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1. INTRODUCAO

Nas dltimas décadas, houve
um aumento de pesquisas com fungos
endofiticos que s&o micro-organismos
que vivem no interior de tecidos vegetais
e que em algum momento do seu ciclo
ndo causam danos ao hospedeiro, além
de serem capazes de produzir moléculas
com potencial atividade biologica (ALVES
et al., 2014)

Dentre estes micro-organismos, 0s
fungos se destacam por possuirem um
reservatério biologicamente inexplorados
com compostos ativos que apresentam
atividade biologica, sendo uma alternativa
para seu uso na produgdo de compostos
de interesse comercial (BRAKHAGE et
al., 2017). Na producéao de metabdlitos
secundarios isolados a partir de fungos,
as variagbes no meio de cultivo, como a
disponibilidade de nutrientes (fonte de
carbono, nitrogénio, fosfato e oxigénio) e
fatores ambientais contribuem para sua
diversidade metabdlica (VAID et al., 2022).

Estudos modernos que envolvem
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indugcdo metabdlica através de alteragdes do cultivo durante crescimento do micro-
organismo tais como temperatura, pH, suplementacao do meio de cultura, exposi¢édo de luz
UV e entres outros, podem afetar o perfil metabdlico dos micro-organismos. Logo, através
da ativacao de novas rotas metabdlicas da producédo de substancias de interesse, pode-se
explorar a biodiversidade quimica oferecida pelos endofitos (LI et al., 2019) .

Nos ultimos anos, o tratamento de doencas infecciosas oportunistas e por micro-
organismos com uso de antibiéticos tem sido impactada pelo surgimento de micro-
organismo resistentes aos antibioticos comercializados (RIBEIRO, 2019). A utilizacéo
de compostos bioativos a partir de fungos endofiticos vem se demostrado promissora
ao combate de micro-organismos causadores de doencas infecciosa. As substancias de
grande relevancia produzida pelos fungos endofitico, possuem potencial na inibicdo ou
eliminagéo de patégenos bacterianos e fungicos de plantas e humanos (SILVA et al., 2018).

Diante ao que foi exposto, o capitulo deste e-book destina-se a relatar sobre o
experimento realizado com o fungo endofitico Aspergillus sp., isolado a partir da espécie
vegetal Dizygostemon riparius e cultivado em meio Czapek suplementado com CoCl, e
MnCl, visando modificagGes no perfil quimico e indugdo de metabdlitos secundarios de
interesse.

2. Aspergillus sp.

As espécies de Aspergillus podem ser consideradas como um género que produz
uma ampla diversidade de metabdlitos secundarios, pertencentes a diferentes classes
como terpenos, alcaloides, peptideos, policetideos e esteroides sendo que alguns deles
exibiram resultados frente a testes biolégicos (HE et al., 2017). Em Xu et al., (2020) foi
relatado que fungos sob ambiente de extremo estresse como os de origem marinha sao
ricos em metabdlitos secundarios contendo nitrogénio basico, o que é o caso das espécies
de Aspergillus que produzem grande nimero de alcaloides heterociclicos estruturalmente
Unicos.

A presenca de uma variedade de metabdlitos secundarios com atividade biolégicas
isolados de espécies do género Aspergillus é explicado pela sua resisténcia ao sal, além
do seu crescimento rapido e tao facilmente obtidas de muitos substratos (BUGNI 2014).

Diversas pesquisas com extratos de micélio e caldo de cultura de fungos do género
Aspergillus j& demonstraram uma atividade biol6gica marcante como pode ser verificado
em pesquisas realizadas por Henrikson et al. (2011) que produziram o extrato bruto de A.
fumigatus, isolado de solo e verificaram atividade contra cepas de bactérias Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa.

Segundo Monggoot et al. (2018), os extratos de acetato de etila do filtrado da cultura
de Aspergillus apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de Bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Em Silva e colaboradores (2018), as fragdes obtidas do caldo
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de fermentacao do endofitico A. fumigatus (CBA2743) também tiveram bons resultados em
sua atividade antimicrobiana.

Tais pesquisas evidenciam a importancia do estudo com este género, sua facilidade
de trabalho devido a adaptacdo e resisténcia a diversificados ambientes, inclusive os
extremos e sobretudo, a aplicagdo de compostos biossintetizados pelo metabolismo
fungico.

2.1 Suplementacao aos meios de cultivo de Aspergillus sp.

Com base no tempo de formacdo do micélio em diferentes sais halogenados e em
conformidade com os dados de literatura, com o intuito de verificar a influéncia tanto de
metais como dos halogénios no meio de fermentacéo, a espécie Aspergillus sp. foi cultivada
com trés caldos nutritivos diferentes. O primeiro foi o meio liquido Czapek como controle do
experimento. No segundo, este meio foi acrescido com MnCl, em sua composigéo. E o terceiro,
foi suplementado com CoCl,. Apés o periodo de incubagéo de 21 dias, o caldo foi submetido
a particdo liquido-liquido e o micélio ao processo de extracdo. Em seguida, os respectivos
extratos foram concentrados em evaporador rotativo. Por fim, foi realizado o fracionamento
dos extratos brutos, seguido da andlise por cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC) e posteriormente, cromatografia liquida de ultra e alta eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (UHPLC-DAD).

Na analise dos cromatogramas por UHPLC, observou-se que as fragdes 01, 02 e 03
tanto para o controle quanto para os meios suplementados possuiam baixa diversidade de
metabdlitos conforme as Figuras 1, 2 e 3, respectivamente. No entanto, a fragdo MnMF1
(Figura 1), oriunda do cultivo suplementado com MnCl, destacou-se em relagéo as demais
fracbes, pois apresentou um pico de uma substancia induzida (TR = 5,57 min) que ndo esta
presente no controle CMF1. Além de uma substancia suprimida no controle (TR = 7,24 min)
que nao é observado nos cromatogramas dos meios modificados.

Para as fragbes “02”, foi possivel verificar no cromatograma da fragdo CoMF,
(Figura 2), a presenca de uma substancia induzida (TR = 7,19 min), que n&o foi observada
no controle e no meio suplementado com MnCl, (CMF, e MnF,). Na figura 3, a fragéo
CoMF, possui maior diversidade de metabdlitos, destacando-se os picos com tempo de
retencéo entre 6,9 min e 9,90 min.

Na figura 4, nota-se uma semelhanca no perfil cromatografico das fragbes oriundas
do cultivo com a suplementagédo dos sais halogenados, uma vez que os cromatogramas
referentes as fragbes CoMF4 e MnMF4 foi possivel observar picos referentes a substancias
induzidas com tempos de retenc¢ao de 9,39 a 9,93 min que ndo s&o observadas no controle
CMF4.
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Figura 1: Cromatogramas comparativos obtidos do UPLC-DAD & 280 nm das fragées CMF,, MnMF_ e

CoMF,.
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Figura 2: Cromatogramas comparativos obtidos do UPLC-DAD a 280 nm das fragées CMF,, MnMF, e

CoMF,,.
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Figura 3: Cromatogramas comparativos obtidos do UPLC-DAD a 280 nm das fragées CMF,, MnMF, e

CoMF,.
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Figura 4: Cromatogramas comparativos obtidos do UPLC-DAD a 280 nm das fragbes CMF4, MnMF4 e

CoMF4.
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Mediante a modificagdo no meio de cultivo com a suplementacéo de sais halogenados,
pode-se verificar um aumento da diversidade metabdlica (indugédo de metabdlitos) com o
aparecimento de novas bandas nos cromatogramas na maioria das fragdes obtidas do
cultivo suplementado com os sais CoCl, e MnCl,. Em estudos realizados por (LOTFY
et al.,, 2021) os extratos derivados de Aspergillus awamori em diferentes condicées de
fermentagdo mostraram uma enorme diversidade de metabdlitos secundarios apds analises
por Espectroscopia de Massas de Alta Resolugéo (HRMS).
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3. INDUCAO AO METABOLISMO DE FUNGOS

A variacédo das condi¢des de crescimento do fungo endofitico, como composicéo,
pH, temperatura ou forma do recipiente de cultura podem levar a influéncia no rendimento
de certos compostos devido a mudancas no perfil do metablismo de uma cepa fungica
(YNUITAI et al., 2018).

Fungos endofiticos cultivados em meios com halogénios podem induzir a ativagéo de
novos metabdlitos secundarios. Os halogénios podem influenciar os genes ou as enzimas
do micro-organismo que envolve a biossintese de polipeptidios de forma que aumentem a
producado de metabolitos dos fungos (LOTFY et. al, 2021). Consequentemente, 0 aumento
da diversidade de compostos quimicos para os diferentes setores industriais esta associado
com a exploracdo da biodiversidade microbiana além de muitos beneficios cientificos
esperados como resultados dessa exploragéo (NICOLETTI et. al., 2016).

Em trabalhos realizados por QUANG et al. (2020) demonstrou-se que o fungo
de origem marinha Trichoderma sp. quando cultivado em agua com sais halogenados,
produziu novas substancias do tipo epifitico dicetopiperazinas halogenadas. A sele¢éo de
sais de halogénios em estudo na indugdo do metabolismo no fungo endofitico Aspergillus
aculeatus causou uma alteracéo significativa de metabdlitos padréo do fungo endofitico, no
qual rendeu varios novos conjugados de L-triptofano e L-acido latico em estudos realizados
por WANG et al., 2018.

4. CONCLUSAO

A analise da biomassa verificadas através das técnicas analiticas cromatogréficas
como UPLC-DAD dos meios de cultivo em Czapek suplementados com sais halogenados
mostraram que houve alteragbes no metabolismo do micro-organismo Aspergillus sp.,
essas alteragbes, podem estar relacionadas a presenca dos cations metélicos de (Mn e Co)
em supressao ao cation de ferro (Fe) no meio Czapek (controle). Portanto pode-se inferir
que o micro-organismo mostrou sensibilidade quanto as alteracées no meio de cultivo.

O presente estudo mostrou que os diferentes perfis quimicos sugerem que
possivelmente a suplementagdo do meio de cultivo por adigdo de sais inorganicos
alteraram a rota biossintética de micro-organismos, seja pelos cations metalicos presentes
ou pelos anions de halogénios, que séo os pilagres da abordagem OSMAC (One Strain
Many Compounds), ou seja, que uma unica cepa possa produzir uma rica diversidade
de metabdlitos secundarios. Portanto se faz necessario mais estudos para verificagdo
dos fatores que ocasionaram as mudancas no perfil quimico apresentado. Se faz ainda
necessario o cultivo em larga escala para isolamento das substancias induzidas e/ou
suprimidas. Dessa forma os resultados obtidos sédo satisfatorios e se mostram como uma
ferramenta biotecnolégica para a exploragdo de micro-organismos endofiticos.

Esta pesquisa foi realizada com apoio da Capes por meio do Edital n°21/2018
(Programa de Cooperacao Académica na Amazénia — Procad-AM).
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