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APRESENTACAO

As ciéncias exatas e da terra tém uma importancia muito especial e séo
consideradas a origem e a base principal do progresso de outras areas de conhecimento,
que ganharam destaque com a evolugéo tecnoldgica e a complexidade dos desafios
humanos.

De modo geral, pode-se dizer que as importantes conquistas dos séculos
passados e atuais se devem a atuagado e ao avango do campo das ciéncias exatas e da
terra, que, através de desafios, situacdes e aplicacdes, avangaram e cruzaram as fronteiras
tradicionais de outras areas de conhecimento, resolvendo problemas complexos que
abrangem diversas areas: a isto chamamos “interdisciplinaridade”.

Diante dessa realidade, o primeiro volume de “Estudos em Ciéncias Exatas
e da Terra: Desafios, Avancos e Possibilidades” publicado pela Editora Artemis e
apresentado em 10 capitulos, tem por objetivo dar um panorama geral dos desafios,
avancos e possibilidades que envolvem essa area de conhecimento, tanto na teoria
quanto na pratica.

Os trabalhos aqui apresentados, de pesquisadores de diversos paises, entre
eles Argentina, Brasil, México, Paraguai, Portugal e Russia, oferecem aos leitores e
interessados a oportunidade de ampliar seus conhecimentos e adquirir uma visdo mais
profunda da area.

Alireza Mohebi Ashtiani
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COCHLOSPERMUM REGIUM

RESUMO: Diante da necessidade de descobrir
novos compostos ativos, os fungos endofiticos,
organismos associados a plantas, surgem
como uma alternativa viavel para amplificar a
descoberta de novos compostos. Com o intuito
de estudar o potencial quimico e biotecnoldgico
de fungos endofiticos do Cerrado, dois fungos
endofiticos isolados da planta medicinal
Cochlospermum regium, foram selecionados
para estudo. Os compostos produzidos pelos
fungos foram identificados por cromatografia
gasosa acoplado ao espectrometro de massa
(CG/EM). Foram identificados 36 compostos,
0os majoritarios foram o 3-metil-2-butenal
(1) e o iodo-dodecano (2) para o fungo Cr-
4, com porcentagem de area de 274% e
10,36%, respectivamnte. E para o fungo
Cr-39 o composto majoritario foi o acido
1,2-benzenedicorboxilico bis 2-metil propil
éster (3) com 50,45%. Esses dados demostram
a ampla diversidade de compostos produzidos
pelos fungos endofiticos associados a planta
C. regium.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos endofiticos.
Metabdlitos secundarios. Cochlospermum
regium. Cerrado.

CHEMICAL  CHARACTERIZATION OF

CRUDE EXTRACTS OBTAINED FROM TWO

ENDOPHYTIC FUNGI ISOLATED FROM
COCHLOSPERMUM REGIUM

ABSTRACT: Faced with the need to discover
new active compounds, endophytic fungi,

Capitulo 2


http://lattes.cnpq.br/8078832194241979

organisms associated with plants, appear as a viable alternative to amplify the discovery
of new compounds. In order to study the chemical and biotechnological potential of
endophytic fungi from the Cerrado, two endophytic fungi isolated from the medicinal
plant Cochlospermum regium were selected for study. The compounds produced by the
fungi were identified by gas chromatography coupled to the mass spectrometer (GC/
MS). 36 compounds were identified, the major ones were 3-methyl-2-butenal (1) and
iodine-dodecane (2) for the fungus Cr-4, with an area percentage of 27.4% and 10.36%,
respectively. And for the fungus Cr-39 the major compound was 1,2-benzenedicorboxylic
acid bis 2-methyl propyl ester (3) with 50.45%. These data demonstrate the wide diversity
of compounds produced by the endophytic fungi associated with the C. regium plant.

KEYWORDS: Endophytic fungi. Secondary metabolites. Cochlospermum regium. Cerrado.

1INTRODUGAO

Endofitos e fungos endofiticos sdo termos frequentemente utilizados para
descrever a microbiota interna de plantas (Rajamanikyam et al., 2017). Uma definicdo
amplamente aceita € que fungos endofiticos vivem no interior dos tecidos vegetais,
sem induzir nenhuma expresséo aparente de doenca (Gupta et al, 2020). Estes sao
considerados importantes componentes da biodiversidade, estima-se que mais de um
milhdo de endodfitos existam na natureza, sendo a maioria relatada como Ascomicetos
(Rajamanikyam et al., 2017).

Os compostos bioativos produzidos pelos endofitos tém como fungao principal
ajudar as plantas hospedeiras a resistir ao estresse biodtico e abidtico externo, o que em
troca beneficia a sobrevivéncia do hospedeiro. O estudo da distribuicao, biodiversidade
e caracteristicas bioquimicas dos endofitos tem grande importancia nas ciéncias das
plantas para compreender e melhorar a capacidade das mesmas (Rajamanikyam et al.,
2017, Gupta et al., 2020).

Além disso, um interesse em fungos endofiticos € que muitos deles produzem
importantes compostos de interesse farmacéutico e comercial. Esta lista inclui agentes
anticancer, antibidticos, compostos imunossupressores, misturas de antibidticos volateis,
antioxidantes, entre outros (Strobel, 2018).

Uma fonte de fungos endofiticos sdo as plantas medicinais em paises de alta
biodiversidade como o Brasil. Cochlospermum regium Pilger pertence a familia Bixaceae,
popularmente conhecida como algodaozinho do cerrado ou algodaozinho do campo,
nativa do Brasil encontrada principalmente no bioma cerrado. E uma planta medicinal,
utilizada contra diversos tipos de inflamacdes e como regulador menstrual. Esta planta
esta inserida na lista de risco de extingao, isto torna imprescindivel o estudo dos fungos

endofiticos que a colonizam (Camillo et al., 2018; Solon, 2009; Vieira et al., 2018).
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Neste sentido o grupo de pesquisa vem estudando os fungos endofiticos
associados a espécie vegetal C. regium (Arruda et al., 2021). Para dar continuidade a este
trabalho este artigo demonstra a produgao de metabdlitos secundarios de dois fungos

endofiticos isolados da planta medicinal C. regium.

2 MATERIAIS E METODOS

21ISOLAMENTO E PRESERVACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Foram coletados folhas e caules jovens e saudaveis da Cochlospermum regium
encontradas na Fazenda Experimental da Universidade Federal do Tocantins, Campus
Gurupi em outubro de 2016, estes foram levados para o laboratorio para assepsia.

O isolamento dos fungos endofiticos das folhas/caules ocorreu da seguinte
maneira: a superficie do material vegetal foi lavada com agua e sabao, e posteriormente
levada ao fluxo laminar, o material entdo foi esterilizado por imersdo em NaCIlO 1% (3
min.) e em etanol 70% (1 min.), seguida de duas lavagens de agua estéril (5 min.). A agua
do segundo lavagem foi inoculada em placa de petri contendo meio BDA autoclavado +
antibidtico para verificar se a assepsia do material foi eficiente.

O isolamento pelo método por seccao consiste em seccionar pedacos de folhas
assepticamente utilizando bisturi e inseridos em trés placas de Petri contendo meio de
cultura sélida BDA (batata, dextrose e agar), o qual foi adicionado, apds ser autoclavado,
antibidtico (50 mg/L) para evitar o crescimento bacteriano. O mesmo processo foi
realizado para o caule. O outro método empregado foi o método de maceracéo, adicionou
pedacos de folhas esterilizadas junto com tampao PBS ao almofariz e macerou o material,
este foi inserido em trés placas de Petri contendo meio BDA + antibidtico (50 mg/mL).
Realizou o0 mesmo procedimento para o caule.

O crescimento dos fungos foi monitorado, e a partir de sucessivas repicagens
até a obtencao das culturas puras. O fungo codificado como Cr-4 foi isolado do caule,
enquanto o fungo Cr-39 foi isolado da folha macerada, estes foram preservados em
eppendorfes contendo agua estéril (método de Castelani) na micoteca do Laboratorio
de Reatividade de Compostos Organicos da UFT, Gurupi (Moraes, 2018). Até o presente
momento nao foi possivel a classificacdo e/ou identificacdo dos fungos endofiticos

relatados neste trabalho.

2.2 OBTENGCAO DOS EXTRATOS BRUTOS DE Cr-4 E Cr-39.

Os fungos endofiticos Cr-4 e Cr-39 foram cultivados em meio BDA (Batata,

Dextrose e Agar) por 7 dias em temperatura controlada (25 °C). Apds, os fungos
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foram inoculados em frascos de Erlenmeyer contendo 500 mL de meio liquido MDB
(Meio de Batata e Dextrose). Os fungos foram incubados e mantidos sob temperatura
controlada de 25°C por 20 dias. Ao final do periodo de fermentagéo, a suspensao
micelar foi filtrada separando o micélio do filtrado. O filtrado aquoso foi submetido a
particao liquido/liquido com acetato de etila por 3x. Seguidamente fez-se a evaporacao
do solvente utilizando um rotaevaporador, obtendo-se os extratos brutos Cr-4 (17,1 mg)
e Cr-39 (5,7 mg).

2.3 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

A cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), dos extratos brutos
obtidos, foi realizada utilizando como fase estacionaria placas de silica gel prontas (F254-
Filter-Bio). Estas foram eluidas em cuba cromatografica contendo hexano: acetato de
etila (3:7 v/v). As placas cromatograficas foram reveladas em luz ultravioleta (UV de 254

nm), e posteriormente em vapor de iodo.

2.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS POR CG/EM

A caracterizacao quimica dos compostos produzidos pelos enddfitos foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). As analises
foram efetuadas em um cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrofotdbmetro de massas
modelo GCMS-QP2020 da marca Shimadzu.

A temperatura do forno da coluna foi de 50°C e a de injecéo de 280°C, com o
modo de injecdo tipo splitless. Pressdo a 107,4 kPa com fluxo total de 13,9 mL / min e fluxo
da coluna de 1,82 mL / min com o tempo de equilibrio de 1 min. Tempo inicial da corrida
em 2,6 min e finalizagao da corrida em 97 min. Para gas de arraste foi utilizado o hélio. Os
espectros de massa foram obtidos no intervalo de 40-650 uma, operando a 70 eV, e a
fonte foi mantida a temperatura de 280°C.

Os dados obtidos do espectro de massa foram comparados com os espectros de

massas do NIST do banco de dados GC-EM utilizando indice de Kovalts como referéncia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos analise das cromatoplacas foi possivel inferir que os metabdlitos produzidos
pelos fungos endoliticos presentes na C. regium sao diversificados, tanto em quantidade,
quanto em suas caracteristicas fisico-quimicas. Pois nas placas foi possivel verificar

manchas em toda a extensao, constituindo uma variedade de polaridades.
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Figura-1: Diversidade Quimica, (CCDC).

Fonte: Autor.

Nos extratos brutos dos fungos Cr-4 e Cr-39 foram identificados 36 compostos
apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Os compostos majoritarios presentes
no extrato bruto Cr-4 foram o 3-metil-2-butenal (1, Fgura 1) com porcentagem de area
de 27,4%; e o iodo-dodecano (2) com 10,36% de area. Além da identificacdo de outras
classes de compostos como aminas, éteres, acidos e cetonas, em menor quantidade,

evidenciando uma producéo diversa pelo endofito.

Tabela-1: Compostos identificados por CG/EM no extrato bruto de Cr-4.

Compostos Tempo de retencao (min) Porcentagem (%)
Formamida 2,665 0,71
Clorometoxi-etano 2,950 1,33
Etilenimina 3,265 1,67
3-metil-2-butenal 4,284 27,38
Acido propanoico, 2-metil-, 3-metilbutilico éster 4,689 6,11
Bromocicloheptano 4,745 9,61
(E) -3-Buten-2-ona, 4- (1H-pirrol-2-il) - 10,173 2,00
Acido ftalico, 6-etil-3-octil butil éster 17,370 1,40
2,2-dimetilhexan-3-ona 17,621 2,07
Acido sulfuroso, 2-etilhexil hexil éster 18,661 6,07
Anti-2-Acetoxiacetaldoxima 18,906 2,44
Acido oxalico, propil butil éster 19,521 1,76
Acetil valeril 19,657 9,44
Anidrido propanoico 20,101 1,74
1-iodododecano 20,651 10,36
Acido sulfuroso, 2-etilhexil hexil éster 21,795 8,85
Acido sulfuroso, isobutil pentil éster 23,159 3,99
Acido ftalico, 6-etil-3-octil butil éster 25,951 268
Oxido nitroso 26,108 0,40

Fonte: Autor.
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Para o extrato bruto Cr-39 o composto majoritario foi o acido
1,2-benzenedicorboxilico bis 2-metil propil éster (3) com 50,45% de area (Tabela 2, Figura
1). Também foi identificado o 1-iodo-dodecano (2) com 10,07% de area. Demostrando
que os dois fungos endofiticos produzem compostos similares, dessa forma podem
estar protegendo o seu hospedeiro. Do extrato do fungo Cr-39 foram ainda identificados

compostos das classes de aldeidos, éster, cetona e anidrido.

Tabela-2: Compostos identificados por CG/EM no extrato bruto de Cr-39.

Compostos Tempo de retengao (min) Porcentagem (%)
3-metil-2-butenal 4,284 5,52
2,3,4-trimetil-pentano 4,689 147
Bromocicloheptano 4,744 197
Guanidina 8,494 0,69
1-(2-furanil)-3-buteno-1,2-diol 15,605 0,67
1-iodododecano 16,530 10,07
3-metoxi-3-metil-2-butanona 16,838 0,89
,(&zciir(;i]c;t:I,i;(t))gir;)ze(’egtcﬁicarboxilico, bis 17372 5045
Valerato de metila 17,899 1,17
Acido oxalico, butil propil éster 18,224 0,95
2,4.,4-trimetil-hexano 18,292 0,68
Acido ftalico, 4-cianofenil nonil éster 18,376 8,98
Nitrito de t-butila 18,599 0,68
Acido ftalico, 4-cianofenil nonil éster 19,474 7,96
Né&o identificado 19,979 1,96
2,4-dimetil-3-hexanona 20,652 1,01
Nao identificado 21,552 1,32
Di-n-octil ftalato 25,958 3,57

Fonte: Autor

Figura-2: Estrutura quimica dos compostos majoritarios identificados nos extratos fungicos.

3

Fonte: Autor.
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3-metil-2-butenal (1) € conhecido como senecialdeido ou 3,3-dimetilacroleina.
Pertence a classe dos compostos organicos conhecidos como enais, derivado da
acroleina, um metabdlito carbonila insaturado. E formado no interior das células durante
uma peroxidacao lipidica ou apds um estresse oxidativo. As acroleinas produzidas
endogenamente sdo uma fonte constante de danos ao DNA (Seiner et al., 2007).

O iodo-dodecano (2) constitui a classe dos haletos de alquila. Ja foi identificado
como produto majoritario apolar no querosene no reprocessamento de combustivel
nuclear (Kindel et al., 1994).

O composto 3 é constituido por um anel benzénico orto-dissubstituido por ésteres.
Compostos aromaticos apresentam caracteristicas antioxidantes (Andrade, 2018; Sousa,
2007), varios fungos endofiticos ja foram relatados contendo atividade antioxidantes
(Alves et al., 2020) devido a sua producao de compostos aromaticos (Arruda et al., 2021,
Chapla et al., 2013). Esta propriedade pode estar associada a protecdo do hospedeiro de
fatores abioticos, como o composto 3 que tem propriedade de filtrar raios ultravioletas
(UV-B, 280-320nm) e ja foi detectado em plantas nas em regides superficiais da estrutura
vegetal (Azevedo, 1998; Gobbo-Neto, 2007; Ferreira, 2008).

A producédo dos metabolitos secundarios é o resultado da interacado entre os
fungos endofiticos, seu hospedeiro e o ambiente ao qual esta contido. Dessa forma
as condicées ambientais e de laboratorio podem modificar a produgcdo de compostos
secundarios pelos endofitos.

Esses dados demostram a ampla diversidade de compostos produzidos pelos
fungos endofiticos associados a planta C. regium. Evidenciando assim a importancia
da analise destes compostos, e suas possiveis aplicagcdo para a industria, agricultura

ou medicina.

4 CONCLUSAO

Com a identificagdo de 36 compostos produzidos pelos endofitos podemos
destacar que este trabalho contribui para a caracterizacdo quimica da biodiversidade
fungica do Cerrado. Além de promover os fungos endofiticos como produtores de

compostos bioativos que a amplificam o desenvolvimento de seu hospedeiro.
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