano; | HROBONOVA
etal. 2013
Antiinflamatério;
_ Antibacteriano; | e\ GopALA
Imperatorin Antifdngico;
L ; etal. 2013
Furanocumarina Ant!cancer, .
tipo linear Antl(_:onvulswo;
Carcinoma ROHINI e
cervical; Doenca | SRIKUMAR
Psoraleno de pele; Psoriase; | 2014
Vitiligo;
Talassemia;
Furanocumarina Angelicina Anemia JEONG-CHO et
tipo angular falciforme; al. 2013
Antiviral;
Piranocumarina Xantiletina Antibacteriano; VENUGOPALA
tipo linear et al. 2013

Piranocumarina
tipo angular

Aloxantoxicetina

Antibacteriano;
Antiviral;

CAO et al. 2013;

Bicumarina

Dicumarol

Anticoagulante

MOLINA e
ZANUSSO
JUNIOR 2014.
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Figura 7 — Via biossintética proposta para a produgdo de cumarinas em plantas
(1-5) e a partir do &cido p-cumérico na producdo de escopoletina (7-12), &cido
cafeico (7-8; 6-8) e vanilina (7-10; 13-14)
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A escopoletina (6-metoxi-7-hidroxicumarina) (12), um importante
composto cumarinico com propriedades antifungicas (GNONLONFIN et
al., 2012) e espasmolitica (SCHNEIDER et al., 2015), foi produzida por
linhagens de Escherichia coli modificadas para converter &cido
fenilpropandide em estudos realizados por Lin et al. (2013), sendo
produzida via rota de TAL, sem a producdo do acido cinamico (2). Os
autores utilizaram a 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilase (4HPA3H) nativa
de E. coli como substituto da enzima dependente de citocromo P450, para
formar o acido cafeico (8) a partir do acido p-cumarico (7). O acido
cafeico (8), um intermedidrio na producdo da escopoletina (12), é
reconhecido por suas propriedades antioxidantes, anticarcinogénicas,
antivirais, antimicrobianas e antiinflamatérias (WU et al., 2017; LIN e
YAN 2012) e tem sido identificado em estudos com Ganoderma
(HASNAT et al., 2015). Sua obtencdo é comumente produzido pela
extracdo de fontes vegetais, hidrélise quimica ou enzimatica de derivados
do acido cafeoilquinico (LIN e YAN 2012). Estudos reportam a a¢éo do
acido cafeico e seus derivados na inducdo da apoptose de células HL-60
e células hepatocarcinomas (CHEN et al., 2001; CHUNG et al., 2004),
bem como agentes anti-HIV (BAILLY e COTELLE, 2005) e
antidiabéticos (LIN e YAN, 2012).

Outro composto fendlico derivado do acido cindmico (2)
(Figura 7) é o éacido ferulico (9). Obtido por meio da conversdo do &cido
cafeico (8) via S-adenosil metionina (SAM), o acido ferdlico é um
importante intermediario na sintese da vanilina (14) (KUMAR e
PRUTHI, 2014). Utilizado como ingrediente aromatizante e de fragrancia
nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, a vanilina é o
principal constituinte do aroma natural de baunilha (GALLAGE e
M@LLER, 2015; FACHE e BOUTEVIN, 2016) e pode ser obtida por
meio de conversdo microbiana a partir do acido fertlico (9) (BENZ e
MUHEIM, 1996). De acordo com Kumar e Pruthi (2014) apud Masai et
al., (2002), estudos sobre a degradagdo do &cido ferulico em vanilina e
outros compostos organicos em Sphingomonas paucimobilis SYK-6
confirmou que o acido feulico foi convertido em feruloyl-CoA (10) pela
Feruloyl-CoA sintetase (FerA), e ainda em HMPMP-CoA (4-hidroxi-3-
metoxifenil -B- hidroxipropionil-coenzima A) (13) com a ajuda de
feruloil-CoA hidratases/liases de (FerB e FerB2). Na sequéncia, a
vanilina é resultado da remogdo de CH3COSCoA (acetil coenzima A),
conforme mostrado na Figura 7. Extraida naturalmente da vagem da
orquidea Vanilla planifélia, apenas 1% da vanilina total produzida por
ano é extraida da planta, sendo o restante oriundo se sintese quimica
(PACHECO e DAMASIO, 2010). A vanilina possui propriedades
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antioxidantes, antimicrobianas, antimutagénicas e anticarcinogénicas
(SHYAMALA et al., 2007), sendo assim utilizada como intermediario na
producdo de herbicidas, agentes antiespumantes e drogas, como
papaverina, L-dopa, L-metildopa e agentes antimicrobianos (PACHECO
e DAMASIO, 2010).

2.2.2. Polissacarideos

Os polissacarideos sdo polimeros naturais, constituidos de um
Unico tipo ou diferentes tipos de monossacarideos. Os polissacarideos de
aplicacdo industrial sdo extraidos de plantas, algas e fungos, como
também obtidos via processos fermentativos envolvendo microrganismos
(DA CUNHA et al., 2009).

Polissacarideos obtidos via fontes naturais tém apresentado
distintas atividades terapéuticas significativas e seus efeitos toxicos sobre
0 corpo humano sdo relativamente pequenos (YU et al., 2018). Com
relacdo aos fungos Ganoderma, os polissacarideos sdo os principais
componentes do fungo G. sinense (JIANG et al., 2017) e s&o descritos
como agentes terapéuticos efetivos, com atividades antitumorais,
imunomoduladoras (RUSSELL e PATERSON, 2006; JAROSZUK et al.,
2014) e efeitos hipoglicémicos (MA et al., 2015; WANG et al., 2017b).
Conforme demonstrado por Zhao et al., (2010), polissacarideos isolados
de G. lucidum mostraram resultados satisfatorios quando avaliados com
relacdo ao seu efeito inibitério na proliferacdo de células malignas de
cancer de mama (MDA-MB-231). Também apresentaram atividade
seletiva contra células tumorais (linhagens celulares de SiHa) e
estimularam a producdo de macréfagos derivados de TNF-o THP- 1
exapolissacarideos do fungo G. applanatum (OSINSKA-JAROSZUK et
al., 2014). Com relacdo aos efeitos imunomoduladores dos
polissacarideos naturais, em 2010 foi aprovado na China um comprimido
a partir de polissacarideos do fungo G. sinense como medicamento
terapéutico adjuvante para o tratamento de leucopenia e lesdo
hematopoiética, causada por quimioterapia/radioterapia concomitante
durante o tratamento do cancer (JIANG et al., 2017). Dentre o conjunto
de polissacarideos que compdem este medicamento, encontram-se as [3-
glucanas (JIANG et al., 2017). Além de seus efeitos imunoestimulantes,
B-glucanas extraidas de G. lucidum também tem mostrado propriedades
antioxidantes potentes no tratamento da arteriosclerose (SARGOWO et
al., 2017) e efeitos hipoglicémicos relacionados a prevencdo e tratamento
de diabetes mellitus (KANAGASABAPATHY et al., 2014).
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Os polissacarideos de forma geral tém mostrado resultados
satisfatorios no que diz respeito aos efeitos hipoglicémicos. Compostos
com efeitos hipoglicémicos sdo importantes para o desenvolvimento de
novos farmacos utilizados, por exemplo, no controle da diabetes mellitus,
uma das doencas endocrinas mais comuns do século XXI. Os
medicamentos hipoglicemiantes mais eficazes séo: insulina, derivados da
sulfonilureia, biguanidas, tiazolidinedionas e inibidores de a glicosidase.
Porém, esses agentes tém efeitos colaterais indesejaveis, como obesidade,
pressdo alta e doencas cardiacas (KANAGASABAPATHY et al., 2014).
Polissacarideos extraidos de G. lucidum tem sido relatados como agentes
capazes de aumentar os niveis de insulina e diminuir os niveis de aglcar
no plasma em camundongos (MA et al., 2015). De um modo geral, a agdo
dos polissacarideos consiste na inibicdo da hiperglicemia, regulando a
expressao de vérias enzimas-chave na via do metabolismo da glicose,
como a glucoquinase hepatica, a fosfofrutoquinase, a glicose-6-fosfato
desidrogenase, a glicose-6-fosfatase (G6Pase), entre outros. Eles também
apresentam inibicdo da atividade da glicogénio sintase, diminuindo a
producdo de glicose hepatica (MA et al., 2015).

2.2.3. Terpenos e esteroides

Identificados em plantas e em fungos, os terpenos e esteroides
compreendem um grupo de metabdlitos secundario reconhecidos pelo seu
potencial antiinflamatério, antimicrobiano e citotdxico contra varias
linhas celulares de cancer humano (KO et al., 2008; THANG et al., 2013;
ZHENG et al., 2018) e estdo dentre os compostos comumente isolados e
identificados em fungos do género Ganoderma. Artigos de revisdo de
constituintes quimicos e atividades biolégicas de Ganoderma descrevem
o género como sendo uma “biofabrica” terapéutica (BABY et al., 2015).

As propriedades antitumorais dos esteroides e terpenos vem sendo
muito estudada na literatura. Com relacéo as atividades antitumorais dos
esteroides, Zheng et al. (2018) isolaram e identificaram trés (3) esteroides
do fungo G. sinense, nos quais foram testados quanto seu potencial
inibidor da enzima isocitrato desidrogenase (IDH), uma das principais
enzimas do ciclo do acido tricarboxilico. Mutagdes IDH tém sido
associadas a muitos tipos de cancer, incluindo glioblastoma, sarcoma e
leucemia mieloide aguda, sendo que distintos compostos com potencial
inibidor da enzima tem sido testados, almejando novos agentes
terapéuticos antineoplasicos (ZHENG et al., 2018). Dentre os trés
esteroides testados pelos autores (Figura 8) (22E, 24R) -ergosta-7,9 (11),
22-trieno-3B, 5a, 6p-triol (A); ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen- 3-ona (B) e



58

cyathisterol (C), o composto C inibiu a enzima mutante IDH1, se ligando
a um sitio alostérico e blogueando a enzima em uma conformacao
cataliticamente inativa. De acordo com 0s autores, este composto, isolado
possui boa potencialidade e seletividade para uso em terapias tumorais
como um inibidor da IDH1 mutante (ZHENG et al., 2018). Ainda do
fungo G. sinense, o esteroide isolado (22E, 24R) -6B-metoxiergosta-7,9
(11), 22-trieno-3PB, Sa-diol, mostrou potencial inibicdo da enzima
hexoquinase 2 (HK2), uma enzima que desempenha um papel
fundamental na via glicolitica das células cancerigenas, uma vez que esta
catalisa o primeiro passo da glicolise pela fosforilagdo da glicose em
glicose-6-fosfato (G-6-P) e promove a progressao tumoral em modelos de
ratos (BAO et al., 2018). A busca por novos inibidores da enzima HK2
ocorre em virtude do seu nivel de expressao em células cancerigenas ser
maior do que em células normais (BAO et al., 2018).

Figura 8 — Esteroides isolados e identificados em fungos do género Ganoderma
com propriedades terapéuticas
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Fonte: Adaptado de Weng et al., (2010); Luo et al., (2017) e Zheng et al., (2018)

Outros testes envolvendo esteroides naturais tem sido realizados,
dos quais é possivel citar 0 uso do esteroide Ganotheaecolin A, (Figura
8D) um novo ergosterol com um sistema anelar de nafto [1,8-ef] azuleno
isolado de Ganoderma theaecolum, na avaliacdo do potencial do fator
neurotrofico (LUO et al., 2017), mostrando resultados promissores em
concentracdes de 10 pM. O fator neurotrdfico desempenha um importante
papel na regulacéo da sobrevivéncia neural, na diferenciacdo, crescimento
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e morte dos neudnios (HONG et al.,, 2011). Propriedades anti-
envelhecimento testadas nos esteroides derivados do ergosterol
Ganodermasides A e B (Figura 8E e Figura 8F respectivamente),
mostraram caracteristicas similares a substancia ja conhecida resveratrol,
demonstrando o potencial destes esteroides na regulacdo da expressao de
UTH1, (um gene do envelhecimento da levedura Saccharomyces
cerevisiae), a fim de prolongar sua vida reprodutiva (WENG et al., 2010).
Esteroides isolados de G. lucidum também mostraram boa atividade
antinflamatdria e anti-fungica em estudos de Joseph et al., 2011.

Os triterpenos e o0s polissacarideos sdo considerados os principais
compostos bioativos de Ganoderma. Baby et al., (2015) listaram em um
artigo de revisao, 379 compostos diferentes classificados como terpenos,
meroterpenos e sesquiterpenos identificados em fungos do género
Ganoderma. Além das propriedades antitumorais comumente citadas e ja
estabelecidas (THANG et al., 2013; HAKKIM et al., 2016), os terpenos
de Ganoderma destacam-se pelo potencial anti-HIV-1, anti-hipertensivo,
antiangiogénico, imunomodulador, antioxidante e antimicrobiano (XIA
et al., 2014) assim como efeitos inibitotios da a-glicosidase (CHEN et al.,
2018). Estudos de Russell e Paterson (2006) mostraram os efeitos
inibitérios sobre a protease do HIV-1 e sobre a atividade da protease do
HIV-2 ocasionados por triterpenos. Chen et al., (2018) verificaram em
suas pesquisas que os terpenos Resinacein C, acido ganodérico Y,
lucialdeido C, &cido 7-oxo-ganodérico Z3, acido 7-oxo-ganodérico Z e
lucidadiol isolados de Ganoderma resinaceum mostraram fortes efeitos
inibitérios contra a a-glicosidase comparados com o controle positivo
acarbose. Ainda em seus estudos, os autores verificaram por meio das
relagdes estrutura-atividade dos triterpenos de Ganoderma na inibi¢do da
a-glicosidase, que a dupla ligagdo C-24 / C-25 € necessaria para a inibi¢éo
da enzima, e que o grupo acido carboxilico em C-26 e o grupo hidroxi em
C-15 desempenham papéis importantes no aumento dos efeitos inibitérios
desses triterpenos (CHEN et al., 2018). Outros triterpenos como o acido
ganodérico A e o ganoderol B, também sdo conhecidos por inibir a
aldose-redutase e a a-glicosidase (MA et al., 2015).

2.2.4. Outros compostos identificados em fungos do género
Ganoderma

Alcal6ides, vitaminas, minerais essenciais, aromas e acidos graxos
tém sido identificados a partir de varias espécies de Ganoderma. Os
alcaltides colina e betaina foram isolados a partir de esporos de G.
lucidum e ganoina, ganodina e ganoderpurina do micélio G. capense
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(HUIE e DI, 2004; RUSSELL e PATERSON, 2006). Nobilonina,
Berkedrimane B e Nigragilina foram isolados do corpo de frutificacdo de
G. applanatum (ELKHATEEB et al., 2018). Os alcaloides séo grupos de
agentes bioativos usados no tratamento de tumores malignos e tém
demonstrado efeitos citostaticos pronunciados em células tumorais
(ZABOLOTNY!I et al., 2016).

Compostos aromaticos produzidos por G. applanatum foram
detectados em estudos comparativos de identificacdo em 20 linhagens de
basidiomicetos (ABRAHAM e BERGER, 1994). Os autores
identificaram 123 compostos aromaticos volateis, principalmente alcoois,
aldeidos, cetonas, ésteres e fendis (ABRAHAM e BERGER, 1994). Os
componentes aromaticos nao volateis de G. tsugae foram examinados em
corpos frutiferos (MAU et al., 2001; TSENG et al., 2005), micélio e meio
fermentado (TSENG et al., 2005). VariagcGes nos componentes doce e
amargo foram observadas nas diferentes formas de obtencdo avaliadas
(TSENG et al., 2005).

Os cogumelos contém baixo teor de gordura em sua matéria seca,
com constituintes de acidos graxos de cadeia longa. Acidos graxos de
cadeia longa com mais de 23 atomos de carbono foram relatados em G.
applanatum em niveis residuais (1 a 2%) (RUSSELL e PATERSON,
2006). O &cido oleico isolado do caldo de cultura de G. lucidum inibiu a
liberacdo de histamina, que é uma atividade importante para o tratamento
de inflamacdes, alergias e choque anafilatico (TASAKA et al., 1988;
RUSSELL e PATERSON, 2006). Além disso, pesquisas recentes
demonstraram que alguns acidos graxos isolados de esporos e caldo de
cultura de G. lucidum inibiram a atividade da proliferacéo de células HL-
60 (FUKUZAWA et al., 2008; GAO et al., 2012). Diferentes tipos de
acidos graxos também apresentaram propriedades larvicidas e repelentes
(SIVAKUMAR et al., 2011).

Uma mistura de alcaloides, cumarinas, terpenos, poliquetideos,
peptideos e isoflavondides foi identificada no extrato do fungo G.
applanatum, no qual foi testado quanto ao seu potencial antitumoral in
vitro e in vivo em estudos de Elkhateeb et al., (2018). Estudos in vitro
contra linhagem de células de céancer de colon humano (Caco-2)
mostraram resultados positivos na concentracdo de (ICso) 160 +
4,08ug-mL?, enquanto estudos in vivo do tumor soélido de Ehrlich
revelaram uma diminui¢do no volume da massa tumoral desenvolvida
apos cinco dias de tratamento com G. applanatum na concentracdo de
200pg-mL™.

O potencial dos basidiomicetos na producéo de compostos ativos
¢ de consideravel interesse no que diz respeito a sua utilizacdo
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biotecnoldgica, com estudos crescentes utilizando cogumelos. A
conversao microbiana fornece uma abordagem alternativa a producéo de
compostos fendlicos, polissacarideos, terpenos e esteroides para uso
alimenticio e terapéutico aceitos como “naturais”.

23. COMPOSTOS  IDENTIFICADOS E  PROPRIEDADES
BIOLOGICAS DO FUNGO G. LIPSIENSE

No que diz respeito aos fungos do género Ganoderma, a maioria
dos estudos publicados na literatura relata o isolamento, a elucidacéo da
estrutura e as propriedades bioldgicas de seus metabolitos. Estudos
semelhantes ainda estdo em desenvolvimento e novos compostos isolados
sdo periodicamente adicionados a literatura (BABY et al., 2015). Uma
busca recente com a palavra-chave "Ganoderma" na literatura mostrou
poucas publicacbes para o fungo G. lipsiense (Batsch) F. Atk
(MYCOBANK). De acordo com o Inventaire Natinal du Patrimone
Naturel (INPN), G. lipsiense (Batsch) G.F. Atkinson (Figura 9) tem como
classificacdo taxondmica: Dominio: Biota; Reino: Fungi; Filo:
Basidiomycota; Classe: Agaricomicetos; Ordem: Polyporales; Familia:
Ganodermataceae; Género: Ganoderma; Espécie: Ganoderma lipsiense
(Batsch) G.K. Atkinson.

Figura 9 — Ganoderma lipsiense em sua forma macroscopica

Fonte: Inventaire Natinal du Patrimone Naturel.
Autor: O. Roquinarc'h, com autorizagdo de uso de imagem.
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Poucos estudos de identificacdo para este fungo foram encontrados
na literatura (até o0 momento). Todavia, os compostos identificados s&o
conhecidos pelas suas importantes propriedades terapéuticas. Ester
metilico do acido ganoderico (RUSSELL e PATERSON, 2006), &cido
ganoderénico A (A), acido ganoderénico D (B) e acido ganoderénico N
(C) (em menores proporgdes) (Figura 10) foram isolados (ROSECKE e
KONIG, 2000) e identificados em extratos de G. lipsiense.

Figura 10 - Estrutura dos acidos ganoderénicos isolados de G. lipsiense

Fonte: Adaptado de Rdsecke and Konig (2000)

O acido ganodérico A é um triterpeno usualmente identificado no
género Ganoderma (SAKAMOTO et al., 2016; CAO et al., 2017), e tem
demonstrado propriedades antioxidantes, citotdxicas, hepatoprotetoras e
antitumorais (CAO et al., 2017). A literatura denota a agdo do acido
ganodérico A contra varias células cancerosas, incluindo células de
cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, em uma célula de cancer de
préstata PC-3 (SAKAMOTO et al., 2016), linfoma e meningioma (CAO
et al., 2017). Outras atividades biologicas, por exemplo, anti-
inflamatdrios, antibacterianos e antifingicos sdo atribuidos aos acidos
ganodéricos (CHUDZIK et al., 2015; MURATA et. al., 2016).

Em estrudos de Rosecke and Koénig (2000), foram observadas a
presenca de triterpenos lanostano no extrato de diclorometano dos corpos
frutiferos de G. lipsiense. Os triterpenos lanostano mostraram efeitos
inibitérios na diferenciacéo de adipdcitos em células 3T3-L1 em estudos
visando reduzir o nivel de acimulo de triglicérides intracelular (TG) (LEE
etal., 2010).

A presenga de esterdides do tipo ergostano também foi observada
no extrato n-hexano de G. lipsiense (ROSECKE e KONIG, 2000). Os
autores identificaram ergosterol (D), ergosta-7,22-dien-3p-ol (E) e
ergosta-7,22-dien-3-ona (F) (Figura 11) no extrato de G. lipsiense
(ROSECKE e KONIG, 2000). O ergosterol é um precursor bioldgico da
vitamina D2 (ergocalciferol) e o principal componente para manter a
integridade das membranas celulares dos fungos (HASHIM et al., 2016).
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Os componentes ergosterol e 5a-ergosta-7,22-dien-3p-ol também foram
citados por Trigos e Medellin (2011) para G. lipsiense. Atividades anti-
inflamatdrias, antioxidantes, cardiovasculares e reno-protetores sao
citadas como as propriedades farmacoldgicas do ergosterol (HASHIM et
al., 2016).

Figura 11— Estrutura do ergosterol e derivados isolados de G. lipsiense
E F

Fonte: Adaptado de Rosecke e Konig, (2000)

Alcaldides, glicosideos, vitaminas saponinas, carotendides,
proteinas, carboidratos, acidos graxos e compostos fendlicos foram
observados em G. lipsiense em um estudo comparativo realizado por
Singdevsachan et al., (2017). Altos valores de acidos graxos, amido, [3-
caroteno, tiamina e flavondides em corpos frutiferos de G. lipsiense foram
observados quando comparados a G. applanatum, G. chalceum e G.
tsugae (SINGDEVSACHAN et al., 2017). Os teores de compostos
fendlicos, flavondides e antioxidantes obtidos nos extratos etandlico,
metandlico e aquoso também foram maiores para G. lipsiense quando
comparados aos  demais  fungos  Ganoderma  estudados
(SINGDEVSACHAN et al., 2017).

Trés ésteres de acido linoléico 3-5 foram identificados em G.
lipsiense (RUSSELL e PATERSON, 2006). Acidos graxos de cadeia
longa tém demonstrado inibi¢do na proliferacdo de células cancerigenas
humanas, especialmente células HL-60 (FUKUZAWA et al., 2008; GAO
etal., 2012). Além disso, os acidos graxos de cadeia longa (C:19) exibem
atividades antioxidantes e inibicdo da liberagdo de mieloperoxidase por
neutréfilos (GAO et al., 2012). Os acidos graxos sdo geralmente
identificados e quantificados por cromatografia gasosa - espectrometria
de massa (CG-EM). O efeito inibitério e mecanismo do extrato de G
lipsiense sobre o crescimento da linha celular de cancer de mama triplo-
negativo (TNBC) MDA-MB-231-HM em um modelo de camundongo foi
avaliado por Qi et al. (2016). A taxa de inibicdo tumoral foi de 51,4% no
camundongo tratado com extrato de G. lipsiense quando comparado ao
controle negativo. Segundo os autores, isso demonstra uma possivel
inibicdo da proliferacdo maligna de células tumorais pela supressdo da
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angiogénese dos vasos sanguineos em tecidos tumorais e pela regulagéo
dos ciclos celulares, causada pelo extrato de G. lipsiense, inibindo o
TNBC.

2.4, PROCESSOS FERMENTATIVOS E O USO DE SUBSTRATOS
AGROINDUSTRIAIS

A sintese microbiana de compostos em processos fermentativos
esta diretamente relacionada ao tipo de microorganismo, as condicGes de
processo e ao tipo de substrato utilizado no processo. A identificagdo de
compostos e propriedades bioativas do género Ganoderma ja é conhecida.
A maioria das pesquisas publicadas na literatura foi realizada com o corpo
frutifero do cogumelo. No entanto, importantes compostos bioativos
podem ser obtidos no micélio fangico e no seu meio de cultura, reduzindo
assim o tempo de processo.

Cultivo em estado solido (FES) é um processo no qual
microorganismos crescem em um ambiente com pouca ou nenhuma agua
livre (SOCCOL et al., 2017), mas com umidade suficiente apenas para a
manutencdo do crescimento de microorganismos e seu metabolismo
(PANDEY, 2000; FARINAS, 2015). Além de fornecer suporte fisico as
células microbianas em FES, o substrato deve fornecer macro e
micronutrientes necessarios ao seu crescimento. A FES imita o habitat
natural dos fungos filamentosos (SOCCOL et al., 2017), ideal para a
formagdo diéria de alguns biocompostos, bem como para 0S corpos
frutiferos no cultivo de cogumelos. No entanto, esta técnica de
fermentacdo também é favordvel para a cultura micelial. Varios
compostos de valor agregado podem ser produzidos em FES, incluindo
enzimas, produtos do metabolismo secundério, antibidticos,
biocombustiveis e vitaminas (KAPILAN, 2015; SOCCOL et al., 2017),
com aplicacdes nos setores alimenticio, farmacéutico, téxtil, bioquimico
e de bioenergia (MIENDA et al., 2011; SOCCOL et al., 2017).

O substrato ideal para FES, direcionado aos bioprodutos de
interesse comercial tem sido muito estudado. A escolha do substrato para
0 processo de FES depende de vérios fatores, principalmente custos e
disponibilidade (COSTA e TAVARES, 2017). Sua sele¢do deve estar
relacionada ao tipo de biocomposto estimado, uma vez que seus
constituintes podem servir como indutores do composto de interesse.
Residuos industriais e agroindustriais em meio sélido, como bagago de
cana, farelo de trigo, farelo de soja, farelo de arroz, bagaco de mandioca,
entre outros (PANDEY et al., 2000), tém sido utilizados para minimizar
0s custos envolvidos nos processos de fermentagao.
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O uso de arroz como substrato no processo de FES utilizando o
cultivo de fungos tem demonstrado uma diversidade de biocompostos
produzidos. O arroz é rico em nutrientes e é considerado uma excelente
fonte de energia, proteinas, vitaminas, fibras e compostos bioativos
(AHMED et al., 2017). Antioxidantes e compostos fenolicos (HASNAT
etal., 2013; HASNAT et al., 2015), inibidores enzimaticos (HASNAT et
al., 2013; ABD EL-HADY et al., 2016) e producdo de enzimas (KIM et
al., 2010), além de algumas cumarinas foram identificadas em extratos de
fungos cultivados em arroz. As cumarinas, 6-cloro-4-fenil-2H-cromen-2-
ona e 6-cloro-2-oxo-4-fenil-2H-cromen-3-carboxilato foram
identificadas em cultivos contendo arroz em sacos de polipropilenos com
o cogumelo Fomitopsis officinalis (HWANG et al., 2013). Duas novas
cumarinas, talacumarinas A e B (HE et al., 2014b) e 17 poliesters, dos
guais seis sdo novos (HE et al., 2014a) foram isolados de Talaromyces
flavus em FES contendo arroz. Do extrato bruto de Pestalotiopsis sp.
cultivadas em arroz, 11 novos compostos foram isolados: 4 citosporonas,
5 novas cumarinas pestalasinas e um novo alcaléide pestalotiopsoide A,
além dos compostos citosporona C, dothiorelona B e 3-hidroximetil-6,8-
dimetoxicumarina (XU et al., 2009).

Entre os inibidores enzimaticos avaliados em culturas flngicas
contendo meio de arroz, o extrato de G. lucidum cultivado em arroz
integral germinado mostrou inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(HASNAT et al., 2013). O extrato de G. lucidum cultivado em arroz
apresentou inibicdo da fosforilacdo de MAPK e ativacdo de NF-jB em
estudos de colite em camundongos (HASNAT et al., 2015) em FES.
Aspergillus ungius cultivado em meio s6lido contendo arroz, inibiu 86%
da agio da enzima a-glicosidase em relacdo & acarbose, utilizado como
controle positivo (ABD EL-HADY et al., 2016).

Os inibidores enzimaticos podem ser produzidos por processos em
FES (HASNAT etal., 2013; ABD EL-HADY et al., 2016) ou por cultivo
submerso (FS) (RODRIGUES et al., 2005). Atualmente, a maioria dos
processos biotecnoldgicos é realizada em FS, com alto teor de agua livre.
As técnicas de FS apresentam vantagens relacionadas a instrumentacéo e
controle do processo (monitoramento de pH, oxigénio dissolvido,
temperatura, concentra¢do de moléculas sollveis em agua), separagdo da
biomassa ap6s fermentacdo, mistura e aeracdo, tornando 0s processos
mais favoraveis (FARINAS, 2015; SOCCOL et al., 2017). No entanto,
muitos pesquisadores tém trabalhado muito para desenvolver
modificagBes no projeto de novos biorreatores, a fim de minimizar os
principais interferentes nos processos de aumento de escala em FES.
Segundo Soccol et al. (2017), os pedidos de patente mais recentes para
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engenharia de biorreatores focaram em sistemas de controle aprimorado,
aparelhos de agitacdo e adaptacGes para processos continuos (SOCCOL
et al.,, 2017). Até o momento, os biorreatores usados em FES sdo
classificados com base no sistema de mistura em que sdo usados: leito
fixo (bandejas perfuradas) ou biorreatores agitados (tambor horizontal ou
tambor agitado). Outras classificagdes também podem ser encontradas de
acordo com o tipo de aeragdo (com ou sem aeracdo forgada) (SOCCOL
etal., 2017). Culturas utilizando sacos plasticos especialmente no cultivo
de cogumelos também sdo observadas (HWANG et al., 2013).

Apesar das vantagens citadas na literatura de processos em FES,
uma avalia¢do econdmica do processo global deve ser realizada a fim de
determinar sua viabilidade para uma finalidade especifica (COSTA e
TAVARES, 2017).

2.5. CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

O consumo dos fungos como alimento humano, especialmente o0s
basidiomicetos, ¢ uma pratica milenar muito usual em paises orientais
(ISLAM et al., 2016), sejam estes em sua forma macroscapica (in natura),
na forma de chas bem como na forma de capsulas e comprimidos
(WACHTEL-GALOR et al., 2011). Distintos artigos da literatura tém
demonstrado a diversidade de moléculas bioativas produzidas pelos
basidiomicetos, como terpenos, esteroides, compostos fendlicos,
nucleotideos e seus derivados, glicoproteinas e polissacarideos, tanto na
forma macroscopica como na forma de micélio.

Dentre a gama de compostos fendlicos produzidos pelos fungos,
podem ser citadas as cumarinas (HASNAT et al., 2013; HASNAT et al.,
2015; ISLAM et al. 2015; ELKHATEEB et al., 2018), o &cido cafeico,
vanilina, acido ferdlico, acido siringico, acido clorogénico e acido p-
hidroxibenzoico (HWANG et al., 2013; HE et al., 2014b; SCHMIDT et
al., 2014). As cumarinas sdo derivados do acido cindmico e exibem
atividades biol6gicas distintas, por exemplo: antitumoral, antimicrobiana,
antiflngica e anticoagulante, além do uso em perfumaria. Com base em
um levantamento bibliogréafico, poucos séo os fungos basidiomicetos que
produzem cumarinas. F. officinalis, P. euosmus, G. lucidum, G. coclear e
P. chrysosporium podem ser citados (COSTA et al., 2016).

Terpenos e esteroides s&o normalmente identificados em fungos do
género Ganoderma (BABY et al., 2015), um fungo utilizado durante
muitos anos na cultura oriental como um agente potencial na prevencao e
tratamento de doencas. Mais de 370 terpenos e derivados terpénicos e 33
esteroides foram listados por Baby et al., (2015) sendo produzidos pelos
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fungos Ganoderma, dentre os 431 compostos derivados de fungos do
género Ganoderma. Estes compostos mostram importantes propriedades
terapéuticas, especialmente no que se refere as atividades antitumorais,
imunoreguladoras.

Distintos trabalhos foram realizados em fungos do género
Ganoderma, a fim de identificar os compostos responsaveis por suas
propriedades terapéuticas. A maioria dos estudos foi direcionada a G.
lucidum, G. applanatum, G. tsugae, G. lingzhi, G. sinense e G. capense.
No entanto, outros fungos do género apresentam potencial de produgdo
de importantes compostos bioativos.

Referente aos compostos identificados em G. lipsiense, poucos sdo
os trabalhos publicados na literatura. Até o0 momento, os terpenos: acido
ganoderénico A, &cido ganoderénico D e 4&cido ganoderénico N;
esteroides: ergosterol, ergosta-7,22-dien-3p-ol e ergosta-7,22-dien-3-ona
e alguns &cidos graxos foram identificados para esta espécie (ROSECKE
e KONIG, 2000). Outros constituintes, como compostos fendlicos,
alcaloides, vitaminas e carboidratos foram observados em sua
constituicdo. A maioria dos trabalhos de identificagdo de compostos
publicados com G. lipsiense remetem o uso do basidiocarpo do fungo. A
formacdo de basidiocarpos leva tempo para ser obtida e as culturas
miceliais s80 uma opc¢do para se obter compostos bioativos em um
intervalo menor de tempo.

Os maiores desafios deste trabalho foram a sele¢do de um fungo
basidiomiceto e um substrato apropriado para o seu cultivo, visando a
producdo dos biocompostos de interesse. A literatura descreve o arroz
como substrato interessante para a producdo de biocompostos. Nessa
perspectiva, a principal contribuicdo deste trabalho foi identificar
compostos bioativos produzidos pelo fungo G. lipsiense em sua forma
micelial, cultivados em arroz vermelho e em meio sintético e analisar as
atividades bioldgicas pelos extratos obtidos.
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais relacionados ao cultivo microbiano,
extracdo dos compostos, analises de pH, fendlicos totais, cumarinas e
inibicdo enzimatica deste estudo foram desenvolvidos no Laboratério de
Engenharia de Biomassas (LEBIO) da Universidade Regional de
Blumenau (FURB). Etapas de purificacdo, andlises de atividade
antibacteriana foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em Produtos
Naturais da FURB. A andlise de identificacdo de compostos fendlicos em
HPLC-ESI-MS/MS do estudo cinético foi realizada na Central de
Andlises do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e as analises de cromatografia gasosa (CG-EM) foram
realizadas na Central de Andlises do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da UFSC. Anélises de quantificacdo
por HPLC foram realizadas no Laboratério de Processos Analiticos do
Programa de Pé6s-Graduacdo em Engenharia Ambiental da FURB. A
andlise de Ressonancia Magnética Nuclear e a analise por Infravermelho
foram realizadas no Laboratério de Analise Instrumental do
Departamento de Quimica da FURB. As andlises antiparasitarias foram
realizadas no Laboratério de Imunologia do Departamento de Ciéncias
Naturais da Universidade Regional de Blumenau (FURB).

Para garantir condigdes estéreis de crescimento dos fungos
Ganoderma, os meios de cultura, vidrarias e utensilios de laboratério
foram esterilizados previamente em autoclave a 121 °C (Autoclave
vertical PRISMATEC) durante 15 minutos e 30 minutos para 0s meios de
cultivo envolvendo o uso de arroz, sendo os procedimentos de inoculagéo
e repique dos fungos realizados em cabinas de seguranca bioldgica
(VECO, FUV 12).

Basicamente, os estudos aqui realizados foram focados na
producdo de biocompostos pelo fungo G. lipsiense em meio sélido e
liquido, sendo caracterizados e identificados, quando possivel, com
relacdo a producdo de compostos fendlicos, terpenos e esteroides e acidos
graxos, assim como avaliar sua potencialidade com relacdo a atividade
antimicrobiana, antiparasitaria e inibidora da enzima a-glicosidase. A
producdo dos biocompostos e analises foram desenvolvidas mediante
quatro (4) conjuntos de atividades:

Etapa 1: Selecionar um fungo basidiomiceto com potencial de
producdo de biocompostos, com énfase em cumarinas, por meio de testes
qualitativos e quantitativos especificos. Avaliar, identificar e quantificar
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pela cinética de produgdo em FES, os compostos fenélicos produzidos e
aferir sua acdo antibacteriana;

Etapa 2: Realizar um cultivo em FES do fungo G. lipsiense em
maior quantidade visando purificar, caracterizar e identificar os
biocompostos apolares sintetizados pelo fungo, utilizando cromatografia
gasosa acoplada a espectrofotometria de massas, analise de infravermelho
e ressonadncia magnética nuclear. Avaliar a atividade antibacteriana das
fracBes purificadas e a atividade antiparasitaria do esteroide identificado
e dos extratos bruto e fragfes purificadas;

Etapa 3: Realizar um cultivo em FS do fungo G. lipsiense em
maior quantidade em meio sintético, visando purificar, caracterizar e
identificar os biocompostos apolares sintetizados pelo fungo, utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria de massas e
comparar aos hiocompostos produzidos pelo fungo na Etapa 2. Avaliar a
atividade antiparasitaria do extrato bruto e das fracoes purificadas;

Etapa 4: Cultivar o fungo G. lipsiense em FS utilizando meio a
base de arroz vermelho avaliando seu efeito inibitério em relacdo a
enzima a-glicosidase comparativamente aos extratos brutos obtidos nas
Etapas 2 e 3. Avaliar a cinética de inibi¢do enzimética ocasionada pelo
extrato bruto. Caracterizar e identificar por cromatografia gasosa
acoplada a espectrofotometria de massas 0s compostos presentes nas
fracGes apolares do extrato micelial.
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3.1.ETAPA 1: SELECAO DO FUNGO GANODERMA PRODUTOR

DE BIOCOMPOSTOS POR METODOS QUALI E
QUANTITATIVOS; CINETICA DE IDENTIFICACAO E
QUANTIFICAGCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
PRODUZIDOS POR G. LIPSIENSE

A Figura 12 mostra um diagrama geral dos procedimentos

relativos a Etapa 1 desta pesquisa de tese.

Figura 12 — Diagrama geral dos procedimentos referentes & Etapa 1.

Desenvolvimento do artigo de revisao
sobre cumarinas

Espécies de fungos Ganoderma
cultivados em arroz vermelho
durante 40 dias - FES

v
Extra¢ao por maceragao
com acetato de etila

v
Sele¢do do fungo Anélises fisico-quimicas
. . 1
G. lipsiense no extrato bruto

v
G. lipsiense cultivado
em arroz vermelho
por 63 dias

-
Extragdo por maceragao
com acetato de etila a

cada 7 dias Anlises
antibacterianas
v /I
Extrato bruto do fungo / Analises de compostos
+ meio s6lido fermentado \ fendlicos totais
l ‘\\. Quantificagdo de
vanilina e acido cafeico

Identificagdo do extrato
bruto por
HPLC ESI-MS/MS

por HPLC

Fonte: Elaborado pélo‘aUtdr.
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3.1.1. Fungos e meio de cultivo

Os fungos G. lucidum (CCIBt 2994), G. applanatum (CCIBt 2978)
e G. lipsiense (CCBt 2689) adquiridos do Instituto de Botanica (SP,
Brasil), foram cultivados em placas contendo extrato de malte esterilizado
(1%) Kasvi®, peptona bacterioldgica (0,1%) Kasvi® e batata-dextrose
agar (BDA - 3,9%) Himedia® por 28 dias de incubagdo a 28 °C e
posteriormente armazenados a 4 °C com repiques periddicos a cada 3
meses.

3.1.2. Caracterizacdo do substrato solido

A caracterizagdo do arroz vermelho (Rio Grande do Sul) utilizado
como substrato neste estudo, foi realizada de acordo com os métodos de
analise de alimentos estabelecidos pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) para
carboidratos (ALI 040/1V), cinzas totais (ALI 018/1V), fibras totais (ALI
044/1V), gorduras totais (ALI 032/1V) umidade (ALI 012/1V). Proteinas
foram determinadas pela metodologia descrita por THIEX et al., (2002).
O arroz vermelho foi caracterizado quanto ao seu teor de carboidratos,
cinzas totais, fibras totais, gordura total, proteinas e umidade.

3.1.3. Preparo do meio de cultivo sélido

Os ensaios para fermentagdo em estado solido foram realizados em
biorreatores tipo frascos cilindricos de 500 mL contendo 25 g de arroz
vermelho e 75 mL de agua destilada, e esterilizados em autoclave a
121 °C por 30 minutos. Apds resfriamento, 15 mL de uma suspensdo
micelial de cada fungo, previamente preparado por um processo
conhecido como fragmentacdo liquida, foram inseridos nos frascos
contendo o meio de cultura esterilizado e incubados por 40 dias a 28 °C.
A suspensdo micelial foi preparada transferindo as culturas flngicas das
placas preparadas no item 3.1.1 assepticamente para um agitador
contendo 130 mL de &gua esterilizada, fragmentando assim o micélio, de
modo a resultar em uma colonizag&o acelerada do meio.

3.1.4. Cinética da producéo de biocompostos

O preparo do meio de cultivo utilizado no estudo cinético da
producdo de biocompostos pelo fungo G. lipsiense seguiu 0s
procedimentos do item 3.1.3, e incubados por 63 dias a 28 °C com
extracdes semanais, nos intervalos de tempo de 7 dias.
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3.1.5. Extracao dos biocompostos do meio de cultivo sélido

A extracdo dos biocompostos do meio fermentado foi realizada
com solvente acetato de etila. O meio fermentado (arroz cultivado
juntamente com os fungos) foi macerado com acetato de etila (1:4) e
deixado em repouso por 24 horas em temperatura ambiente. Na
sequéncia, o extrato foi filtrado a vacuo em funil de Blichner e evaporado
em um evaporador rotativo a vacuo na temperatura de 45 °C. O mesmo
procedimento de extracdo foi utilizado para 0 meio controle, contendo
apenas arroz vermelho, na auséncia de inoculacéo.

3.1.6. Rendimento extrativo (%)

Os extratos fungicos, apdés maceracdo, foram evaporados até
remocdo completa do solvente e pesados para se obter o rendimento. Os
resultados para o rendimento extrativo sdo apresentados como uma
porcentagem do extrato bruto de fungo cultivado em arroz vermelho em
determinado intervalo de tempo.

3.1.7. Andlise de pH

A determinagdo do pH foi realizada através do método
potenciométrico utilizando eletrodo de vidro, ap6s agitacdo de 1 g de
amostra fermentada com 10 mL de dgua destilada em um misturador de
vortice na velocidade méxima. As leituras do sobrenadante foram
realizadas em triplicata com um pHmetro (Tecnal, Brasil).

3.1.8. Métodos de analises de detec¢do dos biocompostos

Dois métodos quali e quantitativos foram utilizados para a selecao
de um fungo com potencial de producdo de biocompostos, em especial
cumarinas: cromatografia de camada delgada (CCD) em placas de silica
gel e espectrofotometria de UV-Visivel (UV-Vis).

3.1.8.1. Caracterizagdo quimica qualitativa por cromatografia de camada
delgada

A presenca dos biocompostos cumarinas, gorduras, alcaloides e
terpenos e esteroides foi avaliada no extrato bruto por CCD, utilizando
uma pequena fracdo de cada amostra aplicada em cromatofolhas de
aluminio com silica gel 60 F2s4 (HPTLC - MERCK®). Como fase mével
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foi testado hexano:acetato de etila (80:20). As fases moveis e 0s reagentes
de pulverizacdo de visualizacdo foram utilizadas como indicado em
Wagner e Bladt (1996). Como revelador de cumarinas, antraquinonas,
xantonas e pesticidas foi utilizado reagente hidréxido de potassio (KOH),
elaborado a partir da dissolucdo de 2 g de hidroxido de potassio em 5 mL
de &gua destilada e completado até 50 mL com etanol (JORK et al., 1990).

3.1.8.2. Deteccdo da presenca e quantificacdo de cumarinas nos extratos
por espectrofotometria UV

A andlise qualitativa e quantitativa da presenca de cumarina nos
extratos foi realizada utilizando o método espectrofotométrico por
espectrofotometria UV-Vis (SHIMADZU UV-1650 PC). A anélise
qualitativa foi realizada aplicando-se 0 método de varredura nos extatos
diluidos em acetato de etila (Img-mLt). UV-Vis foram obtidos usando A
variando de 250 a 400 nm. Para uma analise quantitativa, utilizou-se uma
versdo modificada de Soares e Silva (2012). Uma curva de calibracdo
usando um padrdo de 1,2 benzo-pirona (cumarina simples; Sigma-
Aldrich) foi realizada a partir de nove dilui¢cGes da solugdo padrdo de
cumarina (38 pg'mL™) variando de 1,87 a 29,88 pg-mL™*. As solucdes
foram analisadas em triplicata a 315 nm, obtendo-se a Equagdo (5) com
coeficiente de determinacdo (R? = 0,9906). Em todas as anélises, a
concentra¢do dos extratos foi de 1 mg-mL™.

Y = 0,0176X + 0,1052 (5)
3.1.9. Teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais do extrato de G. lipsiense foi
estimado pelo ensaio colorimétrico e modificado
(ANAGNOSTOPOULOU et al., 2006), utilizando o acido galico como
padrio, sendo 0,5 mL de extrato (2 mg-mL*) misturados com 5,0 mL de
agua destilada e 0,25 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich),
deixando reagir no escuro por 3 min antes da adicdo de 1 mL de uma
solucéo saturada de carbonato de sodio. A mistura reacional foi agitada
em vortice e incubada no escuro a temperatura ambiente durante 1 h. A
absorbancia da amostra foi medida a 725 nm em espectrofotdmetro
(SHIMADZU UV-Vis-1650 PC). O teor total de fendlicos foi
determinado como pg de equivalente de acido galico (EAG) por mg de
extrato, a partir da diluicdo do padrdo de acido galico, variando de 7,8 -
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250 mg-mL*. As solucOes foram analisadas em triplicata, obtendo-se a
Equacéo 6, com coeficiente de determinacdo (R2 = 0,9982).

Y = 142,52 X — 26,031 (6)

3.1.10. Identificacdo de compostos fenodlicos por métodos
qualitativos

Analises de cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
para identificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos bruto
foram realizadas em um cromatdgrafo Agilent® 1200, com
TurbolonSpray® como uma fonte de ionizacdo, acoplado a um
espectrofotdmeto de massas Qtrap® 3200, com uma coluna Phenomenex®
Synergi 4 u Polar-RP 80A (150 mm x 2 mm ID, tamanho da particula de
4 um) a temperatura de 30 °C. As condi¢Bes cromatogréficas utilizadas
foram modificadas da versdo descrita por Tenfen et al. (2017). Os
eluentes foram formados pela mistura A (MeOH/H20 na propor¢éo 95:5,
v-v1) e B (H20 ultrapura/acido formico (0.1%)) como segue: estagio 1 -
10% solvente A e 90% B (modo isocratico) por 5 min; estagio 2 —
gradiente linear dos solvents A e B (de 10 até 90% de A) por 2 min;
estagio 3 - 90% solvente A e 10% B (modo isocratico) por 3 min; estagio
4 — gradiente linear dos solventes A e B (de 90 até 10% de A) por 7 min
com uma vazao de 250 pL-min-* da fase mével. Em todas as analises, foi
injetado um volume de 5 pL na concentracéo de 1 mg-mL-1.

Este método foi baseado nas formulas moleculares, no padrdo de
fragmentacdo e tempos de retencdo dos compostos nas amostras, que
foram comparados aos padrdes comercialmente disponiveis. Para a
identificagdo dos compostos, foram analisados 45 padrfes de compostos
fendlicos (&cido 4-aminobenzéico, acido 4-hidroximetilbenzéico, 4-
metilumbeliferona, apigenina, aromadendrina, acido cafeico, carnosol,
catequina, acido clorogénico, crisina, acido cinamico, coniferaldeido,
acido elagico, epicatequina, eriodictyol, acido feralico, fustin, galanga,
galico acido, hispudulina, isoquercetina, kaempferol, acido mandélico,
acido metoxifenilacético, miricetina, naringenina, naringina, acido p-
anisico, 4&cido p-cumérico, pinocembrina, &acido protocatecuico,
guercetina, resveratrol, acido rosmarinico, rutina, acido salicilico,
escopoletina, sinapaldeido &cido sinépico, siringaldeido, &cido siringico,
taxifolina, umbeliferona, &cido vanilico e vanilina) dissolvidos em
metanol (1 mg-L?) aplicando as mesmas condicdes descritas
anteriormente.
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O cromatégrafo liquido foi acoplado a um espectrémetro de massa
com uma fonte de ionizacdo por eletropulverizacdo usando o modo de
ionizagdo negativa com o0s seguintes parametros de fonte: interface de
pulverizacdo iénica a 400 °C; voltagem da pulverizacao idnica de 4500
V; cortina de gas, 10 psi; gas nebulizador, 45 psi; gas auxiliar, 45 psi; e
gas de colisdo, médio. O software Analyst® (versdo 1.5.1) foi usado para
registrar e processar os dados. Pares de ions foram monitorados no modo
Monitoramento de Reagdo Mdltipla (MRM).

3.1.11. Teor de acido cafeico e vanilina

As analises quantitativas de 4acido cafeico e vanilina foram
realizadas utilizando um cromatégrafo Thermo Scientific™ Dionex™
UltiMate™ 3000, equipado com um detector de arranjos de iodo (DAD).
A coleta dos dados e analises foram realizadas utilizando o software
Chromeleon™ (version 7.2). A separacdo dos compostos doi realizada
em uma coluna Cis (120 A, 4.6 x 250 mm) Acclaim™ 120 (Dionex
Bonded Silica Products). A temperatura do forno foi mantida a 30°C. As
condi¢des cromatograficas usadas foram adaptadas dos métodos descritos
por Wen et al., (2005) para o acido cafeico e Huesgen (2011) para
vanilina. As amostras utilizadas foram previamente dissolvidas em
acetonitrila para obter a concentracio desejada.

Para o acido cafeico, a deteccdo foi realizada a 320 nm. O volume
de injecdo foi de 10 puL de amosta na concentragdo de 50 mg-mL* e a
vazdo da fase mdvel se manteve em 0.5 mL-mint. A fase mével A foi
agua + 0.1% &cido trifluoroacético (TFA) e a fase B foi acetonitrila +
0.09% TFA. As condigdes do gradiente foram as seguintes: 0-5 min 25%
B; 5-10 min 25-30% B; 10-16 min 30-45% B; 16-18 min 45% B; 18-25
min 45-80% B; 25-30 min 80% B; e em 30-40 min 80-25% B. Para a
vanillina, a deteccdo foi realizada a 230 nm. O volume de injecéo foi de
3 pL de amostra na concentracdo de 10 mg-mL e a taxa de fluxo da fase
movel se manteve em 1 mL-min~t. A fase moével A foi dgua + 0.1%
(TFA), e a fase B foi acetonitrila + 0.09% TFA. As condi¢fes do gradiente
foram as seguintes: 0 min 5% B; 0-12 min 65% B; 12-14 min 90% B; 14-
16 min 90% B; at 16.01 min 5% B; e em 21 min 5% B.

A determinacdo do teor de acido cafeico e vanilina no extrato de
G. lipsiense foi realizada elaborando as curvas de calibragdo do padrao,
utilizando acido cafeico (acido 3,4-di-hidroxicindmico) e vanilina (4-
hidroxi-3-metoxibenzaldeido) (Sigma-Aldrich) em acetonitrila. As
curvas de concentracao versus resposta para a calibracdo foram plotadas
usando cinco solugbes com diferentes concentracdes de acido cafeico
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(4,687-75 pg'mL) e vanilina (3,125-50 ug-mL?). Cada determinacéo foi
realizada em duplicata.

3.1.12. Avaliacdo da atividade antibacteriana
3.1.12.1.Microrganismos e meios de cultivo

Os ensaios antibacterianos foram realizados com as bactérias
Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus (ATCC 25923). As cepas foram inoculadas no meio de infuséo
de cérebro coragdo (BHI) a 37 °C por 24 h, e posteriormente semeados
em agar sangue a 37 °C por 24 h a fim de reativar as linhagens bacterianas.

3.1.12.2. Determinacdo da concentragdo inibitdria minima (CIM)

Os ensaios antibacerianos foram realizados nos extratos brutos
referente aos dias 21, 42, 63 e no meio controle (apenas arroz vermelho)
para determiner a concentragdo inibitéria minima (CIM) de acordo com
0 método recomendado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (CLSI. 2012). Para isso, fez-se 0 uso da técnica de microdiluicéo
em caldo em microplacas de 96 pocos.

A amostra foi diluida até 2 mg-mL* em dimetilsulféxido (DMSO)
10% em PBS e inserida no primeiro micropogo da placa, sendo em
seguida transferida para o poco adjacente contendo caldo Muller-Hinton
(MH), com o objetivo de se obter diluigdo seriada de ordem dois, com
concentragdes de amostra variando entre 7,81 pg'mL? até 1000 pg-mL™.
O indculo bacteriano, foi preparado na escala 0,5 de McFarland (5.10°
UFC / mL) e adicionado (5 pL) a cada micropogo. Alguns pocos de cada
microplaca foram reservados para realizacdo dos controles negativos aos
guais continham caldo MH + H,O/DMSO 10% mais a bactéria em estudo.
Para o controle de esterilidade do meio de cultura, foi utilizado caldo MH.
Como controle positivo foi utilizado o antibiético gentamincina, em
concentragdes variando de 0,31 a 40 ug'-mL™. Todo o procedimento foi
realizado em triplicata e em condi¢des assépticas em capela de fluxo
laminar.

As microplacas foram incubadas a 37 °C £ 1 °C, por 24 horas.
Apos a incubago, o crescimento bacteriano foi verificado adicionando-
se 10 pL de uma solucdo metandlica de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(5 mg-mL?), em cada micropoco. Ap6s duas horas, se observada a
formacdo de “botdo” bacteriano avermelhado no fundo de cada
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micropoco, indica a viabilidade da bactéria e inatividade do extrato. A
CIM foi determinada como a Ultima concentracdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano.

3.1.13. Analises estatisticas

Os resultados obtidos séo representados como sua média + desvio
padrdo. Os dados foram analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (95% de confianga) para comparacgao entre as
amostras.
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32.ETAPA 2. CARACTERIZACAO, PURIFICACAO E
IDENTIFICAGAO DOS BIOCOMPOSTOS PRODUZIDOS PELO
FUNGO G. LIPSIENSE NO SISTEMA FES E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIPARASITARIA DAS
FRAGCOES PURIFICADAS E DO ESTEROIDE IDENTIFICADO

Nesta etapa, o fungo G. lipsiense foi cultivado em grande
guantidade no sistema de cultivo sélido (em arroz vermelho), visando a
purificacdo do extrato bruto de modo a caracterizar e identificar os
biocompostos presentes na fracdo apolar da amostra. Atividades
antimicrobianas e antiparasitarias foram realizadas no extrato bruto e nos
extratos purificados, assim como no esteroide identificado. A Figura 13
mostra um diagrama geral dos procedimentos relativos a Etapa 2 desta
pesquisa de tese.

Figura 13 — Diagrama geral dos procedimentos relativos a Etapa 2 desta pesquisa.
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3.2.1. Fungo e meio de cultivo s6lido

O fungo G. lipsiense CCIBt 2689 foi cultivado e armazenado
conforme método descrito no item 3.1.1. Os ensaios para FES foram
realizados em biorreatores tipo frascos cilindricos de 500 mL contendo
30 g de arroz vermelho e 90 mL de agua destilada, e esterilizados em
autoclave a 121 °C por 30 minutos. A inoculagdo do micélio fungico se
procedeu nas mesmas condi¢cdes descritas no item 3.1.3. Foram
inoculados no total 21 frascos, por 42 dias a 28 °C.

3.2.2. Obtencao e purificacdo do extrato bruto

A obtencdo do extrato bruto proveniente da FES, seguiu o0s
seguintes procedimentos: o arroz colonizado juntamente com o micélio
fungico de G. lipsiense (630 g de arroz seco geraram 1,158 kg de arroz
apos colonizado), foi homogeneizado e esmagado em graal e pistilo para
extracdo dos biocompostos provenientes da fermentacdo. A extracdo foi
realizada por maceracao simples com etanol (1:2 m/v) durante 48 horas a
temperatura ambiente. A mistura foi filtrada com um filtro a vacuo e o
meio fermentado juntamente com o fungo foi submetido a uma segunda
extracdo por maceragdo simples com etanol 70% (1:1 m/v) por 24 horas.
A amostra foi submetida a uma nova filtragéo e o solvente foi evaporado
a 45 °C utilizando um evaporador rotativo. Os procedimentos de extragéo,
purificacdo e identificagéo estdo detalhados na Figura 14. O extrato bruto
seco total do cultivo de G. lipsiense em arroz (rendimento = 5,09%), foi
novamente dissolvido em 0,5 L de etanol 70% e partionado (1:1 v/v) com
hexano, gerando 2,331 g de extrato de hexano seco (rendimento = 3,95%),
diclorometano, gerando 0,621 g de extrato de diclorometano seco
(rendimento = 1,05%) e acetato de etila, gerando 0,588 g de extrato
acetato de etila seco (rendimento = 0,99%). Os extratos provenientes das
fracBes foram secos em estufa de circulagdo de ar & 45°C por 3 horas. O
extrato proveniente da fracdo hexano foi purificado em coluna de silica
(2 x16 cm) com um gradiente de elui¢do hexano — acetato de etila - etanol,
proporcionando 29 fragbes de 50 mL cada.

Os mesmos procedimentos experimentais para extragdo e particdo
liquido/liquido do extrato bruto com hexano, diclorometano e acetato de
etila foram realizados com o arroz vermelho (controle), de modo a
diferenciar os &cidos graxos presentes no arroz dos &cidos graxos
produzidos pelo fungo durante o cultivo.
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Figura 14 — Diagrama geral do processo de extracdo, purificacdo e identificagdo
dos compostos do extrato de G. lipsiense em FES cultivado em arroz vermelho
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CG-EM = cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; CCD =
cromatografia de camada delgada; RMN = ressonancia magnética nuclear; IF =
infravermelho. Fonte: Elaborado pelo autor
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3.2.3. Caracterizacéo e identificacdo dos biocompostos

3.2.3.1. Caracterizacdo quimica qualitativa por cromatografia de camada
delgada

A avaliacdo da presenca de cumarinas, alcal6ides, terpenos e
esteroides e aldeidos foram realizadas nas fracGes de hexano e
diclorometano provenientes da particdo do extrato bruto e nas fracfes
obtidas na purificacdo em coluna de silica, utilizando uma pequena fracao
da amostra em cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 F2s4 (HPTLC
- MERCK®). As fases moveis e os reagentes de pulverizacdo de
visualizag¢do foram utilizadas como indicado em Wagner e Bladt (1996)
e comparados com os compostos de referéncia. O revelador KOH foi
utilizado como revelador de cumarinas, conforme descrito no item
3.1.8.1. O resorcinol sulfurico, composto por orcinol 0,4 g /100 mL e
acido sulfirico 1:19 em etanol, foi utilizado como revelador especifico
para aclcares (MENDES et al., 2006), visualizado ap6s aquecimento das
placas a 110 °C por 5 segundos. O anisaldeido sulfarico foi utilizado como
relevador especifico para antioxidantes, esteroides, prostaglandinas,
carboidratos, fendis, glicosideos, sapogeninas, componentes de 6leos
essenciais ou terpenos, antibioticos (macrolideos, heptaene e
tetraciclinas) e micotoxinas (tricotecenos), composto por 1 mL de 4-
metoxibenzaldeido (anisaldeido) e 2 mL de &cido sulflrico concentrado
em 100 mL de acido acético glacial, visualizado também apoés
aquecimento das placas a 110 °C por 5 segundos (JORK et al., 1990).
Cloreto férrico- solucdo a 2% em etanol, foi utilizado como revelador
especifico de fendis (GROCHANKE et al., 2016).

3.2.3.2. ldentificacdo de compostos apolares por cromatografia gasosa —
espectrometria de massas (CG-EM)

A identificacdo dos compostos por CG-EM foi realizada nas
fragdes totais de hexano e diclorometano provenientes da parti¢do obtida
do extrato bruto de G. lipsiense cultivado em arroz e do arroz vermelho
(controle). A anélise foi realizada em CG-EM- Agilent™ 7890A GC
System, HP-5MS (5% Phenyl Methyl Silox 30 m x 250 um x 0.25 pm)
que foi aquecido até 40 °C por 2 minutos, entdo 3 °C-min para 145 °C
por 0 min e entdo 10 °C para 250 °C por 10 minutos. A vazdo de gés hélio
foi 1 mL-min e a temperatura do injector de 250 °C. O volume de injecéo
foi de 1 uL. com uma proporg¢do (Split ratio) de 10:1. O perfil de acidos
graxos foi analisado nas fragcfes em comparagdo com o controle (apenas
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arroz vermelho nas condigdes utilizadas para inoculacao e extraido nas
mesmas condi¢fes da amostra fermentada).

Os componentes obtidos do extrato foram caracterizados e
identificados pelas analises dos espectros de massas em comparagdo com
0s espectros sugeridos pela biblioteca NIST 2008 (National Institute of
Standards and Technology, US).

3.2.3.3. Identificacdo do composto purificado da fracdo 19

Anadlises de infravermelho e de ressonancia magnética nuclear de
'H e 13C foram realizadas na fracdo 19 obtida da coluna de fracionamento.
A fracdo 19 foi obtida no gradiente de eluicdo na proporcao
hexano:acetato de etila (65:35) e foi selecionada para identificacdo em
virtude das caracteristicas de cristalizacdo em forma de agulhas
apresentadas pela amostra ap6s evaporacdo do solvente. Esta fracdo
também apresentou caracteristicas de “isolada” em analises de
cromatografia de camada delgada, com visualizacdo de apenas uma banda
guando revelado com anisaldeido sulfurico.

As analises de IV foram realizadas no espectrofotometro Bruker™
(Vertex 70) e medidas em ATR Platinum™ com faixa de espectro de
4000 cm™ - 500 cm™2.

A amostra 19 submetida a analise de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) 'H e *3C foi dissolvida em cloroférmio delterado (CDCls)
e foi transferida para tubos de RMN de 3 mm. A analise de RMN foi
conduzida no equipamento Bruker Ultrashield™ (300-MHz) e todas as
andlises foram realizadas utilizando sequéncias de pulso padrdo do
equipamento Bruker e a temperatura foi mantida a 24 °C.

3.2.4. Atividades biolégicas
3.2.4.1. Atividade antibacteriana

Os ensaios antibacterianos foram realizados com as bactérias
Gram-negativa E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC 27853) e
bactéria Gram-positiva S. aureus (ATCC 25923). A avaliacdo
antibacteriana foi realizada nas amostras da partigdo liquido/liquido,
obtidas pela extracdo com hexano, diclorometano e acetato de etila e na
fracdo 19 da coluna de purificagdo. Os procedimentos metodoldgicos e a
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), seguiram
conforme descrito nos itens 3.1.12.1 e 3.1.12.2 respectivamente.
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3.2.4.2. Teste de viabilidade celular sobre a Giardia duodenalis

O teste de viabilidade celular foi realizado contra trofozoitos do
parasita G. duodenalis (ATCC 30888; Portland-1) doada gentilmente pelo
professor Dr. Mario Stendel do Laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal de Santa Catarina, pelo método de MTT [brometo
de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] conforme Mosmann
(1983) e modificado por Neiva et al. (2014). Este teste detecta o
metabolismo de células vivas e se baseia na capacidade de células viaveis
de G. duodenalis em metabolizar o sal MTT através da enzima
mitocondrial desidrogenase succinica em cristais de cor azul parpura, de
nome formazan, que se concentram no citoplasma celular.

Os ensaios foram realizados em tubos eppendorf 1,5 mL em seis
replicatas, nos quais aliquotas dos extratos bruto, da fracdo hexano e da
fracdo 19 da coluna de purificacdo, foram diluidos no meio TYI-S-33
(KEISTER, 1983) nas concentra¢des de 500 e 100 pg'-mL*. Um inéculo
contendo 5 x 10° de trofozoitos/mL do parasita foi adicionado em cada
tubo. Apds 72 h de incubacdo a 37°C, as avaliacGes foram feitas pelo
método do MTT, conforme descrito: os trofozoitos foram lavados com
tampdo fosfato por duas vezes e posteriormente adicionados 100 pL de
MTT na concentragdo de 0,5 mg-mL* em tampé&o fosfato e incubados por
3h. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as particulas insollveis
de coloragdo roxa foram solubilizadas com 100 pL/tubo de solugdo 10%
de dodecil sulfato de sédio (SDS) e 50% de N,N-dimetil formamida. Ap6s
30 minutos de incubag&o, a densidade dptica foi determinada a 570 nm
em leitor de placa ELISA (Anthos 2020, Austria). Os resultados foram
calculados pela média da absorbancia de 6 pocos e expressos na
porcentagem de viabilidade celular de acordo com a Equacéo 7.

o (abCA — abB)
% de viabilidade celular = m * 100 @)
Onde:

abCA = Absorbancia das células das amostras
abB = Absorbancia do branco
abCC = Absorbéancia de células controle

Cada teste inclui um controle positivo (metronidazol 40 pg-mLt)
e um controle negativo (meio TY1-S-33).
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3.3.ETAPA 3. IDENTIFICACAO DOS BIOCOMPOSTOS
PRODUZIDOS POR FS PELO FUNGO G. LIPSIENSE EM MEIO
SINTETICO

Na Etapa 3 o fungo G. lipsiense foi cultivado em grande
quantidade no sistema de cultivo submerso em meio sintético, visando a
purificagdo do extrato bruto micelial de modo a caracterizar e identificar
0s biocompostos presentes na fracdo apolar da amostra. A Figura 15
mostra um diagrama geral dos procedimentos relativos a Etapa 3 desta
pesquisa de tese.

Figura 15 — Diagrama geral dos procedimentos relativos a Etapa 3 desta pesquisa
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.1.  Fungo e meio de cultivo liquido

O fungo G. lipsiense CCIBt 2689 foi cultivado e armazenado
conforme método descrito no item 3.1.1. O meio de cultivo sintético
utilizado neste estudo foi adaptado de Rubel et al. (2014) e consiste em:
glicose (20 g-LY), extrato de levedura (2,0 g-L'), KH,PO4 (0,833 gL 1) e
MgSO4-7H20 (0,5 g-L 1). A inoculacdo do micélio fingico se procedeu
nas mesmas condi¢Ges descritas no item 3.1.3. Os frascos inoculados
foram cultivados estaticamente por 42 dias em 28 °C. Nesta etapa, o fungo
G. lipsiense foi cultivado em maior quantidade para ensiaos de
purificacdo, caracterizacao e identificacdo de compostos. No total, foram
cultivados 60 frascos nas condi¢fes e meio de cultivo descritos acima, a
fim de se obter um volume substancial de micélio.

3.3.2. Extracao dos biocompostos do micélio fungico

Para a extracdo dos biocompostos do micélio flngico, estes foram
primeiramente filtrados por filtragdo & vacuo em funil de Biichner de
modo a separar 0 micélio do meio de cultivo, sendo o micélio flngico
congelado e posteriormente liofilizado (50,19 g de micélio apés
liofilizado). Apés liofilizagdo, o micélio seco foi triturado e extraido por
maceracgao simples com etanol (1:2 m/v) durante 48 horas a temperatura
ambiente. A mistura foi filtrada com um filtro a vacuo e o micélio
triturado foi submetido a uma segunda extracdo por maceragdo simples
com etanol 70% (1:1 m/v) por 24 horas. A amostra foi submetida a uma
nova filtragdo e o solvente foi evaporado a 45 °C utilizando um
evaporador rotativo. O extrato bruto seco total do micélio de G. lipsiense
em meio sintético (4,370 g; rendimento = 8,70%), foi novamente
dissolvido (3,783 g) em 0,5 L de etanol 70% e particionado (1:1 v/v) com
hexano, gerando 0,621 g de extrato de hexano seco (rendimento =
16,41%), diclorometano, gerando 0,92 g de extrato de diclorometano seco
(rendimento = 24,32%) e acetato de etila, gerando 0,035 g de extrato
acetato de etila seco (rendimento = 0,92%). Os extratos provenientes das
fracBGes foram secos em estufa de circulacdo de ar a 45°C por 3 horas. O
extrato proveniente da fragdo hexano foi purificada em coluna de silica (2
x17 cm) com um gradiente de eluicdo hexano - acetato de etila - etanol,
proporcionando 29 fracdes de 50 mL cada. O método de extracdo
utilizado seguiu os procedimentos mostrados na Figura 14 da Etapa 2
desta pesquisa.
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3.3.3. Caracterizagdo quimica qualitativa por cromatografia de
camada delgada

A avaliacdo da presenca de cumarinas e terpenos e esteroides
foram realizadas nas fracGes de hexano e diclorometano provenientes da
particdo do extrato bruto e nas frages obtidas na purificacdo em coluna
de silica, utilizando uma pequena fracdo da amostra em cromatofolhas de
aluminio com silica gel 60 Fzss (HPTLC - MERCK®) conforme descrito
no item 3.2.3.1. A presenca do esteroide identificado na Etapa 2 também
foi avaliada nas fracdes analisadas. As placas foram eluidas com
hexano:acetato de etila (90:10).

3.3.4. ldentificacdo de compostos apolares por cromatografia
gasosa - espectrometria de massas (CG-EM)

A identificacdo dos compostos por CG-EM foi realizada no extrato
das fragGes hexano, diclorometano e nas fragbes 3, 7-17 obtidas pelo
fracionamento da fragdo hexano em coluna de silica do extrato bruto. As
analises de identificacdo nas fracdes hexano e diclorometano foram
realizadas em CG-EM- Agilent™ 7890A GC System, HP-5MS (5%
Phenyl Methyl Silox 30 m x 250 um x 0.25 um) que foi aquecido até
40 °C por 2 minutos, entdo 3 °C-min para 145 °C por 0 min e entdo 10 °C
para 250 °C por 10 minutos. O fluxo de gas hélio foi 6 mL-min? e a
temperatura do injector de 250 °C. O volume de injecéo foi de 1 pL com
uma proporcao (Split ratio) de 10:1. A identificacdo destas fragbes seguiu
0 mesmo método descrito para as fragGes em FES da Etapa 2 para fins de
comparagdo dos compostos.

As fragbes 3,7-17 foram identificadas em CG-EM- Agilent™
7890A GC System, HP-5MS (5% Phenyl Methyl Silox 30 m x 250 pm x
0.25 um) que foi aquecido até 50 °C por 0 minutos, entdo 4 °C/min para
180 °C por 0 min e entdo 20 °C para 280 °C por 0 minutos. O fluxo de gas
hélio foi 6 mL/min e a temperatura do injector de 250 °C. O volume de
injecdo foi de 1 uL. com uma proporcdo (Split ratio) de 30:1. O método
utilizado na identificacdo das fracGes foi modificado de Paiva dos Santos
(2007), utilizado em anélises de identificacdo de compostos naturais em
6leos essenciais.

Os componentes obtidos do extrato foram caracterizados e
identificados pela andlise dos espectros de massas em comparagdo com
0s espectros sugeridos pela biblioteca NIST 2008 (National Institute of
Standards and Technology, US).
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3.3.5. Teste de viabilidade celular sobre a Giardia duodenalis

O efeito dos extratos bruto e das fragdes hexano, diclorometano e
acetato de etila sobre trofozoitos de G. duodenalis (ATCC 30888;
Portland-1) foi avaliado pelo método de MTT conforme descrito no item
3.24.2.
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3.4.ETAPA 4. AVALIAGAO DO POTENCIAL INIBITORIO DA
ENZIMA A-GLICOSIDASE PELO EXTRATO DO FUNGO G.
LIPSIENSE EM CULTIVOS SOLIDOS E LIQUIDOS E
CARACTERIZAGAO E IDENTIFICACAO DOS
BIOCOMPOSTOS PRODUZIDOS POR FS

A Etapa 4 remete a avaliacdo do potencial inibitorio da enzima o-
glicosidase pelo extrato bruto do fungo G. lipsiense cultivado em meio
solido da Etapa 1, como também dos extratos bruto e purificado do
micélio de G. lipsiense cultivado em meio liquido a base de arroz
vermelho (MBA) e do micélio de G. lipsiense cultivado em meio sintético
(mSin) da Etapa 3. A caracterizacdo e identificagdo geral dos compostos
presentes nas fragdes hexano e diclorometano do mBA também foi
realizada na Etapa 4. A Figura 16 mostra um diagrama geral dos
procedimentos relativos a Etapa 4 desta pesquisa de tese.

Figura 16 — Diagrama geral dos procedimentos relativos a Etapa 4 desta pesquisa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4.1. Fungo e meio de cultivo liquido

O fungo G. lipsiense CCIBt 2689 foi cultivado e armazenado
conforme método descrito no item 3.1.1. O meio de cultura liquido
concentrado a base de arroz foi preparado com 150 g de arroz vermelho
previamente cozido a 100 °C por 30 min com agua destilada e
posteriormente moido com 600 mL de dgua destilada em moinho de bolas
e filtrado com gase para remocdo das particulas maiores. A producédo dos
biocompostos foi realizada em frascos de vidro cilindricos de 500
contendo 100 mL de meio liquido a base de arroz (20% m /v do preparo
concentrado) em &gua destilada e autoclavado a 121 °C durante 30
minutos. A inoculagdo do micélio flngico se procedeu nas mesmas
condicdes descritas no item 3.1.3. Os frascos inoculados foram cultivados
de maneira estatica por 42 dias em 28 °C.

3.4.2. Extracao dos biocompostos do micélio fangico

A extragdo do micélio de G. lipsiense cultivado em mBA seguiu 0s
procedimentos descritos no item 3.3.2. O extrato bruto micelial total foi
novamente dissolvido em etanol 70% e partionado (1:1 v/v) com hexano,
diclorometano e acetato de etila. Estas fraces foram utilizadas nos
ensaios de avaliagdo da inibi¢do enzimatica e estudos de identificacdo dos
compostos das fracBes apolares em cromatografia gasosa (CG-MS).

3.4.3. Ensaio inibi¢do da enzima a-glicosidase - curva padréo e
preparo das solucdes

3.4.3.1. Preparo das solucbes

Solucdo Tampéao Fosfato de Potéssio 0,1 M - pH 6,8

Dissolveu-se 3,4 gramas de fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4) em 25 mL de agua destilada. Dissolveu-se 4,35 g de fosfato de
potassio dibasico (K:HPO4) em 25 mL de agua destilada. Para o preparo
da solucéo tampéo, adicionar 25 mL da solucdo de KH.POa.e 24,85 mL
da solugdo de K:HPO,4 em um baldo volumétrico de 500 mL, ajustar o
volume com &gua destilada e aferir o pH.

Solucéo de Carbonato de Sédio 1 M - Na;COs3
Dissolveu-se 10,6 g de carbonato de sddio (Na2COs) em 100 mL
de agua destilada.
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Solucéo de p-Nitrofenil-a-D- Glicopiranosideo (pNPG)

Dissolveu-se 0,03 g de pNPG em 10 mL de agua destilada para
obter a concentra¢do de 10 mM-L. As concentragdes de 5 mmol- L2, 2,5
mmol-L? e 1,25 mmol-L, foram obtidas pela diluicdo da concentracdo
de 10 mmol-L* pelo acréscimo de agua destilada.

Solucdo de Enzima a-Glicosidase

Dissolveu-se a enzima a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae
tipo I, >10 unidades-mg ! de proteina (Sigma-Aldrich) em tampéo fosfato
pH 6,8 para concentracédo de 0,625 U-mL"".

3.4.3.2. Curva padrdo de pNP

Para 0s ensaios de cinética enzimatica, se faz necessario o calculo
da formacédo de produto liberado em cada reacdo. Para isso, foi realizada
a curva padrdo de p-nitrofenol (pNP), utilizando concentragfes variadas
(0,625 - 0,0013 mM) de produto e diluidas em tampdo fosfato
(0,1 mol-L-%; pH 6,8). A coloracdo amarela foi mensurada pela leitura da
absorbancia a 410 nm. Os dados foram plotados em um grafico de valor
de absorbéancia por quantidade de produto obtendo a curva padrdo,
conforme Equacéo 8 com coeficiente de determinacéo (R? = 0,9805).

y = 0,1735x (8)
3.4.4. Ensaio inibi¢do da enzima a-glicosidase in vitro

A atividade de inibigdo da enzima a-glicosidase foi avaliada pelo
método modificado descrito por Zhipeng et al. (2011). O extrato flngico
foi dissolvido em MeOH, variando as concentra¢des (1 mg-mL?, 0,75
mg-mL?, 0,5 mg-mL*?, 0,25 mg-mL?, 0,125 mg-mL™). A mistura
reacional continha 570 pL de tampao fosfato (0.1 mol-L*; pH 6.8), 50 uL
da enzima a-glicosidase (0,625 U-mL™") e 20 uL de extrato bruto micelial.
A mistura foi agitada em baixa velocidade em agitador tipo vortex e
incubada em banho maria a 37,5 °C por 20 min, seguido da adi¢do de
15 uL de p-Nitrofenil-a-D-glucopiranosideo (pNPG, 5 mmol-Lt). Uma
nova incubacdo foi realizada a 37,5 °C por 30 min, no qual a reagéo foi
parada apdés adicdo de 650 uL de carbonato de sédio (1 M). A coloragdo
amarela produzida, devido a formacdo do p-nitrofenol (pNP) foi
mensurada pela leitura da absorbéancia a 410 nm. O controle negativo foi
conduzido de maneira idéntica ao acima descrito, substituindo o extrato
fingico por metanol. Acarbose (500 pg-mL?) foi utilizada como controle
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positivo e o branco da amostra foi conduzido nas mesmas condi¢des
descritas, mas na auséncia de enzima. O percentual de inibi¢do da enzima
foi calculado conforme Equacéo 9.

% inibicio = abs. do controle negativo — abs. da amostra X 100 9)
0 IN1bIgao = abs. do controle negativo

Em virtude da baixa solubilidade da amostra testada em DMSO,
foi utilizado metanol como solvente e ultrassom (aprox. 30 segundos)
para sua solubilizacdo. A influéncia do metanol na acdo da enzima foi
avaliada em diferentes concentracgdes de substrato pNPG (10, 5,2,5e 1,25
mM), comparativamente ao teste na auséncia de metanol, nas mesmas
condicdes descritas anteriormente neste item. Os dados foram plotados
em um grafico de valor de substrato por quantidade de produto. Cada
experimento foi realizado em triplicata com os respectivos brancos.

As concentracOes do extrato micelial do fungo cultivado no arroz
vermelho e em meio sintético que inibiram a hidrolise do substrato pNPG
em 50% (ICsp) sdo determinadas pela regressao dos dados obtidos pelo
efeito de concentragGes crescentes deste composto nos ensaios, nos
valores de inibig&o.

3.4.5. Cinética de inibicdo e determinacdo do tipo de inibic&o
enzimatica

Diferentes concentragdes (0,5; 0,25; 0,125 mg-mL!) de inibidores
(extrato bruto dos micélios cultivados por FS em mBA e mSin) foram
avaliados em relagdo ao percentual de inibi¢ao da enzima a-glicosidase
na concentracdo de pNPG 5mM de modo a verificar o0 seu comportamento
ao longo do tempo de 60 minutos. A regressdo dos dados destas analises
foram realizados com o auxilio do software Excel.

Para avaliar o tipo de inibicdo ocasionado pelos inibidores, foram
realizados ensaios variando a concentracao de substrato pNPG (10; 5; 2,5
e 1,25 mM) em relacdo a formacdo de produto ocasionada pelos
inibidores na concentragdo de 0,5 mg:mL™ ao longo do tempo de 60
minutos. Andalises por regressdes nao-lineares em relagdo aos tipos de
inibicdo: competitiva, ndo-competitiva e incompetitiva foram avaliadas.
Os ajustes dos dados foram realizados pelas equacBes geradas pelas
curvas de regressao da concentracdo de produto formado (pNP) versus o
tempo de reacdo, para encontrar os valores de velocidade da reacdo e
determinar os parametros cinéticos Km, Vmax € Ki, utilizando o programa
MatLAB 2013a, determinando assim o tipo de inibi¢do ocasionada.
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3.4.6. ldentificacdo de compostos apolares por cromatografia
gasosa - espectrometria de massas (CG-EM)

A identificagdo dos compostos por CG-EM foi realizada nas
fragdes totais de hexano e diclorometano provenientes das particGes
obtidas dos extratos bruto de G. lipsiense cultivado em mBA, utilizando
CG-EM- Agilent™ 7890A GC System, HP-5MS (5% Phenyl Methyl
Silox 30 m x 250 pum x 0.25 um) que foi aquecido até 40 °C por 2 minutos,
entdo 3 °C-min! para 145 °C por 0 min e entdo 10 °C para 250 °C por 10
minutos. A vazio de gas hélio foi 1 mL-min ! e a temperatura do injector
de 250 °C. O volume de inje¢do foi de 1 uL. com uma proporcédo (Split
ratio) de 10:1.

Os componentes obtidos do extrato foram caracterizados e
identificados pela andlise dos espectros de massas em comparagdo com
0s espectros sugeridos pela biblioteca NIST 2008 (National Institute of
Standards and Technology, US).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas Etapas 1, 2, 3 e 4 realizados de acordo
com o Capitulo 3 - MATERIAL E METODOS séo descritos a seguir.

Inicialmente, os dados referentes a Etapa 1 - Selecdo do fungo
Ganoderma produtor de biocompostos por métodos quali e quantitativos;
cinética de identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos
produzidos por G. lipsiense sdo apresentados, no qual se buscou por meio
de métodos de triagem inicial, a escolha de um fungo com potencial na
producdo de biocompostos com énfase em cumarinas e a identificacdo
dos compostos fenodlicos produzidos por meio de analise cinética.

A Etapa 2 - Caracterizagdo, purificacdo e identificacdo dos
biocompostos produzidos pelo fungo G. lipsiense no sistema FES e
avaliacdo da atividade antimicrobiana e antiparasitaria das fracoes
purificadas e do esteroide identificado mostra o fungo selecionado na
Etapa 1 cultivado em arroz vermelho em maior quantidade, para extragdo
e purificacdo do extrato bruto, buscando a identificacdo dos compostos
apolares produzidos pelo G. lipsiense apés 42 dias em FES. O composto
identificado assim como as fragdes purificadas foram submetidos a testes
bioldgicos in vitro, de modo a avaliar seu potencial antibacteriano e
antiparasitario.

Na Etapa 3 - Identificacdo dos biocompostos produzidos por FS
pelo fungo G. lipsiense em meio sintético, o cultivo do fungo foi realizado
em maior quantidade, sendo utilizado nesta etapa da pesquisa, apenas o
micélio fungico para andlises de caracterizagdo, purificacdo e
identificacdo dos biocompostos produzidos por G. lipsiense. Os
biocompostos identificados nesta etapa foram comparados aos
biocompostos identificados na Etapa 2. Andlises biologicas de atividade
antiparasitaria contra G. duodenalis foram avaliadas no extrato bruto e
nas fracBes hexano, diclorometano e acetato de etila.

O extrato bruto proveniente do cultivo cinético da Etapa 1, o
extrato bruto do micélio de G. lipsiense cultivado em mSin da Etapa 3 e
0 extrato bruto do micélio de G. lipsiense cultivado mBA foram
analisados quanto ao potencial efeito inibitorio da enzima a-glicosidase
na Etapa 4 - Avaliagdo do potencial inibitorio da enzima a-glicosidase
pelo extrato do fungo G.lipsiense em cultivos sélidos e liquidos e
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caracterizacdo e identificacdo dos biocompostos produzidos por FS. O
tipo de inibicAo enzimatica ocasionada pelos extratos também foi
avaliado, assim como analises de identificacdo por CG-EM dos
compostos presentes nas fracdes hexano e diclorometano extraidos a
partir do extrato bruto por parti¢do liquido/liquido do micélio cultivado
em mBA. Os biocompostos identificados na Etapa 4 foram comparados
aos identificados na Etapa 3. O esteroide identificado na Etapa 2 também
foi avaliado quanto ao potencial inibidor enzimatico.
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4.1.ETAPA 1: SELEGAO DO FUNGO GANODERMA PRODUTOR
DE BIOCOMPOSTOS POR METODOS QUALI E
QUANTITATIVOS; CINETICA DE IDENTIFICACAO E
QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
PRODUZIDOS POR G. LIPSIENSE

Distintas investigagdes envolvendo espécies de Ganoderma para a
obtencdo de biocompostos tém sido desenvolvidas (HASNAT et al.,
2013; HASNAT et al., 2015; CHAN et al., 2017; SINGDEVSACHAN et
al., 2017). Na etapa inicial desta pesquisa, os fungos G. lucidum, G.
applanatum e G. lipsiense foram avaliados quanto ao seu potencial de
producdo de biocompostos, em especial cumarinas, quando cultivados em
arroz vermelho por 40 dias. O arroz vermelho, utilizado como substrato,
foi caracterizado conforme observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo do arroz vermelho (m/m, %).

Parametros Arroz
Carboidratos 74,29
Cinzas totais 1,44
Fibras totais 0,76
Gorduras totais 1,97
Proteinas 6,96
Umidade (105 °C) 12,83

Fonte: Elaborado pelo autor

Observa-se que o arroz vermelho contém altas concentracfes de
carboidratos (74,29%) e tem uma relagdo C:N de aproximadamente 10
(Tabela 2). Esta relacdo foi favoravel ao desenvolvimento dos fungos
Ganoderma, conforme mostra a Figura 17. A relacdo C:N ideal para o
crescimento varia de acordo com o género flingico, uma vez que 0s
fungos requerem diferentes nutrientes em diferentes concentragdes para
crescer (COSTA e NAHAS, 2012).

A escolha do substrato ideal é fundamental para a producdo de
biocompostos de interesse, assim como os métodos de purificacao,
caracterizacdo e identificacdo. Para fornecer informagdes sobre a
identificacdo da cumarina, s3o0 necessarios métodos analiticos
qualitativos e quantitativos. Os métodos de analise de cumarina incluem
cromatografia em papel, cromatografia em camada delgada (CCD),
ensaios colorimétricos e espectrofotométricos (UV-Vis) (da SILVA et al.,
2008; SPROLL et al., 2008; ALVARENGA et al., 2009). No entanto,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) parece ser o método
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preferencial de escolha para analises de cumarina nos extratos
(KOLLROSER e SCHOBER, 2002; WANG et al. 2007; SPROLL et al.,
2008) e analises de ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C para a
identificacdo dos compostos de isolamento (HE et al., 2014b; WANG et
al., 2015).

Figura 17 — Ganoderma lipsiense cultivado em arroz vermelho ap6s 21 dias de
cultivo

Fonte: Elaborado pelo autor.

A presenca de cumarinas obtidas dos extratos flngicos de G.
lucidum, G. applanatum e G. lipsiense foi avaliada inicialmente por
cromatografia de camada delgada (CCD) e pelo método
espectrofotométrico (UV-Vis). A propriedade de fluorescéncia dos
extratos fungicos neste estudo, foi investigada por CCD e comparada ao
padrdo de cumarina e ao meio controle (arroz). Conforme mostrado na
Figura 18, foi possivel a visualizagdo de uma mancha com forte
fluorescéncia azul sob exposicdo a uma lampada ultravioleta (UV - 365
nm) para todos o0s extratos fungicos. A intensidade da fluorescéncia azul
foi reduzida apds as placas terem sido expostas ao revelador testado -
hidréxido de potassio etandlico (KOH). Segundo a Farmacopéia
Brasileira (2000), as placas de CCD devem ser visualizadas em lampada
ultravioleta (UV-365 nm) antes e ap6s sua revelacdo, avaliando assim
suas diferencas. A avaliacdo destas diferencas é fundamental para a
compreensao inicial da classificacdo da cumarina analisada, uma vez que
cada classificacdo (Quadro 1) apresenta distintas caracteristicas de
fluorescéncia, dentre elas sua coloragéo e instante de apari¢do.

De acordo com Wagner e Bladt (1996), as cumarinas nao
substituidas, como € o caso da 1,2 benzopirona utilizada como padréo
nesta pesquisa, fluorescem amarelo esverdeado em luz UV-365 nm
somente apds sua revelacdo com reagente KOH ou vapor de amoénia. Isto
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pode ser observado na Figura 18A, quando os extratos foram expostos em
luz UV, sem revelacdo, o padrdo de cumarina (P.C.) ndo aparece. Sua
coloragdo amarelo-esverdeado fica evidente apds revelagdo com KOH
(Figura 18B). A fluorescéncia intensa azul, ou azul-esverdeada sdo
indicativo de cumarinas simples, furano e piranocumarinas (WAGNER e
BLADT, 1996).

Figura 18 - Placa de cromatografia de camada delgada para fungos do género
Ganoderma ap0s 40 dias de cultivo

ool ip_luc O i e
Extratos de G. applanatum (G. appl), G. lipsiense (G.lip.), G. lucidum (G. luc.) e
meio de controle (arroz) (C), expostos a lampada ultravioleta UV-365 nm (A) e
apos a revelagdo com KOH (B). P.C: padrdo de cumarina. Eluente: hexano:
acetato de etila (80:20). Fonte: Elaborado pelo autor.

Os fungos G. lucidum e G. lipsiense apresentaram valor de fator de
retencdo (Rf) semelhantes, Rf 0,53 e 0,55 respectivamente (Figura 18A),
e diferente de G. applanatum (Rf 0,76). O padrdo de cumarina mostrou Rf
0,87 apbs a vaporizagdo com KOH (Figura 18B). Diferentes cumarinas
apresentam  fluorescéncia azul (Farmacopéia Brasileira, 2000).
Entretanto, seu Rf é varidvel em relacdo ao tipo de estrutura e eluente
utilizado. Azul brilhante sdo caracteristicos de manchas cromatogréaficas
de daphnoretin, escopoletina, isofraxidina e umbeliferona (WAGNER e
BLADT, 1996). No entanto, espécies que produzem drogas cumarinicas
contém frequentemente outros compostos fenolicos, como acidos
carboxilicos, por exemplo &cido fertlico e &cido cafeico, que também
apresentam fluorescéncia azul ( WAGNER e BLADT, 1996).

A prospeccdo quimica ainda mostrou a presenca de
terpenos/esteroides, compostos fenolicos e alcaldides para todos os
extratos fungicos. Para 0 meio controle, foi observada a presenca de
compostos fenolicos em sua constituicao.
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A avaliacdo quantitativa da presenca de cumarinas foi mensurada
pelo método espectrofotométrico de UV-Vis. Dados relativos ao pH e ao
rendimento extativo (%) do extrato bruto flngico também foram obtidos
e encontram-se listados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados para pH, rendimento extrativo (%) e quantificacdo de
cumarinas totais obtidos para os extratos fingicos ap6s 40 dias de cultivo e para
0 meio controle (arroz)

Amostra pH Rendimento Cumarinas totais
(%) (ug-mL™)

G. lucidum 6,14% + 0,06 5,36° + 0,09 0,113 + 0,003

G. applanatum 5,08°+ 0,16 6,142+ 0,05 0,117 + 0,004

G. lipsiense 5,562 + 0,72 3,36°+ 0,04 0,111 + 0,003

Controle (arroz) 6,71+ 0,07 1,259+ 0,03 0,110 + 0,007

Os valores foram expressos por média + desvio padrdo das triplicatas. Letras
iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferencas significativas ao nivel
de 5% de significancia. Fonte: Elaborado pelo autor

Em geral, uma variagao significativa (p < 0,05) nos valores de pH
e no (%) de rendimento extrativo foi observada para G. lucidum, G.
applanatum, G. lipsiense e meio controle (Tabela 2). Distintas espécies
fangicas apresentam a caracteristica de auto-regulacdo do pH do
substrato, estabilizando-o no valor considerado 6timo para seu
desenvolvimento (VIEIRA et al., 2008) e sintese dos compostos de
interesse. Esta auto-regulacdo pode ser observado neste estudo, uma vez
que os extratos dos diferentes fungos mostraram variagdes de pH na faixa
de 5,08 a 6,14 para um mesmo tempo de cultivo, com uma grande redu¢do
de pH para G. applanatum quando comparado ao meio controle. Estudos
de adaptacdo microbiana a diferentes valores de pH, baseados na
regulacdo da expressdo génica em fungos filamentosos, leveduras e
bactérias (DENISON, 2000; PENALVA e ARST, 2012), sugerem que
genes associados a susceptibilidade de serem influenciados pelo pH
ambiental incluem os envolvidos na produgdo de enzimas (por exemplo,
permeases) e metabolitos. Este sistema regulatério é fundamental na
patogenicidade fungica, na produgdo de toxinas flngicas, antibiéticos e
enzimas secretadas (PENALVA e ARST, 2012).

Com relagdo ao rendimento extrativo, os extratos flngicos
apresentaram variagdes na faixa de 3,36 - 6,14 (%), sendo maiores para
os fungos G. applanatum e G. lucidum.

Avaliando as técnicas iniciais utilizadas (CCD e
espectrofotometria - UV-Vis) para quantificagdo dos niveis de cumarinas,
ndo foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) com relagdo a
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quantificacdo nos extratos testados (Tabela 2) no periodo estudado,
inclusive no meio controle, quando analisados em 315 nm. Apesar do
método espectrofotométrico utilizado para quantificacdo de cumarinas
ndo ter apresentado caracteristicas da presenca destas estruturas quando
comparado ao meio controle no comprimento de onda avaliado, a
investigacdo para uma possivel identificagdo do composto responsavel
pela fluorescéncia na amostra foi realizada. Para tanto, era necessario a
selecdo de um fungo para a continuacdo dos estudos. Apesar dos
resultados apresentados pelo fungo G. applanatum ter maior rendimento
extrativo (6,14%), os valores para cumarinas totais (0,117 pg-mLt) ndo
apresentaram diferenca quando comparado com G. lipsiense
(0,111 pg'mL?) e G. lucidum (0,113 pg-mL?), assim como ao meio
controle (0.110 pg-mL1). Isto sugere que, apesar do rendimento extrativo
ser superior aos demais, o teor efetivo dos compostos quantificados em
315 nm ndo apresentou diferenca.

Com relacdo a producéo de cumarinas por G. lucidum, esta ja foi
relatada anteriormente quando cultivado em arroz integral (HASNAT et
al., 2015). Ao cultivar em arroz vermelho, o fungo apresentou
inicialmente caracteristicas de producdo de cumarinas, assim como 0s
demais fungos (Figura 18A). No entanto, o fungo G. lipsiense mostrou
crecimento mais estdvel e com caracteristicas morfoldgicas mais
regulares ao longo do tempo, comparativamente aos demais fungos
avaliados. Estas alteracBes nas demais espécies testadas poderiam vir a
comprometer a confiabilidade no isolamento na cepa fungica. Em
consulta, por meio de imagem, ao Instituto de Botéanica referente ao G.
lucidum adquirido, fomos informados de uma possivel modificacdo no
fungo, uma vez que o0 seu crescimento ndo apresentava caracteristicas de
fungos do género Ganoderma.

Poucos artigos foram publicados até o momento, utilizando o
fungo G. lipsiense. Tal informagdo foi muito relevante na selecdo do
fungo para a continuagdo dos estudos. Terpenos, esterdides e acidos
graxos foram identificados em G. lipsiense (ROSECKE e KONIG, 2000).
No entanto, os compostos identificados sdo conhecidos por conter
propriedades terapéuticas importantes. Apesar de ndo apresentar
diferencas significativas no teor de cumarinas totais pelo método utilizado
(Tabela 2), a continuacdo dos estudos buscando mais informacdes
relativas ao tempo de cultivo e a identificacdo dos compostos fendlicos
produzidos foi realizada com o fungo G. lipsiense.
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4.1.1. Estudo cinético da producao de compostos fenolicos

Os parametros pH, rendimento extrativo, compostos fendlicos
totais e cumarinas totais do extrato de G. lipsiense foram monitorados
durante 63 dias (Tabela 3), com extracdes a cada 7 dias. No que diz
respeito a producdo de cumarinas utilizando fungos basidiomicetos,
poucos sdo os estudos de producdo disponiveis e cada um apresenta
diferentes intervalos de tempo de cultivo. A partir dos ensaios cinéticos
de cultivo e extragdo, foi possivel verificar uma mancha azul fluorescente
a partir de 14 dias, quando exposto a uma lampada ultravioleta
(A=365 nm) (Figura 19). No entanto, sua intensidade era reduzida apos
revelacdo com KOH, conforme mostrado nos ensaios preliminares de
producdo de cumarinas (Figura 18B) para os fungos G. lipsiense,
G. applanatum e G. lucidum.

Figura 19 — Cromatografia de camada delgada para extratos do fungo G. lipsiense

C B 714121 E '5- E 49 56 63

Periodo em dias (7-63) (Rf 0,55). Meio controle (arroz) (B). CCD exposta a
lampada ultravioleta UV-365 nm antes da exposicéo ao revelador KOH. Padrédo
de cumarina (C). Eluente: hexano: acetato de etila (80:20). Fonte: Elaborado pelo
autor.

No geral, foi observado um aumento no rendimento extrativo (%)
ao longo do tempo (Tabela 3). Tal resultado ja era esperado, devido ao
aumento da biomassa fungica e dos compostos fungicos produzidos. A
literatura mostra uma variacdo  considerdvel na  relacdo
carbono:nitrogénio (C:N) nos substratos agricolas comumente utilizados
em bioprocessos (ZAGHI et al., 2010). Valores similares a relagdo C:N
obtidos neste estudo (10:1) foram relatados para G.lucidum (relagdo C:N
de 30:1, seguido de 10:1) (YUAN et al., 2012) e Agaricus brasiliensis
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(relacdo C:N de 11:1) (ZAGHI et al.,, 2010) como adequado para
crescimento micelial.

Tabela 3— Resultados para pH, rendimento extrativo (%), compostos fendlicos
totais e cumarinas totais obtidos para 0 meio controle (arroz vermelho) e extratos
de G. lipsiense durante 63 dias.

Amostra pH Rendimento Fendlicos Cumarinas
(dias) (%) totais (mg-g™) totais
(ug-mL™)

Controle 6,71+ 0,07 4,98%+001 4071*+1,91 0,110°+ 0,007
7 4,62° 0,04 4,66°+0,06 32,91%+328 0,115% + 0,004
14 520 +0,06 6,81*+0,01 21,05°+4,94  0,115®+0,003
21 4,85% + 0,21 7,00 +0,01 26,61%+3,02 0,114® + 0,005
28 4,77% + 0,06 7,85+0,07 19,80°+3,38 0,114% 0,005
35 4,44¢ £ 0,07 6,73+ 0,21 21,08°+ 0,66 0,112% + 0,008
42 5522 +0,72 6,062+0,02 2561%+282 0,145%+0,006
49 5,84 + 0,26 6,39 +0,01 28,99°¢+0,86 0,109°+ 0,009
56 6,07 + 0,27 5,82+ 0,07 43,897+ 1,97 0,111°+0,015
63 5,87 +0,16 4,85%+0,02 38,58%°+0,20 0,111%*+ 0,008

Média + desvio padrdo das triplicatas. Letras iguais em uma mesma coluna
indicam que ndo foram encontradas diferencas significativas no nivel de
significancia de 5%. Fonte: Elaborado pelo autor.

Além das fontes ideais de carbono, nitrogénio e nutrientes para o
crescimento dos fungos para este estudo, o arroz vermelho foi escolhido
como substrato devido aos teores de acido p- cumarico presentes em sua
constituicdo (ITO et al., 2014) e posteriormente confirmados (Tabela 4),
0 que o torna um possivel substrato indutor para a sintese de cumarinas
(Figura 7).

Os valores obtidos por espectrofotometria para cumarinas totais
apresentaram diferenga significativa (p<0,05) ao longo de 63 dias
(Tabela 3), incluindo o meio controle, sendo o maior valor obtido para
cumarinas totais (0,145 pug-mL1) em 42 dias. Apesar da fluorescéncia do
composto produzido iniciar a partir de 14 dias, é possivel que a
guantidade produzida seja relativamente baixa, ndo sendo possivel
mensura-la por espectrofotometria. Além do mais, o arroz contém
compostos fenolicos em sua constituicdo (WALTER e MARCHESAN,
2011) conforme quantificados na Tabela 3. Esta mistura de compostos
fendlicos pode ter sido mensurada nos ensaios de quantificacdo de
cumarinas totais por espectrofotometria, uma vez que fendlicos como
acido p-cumarico (Amax = 313.2 nm); vanilina (Amax = 317,3 nm); é&cido
cafeico (Amax = 325,8 nm); cumarina (Amax = 315,9 nm) dissolvidos em
acetato de etila, absorvem em comprimentos de onda semelhantes, de
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acordo com ensaios laboratoriais (varreduras em espectrofotdmetro)
realizados.

Uma variagdo significativa (p < 0,05) nos valores de pH e
compostos fendlicos totais também foi observada ao longo de 63 dias
(Tabela 3). O valor de pH em 7 dias, mostrou uma reducédo de 2 pontos
em comparacdo ao pH inicial. Ndo foram observadas diferencas
significativas ente o meio controle e os extratos dos dias 56 e 63
(Tabela 3). O pH em um intervalo de 42 dias (7 — 49 dias) mostrou
diferengas estatisticas significativas (p < 0.05), com valores de pH ente
4,44 e 5,84. Muitos basidiomicetos mostram capacidade auto-
tamponante, estabilizando o pH do meio em um valor considerado 6timo
para seu desenvolvimento e sintese dos compostos (VIEIRA et al., 2008).
O uso de fontes de carbono e nitrogénio presentes no substrato consumido
no processo de glicdlise para crescimento micelial pode levar a uma
redugdo nos valores de pH, como observado em estudos de Haider e
Martin (1967) com Epicoccum nigrum.

Né&o foram observadas diferencas significativas quando comparado
0 meio controle e os extratos dos dias 56 e 63 (Tabela 3) para o teor de
compostos fenolicos totais, com maximos valores em 56 dias
(43,89 mg-g?). Variagdes significativas (p < 0.05) foram encontradas no
teor de compostos fendlicos entre 7 e 49 dias, corroborando com o perfil
observado para os valores de pH. Fatores ambientais como temperatura,
umidade, oxigénio e pH podem afetar a dindmica do sistema e
consequentemente ocasionar danos no crescimento das células flngicas e
reacbes metabdlicas. A produgdo de enzimas oxidativas como lignina
peroxidases, manganés peroxidases e lacases, comumente expressas por
diferentes fungos e envolvidas na biodegradacéo de fendis (BERNATS e
JUHNA, 2015) pode ter contribuido para a variacdo do pH e da reducéo
do teor de compostos fenolicos. Apesar da relacdo indicativa entre o pH
e 0 teor de compostos fendlicos ser observado, experimentos com valores
extremos de pH séo necessarios para confirmar esta relacdo. Neste estudo,
0 extrato do cultivo de G. lipsiense em arroz vermelho apresentou
variacOes de pH na faixa de 4,44 - 6,07, corroborando com a literatura,
gue apresenta variagcdo de pH favoravel de 5 a 9 para o crescimento
micelial de Ganoderma (JAYASINGHE et al., 2008.

Buscando maior entendimento do uso dos compostos fenolicos
presentes no arroz e sua possivel biotransformacdo ocasionada pelo
fungo, estudos de identificacdo utilizando cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), acoplados a espectrofotometria de massas foram
realizados, fazendo uso de alguns padrfes de compostos fendlicos mais



105

estudados em produtos naturais e das cumarina de interesse inicial,
conforme serd discutido no item 4.1.2.

4.1.2. ldentificacAo dos compostos fendlicos do extrato de G.
lipsiense em arroz vermelho

Os compostos fendlicos presentes no extrato bruto proveniente do
cultivo de G. lipsiense em arroz vermelho, foram obtidos utilizando o
método de cromatografia liquida de alta performance acoplado a
espectrofotometria de massas (HPLC-ESI-MS/MS). A identificagdo foi
baseada nas formulas moleculares, no padrdo de fragmentacdo e nos
tempos de retencdo dos compostos nas amostras (Figura 20), os quais
foram comparados aos 45 padrdes de compostos fendlicos
comercialmente disponiveis e cadastrados no equipamento. A Tabela 4
resume 0s seis compostos fenolicos identificados nos extratos de
G. lipsiense e no meio controle, com base em seu tempo de retencéo,
desprotonagdo [M-H] e massa molecular, assim como 0s compostos
fenolicos identificados nos diferentes intervalos de tempo.

Tabela 4— Compostos fendlicos identificados no extrato bruto de G. lipsiense
cultivado em arroz vermelho e no meio controle (arroz) nos diferentes dias de
cultivo/extragdo

Composto T.R>* Massa Massa MS/MS
(min) Calculada Experimental (m/z)
[M-H]
1 Acido cafeico 8,15 180,16 178,93 135,00
2 Acido siringico 9,09 198,17 196,94 182,00
3 Vanilina 9,44 152,13 150,96 136,00
4 Acido p-cumarico 9,59 164,04 162,93 119,10
5  Acido salicilico 9,84 138,12 136,94 93,00
6 Acido ferulico 9,92 194,18 192,96 134,00
Composto Tempo —em dias

Arroz 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Acido cafeico - - - ¥
Acido siringico
Vanilina

Acido p-cumérico
Acido salicilico
Acido ferdlico + - .. ; . B 3

+

+ o+ +
+ + +
+ o+ +
+ o+ + 4
+ o+ + 4 o
+ o+ + +
+ o+ + 4+ o+
+ o+ + 4+ o+
+

OOk, WN PP

T.R.* = Tempo de reten¢do (min); (+) presenca do composto; (-) auséncia do
composto. Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 20 — Espectros de cromatografia liquida de alta performance acoplado a
espectrofotometria de massas (HPLC-ESI MS/MS) do extrato bruto de G.
lipsiense cultivado em arroz vermelho por FES.
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Espectros: A = meio controle (arroz); B = extrato bruto 7 dias; C = extrato bruto
35 dias. Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Figura 21 mostra as estruturas dos compostos fenodlicos
identificados.

Figura 21 — Compostos fendlicos identificados no extrato de G. lipsiense
cultivado em arroz vermelho e no meio controle

COOH
. COOH R,
HOQ/\/ Ry R,
R, Rs
Ry R, R, R; Ry
Acido cafeico OH Acido siringico H OCH; OH OCH;

Acido p-cumarico H Vanilina H OCH; OH H
Acido fenilico OCH; Acido Salicilico OH H H H

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os compostos fendlicos identificados (Tabela 4) como é&cido
cafeico (1), &cido siringico (2), vanilina (3), acido p-cumarico (4), acido
salicilico (5) e acido fertlico (6) sdo relatados na literatura por suas
importantes propriedades biolégicas (LIN et al., 2012; WU et al., 2017,
CHOIl e KIM, 2018). No meio de controle (Tabela 4), foram identificados:
vanilina (3), &cido p-cumarico (4), acido salicilico (5) e acido ferulico (6).
Os acidos p-cumarico e feralico sdo citados como os principais acidos
fendlicos do arroz (ITO et al,, 2014) e tém sido identificados em
diferentes tipos de arroz (TIAN et al., 2004; ZHOU et al., 2004).

O é&cido p-cumarico (4) e o acido salicilico (5) foram identificados
no arroz e no extrato bruto até o dia 49, e a vanilina (3) foi identificada
em todas as amostras analisadas neste estudo (Tabela 4). O acido siringico
(2) e o acido cafeico (1) foram identificados ap6s 21 e 35 dias,
respectivamente. A literatura denota que o acido siringico, um derivado
do fenol simples, tem demonstrado potencial agente terapéutico, com
efeitos hepatoprotetores, efeitos antitrombéticos, efeitos antimicrobianos
e anticancer (CHOI e KIM, 2018). O &cido siringico e o &cido cafeico
neste estudo ndo foram identificados no arroz vermelho. Estes resultados
sugerem que o fungo G. lipsiense produziu o acido siringico e o acido
cafeico a partir do cultivo em arroz vermelho. Os compostos fendlicos
presentes no arroz incluem derivados dos &cidos benzdico e
hidroxicindmico, principalmente acidos ferdlico (6) e p-cumarico (4)
(WALTER e MARCHESAN, 2011), identificado na amostra controle
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neste estudo (Tabela 4). Os &cidos cindmicos sdo frequentemente
encontrados em tecidos vegetais, obtidos a partir do metabolismo de L-
fenilalanina e L-tirosina (DEWICK, 2002) e séo precursores na sintese de
diferentes intermedidrios, entre eles o &cido cafeico. O &cido cafeico foi
identificado no extrato bruto de G. lipsiense cultivado em arroz vermelho
aos 35, 42 e 49 dias e quantificado (0,687 + 0,004 pg-g?, 0,637 *
0,004 pg-g*t, 0,977 + 0,003 pg-g? respectivamente), com valores mais
altos em 49 dias. Nas plantas, as rotas de conversdo do acido cafeico pelo
acido cinamico por hidroxilagdo sequencial em duas etapas nas posicoes
4- e 3- do anel benzilico sdo bem conhecidas (DEWICK, 2002; LIN et al.,
2012). No entanto, algumas bactérias e fungos filamentosos também
convertem o acido p-cumarico em acido cafeico, como evidenciado em
estudos com Pycnoporus cinnabarinus (ALVARADO et al., 2003).
Estudos de bioconversdo com Escherichia coli mostraram a converséo do
acido p-cumarico em 4&cido cafeico por meio da enzima 4-
hidroxifenilacetato 3-hidroxilase (4HPA3H) (LIN e YAN, 2012).

Com relacdo aos fungos basidiomicetos, o acido cafeico foi
previamente identificado em corpos de frutificacdo de G.applanatum
(KARAMAN et al., 2010), Ganoderma adspersum (TEL-CAYAN et al.,
2015) e Laetiporus sulphureus (OLENNIKOV et al., 2011). Com 0 uso
de técnicas de fermentacdo, é possivel obter acido cafeico em tempo
reduzido, visando altos rendimentos e baixos custos de producéo quando
comparado as técnicas tradicionais de cultivo de corpos frutiferos. E
possivel que neste estudo G. lipsiense tenha convertido o acido p-
cumarico (4) em &cido cafeico (1), uma vez que o acido p-cumarico foi
identificado no controle (arroz) e nas amostras até 49 dias, sendo esta
biossintese ja conhecida na literatura. No entanto, as cumarinas
inicialmente analisadas: cumarina simples, 4-metilumbeliferona,
escopoletina e umbeliferona, ndo foram identificadas nos extratos brutos
analisados por HPLC-ESI-MS/MS.

Além do é&cido cafeico e das cumarinas, outros compostos
fendlicos podem ser obtidos por reacdes de hidroxilacdo e metilacdo
envolvendo o acido p-cumarico, dentre eles o acido fertlico (DEWICK,
2002; KUMAR e PRUTHI, 2014). O &cido ferdlico pode ser obtido a
partir do acido cafeico via S-adenosilmetionina (SAM) (DEWICK, 2002)
e usado como um precursor na producdo de vanilina (DEWICK, 2002;
KUMAR e PRUTHI, 2014). A vanilina foi identificada em todas as
amostras analisadas, inclusive no meio controle (Tabela 4), com uma
variagao significativa (p < 0,05) em seu teor ao longo dos dias, conforme
mostra a Figura 22. Observa-se que, dentro das condi¢des estudadas, 0s
maiores valores de vanilina foram em 49 dias (0,019 pug-mL™) e 63 dias
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(0,017 pg-mL1). Isto sugere que o arroz utilizado como substrato foi
eficaz na inducdo da producgdo de vanilina pelo fungo G. lipsiense, uma
vez que o teor da vanilina no arroz vermelho, identificado por HPLC-ESI-
MS/MS (Tabela 4), sugerem apenas quantidades tragos, ficando abaixo
do limite de deteccdo do método utilizado e impossibilitando sua
quantificacdo.

Figura 22 - Quantificacdo da vanilina (ug-mL™) do extrato bruto de G. lipsiense
em FES durante 63 dias
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A producdo biotecnoldgica de vanilina abrange diferentes
derivados, como &cido ferulico, eugenol, curcumina e glicose. O &cido
fertlico é o substrato mais explorado para a producdo de vanilina
(GALLAGE e M@LLER, 2015). Benz e Muheim (1996) descreveram
guatro vias microbianas diferentes para a conversao do acido fertlico em
vanilina: (i) reducdo ao alcool correspondente, relatado para ocorrer em
fungos degradadores de madeira, como Pycnoporus cinnabarinus 1-937;
(i) desmetilacdo em &cido cafeico; (iii) metabolismo via hidratagdo do
acido ferulico, conforme identificado em Pseudomonas acidovarans
(BENZ e MUHEIM, 1996); e (iv) descarboxilacdo a vinilguaiacol como
intermediario (BENZ e MUHEIM, 1996; KARMAKAR et al., 2000). A
descarboxilacdo oxidativa do &cido ferdlico foi relatada em varios
microorganismos, incluindo Pseudomonas spp. (BENZ e MUHEIM,
1996) e Bacillus coagulans BK0O7 (KARMAKAR et al., 2000). Kumar e
Pruthi (2014) relataram que o acido ferulico é convertido em feruloil-CoA
pela feruloyl-CoA sintetase (FerA) e, posteriormente, em HMPMP-CoA
(4-hidroxi-3-metoxifenil-p-hidroxipropionil-coenzima A) com a ajuda
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das hidratases / liases feruloyl-CoA (FerB e FerB2) (KUMAR e PRUTHI,
2014) (Figura 2).

Neste estudo, a vanilina foi identificada no extrato bruto do cultivo
de G. lipsiense em arroz vermelho. Estes resultados sdo de particular
interesse, uma vez que é o primeiro relato de identificacdo da vanilina em
uma cultura de G. lipsiense. A partir desta constatacdo é possivel tracar
estratégias de otimizacdo para a producédo da vanilina por G. lipsiense no
tempo de 49 dias de cultivo, visando atingir maior produtividade. No
entanto, 0 mecanismo de conversdo para a obtencdo da vanilina pelo
fungo ndo é claro. Deste modo, estudos adicionais sobre bioconversao e
biologia molecular precisam ser realizados para verificar a rota de
conversdo neste caso.

Além dos compostos identificados (Tabela 4) nos extratos bruto,
alguns isémeros dos compostos: &cido mandélico, acido 4-
hidroximetilbenzoico, acido p-anisico, acido galico e
catequina/epicatequina foram observados. No entanto, como 0s tempos
de retencdo nao sdo compativeis com os padrdes, ndo foi possivel afirmar
a presenca dos mesmos nas amostras.

4.1.3. Analises antibacterianas

A atividade antibacteriana do extrato bruto de G. lipsiense
cultivado em arroz vermelho dos dias 21, 42 e 63 e no meio controle
(arroz vermelho) foi testada contra trés organismos patogénicos, E. coli,
P. aeruginosa e S. aureus, sendo os resultados mostrados na Tabela 5.

Tabela 5- Atividade antibacteriana do extrato bruto de G. lipsiense cultivado em
arroz vermelho

CIM* (ug-mL™)
Controle (arroz) 21 dias 42 dias 63 dias

Microrganismo

E. coli 1000 > 1000 > 1000 > 1000
P. aeruginosa 1000 1000 500 250
S. aureus > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
Gentamicina** 2,5 2,5 2,5 25

*CIM = Concentragdo Inibitéria Minima. ** Controle positivo. Fonte: Elaborado
pelo autor

Os resultados deste estudo revelaram que o extrato de G. lipsiense
apresentou moderada atividade antibacteriana contra P. aeruginosa, com
a maior atividade observada entre 42 dias (500 pg'mL™) e 63 dias
(250 pg-mL™?), enquanto que o extrato bruto em 21 dias nao diferiu em
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relacdo ao arroz vermelho. Este fato estd associado aos compostos
produzidos por G. lipsiense no arroz vermelho, uma vez que o meio
controle  (arroz) apresentou baixa atividade antibacteriana
(1000 ug-mL-1). Escherichia coli e S. aureus apresentaram alta
resisténcia ao extrato bruto como também ao meio controle (arroz),
produzindo apenas efeitos fracos nos tempo avaliados.

Em estudos publicados na literatura sobre a atividade
antimicrobiana de fungos do género Ganoderma, o extrato etandlico de
G. lucidum exibiu atividade moderada contra P.aeruginosa, conforme
relatado por Kamra e Bhatt (2012) e por Singdevsachan et al. (2017).
Heleno et al. (2013) também obtiveram atividade antibacteriana contra
P. aeruginosa (CIM 25 pg-mL-1) em estudos com G. lucidum. O 6leo
volatil obtido de Ganoderma pfeifferi apresentou valores de CIM de
300 pg'mL-! e 1200 ug'mL-* para S. aureus e E. coli, respectivamente
(AL-FATIMI et al., 2016) enquanto australato de metila de G.australe
apresentou valores de CIM de 2000 pg-mL- ! para P. aeruginosa e E. coli
e 1000 pg'mL-?! para S. aureus (SMANIA et al., 2007). Além disso, 0s
corpos frutiferos de G. applanatum mostraram atividade antibacteriana
contra S. aureus e E. coli enquanto G. lipsiense apresentou atividade
apenas contra Vibrio cholerae (MTCC 3904) (SINGDEVSACHAN et al.
2017). Além dos estudos realizados nos corpos de frutificacdo dos fungos
Ganoderma (HELENO et al., 2013; SINGDEVSACHAN et al. 2017),
extratos miceliais de G. lucidum mostraram maior atividade
antibacteriana em relagéo a P. aeruginosa e E. coli em comparagdo aos
extratos do corpo de frutificagdo do mesmo fungo em estudos de Mehta e
Jandaik (2012).

Embora os extratos brutos de G. lipsiense tenha apresentado
atividade antimicrobiana moderada, os resultados aqui relatados sdo
importantes, uma vez que as bactérias Gram-negativas Pseudomonas
estdo entre as causas mais comuns de pneumonia (LISTER et al., 2009),
agindo como patégeno oportunista em humanos com sistemas
imunoldgicos enfraquecidos. As bactérias P. aeruginosa atualmente
apresentam resisténcia a varios antibidticos (YAYAN et al., 2015) e
novos agentes antimicrobianos de diferentes fontes bioldgicas s&o
continuamente procurados (LISTER et al., 2009).
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42 .ETAPA 2. CARACTERIZACAO, PURIFICACAO E
IDENTIFICAGAO DOS BIOCOMPOSTOS PRODUZIDOS PELO
FUNGO G. LIPSIENSE NO SISTEMA FES E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIPARASITARIA DAS
FRAGCOES PURIFICADAS E DO ESTEROIDE IDENTIFICADO

Estudos de caracterizagdo de compostos descritos na literatura
produzidos por fungos Ganoderma mostram uma mistura de moléculas
de diferentes tipos, quantidades e tamanhos obtidos a partir do seu corpo
de frutificacdo, do micélio flngico, como também em extratos brutos de
cultivos solidos e liquidos. Uma vez que na Etapa 1 foram identificados
os compostos fendlicos produzidos por G. lipsiense em FES, na Etapa 2
buscou-se identificar biocompostos produzidos pelo fungo nas fragdes
apolares do extrato bruto.

Substancias como terpenos e esteroides foram observadas por CCD,
no extrato nas fragbes hexano e diclorometano obtidas via extragdo
liquido/liquido. Além das substancias citadas, foram observados na
amostra a presenca de uma mancha azul fluorescente, quando revelado em
luz UV, e acidos graxos (caracteristicas fisicas e olfativas), nos quais
foram identificados por cromatografia gasosa acoplado a
espectrofotometria de massas (CG-EM). A identificagdo dos
biocompostos presentes na frago apolar do extrato bruto proveniente do
cultivo de G. lipsiense por FES, foi realizada de modo a verificar a acdo
do arroz na sintese de compostos apolares com propriedades bioldgicas e
terapéuticas ja descritas na literatura.

O arroz é um cereal que contém acidos graxos em sua constituicdo,
conforme caracterizado na Tabela 1. A caracterizagdo dos &cidos graxos
do arroz antes do cultivo e do extrato bruto fangico (arroz mais o fungo
G. lipsiense) mostraram a identificacdo de 19 &cidos graxos nas fracdes
de particdo com hexano e diclorometano em FES, assim como no meio
controle, conforme listados na Tabela 6, de acordo com o seu tempo de
retencdo. Dentre os acidos graxos identificados no extrato bruto do
cultivo em FES, foram previamente identificados 4 acidos graxos no arroz
(controle).

Avaliando os resultados referentes ao perfil de acidos graxos da
Tabela 6, pode-se observar que o extrato apresenta acidos graxos e ésteres
de &cidos graxos de cadeia longa. Dentre os compostos identificados, os
acidos: oleico, palmitico, linoleico, linoleico etil éster, hexadecandico etil
éster e oleato de etila, foram os componentes mais abundantes. Os acidos
graxos presentes no arroz vermelho também foram extraidos e
identificados por CG-EM. Isto sugere que, &cidos graxos identificados no
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extrato de G. lipsiense, como acidos pentadecanoico, palmitoleico,
hexadecanoico, oleico, eicosanoico, séo caracteristicos do metabolismo
fangico como também produzidos da modificacdo dos acidos graxos
presentes no arroz pela agdo do fungo.

Tabela 6 — Acidos graxos identificados no extrato de G. lipsiense em cultivo

solido (FES)
N°  Composto F.M. T.R. AR% AR% AR%
(min) F.H. F.D. Cont.

1 Acido tetradecandico (&cido  CyH20; 41,6 0,46 0,34 0,14
miristico)

2 Acido tetradecandico, etil éster C16H3,0, 42,1 0,54 0,39 -

3 Acido pentadecandico CisHx0, 43,0 0,55 0,40 -

4 Acido pentadecan6ico, etil éster  Cy7H3,0; 434 0,76 0,46 -

5 Acido palmitoleico CiHz0, 44,1 0,24 - -

6 Acido n-hexadecandico (4cido  CisH30; 44,4 19,01 11,79 13,97
palmitico)

7 Etil 9-hexadecanoato C1gH3,0, 44,4 - 0,672 -

8 Acido hexadecandico, etil éster C1gH350, 44,6 10,34 9,28 -

9 Acido heptadecandico CiHx0, 453 0,33 - -

10  Acido heptadecandico, etil éster ~ CioH350, 45,6 0,45 0,32 -

11 Acido linoleico metil éster CisH30; 45,7 - - 0,07

12 Acido linoleico Ci15H30, 46.1 - 12.40 75,62

13 Acido oleico CisH30; 46,3 25,22 9,31 -

14 Acido linoleico, etil éster C20H3502 46,3 9,10 11,25 -

15  Oleato de etila CxH30, 46,4 10,46 8,14 -

16  Acido octadecandico, etil éster Ca0H100, 46,6 2,99 2,31 -

17  Acido eicosanéico C20H4002 48,1 0,25 - -

18  Acido 6-octadecendico (Z) C1sH340, 48,2 0,68 - -

19  Acido 9,12 octadecadienico  CaHsgO4 52,5 - 2,002 -
(2,2), 2-hidroxi-1-

(hidroximetil)etil éster

Similaridade > 90% comparado com a biblioteca NIST. F.M. férmula molecular;
T.R. tempo de retencdo; A.R. area relativa do pico calculada pelo CG-EM (%);
F.H. fracdo hexano; F.D. fragdo diclorometano; Cont. meio controle (arroz). (-)
auséncia de identificagdo. Fonte: Elaborado pelo autor

Apesar da fragdo de gorduras produzida pelos fungos Ganoderma
ser baixa, na faixa de 2 - 6% em sua matéria seca (SMIDERLE et al.,
2012; RATHORE et al., 2017; SINGDEVSACHAN et al., 2017), os
acidos graxos identificados na literatura tém mostrado potencial aplicacéo
terapéutica, como antibacteriano, antiinflamatério (BATOVSKA et al.,
2009; KURTYS et al., 2016; UMERSKA et al., 2016; MITRA et al.,
2017), larvicida, repelente (SIVAKUMAR et al., 2011) assim como na
inibi¢do da proliferacdo de células de cancer (FUKUZAWA et al., 2008).
A acdo antibacteriana e antiinflamatdria de alguns acidos graxos tem sido
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extensivamente estudada nos Gltimos anos (BATOVSKA et al., 2009;
KURTYS et al., 2016; UMERSKA et al., 2016; MITRA et al., 2017) e
muitos dos &cidos graxos identificados neste estudo sdo citados na
literatura por conterem propriedades biol6gicas distintas. Em estudos de
Shameem et al. (2017), o &cido pentadecandico isolado de Morchella
esculenta e Verpa bohemica apresentou atividade inibitoria contra B.
subtilis, E. coli e Proteaus vulgaris (SHAMEEM et al., 2017), assim
como o acido tetradecandico nos estudos de Sivakumar et al. (2011), que
apresentou significativa atividade larvicida e repelente contra os
mosquitos Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, vetores principais
responsaveis por muitas doencas (SIVAKUMAR et al., 2011).

Os acidos graxos também tém demonstrado atividade inibitéria em
linhagens celulares de cancer. Em estudos realizados por Fukuzawa et al.,
(2008), os acidos graxos de cadeia longa foram analisados para avalia¢do
da atividade inibitdria na proliferacdo de células HL-60. O &cido
nonadecandico apresentou a maior atividade inibitdria, seguido do acido
heptadecandico e dos 4acidos hexadecandicos, respectivamente
(FUKUZAWA et al., 2008). A mistura de &cidos graxos de cadeia longa
também foi sugerida como constituintes ativos de inibicao na proliferacéo
de células cancerigenas humanas e apoptose de células HL-60 em extratos
obtidos de esporos de G. lucidum (GAO et al., 2012).

Apesar dos acidos palmitico e linoleico terem sido identificados no
arroz antes do cultivo e no extrato apés o cultivo fungico (Tabela 6), os
acidos palmitico, oleico, linoleico, miristico, pentadecandico e
octadecanoico tem sido comumente identificados em extratos de distintos
cogumelos, como Trametes versicolor (KAMIYAMA et al., 2013), G.
lucidum (TASKIN et al. , 2013; OHIRI e BASSEY, 2016), Pleurotus
ostreatus, P. squamosus, Lactarius salmonicolor, Flammulina velutipes,
Russula anthracina e Boletus reticulatus (ERGONUL et al., 2013), o que
torna possivel sua producéo por G. lipsiense também em arroz vermelho.

4.2.1. Elucidagao estrutural do composto presente na fracdo 19

Dentre as 29 fracOes obtidas da coluna de purificacdo da fracao
hexano da particdo do extrato bruto realizado em FES, no qual as
propor¢Bes e rendimento obtido em cada fracdo encontram-se na
Tabela 1A do Apéndice A, a fracdo 19 mostrou-se como um sdlido
cristalino branco e com caracteristicas de ser uma substancia terpénica ou
esteroidal (cristalizacdo em forma de agulhas). Esta fracdo também se
mostrou com alto grau de isolamento observado pela CCD (Figura 23).
Ao ser avaliado por CCD, utilizando como eluente a mistura de
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hexano:acetato de etila (80:20), apresentou valor de Rf de 0,23. Ao ser
revelado utilizando como revelador anisaldeido sulfurico, 0 composto
apresentou-se como uma mancha de coloracdo violeta. Tais
caracteristicas levaram a estudos de caracterizagdo e identificagdo do
composto.

Figura 23 — Composto cristalizado da fragdo 19 (A) e CCD (B) do composto da
fracdo 19

Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro de infravermelho (Figura 24) mostrou absorcdo em
3520 cm* e 3300 cm, indicando a presenca de grupos hidroxil. Entre
outras absorcoes, observa-se uma banda intensa em 2929 cm?, que sdo
caracteristicas do grupamento C-H. A Tabela 7 mostra as principais
bandas obtidas e suas liga¢des correspondentes.

Figura 24 — Espectro de infravermelho (1V) correspondente a fragdo 19
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 — Dados do espectro de 1V da fragdo 19

Bandas caracteristicas (cm™) Ligacdes correspondentes
3520, 3300, 1245 OH
2929, 2870 C-H
967 c=C

Fonte: Elaborado pelo autor

A fracdo 19 foi submetida a andlise por ressonancia magnética
nuclear de 'H e 13C, uma das técnicas espectroscopicas mais utilizadas no
estudo de aspectos estruturais e dindmicos de moléculas organicas em
solucdo (KAISER, 2000). A andlise de 'H mostrou um perfil de
substancia esteroidal, com varios grupos funcionais. Foi observado um
par de dubletos com integral para um hidrogénio cada, centrados em 6,53
e 6,27 ppm, e constante de acoplamento de 8,5 Hz. Observando esta
constante de acoplamento, pode ser concluido que os hidrogénios
envolvidos nesta ligacdo estdo em posicdo cis, e foram atribuidos aos
hidrogénios olefinicos H6 e H7, respectivamente. Observa-se que estes
sinais estdo com o deslocamento maior que 0 comum, e suspeitou-se de
estes hidrogénios estdo proximos a atomos de oxigénio, sugerindo um
composto polioxigenado, com presenca de hidroxilas em C5 e C8. A
configuragdo proposta para as hidroxilas em C5 e C8 foi deduzida
baseada em informacBes da literatura. Segundo Rivera et al. (2009),
guando ambos grupos hidroxila encontram-se em posicdo o, O
deslocamento quimico esperado para os sinais de hidrogénio sdo em torno
de 6,5 e 6,3 ppm. Se estivessem em posicdo B, estes deslocamentos
estariam deslocados para campo alto, em cerca de 5,74 e 5,60 ppm. Ainda,
€ mais comum observar substituicbes na posicdo o de ergosterois
polihidroxilados nas posi¢des C5 e C8 (ZHU et al., 2000).

A presenca de uma segunda dupla ligacdo foi indicada pelos
multipletos em 5,23 e 5,19 ppm. Estes sinais foram atribuidos a ligacdo
dupla entre os carbonos 23 e 22, respectivamente, e segundo a literatura,
esta ligacdo estd em posicédo trans (RIVERA et al., 2009). Além disso, 0
deslocamento do hidrogénio metinico em 3,99 ppm permitiu a sugestdo
da ocorréncia de um composto 3p, 5a oxigenado, presente nos A/B trans-
esterois (YAOITA et al., 1998), reforcando a hipdtese de um composto
poli-oxigenado. O espectro de *H-RMN mostrou ainda seis sinais em
campo alto, atribuidos a duas metilas terciarias em 0,90 ppm (Me-19) e
0,83 ppm (Me-18) e quatro metilas secundarias em 1,02 ppm (Me-28),
0,91 (Me-21), 0,86 (Me-26) e 0,82 (Me-27), sendo compativeis com o
esqueleto ergostano. A Tabela 8 mostra os valores obtidos de 'H RMN
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(Figura 25) para a fragcdo 19 comparativamente aos dados do esteroide
ergosta-6,22-dieno-3p,5a,8a-triol, ja descrito na literatura (RIVERA et
al., 2009; MALAK et al., 2013).

Tabela 8 — Deslocamento Quimico de *H RMN da fracdo 19 com o esteroide
ergosta-6,22-dieno-3p,50,8a-triol proposto

'H RMN
Posicéo Composto existente (ppm) ~ Composto fragéo 19 (ppm)
3 3,91 (m) 3,99 (m)
6 6,60 (d, J=8,5) 6,53 (d, J=8,5)
7 6,33 (d, J=8,5) 6,27 (d, J=8,5)
14 1,19 (m) 1,11 (m)
18 0,82 () 0:83(s)
19 0,89 (s) 0,90 (s)
21 0,92 (d, J=6,3) 0,91 (d, J=6,3)
22 5,18 (m) 5,19 (m)
23 5,22 (m) 5,23 (m)
26 0,85 (d) 0,86 (d)
27 0,81 (d) 0,82 (d)
28 1,01 (d, J=6,6) 1,02 (d, J=6)

Fonte: Elaborado pelo autor

Apesar da RMN de *H apresentar alta sensibilidade e com tempo
analitico mais curto para aquisi¢do dos dados, é rotina obter espectros em
uma dimenséo (1D) de *H e '3C para um determinado composto, mesmo
gue o tempo de medida exigido para a analise deste carbono seja muito
grande devido a baixa sensibilidade inerente ao nicleo de 3C (1,59%
relativa ao 'H) (KAISER, 2000). Além do mais, estd comprovado que 0s
dados de deslocamento quimico de 3C sdo de extrema importancia para
uma determinacéo estrutural e que a concentracdo da amostra ¢ um fator
limitante para a determinagdo estrutural por RMN (KAISER, 2000). Tal
fundamento pdde ser observado neste estudo. A analise de '3C foi
realizada duas vezes para a fragdo 19, visto que a quantidade de amostra
analisada pela primeira vez era insuficiente para elucidar a estrutura.
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Figura 25 — Espectro de *H RMN da fragdo 19
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Analisando os dois espectros de ressonancia magnética nuclear de
13C obtidos (Figura 26) é possivel confirmar as evidéncias encontradas no
espectro de H. Foram observados quatro sinais correspondentes aos
carbonos olefinicos das ligagBes duplas, trés correspondentes aos
carbonos oxigenados e os demais vinte e um aos carbonos alifaticos do
esqueleto ergostano, resultando em 28 sinais. Dentre os deslocamentos
mais importantes, foram observados os sinais em 134,7 e 129,9 ppm,
correspondentes aos carbonos olefinicos H6 e H7, e 0s sinais em 134,2 e
131,4 ppm, correspondentes aos carbonos olefinicos H23 e H22,
confirmando a presenca das duas ligagdes duplas. Foram observados trés
sinais correspondentes aos carbonos hidroxilados: 65,6 ppm, que foi
atribuido ao B-OH na posicdo 3, e os sinais em 81,22 e 78,5 ppm,
atribuidos aos carbonos C5 e C8, conforme mostrados na Tabela 9.

A comparacdo dos demais sinais dos espectros com a literatura
sugeriu a identificacdo do composto como sendo ergosta-6,22-dieno-
3B,5a,8a-triol (RIVERA et al., 2009) (Figura 27), identificado
anteriormente no cogumelo Lentinus edodes (Shiitake) e no ascomiceto
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Geosmithia lavendula (MALAK et al., 2013). A Tabela 10 mostra 0s
sinais obtidos para '°C referente a fracdo 19 do cultivo solido de
G. lipsiense em arroz vermelho comparativamente aos sinais
identificados por Rivera et al., (2009) em Lentinus edodes, propondo
assim sua estrutura.

Figura 26 — Espectros de 3C RMN da fracdo 19: segunda analise (A); primeira
analise (B)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 9 — Deslocamentos para **C RMN fundamentais para elucidacdo
da estrutura descritos na literatura e comparados aos identificados no
composto da fragdo 19

13C RMN
Posicio Composto existente Composto fracéo 19 (ppm)
(ppm)
3 66,5 65,6
5 82,2 81,2
6 1354 134,7
7 130,7 1299
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Continuacio da Tabela 9

8 79,4 78,5
22 132,3 1314
23 135,2 134,2

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 10 — Deslocamentos para *C RMN descritos na literatura e comparados
aos identificados no composto da fragdo 19

13C RMN
Posicéo Composto existente (ppm) ~ Composto fracao 19 (ppm)
1 34,7 35,1
2 39,3 39,7
4 36,9 37,2
9 51,7 51,4
10 37 37,3
11 20,6 21,3
12 30,1 30,5
13 44,6 449
14 56,2 56,6
15 23,4 23,8
16 28,6 29,0
17 33,1 33,4
18 12,9 13,2
19 18,2 18,6
20 42,8 43,1
21 17,6 17,9
24 39,7 40,1
25 51,1 52,1
26 19,9 20,0
27 19,6 20,3
28 20,9 21,0

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 27 - Esteroide ergosta-6,22-dieno-3p,5a,8a-triol sugerido na fragéo 19
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Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com Kaiser (2000), a técnica de RMN é extremamente
eficaz, o que torna este método um importante aliado na identificacéo de
compostos. No entanto, para a elucidacdo de um composto, se faz
necessario um conjunto de técnicas distintas de identificacdo e andlise
comprobatérias (CCD, IV, CG-EM, HPLC-MS, 3C e 'H RMN), uma vez
gue, mesmo sendo eficaz, limitagfes dos equipamentos, dificuldades de
assinalamento para moléculas estruturalmente complexas e na maioria
das vezes, a baixa quantidade de amostra analisada sdo problemas que
podem ocorrer em analises de RMN (KAISER, 2000). A comparagdo dos
dados obtidos pelo conjunto das analises de forma individual, com dados
de estruturas ja descritas na literatura merece sempre cautela, mesmo se
tratando de compostos ja descritos.

Além da identificacdo fungica, o esteroide ergosta-6,22-dieno-
3pB,5a,8a-triol tem sido identificado em raizes da planta Trichosanthes
kirilowii (VINH et al., 2015) e folhas de Trichosanthes baviensis
(NHIEM et al., 2015). Até o momento, propriedades inibitdrias
significativas da enzima tirosinase (ICsp 6.9 +2.2 uM) foram atribuidas
ao presente composto (NHIEM et al.,, 2015). A busca por novas
propriedades biolégicas se faz necessario, uma vez que os esteroides de
origem natural tém apresentado propriedades terapéuticas importantes,
como por exemplo antitumorais (ZHENG et al., 2018) e antiparasitarios
(LENZI et al., 2018).

4.2.2. Atividades bioldgicas

A atividade antibacteriana dos extratos hexano, diclorometano,
acetato de etila e da fragdo 19 do cultivo de G. lipsiense em arroz
vermelho foram testados contra trés organismos patogénicos, E. coli,
P. aeruginosa e S. aureus, sendo dos resultados mostrados na Tabela 11
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e comparados os resultados obtidos para o extrato bruto e para o arroz
vermelho (controle) descritos na Etapa 1.

Tabela 11— Atividade antibacteriana do extrato bruto, dos extratos hexano,
diclorometano e acetato de etila e do esteroide ergosta-6,22-dieno-3p,5a,8a-triol
de G. lipsiense cultivado em arroz vermelho

CIM* (ug-mL™)

Microrganismo Controle E.B. F.H. F.D. F.A. Est.
(arroz)

E. coli 1000 > 1000 1000 1000 1000 > 1000

P. aeruginosa 1000 500 1000 500 >1000 > 1000

S. aureus > 1000 >1000 >1000 > 1000 500 > 1000

Gentamicina 25 2,5 2,5 25 25 25

*CIM = Concentragdo Inibitéria Minima. Controle positivo Gentamicina. E.B. =
extrato bruto; F.H. = fracdo hexano; F.D. = fracdo diclorometano; F.A. = fracdo
acetato de etila; Est. = esteroide. Fonte: Elaborado pelo autor

Analisando as atividades antibacterianas das fracGes hexano,
diclorometano e acetato de etila, uma moderada atividade (500 pg-mL 1)
contra P. aeruginosa e S. aureus foi obtida para as fra¢des diclorometano
e acetato de etila, enquanto que o extrato da fracdo hexano ndo mostrou
diferenca em relacéo ao arroz vermelho. O esteroide ergosta-6,22-dieno-
3pB,5a,8a-triol ndo mostrou atividade antibacteriana para nenhuma das
bactérias testadas.

A Tabela 11 nos mostra que 0s biocompostos responsaveis pela
atividade antibacteriana contra P. aeruginosa do extrato bruto se
concentraram principalmente na fracdo diclorometano, indicando ser
compostos de baixa polaridade. Para S. aureus, o extrato bruto nédo
mostrou atividade inibitdria. No entanto, a fracdo acetato de etila, obtida
pela extragdo liquido/liquido do extrato bruto, inibiou o seu crescimento
na concentracdo de 500 pg-mL™. Tal caracteristica indica que a
potencialidade bem como a quantidade destes compostos com agao contra
S. aureus presentes no extrato bruto ndo é elevada, uma vez que sua
atividade foi possivel de ser observada apenas quando concentrando estes
compostos para uma mesma polaridade. Ao contrario da atividade
antibacteriana, a fragdo hexano e o composto ergosta-6,22-dieno-
3B,50,8a-triol mostraram potencial antiparasitario no teste de viabilidade
celular da G. duodenalis, conforme Tabela 12.

O extrato da fragdo hexano do cultivo de G. lipsiense mostrou
elevado potencial de inibicdo contra a G. duodenalis (3,30% de células
vivas) na concentragdo de 500 pg-mL-, sequido do extrato bruto (4,29%
de células vivas) na mesma concentracdo (Tabela 12) ap6s 72 horas nos
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estudos in vitro. Em relacdo ao esteroide ergosta-6,22-dieno-3p,5a,8a-
triol, este mostrou potencial inibitrio no desenvolvimento do parasita
apenas na concentra¢do de 500 ug-mL, reduzindo 93,4% dos trofozoitos
e ndo mostrou diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo aos demais
extratos avaliados na mesma concentracdo. O arroz vermelho mostrou
atividade antiparasitiria apenas na concentragio de 500 pg-mL7?,
reduzindo 30,18% dos trofozoitos. Até o presente momento, este é o
primeiro relato de atividade antiparasitaria contra trofozoitos de
G. duodenalis em relago ao composto ergosta-6,22-dieno-3,5a,8a-triol
assim como a extratos do fungo G. lipsiense.

Tabela 12 — Avaliacdo da viabilidade celular de G. duodenalis em relagdo ao
extrato bruto, a fracdo hexano purificada e ao composto ergosta-6,22-dieno-
3B,5a,8a-triol do cultivo de G.lipsiense por FES

Concentracdo E.B. F.H. Esteroide Controle (arroz)
(ng'mL™)

500 4,29* +2,04 3,30°+5,65  6,60%+4,98 69,82° + 9,75
100 4,62% + 2,55 7,26 +458 10594°+1,14  108,27° + 14,66
40 0,058 + 0,01 0,058 +£0,01 0,058 +0,01 0,058 + 0,01

(Metronidazol)

Média * desvio padrdo. Controle posivito - metronidazol. E.B. = extrato bruto;
F.H. = fragdo hexano. Os resultados correspondem ao valor percentual (%) de
células parasitarias vivas. Letras iguais em uma mesma linha indicam que nédo
foram encontradas diferengas significativas no nivel de significancia de 5%.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A acdo de esteroides isolados de fungos basidiomicetos e avaliados
como agentes antiparasitarios, tem sido relatado especialmente contra
Leishmania amazonenses (LELIEBRE-LARA et al., 2016), Leishmania
panamensis (CORREA et al., 2006) e Trypanosoma cruzi (RAMOS-
LIGONIO et al., 2012) a partir de T. versicolor, Pycnoporus sanguineus
e P. ostreatus respectivamente. O esteroide identificado do cultivo de G.
lipsiense ndo apresentou atividade contra G. duodenalis na concentracdo
de 100 pg'-mL?. No entanto, ao observar os resultados obtidos para os
demais extratos nesta concentracdo, percebe-se que nao houve diferenca
significativa entre o extrato bruto e a fracdo hexano. Tal resultado sugere
gue a acdo antiparasitaria é decorrente ndo somente do composto ergosta-
6,22-dieno-3p,5a,8a-triol, mas também da acdo conjunta dos compostos
apolares produzidos pelo fungo G. lipsiense. Além do esteroide
identificado, outros terpenos e esteroides foram caracterizados no extrato
de G. lipsiense por CCD em outras fragdes da coluna de fracionamento,
como por exemplo na fracdo 17. No entanto, a baixa similaridade dos
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terpenos e esteroides sugeridos nos testes de identificagdo por CG-EM e
a baixa quantidade de amostra obtida nas fracdes purificadas ndo isoladas,
impossibilitou a identificacdo de outras estruturas.

A atividade antiparasitaria obtida a partir de extratos e compostos
isolados fungicos em relacdo ao parasita G. duodenalis ainda é limitada
(YARAHMADI et a., 2016). Quitosanas extraidas de Penicillium
viridicatum e Penicillium aurantiogriseum mostraram potencial efeito
contra cistos de G. intestinalis (YARAHMADI et al., 2016). No entanto,
as amostras analisadas nesta pesquisa em relacdo ao parasita, foram
apenas na forma trofozoita de G. duodenalis e ndo na forma de cisto. O
trofozoito de G. duodenalis emprega processos endociticos para obter
nutrientes e outras substancias, como proteinas e lipidios, do ambiente
intestinal circundante (RAYAN et al., 2005). Uma pesquisa realizada por
Rayan et al., (2005), mostrou que acidos graxos saturados de cadeia
média, em especial o 4cido dodecanoico (conhecido como acido laurico)
tem potencial indutor na morte de trofozoitos de G. duodenalis por meio
do actmulo do &cido graxo no citoplasma do parasita, resultando assim
na ruptura da membrana celular. Sabe-se que &acidos graxos de cadeia
longa e seus derivados podem afetar organismos unicelulares, interagindo
com suas membranas lipidicas e resultando em perturbacbes da fase
lipidica, causando assim alteracbes na permeabilidade da membrana
(ROHRER et al., 1986). Para Rohrer et al. (1986), os acidos graxos
interagem com a membrana do trofozoito de uma maneira
estereoquimicamente especifica, o que torna a acdo dos cidos graxos
dependente do arranjo geométrico da ligagao dupla.

Além da acdo antiparasitaria, os acidos graxos tém sido descritos
como potentes antibacterianos (BATOVSKA et al., 2009; KURTYS et
al., 2016; UMERSKA et al., 2016; MITRA et al., 2017). Distintos acidos
graxos produzidos pelo fungo G. lipsiense foram identificados na fracéo
hexano e diclorometano, conforme mostrado anteriormente na Tabela 6 e
com propriedades bioldgicas e terapéuticas ja descritas. Acidos graxos
insaturados, como linoleico, linolénico e oleico mostraram efeito contra
G. lamblia em estudos de Rohrer et al. (1986), e 0 acido pentadecandico
apresentou atividade inibitéria contra B. subtilis, E. coli e Proteaus
vulgaris (SHAMEEM et al., 2017). Estes &cidos graxos também foram
identificados nas fragdes hexano e diclorometano deste estudo, o que
podem ter vindo a contribuir para 0 aumento na agdo antiparasitaria dos
extratos analisados.

O fungo G. lipsiense cultivado em arroz vermelho por FES,
mostrou sintetizar uma diversidade de biocompostos. Nesta etapa, dentro
das condicGes disponiveis, foi possivel a identificacdo de distintos &cidos



125

graxos e um esteroide, ainda inédito para este género e espécie. Também
foi possivel verificar que a fragdo hexano ndo mostrou muito potencial
em relacdo a atividade antibacteriana, mas mostrou elevada atividade
antiparasitaria contra G. duodenalis. J& as fracdes diclorometano e acetato
de etila, mostraram atividade antibacteriana contra P. aeruginosa e S.
aureus, uma bactéria Gram-negativa e uma Gram-positiva. Tais
resultados demonstram as diferentes vertentes de aplicagdo bioldgica dos
biocompostos produzidos por G. lipsiense cultivado em arroz vermelho.
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43.ETAPA 3: IDENTIFICACAO DOS BIOCOMPOSTOS
PRODUZIDOS POR FS PELO FUNGO G. LIPSIENSE EM MEIO
SINTETICO

A Etapa 3 deste estudo consiste na identificacdo dos biocompostos
produzidos no micélio do fungo G. lipsiense cultivado em mSin, visando
comparar aos resultados obtidos na Etapa 2. Desta forma é possivel
verificar a influéncia do meio e da forma de cultivo na sintese de
biocompostos.

4.3.1. ldentificacdo dos compostos do micélio de G. lipsiense

Dentre as vantagens relacionadas a instrumentacéo e controle do
processo da FS em relacdo a FES, esta a mistura e aeragdo do meio de
cultivo, ocasionada pela agitacdo e insercdo de ar (FARINAS, 2015;
SOCCOL et al., 2017). A investigacdo da producdo dos biocompostos
produzidos por G. lipsiense por FS foi realizada em cultivos estaticos,
buscando reduzir a influéncia da transferéncia de oxigénio no
metabolismo flngico ocasionado pela agitacdo do meio liquido, para
posteriormente comparar ao processo FES da Etapa 2. Esta condicdo gera
baixa transferéncia de oxigénio para o interior do liquido, de maneira que
o fungo cresca inicialmente na superficie do meio de cultivo, onde a
transferéncia de oxigénio é maior.

Substancias como terpenos e esteroides foram observadas via CCD,
no extrato nas fragcbes hexano e diclorometano obtidas via extracdo
liquido/liquido. Além das substancias citadas, a mancha azul fluorescente,
ja visualizada no cultivo em FES, também foi observada. Isto indica que
0s compostos responsaveis por tal fluorescéncia sdo provenientes do
metabolismo flngico, ndo sofrendo interferéncias em relagcdo ao meio de
cultivo utilizado.

Os compostos presentes nas fragdes hexano e diclorometano estdo
descritos na Tabela 13 e foram identificados por CG-EM. A fracdo hexano
mostrou uma diversidade de compostos com caracteristicas de terpenos e
esteroides quando avaliado por CCD. Esta fragéo foi purificada em coluna
de silica, com um gradiente de eluicdo hexano:acetato de etila:etanol, e
desta purificacdo, 12 fragdes (3, 7-17) foram analisadas e identificadas
(Tabela 14) por CG-EM. Foram considerados apenas 0s compostos
identificados com mais de 90% de similaridade ao espectro de massas dos
compostos sugeridos pela comparacéo a biblioteca NIST.
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Tabela 13 — Compostos identificados nas fragcdes hexano e diclorometano do
extrato micelial de G. lipsiense cultivado em mSin

N°  Composto F.M. T.R. AR% AR%
(min) F.H. F.D.
1 Octenol CgH160 115 - 2,77
2 Alcool fenetilico CsH100 176 - 0,16
3 Niacina (vitamina Bs) Ce¢HsNO, 235 - 0,20
4 (E,E)-2,4-Decadienal C1oH160 269 - 0,22
5 4-Metoxi-6-metil-2H-pirano-2-ona C7HsO3 282 - 0,72
6 4-Quinolinacarboxialdeido CiH/NO 33,6 - 0,41
7 Pirrol [1,2-a] pirazina-1,4-diona, C;HioN:O, 413 - 0,90
hexahidro-
8  Acido tetradecandico CuHx0, 415 - 0,28
9 Acido pentadecandico CisHz00, 429 1,40 0,77
10  Acido pentadecanoéico, etil éster Ci7H3O, 434 041 -
11  Pirrol[1,2-a] pirazina-1,4-diona, CuHsN,O, 438 - 3,44
hexahidro-3-(2-metilpropil)-
12 Acido hexadecendico, Z-11- CiHx0, 440 041 -
13 Acido palmitoleico CiHz00, 440 - 0,55
14 Acido palmitico CiH3,0, 442 6,46 347
15  9-hexadecenoato de etila CigH3O, 444 0,63 -
16  Acido hexadecandico, etil éster CisHsO, 445 4,95 -
17 Acido heptadecantico CiH30, 452 098 0,62
18  Acido heptadecanoico, etil éster CiH3zsO, 456 1,01 -
19 Acido linoleico CisHs20, 46,0 981 6,45
20  Acido oleico CigH30, 460 - 2,80
21 Acido linoleico, etil éster CxH30, 46,2 14,94 -
22 Acido estearico CisHisO, 462 - 1,42
23 Oleato de etila CxH30, 46,3 4,37 -
24 Acido octadecandico, etil éster CxoHO, 465 2,33 -
25 1-ciclohexilnoneno CisHzs 46,8 - 0,61
26 (7R, 8S) -cis-anti-cis-7,8- C12H150 475 - 1,06
Epoxitriciclo [7.3.0.0 (2,6)]
dodecano
27  Ciclopropano-octanal, 2-octil- C1oH360 488 - 0,51
28 Acido 9-Octadecenoico, (E)- CigHz0, 520 - 0,19
29  2-Metil-Z,Z-3,13-octadecadienol C1sH3s0 524 - 0,90
30 Esqualeno CsoHez 555 1,91 -
31  Ergosta-5,8,22-trien-3-ol, (3 beta, CasHa40O 573 - 0,09

22E) — (Lichesterol)

Similaridade > 90% comparado com a biblioteca NIST. F.M. férmula molecular;
T.R. tempo de retengdo; A.R. area relativa do pico calculada pelo CG-EM (%);
F.H. fracdo hexano; F.D. fracdo diclorometano. (-) auséncia do composto. Fonte:
Elaborado pelo autor.

Ao comparar os dados da Tabela 13 aos compostos identificados
no cultivo em FES (Tabela 6), no mesmo tempo de cultivo e nos mesmos
procedimentos de extracdo, purificacdo e identificacdo, observa-se
similaridade na identificagdo dos &cidos graxos: acido pentadecandico,
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acido palmitico, acido linoleico e oleato de etila. Ao contrario do cultivo
em FES foram identificados, além dos acidos graxos, distintos compostos
com propriedades terapéuticas ja descritas na literatura, dentre eles o
esqualeno, um triterpeno poliinsaturado com propriedades antioxidantes,
anti-cancer e um importante intermediario na biossintese de esteroides
(SPANOVA e DAUM, 2011).

Ao contrério dos resultados obtidos no cultivo em FES, uma
diversidade de compostos além dos acidos graxos, foram identificados no
micélio fungico, especialmente na fracdo diclorometano. Destacam-se 0
octenol, conhecido como alcool de cogumelos, considerado um bio-
pesticida do tipo repelente/inseticida contra mosquitos (BPDB, 2018)
além da niacina ou 4cido nicotinico, uma vitamina do complexo B, com
notavel capacidade de aumento do colesterol HDL (lipoproteina de alta
densidade) e reducdo do colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade)
(SHAH et al., 2013).

Compostos do grupo pirrol também foram identificados na fracéo
diclorometano. O grupo pirrol 1,2-a-pirazina € um grupo de potentes
antibidticos de ocorréncia natural (AWLA et al., 2016). O composto
pirrol [1,2-a] pirazina-1,4-diona, hexahidro- é considerado um agente
antioxidativo (SER et al., 2015) e o composto pirrol[1,2-a] pirazina-1,4-
diona, hexahidro-3-(2-metilpropil) é considerado antibacteriano (AWLA
etal., 2016). Além de antioxidante e antibidticos, as pirrolizidinas exibem
uma ampla gama de bioatividades que incluem atividades antitumorais e
antiangiogénicas (SER et al., 2015).

As fracdes obtidas pela purificacdo em coluna de silica do extrato
micelial da particdo com hexano foram analisadas por CCD, revelando a
presenga de cumarinas, terpenos e esteroides. Terpenos e esteroides
tendem a cristalizar em forma de agulhas quando secos, conforme pode
ser observado claramente na fracdo 10 da coluna (Figura 28 A). O
esteroide ergosta-6,22-dieno-3p,5a0,8a-triol identificado na Etapa 2,
também foi produzido pelo fungo G. lipsiense no cultivo em mSin, sendo
identificado nas fragcGes 14 e 15 da coluna de purificacdo, conforme
mostrado na Figura 28 B.

Além dos compostos identificados na Tabela 13, a purificagdo em
coluna de silica da fracdo hexano possibilitou a identificagdo por CG-EM
de 30 compostos com similaridade acima de 90%, nos quais estdo
descritos na Tabela 14, juntamente com seu tempo de retencéo,
propriedades bioldgicas e aplicacdes. As proporgdes correspondentes ao
solvente utilizado e o rendimento extrativo de cada fracdo da coluna,
encontram-se na Tabela 2A do Apéndice A.
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Figura 28 — CCD das fragdes purificadas em coluna de silica e reveladas com
anisaldeido sulfdrico

A

E = esteroide ergosta-6,22-dieno-3,5a,8a-triol. Eluente: hexano: acetato de etila
(90:10). Rf = 0,78. Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme a Tabela 14, os compostos identificados no extrato
micelial de G. lipsiense demonstram importantes atividades biolégicas e
terapéuticas. Dentre estas propriedades, destacam-se os antimicrobianos,
anti-inflamatorios e antioxidantes, sequido das atividades antitumorais e
anti-hipercolesterolémicas. A maioria dos compostos identificados por
CG-EM sdo acidos graxos e esters de acidos graxos, de cadeia média e
longa. Acidos graxos e ésteres de acidos graxos de cadeia média, com 6-
12 carbonos, como o &cido decandico etil ester, conhecido como &cido
caprico etil ester, sdo frequentemente utilizados como ingredientes
flavorizantes na inddstria alimenticia, responsaveis pelos aromas frutados
e doces (HU et al., 2018) além de sua atividade antibacteriana e anti-
inflamatéria (HUANG et al., 2014).

No total, foram identificados oito (8) esteroides dentre as fracdes
analisadas (Figura 29). Os esteroides estdo entre os produtos da indUstria
farmacéutica amplamente comercializados. Atualmente, os esteroides
produzidos sdo utilizados especialmente para a produgdo de
medicamentos  anti-inflamatérios, imunossupressores,  diuréticos,
anabolicos, contraceptivos e analogos de progesterona. Os esterdides
produzidos também sdo utilizados nos tratamentos de alguns tipos de
cancer e osteoporose, para evitar doengas coronarianas, como agentes
antiflngicos, agentes anti-obesidade, prevencéo e tratamento de infeccoes
por HIV e AIDS. Em virtude da complexidade das moléculas, a sintese
quimica dos esteroides é dificil. Com isso, a producdo de drogas e
hormdnios esteroidais se encaixa dentre uma das aplicagbes bem-
sucedidas da tecnologia microbiana em processos industriais de larga
escala (MOORE et al., 2011).
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Figura 29 — Esteroides identificados no extrato micelial de G. lipsiense cultivado
em mSin
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 14 — Compostos identificados por CG-EM nas fragBes purificadas da

coluna de fracionamento do extrato micelial de G. lipsiense em mSin e suas

aplicagdes descritas na literatura
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O efeito do composto ar-turmerone [20] é muito estudado em
linhas celulares de cancer e tem demonstrado atividade apoptotica nas
células K562 (eritroleucemia), L1210 (leucemia linfoide), U937
(linfoma) (JI et al., 2004), Molt 4B (leucemia) e HL-60 (leucemia)
(ARATANECHEMUGE et al., 2002). Além da atividade em células de
cancer, ar-turmerone também mostra propriedades antidermatopicas
(JANKASEN et al., 2013).

Distintos metabolitos secundarios produzidos principalmente por
fungos e actinomicetos, contém em sua constituicdo um esqueleto
funcional de decalina (LI et al., 2014). Este composto geralmente esta
correlacionado com grupos altamente multifuncionalizados ou
arquitetonicamente complexos, nos quais tem demonstrando uma
diversidade estrutural e funcional surpreendente (LI et al., 2014). A
decalina pode ser biossintetizada a partir de derivacGes biossintéticas de
isoprendides (via do mevalonato) e policetideos (via do acetato), em sua
forma cis ou trans. As decalinas derivadas de isoprendides pertencem aos
sesquiterpenoides e diterpenoides naturais (LI et al., 2014), nos quais séo
intermediarios na biossintese de importantes estatinas como a lovastatina,
mevastatina, equisetina, tricosetinas e solanipironas com propriedades
bioldgicas do tipo anti-hipercolesterolémica e inibidora de HIV-integrase
(CAMPBELL e VEDERAS, 2010).

Além dos compostos descritos na Tabela 14, foram sugeridos
compostos com nucleos de cumarinas, nas fragdes 17 (T.R. 36,74 min e
17,27% de area de pico), 15 (T.R. 13,96 min e 0,44% de area de pico) e
14 (T.R. 12,51 min e 0,74% de area de pico). No entanto, a similaridade
das estruturas era inferior a 90%. Estas sugestfes obtidas pelo CG-EM
corroboram com as manchas amarelas observadas em luz UV, apo6s
revelacdo com KOH, nas analises de CCD. No entanto, a quantidade de
amostra obtida na fragdo 17 (14 mg), no qual o composto mostrou-se mais
isolado e em maior proporcdo, ndo possibilitava uma nova separacéo,
dentro das técnicas disponiveis, para analises de RMN.

A mancha azul visivel em luz UV, foi observada fortemente nas
fracBes 7 e 8. Contudo, ndo foi possivel a identificacdo do composto
responsavel por tal fluorescéncia pelo método utilizado, uma vez que a
similaridade dos compostos sugeridos responsaveis por tal caracteristica
pelo CG-EM foi inferior a 90%.

4.3.2. Andlises antiparasitarias

A atividade antiparasitaria do extrato bruto e das fracfes hexano,
diclorometano e acetato de etila do micélio de G. lipsiense em mSin foram
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testados contra o parasita G. duodenalis, sendo dos resultados mostrados
na Tabela 15.

Tabela 15 — Avaliacéo da viabilidade celular de G. duodenalis em rela¢do ao
extrato bruto, fracdo hexano, diclorometano e acetato de etila do cultivo de
G.lipsiense

Concentragéo E.B. F.H. F.D. F.A.
(ngmL™)
500 56124280 4,812%1,98 4,952+114 561*+1,14
100 6,272+4,57 561°+2,16 6,10°+1,89 97,49°+9,13

40 (metronidazol) 0,058 +0,01 0,058 +0,01 0,058 +0,01 0,058 + 0,01

Média * desvio padrdo. Controle positivo - metronidazol. E.B. = extrato bruto;
F.H. = fracdo hexano; F.D.= fracdo diclorometano; F.A.= fragdo acetato de etila.
Os resultados correspondem ao valor percentual (%) de células parasitarias vivas.
Letras iguais em uma mesma linha indicam que ndo foram encontradas diferencgas
significativas no nivel de significancia de 5%. Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato da fracdo hexano se mostrou mais ativo na inibicéo
contra a G.duodenalis (4,81% de células vivas) na concentracdo de
500 pg'mL- %, assim como na concentragio de 100 pg-mL! (5,61% de
células vivas) (Tabela 15) ap6s 72 horas nos estudos in vitro. A fracdo
diclorometano também se mostrou muito ativa nas duas concentragoes
testadas, ndo mostrando diferenca significativa (p < 0,05) em relagao aos
extratos bruto e da fracdo hexano avaliados nas mesmas concentracgdes.
A fragdo acetato de etila teve atividade inibitoria apenas na concentracao
de 500 pug-mL- %, equiparando-se ao extrato bruto na mesma concentragéo,
inibindo 94,39% dos trofozoitos vivos de G. duodenalis. Estes resultados
demonstram que 0s compostos com atividade anti-giardial tendem a ter
caracteristicas apolares e que os meios de cultivo (arroz e sintético) e tipos
de cultivo (FS e FES) se mostram adequados na sintese de compostos
antiparasitarios contra G. duodenalis, uma vez que comparando os dados
da Tabela 15 aos dados obtidos para o extrato bruto e fragdo hexano do
cultivo em FES (Tabela 12), observa-se resultados similares em relagéo a
inativacdo dos trofozoitos do parasita.

Conforme mencionado na Etapa 2, estes sdo 0s primeiros relatos
da atividade antiparasitaria contra G. duodenalis em relacéo ao fungo G.
lipsiense. Tal atividade pode ser decorrente de compostos como o
ergosterol, descrito na literatura como um agente antiparasitario e
identificado no micélio de G. lipsiense neste estudo (Tabela 14), como
também da acdo conjunta com o esteroide ergosta-6,22-dieno-3p,5a,8a-
triol, no qual mostrou atividade antiparasitaria na Etapa 2 e identificado
no micélio fungico por CCD, neste estudo. Além do ergosterol e do
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ergosta-6,22-dieno-3p,50,8a-triol, a atividade antiparasitaria pode ser
decorrente dos demais esteroides produzidos pelo fungo, bem como da
acdo de 4cidos graxos e ésteres de acidos graxos, ja descritos na literatura
como agentes antiparasitarios (ROHRER et al., 1986). Os resultados
obtidos na Etapa 3 sdo de fundamental importancia com relacdo a
obtencdo de produtos naturais com propriedades bioldgicas e
terapéuticas, uma vez que muitos destes compostos e propriedades foram
identificadas pela primeira vez para esta espécie fungica.
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4.4.ETAPA 4. AVALIACGAO DO POTENCIAL INIBITORIO DA
ENZIMA A-GLICOSIDASE PELO FUNGO G. LIPSIENSE EM
CULTIVOS SOLIDOS E LIQUIDOS E CARACTERIZACAO DOS
BIOCOMPOSTOS PRODUZIDOS POR FS

Os compostos obtidos a partir de processos biotecnoldgicos
envolvendo fungos tém demonstrado potencial agcdo na prevencao e no
tratamento de distintas doencas. Além das propriedades antibacterianas
contra P. aeruginosa (Etapa 1 e 2) e S. aureus (Etapa 2) e atividade
antiparasitaria contra G. duodenalis (Etapa 2), o potencial inibitdrio da
enzima a- glicosidase também foi explorado no extrato bruto dos cultivos
de G. lipsiense em FES e FS. A enzima a-glicosidase € uma enzima chave
na hidrolise de oligossacarideos, sendo muito estudada visando aplicacdo
na area medicinal, especialmente no controle dos niveis de agicar no
sangue para o tratamento da diabetes mellitus, uma doenca enddcrina
crescente no século XXI (YIN et al., 2014; DEL VALLE et al., 2016;
MAJOULI et al., 2016; WANG et al., 2017b).

Em virtude da baixa solubilidade dos extratos em DMSO durante
a implementacdo do método, uma alteracdo no solvente utilizado no teste
de inibicdo enzimatica foi realizada, diluindo as amostras em metanol e
deixadas em contato com um banho com ultrassom por 30 segundos. De
modo a garantir que a enzima nao estivesse sofrendo alguma influéncia
inibitéria pelo metanol, testes variando a concentracdo de substrato pNPG
(10; 5; 2,5 e 1,25 mM) foram realizados na auséncia e presenca de
metanol, avaliando a formacao do produto pNP formado apds 30 minutos
de reacdo resultando nas equagdes Y= 0,03x+0,0021 (Equagdo 10)
(R20,9986) e Y = 0,03x-0,0113 (Equacdo 11) (R2 0,9989) para auséncia
(10) e presenca (11) de metanol respectivamente. Os resultados obtidos
encontram-se ilustrados na Figura 30.

Né&o houve diferenca significativa entre os resultados obtidos apds
30 minutos de rea¢do quando avaliado a formacao de produto proveniente
da hidrélise do substrato pNPG em diferentes concentracdes,
especialmente na concentracdo de 5mM, utilizada no teste de inibicao.
Isto demonstra que, a baixa quantidade de metanol utilizada no teste, néo
provoca inibigdo na enzima a-glicosidase. Para o calculo da formacéo de
produto gerado e graficado na Figura 30, fez-se anteriormente uma curva
de calibragéo do produto pNP formado (mM) pela absorbancia, conforme
Figura 31, resultando a equacdo de regressao: Y = 0,1735x (Equacéo 12)
e coeficiente de determinacédo (R?) 0,9805.
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Figura 30 — Curvas de formacdo de produto pNP na auséncia e presenca de
metanol apds 30 minutos de reacédo e variando a concentracdo de substrato
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 31 — Curva de calibracdo do produto pNP
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0,7
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O efeito inibitério da a-glicosidase no extrato bruto do cultivo
cinético da Etapa 1 deste estudo com G. lipsiense em FES, do micélio
fangico cultivado em mSin (Etapa 3) e do micélio fungico cultivado em
mBA, nesta etapa, € mostrado na Figura 32. Uma variacgdo significativa
(p<0,05) na inibi¢do da enzima a-glicosidase pode ser observada nas
amostras analisadas (Figura 32). Quando avaliado a inibi¢do da enzima
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no extrato bruto do cultivo em FES da Etapa 1, é possivel observar uma
oscilacdo nos percentuais inibitorios ao longo do tempo, com maior
percentual de inibicdo da enzima em 28 dias de cultivo (87,04%), nédo
apresentando diferengas significativas (p< 0,05) em relacdo ao arroz
vermelho (controle), que também mostra inibicdo enzimética (91,12%).
Reduces no percentual de inibicdo enziméatica foram observados a partir
de 35 dias de cultivo. Tal reducdo pode estar associada a alteragdo dos
biocompostos produzidos pelo fungo e observado no extrato bruto (Figura
20) a partir de 35 dias.

Figura 32 — Inibi¢ao da enzima a-glicosidase em extrato bruto de G.
lipsiense cultivado em FES e FS na concentragio de 1 mg-mL?!

120

100 -

% inibicdo da enzima

R I A I s

Amostras

Valores correspondentes as médias + desvio padrdo das triplicatas. Letras iguais
indicam que ndo foram encontradas diferengas significativas ao nivel de
significancia de 5%. mBA = micélio de G. lipsiense cultivado em arroz por FS;
mSin = micélio G. lipsiense cultivado em meio sintético por FS; Arroz = apenas
arroz. Periodo entre 7-63 corresponde ao extrato bruto em FES obtido nos
respectivos tempos em dias. Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato bruto proveniente do uso do arroz como substrato para o
cultivo sélido de Aspergillus unguis também mostrou inibicéo enzimética
da a-glicosidase (86%) em estudos de ABD El-Hady et al., (2016).
Avaliando os dados disponiveis na literatura, é possivel verificar que
muitos pesquisadores tém estudado a relagdo dos cereais com a inibigéo
da enzima a-glicosidase (YAO et al., 2010; PRAMAI et al., 2017) e
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observag0es obtidas a partir de estudos realizados por Yao et al. (2010),
mostraram uma relagdo significativa entre a atividade inibitéria da o-
glicosidase com o teor de compostos fendlicos totais presentes em arroz
preto. No entanto, esta relagdo entre o teor total de compostos fenélicos
(Tabela 4) e a atividade inibit6ria da enzima (Figura 32) ndo foi observada
neste estudo. Apesar do arroz ser considerado um bom substrato para a
sintese de biocompostos fangicos, com propriedades antimicrobianas e
antiparasitarias verificadas nos Estudos 1 e 2, este, se ndo separado do
micélio fungico na etapa de extracdo dos cultivos em FES, acaba
provocando interferéncia nos testes de inibicdo enzimatica. Ja é descrito
na literatura a influéncia ocasionada pelo meio e pelo tipo de cultivo (FES
ou FS) na sintese de compostos microbianos (ROY, et al.,, 2013;
ANUSHA et al., 2017). Isto pode ser comprovado quando avaliado os
resultados de inibi¢do da enzima o-glicosidase do extrato bruto dos
micélios de G. lipsiense cultivado em mBA e em FES (Figura 32) para o
mesmo tempo (42 dias). A Figura 33 mostra a colonizacdo de G. lipsiense
em arroz vermelho por FES e FS e o micélio flngico obtido pelo cultivo
submerso.

Figura 33 — G. lipsiense cultivado em arroz vermelho por FES (A) e FS (B).
Micélio fungico cultivado em mBA (C)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato bruto proveniente do micélio de G. lipsiense cultivado
em mBA, inibiu 96,6% da enzima a-glicosidase, ndo apresentando
diferencas significativas (p<0,05) em relagéo ao extrato bruto mSin, que
inibiu 99,1% da enzima na concentragdo de 1 mg-mL" !, enquanto que no
cultivo em arroz por FES, houve apenas 21,11% de inibi¢do da enzima
para 0 mesmo periodo (42 dias). A partir destes dados, a eficiéncia do
inibidor de a-glicosidase dos micélios cultivados em mBA e mSin foi
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comparada com base nos seus valores de ICsp (Tabela 6). Os maiores
valores de I1Csp indicam menor eficiéncia na atividade de inibic&o.

Tabela 16 — Inibigdo da enzima a-glicosidase pelos micélios de G. lipsiense em
FS

Extrato bruto ICso (mg'mL?) da enzima a-glicosidase
Micélio do cultivo em mBA 0,2692 + 8,25

Micélio do cultivo em mSin 0,218%+ 9,67

Acarbose 0,192+ 3,82

Média + desvio padrdo. Letras iguais em uma mesma coluna indicam que ndo
foram encontradas diferencas significativas no nivel de significancia de 5%.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores obtidos para atividade inibitéria da enzima foram
similares para o micélio de G. lipsiense em mBA (ICso = 0,269 mg-mL)
e mSin (ICso = 0,218 mg'mL!), e similares aos obtidos para Acarbose
(ICso = 0,19 mgmL?). Acarbose, assim como 0 composto
1- Deoxinojirimicina (DNJ) tém sido amplamente utilizados no
tratamento de doencas como diabetes mellitus, sendo produzidos pelas
bactérias Actinoplanes sp. SE50/110 (SCHWIENTEK et al., 2012) e
Streptomyces lavendulae (KOJIMA et al., 1995) e B. subtilis (ZHU et al.,
2010). Os ensaios de ICsp da Acarbose apresentados neste estudo foram
realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Gustavo Amadeu Micke, do
Laboratério de eletroforese capilar LABEC, do Departamento de
Quimica da UFSC de Florian6polis e com seu aluno de doutorado Diogo
Alexandre Siebert do mesmo grupo.

O esteroide ergosta-6,22-dieno-3p,5a,8a-triol da Etapa 2 também
foi avaliado quanto o potencial inibidor da enzima a-glicosidase, ndo
mostrando nenhuma inibi¢do enzimatica na concentragdo de 1 mg-mL"*
avaliada.

Distintos extratos fungicos tém exibido propriedades inibitérias da
enzima a- glicosidase, dentre eles extratos de Cladosporium sp. (SINGH
etal., 2014), A. unguis (ABD EL-HADY et al., 2016), Aspergillus oryzae
(KANG et al., 2013), G.lucidum (KIM e NHO, 2004; FATMAWATI et
al., 2011), Ganoderma leucocontextum (WANG et al., 2017b) e Tremella
fuciformis (KARDONO et al., 2013). No entanto, a inibi¢do desta enzima
ainda ndo havia sido reportada para G. lipsiense.
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4.4.1. Medidas de velocidade enzimatica com variacdo ha
concentracao de inibidor

Experimentos avaliando a inibi¢do enzimatica em um intervalo de
tempo (60 minutos) foram realizados com os micélios cultivados em mBA
e mSin. Os resultados de formagéao de produto ao longo do tempo, obtidos
para 0 micélio de G. lipsiense nas concentracdes 0,125; 0,25 e
0,5 mg-mL"1, utilizando como substrato pNPN (5 mM), estdo mostrados
na Figura 34. As equacdes de regressao e 0s seus respectivos coeficientes
de determinacdo estdo descritos na Tabela 17.

A formacéo de produto pNP obtido pela atividade da a- glicosidase
(Figura 34) tendeu a diminuir com 0 aumento da concentragéo do extrato
bruto. Observa-se que a capacidade de inibicdo enzimatica ocasionada
pelo extrato bruto do micélio em mBA, na concentragdo de 0,25 mg-mL 1,
reduziu de forma significativa durante 60 minutos de reacdo, enquanto o
extrato bruto micelial do cultivo em mSin, na mesma concentracao,
manteve a inibicdo enzimatica mais estavel, com melhor atividade
inibitéria e menor formagdo de produto. Ambos os inibidores, perderam
totalmente a capacidade de inibigdo da a- glicosidase quando avaliados
na concentragdo de 0,125 mg-mL, equiparando-se a velocidade média
inicial da reacdo (Vm) (coeficiente angular) (Tabela 18) quando na
auséncia do inibidor. A Vi da reacdo foi obtida pela regressdo linear
(Figura 35) de 10 pontos experimentais para cada amostra durante os
primeiros 10 minutos da reacéo.

Figura 34 — Cinética de formacédo de produto pNP em diferentes concentragdes
de inibidores, no tempo de 60 minutos
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Dados da legenda: A = cultivo em mBA; S = cultivo em mSin. Fonte: Elaborado
pelo autor.

Figura 35 — Cinética de formacdo de produto pNP em diferentes concentragdes
de inibidores, no tempo de 10 minutos
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Dados da legenda: A = cultivo em mBA,; S = cultivo em mSin. Fonte: Elaborado
pelo autor.

Tabela 17 - Equacdes de regressdo e coeficientes de determinagdo da inibicdo
enzimatica em distintas concentracfes de inibidor no tempo de 60 minutos

Concentragéo FS mBA

(mgmL?) Equacdo R?
0,5 Y =-2,0x10x2+0,001x-0,0015 0,999
0,25 Y =-1,0x10°x2+0,0023x-0,0004 0,999
0,125 Y =-2,0x105x2+0,0035x+0,0018 0,999
Concentrago FS mSin

(mgmL™) Equacéo R2
0,5 Y = -2,0x10-6x2+0,0008x-0,0011 0,999
0,25 Y = -1,0x10-5x2+0,002x-0,0008 0,999
0,125 Y = -4,0x10-5x2+0,004x+0,0036 0,997

Sem inibidor Y = -3,0x10-5x2+0,0036x+0,0024 00,9995
Fonte: Elaborado pelo autor.




145

Tabela 18 - Equagdes de regressdo e coeficientes de determinagdo da inibicdo
enzimatica em distintas concentracdes de inibidor no tempo de 10 minutos

Concentragdo FS mBA
(mg-mL?) Equacéo R?

0,5 Y =0,0008x-0,0009 0,9886
0,25 Y =0,0022x-0,0003 0,9996
0,125 Y = 0,0033x+0,0018 0,9980
Concentragédo FS mSin
(mg-mL?) Equacéo R?

0,5 Y = 0,0009x-0,0012 0,9832
0,25 Y =0,0019x-0,0008 0,9996
0,125 Y = 0,0040x+0,0027 0,9836
Sem inibidor Y = 0,0035x+0,0024 0,9968

*Valores em negrito correspondem a velocidade inicial da reacdo durante os
primeiros 10 minutos. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.2. Determinacio dos parametros cinéticos da enzima o-
glicosidase e tipo de inibicdo pelo micélio de G. lipsiense
cultivado em mBA e mSin

A avaliagdo do tipo de inibi¢do enzimética ocasionado pelo extrato
bruto do micélio de G. lipsiense cultivado em mBA e mSin foi realizada
por meio da analise dos modelos de inibicdo: competitiva, ndo
competitiva e incompetitiva utilizando o programa MatLAB 2013a. Os
resultados experimentais obtidos pelo estudo cinético da enzima o-
glicosidase, na auséncia de inibidor, foram ajustados graficamente pelo
modelo de Michaelis e Menten. Os parametros obtidos para velocidade
méaxima (Vmax) € Km (Tabela 19) foram obtidos por ajustes ndo-lineares.
Em relacdo ao tipo de inibicdo, os modelos ndo-lineares mostraram
melhores ajustes aos dados experimentais para os tipos de inibi¢do
incompetitiva (mBA e mSin) (Figura 36) e competitiva (mBA) (Figura
37), no qual foi possivel a estimativa dos parametros cinéticos Vmax, Km
e as constantes de inibi¢do (Ki) para cada caso, conforme mostrados na
Tabela 19.
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Tabela 19 — ParAmetros cinéticos de inibigdo da a-glicosidase pelo extrato bruto
de G.lipsiense cultivado em mBA e mSin
Amostra Km V max Ki R?
(gLl (I'min?) (gL?)

Inibi¢do incompetitiva

a-glicosidase sem inibidor 5,01 0,015 - -
G.lipsiense cultivado em mBA 18,46 0,010 0,127 0,991
G.lipsiense cultivado em mSin 2,12 0,010 0,105 0,990

Inibicdo competitiva

a-glicosidase sem inibidor 4,17 0,013 - -
G.lipsiense cultivado em mBA 27,12 0,013 0,984 0,988
G.lipsiense cultivado em mSin 10,00 0,013 0,615 0,939

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 36 — Representagdo grafica dos dados experimentais da enzima a-
glicosidase na auséncia de inibidor e pelo extrato bruto micelial de G. lipsiense
cultivado em mBA e mSin para inibicdo incompetitiva
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Figura 37 - Representagdo grafica dos dados experimentais da enzima o-
glicosidase na auséncia de inibidor e pelo extrato bruto micelial de G. lipsiense
cultivado em mBA e mSin para inibi¢do competitiva
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Analisando os ajustes dos dados experimentais aos modelos de
inibicdo enzimatica, percebe-se que os melhores ajustes se referem a
inibicdo incompetitiva para o extrato bruto micelial de G. lipsiense
cultivado em mSin. Inibidores dessa classe se combinam exclusivamente
com o complexo enzima-substrato, formando o denominado complexo
enzima-substrato-inibidor (ESI), reduzindo a atividade enzimatica e a
formag&o de produtos. Neste tipo de inibicdo, o inibidor interage com a
enzima em uma regido diferente do sitio de ligacdo ao substrato. Desta
forma, o aumento da quantidade de substrato no meio ndo contribui para
que o efeito inibitério seja reduzido. Em uma inibi¢do incompetitiva, os
valores de Km e Vmax diminuem em comparacao aos valores de Km € Vmax
sem inibidor. Este comportamento pode ser claramente observado para o
extrato bruto de G. lipsiense cultivado em mSin. O valor de Ki também
foi menor na inibicdo incompetitiva para o extrato de G. lipsiense
cultivado em mSin (0,105 g'L') quando comparado a inibicdo
competitiva (0,615 g-Lt). Menores valores de Ki indicam maiores valores
de inibic&o. Isso indica que a afinidade de ligago enzima-inibidor excede
a afinidade de ligacdo do enzima-substrato (MAJOULLI et al., 2016).

Em relacéo ao extrato bruto micelial de G. lipsiense cultivado em
mBA, os valores de Km e Vmax também alteram em relag&o aos valores na
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auséncia de inibidor. No entanto, o valor de Ky (27,12 g-L'*) aumenta
consideravelmente em relagdo ao valor de Km sem inibidor (4,17 g-L'%).
Aumentos nos valores de Ky, sdo caracteristicas de inibicdo competitiva,
onde os inibidores se ligam exclusivamente a enzima livre e competem
com o substrato pelo sitio ativo da enzima. Dessa forma, a enzima se liga
ao substrato ou ao inibidor e 0 aumento da concentracéo de substrato pode
contornar o problema deste tipo de inibicdo. Os ajustes dos dados
experimentais ao modelo competitivo sdo apresentados na Figura 37.

Ja é descrito na literatura que o substrato utilizado em um processo
mostra influéncia direta na sintese de biocompostos por fungos
basidiomicetos (FIGUEIRO e GRACIOLLI, 2011). Tal influéncia foi
aqui demonstrada. O fungo G. lipsiense quando cultivado em mSin,
mostra claramente que, em conjunto, os biocompostos por ele produzidos
inibem a enzima de forma incompetitiva. Em contrapartida, para o
G.lipsiense em mBA, o tipo de inibi¢do competitiva se mostrou mais
adequado, dentro das caracteristicas do modelo, apesar de ter menor
ajuste dos dados (R?) e maior valor da constante de inibi¢do (Ki) quando
comparado a inibi¢do incompetitiva. Novos estudos envolvendo o tipo de
inibicdo ap6s uma separacdo dos compostos do extrato bruto de
G.lipsiense em mBA se faz necessario, a fim de esclarecer o tipo de
inibicdo ocasionado pelo micélio de G. lipsiense quando cultivado em
arroz vermelho, uma vez a constituicdo do arroz como substrato €
complexa, e esta pode ter contribuido para a producédo de compostos que
atuam de maneiras distintas na enzima o-glicosidase.

4.4.3. Caracterizacdo do extrato bruto e inibicdo enzimatica nas
fracOes purificadas do extrato bruto

As analises de inibicdo e do tipo de inibicdo enzimatica realizadas
até o momento, referem-se ao extrato bruto micelial do fungo G. lipsiense.
A caracterizacdo dos extratos brutos por cromatografia de camada
delgada (CCD) (Figura 38) mostra a presenca de agucares, terpenos e
esteroides, cumarinas como também de outros compostos fendlicos em
sua constituicdo. Todas estas classes de compostos observadas ja foram
relatadas na literatura como inibidores de a- glicosidase (YAO et al.
2010; MA etal., 2015; CHEN et al., 2018).

E possivel observar uma diversidade de biocompostos no micélio
de G. lipsiense quando comparam-se os cultivos em mBA e mSin
(Figura 38), especialmente no que se refere aos terpenos e esteroides
(Figura 38B) e compostos fendlicos (Figura 38D). Vale ressaltar que, as
manchas azuis fluorescentes visualizadas em luz UV (Figura 38C) nédo
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aparecem quando reveladas com os demais reveladores aqui testados. No
que se refere aos aglcares (Figura 38A), ndo foram observadas diferengas
entre os dois extratos brutos analisados.

Figura 38 — Cromatografia de camada delgada (CCD) nos micélios flingicos
cultivados em FS

CCD contendo micélio fungico cultivado por FS em mBA e em mSin e reveladas
com: Resorcinol sulfarico (A), Anilsaldeido sulfurico (B), luz UV (C) e cloreto

férrico em HCI (D). Eluicdo hexano:acetato de etila (80:20). Fonte: Elaborado
pelo autor.

De modo a investigar a classificacdo dos compostos responsaveis
pela acdo inibitoria enzimatica, tendo como base a sua polaridade, as
fragdes hexano, diclorometano e acetato de etila obtidas da particdo
liquido/liquido a partir do extrato bruto micelial cultivado em mBA e em
mSin da Etapa 3, foram avaliadas, conforme Figura 39.

Figura 39 — Percentual de inibicdo enzimatica nas fragdes purificadas dos extratos
bruto da FS em mBA (A) e em mSin (B)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que a fracdo hexano das parti¢des do extrato bruto dos
cultivos em mBA inibiu 81,05% da enzima a-glicosidase, enquanto que
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as particbes do extrato bruto micelial cultivado em mSin mostratram
maior inibicdo nas fracdes diclorometano (72,36%) e acetato de etila
(63,49%), na concentragdo de 1 mg-mL. Estes resultados sugerem que,
dentro do extrato bruto de G. lipsiense em mBA, 0s compostos
classificados como baixa polaridade ou apolares, tendem a ser os
responsaveis pelos niveis mais altos de inibicdo enzimatica (Figura 39).
Em contrapartida, os dados obtidos da separacdo do extrato bruto micelial
do mSin indicam que o elevado efeito inibitdrio da enzima (99,1% na
concentragdo de 1 mg'mL?) pode ser decorrente de uma interagdo
sinérgica entre 0s compostos, especialmente entre 0s compostos presentes
nas fracdes diclorometano e acetato de etila. A mistura de constituintes
bioativos e seus subprodutos contidos em varios produtos naturais
produzem efeitos sinérgicos. No entanto, 0s mecanismos responsaveis
pela atividade sinérgica ainda ndo estdo bem elucidados, devido a
natureza complexa dos extratos naturais (SONAM e GULERIA, 2017).
O efeito sinérgico presente entre 0s compostos naturais e entre 0s
compostos naturais com os compostos sintéticos tem sido muito estudado,
especialmente no tratamento de doencas como o céncer
(HEMAISWARYA e DOBLE, 2006).

Os compostos presentes nas fragdes hexano e diclorometano da
particdo do extrato bruto de G. lipsiense culivado em mBA foram
identificados por CG-EM, e estdo descritos na Tabela 20. Anélises usando
CG-EM e comparando os dados com os espectros da biblioteca NIST e
com similaridade acima de 90%, mostraram acidos graxos saturados e
insaturados nas fragdes hexano e diclorometano. De acordo com Artanti
et al., (2012), &cidos graxos insaturados, como acido oleico, linoleico e
linolénico e suas formas metil ester, isolados do fungo endofitico
Colletotrichum sp. TSC13, mostraram maiores atividades inibioria da
enzima a-glicosidase quando comparado aos acidos graxos saturados.
Para Su et al., (2013), o acido oleico mostrou melhor atividade inibitéria
da o-glicosidase, seguido do &cido linoleico, ambos por inibi¢do
competitiva. Elevados valores de inibicdo enzimatica também foram
descritos por Nguyen e Kim, (2015) para o acido oleico (ICso = 14,87 uM)
isolados de 6rgdos internos do pepino do mar Stichopus japonicas.
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Tabela 20 - Compostos identificados nas fragcdes hexano e diclorometano do
extrato micelial de G. lipsiense cultivado em mBA

Composto F.M. TR. AR% AR%

(min)  F.H. F.D.

1 Acido hexadecandico, metil éster C17H3,0, 43,7 1,32 2,16

2 Acido n-hexadecanéico Ci1H30; 44,1 - 181

3 Acido hexadecandico, etil éster C1gH350, 445 1,32 -

4 Acido heptadecandico C17H340; 4527 - 0,62

5  Acido linoleico, metil éster C19H340, 45,5 0,86 1,30

6 2-metiloctacosano CagHeo 45,6 1,29 -

7 9-Acido octadecenéico CisH3:02 4599 - 2,60

8  Acido linoleico, etil éster Ca0H3502 462 2,70 -

9  Acido oleico CigH30, 463 1,67 -

10 Acido octadecandico, etil éster CaoH100, 46,5 0,40 -

Similaridade > 90% comparado com a biblioteca NIST. F.M. férmula molecular;
T.R. tempo de retencdo; A.R. area relativa do pico calculada pelo CG-EM (%);
F.H. fracdo hexano; F.D. fracdo diclorometano. (-) auséncia do composto. Fonte:
Elaborado pelo autor.

Acidos oleico e linoleico foram identificados nas fracdes hexano e
diclorometano do micélio de G. lipsiense cultivado em mBA. No entanto,
ndo é possivel afirmar que estes acidos sdo 0s responsaveis pela inibi¢do
enzimatica, uma vez que estes acidos também foram identificados no
extrato das particbes do micélio cultivado em mSin (Tabela 13). Um
estudo mais detalhado envolvendo a purificacdo e anélise dos compostos
se faz necessario a fim de confirmar a acdo dos acidos graxos oleico e
linoleico extraidos do micélio de G. lipsiense em relacdo a inibicdo da
enzima o-glicosidase, bem como a acdo de outros compostos ndo
identificados presentes na fracdo hexano do extrato micelial de G.
lipsiense cultivado em mBA.

A anélise comparativa entre 0s compostos identificados nas
fracbes hexano e diclorometano das partigdes dos cultivos em FES
(Tabela 6) e FS do micélio em mSin (Tabela 13) e mBA (Tabela 20),
mostra que apenas 0s acidos hexadecandico, etil ester; acido linoleico, etil
ester; acido octadecandico, etil ester e &cido palmitico foram identificados
nos diferentes tipos e meios de cultivo concomitantemente, pelo método
utilizado. O mSin promoveu uma diversidade de biocompostos nédo
identificados quando cultivado em arroz vermelho pelo mesmo método
de cultivo. No entanto, o arroz utilizado como substrato, também mostrou
maior diversidade de compostos quando cultivado em FES. Tais
resultados comprovam que a sintese dos biocompostos pelo mesmo
microrganismo, € diretamente influenciada pelo tipo e meio de cultivo,
conforme ja descrito na literatura.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Pesquisas relacionadas a producéo e desenvolvimento tecnolégico
envolvendo fungos do género Ganoderma tém atraido muita atencéo no
que se refere a busca por novos agentes com propriedades bioldgicas e
terapéuticas. O fungo G. lucidum é o mais estudado dentro do género, em
virtude da diversidade de compostos por ele produzidos e descritos na
literatura. O fungo G. lipsiense ainda é pouco estudado, frente aos estudos
com G. lucidum e G. applanatum. No entanto, compostos j& identificados
em corpos de frutificagdo de G. lipsiense (ROSECKE e KONIG, 2000)
demonstram grande potencial bioldgico e terapéutico. De forma geral, foi
possivel mostrar neste estudo de tese, a diversidade de compostos
bioativos produzidos pelo fungo G.lipsiense com atividades biologicas
guando culivado em meio a base de arroz vermelho e em meio sintético
(Tabela 21). Dentre as atividades bioldgicas testadas, propriedades
antiparasitarias e inibidoras da enzima a- glicosidase ainda ndo haviam
sido reportadas para esta espécie na literatura.

O uso do arroz vermelho se mostrou um substrato interessante para
o0 cultivo de G.lipsiense. Seu uso tem sido descrito como um substrato
estimulante na producdo de antioxidantes, compostos fendlicos,
inibidores enziméticos, producdo de enzimas e cumarinas (KIM et al.,
2010; HASNAT et al., 2013; HASNAT et al., 2015; ABD EL-HADY et
al., 2016) em processos envolvendo fungos filamentosos. Apesar da
literatura descrever o uso do arroz como um substrato utilizado na
producdo de cumarinas em cultivos de F. officinalis (HWANG et al.,
2013), T. flavus (HE et al., 2014b), Pestalotiopsis sp (XU et al., 2009) e
G. lucidum (HASNAT et al., 2013), para o fungo G. lipsiense o arroz ndo
mostrou influéncia na produgdo de moléculas de cumarinas inicialmente
almejadas e avaliadas nesta pesquisa: cumarina simples, 4-
metilumbeliferona, escopoletina e umbeliferona, uma vez que estas ndo
foram identificadas nas analises por HPLC-ESI-MS/MS dos extratos
bruto. No entanto, uma fluorescéncia azul foi observada tanto no cultivo
solido com arroz, como nos cultivos liquidos em meio sintético e em meio
a base de arroz vermelho, mas sem éxito em seu isolamento e
identificacdo por CG-EM. A literatura (WAGNER e BLADT, 1996) cita
gue acidos carboxilicos ligado a um fenol, como o acido cafeico e acido
clorogénico mostram fluorescéncia azul ou azul-esverdeada em UV 365
nm. O acido cafeico foi identificado nos extratos bruto do cultivo de G.
lipsiense em arroz vermelho no estudo cinético. No entanto, os resultados
obtidos por HPLC-ESI-MS/MS identificaram sua presenga apenas entre
35 e 49 dias e as manchas fluorescentes séo perceptiveis a partir de 7 dias,
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com aumento de intensidade até 63 dias. Além do mais, ensaios de
cromatografia de camada delgada mostraram valores de referéncia
distintos para &cido cafeico e para o composto da amostra, descartando a
hipotese da fluorescéncia ser decorrente da produgéo de acido cafeico.

De acordo com a vias biossintéticas descritas na literatura
(DEWICK, 2002; LIN et al. 2013), algumas cumarinas, acido cafeico e
vanilina podem ser obtidos a partir de rotas metabdlicas envolvendo o
acido p-cumarico, um composto fendlico constituinte do arroz. Neste
caso, a presenca do acido p-cumarico no substrato poderia atuar como um
agente indutor na producdo destes compostos. Em se tratando de uma
conversdao microbiana, o &cido p-cumarico pode ter sido o agente de
estimulo para a producéo de acido cafeico, identificado entre 35 e 49 dias
de cultivo. No entanto, para a afirmacao da bioconverséo do acido cafeico
a partir do acido p-cumaérico se faz necessario a avaliagdo da presenca da
enzima 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilase (4HPA3H) descrita como
responsavel por tal rota de conversao (LIN et al. 2013). Porém, pode-se
afirmar que o fungo produziu o acido cafeico assim como o é&cido
siringico na presenca de arroz, uma vez que estes acidos ndo foram
identificados no substrato (arroz), quando utilizado técnicas de
identificacdo envolvendo HPLC-ESI-MS/MS. O cultivo de G. lipsiense
em arroz vermelho também se mostrou interessante na producdo de
vanilina, chegando a atingir maiores valores em 49 dias (0,019 pg-mL™)
e 63 dias (0,017 pg-mL-1), enquanto no arroz, o teor de vanilina ficou
abaixo do limite de deteccdo do método utilizado, o que impossibilitou
sua quantificagdo no meio controle. Acido cafeico, acido siringico e
vanilina foram identificados pela primeira vez para esta espécie de
Ganoderma. Em se tratando de cumarinas, compostos contendo nicleos
de cumarinas foram sugeridos apenas nas analises de CG-EM ap0s
purificacdo em coluna do micélio de G. lipsiense quando cultivado por
FS em meio sintético. Tais observacdes sugerem que o fungo G. lipsiense
mostra potencial de producdo de moléculas de cumarinas. No entanto,
este potencial esta relacionado a sua producdo de maneira intracelular e
na auséncia de arroz.

Além dos compostos fenolicos identificados, o esteroide ergosta-
6,22-dieno-3p,5a,8a-triol, identificado no cultivo em FES, também é
inédito para o0 género Ganoderma. Este composto foi identificado
anteriormente no cogumelo L. edodes (Shiitake) e no ascomiceto
G. lavendula (MALAK et al., 2013) e at¢ o momento, propriedades
inibitérias significativas da enzima tirosinase (ICs 6.9 £ 2.2 uM) haviam
sido atribuidas ao presente composto (NHIEM et al., 2015). Neste estudo,
o esteroide identificado foi avaliado quanto as atividades antibacterianas,
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antiparasitarias e inibitorias da enzima a-glicosidase. Dentre as atividades
testadas, o composto mostrou atividade somente contra G. duodenalis,
reduzindo 93,4% dos trofozoitos vivos na concentragdo de 500 pg-mL™.
E a primeira vez que a atividade antiparasitaria contra G. duodenalis é
atribuida ao composto ergosta-6,22-dieno-3p,5a,8a-triol, bem como ao
fungo G. lipsiense. Além do esteroide identificado, outros compostos
produzidos por G. lipsiense presentes no extrato bruto e na fragcdo hexano
indicam possuir atividade antiparasitaria contra G. duodenalis, um
parasita causador da giardiase, uma doenca negligenciavel muito comum
em regides de clima tropical (LENZI et al., 2018). Com relacdo as
atividades antibacterianas, os extratos brutos e purificados por parti¢éo
liquido/liquido do cultivo do fungo G. lipsiense cultivado em arroz por
FES, produziram compostos capazes de atuar como moderados agentes
antibacterianos contra P. aeruginosa e S. aureus.

Ainda no meio de cultivo sélido, o fungo G. lipsiense produziu
maior diversidade de acidos graxos e ésteres de acidos graxos quando
comparado ao micélio cultivado em meio a base de arroz vermelho por
FS, sendo a maioria dos acidos graxos identificados, em ambos os casos,
de importancia terapéutica (FUKUZAWA et al., 2008; SIVAKUMAR et
al., 2011; SHAMEEM et al., 2017). A comparacao dos resultados obtidos
(Tabela 21) demonstra que o cultivo em arroz utilizando FES, favoreceu
a producéo de compostos apolares, especialmente acidos graxos e ésteres
de &cidos graxos. No micélio de G. lipsiense cultivado em meio sintético,
além de importantes acidos graxos, identificados também no micélio
cultivado em meio a base de arroz vermelho, foram identificados
esteroides, sesquiterpenos e outros compostos intermediario da sintese de
estatinas. A maioria dos compostos identificados no micélio cultivado em
meio sintético tem sido retratada na literatura pelo amplo potencial
terapéutico, especialmente como antimicrobiano, anti-inflamatério e
antioxidantes, além de atividades antitumorais e anti-
hipercolesterolémicas. Estes resultados mostram o potencial do fungo G.
lipsiense na producdo de compostos bioativos obtidos na forma micelial,
ndo sendo necessario a obtencdo do basidiocarpo flngico para sua
extracéo.

Em relacdo ao cultivo de G. lipsiense em arroz por FES, os extratos
se mostraram promissores em se tratando de agentes antimicrobianos e
antiparasitarios. No caso da atividade antiparasitéaria, 0 micélio fungico
cultivado em meio sintético mostrou elevadas atividades contra
trofozoitos do parasita, ndo diferindo significativamente dos extratos do
cultivo em FES. No entanto, o cultivo sélido ndo foi favoravel para a
inibigdo da enzima o-glicosidase. 1sso ocorre porque cereais como 0
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arroz, podem atuar como inibidores enzimaticos da a-glicosidase (YAO
et al., 2010; PRAMAI et al., 2017), fato demonstrado neste estudo. O
arroz vermelho inibiu 91,12% da enzima, ndo apresentando diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo ao extrato micelial de G. lipsiense em
meio a base de arroz (96,6%) e meio sintético (99,1%). Apesar de ambos
0s extratos miceliais inibirem a enzima, com baixos valores de ICs (0,269
mg-mL™? para o meio a base de arroz e 0,218 mg-mL™? para meio
sintético), os diferentes tipos de inibicéo enzimatica observados para cada
extrato e os diferentes percentuais inibitérios das amostras apos
purificagdo por particdo, indicam que o fungo produziu compostos
diferentes quando cultivado em meio a base de arroz vermelho e meio
sintético. A literatura descreve a influéncia do meio e condi¢des de cultivo
na sintese de compostos microbianos. Esta diferenga de compostos
produzidos pelo fungo quando cultivado em meios distintos também foi
comprovada quando avaliado os compostos identificados nas fragcdes
hexano e diclorometano por CG-EM para o extrato micelial de
G. lipsiense cultivado em meio a base de arroz vermelho e meio sintético.

Tabela 21 — Comparativo das variaveis analisadas versus tipo de cultivo e meio
utilizado com o fungo G. lipsiense

Variaveis

FES

FS (arroz vermelho)

FS (sintético)

Identificagdo
compostos

de

Identificacéo de 6 compostos
fendlicos - A&cido cafeico,
acido siringico e vanilina
foram produzidos pelo fungo
e sdo inéditos para a espécie

A identificacdo  de
compostos  fenélicos
néo foi realizada;

Identificacdo de 10

A identificacéo de
compostos fenélicos ndo
foi realizada;

Identificacdo  de 31

fingica; 4cidos graxos e | compostos - &cidos graxos

derivados  produzidos | e derivados, triterpeno,
Identificacdo de 18 A&cidos | pelo fungo, dos quais 7 | alcool e vitamina, dos
graxos e derivados — 4 acidos | acidos graxos e | quais 14 &cidos graxos e
graxos no arroz e 14 écidos | derivados foram | derivados foram

graxos e derivados
produzidos pelo fungo nas
fragbes hexano e
diclorometano da particdo
liquido/liquido do extrato
bruto;

Identificacdo do esteroide
ergosta-6,22-dieno-
3B,5a,8a-triol — inédito para
0 género fangico.

identificados no cultivo
em FES;

identificados no cultivo
em FES;

Identificacdo  de 30
compostos nas fragdes
purificadas em coluna -
4cidos graxos e derivados,
aldeido, alcool
poliinsaturado,
sesquiterpeno, esteroides e
intermediarios na sintese
de estatinas. A maioria dos
compostos identificados
sdo inéditos para a espécie
flngica.
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Atividades
antibacterianas

Atividade contra P.
aeruginosa nos  extratos
bruto dos dias 42 e 63 no
cultivo cinético;

Atividade contra P.
aeruginsa no extrato bruto e
na fragdo diclorometano
purificada do extrato bruto;

Atividade contra S. aureus na
fracdo acetato de etila
purificada do extrato bruto.

Esteroide isolado e
identificado ndo apresentou
atividade antibacteriana;

Meio controle (arroz) nédo

Nao foi avaliada

Nao foi avaliada

mostrou atividade
antibacteriana.
Atividades Atividade contra G. | Nao foi avaliada Atividade contra G.

antiparasitarias

duodenalis no extrato bruto e
na fragdo hexano purificada
nas concentragdes de 500 e
100 pgmL?;

Esteroide isolado e
identificado mostrou
atividade contra G.

duodenalis na concentragdo
de 500 pg-mL?;

Meio  controle  (arroz)
mostrou atividade
antiparasitaria  baixa na
concentragao de
500 pg-mL L

duodenalis no extrato
bruto, na fragdo hexano e a
fracdo diclorometano
purificadas nas
concentracdes de 500 e
100 pg'mL? e na fragdo
acetato de etila purificada
na  concentragdo  de
500 pg-mLY;

A atividade antiparasitaria
do extrato bruto e da
fragdo hexano ndo diferiu
significativamente dos
resultados obtidos para o
cultivo em FES.

Atividades
inibitérias da
enzima o-
glicosidase

O meio controle (arroz)

mostrou alta inibicao
enzimatica;
Esteroide isolado e

identificado ndo apresentou
atividade inibitdria;

Extratos bruto fermentados
mostraram perda de inibicéo
enzimatica ao longo do
cultivo, com reducéo
significativa a partir de 35
dias.

O micélio mostrou
inibicdo enzimatica (>
95%) com valores para
1Cso de 0,269 mg-mL?;

Inibicdo enzimética do
tipo competitiva;

Prevaléncia de
compostos apolares
(fracdo hexano) com
atividade inibitéria da
enzima indicando efeito
predominante de
compostos apolares.

O  micélio  mostrou
inibicdo enzimatica (>
95%) com valores para
1Cso de 0,218 mg'mL?;

Inibicdo enzimética do
tipo incompetitiva;

Prevaléncia de compostos
de baixa e média
polaridade (fracBes
diclorometano e acetato de
etila) com atividades
inibitérias da enzima
indicando efeito sinérgico.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O comparativo mostrado na Tabela 21, evidencia que o fungo G.
lipsiense possui potencial de producdo de compostos bioativos e que
cultivo em meio sintético foi favoravel para a producdo de distintas
classes de compostos ndo identificados quando cultivado em arroz
vermelho. No entanto, no que se refere a atividade antiparasitaria, ambos
os tipos de cultivo (FES e FS) e meios (arroz vermelho e sintético)
mostram potencial contra G. duodenalis. Em se tratando de inibigdo
enzimatica da a-glicosidase, os cultivos em FES ndo foram favoraveis
para a produ¢do de compostos bioativos com tal habilidade.
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6. CONCLUSOES
Apos a realizacdo desta pesquisa, pode-se concluir que:

Os fungos G. lucidum, G. applanatum e G. lipsiense tém
capacidade de se multiplicar em meio solido contendo arroz vermelho.
Porém, em meio sélido (FES utilizando arroz vermelho), néo foi possivel
identificar a presenca de cumarinas pelas técnicas utilizadas neste estudo.
No entanto, foram identificados compostos como &cido cafeico, acido
siringico e vanilina produzidos pelo fungo G. lipsiense. Esses trés
compostos fenolicos identificados sdo inéditos, até 0 momento, para esta
espécie fungica.

Além disso, a identificacdo do esteroide, ergosta-6,22-dieno-
3B,5a,8a-triol, também inédito para o género fangico, foi obtido por meio
da caracterizacdo e identificacdo de compostos apolares dos extratos de
G. lipsiense. E a primeira vez que a atividade antiparasitaria contra
G. duodenalis é reportada para o esteroide identificado, bem como em
extratos do fungo G.lipsiense. O potencial antibacteriano do extrato do
fungo G. lipsiense nos estudos em FES, também foi constatado, sendo
este contra P. aeruginosa e S. aureus.

Os cultivos realizados na auséncia de arroz (meio sintético) e na
presenca de arroz (FES e FS) comprovaram, por meio de estudos de
caracterizacdo e identificacdo, a influéncia do meio de cultivo na
producdo de diversos biocompostos. Os estudos de inibicdo enzimatica
da a-glicosidase mostraram que o arroz, quando empregado como
substrato em FES, ndo favorece o metabolismo do fungo para a sintese de
biocompostos com propriedades inibitérias. Tal conclusao se deve ao fato
de que, o cereal inibiu a enzima e sua atividade inibidora reduziu com o
passar do tempo de cultivo. Com base nas condi¢fes avaliadas neste
estudo, a inbi¢do da enzima indica ser decorrente de compostos celulares
constituintes do micélio do fungo G. lipsiense. O micélio do fungo
cultivado em mBA, expressa em sua maioria, compostos inibidores da
enzima de caracteristicas apolares, atuando preferencialmente de forma
competitiva com o substrato, enquanto o micélio cultivado em meio
sintético atua de maneira incompetitiva.

Com relacdo aos compostos identificados no micélio de
G. lipsiense cultivado em meio sintético, parte deles foram identificados
pela primeira vez na espécie flngica e sdo reconhecidos na literatura por
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suas importantes propriedades bioldgicas e terapéuticas. As cumarinas,
moléculas de alvo inicial desta pesquisa, foram sugeridas no micélio
fangico por CG-EM. Tais sugestdes levam a supor que o arroz vermelho
ndo foi relevante para a producdo de cumarinas pelo fungo G. lipsiense.

Esta pesquisa envolvendo o fungo G. lipsiense abriu uma
diversidade de novas linhas de trabalho, sejam estas em FES ou em FS,
visando a obtencdo de compostos bioativos com propriedades bioldgicas
e terapéuticas relacionadas a agentes antiparasitarios, antibacterianos e
inibidores da enzima a-glicosidase, visando o tratamento de doencas
como, infecgdes ocasionadas por bactérias patogénicas, giardiase e
diabete mellitus, além da producdo de compostos fendlicos de
importancia comercial e terapéutica.

Como sugestbes para trabalhos futuros, visando melhorar as
condi¢cBes de processo para aumento da produtividade, propdem-se
aprofundamento nos itens:

Verificar a influéncia de outas espécies de arroz na producao de
compostos fenélicos como o acido cafeico, o acido siringico e a vanilina,
bem como sua influéncia na produgdo de cumarinas pelo fungo
G. lipsiense;

Isolar novos compostos presentes na fracdo hexano do cultivo em
FES e testar quanto a atividade antiparasitaria contra G. duodenalis, assim
como testar as demais frac6es obtidas da parti¢ao liquido/liquido;

Realizar estudos de otimizacédo para a producdo de compostos com
atividade antiparasitaria e inibidores da enzima a-glicosidase, avaliando
também o caldo micelial do cultivo em FS;

Avaliar a citotoxicidade do fungo em relacéo a células viaveis para
futuros estudos in vivo no tratamento de doengas como giardiase e diabete
mellitus;

Realizar novos estudos antiparasitarios em cistos de G. duodenalis
buscando minimizar os problemas de transmissdo da giardiase e nédo
somente seu tratamento no hospedeiro;

Estudar novos métodos de extracdo e purificagdo dos compostos
bioativos obtidos a partir dos cultivos em FES e FS do fungo G. lipsiense,
testando novos solventes e técnicas extrativas, com vistas a identificacao
de novos compostos de alta polaridade.
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APENDICE A — Tabelas de gradiente de eluicdo e quantidade de
amostra obtida das frac@es purificadas em coluna

Tabela 1A - Gradiente de eluicdo e quantidade de amostra obtida das fracfes
purificadas do extrato hexano do cultivo de G. lipsiense em arroz vermelho por

FES

Fracdo | Gradiente de elui¢do Quantidade de
amostra obtida (mg)

1 100 % hexano 2,9
2 98% hexano 2% acetato de etila 9,6
3 95% hexano 5% acetato de etila 257,3
4 95% hexano 5% acetato de etila 156,5
5 95% hexano 5% acetato de etila 69,4
6 95% hexano 5% acetato de etila 28,7
7 95% hexano 5% acetato de etila 2,9
8 95% hexano 5% acetato de etila 47
9 95% hexano 5% acetato de etila 1,8
10 95% hexano 5% acetato de etila 4,8
11 90% hexano 10% acetato de etila 11
12 90% hexano 10% acetato de etila 7,9
13 85% hexano 15% acetato de etila 45
14 85% hexano 15% acetato de etila 18,2
15 80% hexano 20% acetato de etila 1,3
16 80% hexano 20% acetato de etila 7,5
17 75% hexano 25% acetato de etila 43,4
18 75% hexano 25% acetato de etila 30,4
19 65% hexano 35% acetato de etila 41,3
20 65% hexano 35% acetato de etila 70,3
21 50% hexano 50% acetato de etila 41,9
22 50% hexano 50% acetato de etila 67,0
23 100% acetato de etila 53,3
24 100% acetato de etila 14,6
25 100% acetato de etila 12,5
26 100% acetato de etila 6,6
27 50% acetato de etila 50% etanol 1,4
28 100% etanol 7.8
29 100% etanol 216,8

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2A - Gradiente de eluicdo e quantidade de amostra obtida das fracfes
purificadas do extrato hexano micelial do cultivo de G. lipsiense em meio

sintético

Fracdo | Gradiente de elui¢do Quantidade de
amostra obtida (mg)

1 100 % hexano 2,4

2 98% hexano 2% acetato de etila 1,0

3 95% hexano 5% acetato de etila 113,6

4 95% hexano 5% acetato de etila 12,0

5 95% hexano 5% acetato de etila 71

6 95% hexano 5% acetato de etila 2,3

7 90% hexano 10% acetato de etila 2,2

8 90% hexano 10% acetato de etila 9,8

9 85% hexano 15% acetato de etila Nao avaliado

10 80% hexano 20% acetato de etila 31,9

11 80% hexano 20% acetato de etila 19,4

12 75% hexano 25% acetato de etila 8,0

13 75% hexano 25% acetato de etila 51

14 70% hexano 30% acetato de etila 63,6

15 70% hexano 30% acetato de etila 34,1

16 60% hexano 40% acetato de etila 14,9

17 60% hexano 40% acetato de etila 12,0

18 60% hexano 40% acetato de etila 9,4

19 50% hexano 50% acetato de etila 12,8

20 50% hexano 50% acetato de etila 223,8

21 40% hexano 60% acetato de etila 5,6

22 40% hexano 60% acetato de etila 47

23 40% hexano 60% acetato de etila 3,2

24 80% hexano 20% acetato de etila 2,0

25 60% acetato de etila 40% etanol 17,9

26 40% acetato de etila 60% etanol 28,5

27 100% etanol 16,4

28 100% etanol 16

29 100% etanol Nao avaliado

Fonte: Elaborado pelo autor.






