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Resumo: Foram selecionadas para realizagdo do presente trabalho linhagens associadas como endofiticos.
As 18 linhagens selecionadas foram reativadas inoculando em placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(Batata, Dextrose e Agar) das quais foram armazenadas em uma incubadora do tipo BOD. As linhagens
selecionadas estavam armazenadas em eppendorf na micoteca estruturada pelo grupo de pesquisa em
Produtos Naturais da Faculdade de Quimica (FAQUIM). Apds o processo de reativacdo das linhagens em
meio de cultura BDA, fragmentos do micélio de cada linhagem foram inoculados em frascos Erlenmeyer de
500 mL contendo 100 g de arroz do tipo Tio Jodo e 30 mL de &gua destilada. Previamente a inoculagdo o
meio de cultura foi submetido a um processo de estrilizagdo que consistiu em submeter o sistema para
cultivo a uma temperatura de 120° C e pressdo de latm por 45 minutos em autoclave. ApGs o inoculo 0s
frascos Erlenmeyers foram armazenados em ambiente desprovido de luz por um periodo de 27 dias para a
obteng&o de biomassa fungica. Vale ressaltar que este processo foi feito em duplicata. Apos o periodo de 27
dias adicionou-se o solvente hexano (CeHis) para obtengdo do extrato hexanico. Foram realizadas 04
extracBes com hexano, restando, portanto, as extragdes com dicloro, acetato e metanol, conforme previsdo
em plano de trabalho.
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Resumo: Were selected for completion of this work associated lineages as septate. The 18 strains selected
were reactivated inoculating in Petri plates containing PDA culture medium (Potato Dextrose, and Hagar) of
which were stored in an incubator of BOD. The strains selected were stored in Eppendorf tubes in
Bioinformatics and structured by the research group in natural products from the Faculty of Chemistry
(FAQUIM). After the process of reactivation of the strains in PDA culture medium, fragments of the
mycelium of each strain were inoculated in Erlenmeyer flasks of 500 mL containing 100 g of rice of type
Uncle John and 30 mL of distilled water. Prior to inoculation of the culture medium was submitted to a
process of estrilizacdo which consisted of subjecting the system to grow at a temperature of 120° C and a
pressure of 1 atm for 45 minutes in an autoclave. After the inoculum flasks flasks were stored in an
environment devoid of light for a period of 27 days to obtain fungal biomass. It is worth noting that this
process was done in duplicate. After the period of 27 days added to the solvent hexane (C6H14) for
obtaining the hexane extract. Were performed 04 extraction with hexane, leaving, therefore, the extractions
with dichloro acetate and methanol, as predicted in the work plan.
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1. INTRODUCAO

A flora brasileira é riquissima em espécies com principios ativos de importancia terapéutica,
portanto, o Brasil, com sua imensa diversidade vegetal e portador de uma das maiores florestas tropicais do
planeta, tem sido alvo para a descoberta de novas substancias com atividades farmacol6gicas. Neste sentido,
o0 potencial de utilizacdo dessa flora esta longe de se esgotar (ALVES, 2001).

A busca de substéncias com atividades biolégicas Uteis para 0 homem é um dos campos mais
estudados na ciéncia. Faz-se necessario renovar o arsenal de compostos ativos, devido aos parasitas
adquirirem resisténcia aos medicamentos ja existentes no mercado, bem como, o surgimento de novas
doencas.

Os microrganismos endofiticos sdo fontes relativamente espontaneas e potenciais de produtos
naturais modernos para exploracdo na medicina, agricultura e inddstria, por se tratarem de sintetizadores
guimicos dentro da planta. Os fungos endofiticos possuem a capacidade de produzirem substancias que
podem ajudar as plantas a combaterem infestacGes por outros fungos, bactérias e virus, até mesmo ajudar no
seu desenvolvimento. Tais substancias podem também ser Uteis para as pessoas (MARINHO et al., 2013 e
PITTAcetal., 2014).

No sentido de da contribuicdo aos estudos com fungos endofiticos na busca de substancias com
propriedades bioldgicas Uteis, foram selecionadas espécies vegetais cultivadas em Canda dos Carajas, para
isolamento e investigacdo do perfil metabdlico de fungos endofiticos associados a estas, bem como, a
avaliacdo do potencial bioativo de seus extratos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

. Vidrarias em geral: Erlenmeyer, provetas, pipetas, buretas, copo becker, Placas de Petri;

Meio de cultura BDA (Bata Agar Dextrose) para cultivo dos fungos endofiticos;

. Solventes: Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila e Etanol. Os solventes serdo usados nos
processos de cultivo e eliminagdo dos microrganismos em estudo;

o Equipamentos: Estufas, BOD, capela de exaustdo, capela de fluxo laminar, Shaker,
autoclave, balanga analitica, rotaevaporador.

2.2 Reativacao do Endofitico

Foram selecionadas para realizacdo do presente trabalho dezoito linhagens associadas como
endofiticos das espécies coletadas na area de mineracdo, Mina do Sossego, Canaa dos Carajas.

As linhagens selecionadas foram reativadas inoculando fragmentos de micélio que estavam
armazenados em tubos de eppendorf na micoteca do grupo de produtos naturais da Faculdade de Quimica em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata, Dextrose e Agar). Apos inoculo as placas de Petri
foram armazenas a 29°C em uma incubadora do tipo BOD.

As linhagens reativadas foram codificadas como segue: 12MF1 (2° isolado da Malva folha boa),
I9MFlor (9° Isolado da malva com flor), I11MF1 (11° Isolado da malva folha boa), I1Tf (1° Isolado da Taboa
Folha), I3TFrp (3° Isolado da Taboa fruto da ponta), 11Mc (1° Isolado da malva caule), 13Tfr (3° isolado da
taboa fruto), 12Tfr,(2° Isolado da taboa fruto) 12MF2, (2° Isolado da folha infectada com fungo) 13Mc, (3°
isolado da malva caule) 1I9MF2, (9° Isolado da folha infectada com fungo) 16MFlor, (6° Isolado da malva
com flor) I5SMFlor, (5° Isolado da Malva com flor) 110MF1, 10° Isolado da malva folha boa)l12MF1, (12°
Isolado da malva folha boa) 116MF1, (16° Isolado da malva folha boa) I5MF1, (5° Isolado da malva folha
boa) e 1I3CSrF (3° isolado do cip6 saido do rejeito folha).

2.3 Extragédo da Biomassa

Apds o processo de reativacdo das linhagens em meio de cultura BDA, fragmentos do micélio de
cada linhagem foram inoculados em frascos Erlenmeyer de 500 ml contendo 100g de arroz do tipo Tio Jodo
e em seguida adicionou-se 30 ml de &gua destilada e levou a autoclave por um tempo de 45 minutos e
temperatura de na pressdo de latm, ap0s este processo de esterilizacdo do meio, levou-se os Erlenmeyers até
a capela de fluxo laminar onde adicionou-se dois fragmentos dos micélios e em seguida vedou-se 0s
Erlenmeyers e entdo armazenou-se em ambiente fechado na auséncia de luz por um periodo de 27 dias para
o desenvolvimento das linhagens em meio sélido, porém no intervalo de 3 em 3 dias era necessario agitar 0s



fungos fazendo com que eles desenvolvessem um crescimento uniforme no arroz. Vale ressaltar que este
processo foi feito em duplicata.

Apoés o periodo de 27 dias, para a extragdo da biomassa fangica foram adicionados solventes
organicos (Figura 01) em ordem crescente de polaridade, tais como, hexano (C¢H14), diclorometano, acetato
de etila e metanol. O processo de extracdo foi repetido por quatro vezes para todas as linhagens com todos 0s
solventes.

Figura 1: Extracdo da biomassa fungica utilizando solventes organicos

Apo0s 24 horas os sistemas submetidos a extracdo foram filtrados utilizando como auxilio funil
simples e algoddo como filtro. O material filtrado foi submetido & concentracdo em rotaevaporador levando a
obtencdo dos extratos.

2.4 Caracterizagdo quimica da biomassa

Para a caracterizacdo quimica da biomassa produzida e, portanto, obtencdo do perfil do
metabolismo secundario das linhagens em estudos, 10 mg de cada extrato foram submetidas a analise
espectroscopica de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN H).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para avaliar o perfil do metabolismo secundario de fungos associados a espécies vegetais que
habitam solos, cujas condigdes ambientais sdo adversas, tais como solos mineralizados foram selecionadas
18 linhagens (I2ZMF1 19MFlor, 111MF1, I11Tf, I3TFrp 11Mc, 13Tfr, 12Tfr, I2MF2, 13Mc, I9MF2, 16MFlor,
ISMFlor, 110MF1, 112MF1, 116MF1 I5SMF1 e I3CSrF). Ambas as linhagens foram reativas e cultivas em
meio de cultura solido, arroz, para a obtencdo de biomassa. Apds 27 dias de cultivo utilizando a técnica de
extragdo por percolacdo foram obtidos 18 extratos hexanicos, 18 extratos diclorometanicos, 18 extratos
acetato de etila e 18 extratos metandlicos, totalizando 72 extratos.

Para a caracterizacdo quimica da biomassa produzida e, portanto, obtencdo do perfil do
metabolismo secundario das linhagens em estudos, 10 mg de cada extrato foram submetidas a analise
espectroscopica de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H (RMN 1H) revelando a producdo de
triacilglicerdis (Figura 02).
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Figura 02: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de triacilglicerdis.

4., CONCLUSAO

Na avaliacdo do perfil cromatografico e potencial biologico de extratos de fungos endofiticos,
tomando como material de partida as linhagens armazenadas na micoteca do grupo de produtos naturais da
Faculdade de Quimica, foram selecionadas 18 linhagens para estudo.

As linhagens flngicas selecionadas foram reativadas e em seguidas cultivadas em arroz por um
periodo de 27 dias. A biomassa obtida foi extraida por percolagdo utilizando hexano, diclorometénico,
acetato de etila e metanol como solvente. Foram obtidos, portanto, 72 extratos.

A partir da analise de RMN *H dos extratos ficou evidenciado a produgdo de triacil glicerol por
todas as linhagens em estudo, assim apresentando o0 mesmo perfil metabdlico.

Os triacilglicerois serdo utilizados como material de partida para o desenvolvimento de novas
atividades, tais como, obtencdo dos &cidos graxos e caracterizagdo dos mesmos por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas — CG/EM.
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