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BARROS, Maria Gabriela Azevedo. AVALIACAO DO POTENCIAL BIOCATALITICO
DE FUNGOS ENDOFITICOS DE PLANTAS NATIVAS DO OESTE PARANAENSE.
14 de marco de 2025. 190 folhas. Tese (Doutorado) - Universidade Federal da Integragao

Latino-Americana, Foz do Iguacu- PR, Brasil.

Resumo

O aumento da populacao mundial e do consumo traz uma série de desequilibrios ambien-
tais, impactando as futuras geragoes. Com a finalidade de diminuir esses danos, rumo a
um desenvolvimento mais sustentavel, foram propostas diversas metas e boas praticas, por
exemplo, a agenda 2030 pela Organizagao das Nagoes Unidas (ONU). Partindo do ideal de
minimizacao dos danos ambientais relacionados aos processos industriais e a aplicagao os
principios da quimica verde, o presente trabalho busca prospectar atividades enzimaticas
em fungos endofiticos isolados de plantas nativas do oeste paranaense para biotransfor-
magao de farmacos. Desta forma, foi realizado o isolamento de 39 fungos oriundos da
arvore Cabralea canjerana e 130 da Guarea kunthiana. Os fungos isolados foram separa-
dos em grupos de acordo com as caracteristicas morfoldgicas, e, em uma triagem inicial,
para avaliar a tolerancia dos fungos a exposicao de farmacos, 10 das 53 morfo-espécies
avaliadas apresentaram resultados acima de 20 % em pelo menos um dos 6 tratamentos,
sendo assim, consideradas promissoras, 3 da C. canjerana e 7 da G. kunthiana. A identi-
ficagao dos fungos promissores foi realizada por biologia molecular pelo método Sanger,
utilizando a amplificacao nas regides de I'TS1 e I'TS4, indicando que dos 10 fungos selecio-
nados previamente, 8 eram ascomicetos, e 2 eram do tipo basidiomicetos. Posteriormente,
os isolados selecionados foram submetidos a triagem enzimatica. Os resultados obtidos
mostram que os isolados possuem um perfil enziméatico diverso; com as cepas isoladas da
C. canjerana foram melhores para atividade potencial das oxidases - Lac, MnP e LiP. Ao
passo que os da G. kunthiana apresentaram um perfil mais amplo, com destaque para o
isolado Colletotrichum sp. mgk C3_ 9 que se mostrou ativo para a maioria dos ensaios
enzimaticos, e seletivo no ensaio de lacase com o naftol, no qual oxidou apenas o S-naftol.
Por fim, o farmaco ibuprofeno foi submetido a reacao de biotransformagao, sendo que o
fungo Colletotrichum sp. mgk C3_ 9 promoveu a conversao de 55,7 % do farmaco em
2-hidroxi-ibuprofeno apos 96 h de reagao, confirmando o potencial biocatalitico do fungo
avaliado. De modo geral, os fungos investigados apresentaram resultados promissores para
enzimas oxigenases e lipases. Este trabalho contribui para a prospec¢ao de novos bioca-
talisadores e reforca a importancia da biodiversidade microbiana regional na busca por
solugoes inovadoras e ambientalmente responsaveis para a industria, contribuindo com o

desenvolvimento da agenda 2030.

Palavras-chaves: Enzimas; Microrganismos; Biotransformacao; Ibuprofeno.






BARROS, Maria Gabriela Azevedo. EVALUATION OF BIOCATALYTIC POTENTIAL
IN ENDOPHYTIC FUNGUS OF WEST PARANA NATIVE PLANTS. March, 14 of
2025. 190 pages. Thesis (PhD) - Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana,
Foz do Iguacu- PR, Brasil.

Abstract

The increase in the world population and consumption brings a series of environmental im-
balances, impacting future generations. With the aim of reducing these damages, towards
more sustainable development, several goals and good practices have been proposed, for
example, the 2030 Agenda by the United Nations (UN). Starting from the ideal of mini-
mizing environmental damage related to industrial processes and the application of green
chemistry principles, the present work seeks to explore enzymatic activities in endophytic
fungi isolated from native plants of western Parana for drug biotransformation. Thus, 39
fungi were isolated from the tree Cabralea canjerana and 130 from Guarea kunthiana. The
isolated fungi were separated into groups according to morphological characteristics, and,
in an initial screening to assess the tolerance of fungi to drug exposure, 10 of the 53 eval-
uated morpho-species showed results above 20% in at least one of the 6 treatments, thus
being considered promising, 3 from C. canjerana and 7 from G. kunthiana. The identifi-
cation of promising fungi was carried out by molecular biology using the Sanger method,
utilizing amplification in the ITS1 and I'TS4 regions, indicating that of the 10 fungi previ-
ously selected, 8 were ascomycetes, and 2 were basidiomycetes. Subsequently, the selected
isolates were subjected to enzymatic screening. The results obtained show that the iso-
lates have a diverse enzymatic profile; with strains isolated from C. canjerana being better
for potential oxidase activity - Lac, MnP, and LiP. Whereas those from ‘G. kunthiana’
presented a broader profile, with emphasis on the isolate Colletotrichum sp. mgk C3 9
which was active for most enzymatic assays, and selective in the laccase assay with naph-
thol, where it oxidized only S-naphthol. Finally, the drug ibuprofen was subjected to a
biotransformation reaction, with the fungus Colletotrichum sp. mgk C3_ 9 promoting
the conversion of 55.7% of the drug into 2-hydroxy-ibuprofen after 96 h of reaction, con-
firming the biocatalytic potential of the evaluated fungus. Overall, the investigated fungi
showed promising results for oxidase and lipase enzymes. This work contributes to the
exploration of new biocatalysts and reinforces the importance of regional microbial bio-
diversity in the search for innovative and environmentally responsible solutions for the

industry, contributing to the development of the 2030 agenda.

Key-words: Enzymes. Microrganisms. Biotransformation. Ibuprofen.






BARROS, Maria Gabriela Azevedo. EVALUACION DEL POTENCIAL DE BIOCATA-
LISIS EN HONGOS ENDOFITOS DE PLANTAS NATIVAS DEL OSTE DE PARANA.
14 de marzo de 2025. 190 péginas. Tesis (PhD) - Universidade Federal da Integragao

Latino-Americana, Foz do Iguacu- PR, Brasil.

Resumen

El aumento de la poblaciéon mundial y el consumo trae una serie de desequilibrios ambien-
tales que afectan a las futuras generaciones. Con el objetivo de reducir estos danos hacia
un desarrollo mas sostenible, se han propuesto varias metas y buenas practicas, por ejem-
plo, la Agenda 2030 de las Naciones Unidas (ONU). Partiendo del ideal de minimizar los
danios ambientales relacionados con los procesos industriales y la aplicacién de los princi-
pios de la quimica verde, el presente trabajo busca explorar las actividades enzimaticas en
hongos endofiticos aislados de plantas nativas del oeste de Parané para la biotransforma-
cion de farmacos. Asi, se aislaron 39 hongos del arbol Cabralea canjerana y 130 de Guarea
kunthiana. Los hongos aislados se separaron en grupos segin caracteristicas morfoldgicas
y, en un cribado inicial para evaluar la tolerancia de los hongos a la exposicion de farma-
cos, 10 de las 53 morfo-especies evaluadas mostraron resultados por encima del 20 % en al
menos uno de los 6 tratamientos, siendo consideradas prometedoras, 3 de C. canjerana y
7 de G. kunthiana. La identificacion de los hongos prometedores se llevo a cabo mediante
biologia molecular utilizando el método Sanger, utilizando la amplificacion en las regiones
ITS1 e I'TS4, indicando que de los 10 hongos previamente seleccionados, 8 eran ascomice-
tos y 2 eran basidiomicetos. Posteriormente, los aislados seleccionados fueron sometidos
a cribado enzimatico. Los resultados obtenidos muestran que los aislados tienen un perfil
enzimatico diverso; con cepas aisladas de C. canjerana siendo mejores para la actividad
potencial de oxidasa - Lac, MnP y LiP. Mientras que los de G. kunthiana presentaron
un perfil mas amplio, con énfasis en el aislado Colletotrichum sp. mgk C3_9 que fue
activo para la mayoria de los ensayos enzimaticos y selectivo en el ensayo de lacasa con
naftol, donde oxidé solo el f-naftol. Finalmente, el farmaco ibuprofeno fue sometido a
una reaccion de biotransformacién con el hongo Colletotrichum sp. mgk C3_9 promo-
viendo la conversién del 55.7 % del farmaco en 2-hidroxi-ibuprofeno después de 96 horas
de reaccién, confirmando el potencial biocatalitico del hongo evaluado. En general, los
hongos investigados mostraron resultados prometedores para las enzimas oxidasa y lipasa.
Este trabajo contribuye a la exploraciéon de nuevos biocatalizadores y refuerza la impor-
tancia de la biodiversidad microbiana regional en la bisqueda de soluciones innovadoras y
ambientalmente responsables para la industria, contribuyendo al desarrollo de la agenda
2030.

Palabras clave: Enzimas. Microrganismos. Biotransformacion. Ibuprofeno.
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1 Introducao

Com o surgimento da civilizagdo moderna e o vertiginoso crescimento populacio-
nal das ultimas décadas, que atingiu a marca de 8 bilhoes de habitantes, somados ao alto
consumo de recursos naturais, tornou-se uma preocupacao global a garantia da qualidade
de vida das préximas geracoes. Neste sentido, foram propostos 17 objetivos para o de-
senvolvimento sustentavel (ODS) dentro da Agenda 2030 pela Organizagao Mundial das
Nagoes Unidas (ONU) (Gorvett, 2022; ONU, 2023, 2015). Na figura 1 sdo apresentados

os ODS.
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Figura 1 — Os 17 objetivos para o desenvolvimento sustentavel propostos pela ONU

Fonte: ONU, 2015.

Dentre os ODS propostos, sao validos de destaque no ambito deste projeto o
ODS3 - bem-estar e saide; o ODS9 - industria, inovacao e infraestrutura; e o ODS12 -
consumo e produgao responsaveis que, junto aos 12 principios da quimica verde, trazem
luz sobre a importancia do desenvolvimento de metodologias mais sustentaveis para a
produgao de insumos quimicos, entre eles os farmacos (Chen, T.-L. et al. 2020; Veleva;
Cue; Todorova, 2017)

A industria quimica prové uma diversificada gama de produtos a sociedade,
que vai de combustiveis a medicamentos, sendo responsavel pelo consumo de diferentes
recursos naturais, tornando-a ponto central na nova e necessaria revolucao industrial
sustentavel (Mohan; Katakojwala, 2021). Contudo, para que haja uma mudanga de cenario
e, de fato, se atinja a sustentabilidade, é preciso integrar diferentes areas do conhecimento,
como a biotecnologia e a quimica (Chen, T.-L. et al. 2020; Marques et al. 2020; Mohan;
Katakojwala, 2021).

Em uma producao convencional de farmacos, o volume de residuos varia entre 25
a 100 Kg por Kg de substancia produzida, sendo, portanto, necessario um replanejamento
e otimizagao do processo para que haja uma adequacao aos preceitos do desenvolvimento
sustentavel (Veleva; Cue; Todorova, 2017; Chen, T.-L. et al. 2020; Marques et al. 2020;
Mohan; Katakojwala, 2021).
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Dentre as estratégias para melhoria dos processos, a utilizagdo de rotas biocata-
liticas desponta como uma das mais promissoras, propiciando o aumento do rendimento,
uma melhora no balanco de massas e reducéo do uso de solventes. A Pfizer®, por exemplo,
reduziu o e-fator! para a producio do antipsicético pregabalina (Lyrica®) de 89 para 9,
ao incluir uma etapa enzimatica na sintese deste farmaco (Figura 2) (Devine et al. 2018;
Veleva; Cue; Todorova, 2017).
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Figura 2 — Rotas biocataliticas para obtencdo da (S)-Pregabalina (Pfizer®) com o uso de
enzimas: a — Hidrélise — rearranjo - hidrélise. b — hidrogenacao exaustiva. ¢ —
enriquecimento enantiomérico. d — Epimerizacao seguida de reducao. CALB,
Candida antarctica lipase B; e.e., excesso enantiomérico; ERED, ene redutase;
OPRI1, 12-oxofitodienoato redutase 1.

Fonte: Adaptado Devine et al., 2018.

O advento da biocatélise nos tultimos anos foi exponencial; diversos fatores con-
tribuiram para isso, seja a engenharia genética, a reducao dos custos de identificacao
molecular, as novas tecnologias de imobilizacao, permitindo o uso das enzimas em mais
de um ciclo, entre outros (Truppo, 2017). O emprego de biocatalisadores em cascata e
a especificidade das reagoes a serem realizadas, a exemplo da rota biossintética para o
farmaco pregabalina, elucidam a eficiéncia dos processos biotecnologicos na industria e a
necessidade da busca por enzimas capazes de sanar as mais diversas necessidades do setor

produtivo (Gongalves; Lima et al. 2019; Truppo, 2017).

As enzimas produzidas por microrganismos apresentam vantagens significativas
em relagdo as de origem vegetal ou animal, como maior estabilidade e atividade (Anbu et
al. 2017). Além disso, a facilidade de manipulagao em laboratério, a alta taxa metabdlica,
que reduz o tempo necessario para o inicio das reagoes de biotransformacao, torna os

microrganismos uma alternativa altamente vidvel (Singh, 2017; Singh, R. et al. 2016).

1O e-fator (fator ambiental), indicador criado para medir o impacto no meio ambiente dos processos

industriais farmacéuticos, considera o volume de residuos gerados no processo e, quanto menor o valor
do indice, mais eficiente foi o processo



35

Essas caracteristicas ressaltam a relevancia da prospeccao de microrganismos capazes de
sintetizar enzimas com propriedades de interesse biotecnologico. Nesse contexto, explorar
recursos microbianos provenientes de diferentes ambientes é uma estratégia promissora

para a busca de novos biocatalisadores (Gongalves; Lima et al. 2019).

Adicionalmente, 50% dos farmacos hoje disponiveis sao quirais, que, devido aos
elevados custos associados a sintese enantiosseletiva e a separacao dos enantidmeros, co-
mumente sao comercializados em mistura racémica, o que muitas vezes diminui sua efeti-
vidade terapéutica, sendo necessaria a administracao de doses maiores para compensagao
(Albuquerque; Gaitani; Oliveira, 2015; Evans; Bagnall; Kasprzyk-Hordern, 2017; Marques
et al. 2020). Como alternativa, o emprego de enzimas microbianas, tais como as produzidas
por fungos filamentosos, pode colaborar para o desenvolvimento de rotas enantiosseletivas,

mais baratas e eficientes do que as rotas de sintese classicas (Palaric et al. 2019).

Soma-se, ainda, o fato de que o estudo da microbiologia mostrou que a intera-
¢ao dos fungos endofiticos - encontrados no tecido de plantas ou animais invertebrados -
com o hospedeiro esta associada a producao de compostos bioativos e, por vezes, a meta-
bolizacao de agentes patogénicos (Borges et al. 2009; Toghueo; Boyom, 2019). Assim, a
investigagao destes microrganismos visando a potencial aplicacao deles em processos de
biotransformacao de farmacos pode trazer resultados inéditos e promissores quanto aos
produtos de suas atividades bioldgicas, bem como para estudos de farmacocinética e toxi-
cidade de diversas moléculas, por sua mimetizagao do sistema citocromo P450 (CYP450),
sem o uso de animais, uma vez que mamiferos e os fungos apresentam similaridade no
complexo da CYP450, e que este é responsavel pela metabolizacao de muitos farmacos
em humanos (Borges et al. 2009; Dube; Kumar, 2017; He et al. 2022).

O uso da biotecnologia trouxe maior competitividade ao setor e as industrias
farmacéuticas que investiram em bioprocessos obtiveram melhores resultados financeiros
(Fukuyama; Matousek; Tzeremes, 2023). Isso porque o emprego de enzimas na industria
farmacéutica pode reduzir o tempo de desenvolvimento de novos farmacos significativa-
mente, uma vez que, em muitos casos, a sintese é um dos fatores limitantes. Além disso, as
enzimas, frequentemente enantiosseletivas, podem reduzir etapas nesse processo. Seu po-
der catalitico, na faixa de 102, contribui para aumentar a velocidade das reacdes (Veleva;
Cue; Todorova, 2017; Truppo, 2017; Faber, 2000). Deste modo, a investigagdo de fungos
endofiticos com esta capacidade pode auxiliar na busca pelo desenvolvimento sustentavel,

possibilitando o melhor aproveitamento dos recursos e a otimizagao de processos.
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2 Objetivos

Prospectar o potencial enzimatico de fungos endofiticos isolados de Guarea kunthi-

ana e Cabralea canjerana frente a biotransformacao de farmacos.

Neste sentido, foram propostos os seguintes objetivos especificos: isolar fungos
endofiticos das espécies nativas; avaliar as atividades enzimaticas dos isolados; avaliar
o potencial de biotransformacao de farmacos pelos fungos selecionados; e identificar os

fungos que apresentaram maior potencial enzimatico.
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3 Organizacao do trabalho

O presente trabalho foi dividido em quatro partes; a organizacao é apresentada

no Fluxograma a seguir (Figura 3).

Escolha Botanica Parte Il
Coleta
Isolamento Parte I
/

Morfo-espécies

Preservacgao
Parte Il
Parte Il
Triagem enzimatica 4>20% Tolerancia Farmaco
Parte Il
Positiva >20%
v v
Parte IV Biocatalise Identificacdo molecular Parte Il
Parte IV HPLC
Parte IV RMN UPLC/MS Parte IV

Figura 3 — Fluxograma norteador da organizacdao do presente trabalho

Fonte: Autora, 2025.






Parte Il

Da espécie botanica aos fungos endofiticos
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4 Espécie botanica e Fungos endofiticos

4.1 Fungos endofiticos

O uso de produtos naturais para o tratamento de doencgas acompanha o desenvol-
vimento das civilizagoes. Plantas, fungos e animais sao utilizados na medicina tradicional
de varios povos e sao fontes de diferentes compostos bioativos (Cragg; Newman, 2001;
Newman; Cragg, 2020). Tal conhecimento é considerado como base para uma exploragao
técnico-cientifica na busca de compostos para a solu¢ao de doencas e outras necessidades
da sociedade, corroborando para um desenvolvimento mais sustentavel (Bohlin et al. 2010;
Tiwari; Bae, 2022).

Nesse contexto, e com o desenvolvimento da biotecnologia nas tultimas décadas,
0s microrganismos passaram a ter uma importancia crescente, atingindo as mais diversas
areas do conhecimento. Sua gama de aplicacoes vai desde o auxilio a uma producao mais
eficiente e sustentdvel de alimentos até a busca por fontes limpas de energia (Babu; Sarma,
2019; Bhattacharyya; Goswami; Bhattacharyya, 2016).

O interesse em especial pelos fungos é mais recente na histéria do uso de produ-
tos naturais. Este grupo microbiano ganhou notoriedade em 1929, quando o antibidtico
penicilina foi isolado do fungo Penicillium notatum, tornando-se um importante aliado
da medicina durante a Segunda Guerra Mundial (Cragg; Newman, 2001). Nas décadas
seguintes, com o crescente interesse da industria quimica, surgiram muitos outros estudos
no campo medicinal resultando em novos antibidticos, antiparasitarios e até mesmo anti-
neoplasicos de origem fingica. Os importantes antitumorais taxol, vimblastina (Figura 4)
e vincristina, por exemplo, inicialmente haviam sido identificados como sendo produzidos
por plantas, no entanto sao oriundos de fungos endofiticos. Tais descobertas destacam os
microrganismos como fontes de compostos bioativos (Hopkins et al. 2007; Tadych; White,
2019; Vasundhara; Reddy; Kumar, 2019; Tiwari; Bae, 2022).

a. Vimblastina

Figura 4 — Complexidade estrutural dos metabdlitos isolados de fungos endofiticos a. Vim-
blastina e b. Taxol.

Fonte: Autora, 2025.



44 Capitulo 4. FEspécie botinica e Fungos endofiticos

Estima-se que existam aproximadamente 1,5 milhoes de espécies de fungos, porém,
apenas cerca de 10 % foram descritas, novos estudos sugerem uma evolugdo nao uniforme
do genoma das espécies de mesmo taxon (Hawksworth, 2012; Sota et al. 2013; Merényi
et al. 2023). Com distribui¢do ubiqua, os fungos habitam as mais diversas e adversas
partes do planeta, tendo como principais grupos ecolégicos os extremofilos, fungos de solo,
aqudticos, macrofungos, microfungos de plantas (endofiticos e epifiticos) e os liquenizados
(Chambergo; Valencia, 2016; Mueller; Schmit, 2007).

Os fungos endofiticos vivem em tecidos de plantas em um regime de mutualismo,
recebendo nutrientes da planta hospedeira, enquanto fornecem metabélitos que irdo con-
tribuir para o desenvolvimento do hospedeiro (Vasundhara; Reddy; Kumar, 2019; Tiwari;
Bae, 2022).

Contudo, a linha que separa o fitopatégeno do endofitico é ténue. Isso porque, em
condic¢oes adversas de nutricao, ou mesmo no processo de colonizacao da planta, podemos
ter que os antes benignos fungos possam levar ao surgimento de doencas, por exemplo, a

cancrose da pinha Annona squamosa causada pelo fungo Albonectria rigidiuscula (Oliveira,
F. C. et al. 2017; Mehta; Meena; Nagda, 2022; Sudha et al. 2016).

Ademais, a patogenicidade dos fungos endofiticos estd associada a expressao ou
nao de genes, fazendo com que dentro da espécie ainda seja possivel encontrar cultivares
mais ou menos agressivos em decorréncia da expressao de determinadas enzimas (Naveen
et al. 2021; Queiroz et al. 2019).

Vale salientar que o local de coleta da planta hospedeira pode influenciar de
forma significativa os compostos encontrados e os fungos associados (Toghueo; Boyom,
2019; Vétrovsky et al. 2019). Assim, presume-se que a expressao enzimética também é
afetada, ja que a presenca de enzimas esta ligada ao metabolismo dos microrganismos,
fato que pode ser observado no estudo sobre a biotransformacao de terpenos por Trametes
elegans (Spreng.) Fr. isolado da Otoba gracilipes (Myristicaceae), apresentou resultados
diferentes do T. elegans (Spreng.) Fr. isolado do tronco na regiao de Antiquoia (Colémbia)

que sob as mesmas condigdes reacionais (Jaramillo et al. 2020).

Ha duas classes de endofiticos: a classe 1, que engloba os organismos associados
a plantas nao vasculares e insetos, e a classe 2, denominada Non-clavicipitaceous, carac-
terizada pela associacao com plantas vasculares (Khiralla, 2016), sendo que esta tltima

representa o foco de interesse do presente projeto.

4.2 A escolha da Familia botanica

Este topico tem como objetivo elucidar a escolha das plantas que foram objeto

de investigacao inicial sobre sua microbiota.
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Deste modo, em 2020 iniciou-se uma revisao sobre familias botanicas que pudes-
sem ser interessantes para investigacao da microbiota. Como ponto de partida, a etnobo-
tanica foi fundamental. A familia Meliaceae foi a escolhida por sua importancia, que sera
descrita neste capitulo, e também por terem sido encontrados poucos estudos referentes

& microbiota.

Face ao exposto, buscou-se no banco de dados do Sistema de informacao sobre a
Biodiversidade Brasileira (SiBBr) pelos depésitos do herbario Evaldo Buttura da UNILA,
plantas que fossem nativas da regiao e pertencentes a Meliaceae. Nesta busca, destacou-
se as espécies Guarea macrophylla (camboatd), Guarea kunthiana (peloteira), Cabrela

canjerana (cedro-canjerana) e Trichilia elegans (pau-de-ervilha) (SiBBr, 2020).

Por fim, os estudos prosseguiram com as Guarea kunthiana e Cabrela canjerana,

as quais nao havia relatos sobre sua microbiota, e pela disponibilidade de coleta.

4.2.1 Familia Meliaceae

A familia Meliaceae tem uma ampla distribuicdo, sendo encontrada nos conti-
nentes Africano, Asiatico e nas Américas Central e do Sul. Somente no Brasil esta familia
¢é representada por mais de 100 espécies, com vasta amplitude territorial, indo desde a

Amazonia até a regiao Sul (Pandini et al. 2017; Pennington; Clarkson, 2013).

Relatos etnobotanicos sobre esta familia mostram potenciais diversos, de trata-
mento de doengas sexualmente transmissiveis a uso como analgésicos, passando pelo uso
em rituais religiosos e na agricultura como biopesticida. No Quadro 4.1 é apresentado um
breve resumo, com algumas espécies de Meliaceae e suas aplicagoes na medicina tradici-
onal. Em uma revisdo do uso popular de plantas dessa familia na Africa do Sul foram

indicadas mais de 80 aplicagdes (Oyedeji-Amusa; Sadgrove; Wyk, 2021).
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Quadro 4.1 — Exemplos de Espécies da familia Meliaceae com relatos de atividade etno-

botanica.
Espécie Uso medicinal Regiao / Pais Referéncia
.. anti-séptico Nordeste, (Teixeira; Melo; De,
Cedrela fissilis Vell. Brasil 2006)
infecgoes fungicas co- Sudeste, Bra- (Fagundes; Oliveira;

nhecida como pano-
branco, escara e depu-
rativo

sil

Souza, 2017)

Carapa guianensis Aubl

reumatismo, dor de
garganta, tosse, luxa-
cao

gripe, tosse, diarreia,
febre, antibiético, lu-
xXacao

Norte, Brasil

Norte, Brasil

(Mesquita et al.
2020)

(Vasquez; Mendonga;
Noda, 2014)

gastrointestinais, re-
pelente, malaria
Diabetes, dores de
cabeca, diurético,
problemas gastrointes-
tinais

Diabetes

Bali, Indoné-
sia

Nordeste,
Brasil

C. procera D.C. inflamagdo de gar- Norte, Brasil (Mesquita et al.
ganta e batidas 2020)

Lansium domesticum malaria Indonésia (Rudiyansyah et al.

2019)

Khaya senegalensi malaria Nigéria (Ndana, 2016)
Diabetes,  gengivite India subcon- (Sujarwo et al. 2016)

Azadirachata indica A. Juss periodontia, pro- tinental
blemas de pele e

(Silva et al. 2015)

Fonte: Autora, 2025.

Em um outro estudo, desta vez com a Azadirachata indica A. Juss, foi realizado

um comparativo entre a etnobotanica de Bali na Indonésia e da India subcontinental,

sendo observado uma variabilidade entre os usos desta planta e os povos ancestrais da

regido, os autores atribuiram as diferencas entre as populagoes ao grau de influéncia da

medicina Ayurveda® (Sujarwo et al. 2016). No Brasil, esta espécie também ¢ utilizada

para diabetes, doengas gastrointestinais e dores de cabega (Silva et al. 2015).

Investigagoes fitoquimicas apontam uma vasta capacidade quimiossintética para

esta familia botéanica, tendo relatos de producao dos metabdlitos secundarios: esteroides,

terpenos, limonoides e cumarinas (Pandini et al. 2017; Lago; Roque, 2009; Junior, 2003).

1

Medicina tradicional do povo Indiano
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A classe dos limondides se destaca, sendo reportados mais de 200 compostos (Fan et al.
2022). Destacam-se os estudos com a madeira de Guarea macrophylla que apresentou
diversos terpenoides e também derivados do sisterol (Lago; Roque, 2009); e o estudo
com as folhas da Carapa procera que permitiu o isolamento do composto 5,6-De-hidro-
7-deacetoxi-7-oxogeduino (Figura 5a) com atividade anti-cAncer, superiores ao do taxol
(Dioum et al. 2016).

5,6-De-hidro-7-deacetoxi-7-oxogeduino Guai-6-en-10b-ol

Limonoide Sesquiterpeno

Figura 5 — Exemplo da diversidade estrutural da familia Meliaceae a.Limonoide e
b.Sesquiterpeno.

Fonte: Adaptado de Dioum et al., 2016, Lago; Roque, 2009.

4.2.1.1 Fungos endofiticos isolados da familia Meliaceae

A producao de metabdlitos secundarios pelas plantas esta intimamente ligada
a estimulos ambientais, e a presenga de microrganismos endofiticos, como fungos (Teoh,
2016). Diante das aplicagoes desta familia, e da comprovada diversidade quimica de seus
metabolitos secundarios (Fan et al. 2022), estudos com os fungos endofiticos isolados de
espécies da familia Meliaceae tém sido conduzidos por diferentes grupos de pesquisa, em

paises como Brasil, Indonésia e Nigéria.

Em uma investigacao para conhecer o perfil de fungos associados a planta medi-
cinal africana Khaya senegalensi, foram isoladas 126 cepas distintas, o género Rhizoctonia
foi o mais abundante (Ndana, 2016).

Em outro estudo, desta vez realizado no Brasil, com a Meliaceae amazonica Ca-
rapa guianensis, mais de 150 espécies de fungos endofiticos foram isolados, dos quais 20
foram submetidos a extragao de seus compostos em etanol, os quais foram utilizados nos
ensaios biologicos. Sao validas de destaque a espécie Pilidiella wangiensis, que demons-
trou atividade antimicrobiana; as espécies Diaporthe cf. mayteni e Endomelanconiopsis
endophytica, que apresentaram acao antiprotozoaria; e a espécie Phomopsis subordinaria,
que se mostrou ativa contra a Candida albicans (ATCC 60193); sendo ainda que outras

espécies apresentam potencial antiviral (Ferreira et al. 2015).
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Destaca-se também os estudos realizados por Rhoden e colaboradores com a Tri-
chilia elegans, coletada no estado do Parand, onde encontraram 97 espécies diferentes de
fungos endofiticos. O extrato bruto das cepas das espécies Cordyceps memorabilis; Pho-
mopsis longicolla e a Dothideomycete sp., apresentaram atividade antibacteriana (Rhoden
et al. 2012; Rhoden, 2012).

Os metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos isolados de Meli-
aceae sao objeto de estudos, como por exemplo o estudo realizado na Indonésia com a
planta medicinal Lansium domesticum onde fungos da familia Xylariaceae foram identi-
ficados como os produtores de novas moléculas de arugosinas (Rudiyansyah et al. 2019).
No Brasil o fungo Penicillium sp. isolado da Melia azedarach foi relatado como produtor
de meroterpenos, que apresentaram atividade bacteriostatica frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus sp. (Santos; Rodrigues-Fo,
2002, 2003).

4.2.1.2 O género Guarea

O género Guarea é um dos principais da familia Meliaceae, contemplando 69
espécies (Pennington; Clarkson, 2013). Estudos fitoquimicos com o género indicam que
os sesquiterpenos, que sao compostos derivados do isopreno com 15 carbonos em sua
cadeia principal, sdo os principais metabdlitos secundarios produzidos por este género
(Safriansyah et al. 2022).

Contudo, poucos estudos analisaram os fungos endofiticos destas plantas. O es-
tudo realizado por Gamboa e colaboradores (2001) em Porto Rico com a espécie Guarea
guidonia, coletada em areas de floresta e em areas mais antropizadas, demonstrou uma
maior diversidade de isolados de fungos endofiticos na area mais preservada; sendo Pho-
mopsis o género mais abundante, seguido por Colletotrichum (Gamboa; Bayman, 2001).
Ja em outro estudo com endofiticos, também da G. guidonia, encontrou maior abundancia
de espécies pertencentes ao género Phomopsis, seguido por espécies de Phyllosticta spp.
(Gamboa Gaitan et al. 2005).

A espécie selecionada do género Guarea foi a G. kunthiana A. Juss. (Meliaceae),
a qual apresenta as sinonimias G. pohlii e G. simplicifolia. Tem distribuicdo geografica
ampla, é chamada popularmente de cedro bravo, jito, peloteira e carrapeta. Em estudos
com o extrato de suas folhas mostraram atividades leishmanicida (Lima, 2006), larvicida
(Sarmento et al. 2016), antiparasitaria (Pereira, 2016), carrapaticida (Silva Barbosa, 2012)

e antioxidante e antimicrobiana (Pandini et al. 2017).

A G. kunthiana apresenta como caracteristicas botanicas: folhas com raque canali-
culada, e foliolos opostos, de formato eliptico ou em langa, o apice atenuado ou cuspidado.
A nervacgao é eucamptdédroma, e a face abaxial pode ser glabra ou pubescente, com gema

terminal presente. J4 a inflorescéncia ocorre de forma axilar ou ramiflora. As flores pos-
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suem calice com indumento estrigoso na face externa, corola com pré-floragao valvar e a
face externa apresenta-se com indumento estrigoso, piloso ou pubescente. O tubo estami-
nal tem face externa glabra ou estrigosa, enquanto o ovario é glabro, com dois évulos por
l6culo. Os frutos sao elipsoides, globosos ou obovoides, com apice arredondado, textura

lisa e indumento glabro (Flores, 2020).

4.2.1.3 O género Cabralea

O género Cabralea tem estrutura particular, com apenas uma espécie, a Cabralea
canjerana (Oliveira Melo; Franceschinelli, 2016). Possui distribui¢ao ampla, da Costa Rica
a Argentina, e ¢ um importante género para recomposi¢ao vegetal de areas degradadas da
Mata Atlantica. Sua madeira é resistente a organismos xil6filos sendo muito utilizada para
moveis e construgao civil, possuindo alto valor de mercado. Com coloracao avermelhada,
a madeira também é empregada na industria téxtil para tingimento (Felippi; Aradjo;
Longhi, 2015). J& do ponto de vista medicinal, a casca é empregada pelos indigenas do
Mato Grosso do Sul para o tratamento de problemas na pele (Bueno et al. 2005). A espécie
C. canjerana (Vell.) Mart. popularmente é chamada de canjerana (Felippi; Aratjo; Longhi,
2015).

A planta tem como caracteristicas botanicas ser hermafrodita. Os ramos jovens
apresentam indumento variavel, podendo ser puberulosos, pubescentes, velutinosos ou vi-
losos, com lenticelas as vezes presentes. As folhas geralmente sdo paripinadas, raramente
imparipinadas, medindo 10-80 cm de comprimento, com peciolo semiterete e raquis terete,
ambos apresentando indumento variavel. Os foliolos, opostos ou subopostos, geralmente
oblongos, apresentam base assimétrica e apice atenuado ou acuminado, podendo ter super-
ficies superiores glabras ou pubescentes, frequentemente com excrescéncias crateriformes e
papilas vermelhas minusculas. As flores, bissexuais ou unissexuais, formam inflorescéncias
axilares ou agrupadas, com calice pateliforme e pétalas livres. O tubo estaminal possui
9-12 apéndices alternando com anteras, e o ovario semi-inferior é pubescente, com l6culos
contendo 6vulos superpostos. A capsula é globosa ou elipsoidal, com valvas contendo 1-2

sementes envolvidas parcialmente por um arilddio carnoso (GARDENS, 2024).

Estudos fitoquimicos mostram uma diversidade metabodlica para Cabralea canje-
rana; por exemplo, da madeira, a partir de extragoes em hexano, diclorometano e metanol,
foram isolados diferentes triterpenos (Figura 6) espécie (Campos Braga et al. 2006). A
prospeccao de atividade para os extratos obtidos de sementes em acetato de etila foi efe-
tiva no combate a moscas da fruta (Anastrepha fraterculus) (Magrini, Flaviane Eva et al.
2014). Em outro estudo, a aplicagao de extrato alcodlico e em acetato de etila das semen-
tes de C.canjerana mostrou-se eficiente para o combate da praga Spodoptera frugiperda,
impedindo o desenvolvimento das larvas, este nematoide costuma atacar as lavouras de

feijao e algodao, o estudo ainda indica que a presenca de triterpenos como os responsaveis
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pela atividade (Magrini, Flaviane E. et al. 2015).

acido 208,24 S-epoxi-7f,25-di-hidroxi-3,4-secodammar-4(28)-en-3-oico
Figura 6 — Triterpeno isolado da C'.canjerana em extrato metandlico.

Fonte: Adaptado de Campos Braga et al., 2006.

4.3 Objetivos

Esta etapa do trabalho teve como objetivo selecionar espécies vegetais regionais
relevantes e pouco estudadas, isolamento de fungos endofiticos e a identificacao, bem como

a selecao das cepas a serem estudadas nas proximas etapas.
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5 Metodologia

5.1 Coleta

A coleta das espécies vegetais de interesse foi realizada no 22 de maio de 2021,
no inicio da tarde no refiigio biolégico Bela Vista, area de recuperagao ambiental mantida
pela Usina Hidroelétrica Itaipu Binacional, no municipio de Foz do Iguagu. Os pontos
de coleta foram registrados pelo Google Maps, para Guarea kunthiana foram obtidas as
seguintes coordenadas: P1. 25°26’57.3”S 54°33'13.0"W, P2. 25°26’56.4”S 55°33’14.7"W,
P3. 25°26°56.3”S 54°33’'15.0"W, P4. 25°26°57.4”S 54°33’12.9”W. O exemplar de Cabrelea
canjerana foi coletado no ponto 25°26’56.4”S 54°33’12.8”W. Na figura 7 é amostrada as

plantas coletadas.

Figura 7 — a. Folhas de Cabarela canjerana, b. Arvore C. canjerana, c. Folhas de Guarea
kunthiana, d. Arvore G. kunthiana

Fonte: Autora, 2025.

5.1.1 Metodologia para isolamento e preservacao

Para o isolamento dos fungos endofiticos, folhas e galhos das espécies selecionadas
e de aspecto saudavel foram coletados e acondicionados em sacos plasticos limpos e veda-
dos para transporte. Posteriormente, os materiais foram lavados em agua corrente para
remocao de sujidades superficiais, em sequéncia embebidos em solu¢ao de hipoclorito de
s6dio, NaClO, a 5 % por 5 minutos, em seguida colocados em alcool 70 % por 5 minutos,

e por fim, lavados em dgua deionizada estéril duas vezes para a devida assepsia (Rhoden

et al. 2012).
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Com auxilio de um bisturi estéril, as folhas e galhos foram cortados em pedacos de
aproximadamente 5 mm de comprimento (Gamboa; Bayman, 2001), e dez (10) fragmentos
foram acomodados em placas de Petri com 90 mm de didmetro, com meio PDA (4gar
batata dextrose) e cloranfenicol (0,07 g.L.™!) para o desenvolvimento de microrganismos
endofiticos. As placas foram mantidas a 28 °C em estufa B.O.D por 48 h a 120 h.

Para a G. kunthiana, foram processadas cinco folhas de trés arvores, além de um

(1) fruto. Ja da C. cabrelea, foram processadas cinco folhas de uma arvore.

Para controle da assepsia do material, foram inoculados 100 pnl. da agua resi-
dual do ultimo enxdgue do processo de lavagem das folhas em placa de Petri com PDA,

incubadas por igual periodo ao das amostras.

O plaqueamento em PDA foi repetido até a obtencao de isolados fungicos, que
foram separados de acordo com a morfologia das culturas. Os microrganismos obtidos
foram preservados em solucgao de glicerol a 20 % em dgua e armazenados em freezer a -80

°C, em duplicata.

5.1.2 Teste de suscetibilidade preliminar para selecao das cepas

A selecdo dos farmacos foi feita de acordo com o emprego deles no Sistema Unico
de Saude (SUS) no municipio de Foz do Iguagu - PR, no periodo de 2017 a 2020 (PMFT,
2017), pertencentes a 5 classes terapéuticas, conforme Quadro 5.1. As estruturas quimicas

dos farmacos utilizados sdao apresentadas na Figura 8.
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Figura 8 — Estruturas quimicas dos diferentes farmacos utilizados no teste de susceptibi-
lidade.

Fonte: Autora, 2025.
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Quadro 5.1 — Medicamentos utilizados no avaliagado de suscetibilidade preliminar.

Farmaco e Dosagem Forma Farmacéu- Classe terapéutica Laboratério
tica
Paracetamol (500 mg) Comprimido antitérmicos e analgé- Hipolabor Farma-
sico céutica
Acido acetilsalicilico Comprimido antitérmicos e analgé- Medicamentos
(AAS) (100 mg) sico Custédia
Dipirona sdédica mono- Comprimido antitérmicos e analgé- Prati Donaduzzi
hidratada (500 mg) sico
Ibuprofeno (600 mg) Comprimido anti-inflamatérios nao Prati Donaduzzi
esteroides (AINES)
Diclofenaco sédico (100 Comprimido anti-inflamatérios nao EMS
mg) esteroides (AINES)
Cloridrato de amitripti- Céapsula antidepressivos EMS
lina (25 mg)
Cloridrato de fluoxetina Cépsula antidepressivos TEUTO
(20)
Etinilestradiol(30 mcg) Comprimido hormoénios Unido Quimica
e Levonorgestrel (150
mcg)
Amoxicilina (500 mg) Capsula antimicrobianos (anti- Teuto
bidtico)
Fluconazol (150 mg) Comprimido antimicrobianos  (anti- EMS
fungico)

Fonte: Autora, 2025.

Os fungos endofiticos foram cultivados em meio minimo acrescidos de 0,5 g.L.=! de
glicose, enriquecidos com solucdo dos farmacos em uma concentracio final de 10 mg.L ™1,
incubados por 48 h em shaker sob agitagao orbital (150 rpm) a 28°C (Ivshina et al. 2019).
Para tal, foram utilizados tubos de ensaio com tampa de 10 mL, com 3 mL de meio e 1
disco de 6 mm de didmetro (in6culo) e 600 uL da solucao de farmaco. O controle positivo
consistiu na incubacao de 1 disco de 6 mm de didmetro de cada fungo recém crescido, com
3 mL de meio em tubo de 10 mL, sendo as mesmas condi¢oes de temperatura e agitacao

que as amostras testadas.

Apobs esse periodo, adicionou-se 300 ul. de uma solugdo aquosa de cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) (0,5 %), que na presenga de células vidveis é convertido em
formazana, que por sua vez é detectado em A\ = 450 nm no UV; e incubou-se por 2 h em
shaker com agitacao de 150 rpm a 28 °C. Para a leitura, o sobrenadante das amostras e
do controle positivo foram transferidos para a microplaca de fundo chato (Kasvi®) de 96
pocos, e a absorbancia foi determinada em leitor de microplacas (Celer® modelo Polaris)
em um comprimento de onda de 450 nm (Moussa et al. 2013). Como controle negativo, o

meio minimo, o farmaco e o TTC.

Para definir a porcentagem (%) de susceptibilidade considerou-se que o controle
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positivo era igual ao crescimento méaximo; os valores da absorbancia do controle negativo

foram descontados de todas as amostras. Por fim, aplicou a equacgao 5.1:

z-100
cp

tolerancia% = (5.1)

Onde x é a média dos valores de absorbancia das amostras ji subtraidos do
controle negativo, e ¢p é a média dos valores de absorbancia encontrados para o controle

positivo.

5.2 ldentificacao

5.2.1 Identificacdo morfoldgica

Para identificagao morfologica, foram preparados os microcultivos com adapta-
¢oes ao método da ANVISA. Os fungos foram reativados em placas de Petri com meio
PDA por 7 dias a 28°C em B.O.D. Posteriormente, foram inoculados em meio extrato
de malte liquido, incubados em shaker sob agitagao orbital (150 rpm) a 28°C por 7 dias.
Por fim, foram inoculados 50 ul. do meio com fungo em lamina com meio PDA e reco-
bertos com a laminula, incubados por 7 dias a 28°C. Ao final, as l1dminas foram coradas
utilizando azul de algoddao com lactofenol (Exodo Cientifica®), a leitura foi realizada em
microscopio 6ptico (Primostar 3 - Zeiss®) para observacio das estruturas morfolégicas:
hifas, conidiéforo e de reproducao - conidios (ANVISA, 2022).

5.2.2 ldentificacao molecular

Esta etapa foi realizada em colaboragdo com a Professora Dra. Rafaella Costa
Bonugli Santos do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia - LABIMIC (UNILA).

5.2.2.1 Extracao de DNA

A extracdo do DNA (Acido desoxirribonucleico) foi feita pelo método fenol-
cloroférmio. Onde os isolados recém crescidos por 7 dias em 10 mL de PDA em estufa
B.0O.D a 28°C. O micélio foi transferido para um microtubo de centrifuga e lavado com
agua ultrapura estéril. Posteriormente, adicionou-se 50 uL tampao de extragao (SDS 1%
EDTA 25 mmol.L.™! e Tris-HCI 200 mmol.L.=! em pH 8.0) e triturado com auxilio de um
bastao de plastico. Completou-se o volume com 1 mL tampao de extracdo e incubou-se
em banho-maria a 65 °C por 20 minutos. Centrifugou-se a 14000 rpm por 10 minutos a 4
°C. Entao, transferiu-se 800 puL do sobrenadante para um microtubo de 2 mL e adicionou
800 pL de fenol, apds homogeneizagao suave, centrifugou-se a 14000 rpm por 5 minutos a

4 °C. Transferiu-se 600 ul. do sobrenadante para um microtubo e adicionou-se 300 pL de
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fenol e 300 puL. de cloroférmio, e novamente levou-se a centrifuga por 5 minutos a 14000
rpm e 4 °C. Um volume de 400 pLL do sobrenadante foi transferido para um microtubo de 2
mL e completado o volume com 400 uL. de cloroférmio. Por fim, a amostra foi novamente
centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um
tubo de centrifuga de 1,5 mL, adicionou-se 600 pL. de isopropanol homogeneizado e deixou-
se por 15 minutos em temperatura ambiente, posteriormente foi centrifugado a 14000 rpm
por 8 minutos a 4 °C. Na sequéncia, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 400 uL
etanol 70 % gelado, e centrifugou-se a 14000 rpm por 5 minutos a 4 °C, deixando evaporar
por 24 h. O pellet formado foi suspendido em 30 pL. de dgua ultrapura esterilizada em
autoclave e armazenado no freezer a -8 °C (Rueda et al. 2020). A figura 9 ilustra de modo

esquematico o procedimento realizado para extracao e sequenciamento do DNA.
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Figura 9 — Esquema ilustrativo do processamento dos fungos para obtencao do DNA para
identificagdo molecular.

Fonte: Autora, 2025.
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5.2.2.2 Amplificacdo de DNA

Para amplificacao do DNA, foi adicionada a enzima polimerase HOT START
TAG DNA (Classfive enzyme®) de acordo com as especificacdes do fabricante. Posteri-
ormente, foram adicionados os Primer foward I'TS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG e
Primer reverse ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al. 1990). No termocicla-
dor (Touch - Thermal Cycle T960), foi feito um sistema de 30 ciclos iniciado a 94 °C por 1
minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto, referente as etapas de desnaturagao, ane-
lacao, alongamento, respectivamente. Além de um ciclo inicial de 94 °C por 2 minutos e um
a 72 °C por 10 minutos para garantir a completa desnaturacdao do DNA. Posteriormente,
foi realizada a quantificacio do DNA por Nanodrop One C (Thermo-Fisher Scientific®).
Realizou-se ainda a eletroforese com gel de agarose 1,2%. Para execucgao da eletroforese
usou-se tampao TAE 1% (200 mL de TRIS-HCI1 4 200 mL de EDTA), e corrente 90 mV
por 90 min (Loccus® LPS300 - com a cuba LHC 13X15). Como controle usou-se o KASVI®
100bp DNA leader RTU. A leitura do gel foi feita em cabine de fotodocumentacao com

transiluminador de luz ultra-violeta (Loccus® - L-PIX EX).

5.2.2.3 Sequenciamento

As amostras foram purificadas com FroSAP-ITTM e sequenciadas pelo método

Sanger no equipamento AB 3500 Genetic Analyzer pela empresa ACTgene.

5.2.2.4 Identificacao

As sequéncias obtidas foram ajustadas no BioEdit Sequence Alignment Editor®
versao 7.2.5. Entao foram comparadas com as armazenadas no banco de dados do Nati-
onal Center for Biotechnology Information (NCBI), por meio da ferramenta de bioinfor-
matica Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), a qual identifica semelhancas entre
as sequéncias de interesse e as ja depositadas no banco de dados. Para uma precisao da
analise, foram consideradas apenas as sequéncias com percentual de similaridade superior
a 98 %, que significa uma alta coincidéncia entre as sequéncias armazenadas e as obtidas

experimentalmente, resultando em uma maior confianca na identificacdo do organismo.

Apos esta etapa de busca no BLAST, as sequéncias selecionadas por similari-
dade foram alinhadas com as obtidas experimentalmente no programa MEGA (Molecu-
lar Evolutionary Genetics Analysis), versao 11.0.13, o qual alinha com precisao diversas
sequéncias, o que é sumario para verificar as associagoes evolutivas entre os organismos

estudados e os ja descritos (Kumar; Stecher et al. 2018).

Posteriormente, as sequéncias alinhadas foram submetidas a andlise estatistica
para definicao do melhor modelo para obtencao da arvore filogenética, que é uma represen-

tacao grafica das relagoes evolutivas entre organismos de interesse, baseada na similaridade
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das respectivas sequéncias de DNA. Para uma melhor robustez das analises, fez-se o uso
do método Phylogeny Bootstrap, o qual confirma a confiabilidade dos ramos da arvore
através de replicacoes aleatorias, sendo realizadas 1000 vezes. Tal processo é importante
para a verificacdo com maior precisao das distancias evolutivas entre os diferentes fun-
gos avaliados, permitindo uma interpretacao robusta das relagoes filogenéticas e provavel

classificacao taxondmica.
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6 Resultados e discussao

6.1 Coleta das plantas e o isolamento dos microrganismos

Apos a coleta, o isolamento foi realizado no laboratério de Biotecnologia Ambiental
da UNILA. Foram isolados 38 fungos de C. canjerana e 131 de G. kunthiana, os quais foram
classificados em 24 morfo-tipos. Até o presente momento, ndo foram encontrados relatos

de investigacao da micobiota endofitica para as espécies G. kunthiana e C. canjerana.

6.2 Selecao das cepas

A tolerdncia dos isolados aos farmacos selecionados (Quadro 5.1) foi avaliada
utilizando-se o cloreto de trifeniltetrazolio (TTC), um indicador de atividade metabdlica,
que permite o monitoramento da atividade celular apds o tratamento com o farmaco, ja
que as células viaveis convertem o TTC em formazana, que emite coloracdo avermelhada
em A 450 nm no UV-Vis. Para esta etapa, foram selecionados ao menos um exemplar de
cada morfo-tipo, totalizando 53 morfo-espécies estudadas, das quais 18 mostraram-se tole-
rantes a todos os farmacos avaliados. Observou-se também que mais fungos conseguiram
crescer na presenga de Fluoxetina (26), antitérmicos (24), amoxicilina (23), horménios
(21), amitriptilina (18) e fluconazol (16). Os resultados para o fluconazol, um antifingico
do tipo azdis com largo espectro de agao, corroboram com o crescente niimero de registros
de cepas resistentes a este antifingico descritos na literatura (Lee; Robbins; Cowen, 2023;
Escribano; Guinea, 2022; Morschhéuser, 2016).

No total, 10 fungos que apresentaram um crescimento acima de 20 %, conforme
equacao 5.1, nas condi¢oes dos ensaios em pelo menos um tratamento foram selecionados
para estudos de atividade enzimatica, conforme observa-se na tabela 1. Destacam-se as
cepas mcc_ A5 3 emgk Bl 3 que apresentaram crescimento superior a 20 % e 17 % em

relagdo ao controle para todos os farmacos avaliados, respectivamente.

6.3 ldentificacdo dos fungos

As cepas que foram consideradas promissoras apos triagem inicial pelo TTC foram
submetidas a identificagao molecular pelo método de SANGER. Nos Quadros 6.1 e 6.2
observa-se, em resumo, os resultados obtidos e as caracteristicas micro e macroscopicas
em PDA das cepas de interesse. No anexo C é possivel verificar as arvores filogenéticas

obtidas e as porcentagens de similaridade com as cepas do Blast.
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Tabela 1 — Crescimento celular fingico na presenca dos farmacos selecionados expressos
em porcentagem (%) em relagdo ao controle positivo.

Crescimento celular % por tratamento

Fungo Hormonios Fluoxetina Amitriptilina Fluconazol Amoxicilina Antitérmicos
mcc_A3_5 11,33 27,85 8,06 13,23 8,06 23,27
mcc_ A5 3 26,93 33,6 35,33 23,56 35,33 22,67
mcc A4 9 20,83 36,33 13,8 13,47 13,8 25,2
mgk A3 3 0 23,87 19,3 22,1 19,3 13,56

mgk A3 15 0 1,13 28,63 0 28,63 5,63
mgk A5 5 18,85 10,54 4,98 13,51 4,98 46,71
mgk Bl 1 0 5,26 48,87 18,73 48,87 12,23
mgk Bl 3 27,36 30,37 17,33 18,8 17,33 33,4
mgk C4 2 20,1 6,57 45,5 1,6 45,5 6,37
mgk C3_9 0 0 1,77 0,9 1,77 27,13

Fonte: Autora, 2025.

Quadro 6.1 — Identificacao molecular e caracterizacdo morfolégica dos fungos endofiticos
promissores para Cabrelea canjerana.

Isolado

Morfologia

Perfil micro e macroscépio em Identificagdo mo-

PDA

lecular

mcc_ A3 5

Colonia circular com bordas
uniforme,
textura aveluda, sulcos radiais
do centro para meio. Esporos
ovais, com seccoes e de colora-
¢ao marrom; presenca de hifas
coradas em azul

micélios marrom,

. \‘\ | \;
y
P \
)

\é'«\ y Ay

Curvularia sp.

mcc_ A4 9

Colo6nia com coloragao dos mi-
célios amarela nas bordas, no
centro faixa circular branca
e ponto central amarelado;
verso marrom acastanhado,
micélios com aspecto de plu-
mas. Sem detecgao de esporos,
hifas hialinas

H

nao identificado

mcc_ A5 3

Colénia com bordas irregu-
lares arredondadas, micélios
marrom, sulcos radiais do cen-
tro para meio. Presenca de hi-
fas coradas em azul

o o
{? ? ZE

Dothiorella sp.

Fonte: Autora, 2025.

O género do Cuvurlaria (filo: Ascomycota; classe: Dothideomycetes; ordem: Ple-

osporales; familia: Pleosporaceae), o qual o isolado mcc_A3 5 pertence, possui mais de

200 espécies relatadas. Na literatura, este género ja foi descrito como endofitico e fito-
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patogeno natural; além de ser responsavel pela producgao de diversos compostos naturais
com atividade bioldgica, como terpenos e alcaloides; e de enzimas como celulase, lacase e
peroxidase (Mehta; Meena; Nagda, 2022).

O isolado mcc_A5_ 3 foi identificado como pertencente ao género Dothiorella (filo:
Ascomycota; classe: Dothideomycetes; ordem: Botryosphaeriales; familia: Botryosphaeri-
aceae), que sdo tipicamente associados a doengas em plantas citricas, sendo que o ata-
que ocorre de modo oportunista em plantas com fissuras e/ou desnutridas (Belair et al.
2022). Outros estudos mostram o potencial medicinal de metabdlitos secundarios deste
género, por exemplo, dois compostos com atividade antimicrobiana foram obtidos a par-
tir do fungo endofitico Dothiorella sp. ML002 isolado da planta Xylocarpus granatum
(Dankyira et al. 2022). Adicionalmente, 4 andlogos a 6-metilpiridiona, conhecidos por sua
fitotoxicidade, foram isolados do Dothiorella sarmentorum (Salvatore et al. 2023). Tam-
bém é relatado potencial enzimatico diversificado para o género, destacando atividades

para celulase, lipase e lacase (Esteves et al. 2014).

Os fungos mgk A3 3 e mgk A3 15 foram identificados como pertencentes a
mesma espécie, a Albonectria rigidiuscula (filo: Ascomycota; classe: Sordariomycetes; or-
dem: Hypocreales; familia: Nectriaceae), que é o taxon atual para Fusarium decemcellulare,
de acordo com Mycobank 2. Os relatos de isolamento mostram ser um fungo que habita
regides tropicais além da China e que pode causar diversas doencas em plantas. Sao atri-
buidos a espécie a sintese de 4 metabdlitos pirrolidinonas, denominados rigidiusculamidas
A - D, onde A e B apresentam potencial citotéxico (Li et al. 2009). J4 o estudo de volateis
produzidos pela espécie, isolada dos ramos de Psidium guajava doente, indicou a presenca
de 3-metilbutanol, 2-metilbutanol, v-muuroleno e acetato de nerolidol (Oliveira, F. C. et
al. 2017).

2 Para maiores informagdes acesse: text(ttps://www.mycobank.org)
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Quadro 6.2 — Identificacao e caracterizagao morfologica dos fungos endofitico promissores

para G. kunthiana.

Isolado

Morfologia PDA

Perfil micro e macroscépio em Identificagdo mo-

lecular

mgk A3 3

Colonia circular com bordas
irregulares, cultura com micé-
lios branco na parte superior
da placa e rosa nas bordas no
verso, sulcos radiais do centro
para a borda. Esporos ovais,
alongados, coradas em azul;
hifas hialinas

. . i
..E

Albonectria
diuscula

T1g1-

mgk A3 15

Colonia circular com bordas
irregulares, cultura com micé-
lios branco na parte superior
da placa e rosa nas bordas no
verso, sulcos radiais do centro
para a borda. Esporos ovais,
alongados, coradas em azul;
hifas hialina

=Y )

Albonectria
diuscula

T1g1-

mgk A5 5

Colonia irregular, cultura
com micélios branco na parte
superior da placa e levemente
marrom  avermelhado  no
verso, com bordas escuras, -
textura aveluda. Esporos esfé- 2
ricos, com seccoes circulares e '
de coloragao verde; presenca

de hifas hialinas

Colletotrichum
Sp.

mgk Bl 1

Colonia circular com bordas
uniforme, cultura com micé-
lios branco na parte superior
da placa e levemente amarelo
no verso, textura algodao. Es-
poros falciforme com secgoes,
coradas em azul

Fusarium sp.

mgk Bl 3

Colonia com alternancia de co-
loracao dos micélios branco e
preto, com o centro em preto.
Sem deteccao de esporos

Rigidoporus sp.

mgk_C3_9

Colonia micélios marrom, tex-
tura camurca. Esporos alonga-
dos apresentando uma ponta
mais larga e segmentada de co-
rada com azul de algodao

Alternaria sp.

mgk C4_2

Colonia  branca, uniforme,
com aspecto de algodao (a,b).
Hifas hialinas (c), esporos em
bastonete corados de verde
(c.d)

Bjerkandera sp.

Fonte: Autora, 2025.
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Como sendo do género Fusarium (filo: Ascomycota; classe: Sordariomycetes; or-
dem: Hypocreales; familia: Nectriaceae) foi identificado o isolado mgk B1 1. Entre os
fungos endofiticos, o género Fusarium é o mais abundante (Ahmed et al. 2023). Por outro
lado, é conhecido como sendo um dos principais fitopatégenos de sementes como milho,
causando prejuizo a agroindustria. Adicionalmente, a ingestdo de alimentos com a pre-
senca de micotoxinas produzidas por este género pode resultar em sintomas como dor
de cabega, vomito e diarreia (Ibrahim et al. 2021; Doshi; Serd, 2023). Outro problema
encontrado é a resisténcia a fungicidas que as espécies descritas para este género tém
apresentado (Doshi; Serd, 2023). Por outro lado, a biotecnologia vem investigando e apro-
veitando a capacidade enzimatica destes fungos na producao de insumos de maior valor
agregado, como o uso de enzimas lignoliticas para produgao de biocombustivel (Pessoa
et al. 2017). Ademais, corantes e compostos bioativos foram encontrados em espécies do
género (Pessoa et al. 2017; Ibrahim et al. 2021; Ahmed et al. 2023).

O mgk A5 5 pertence a espécies classificadas como Colletotrichum (filo: As-
comycota; classe: Sordariomycetes; ordem: Glomerellales; familia: Glomerellaceae), que
sao fungos endofiticos ou fitopatdgenos oportunistas, podendo causar doencas em dife-
rentes culturas desde café até o mamao. Diversos estudos mostram aplicagdes biotecno-
logicas e os metabdlitos produzidos por este género. Destaca-se a sintese do composto
escopolamina e de seu precursor hiosciamina, produzido pelo C. incarnatum isolado da
planta Datura metel L. (Krishnamurthy; Naik, 2017). Outro destaque é o uso da enzima
L-asparaginase isolada do fungo endofitico C. gloeosporioides que demonstrou atividade
antitumoral (Yap; Lee; Ting, 2022). Outros estudos, por exemplo, relatam a capacidade
de biotransformacao de terpenos e também esteroides por fungos endofiticos do género,
e lipases isoladas do Colletotrichum gloeosporioides foram utilizadas na conversao de gor-

dura animal e éleos vegetais em dmega 3,6 ¢ 9. (Sande et al. 2017).

O isolado mgk B1 3 foi identificado como pertencente ao género Rigidoporus
(filo: Basidiomycota; classe: Agaricomycetes; ordem: Polyporales; familia: Meripilaceae).
Os Rigidoporus sao conhecidos por serem causadores da doenca de podridao branca na
seringueira (Hevea brasiliensis), a qual leva a morte da planta (Maiden et al. 2022). Di-
ferentes atividades bioldgicas dos metabodlitos secundarios destes fungos sao relatadas,
incluindo atividade antitumoral, anticoagulante e imuno-protetiva (Bhambri et al. 2022;
Richard; Guillot; Bolton, 1997), além do uso dos epdxi-polissacarideos como antioxidante
(Jia et al. 2018), apresentam ainda boa atividade de lacase e dlcool desidrogenase (Ken
et al. 2016; Cambria et al. 2010).

O fungo mgk C3 9 pertence ao género Alternaria (filo: Ascomycota; classe:
Dothideomycetes; ordem: Pleosporales; familia: Pleosporaceae), assim como os demais
fungos endofiticos, também ¢é causador de doengas em varias culturas (Lawrence; Rotondo;

Gannibal, 2015). Do ponto de vista biotecnolégico, se mostra promissor na producao
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de metabodlitos secundéarios com atividade antimicrobiana (Elghaffar et al. 2022; Fanele;
Ndlovu, 2023).

O isolado mgk C4_ 2 foi identificado como membro do género Bjerkandera (filo:
Basidiomycota; classe: Agaricomycetes; ordem: Polyporales; familia: Meripilaceae), é co-
nhecido como fungo decompositor, nao associado como fitopatogeno. O potencial enzi-
matico é grande para o género, principalmente quando se trata de enzimas lignoliticas
(Hernandez-Bueno et al. 2021; Baik et al. 2021). Estudos sobre atividade biolégica suge-
rem alto potencial antioxidante (Oliveira, C. F. d. et al. 2022) e fungicida, como agente

de controle em lavouras (Chen, Y. et al. 2021).

Em comparacao aos relatos referentes a fungos endofiticos encontrados na familia
Meliaceae, que ja foram descritos, por exemplo, o Curvularia e Trichoderma, isolados da
espécie Guarea guidonia, originaria de Porto Rico (Gamboa; Bayman, 2001); de Clasdos-
porium em folhas da Khaya senegalense, originaria da Nigéria (Ndana, 2016). E de Asper-
gillus, Fusarium e Trichoderma isolados da arvore amazdnica Carapa guianensis (Ferreira
et al. 2015) e no Brasil é relatado o Penicillium sp. isolado da Melia azedarach (Santos;
Rodrigues-Fo., 2003), os resultados obtidos indicam uma diversidade complementar ao ja

relatado.

6.4 Conclusao parcial

Para o presente trabalho foram selecionadas 2 (duas) espécies vegetais nativas
do oeste paranaense pertencentes a familia Meliaceae, i.e. Guarea kunthiana A. Juss e

Cabralea canjerana (Vell.) Mart..

O ensaio de TTC mostrou a capacidade das cepas em tolerar diversas classes
terapéuticas. Deste modo, acredita-se no potencial enzimatico dos isolados para biotrans-

formar farmacos.

Os resultados da identificagdo das espécies destacam a fragil distingdo entre
fungos endofiticos e fitopatogenos, uma vez que o género dos isolados é frequentemente

associado a doencas na literatura.

Na literatura, os géneros dos fungos isolados e identificados mostram caracteris-
ticas para aplicacoes biotecnologicas, como producao de enzimas, o que justifica a pros-
peccao enzimatica das cepas isoladas para confirmar e conhecer melhor sobre o material
obtido, uma vez que o local de coleta e a origem dos isolados, bem como as diferentes

linhagens, podem influenciar na sua atividade biotecnoldgica.

Ressalta a escassez de estudos sobre o potencial enzimatico dos fungos endofiticos
provenientes de plantas na regiao Foz do Iguacu, deste modo, o presente projeto se apre-

senta como o primeiro nessa linha com plantas da regiao, associando recursos regionais e
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processos sustentaveis para a biotransformagao de farmacos.
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7 Fungos endofiticos e prospeccao enzima-

tica

7.1 Fungos produtores de enzima

Estudos envolvendo especificamente os fungos endofiticos sugerem que estes po-
dem auxiliar na biorremediagao dos gases do efeito estufa (Iqbal; Nelson; McCulley, 2012),
de metais toxicos (Pietro-Souza et al. 2020) e de residuos plasticos (Silva, K. R. 1. DA,
2009). Ja na &area industrial, esses microrganismos podem ser utilizados na biorremedi-
acao de solventes orgdnicos, como benzeno (Prenafeta-Boldi; Summerbell; Hoog, 2006)
e de matéria orgénica, como por exemplo, materiais lignoliticos (Rana et al. 2019); na
biotransformacao de moléculas aplicadas a industria quimica e farmacéutica (Singh, 2017;
Abdelraheem et al. 2019). Tais estudos enfatizam a importancia dos fungos endofiticos

para um desenvolvimento sustentavel.

Muitas dessas aplicagoes dos fungos estao associadas a producgao de diferentes
enzimas, como lipases, amilases termoestaveis, proteases, oxirredutases, entre outras, que
podem ser utilizadas como biocatalisadores em diferentes tipos de reacoes. Estas enzi-
mas podem participar das biotransformacoes de moléculas complexas, como as de alguns
farmacos, e de compostos mais simples e, muitas vezes, levando ao desenvolvimento de
processos de menor toxicidade para o meio ambiente (Caracciolo; Topp; Grenni, 2015;
Prenafeta-Boldd; Summerbell; Hoog, 2006).

Exemplos de enzimas isoladas de fungos endofiticos sao muitos, mas, sucinta-
mente, destaca-se a celulase isolada do fungo Curvularia kusanoi, que ¢é estavel em pH
alcalinos (Vazquez et al. 2019). Lipase, endoglucanases e xilanases isoladas de Fusarium
spp. foram aplicadas a producgao de biocombustiveis, demonstrando o potencial biotecno-

logico destas enzimas (Pessoa et al. 2017).

Em outro estudo, Batista e colaboradores (2022) demonstraram o potencial
hidrolitico de enzimas produzidas por fungos isolados do agai ( Euterpe precatoria). O fungo
Colletotrichum sp. S1 demonstrou potencial para producao de celulase (15,76 U.mL™!) e
o Penicillium sp. L3 na producio de amilase (30,96 U.mL™1); o estudo enfatizou que o

pH 6timo de produgao foi 8,0 e a temperatura 45 °C (Batista et al. 2022).

A diversidade enzimatica também é destaque nos fungos endofiticos, isolados de
plantas medicinais mexicanas, as cepas Corynespora cassiiocola, Hypozylon investiens, Xy-
laria e Xylariacecae mostraram atividade para lacase, celulase, amilase e lipase (Toghueo;

Zabalgogeazcoa et al. 2017).
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7.2 Enzimas

Enzimas sdo, em sua maioria, proteinas funcionalizadas que apresentam entre
100 a 400 aminoéacidos (AA), o tamanho estd ligado a estabilidade do seu sitio catalitico,
que deve ser protegido. A presenca de metais, como cobre, é comum e estes contribuem
para a disposicao tridimensional dos AA, que vao ser os responsaveis pela interagdo com
o substrato (Nelson DAVID L., 2019). A desprotonacao dos AA no centro catalitico da
enzima é importante para ligagdes com o substrato. Assim, o pH é de suma importancia

para a manutencao da atividade enzimética (Faber, 2000).

As enzimas podem ser classificadas de acordo com o tipo de reacado que estas
mediam, como as oxirredutases monooxigenases, oxidases, as lacases e peroxidases, hidro-
lases, além das liases, isomerases, ligases e translocases (Quadro 7.1) (Faber, 2000; Wu;
Rapoport, 2021). As enzimas também podem ser classificadas de acordo com a localiza-
¢ao, como intracelulares (encontradas dentro da célula) e extracelulares (excretadas pela

célula) (Gongalves; Fonseca, 2018; Humphreys, 2018).

Quadro 7.1 — Classificacao geral de enzimas e suas atividades cataliticas.

Classe Atividade
Oxirredutases Oxigenacao C—H, C—-C, C=C; remocao ou adicao de
H ou equivalente
Transferases Transfere os grupos aldeidos, cetonas, acil, acticares
Hidrolases Hidrolisam para formacao de ésteres, amidas, lactonas,
lactamas, epdxidos, nitrilas, anidridos, glicosideos e
organolideos
Liases Adigao-eliminagao de pequenas moléculas em C=C,
C=N, C=0
Isomerases Isomerizacao como racemizacao, epimerizagao ou
rearranjo
Ligases Formacao-quebra de C=0, C-S, C-N, C-C com
quebra concomitante de trifosfato (ATP)
Translocases catalisam o movimento de ions ou pequenas moléculas
(aminoacidos) através de membranas

Fonte: Adaptado de Faber, 2000; Wu e Rapoport, 2021.

As lipases, ou triacilglicerol hidrolases, estao entre as enzimas mais utilizadas nos
processos industriais, desde a produgao de biodiesel até a sintese de farmacos (Humphreys,
2018). Algumas lipases isoladas de Candida sp. apresentaram uma alta estereospecifici-
dade (E > 100), produzindo &lcoois e acetatos enantioméricos puros (Siédmiak et al.
2015; Melais; Aribi-Zouioueche; Riant, 2016). Flores e colaboradores, por exemplo, utili-
zaram uma lipase isolada da C. rugosa na conversao enantiosseletiva do ibuprofeno em
S-ibuprofeno, com e.e de 99,2 % apéds purificagao (Figura 10) (Chavez-Flores; Salvador,
2012).
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Figura 10 — Conversao racémica do Ibuprofeno no isomero S por C. rugosa.

Fonte: Adaptado Chavez-Flores et al., 2012.

As esterases (Est), também chamadas de carboxil-éster hidrolases, se diferen-
ciam das lipases pela preferéncia na posicao do éster hidrolisado, que deve estar préximo
ao centro quiral, e pelo tamanho da cadeia, onde as esterases possuem maior afinidade
por cadeias mais curtas (< 8 carbonos) (Barzkar et al. 2021; Humphreys, 2018; Faber,
2000). J& do ponto de vista cinético, observa-se a regra de Kazlauskas, que as lipases tém
preferéncia por isomeros R, enquanto as esterases hidrolisam preferencialmente ésteres de
configuragao S (Melais; Aribi-Zouioueche; Riant, 2016; Humphreys, 2018).

Outro tipo importante de hidrolases sdo as Epdxido-hidrolases (EPH), que ca-
talisam reacgoes de abertura de anéis do tipo oxirano levando a formacao do diol vicinal
correspondente. De larga aplicacao na industria, estas enzimas sao utilizadas na sintese de
diferentes farmacos, como antibiéticos e anti-HIV, além da fabricacao de polimeros ’ver-
des’ na industria quimica (Kamble; Yadav, 2018; Kotik; Archelas; Wohlgemuth, 2012).

As flavoproteinas Mono-oxigenases sao enzimas estritamente intracelulares que ne-
cessitam para atuacao de O, e de cofatores, como o fosfato de dinucleotideo nicotinamida
adenina (NAD(P)H). Dentre as reagoes mediadas por estas enzimas temos epoxidagao;
sulfonagao - por oxigenagao eletrofilica e adigao do tipo Baeyer-Villiger - por oxigenagao
nucleofilica, formando éster ou cetonas, e lactonas, sendo no caso chamadas de Baeyer-
Villiger Mono-oxigenase (BVMOs). As mono-oxigenases apresentam grande importancia
para a sintese dos chamados building blocks, que sao pequenas moléculas utilizadas na
sintese de estruturas mais complexas (Zhang et al. 2023; Winkler; Schrittwieser; Kroutil,
2021; Willrodt et al. 2020).

Alcool desidrogenases (ADH), assim como as BVMOs precisam de co-fatores para
poderem atuar. Com ampla aplicagdo em diferentes setores da industria quimica, estas en-
zimas catalisam reagoes reversiveis de reducao de carbonilas (Mourelle-Insua et al. 2019).
Uma aplicagao interessante é a producao de MeOH verde a partir do CO,, sendo varias
vias possiveis (Marpani; Pinelo; Meyer, 2017). Por exemplo, na rota proposta por Marques
Netto e colaboradores (2017), a rea¢do em cascata envolvendo as enzimas formato desidro-

genase (FDH), glutamato desidrogenase (GDH) e a formaldeido desidrogenase (FalDH)
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em sistema de imobiliza¢do de enzimas sob pressao, o rendimento chegou a préximo de 100
%, sendo a disponibilidade de cofatores um limitante (Marques Netto; Andrade; Toma,
2017). J& na industria farmacéutica as ADHs foram utilizadas na sintese da atorvastatina
célcica, como ilustrado na Figura 11 (Winkler; Schrittwieser; Kroutil, 2021).

o O OH O

Ao A o A e 1R
CN N
(0]

NAD(P)H + H+  NAD(P)+

gluconolactona

glicose

glicose de-hidrogenase

OH OH O
O ®
O ca

Atorvastatina Calcica

Figura 11 — Esquema de atividade da ADH aplicada a sintese da atorvastatina calcica.

Fonte: Adaptado de Winkler et al., 2021.

Oxirredutases extracelulares englobam as lacases, e peroxidases - Lignina (LiP),
manganés (MnP) e manganés-lignina (VP) - que sdo enzimas que apresentam diferentes
aplicagoes industriais, como o emprego destas na sintese de flavorizantes mediadas por

LiP e MnP, a decomposicao de residuos lignoliticos da industria papeleira e na producao
de bioetanol (Placido; Capareda, 2015).

A LiP em especial tem estrutura diversa, e alto potencial redutor atrelado a
distancia dos aminoécidos Trp (triptofano) - Trp!™
2012). O pH 6timo da LiP estd entre 3 e 4,5; além disso, a quantidade de H,O, também

deve ser observada, ja que o excesso pode levar ao bloqueio da atividade enzimatica.

- com o grupo heme (Bernini et al.

Devido ao alto poder catalitico, ela apresenta a capacidade de metabolizar aromaticos
fenolicos ou nao da lignina, independentes de mediadores. Na Figura 12.a é apresentado de
modo esquematico os estados de oxidacao enzimdtica durante o processo catalitico (Biko;
Viljoen-Bloom; Zyl, 2020; Wang; Yao; Su, 2018). Segundo a classifica¢ao enzimatica CaZy
3 as Peroxidases pertencem a familia de enzimas auxiliares do tipo 2 (AA2), possuem um
grupo heme em sua estrutura e usam o peréxido de hidrogénio (H,0O,) como aceptor de

elétrons (Levasseur et al. 2013).

As MnP apresentam-se em um conjunto de isoenzimas que catalisam a degrada-
gao de lignina e compostos recalcitrantes como corantes (Kumar; Arora, 2022). Os AA

identificados em seu bolsao diferem-se do apresentado na LiP, ndo sendo encontrado o

3 Para maiores informagdes sobre o sistema de classificagio CaZy acesse: text(http://www.cazy.org)
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171 "E junto ao grupo heme, coordenado pelos residuos de aminoécido Glu3®, Glu?? e

Trp
Asp!'™ ¢ encontrado o Mn?* | responsével pela doacdo de elétrons e que é oxidado para
Mn3* no processo catalitico. A concentracdo de Mn?* no meio influencia a atividade en-
zimatica devendo ficar abaixo de 100 uM (Sundaramoorthy et al. 1994; Wong, 2008), e o
pH 6timo fica entre 3,5 e 9,0 (Kumar; Arora, 2022). Conforme o ilustrado na Figura 12.b,
o mecanismo enzimatico da MnP se assemelha ao da LiP, contudo, na MnP, o ion de

manganés é o responsavel por trocar elétrons com o substrato (Kumar; Chandra, 2020).

a H,0 b
. 2VY2 HZO .

H,0,[R-00H] H,0[R-OH]
LiP [Fe*] g LiP [Fe*'=0 1™ : /

. Ay
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3* + H,O[R-OH
AV Mn 20[ ]
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Substrato oxidado

Figura 12 — Esquema ilustrativo dos mecanismos de catalise por oxidases a.LiP, b. MnP,
c. Lac.

Fonte: Adaptado de Kumar e Chandra, 2020.

As lacases (Lac) sao valorizadas na quimica verde por liberarem apenas dgua
como subproduto da reagao e por estarem envolvidas na biodegradacao de compostos
recalcitrantes, como corantes e pesticidas, na sintese organica e na producao de biossen-
sores. Estas enzimas podem catalisar reagoes de acoplamento oxidativo, como reacoes de
adicdo do tipo Michael, reagoes Diels-Alder e oxigenagao (Cardullo; Muccilli; Tringali,
2022; Kumar; Chandra, 2020; Rodriguez-Couto, 2019; Upadhyay; Shrivastava; Agrawal,
2016).

As Lac sao oxidases multicobre, classificadas em trés tipos de acordo com a
faixa de onda pelas quais sao detectadas em espectroscopia de ressonancia paramagnética
(EPR): branca (sem detec¢ao), amarela (600 nm) e azul (640 nm). A lacase isolada de

Trametes versicolor, considerada a padrdo, possui quatro dtomos de cobre (Cu?") e é

conhecida como azul.(Cardullo; Muccilli; Tringali, 2022; Agrawal; Verma, 2020). J4 a
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lacase branca (tipo II) contém trés fons Cu®" e um fon Fe?*. Por fim, a lacase amarela
(tipo III) possui dois centros de fons Cu?™ (Agrawal; Verma, 2020; Zhao et al. 2012;
Palmieri et al. 1997). As faixas de pH e temperatura ideais para as reagdes variam entre
os subtipos, sendo mais amplas para os tipos II e III. Além disso, estes biocatalisadores

nao requerem mediadores para o processo de oxidagao, conferindo vantagens sobre o tipo
I (Agrawal; Verma, 2020).

Na literatura é possivel observar que nas vias de biotransformacao para os far-
macos utilizados no teste de susceptibilidade preliminar (Figura 8) é comum a presenga
de enzimas promotoras de reagao oxi-reducao, em especial de mono-oxigenases, lacase e
peroxidases, pela presenga de alcoois, fendis e aminas (BuBl et al. 2016; Grignet et al.
2022). Sendo assim, estas sdo classes enziméticas importantes a serem triadas no &mbito

deste estudo.

7.2.0.1 Ensaios de triagem enzimatica

Conhecer as enzimas ou o perfil enzimatico de um microrganismo é importante
quando se busca aplicagoes biotecnolégicas, permitindo a predi¢ao e desenvolvimento de
rotas biotecnoldgicas para a produc¢ao de novos produtos e biotransformagao de moléculas.
Diversos métodos estao disponiveis para se avaliar o perfil enzimatico, desde os molecu-
lares, que indicam a presenca de genes que sintetizam as proteinas desejadas em anélises
de DNA, até os mais simples, baseados em alteragoes colorimétricas em decorréncia dos
processos enzimaticos. A depender da técnica, é possivel utilizar células integras do mi-
crorganismo, extrato enzimatico ou enzimas isoladas (Reymond; Fluxa; Maillard, 2008;
Gongalves; Marsaioli, 2014; Sarnaik et al. 2020).

Os testes em placas de Petri sao amplamente utilizados para verificar a presenca
de diversas enzimas, como lipase, lacase, celulase, protease, entre outras. Muitas dessas téc-
nicas baseiam-se na mudanca de colora¢ao do meio, consequéncia da atividade enziméatica
sobre o substrato. Por exemplo, a lacase provoca o surgimento de uma coloragao escura
ao redor da colonia devido a formacgao de precipitado resultante da oxidacao enzimatica
do substrato, que pode ser o guaiacol, 1-naftol ou 2-naftol (Toghueo; Zabalgogeazcoa et
al. 2017; Bratkovskaja; Vidziunaite; Kulys, 2004).

Ja os ensaios em placas de Petri para celulases e proteases possuem como indica-
tivo a formacao de halos incolores no entorno das colénias (Sazci; Erenler; Radford, 1986;
Silva, C. P. DA, 2012). Para a lipase, o teste com Rodamina-B é o mais tradicional; na
presenca da enzima, forma-se um complexo entre os acidos graxos liberados apds hidrolise
enzimatica do substrato e a Rodamina-B, que emite fluorescéncia quando exposto a luz
UV-364 nm. A Figura 13 ilustra essa reagdo (Narasimha; Kumar; Subramanyam, 2011;
Silva, C. P. DA, 2012; Fiel et al. 2014).
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Figura 13 — Conjugacao da rodamina-B com os residuos de acido graxo.

Fonte: Adaptado de Fiel et al., 2014.

As vantagens dos testes em placa de Petri incluem o baixo custo e a simplicidade
de aplicagao. Como desvantagens, destacam-se o tempo necessario para a observacao dos
resultados, que varia de 4 a 7 dias; a limitacao de substratos e, em geral, a impossibilidade
de quantificagao (Silva, C. P. DA, 2012; Neves Junior et al. 2020).

A triagem em ensaio miniaturizado permite a analise de grandes quantidades
de amostra rapidamente, com o uso de microplacas de 96 ou 364 pocgos, possibilitando
a triagem de mais de 1000 enzimas em um tnico dia. Em relacao aos ensaios em placas
de Petri, ainda apresenta a vantagem de ser quantitativo. Inicialmente, a técnica era
destinada a enzimas ja isoladas, mas aprimoramentos da técnica viabilizaram o uso de
microrganismos integros, o que trouxe vantagens adicionais, em relagao ao tempo e custo
necessario para o isolamento de enzimas (Reymond; Fluxa; Maillard, 2008; Gongalves;
Marsaioli, 2014).

Outra vantagem que este tipo de ensaio apresenta é a possibilidade de estudos
cinéticos das reagoes biocataliticas, pela observacao da cinética com que o microrganismo
converte os substratos em um produto, podendo ser monitoradas em espectrémetros de
fluorescéncia ou ultravioleta (Johannes; Woodyer; Zhao, 2005; Reymond; Fluxa; Maillard,
2008; Gongalves; Marsaioli, 2014). Contudo, a técnica ainda apresenta desvantagens, como
a ocorréncia de falsos negativos devido a especificidade do substrato. Para contornar
esse problema, o desenvolvimento de sondas ¢ importante; para tal, o uso de diferentes
croméforos e grupos de protecao deve ser avaliado (Reymond; Fluxa; Maillard, 2008;
Gongalves; Marsaioli, 2014; Bufl et al. 2016; Sato et al. 2024).

O mascaramento da fluorescéncia de compostos como rodamina, fluoresceina,
umbeliferona entre outros, é uma estratégia bastante utilizada na formulacao de sondas
para triagem. Para tal, o fluor6foro modificado voltard a emitir sinal de fluorescéncia
caracteristico do original apds a reagao catalisada pela enzima-alvo. Neste sentido, a
escolha destes grupos de protecdo ¢ quem vai limitar a acao das enzimas, permitindo
que estas sejam caracterizadas pelo tipo de reagdo (Gongalves; Marsaioli, 2014; Chen,
2006; Sato et al. 2024). O esquema da Figura 14 ilustra o mecanismo de uma sonda para

epoxido-hidrolase baseada na rusofurina (Lima et al. 2017).
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Figura 14 — Sonda para prospeccao de epoxido-hidrolase, em vermelho o grupo de pro-
tecdo, que sofrerd acao da enzima, formando o diol que reagird com o BSA
sofrendo na sequéncia uma [-eliminacio espontanea, liberando o anion ruso-
furina, que passara a emitir fluorescéncia.

Fonte: Adaptado de Lima et al., 2017.

Os compostos fluorescentes apresentam a caracteristica de absorver em deter-
minados comprimentos de onda, que levam a uma excitagao eletronica nas camadas de
menor energia, que é refletida pela emissao de uma radiacao eletromagnética em um alto
comprimento de onda, fazendo com que a técnica de andlise de fluorescéncia seja alta-
mente sensivel, permitindo a detecgao em baixas concentragoes de substrato (Gumbleton,
2005; Gosch; Rigler, 2005).

Ainda é valido ressaltar que a estabilidade dos substratos nas condic¢oes de traba-
lho em relagao a temperatura e pH devem ser considerados, ja que eles podem deslocar os

A de excitacao e emissao do composto fluorescente, ou interferir nas reacoes de oxi-reducao
de cromoéforos (Chen, 2006; Bufl et al. 2016; Gosch; Rigler, 2005).

7.3 Objetivos

Nesta etapa, o objetivo foi conhecer o perfil enziméatico das cepas selecionadas
anteriormente. E selecionar as cepas mais promissoras enzimaticamente para as reacoes

de biotransformacao.
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8 Metodologia

8.1 Ensaios enzimaticos em placa de Petri

Os 10 fungos que foram selecionados no teste de suscetibilidade preliminar com
TTC foram inoculados em placas de Petri com 9 cm de didmetro em discos de 6 mm com
PDA por 7 dias em B.O.D a 28 °C para reativacao.

Para os ensaios de atividade de celulase utilizou-se o meio dgar GYP (0,5 g.L !
de peptona, 0,1 g.L 7! de extrato de levedura, e 10 g.1.~! de glicose) enriquecido com 0,5
% de carboxi-metilcelulose sédica. As placas foram mantidas em B.O.D a 28 °C por 7
dias. Apéds esse periodo de crescimento, 3 mL de solucao aquosa de 0,2 % de vermelho
do Congo foram acrescidas a placa, as quais foram mantidas em repouso por 15 minutos.
Posteriormente, as placas foram lavadas com a solucio aquosa de NaCl a 1 mol.L~!
(Toghueo; Zabalgogeazcoa et al. 2017). A observagao de um halo claro (branco) indica a

presenca de celulase (Sazci; Erenler; Radford, 1986).

Para lacases, foram realizados dois ensaios diferentes, utilizando meio GYP, enri-
quecido com 0,05 g.L=! de 1-naftol ou de 2-naftol, para avaliar uma possivel seletividade
na posigao a ser oxidada (Toghueo; Zabalgogeazcoa et al. 2017). A presenca de lacase é
identificada pela formac¢ao de um composto insoltuvel e a mudanca de coloracao da solugao,
decorrentes da clivagem enzimatica e oxidacao do substrato, que forma um precipitado

escuro azul-preto na coldnia (Bratkovskaja; Vidziunaite; Kulys, 2004).

A prospeccao de lipases foi realizada pelo método da rodamina-B (Oliveira, A.
et al. 2013), a composigao do meio para 1 litro foi sulfato de magnésio hepta-hidratado
(MgSO, - 7H,0) 0,2 g, fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) 0,1 g, cloreto de sédio
(NaCl) 0,1 g, extrato de levedura 0,4 g, fosfato de potassio bibéasico (K,HPO,) 0,4 g, 10
ml de azeite de oliva (Galo), tween 80 0,01 %, dgar 20 g e rodamina-B 0,001 %. Tem como
principio a formacao do complexo entre os acidos graxos livres como a rodamina-B, tendo
uma emissao alaranjada em 364 nm, os acidos graxos sao formados em decorréncia da cli-
vagem enzimatica dos grupos éster dos triacilgliceréis (Narasimha; Kumar; Subramanyam,

2011).

8.2 Avaliacdo das atividades enzimaticas utilizando sondas fluoro-
génicas

Os testes de oxigenases e das hidrolases esterase, lipase e epoxidases foram reali-

zados por sondas fluorogénicas derivadas da umbeliferona, em placa de 96 pogos (fundo
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chato) (Olen®) (Lima et al. 2017; Silva, C. P. DA, 2012). Para a avaliacdo por sondas
fluorgénicas foram selecionadas 6. Duas mono-oxigenases (BVMO1 e BVMO2), 1 Lipase
(Lipl), 1 para esterase (EST1), e duas para epéxido-hidrolase (EPH1 e EPH2). As refe-
ridas sondas foram obtidas junto ao grupo de pesquisa da Prof* Dr®* Anita J. Marsaioli -
Pesquisa em Sintese Orgéanica, Biocatalise, RMN e Ecologia Quimica - UNICAMP, Cam-
pinas - SP.

Na triagem enzimatica por sondas, estas sao os substratos para as enzimas. Na
presenca das enzimas lipase, esterase e ep6xido-hidrolases, as sondas Lipl (2), Estl (1), e
EPH1 (3) e EPH2 (9) vao sofrer hidrélise, liberando seus respectivos produtos, conforme
ilustrado na Figura 15. Em seguida, os di6is formados sao clivados por oxidagao com NalO,
e, ap6s uma reacao de [-eliminacdo promovida pelo BSA, tém-se a liberacdo do anion
umbeliferona, que é o fluoréforo observado na leitura. No caso das sondas BVMO1 (8) e
BVMO?2 (5), ap6s a oxidagao feita pela enzima, as cetonas e lactonas formadas também
liberam o dnion umbeliferona pela S-eliminagdo promovida pelo BSA (Silva, C. P. DA,

2012; Chen, 2006; Lima et al. 2017).
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Figura 15 — Sondas fluorogénicas esterase (1), lipase (2), ep6xido-hidrolase (3), diol (4)
produto das sondas 1 a 3, monooxigenase ciclica (BVMO2) (5), lactona (6)
produto da reacao de Bayer-Village da sonda 5, éster (7) formado pela oxige-
nacao da sonda 8, sonda para monooxigenase aciclica (BVMO1)(8); diol (10)
formado pela reagao da epdxido-hidrolase no composto 9, epdxido vicinal (9).

Fonte: Autora, 2025.

As cepas selecionadas foram previamente inoculadas em placa de Petri com meio
PDA por 7 dias, a 28 °C em estufa B.O.D. Na sequéncia, com auxilio de alca estéril o
micélio foi transferido para um tubo Falcon e pesado, sendo acrescido volume de tampao
borato pH = 8.8 suficiente para que a concentracdo da solucio obtida fosse de 1 g.L 71,
homogenizada em vértex (Nova instrument®) com pérolas de vidro. O ensaio consistiu no

acréscimo de 100 pL de solucdo de micélio fiingico na concentracdo de 1 g.L.™! em tampao
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borato (pH 8,8); 10 uL da solugdo da sonda fluorogénica (2 mmol.L. ™ em acetonitrila/4dgua
1:1); 80 pL de solucdo de BSA (bovine serum albumine)(2,0 g.1.* em tampao borato (pH
8,8)); e 10 uL de solugao aquosa de NalO, (20 mmol.L™1). Para o controle negativo,
foram adicionados 100 pL de solugao tampao borato (pH 8,8); 10 uL da solucao de sonda
fluorogénica (2 mmol. ™! em acetonitrila/dgua 1:1); 80 uL de solu¢io de BSA (2,0 g.L. ™1
em tampao borato (pH 8,8)); e 10 uL da solugio aquosa de NalO, (20 mmol. L71). J&
como controle positivo foram adicionados ao pogo da microplaca 100 ul. de solugao do
fungo na concentracio de 1 g.L”! em tampdo borato (pH 8,8); 10 uL da solucdo do
produto da sonda fluorogénica (2 mmol.L~! em acetonitrila/dgua 1:1); 80 pL da solucdo
de BSA (2,0 .7t em tampao borato (pH 8,8)); e 10 uL da solucio aquosa de NalO,
(20 mmol. L1). A leitura foi realizada no equipamento FlashScan530 (AnalytikJena®) no
comprimento de onda A, = 360 nm e A_,,,= 460 nm. O branco consistiu no fungo com
tampao borato (pH 8,8). O ensaio foi monitorado por 24 h, e realizado em quadruplicada,

enquanto os controles positivo e negativo foram realizados em duplicata.

Para o cédlculo da porcentagem de conversao da sonda foi utilizada a equacao
8.1, onde z é a média da leitura em unidades de fluorescéncia relativa (RFU) da amostra,
y € a média para o RFU do controle negativo, e z representa os valores médios de RFU
encontrados para o controle positivo. A atividade enzimatica é expressa em porcentagem

(%) pela taxa de conversao da sonda nos respectivos produtos.

(z RFU) — (§ RFU )
Z RFU

Conversao % = x 100 (8.1)

8.3 Avaliacao quantitativa de enzimas extracelular por extrato en-
zimatico

Para avaliagdo das enzimas lacase (Lac), lignina e manganés peroxidase (LiP e
MnP respectivamente) utilizou-se metodologia adaptada de Rueda e colaboradores (2020).
Em um Erlenmeyer de 125 mL contendo meio basal ureia (12 mL) e palha de arroz (2,5
g) foram adicionados 1 mg de micélio fungico. E incubados modo estatico em B.O.D a
28°C por um periodo de 7, 15, 30 dias (Rueda et al. 2020). Apéds esses periodos foram
acrescidos 10 mL tampao fosfato pH 7,0 (Lim; Lee; Kang, 2013) e a mistura resultante
incubada em shaker a 28 °C e 150 rpm por 24 h. Adicionalmente foi preparada uma
amostra denominada tempo zero, em que os fungos foram inoculados no meio basal ureia
e palha de arroz acrescidos do tampao fosfato pH 7,0, com as mesmas proporgoes ja
citadas, contudo incubados diretamente no shaker a 28 °C e 150 rpm por 24 h. Para o
branco foi preparado um Erlenmeyer de 125 mL contendo meio basal ureia (12 mL) e

palha de arroz (2,5 g) sem a adigao do fungo (Rueda et al. 2020).

O material foi, na sequéncia, transferido para tubos do tipo Falcon de 50 mL, e
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centrifugado por duas vezes a 4500 rpm por 20 minutos (centrifuga Combate, CELM®). O
sobrenadante foi filtrado em papel filtro analitico e armazenado a -20 °C, posteriormente
liofilizado nas seguintes condigdes: pressao 45000 uHg, -45 °C por 30 h no liofilizador
SL-4049 (Solab®) (Rueda et al. 2020).

A partir do extrato enzimatico obtido da fermentagdo em palha de arroz, fo-
ram avaliadas as enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase. Inicialmente,
foi preparada uma solucio de 2 mg.mL™! em tampdo acetato com pH 4,5. As leituras
ocorreram em um comprimento de onda especifico para cada enzima no leitor de placas
FlashScan530 (AnalytikJena®). As reacdes foram monitoradas por 5 minutos. A atividade
enzimdtica foi expressa em Unidades enziméticas (U) dada em pgmol.min~!.1.~!. Para o
calculo da atividade enzimética, foi aplicada equacao 8.2, onde V, é o volume total da
reagao, 0,2 mL, para todos os ensaios realizados, V, é o volume da amostra, D é o fator
de correcao da diluigao, t é o tempo da reacdo em minutos, e € é o coeficiente de extingao
(M~t.em™1) (Agrawal; Verma, 2019).

B AAbs-V,-D;-107°
B e-Vy-t

U-Lt (8.2)

A avaliagdo da atividade de lacase foi feita pelo método oxidagao do acido 2,20-
azino-bis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfénico) (ABTS) (1,8 mmol.L™1Y), (SigmaAldrich®), o
qual resulta em diferentes intensidades de azul-verde, dependendo da quantidade oxidada.
Em microplaca de 96 pocos (Olen®), foram acrescidos 40 nL de extrato enzimético ressus-
penso; 150 pli de tampao acetato pH 4,5; 10 uL. de ABTS. Observada por espectroscopia
de UV-vis a 420 nm. O valor £,_450,m= 36000 cm™!, e o volume da amostra de 0,04 mL
(Agrawal; Verma, 2019; Rueda et al. 2020).

Para avaliacdo da enzima Manganés peroxidase, a formacio do complexo Mn3*-
malonato na presenca de H,O, gera alteracao que pode ser acompanhada por espectros-
copia de UV-vis a 270 nm (Wariishi; Valli; Gold, 1992). Em microplaca de 96 pogos
(Craplast®), foram adicionados 20 plL de extrato enziméatico ressuspendido; 100 uL de
tampao citrato pH 4,5; 40 uL. de tampao malonato de sédio com MnSO, (0,5 mmol.L.~1);
e 40 pL da solugao de HyOy a 8 mmol.L ™!, Para este o valor €, _gzg,m= 11590 cm™, e o

volume da amostra de 0,02 mL (Rueda et al. 2020; Jarvinen et al. 2012).

Para avaliacao da enzima Lignina peroxidase, a metodologia utilizada foi a da
oxidagao do dlcool veratril (VA) em veratraldeido, que passa de incolor para amarelo. Em
microplaca de 96 pocos (Olen®), foram acrescidos 20 uL de extrato enzimdtico ressuspen-
dido; 100 pL de tampao citrato pH 3,0; 40 uL de VA; e 40 pL da solugao de H,O4 a 8
mmol.L~!. As leituras da absorbéncia foram realizadas em A = 310 nm. Para esta, o valor
€x—310nm= 9300 cm™1, e o volume da amostra de 0,02 mL (Rueda et al. 2020; Khindaria;
Yamazaki; Aust, 1995).
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9 Resultados e discussao: Triagens enzimati-

Cas

O potencial enzimatico das cepas selecionadas foi avaliado por extrato enzimatico,

sondas fluorescentes e em placa.

9.1 Ensaios em placa

Os resultados para os ensaios em placa de Petri foram compilados na Tabela
2, onde verifica-se que os fungos apresentaram ao menos duas classes de enzimas ativas.
O isolado Rigidoporus sp. mgk Bl 3, que é um fungo de podridao branca, apresentou
atividade para todas as enzimas triadas neste ensaio, corroboram com os relatos sobre o
género descrito na literatura, para enzimas lignoliticas (Cambria et al. 2010). Na Figura

16 é possivel verificar exemplos do que foi considerado positivo.

Tabela 2 — Resultados dos testes enzimaticos qualitativos para os melhores fungos.

Tratamento
Fungo

(\)

Celulase Lacase (1-naftol) Lacase (2-naftol) Lipase

+

Curvularia sp. mcc_ A3 5 -
Dothiorella sp. mcc_ A5 3 +
mecc_ A4 9
A. rigidiuscula mgk A3 3
A. rigidiuscula mgk A3 15
Colletotrichum sp. mgk A5 5
Fusartum sp. mgk Bl 1
Rigidoporus sp. mgk Bl 3
Bjerkandera sp. mgk C4_ 2 - -
Alternaria sp. mgk C3_ 9 + -

+ o+
+ +

+
—+
+
*
+
+

+ 4

_l’_
*
T s

+ 4+

(+) positivo, (—) negativo, e () inconclusivo
Fonte: Autora, 2025.

Todos os fungos apresentaram atividade lipolitica, mas apenas 6 isolados foram

ativos nos ensaios para celulase, conforme se observa na Tabela 2.

Ja em relacao ao ensaio para as oxidases, os resultados para Dothiorella sp.
mecc_ A5 3, Alternaria sp. mgk C3_ 9, Colletotrichum sp. mgk A5 5, Albonectria rigi-
diuscula mgk A3 3, Albonectria rigidiuscula mgk A3 15 e Bjerkandera sp. mgk C4_ 2
sugerem uma possivel seletividade em relagao a posicao a ser oxidada, o que se evidenciou

pelos resultados positivos em apenas um dos testes (1 ou 2-naftol). Dos 10 fungos avaliados,
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Figura 16 — Placas consideradas positivas a.Lacase (2-naftol), b.Lacase (l-naftol),
c.Lipase, d.Celulase.

PA L

Fonte: Autora, 2025.

apenas 3 isolados (Rigidoporus sp. mgk Bl 3, mcc_ A4 9, Curvularia sp. mcc_A3_5)

nao foram seletivos, oxidando ambos os isdmeros.

9.2 Ensaios por extrato enzimatico

Nas tabelas a seguir sao observados os resultados compilados para os ensaios com
extrato enzimatico obtidos dos micélios para a avaliacao das enzimas oxidases: lignina

peroxidase (Tabela 3), manganés peroxidase (Tabela 4) e lacase (Tabela 5).



Tabela 3 — Resultados para Lignina Peroxidase sendo o Alcool Veratilico o substrato enzimético.

. - —1
Amostras Lignina Peroxidase em U.L

tl t2 t3 t4
Curvularia sp. mcc_ A3 5 108,36 + 8,93 19,93 + 0,25 15,20 + 1,80 190,80 + 23,94
Dothiorella sp. mcc_ A5 3 51,18 4+ 2,38 0,00 + 0,00 31,76 + 3,64 68,82 + 4,26
mcc A4 9 125,59 + 2,98 41,58 + 4,01 40,72 £ 0,79 44,44 4 5,74

Albonectria rigidiuscula mgk A3 3 142,39 4+ 12,77 57,34 + 3,76 26,88 £ 6,08 55,56 £ 4,25
Albonectria rigidiuscula mgk A3 15 181,58 4+ 23,50 0,00 + 0,00 0,00 4 0,00 213,91 4+ 9,66

Colletotrichum sp. mgk A5 5 0,00 £ 0,00 205,62 + 5,72 229,36 4+ 6,89 246,17 + 23,74
Fusarium sp. mgk Bl 1 76,99 4+ 5,02 25,52 4 3,72 362,72 +£ 1987 51,03 £ 3,43
Rigidoporus sp. mgk Bl 3 90,97 + 4,39 0,00 + 0,00 0,00 4+ 0,00 0,00 £ 0,00
Alternaria sp. mgk_C3_9 0,00 £ 0,00 7,24 £ 1,97 182,34 + 14,32 7,88 4+ 1,93

Bjerkandera sp. mgk_C4_ 2 40,12 + 14,30 0,00 + 0,00 65,23 + 3,09 134,52 4+ 12,57

Fonte: Autora, 2025.
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Para as oxidases extracelulares, enzimas que sao liberadas no meio, nao sendo ne-
cessario a absorcao do substrato pelo fungo para a metabolizacao, destaca-se a atividade
enziméatica da enzima LiP do isolado Fusarium sp. mgk B1 1, que, com 15 dias de incu-
bacdo, apresentou atividade equivalente a 362,72 U.L=!. O A. rigidiuscula mgk A3 15,
que demonstrou 2 picos para LiP, o primeiro em 24 h (181,58 U.L™1), e 0o maximo em
30 dias (213,91 U.L7'). J& o Colletotrichum sp. mgk_A5_5, teve uma atividade de LiP
crescente no periodo avaliado, chegando ao seu maximo de 246,17 U.L~! em 30 dias de

incubacao.

Com base nos dados apresentados nas Tabelas 5, 3 e 4, que mostram os resultados
dos ensaios com extrato enziméatico, observa-se que o meio com palha de arroz favoreceu
a producao das enzimas LiP e MnP em detrimento da Lac. Embora os 10 fungos tenham
exibido atividade para as trés enzimas avaliadas, a lignina peroxidase apresentou maior
expressao. Esses resultados podem ter sido influenciados nao apenas pelo substrato uti-
lizado, mas também pelo pH do meio, a relagao carbono-nitrogénio e pela temperatura

(Rueda et al. 2020; Lim; Lee; Kang, 2013; Singh, P. et al. 2013).

Em um estudo realizado por Song e colaboradores (2022) com fungos endofiticos
da Tazillus chinensis (DC.), 6 fungos foram avaliados para atividade de oxidases LiP,
MnP e Lac. Apés 7 dias foi observado o maximo de produgao para as enzimas avaliadas,
que para a lacase foi 177 U.mL™! pelo fungo Pestalotiopsis sp.; o isolado Colletotrichum
sp. foi o melhor produtor de MnP com 11,6 U.mL™!; e para LiP o isolado que mais se
destacou foi o D. phaseolorum com 6,64 U.mL™! para LiP. O meio de cultivo utilizado foi
o farelo de trigo, que neste caso favoreceu a producgao de Lac, os autores ainda ressaltam
que a producgao enzimatica nao foi constante, e para lignina peroxidase apresentou uma

tendéncia ciclica (Song et al. 2022).



Tabela 4 — Resultados para Manganés Peroxidase utilizando o complexo Mn3+—malonato como substrato

enzimatico.
Ammostras Manganés Peroxidase em U.L1.
t1 t2 t3 t4

Curvularia sp. mcc__ A3 5 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 14,04 + 1,94 0,00 + 0,00
Dothiorella sp. mcc_ A5 3 25,40 + 3,36 6,73 + 0,49 0,00 + 0,00 0,00 4+ 0,00
mcc_ A4 9 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 19,33 + 0,49 0,00 + 0,00
textitAlbonectria rigidiuscula mgk A3 3 26,52 + 1,59 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 4+ 0,00
Albonectria rigidiuscula mgk A3 15 0,00 + 0,00 20,88 + 0,72 8,71 + 1,66 7,60 4+ 1,02
Colletotrichum sp. mgk A5 5 51,04 + 1,78 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Fusarium sp. mgk B1_1 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 828 + 0,31 29,64 + 2,09
Rigidoporus sp. mgk_B1_ 3 58,28 + 6,38 22,86 4+ 2,47 6,84 + 1,62 0,00 + 0,00
Alternaria sp. mgk C3_ 9 4954+ 220 0,00 £ 0,00 35,59 4+ 4,34 0,00 4+ 0,00
Bjerkandera sp. mgk C4_ 2 0,00 +£ 0,00 34,57 +£ 1,31 0,00 & 0,00 0,00 & 0,00

Fonte: Autora, 2025.
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Tabela 5 — Resultados para Lacase utilizando ABTS como substrato enzimatico

Lacase em U.L~!

Amostras T 9 3 I
Curvularia sp. mcc__ A3 5 16,33 + 0,16 25,26 + 1,06 2,55 + 0,23 14,00 + 0,69
Dothiorella sp. mcc_ A5 3 144 40,13 5,754+0,19 2934+0,14 7,74 + 0,87
mcc_ A4 9 0,00 + 0,00 17,19 + 1,67 2,29 + 0,25 1,24 + 0,22
Albonectria rigidiuscula mgk A3 3 12,15 + 0,87 5,93 + 1,04 0,00 4 0,00 0,00 + 0,00
Albonectria rigidiuscula mgk A3 15 0,00 + 0,00 0,00 4+ 0,00 5,89 4+ 0,33 15,61 + 0,37
Colletotrichum sp. mgk A5 5 0,00 + 0,00 17,09 + 1,16 22,68 + 0,74 12,18 + 0,30
Fusarium sp. mgk Bl 1 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 4,00 + 0,81 4,06 4+ 0,51
Rigidoporus sp. mgk Bl 3 12,11 + 0,52 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 9,44 + 1,47
Alternaria sp. mgk C3_9 0,00 + 0,00 9,13 +0,30 1,45+ 0,52 0,00 + 0,00
Bjerkandera sp. mgk C4 2 0,00 4+ 0,00 0,00 + 0,00 820+ 0,11 3,62 4+ 0,63

Fonte: Autora, 2025.
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Em outro estudo, o fungo Dictyopanus sp. LMB4 teve seu méaximo de 22,3 U.L~!
para lacase apds 30 dias de incubagao a 25 °C, sem agitacao em meio de fermentacao em
estado sélido baseado em bagago de palma. Contudo, quando adicionado indutores (0,5
mmol.L! Cu'), e ajustada a relagio carbono-nitrogénio do meio, o mesmo fungo atingiu
a producdo maxima de 267,6 U.L~!. Para LiP e MnP os fungos avaliados ndo mostraram
atividade (Rueda et al. 2020).

Ao se comparar estes resultados encontrados para os fungos avaliados no presente
trabalho onde o melhor para Lac foi 25,16 U.L~! apés 7 dias de incubacdo (Curvularia
sp. mcc_ A3 5), e MnP 58,28 U.L~! 24 h (Rigidoporus sp. mgk Bl 3) em 24 h, e LiP
362,72 U.L =t em 15 dias (Fusarium sp. mgk_B1_ 1), verifica-se que os fungos apresentados

possuem potencial biotecnolégico para aplicagao de oxidases.

Corroborando com o potencial do Curvularia sp. mec_A3 5, um estudo com o
Curvularia lunata em teste de lacase por guaiacol apresentou uma atividade enzimatica
equivalente a 0,11 U.mL ™!, sendo o méximo obtido no sexto dia de incubacdo. A aplicacdo
em condigoes otimizadas de pré-tratamento biolégico (32 °C, 65 % de umidade e 23 dias
de incubagdo) com este isolado resultou em um aumento na producao de biogas em 28 %

a partir dos residuos de milho (Yadav; Vivekanand, 2020).

Em estudos realizados por Dao e colaboradores (2021) com o fungo Rigidoporus
sp. partindo da avaliacdo do DNA, foi confirmada a presenca de MnP em seu genoma
(Dao et al. 2021). Um estudo com Rigidoporus lignosus isolou lacase e MnP, e avaliou
essas enzimas na solubilizagdo do lignina, com resultados que sugerem sinergismo entre
estas enzimas (6 %, 6,4 % e 21 % respectivamente) (Galliano et al. 1991). Estes estudos
com o Rigidoporus sp., corroboram para justificar a alta atividade do isolado Rigidoporus

sp. mgk B1 3 para MnP.

A expressao de LiP para o género Fusarium parece ser pouco estudada. Um
estudo com Fusarium solani nao a detectou. E, em relacao a outras fenol oxidases, foram
encontrados baixos teores de MnP (Saparrat et al. 2000). J4 para lacase, estudos aplicados
a processos biotecnologicos vem se mostrando promissores para o F' incarnatum LD-3 e
F.solani MAS2 (Pessba et al. 2017). Deste modo, o resultado encontrado para o isolado

Fusarium sp. mgk_B1_ 1) para atividade de LiP é relevante.

9.3 Ensaios miniaturizados por Sondas fluorogénicas

Na tabela 6 sao apresentados os resultados obtidos nas primeiras 24 h do ensaio,
considerando-se os tempos de 1 h, 6 h, 12 h, e 24. Os dados completos sao apresentados
no Anexo E. Ressalta-se que os valores apresentados foram normalizados pelo controle da

sonda.
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Em relagao a triagem enzimatica por sondas, considerando o limite de deteccao
da técnica com > 5 % (Silva, C. P. DA, 2012), todos os 10 fungos apresentaram uma boa
taxa de conversao para a sonda BVMO2, mostrando capacidade de oxigenacao de cadeias
ciclicas formando lactonas; no entanto, apenas 3 apresentaram para as sondas BVMOLI,
ou seja, capazes de promover a formacao de cetonas; e para a hidrélise de ésteres com a
sonda Estl; 4 fungos demostraram capacidade lipolitica com a sonda Lipl; 2 mostraram
capacidade hidrolitica para epodxidos terminais com a sonda EPHI1; e 1 apresentou a

capacidade de hidrolisar epoxidos com cadeia vicinal, pela sonda EPH2.

Destaca-se o isolado mcc_ A4 9, que foi selecionado no teste de tolerancia aos
farmacos por ter tolerado todos os grupos, e que converteu 100 % da sonda BVMO2 apds
1 h de reacao. Enquanto para esterase, o maximo foi igual a 34,7 % em 24 h de conversao
da EST1, e devido a auséncia de atividade para a sonda Lipl, presume-se que ha uma

preferéncia por ésteres de cadeia curta.

O Albonectria rigidiuscula mgk A3 3 apresentou um perfil diversificado no en-
saio preliminar de tolerancia aos farmacos, nao crescendo apenas em hormonios, e quanto
a triagem por sondas, o resultado também se mostrou variado, nao sendo observado ati-
vidade apenas para a sonda EST1. Destaca-se as atividades para Lipase que apds 3 h do
inicio da incubagao ja era possivel observar sua atividade, e atingiu seu maximo em 24
h (56,4 %) (Figura 17), ou seja, apresentando preferéncia para ésteres de cadeia longa,
uma vez que nao foi detecta atividade para esterase. A enzima de Baeyer-Villiger mono-
oxigenase também apresentou sua melhor taxa de conversao em 24 h para a sonda BVMO1
(25,7 %), enquanto a taxa de conversao da sonda BVMO2, foi constante préxima de 80 %.
Apesar de ter sido notada atividade para as epdxido-hidrolases, essas ficaram no limite

de deteccao da técnica.

Atividade enzimatica mgk A3 3

® BVMOZ
100 1 e EBEVMO1

a0 1 & Lipl
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1 4 7 10 13 16 1921 24
Tempo em horas
Figura 17 — Atividade enzimatica por sonda para o A. rigidiusculamgk A3 3.

Fonte: Autora, 2025.
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A cepa de Alternaria sp. mgk C3 9 apresentou crescimento significativo apenas
para os antitérmicos e AINES, entretanto, demostrou uma expressiva producao enzimatica
no ensaio com sondas fluorescentes (Figura 18). Sendo que para as sondas Lipl, Estl e
EPH1 comegou a apresentar uma taxa de conversao com 2 h de reagao, atingindo um
maximo de 60 %, 52 % e 35,6 % em 24 h respectivamente, para EPH2 a taxa méxima de
conversao que foi de 32,4 % também ocorreu em 24 h de reacao, assim como para BVMO1
que atingiu os 8,8 % em 24 h, enquanto a BVMO2 manteve sua atividade préxima de 60

% durante todo o periodo avaliado.

Atividade enzimatica mgk C3 9

# BVMO2
100 - Estl
o) ® FEPHI

® FEPHZ
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it

A 60

g 50

S 407
3{].

20 1

1 4 7 10 13 16 1921 2
Tempo em horas

Figura 18 — Atividade enzimatica por sonda para o Alternaria sp. mgk_C3_9.

Fonte: Autora, 2025.

J& o Albonectria rigidiuscula mgk A3 15, que nao se mostrou tolerante para com
os hormonios e fluconazol, e que apresentou um crescimento expressivo apenas para ami-
triptilina, revelou um perfil enzimatico na avaliagdo por sondas diversificado, excetuando-
se pela esterase e epoxido-hidrolase vicinal. Sendo que para lipase comecou a apresentar
uma taxa de conversao da sonda Lipl com 3 h de reagdo, atingindo um maximo de 41,7
% em 24 h. Para a epdxido-hidrolase avaliada com a sonda EPH1 o auge de conversao
ocorreu em 24 h, com uma taxa de 8,98 %. Em relagdo as mono-oxigenases, a conversao
da sonda BVMO1 apresentou seu méaximo apés 18 h de incubacgao, atingindo 19,9 %,
enquanto a conversao da BVMO2 manteve sua atividade proxima de 80 % durante todo
o periodo avaliado, sendo seu maximo igual a 80,5 % atingido em 5 h de reacao (Figura
19).
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Atividade enzimatica mgk A3 15

e BVMOZ
100 - e BVMO1
o EFH1
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Figura 19 — Perfil enzimatico para o Albonectria rigidiuscula mgk A3_15.

Fonte: Autora, 2025.

Na avaliacdo enzimatica por sondas, o Fusarium sp. mgk Bl 1 apresentou
resultado positivo para as oxidases intracelulares, com uma taxa de conversao para a
sonda BVMO2 - a qual se mostrou constante em aproximadamente 80,0 %. Para lipase,
tanto em placa como na avaliagdo por sondas, o resultado foi positivo, sendo a conversao

iniciada apds 2 h de reagdo, convertendo até 43 % da Lipl em 24 h (Figura 20).

Atividade enzimatica mgk B1 1

& BVMO2

100 1 e Lipl

701
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Figura 20 — Perfil enzimatico avaliado por sondas para o Fusarium sp. mgk B1 1.

Fonte: Autora, 2025.
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Tabela 6 — Perfil enzimético para as enzimas, em funcao dos substratos: lipase, com a
sonda LiP1; epdxido-hidrolase com as sondas EPH1 e EPH2; Bayer-Village
mono-oxigenase, com os substratos BVMO1 e BVMO2; e esterase, com a sonda

Estl
P T H Conversao enzimdtica dos substratos em % RFU
Hheo CHIPO eI HOTaS T Estl EPHI BVMO2 BVMO1 EPH2
1 024 017 0 100,00 0 0
. 0 0 0 35,35 0 0
Curvularia sp. mcc_A3_5 19 0 0,76 0 17.48 0 0
24 0 18 0 3,21 0 0
1 0,18 034 0 100,00 0 0
. 6 0 002 0 40,17 0 0
Dothiorella sp. mcc_A5_3 12 106 1.32 0 91.03 0 0
24 380 4,01 0 707 0 0
1 0,12 069 0 100,00 0 0
6 0 464 0 35,82 0 0
mee_Ad_9 12 0 1478 0 17,61 0 0
24 042 3468 0 4,33 0 0
1 0 0 0 76,87 2,90 0
. 6 1273 0 0 80,56 12,95 0,57
A. rigidiuscula mgk A3 _3 12 3352 0 024 78,19 19,96 0,58
24 56,40 0 1,68 68,49 25,69 0,41
1 0 0 024 7843 2,05 0
. 6 10,03 0 288 80,19 11,46 0,32
A rigidiuscula mgk A3 15, 2869 0 502 79,00 1727 0,60
24 4166 0 898 70,59 17,98 0,93
1 0,18 085 0 100,22 0 0
. 6 0 042 0 49,20 0 0
Colletotrichum sp. mgk_A5_5 12 100 158 0 98.99 0 0
24 2,72 363 0 15,00 0 0
1 0 0 0 77,70 0,29 0
. 6 911 0 0 82,03 2,58 0,15
Fusarium sp. mgk_B1_1 12 2826 0 0 80,74 3,45 0,23
24 4359 0 099 73,19 3,30 0
1 024 033 0 100,00 0 0
» 6 0 048 0 31,74 0 0
Rigidoporus sp. mgk_B1_3 12 008  2.56 0 14.87 0 0
24 0,23 6,91 0 1,30 0 0
1 0 0 0 66,63 0,71 1,57
. 6 3529 25,04 1347 66,93 3,48 9,66
Alternaria sp. mgk_C3_9 12 58,02 49,56 26,20 65,18 535 24,97
24 70,08 52,30 3559 56,64 8,85 43,71
1 0,19 2,41 0 100,00 0 0
. 6 0 1,60 0 55,57 0 0
Bjerkandera sp. mgk_C4_ 2 12 002 211 0 3417 0 0
24 0 240 0 19,69 0 0

Fonte: Autora, 2025.
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10 Conclusao dos ensaio de atividade enzima-

tica

Nesta etapa foram submetidos a triagem enzimatica 10 fungos que haviam apre-
sentado boa tolerancia pelo teste com TTC aos farmacos. Os quais mostraram diversidade

enzimatica, em especial para enzimas do tipo oxi-redutases e hidroliticas.

No modelo proposto de avaliagdo, o farmaco foi uma das tnicas fontes de car-
bono que os microrganismos possuiam, sendo a degradacao destes uma necessidade de
sobrevivéncia, o que possivelmente favoreceu a selecao de microrganismos produtores de

oxidases.

Os resultados da prospeccao enzimatica demostram que os isolados avaliados
podem vir a contribuir com um desenvolvimento mais sustentavel dentro do proposto

pelos ODS.

Em face ao exposto, e observando as limitagoes das triagens enziméaticas re-
alizadas, foram selecionados para dar continuidade ao trabalho os isolados Albonectria
rigidiuscula mgk A3 15 e Alternaria sp. mgk C3_ 9 devido a diversidade enzimética. E
pelo perfil de tolerdancia aos farmacos, sugere-se ainda avaliar as reagoes de biotransfor-
macao dos fungos com o farmaco ibuprofeno, o qual é amplamente utilizado na clinica, é

de facil aquisigao.






Parte |V

Reacoes de Biotransformacao






97

11 Biotransformacao

11.1 Biotransformacoes mediadas por fungos

Dentre as biotransformacoes, destaca-se no ambito deste projeto a que envolve mo-
dificacoes estruturais em compostos de interesse, como farmacos, por exemplo, para a ob-
tengao de novas estruturas (Singh, 2017). Neste processo sao envolvidas reagoes tais como
hidroxilacao, sulfonacao, oxidagao, desracemizacao, reducao enantiosseletivas de cetonas,
entre outras (Borges et al. 2009). Uma caracteristica interessante da biotransformagcao
mediada por fungos é a manutencao do grupo farmacoférico original, o que é importante
para a manutencao da atividade, alterando apenas fatores complementares, como a adi¢ao
de uma nova funcao organica na estrutura, e a polaridade, que, por consequéncia, pode
acarretar uma melhor relagao estrutura-atividade do farmaco (Singh, 2017; Palaric et al.
2019).

A exemplo desses processos, o pro-farmaco bromexina foi convertido em am-
broxol por espécies do género Cunninghamella spp. (NCIM689, NCIM 691, NCIM 687),
sendo possivel a formacao de quatro isdémeros, sendo os majoritarios ( £)-4-hidroxidemetil-
bromexina (Figura 21) e (E)-3-hidroxidemetilbromexina, e os minoritarios (Z)-4-hidroxi-
demetilbromexina e (Z)-3-hidroxidemetilbromexina (Dube; Kumar, 2017). Outro exemplo
¢é o da sapogenina Neoruscogenina, composto responséavel pela atividade biolégica da Rus-
cus aculeatus usada no tratamento de insuficiéncia venosa cronica, que foi biotransformada
pelo fungo endofitico Alternaria eureka isolado da Astragalus angustifolius em diferentes
compostos, os quais apresentam caracteristicas similares aos produtos de metabolizacao
pelo complexo enzimdtico do citocromo P450 (Ozcmar et al. 2018). Esses exemplos apon-
tam para a possibilidade de estudos farmacocinéticos alternativos, sem o uso de animais

e para novas vias de sintese organica.

Br Br
NHy _ Cunninghamella spp. NH,_
(l /\I o ,’ H S\
‘N ! 1 _N, 1‘
" O ” h Ox )
Bromexina Ambroxol YOoH

\—,

Figura 21 — Biotransformagao da bromexina a ambroxol (( E)-4-hidroxidemetilbromexina)
por fungos Cunninghamella spp.

Fonte: Adaptado Dube; Kumar, 2017.

Como comentado anteriormente, a sintese de compostos que possuem centro

de quiralidade é, comumente, muito dificil e dispendiosa, como exemplo da aplicacao de
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fungos para melhora do processo de desracemizacao, tem-se o caso do farmaco Zopiclona
(Imovane®), um hipnético produzido em mistura racémica. Em estudo com fungos do
género Cunninghamella spp., a Zopiclona foi biotransformada em sua forma mais ativa, a
(+)-(S)-N-Des-Zopiclona, com 38 % de excesso enantiomérico (e.e) ap6s 240 h (10 dias)
de incubagdo (Albuquerque; Gaitani; Oliveira, 2015).

O antipsicotico risperidona tem como forma ativa o composto 9-hidroxirisperidona,
porém na sintese convencional, também pode ocorrer a formacao do 7-hidroxirisperidona,
proveniente da hidroxilacao em C-7. Pensando na funcionalizagao da risperidona, o fungo
filamentoso Cunninghamella elegans (NRRL 1393 ATCC 10028B) foi avaliado, e mostrou
ser capaz de hidroxilar seletivamente em C-9, apresentando um 6timo resultado na sintese
enantiosseletiva, formando (+)-9-hidroxirisperidona com 100 % de excesso enantiomérico
(Figura 22) (Bocato et al. 2012).

Q\l o HO’Q ° N._O
| C. elegans N + |
Nw/i/\N 96h N INNGZ N

N N

“0 0O o
Risperidona (+)-9-hidroxirisperidona 7-hidroxirisperidona
100% 0%
F F F

Figura 22 — Hidroxilagao da Risperidona por C. elegans.

Fonte: Adaptado Bocato et al., 2012.

11.1.1 Biotransformacdes mediadas por fungos endofiticos

A busca por moléculas mais ativas e estaveis é uma preocupacao constante da
industria farmacéutica. O resveratrol, um importante antioxidante produzido por fun-
gos endofiticos presentes na casca da uva, pode ser modificado para melhorar suas pro-
priedades. A metilagdo das hidroxilas do resveratrol resulta no pterostilbeno (trans-3,5-
dimetoxi-4’-hidroxistilbeno), uma molécula mais hidrofébica, que possui melhor absorcao,
maior tempo de meia-vida e um potencial farmacolégico mais elevado. Em um estudo
envolvendo o fungo endofitico Penicillium sp. F5, isolado da planta medicinal chinesa
Polygonum cuspidatum, foi observada a conversao de 6 % do resveratrol em pterostilbeno,

conforme ilustrado na Figura 23 (Xu et al. 2020).

A derivatizacao de compostos é uma estratégia valiosa para a formagao de building
blocks quimicos. Nesse contexto, a biotransformacao da progesterona por fungos endofiti-
cos tem-se mostrado uma abordagem promissora para a prospeccao de novos esteroides
bioativos. Estudos recentes demonstraram que a biotransformacao da progesterona pelos
fungos Penicillium citrinum e Talaromyces sp., isolados das folhas de Handroanthus impe-

tiginosus, é particularmente eficiente. O P. citrinum converteu 93 % da progesterona em
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Resveratrol Pterostilbeno

OH
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Figura 23 — Biotransformacao do Resveratrol em Pterostilbeno, em caldo batata dextrose

Fonte: Adaptado Xu et al., 2020.

17a-metiltestosterona, enquanto o Talaromyces sp. produziu quatro compostos diferentes,
sendo o mais abundante a androst-4-ene-3,17-diona. A Figura 24 apresenta os compostos
gerados e suas respectivas porcentagens de conversao, evidenciando o potencial desses

fungos na produgao de esteroides bioativos (Pereira dos Santos et al. 2022).

o
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17a0-hidroxi-androst-4-ene-3-ona N Progesterona S
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androstane-3,17-diona
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85,6%

Figura 24 — Produtos da biotransformacao da progesterona por P. citrinum e Talaromyces
sp.

Fonte: Adaptado de Pereira dos Santos et al., 2022.

A sintese de aminas quirais é importante para diferentes areas, em especial na
construcao de building blocks. Um estudo com fungo endofitico Alternaria arborescens,
isolado das folhas de Humiria balsamifera e Tocoyena bullata, se mostrou promissor na bi-
otransformagao enantiosseletivas da rac-1,2,3,4-tetra-hidro-1-naftilamina em (R)-1,2,3,4-
tetra-hidro-1-naftilamina (Figura 25), com uma taxa de conversao de 48 % quando em
batelada em 48 h, e 51 % quando em fluxo constante, o e.e foi de > 99 %. Tal resultado
indicou a presenca de enzimas transaminases, o meio de cultivo, casca de laranja, se mos-

trou um 6timo indutor para esta enzima, fornecendo os cofatores necessarios (Pinheiro et
al. 2023).
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1,2,3,4-tetra-hidro-1-naftilamina (R)-1,2,3,4-tetra-hidro-1-naftilamina Tetralona
NH NH, o)

@@ Alternaria arborescens @O . Qé
50 mMol.L™! Piruvato

0,4 mMol.L™' PLP
pH 5,5; 30 °C; 120 rpm e.e 99%

Figura 25 — Resolugdo enantiomérica da amina 1,2,3 4-tetra-hidro-1-naftilamina em (R)-
1,2,3,4-tetra-hidro-1-naftilamina

Fonte: Adaptado de Pinheiro et al., 2023

11.2 Biotransformacao do |Ibuprofeno

O ibuprofeno é um farmaco anti-inflamatério nao esteroidal (AINES) de venda
livre, utilizado no tratamento e auxilio de diversas doencas, como célicas, febres, cancer
e dores de cabega. Seu mercado global é de 15 mil toneladas por ano (Peng et al. 2024;
Ratnasari et al. 2024).

As reagoes de biotransformagao do ibuprofeno por fungos mostram que enzimas
de oxidacao, como lacase e mono-oxigenases, sao efetivas na modificagao estrutural do
farmaco, e nao s6, mas que a presenca deste pode funcionar como indutor para a producao

de enzimas como lacase (Bankole et al. 2020).

O fungo Penicillium aurantiogriseum 2AJS, mostrou-se promissor na biotrans-
formacao, capaz de modificar até 82 % do ibuprofeno, formando os seguintes metabdlitos:
hidroxi-ibuprofeno e acido 2,3-di-hidroxsuccinico (Tabela 7); os autores atribuem o resul-

tado a expressao de lacase (Suresh; Abraham, 2023).

O estudo com o fungo Apiotrichum sp. IB-1, indicou um pH étimo de 7,0 para
biotransformacgao do ibuprofeno (5 mg/L) em 48 h, foi possivel observar a modificagdo
em 96 %. E por espectrometria de massas, os autores identificaram 6 produtos forma-
dos, derivados de reacoes de oxidacao. A Tabela 7 mostra os metabdlitos e sua relacao
massa/carga (m/z) (Peng et al. 2024).

Os fungos endofiticos também mostram capacidade de modificacao estrutural do
ibuprofeno. As cepas de Aspergillus niger, Aspergillus nidulans e Bipolaris tetramera iso-
ladas da planta medicinal Plantago lanceolata, reduziram de 100 pg . mL~! para valores
inferiores a 30 pg . mL~!, chegando inclusive a quantidades nido detectdveis do farmaco,
em um periodo inferior a um més. Sendo o produto resultante o hidroxi-ibuprofeno (7)
(Gonda et al. 2016).
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Tabela 7 — Metabolitos formados na biotransformagao do ibuprofeno por fungos

Composto Estrutura quimica m/z [M — H]~  Referéncia
(Peng et al. 2024; Gonda et
al. 2016; Kasonga; Kamika;

hidroxi- M 991 Ngole-Jeme, 2022; Khan;

ibuprofeno ° Murphy,  2022;  Suresh;
Abraham, 2023; Wang;
Liang et al. 2022)

Siﬁ%’;no iJep: 235 (Peng et al. 2024)

E)Iuglr(j);;}i) POOL 237 (Peng et al. 2024)

acido 2-((4- »

1-carboxi-2- w e

(oxoetil)fenﬂ) dic I o 279 (Peng et al. 2024)

hidroximetil)malonico

1,1,2-tri-hi- o NP 955 (Peng et al. 2024; Wang; Li-

droxi-ibuprofeno ° ang et al. 2022)

acido  2-((4-(1-

carboxietil)fenil) P 907 (Peng et al. 2024; Wang; Li-

di- T ang et al. 2022)

hidroximetil)malonico

acido 2-(4-

(4-metoxi-3- L

(metoxicarbonil)- M 305 (Peng et al. 2024)

4-oxobutil)fenil)

propanoico

metil-3-(4- .

etilfenil)-3,3-di- Sorad 223 (Peng et al. 2024)

hidroxipropanoato

acido 2,3- .

di-hidroxi- el 149 (Suresh; Abraham, 2023)

succinico

11.3  Objetivos

Fonte: Autora, 2025..

O objetivo desta etapa foi verificar o potencial de biotransformacao do ibuprofeno

pelos fungos selecionados na triagem enzimatica em relacao ao ibuprofeno.
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12 Metodologia

12.1 Controle de qualidade farmaco

Esta etapa fez-se necessaria para verificacao do grau de pureza e purificacao,
uma vez que o farmaco utilizado para as proximas etapas foi adquirido em farmécia de
manipulagao da cidade de Foz do Iguagu, Parand, Floreasca (lote ALIBB0062020), sem

excipientes.

12.1.1 Recristalizacao

A recristalizacao procedeu-se de acordo com a Farmacopeia Brasileira 6* edicao,
na qual se dissolveu em 20 mlL de acetona 500 mg do farmaco. A solucao foi agitada e
filtrada com auxilio de papel filtro analitico, e colocada para secar na capela em tempe-

ratura ambiente. O residuo foi submetido aos ensaios seguintes para comparagdo com a

forma adquirida (ANVISA, 2019).

12.1.2 Ponto de Fusao

O ponto de fusdo foi aferido pelo PFM-II Digital (MS TECNOPON® Instrumen-
tagdo), onde um capilar com a amostra foi submetido ao aquecimento. O ponto de fusao
esperado para o farmaco é de 75 °C (ANVISA, 2019).

12.1.3 Infra-vermelho

O ensaio de infravermelho foi realizado no Laboratério Multiusuario Engenheira
Enedina Alves Marques (UNILA), pela bolsista-técnica Luisa Parra Sierra, no equipa-
mento FRONTIER MIR+SP10 SDT (Perkin Elmer®), com acessério para pastilha de
brometo de potassio (KBr). Analisou-se as pastilhas em KBr, tanto do farmaco recris-
talizado como do comercial (ANVISA, 2019; Garrigues; Gallignani; Delaguardia, 1993;
Andrioli et al. 2014).

12.1.4 Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN foram obtidos em setembro de 2024 no laboratoério de
Multiusuério de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Parana (La-
bRMN), em colabora¢ao com Professor Dr. Andersson Barison. Sendo que os espectros

de hidrogénio (*H) para o ibuprofeno comercial foram obtidos em 400 MHz (Bruker®
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AVANCE 1 400), enquanto para o ibuprofeno recristalizado os espectros de 'H foram ob-
tidos em 200 MHz (Bruker® DPX 200). Para ambos os espectros de carbono 13 (13C)
100 MHz no Bruker® AVANCE 1 400. Foi preparada uma amostra de 30 g.L~! Ibupro-
feno comercial em cloroférmio deuterado (CDCl;), e 20 g.L.~! Ibuprofeno recristalizado
em CDCl;. O nimero de scans para o hidrogénio foi 8, e para carbono 2k. Em todos
os experimentos o CDCl; continha como padrao interno tetrametilsilano (TMS) 0,1 %
(Sigma-Aldrich®). Os espectros foram processados e analisados no software Bruker TopS-

pin 4.1.4, com licenga académica.

12.2 Ensaio de citotoxicidade do ibuprofeno

A reativagdo das cepas fungicas foi realizada em caldo batata dextrose por 4 dias
em shaker orbital a 150 rpm e 28 °C. Realizou-se uma dilui¢do inicial 1:10 do micélio
fungico recém crescido em solugdo salina 0,85 %, homogeneizou-se no vortex; e realizou-
se leitura em espectrofotémetro UV-vis a 530 nm (Weblabor modelo M51). As amostras
foram diluidas em solugao salina (NaCl 0,85 %) até ficarem em 0,5 na escala de McFarland
(Kowalska-Krochmal; Dudek-Wicher, 2021).

Em microplaca de 96 pocos, procedeu-se a incubacao da solucao fingica em
caldo Muller-Hilton e variada quantidade da soluc¢ao de Ibuprofeno em DMSO, de modo
a obter as seguintes concentracdes finais de 10 a 200 mg.L !, conforme Tabela 8 (Kowalska-
Krochmal; Dudek-Wicher, 2021; Moussa et al. 2013).

Tabela 8 — Diluicao utilizada para ensaio de citotoxicidade do ibuprofeno, a concentragao
final do farmaco na placa e os controles.

Concentracio final (mg.L=!) V farmaco (uL) V MH (uL) V Fungo (uL)

10 1 179 20
30 3 177 20
50 5 175 20
80 8 172 20
100 10 170 20
150 15 1165 20
200 20 160 20
Branco - 200 -
C+ - 180 20
C- 20 180 -
C DMSO* 20 160 20

*controle DMSO sem o farmaco.
Fonte: Autora, 2025.

A microplaca foi incubada em shaker orbital a 150 rpm e 28 °C por 48 horas,

posteriormente a esse periodo foi adicionado em cada pogo 20 pl. de solugdo de TTC a
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0,05 % e novamente incubada, desta vez por 2 h, ao final realizou-se a leitura a 450 nm
no leitor de microplacas (Loccus® - LMR-96) (Moussa et al. 2013).

Para calcular a citotoxicidade em porcentagem foi utilizada a seguinte equacao
(Gudina et al. 2010):

Amostra

% = (1 %100 (12.1)

"~ Controle

12.3 Reacao de biotransformacao do Ibuprofeno

Os fungos foram inoculados em meio Czepack em shaker orbital a 150 rpm e 28 °C
por 3 dias. Para biocatalise, transferiu-se 0,5 g deste inéculo inicial, para Erlenmeyer de
125 mL com 50 mL de tampao fosfato (pH 7,0) enriquecido com solugao de ibuprofeno em
DMSO, de modo a se obter uma concentracao final de 100 mg.L~!. O ensaio foi realizado
em triplicata. A reacdo foi monitorada por 2h, 24h, 48h, 72h e 96h. Foram realizados
controle negativo, que consistiu no farmaco e tampao, para avaliar possivel degradacao
espontanea do ibuprofeno. E controle positivo - fungo e tampao, a fim de monitorar
possiveis metabdlitos do fungo. A reacao ocorreu em shaker orbital a 150 rpm e 28 °C.
Posteriormente, foram armazenadas em tubos Falcon de 50 mL em ultrafreezer a -80 °C,
e liofilizadas por 24 horas a -88°C a uma pressao de 0,0944 mbar em liofilizador Alpha 2-4
LSCBasic (Christ®), conforme esquema apresentado na Figura 26 (Palaric et al. 2019).
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Figura 26 — Resumo esquematico do experimento de biotransformacao do Ibuprofeno.

Fonte: Autora, 2025.
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12.3.1 Extracao

Nesta etapa, as triplicatas liofilizadas foram reunidas em um tinico tubo Falcon
com a finalidade de aumentar a massa final dos compostos formados, e adicionou-se 10
mL de acetonitrila e 5 mL de agua ultrapura, a amostra foi submetida a agitacdo no
Ultraturraz (Ika®) por 3 minutos a 6000 rpm. Posteriormente, foi realizada a etapa de
salt-out, onde foram adicionados 4 g MgSO,, 1 g de NaCl e 1,5 g de acetato de soédio
NaOAc. Essa mistura foi agitada no vértex (NA3600 - NORTECIENTIFICA®) por 1
minuto, e centrifugada por 15 minutos a 4000 rpm (Rontina 380 - Hettich Zentrifugen®)
(Salvia et al. 2012; Gabardo et al. 2021).

Na sequéncia, realizou-se a etapa de purificacao pela metodologia de QuEChERS
(Quick, FEasy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). Para isto, foram transferidos 2 mL para
um tubo Falcon de 15 mL com 300 mg MgSO,, como agente secante; 50 mg de PSA
(amina priméria secundéria) (SigmaAdrech), que tem como objetivo reter as impurezas
como agucares e acidos organicos; e 150 mg de silica C18 (octadecilsilano) (SigmaAdrech),
com a funcdo de adsorver as impurezas lipidicas, homogenizada em vértex (NA3600 -
NORTECIENTIFICA®) por 1 minuto, e centrifugada por 15 minutos a 4000 rpm (Hettich
Zentrifugen®) (Gabardo et al. 2021).

Por fim, com auxilio de uma seringa de 5 mL e filtro de PFET 0,22 pm filtrou-se
1 mL do sobrenadante em um vial de 1,5 mL, e armazenou-se em freezer a -8 °C, para
posterior analise por cromatografia. A Figura 27 apresenta de modo resumido o processo

de extracao e preparo da amostra para as andlises subsequentes.

ACN10mL+5mL

. - ® i i
Agua ultrapura \ ‘ T25 Ultra-Turrax® 6 mil rpm 3 ‘

L—_g...r'

Pt

4 milrpm 15’
4gMgso, 1’ no vortex
1 gNaCl

1,5g NaOAc

2 mL Sobrenadante

B
& = . ST
E R

S5
QUEChERS:\
300 mg MgS0,

150 mg C18

e ——
4 milrpm 15’

Figura 27 — Resumo esquematico do QuEChERS
Fonte: Autora, 2025.
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12.3.2 Analise quimica dos compostos formados
12.3.2.1 Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As amostras foram submetidas a analise cromatografica no equipamento HPLC
Dionex Ultimate3000 (Thermo Scintific®), como fase estacionaria foi utilizada coluna
propria para HPLC do tipo C18, que a qual tem 18 carbonos ligados ao grupo silano
e apresenta caracteristica apolar, nas dimensoes 25 cm x 4,6 cm x 5um da ACE®. O
sistema de fase mével foi 45:55 H,O 0,01 % HCOOH : ACN, com fluxo de 1,5 mL.min},
por 15 minutos. O monitoramento ocorreu pelo detector de fluorescéncia no comprimento
de onda A\, =220 nm e A\_,,= 290 nm, e por UV em A = 220 nm (Phuong Truong, 2007;
Braganca et al. 2012).

Para dosamento, foi preparada uma curva padrao de Ibuprofeno comercial (FLO-
RESCEA (lote ALIBB0062020)), nas concentracoes 50 mg.L !, 100 mg.L~!, 150 mg.L 1,
200 mg.L~t, 250 mg.L=! e 300 mg.L.~!, a qual também foi purificada por QuEChERS.
Ademais, fez-se uso do padrao interno (PI) benzofenona em todas as amostras e na curva.
A concentracdo final da benzofenona foi de 50 g.L ™!, o qual é um pardmetro para as

possiveis variagoes do equipamento.

12.3.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em setembro de 2024 no LabRMN-UFPR.
Sendo que os espectros de 'H foram obtidos no equipamento 200 MHz (Bruker® DPX 200),
e os espectros de 13C foram obtidos em 100 MHz (Bruker® AVANCE I 400). O niimero
de scans variou de acordo com a concentracdo dos metabdlitos na amostra. Todos os
experimentos foram realizados em CDCly com TMS 0,1 % (Sigma-Aldrich®). Os espectros

foram processados e analisados no software Bruker TopSpin 4.1.4, com licenca académica.

12.3.2.3 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas
(UPLC-MS/MS)

Analise realizada no Laboratério Massas da Universidade Estadual de Maringa -
COMCAP, sob responsabilidade do técnico Victor Machado Lippa, em dezembro de 2024.

Para injecao, as amostras foram ressuspendidas em 1,0 mL de MeOH (LC-MS)
e filtradas em filtro 0,22 pum (PTFE).

As andlises foram realizadas no equipamento UHPLC Shimadzu Nexera X2 aco-
plado ao espectrometro de massas Q-ToF Bruker Impact II. A fase estacionaria: coluna
SB-C18 Agilent® (1,8 um x 2,1 x 150 mm), a temperatura da coluna foi mantida em 30

°C. O volume de injecao foi de 5 pli, e a corrida de 25 minutos cada.

Foi realizado o modo de inje¢ao negativo. A fase moével foi isocratica 55:45 ACN
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LC-MS (0,1 % &cido férmico) e dgua ultrapura (0,1 % acido férmico), com o fluxo de 0,3

mL.min~1.

Para calibragao fez-se o uso de 20 pL de formato de s6dio (HCOONa). O método

de andlise usou uma faixa de 50-1500 (m/z) de massa; e uma taxa de amostragem de 7,00

Hz (andlise quantitativa).

A energia de colisao foi testada em 7.0 eV na camara de colisdo. E a energia de
fon no quadrupolo foi testada em 4.0 eV. A ionizagao foi feita por Eletrospray (ESI). A
pressio do gas de nebulizacdo foi otimizada em 9,0 L.min~!. A temperatura da fonte de

ionizacao foi mantida em 200 °C.
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13 Resultados e discussao

13.1 Controle de qualidade farmaco

Ao avaliar o aspecto do farmaco ibuprofeno obtido comercialmente, observa-se
concordancia com a Farmacopeia, pé branco amorfo. A faixa de fusdo para a amostra
ficou igual a 74 °C a 74,5 °C, préxima a prevista (75 °C a 78 °C) (ANVISA, 2019). J4 no
espectro de IV, observa-se banda alargada na regido de 3000 cm™—!, atribuida & hidroxila

do 4cido carboxilico (Pavia et al. 2015).

Apos a recristalizacao, o farmaco apresentou-se de modo cristalino e levemente
amarelado, o rendimento foi de 82,6 %. Sua faixa de fusao foi de 73,5 °C a 74,3 °C, ficando
proxima do descrito, porém levemente abaixo. O espectro de IV (Figura 28) apresentou

! maior que a do ibuprofeno antes

uma % de transmitancia na regiao acima de 2500 cm™
da recristalizacao, sendo possivel, além da banda correspondente a hidroxila do acido
carboxilico, a observagao da banda caracteristica da ligacao C-H do anel aromatico com
hibridizacdo sp® que apresenta estiramentos simétricos e assimétricos. Préximo a 3100
cm~! ainda se observa a banda de ligacio C-H do anel aroméatico com hibridizacdo sp®

(Andrioli et al. 2014; Garrigues; Gallignani; Delaguardia, 1993; Pavia et al. 2015).

00 Ibuprofeno Recristalizado X Ibuprofeno Comercial em KBr - 400 a 4000 cm™1

o — Recristalizado
—— Comercial cH
O 1"

80 y CH m

’ M
5
ES

40

OH
20 \H/
(0]
0 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™!

Figura 28 — Comparativo dos espectros de IV para o farmaco ibuprofeno comercial e re-
cristalizado, com destaque dos grupos funcionais identificados.

Fonte: Autora, 2025.

Em ambas as amostras é possivel notar em 1700 cm~! a banda forte e fina
correspondente & carbonila do 4cido carboxilico, e em 2800 cm™' a banda caracteristica

da hidroxila do acido carboxilico. Também nota-se estiramentos de baixa intensidade entre
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3000-3200 cm ! caracteristicos do estiramento da ligacdo C—H no anel aromético. J4 em
2000 cm ™! observa-se o sinal fraco correspondente ao anel aroméatico para substituido. Em
1500 ecm ™! tem o sinal correspondente ao estiramento das ligacdes C=C do anel (Pavia et
al. 2015). Ademais, os espectros obtidos sao condizentes com os encontrados na literatura
(Andrioli et al. 2014; Garrigues; Gallignani; Delaguardia, 1993).

Por fim, foram obtidos espectros de RMN de 13C (Figura 33) e 'H (Figura 29), a
partir dos quais é possivel confirmar que o farmaco adquirido possuia a pureza necessaria,

nao sendo observadas diferencas entre os espectros de hidrogénio.

Tbuprofeno recristalizado LLJ\J

Tbuprofeno comercial L/.\JL

Figura 29 — Espectro de 'H obtidos em CDCl,, com 8 scans, em 400 MHz (Bruker®
AVANCE T 400).

Fonte: Autora, 2025.



Na Figura 30 é possivel observar os deslocamentos quimicos 'H, bem como as multiplicidades e também a integracdo para os sinais

obtidos para a amostra de ibuprofeno recristalizado.
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Figura 30 — Espectro de 'H em CDCl; com TMSO0 0,1 %, com 48 scans, em 200 MHz para o farmaco ibuprofeno rescristalizado
Fonte: Autora, 2025.
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Na Figura 31 é possivel observar, junto aos deslocamentos quimicos do 'H, as multiplicidades e também a integracdo para os

sinais da amostra de ibuprofeno comercial. O qual é possivel observar o singleto largo em 11,7 ppm caracteristico da hidroxila de acido

carboxilico.

Figura 31 — Espectro de 'H em CDCly com TMSO0 0,1 %, com 8 scans, em 400 MHz para o formaco ibuprofeno comercial
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A tabela 9 mostra os dados espectrais de 'H para a amostra de Ibuprofeno

comercial, recristalizado, os quais foram comparados com (Shieh et al. 1993). Enquanto

na tabela 10 tém-se os dados de 3C que foram comparados com a nota técnica Application

Note 21 (Oxford Instruments, 2022). A Figura 32 traz o ibuprofeno com a numeracao de

carbonos.

Figura 32 — Estrutura quimica do Ibuprofeno com numeragao de carbonos em vermelho.

Fonte: Autora, 2025.

Tabela 9 — Deslocamentos espectrais de RMN para 'H em ppm das amostras de ibupro-

feno em relagao a literatura.

o C §'H ([ J = Hz)
pOsiGao Literatura (75 MHz) Comercial (400 MHz) Recristalizado (200
MHz)
~(on) 910 sl (1) 11,70 sl (1) -
2 _ . -
3 35 qq (1H J= 7,18 Hz) 3,7 ¢ (1H J=6,9Hz) 3,7 ¢ (1H J= 7,2 Hz)
4 1,5 dd (3H) J=7,5: 45 1,5d (3H J=6,9 Hz) 1,49 d (3H J= 7,2 Hz)
Hz)
5 B, , ,
7,2 - 6,9 m (4H) 7,16 dd (4H J=17,9;39,6 7,16 dd (4H J= 7,2; 16
67
Hz) Hz)
8 . . .
9 245 d (2H J=7,12 Hz) 2,44 d (2H J= 79 Hz) 2,44 d (2H J= 7,2 Hz)
10 1,85 sept (1H) 1,83 noneto (1H J= 6,6 1,84 noneto (1H J= 6,6
Hz) Hz)
11 0,9 d (6H J=6,6 Hz) 0,89 d (6H J= 6,6 Hz) 0,89 d (6H J= 6,6 Hz)

Fonte: Autora, 2025.



114 Capitulo 13. Resultados e discussdo

Ibuprofeno recristalizado

| i x

Ibuprofeno comercial

—— , ‘

Figura 33 — Espectro de 13C obtidos em CDCl;, em 100 MHz (Bruker® AVANCE I 400).
Fonte: Autora, 2025.



Na Figura 34 é possivel observar os deslocamentos quimicos de 3C para a amostra de ibuprofeno recristalizado.
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Figura 34 — Espectro de 3C obtidos em CDCl;, em 100 MHz para a amostra de ibuprofeno recristalizado
Fonte: Autora, 2025.
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Na Figura 35 é possivel observar os deslocamentos quimicos do 3C para a amostra de ibuprofeno comercial.
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Figura 35 — Espectro de '3C obtidos em CDCl;, em 100 MHz para a amostra de ibuprofeno comercial

Fonte: Autora, 2025.
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Tabela 10 — Deslocamentos espectrais de RMN para '>C em ppm das amostras de ibupro-
feno em relacgao a literatura, em 100 MHz.

] si3¢C

nimero C Literatura Comercial Recristalizado
: - : -

2 181,4 180,8 180,4
3 45,2 45,0 45,0
1 30,25 30,2 30,2
5 137,2 137,0 137,0
6 1274 127,3 127,3
- 129.5 1294 1294
8 140,9 140,8 140,9
9 45,2 44,9 44,9
10 18,2 18,1 18,2
11 22.5 22,4 22.4

Fonte: Autora, 2025.

13.2 Ensaio de citotoxicidade do ibuprofeno

A concentracao inibitéria é necessaria em virtude de no ensaio de tolerancia nao
ter sido analisado o Ibuprofeno em separado. Ademais, era necessario avaliar a toxicidade
do DMSO, solvente utilizado na preparacao da solucao de ibuprofeno a ser usado nos
ensaios de biodegradacao, uma vez que o farmaco apresenta-se praticamente insoltvel em

agua.

Para avaliar a dose maxima suportada pelo fungo, foi realizado um teste de
citotoxicidade do ibuprofeno. Para um melhor rendimento na obtencao dos produtos, é
interessante que nao se use concentracoes tao baixas do farmaco. Entao, a dose ideal pode
ser encontrada entre a toxicidade e a mais alta concentragao tolerada, como mostra a
Tabela 11, foi de 100 mg.L~!, que inibiu apenas em 6,6 % o fungo Albonectria rigidiuscula
mgk A3 15 e em 19,6 % o Alternaria sp. mgk C3_9.

Tabela 11 — Taxa de inibicdo do ibuprofeno em relacido a cepas selecionadas.

Concentracio (mg.L 1)  Albonectria rigidiuscula mgk A3 15  Alternaria sp. mgk_C3_9

10 76,03 10,46

30 14,44 13,47

50 2,55 15,23

80 45,03 44,78

100 6,63 19,62
150 96,93 98,32
200 99,25 99,12
DMSO 152,45 131,51

Fonte: Autora, 2025.
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13.3 Avaliacdo da Biotransformacao do Ibuprofeno

Ao final da extracao, foi obtido 6leo amarelo-dourado, tanto para amostra de Alter-
naria sp. mgk C3_9 como para Albonectria rigidiuscula mgk A3 _15. No cromatograma
em UV/VIS 220 nm, o sinal correspondente ao Ibuprofeno com o tempo de retencao de
10,5 minutos, enquanto o padrao interno (PI), a benzofenona, teve tempo de retencao
igual a 9,6 minutos. Na andlise por emissao em 290 nm nao foi observado o sinal da

benzofenona.

A amostra Alternaria sp. mgk C3 9 mostrou um sinal intenso no cromatograma
na regiao de 3 minutos em apenas 24 h, sendo possivel inferir a formagdo de um produto
majoritario. Na Figura 36 é possivel observar o surgimento dos sinais da conversao do
ibuprofeno no produto em funcdo do tempo de reacao para 2 h, 24 h e 96 h. As taxas de

conversao foram de 13,5 % em 24 h, para 55,7 % em 96 h.

Figura 36 — Cromatograma para o Alternaria sp. mgk C3_9 em diferentes tempos de
catélise, a. 2 h; b. 24 h; c. 96 h.

Fonte: Autora, 2025.

J& a amostra Albonectria rigidiuscula mgk A3 15 apresentou uma conversao
conforme a Figura 37. Em 72 h surgiu o primeiro sinal de transformacao, em 2,7 minutos

de corrida, e que se manteve em 96 h.
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Figura 37 — Cromatograma para Albonectria rigidiuscula mgk A3 15 no tempo inicial e
final da reacdo, a. 72 h e b. 96 h;.

Fonte: Autora, 2025.

A diferenca entre os tempos de retencao do composto majoritario formado entre

Alternaria sp. mgk_C3_9 e Albonectria rigidiuscula mgk A3 15 sugere a formacao de
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compostos diferentes, resultantes de vias metabdlicas proprias. Para elucidar essas diferen-
cas, as amostras Albonectria rigidiuscula mgk A3 1596 h e Alternaria sp. mgk_C3_9 48
h e 96 h foram enviadas para realizacao de espectrometria de massas. E todos os tempos
de Alternaria sp. mgk C3 9 foram encaminhados para RMN, uma vez que a quantidade

obtida do produto era maior.

13.3.1 RMN e LC/MS do Alternaria sp. mgk_C3_9

Pelo espectro de 13C observou-se que em 48 h ja ocorreu uma alteracdo no grupo
funcional do acido carboxilico, o deslocamento do sinal da carboxila de 180 ppm para 175
ppm. Observa-se que o anel aromatico e parte da cadeia lateral nao sofreram alteracoes,

pois os sinais se mantém, conforme observado na Figura 38.

96 h de reagdo

72 h de reagdo

48 h de reagédo ‘ *

Tbuprofeno recristalizado

Ll | ) I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Figura 38 — Espectros de 13C para os diferentes tempos de reacdo do fungo Alternaria sp.
mgk C3 9 em relagao ao ibuprofeno. Em 100 MHz.

Fonte: Autora, 2025.

Com o avanco apés 72 h, as modificacdes ficam mais claras, no espectro de 13C
observou-se o surgimento de sinais na regiao de 40 ppm, para os espectros da biotrans-
formagao; ademais, os carbonos quaternarios, ligados ao anel em 140 ppm e 136 ppm,
apresentam-se deslocados em relagdo ao farmaco. E na regiao de 65 ppm, observa-se um

intenso sinal para as amostras de 72 h e 96 h, caracteristico de ligagdo OH.

Nos espectros de hidrogénios (Figura 39), é possivel observar as diferengas entre
o ibuprofeno (controle do farmaco), o controle do fungo e os resultados da reagao. O sinal
do solvente CDCl; aparece em 7,25 ppm, junto do sinal referente ao anel aromatico nas

amostras da biotransformacao e do ibuprofeno.

Com o avanc¢o da biotransformacao, assim como no carbono, os espectros de
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hidrogénio ficam mais complexos. Destaca-se o singleto largo em 4,44 ppm na amostra de
48 h, em 3,85 ppm em 72 h e em 4,13 ppm observado apés 96 h, o que ¢ indicativo da
presenca de protons trocaveis, sugerindo a presenca de grupo hidroxila, como em &alcoois.
O surgimento do singleto em 1,24, referente a metilas e em 2,64 indicativo de CH, também

se destacam.

96 h reagdo WM
[ M_/\«W//\ -

72 h reagéio ]1\»
[T N BN i .

i

48 h reagdo L
. UL

24 hreagdo

0 L
2 hreagéo “

Ah ) J'LJML . ‘L [
Ibuprofeno H J{{

KM J }“\L_r_,m'.um ‘I‘ J‘

Controle do fungo JUJV\N JU L
— " Jk Y N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 00

Figura 39 — Comparativo entre os espectros de hidrogénio da reacdo com o ibuprofeno e
o controle do fungo Alternaria sp. mgk C3_ 9. Em 200 MHz.
fonteAutora, 2025.
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Na andlise de UPLC/MS em polo negativo da amostra Alternaria sp. mgk C3_9,
o sinal de maior intensidade no tempo de retengdo de 1,45 minutos (Figura 40), que

corresponde ao fragmento de m/z igual 221 ([M-H] ) (Figura 41).
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Figura 40 — Principais picos no cromatograma de UPLC/MS para o fungo Alternaria sp.
mgk C3 9

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 41 — Espectro de fragmentacao de massas do composto majoritario produzido pelo
fungo Alternaria sp. mgk C3 9, em modo negativo de ionizagao

Fonte: Autora, 2025.



Na Figura 42 é possivel observar os deslocamentos quimicos do '3C para a amostra oriunda da biotransformacao do ibuprofeno

recristalizado pelo fungo Alternaria sp. mgk C3_ 9.
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A partir da analise em conjunto dos dados de massas e dos espectros de RMN foi
possivel propor que o composto majoritario formado é o 2-hidroxi-ibuprofeno (2-OH-ibu)
(Figura 43). Destaca-se para esta conclusao os sinais em 29,5 ppm e em 70,7 ppm que
nao estavam presentes no espectro do controle do ibuprofeno. A Tabela 12 apresenta um

resumo das diferencas encontradas entre os espectros.

413
0.89 1,21

225 452 29,5 OHyg o
30,2 2,4 o —_—> 70,7 2,63

1.9 205

0,89

Figura 43 — Hidroxilacao da cadeia lateral do Ibuprofeno resultante da reagao de biotrans-
formacao pelo fungo Alternaria sp. mgk C3_ 9.

H 29,5
1,21

o

Fonte: Autora, 2025..

Tabela 12 — Deslocamentos espectrais de RMN para 'H (200 MHz) e 3C (100 MHz) em
ppm das amostras de ibuprofeno em relacao ao 2-hidroxi-ibuprofeno

Composto posicao SH ([ J = H) sBC
9 244 d (2H J= 7,2 Hz) 452
Ibuprofeno 10 1,84 noneto (1H J= 6,6 Hz) 30,2
11 0,89 d (6H J= 6,6 Hz) 99.5
9 2,63 s (2H) 49,2
10 ; 70,7
2-OH-Ibuprofeno 1 1,21 5 (6H) 20.5

Fonte: Autora, 2025.

Na literatura foram encontrados os deslocamentos do 2-OH-ibu, porém metanol
deuterado, os valores encontrados sdo 'H (ppm) (500.13 MHz) 9. 2,73 (s, 2H); 10. -; 11 e
11’ 1,16 (s, 3H). Os respectivos 3C (ppm) (125.76 MHz) 9. 50,0; 10. 71,3 11 e 11’ 28,9
(Marco-Urrea et al. 2009). Contudo, pela diferenca de solvente, nao é possivel fazer uma

comparacao entre os sinais.

Este composto ja foi relatado na literatura como metabdlito, o estudo de urina
(Djukovic et al. 2008). Em estudo com bactérias foi relatado como produto da mono-
oxigenagao alifatica de Bacillus thuringiensis (Marchlewicz et al. 2017). A produgao do
2-hidroxi-ibuprofeno também foi relatada em estudo com o fungo Trametes versicolor,
embora sejam importantes para a metabolizacdo do ibuprofeno, as enzimas MnP, Lac e

do citocromo P450 podem nao ser as tnicas envolvidas no processo (Marco-Urrea et al.
2009).
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13.3.2 LC/MS para Albonectria rigidiuscula mgk_A3_15

O espectro de massas para o fungo Albonectria rigidiuscula mgk A3 15 indica
que o composto majoritdrio é um hidroxi-ibuprofeno, ji que foi observado um fon [M-
H|™ de massa/carga de 221 m/z, com o tempo de retengao de 1,7 minutos. Ressalta-se a
diferenca no padrao de fragmentacao observado entre o metabdlito formado pelo fungo
Alternaria sp. mgk C3_ 9, e apds a conclusao da andlise dos fragmentos formados, sugere-
se que foi formado o 1-hidroxi-ibuprofeno, conforme descrito anteriormente por Peng e

colaboradores (2024). Na Figura 44 é possivel observar o padrao de fragmentagao.
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Figura 44 — Fragmentacao em modo negativo de ionizagdo para o composto majoritario
formado na reacao de biotransformacao do Ibuprofeno pelo fungo Albonectria
rigidiuscula mgk A3 15.

Fonte: Autora, 2025..
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14 CONCLUSAO

O fungo Alternaria sp. mgk C3 9 confirmou seu potencial biocatalitico na trans-
formacgao do ibuprofeno em apenas 48 h, formando o 2-hidroxi-ibuprofeno como majorita-

rio, com 55,7 % de conversao em 96 h.

Ja o fungo Albonectria rigidiuscula mgk A3 15, mostrou um potencial de con-

versao de 0,7 % , sendo o composto majoritario formado o 1-hidroxi-ibuprofeno.

Os resultados mostram que ambos foram capazes de hidroxilar o ibuprofeno, po-
rém por vias metabolicas distintas, o que é sugerido pela diferenca na posicao da hidroxila

entre os compostos.

Diante dos produtos majoritarios formados, se confirma a presenca de enzimas do

tipo oxidases para o Alternaria sp. mgk C3_9 e Albonectria rigidiuscula mgk A3 15.
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Consideracoes finais

Como resultados deste trabalho destaca-se o maior conhecimento sobre a mico-
biota de espécies botanicas da regiao, onde 169 fungos foram isolados. Das 10 cepas, 9

foram identificadas por biologia molecular.

A triagem enzimatica mostrou um alto potencial dos microrganismos isolados,
tanto para enzimas intracelulares como extracelulares, e que muitas aplicagoes biotecno-
légicas podem ser avaliadas, além da biotransformacao de farmacos, como na produgao de
combustiveis renovaveis, como etanol de segunda geracao, devido a presenca de enzimas
lignoliticas (Lac, MnP e LiP).

Como agente de biotransformacao, os fungos triados mostram-se capazes de
biotransformar o Ibuprofeno. Os produtos obtidos confirmam a presenca de enzimas mono-

oxigenases, como previsto pela triagem enzimatica.

Por fim, os resultados obtidos neste estudo reforcam o potencial biotecnologico
de fungos endofiticos como fontes promissoras de enzimas com aplica¢des na biotransfor-

macao de farmacos.

A diversidade enzimatica observada entre os isolados, especialmente em rela-
¢do as oxigenases e lipases, destaca a relevancia desses microrganismos para processos
sustentaveis dentro dos principios da quimica verde. Em particular, o desempenho do iso-
lado Colletotrichum sp. mgk C3 9 na conversao do ibuprofeno em 2-hidroxi-ibuprofeno

evidencia sua aplicabilidade como biocatalisador.

Assim, este trabalho contribui para a prospeccao de novos biocatalisadores e
reforga a importancia da biodiversidade microbiana regional na busca por solugoes inova-

doras e ambientalmente responsaveis para a industria no ambito ODS da agenda 2030.
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APENDICE A — Reagentes e Solucdes

A.1 Tampao Fosfato

A solugdo estoque a 0,2 mol.L. ! de fosfato monobésico de sédio (NaHPO,) (ACS
cientifica®) foi preparada pesando 27,8 g e em baldo volumétrico foi ajustado o volume em
1,0 L com 4gua deionizada. Também foi preparada uma solucdo a 0,2 mol.L~! de fosfato
bibésico de sédio anidro (Na,HPO,) (Chemicals®), neste caso foram pesados 28,39 g de
Na,HPO, e completada para 1,0 L com agua deionizada. Para o preparo de 1,0 litro do
tampao a pH 7,4, foram adicionados 95 mL da solucdo de NaHPO, 0,2 mol.L ™! e 405 mL

da solugao de Na,HPO, a 0,2 mol.L ™! (Gomori, 1976).

A.2 Tampao Borato

Inicialmente foram preparadas as solucoes estoque de 0,2 mol.L~! de 4cido bérico
(H;BO;) e de bordx (0,05 mol.L™1). Para a solucdo de H;BO, foram pesados 6,2 g em
500 mL e para a de borax 9,75 g em 500 mL de dgua destilada.

O tampao borato pH 8,8 foi preparado a partir de 50 ml de uma solugao estoque
a 0,2 mol.L™! HyBO; - e de 30 mL da solucdo de bérax 0,05 mol.L™!, completada com
agua deionizada para 200 mL (Gomori, 1976).

A.3 Tampao Citrato

Para obter a solucdo estoque de 4cido citrico a 0,1 mol.L~! foram pesados 21,01
g em 1,0 L de 4gua deionizada. Para preparar a solucao de citrato de sédio a 0,1 mol. L~}

foram pesados 29,41 g para 1 L de dgua deionizada.

Os tampoes citrato, pH 3,0 e pH 4,5, formam preparados a partir das solucoes
estoque de acido citrico (0,1 mol.L 1) e citrato de sédio (0,1 mol.L.™!). Para o pH 3,0
foram 46,5 mL da solugao de acido e 3,5 mL da solugao de citrato completados para 100
mL com agua deionizada. Ja para o pH 4,5 foram adicionados 56 mL de acido citrico e

44 mL de citrato de sédio completados para 500 mL de dgua deionizada (Gomori, 1976).

A.4 Tampao Malonato

O tampao malonato (3,5 mol.L~1) com pH 4,5, foi preparado a partir da diluicao

de 100,64 g de malonato de sédio (SigmaAldrich®) em 200 mL de 4gua deionizada (Gomori,
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1976).

A5 Tampao Acetato

Foram preparadas as solugoes estoque. Para obter a solucao acido acético (0,2
mol.LL 1) foram transferidos 11,5 mL de 4cido acético glacial em 1 L de 4dgua deionizada.
Para preparar a solucdo de acetato de sédio (0,2 mol.L™1) 16,4 g foram diluidos em 1,0 L

de agua deionizada.

Para o tampao acetato pH 4,5 foi preparada uma solucéo estoque de 0,2 mol.L !
de 4cido acético e uma de 0,2 mol.L ™! de acetato de sédio. Sendo que para 100 mL foram

acrescidos 30,5 mL da solugao de dcido e 19,5 mL da solugao béasica (Gomori, 1976).

A.6 Solucdo de Farmacos

Foram preparadas solucoes estoque dos farmacos comerciais, em uma concentra-
cdo final de 50 mg.L~! em 4gua destilada. Para obter estas solucoes mais homogéneas,
os farmacos ibuprofeno, fluconazol, dipirona sédica, fluoxetina, e o estradiol foram ini-
cialmente diluidos em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) e posteriormente diluidos em
agua. O acido acetilsalicilico (AAS) foi diluido diretamente em dgua. Ja a amoxicilina, foi
diluida em 1 mL de hidréxido de aménia (NH,;OH) a 1 mol.L ™! e o diclofenaco de potés-
sio foi previamente diluido em 1 mL de metanol (MeOH) PA. Para obter a concentracao
desejada, o volume foi completado com agua destilada, utilizou-se balao volumétrico de
50 mL.

A.7 Meio de cultura — minimo com glicose

O meio minimo foi preparado com 0,20 g.L ™! de cloreto de célcio (CaCly), 0,7
g.L 7! fosfato de potassio bi-basico (K4HPO,), 0,7 g.L. ™! de fosfato de potdssio monobésico
(KH,PO,), 0,9 g.L.~! de glicose, 0,5 g.1.~! de nitrato de sédio (NaNOs), 0,5 g.L. =1 de sulfato
de aménio ((NH,),SO,), e 0,2 g.1.7! de sulfato de magnésio (MgSO,) em dgua destilada
(Ivshina et al. 2019).

A.8 Meio de cultura basal com ureia

Para 1,0 L de meio foram utilizados: extrato de levedura 0,2 g; peptona 0,76
g; ureia (CO(NH,),) 0,3 g; sulfato de cobre penta-hidratado (CuSO, -5H,0) 0,25 g; sul-
fato de aménio ((NH,),SO,) 1,4 g; fostato de potdssio monobasico (KH,PO,) 2 g; sul-
fato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,-7H,0) 0,3 g; cloreto de célcio di-hidratado
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(CaCl, - 2H,0) 0,4 g; sulfato de ferro hepta-hidratado (FeSO,-7H,0) 0,005 g; sulfato
de manganés anidro (MnSO,) 0,016 g; sulfato de zinco hepta-hidratado (ZnSO, -7 H,0)
0,037 g; cloreto de cobalto hexa-hidratado (CoCl, - 6 H,O) 0,037 g e completado o volume
com agua destilada (Rueda et al. 2020).

A.9 Meio Czpack

Para a preparagao de 1,0 litro do meio Czpack utilizou-se 1 g KHPO,, 1 g Na,HPO,,
0,5 MgSQOy,, 5 g de extrato de levedura, 30 g de glicose, 2 g NaNO;, 0,02 g FeSO, € 0,5 g

de KCl, completou-se o volume com agua destilada (Palaric et al. 2019).

A.10 Meio Muller-Hilton

Para a preparacao de 1,0 litro do Muller-hilton (Kasvi®) suspender 36 g de p6 em
1 litro de agua destilada.

A.11 Solucio Salina 0,85 %

A solugao foi preparada com Nacl grau PA. Onde para 1 L foi solubilizado 8,5 g

em 1 litro de agua destilada.

A.12 Tampao de extracao do DNA

Para a preparagao do tampao, pesou-se 1 g de dodecil sulfato de sédio (SDS) e
diluiu-se em 80 mL de agua destilada. Na sequéncia, adicionou-se 0,9305 g de EDTA,
1,461 g de NaCl, 3,152 g Tris, completou-se o volume para 100 mL de agua destilada, e

ajustou o pH em 8,0 com auxilio de solucdo de HC1 0,1 mol. L1,
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APENDICE B - Cédigos dos Isolados

Quadros com os cédigos dos fungos isolados da G. kunthiana e da C. canjerana,
onde as iniciais ‘'m’ nos codigos indicam a familia Meliacea, 'cc’ refere-se a espécie C.
canjerana, enquanto o 'gk’ faz referéncia a G. kunthiana. No caso desta as letras "A’ a

'D’, indicam que foram isoladas de exemplares diferentes.

Quadro B.1 — Coédigo dos isolados para arvore C. canjerana

Cédigos C. canjerana

mcc_ A5 2 mece A2 4 mcc A4 5
mcec. A1 3 meec A3 1 mcc A4 6
mece. Al 2 meec A2 7 mcc A2 5
mce. Al 4 mee A2 3 mee A4 7
mecc A1 9 mcec A3 3 mece A4 8
mecec Al 8 mec A3 5 mcecec Ad 2
mcec Al 7 meec A3 6 mcc A4 3
mcec. Al 5 meec A3 4 mcec A4 9
mcec. A5 6 mcc A4 4 mcc A2 2
mcc_ A5 4 mecec A5 1 mec A4 1
mcc A2 8 mecec A2 6 mec Al 1
mcec A5 3 mecec A2 1 mecec A3 2
mcec. Al 6 mcec A5 2

Fonte: Autora, 2025.
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APENDICE B. Cédigos dos Isolados

Quadro B.2 — Cdédigo dos isolados para arvore G. kunthiana

Codigos G. kunthiana

mgk A3 14
mgk C4 1
mgk Bl 8
mgk D1 9
mgk C5 2
mgk A3 13
mgk A3 11
mgk Bl 5
mgk D2 4
mgk B3 4
mgk A4 2
mgk A3 2
mgk A2 1
mgk Bl 9
mgk C2 2
mgk A5 4
mgk A3 7
mgk A3 4
mgk D2 5
mgk B4 6
mgk B4 2
mgk C6 1
mgk D2 4
mgk C2 6
mgk C2 3
mgk A5 7
mgk Bl 11
mgk C3_9
mgk C3_ 7
mgk C3 8
mgk C2_ 7
mgk A5 5
mgk A3 8
mgk Bl 4
mgk A3 5
mgk C1 2
mgk D2 1
mgk C3 4
mgk B2 2
mgk A3 1
mgk D1 1
mgk Al 2
mgk Al 1
mgk D1 4
mgk D1 5

mgk Cl1 4
mgk C5 3
mgk B3 5
mgk C3 10
mgk C4 3
mgk A3 15
mgk D2 9
mgk C5_ 5
mgk D1 10
mgk D2 7
mgk A3 12
mgk Bl 7
mgk B4 11
mgk Bl 2
mgk B2 3
mgk D1 7
mgk B4 8
mgk B4 9
mgk D2 10
mgk C1_ 3
mgk B4 4
mgk C2 4
mgk D1 12
mgk A3 9
mgk C3 6
mgk A5 8
mgk D2 6
mgk A2 5
mgk Bl 13
mgk C4 2
mgk A5 6
mgk Bl 9
mgk D2 3
mgk C1_6
mgk D1 8
mgk D1 3
mgk C3 2
mgk C3 3
mgk C3 1
mgk Bl 1
mgk A6 1
mgk A4 6
mgk C1 1
mgk C5 1
mgk C2 1

mgk Bl 12
mgk Bl 14
mgk D1 20
mgk A5 9
mgk A3 14
mgk C1 7
mgk D2 8
mgk C1_5
mgk A2 2
mgk B3 6
mgk Bl 6
mgk A3 10
mgk B2 5
mgk A3 3
mgk C5 4
mgk B3 1
mgk D1 13
mgk A2 3
mgk B4 7
mgk B4 3
mgk C2 5
mgk C3 5
mgk D1 2
mgk A3 6
mgk C2 7
mgk B3 3
mgk B4 1
mgk D1 6
mgk B4 10
mgk D2 2
mgk A4 3
mgk A4 4
mgk B4 5
mgk A5 3
mgk A5 1
mgk B2 1
mgk A5 2
mgk A4 1
mgk A4 5
mgk D1 13A
mgk D1 13b
mgk Bl 3
mgk A3 5

Fonte: Autora, 2025.
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APENDICE C - Identificacio e

caracterizacao das cepas promissoras

Tabela 13 — Tabela de identificacdo para os isolados de interesse C. canjerana

Isolado % similiaridade Espécies BLAST Identificagao final

99,79 KP131872.1 - Curvularia geniculata

mcc_A3_5 99,79 KM386433.1 - Curvularia affinis Curvularia sp.
99,79 DQ993652.1 - Curvularia sp.
98,67 EUb520055.1 - Dothiorella gregaria
98,67 PQ117743.1 - Didymella sp.

mecc_ A5 3 98,67 KT264588.1 - Phoma sp. Dothiorella sp.
98,67 KF293970.1 - Leptosphaerulina australis
98,67 ABA470868.1 - Coniothyrium aleuritis
98,67 L'T592943.1 - Nothophoma gossypiicola
79,66% KX197964.1 - Diaporthe sp. - .

mee_A4_9 79,71 KC343218.1 - Diaporthe terebinthifolii Nao identificado

Fonte: Autora, 2025.
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mcc_A3_5

CBS 187.50 Curvularia geniculata

97

1

KM386433.1 Curvularia affinis

DQ993652.1 Curvularia sp. CCN35

KP131872.1 Curvularia geniculata strain FMR 11668 isolate ISHAM-ITS ID MITS1430

— CBS 154.34 Curvularia affins

CBS 102596 Alternaria alternata

0.01

Figura 45 — Arvore filogenética para o mcc_A3_ 5 gerada no MEGA11 com 1000 boods-
tresps usando o método K2 de probabilidade, e Cluster W para o alinhamento

Fonte: Autora, 2025.
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—— mcc_A5_3

91

KC343218.1 Diaporthe terebinthifolii strain LGMF909

KX197964.1 Diaporthe sp. strain PLO9

CBS 187.50 Curvularia geniculata

0.050

Figura 46 — Arvore filogenética para o fungo mecc A5 3, gerada no MEGA11 com 1000
boodstresps usando o método K2 de probabilidade, e MUSCLE para o alinha-
mento

Fonte: Autora, 2025.



162 APENDICE C. Identificacio e caracterizagio das cepas promissoras
Tabela 14 — Tabela de identificagdo para os isolados de interesse G. kunthiana
Isolado % similiaridade Espécies BLAST Identificacao final
100 MK798182.1 - Alternaria tenuissima
mgk C3_ 9 100 0Q001024.1 - Alternaria alternata Alternaria sp.
100 KM979854.1 - Alternaria arborescens
100 OR660557.1 - Alternaria sp.
100 KU377440.1 - Fusarium decemcellulare
mgk A3 15 99,8 ON931758.1 - Fusarium decemcellulare Albonectria sp.
99,8 ON931735.1 - Fusarium sp.
100 KY523049.1 - Fusarium decemcellulare
mgk A3 8 99,7 0Q756175.1 - Fusarium sp. Fusarium sp.
99,7 MK482228.1 - Fusarium decemcellulare
100 KU377440.1 - Fusarium decemcellulare
99.8 KR534720.1- Fusarium decemcellulare .
mgk _A3_3 99,8 ON931735.1 - Fusarium sp. Albonectria sp.
99,8 ON931749.1 - Fusarium sp.
99,8 KU377440.1 - Fusarium decemcellulare
mgk A3 5 99,61 KR534720.1 - Fusarium decemcellulare Albonectria sp.
99,41 MK482228.1 - Fusarium sp.
98,4 KM979975.1- Colletotrichum gloeosporioides
98,4 0Q596459.1 - Colletotrichum cliviicola
98,4 MHO031687.1 - Colletotrichum magnum
98,4 JX258711.1 - Colletotrichum boninense .
mgk A5_5 98,4 KC702974.1 - Colletotrichum cliviae Colletotrichum sp.
98,4 MT318552.1 - Colletotrichum plurivorum
98,4 MT139630.1 - Colletotrichum sp.
98,4 0P922133.1 - Colletotrichum salicis
98.8 ON931771.1 - Fusarium decemcellulare
99,6 ON931739.1 - Fusarium sp. .
mgk_D2_4 99.8 MK482226.1 - Fusarium decemcillulare Albonectria sp.
99.4 KU377443.1 - Fusarium decemcellulare
99,8 KU377440.1- Fusarium decemcellulare
99,82 ON931737.1 - Fusarium sp. .
megl_C5_2 98,82 MH854804.1 - Fusarium decemcillulare Albonectria sp.
99.61 KR534720.1 - Fusarium decemcellulare
99,52 MH486977.1- Bjerkandera adusta
98,83 MW507113.1 - Bjerkandera mikrofumosa .
mgk _C4_2 99,15 KUb509527.1 - Bjerkandera adusta Bjerkandera sp.
99,14 MHO025418.1 - Bjerkandera sp.
100 MWO016555.1- Fusarium stilboides
mek Bl 1 98,8 OK482905.1 - Fusarium lateritium Fusaruim sp.
- 99,8 PQ363039.1 - Fusarium citri
99,59 LC342979.1 - Fusarium sp.
98,61 OQ878414.1- Rigidoporus cf. microporus
mgk Bl 3 99,48 KJ559480.1 - Rigidoporus microporus Rigidoporus sp.
98,61 0Q930265.1 - Rigidoporus sp.

Fonte: Autora, 2025.
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mgk C3 9

55

5 OR660557.1 Alternaria sp. strain NFD3

0QO001024.1 Alternaria alternata isolate HC-SX-ED6

83

KM979854.1 Alternaria arborescens strain F205

89

CBS 117.44 Alternaria tenuissima

CBS 102596 Alternaria alternata

MK798182.1 Alternaria tenuissima isolate BJ-CY-5

CBS 187.50 Curvularia geniculata

|_|

0.010

Figura 47 — Arvore filogenética para o fungo mgk C3 9, gerada no MEGA11 com 1000
boodstresps usando o método K2 de probabilidade, e MUSCLE para o alinha-

mento

Fonte: Autora, 2025.
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ON931749.1 Fusarium sp. strain NRRL 13411

33| ON931758.1 Fusarium decemcellulare strain F155
ON931735.1 Fusarium sp. strain NRRL 22514
0OQ756175.1 Fusarium sp. isolate Ec095

mgk_A3_8

ES—L KY523049.1 Fusarium decemcellulare isolate 2013R2M
391 MK482228.1 Fusarium decemcellulare isolate F50
mgk_A3_15
mgk_A3_5
49| KU377440.1 Fusarium decemcellulare strain D081
mgk_C5 2

mgk_A3_3

KR534720.1 Fusarium decemcellulare voucher INBio:2816C
KU377443.1 Fusarium decemcellulare strain D094

mgk D2 4

80f MK482226.1 Fusarium decemcellulare isolate F48

%1 ON931737.1 Fusarium sp. strain NRRL 22511

4| CBS 113.25 Albonectria rigidiuscula
—99' MH854804.1 Fusarium decemcellulare culture CBS:113.25 strain CBS 113.25
ON931739.1 Fusarium sp. strain NRRL 36543
ON931771.1 Fusarium decemcellulare strain F261

CBS 189.31 fusariumlateritium
— OR001651.1 Fusarium cassiae isolate BF-4
PQ363039.1 Fusarium citri isolate JZB3110472
% | LC342979.1 Fusarium sp. Oc3-1

48] MT225586.1 Fusarium lateritium strain NCP8
OK482905.1 Fusarium lateritium strain NCP10

1mgk_B1 1
68' MW016555.1 Fusarium stilboides strain LC13728
KX197964.1 Diaporthe sp. strain PL09

47

62

46

0.050

Figura 48 — Arvore filogenética para o fungos do género Fusarium e Albonectria, gerada
no MEGA11 com 1000 boodstresps usando o método K2+G de probabilidade,
e Cluster W para o alinhamento

Fonte: Autora, 2025.
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mgk_A5_5
90
0Q596459.1 Colletotrichum cliviicola strain LGD5

MT139630.1 Colletotrichum sp. strain 816F29F AM

0| KC702974.1 Colletotrichum cliviae isolate CMM3782

0

MH031687.1 Colletotrichum magnum strain Cmp23

MT318552.1 Colletotrichum plurivorum strain K18

KM979975.1 Colletotrichum gloeosporioides strain F20

90

JX258711.1 Colletotrichum boninense strain M2P1F8

0OP922133.1 Colletotrichum salicis isolate DM2226 13

— CBS 128556 Colletotrichum salicis

85 | 1 CBS 152.26 Colletotrichum geosporiodes

CBS 273.51 Colletotrichum gloeosporioides

CBS 105 30 Phoma herbarum

0.050

Figura 49 — Arvore filogenética para o fungo mgk A5 5, gerada no MEGA11 com 1000
boodstresps usando o método K2 de probabilidade, e Cluster W para o ali-
nhamento

Fonte: Autora, 2025.
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mgk_C4_2
KU509527.1 Bjerkandera adusta voucher 41656
40| MH025418.1 Bjerkandera mikrofumosa voucher MV433
o7 MW507113.1 Bjerkandera mikrofumosa voucher JV 1707 10J 1
KT305933.1 Bjerkandera centroamericana voucher BRNM 771949
I NR 174065.1 Bjerkandera resupinata BJFC 022752
103 NR 174063.1 Bjerkandera fulgida BJFC 020200
MN856332.1 Bjerkandera adusta strain WZ-199
100 * OK021581.1 Bjerkandera adusta voucher dcy3083(HGASMF01-13070)
KC787571.1 Abundisporus roseoalbus voucher Dai 12272
mgk_B1_3

0Q878414.1 Rigidoporus cf. microporus isolate RLC 525 iNat 103660402
100} K 559480.1 Rigidoporus microporus voucher MS564b
84~ 0Q930265.1 Rigidoporus sp. voucher Dai 17392

KT389505.1 Didymella brunneospora strain CBS 115.58

100 KM979854.1 Alternaria arborescens strain F205

Figura 50 — Arvore filogenética para os fungo mgk C4 2 e mgk Bl 3,gerada no

MEGA11 com 1000 boodstresps usando o método K2+I de probabilidade
e Cluster W para o alinhamento

Fonte: Autora, 2025.
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de susceptibilidade celular

Figura 51
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Dados estatisticos do teste
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mgk_A3_3
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mgk_A5 5
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mgk_C3_10
mgk D1 20
mgk C5_5
mgk Bl 1
mee A3 3
mec A2 5
mee_A5 3
mee A3 5
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mee_Ad 9
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Gréficos das médias com desvio padrao para o Ensaio de TTC resultados
absorbancia da amostra - absorbancia do controle, observados em 450 nm.

Fonte: Autora, 2025.



Tabela 15 — Tratamentos do ensaio TTC (Absorbancia amostra - Absorbancia do controle), valores média e desvio padrao

Tratamentos do ensaio TTC

Fungos é
‘éo
E _ g :
2 g 2 3 £ <
& Z & g g o~
= 5 = 8 5 <
5 = £ = = 2
s & < & < <
mgk Bl 8 0,0 + 0,0 0,0 +£ 0,0 0,0 £+ 0,0 0,0 +£ 0,0 0,0 + 0,0 0,0 +£ 0,0
mgk D1 9 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0
mgk A3 12 |-0,02 4+ 0,12 | -0,06 + 0,05 | -0,09 4+ 0,08 | -0,1 + 0,02 | 0,02 4+ 0,06 | -0,12 + 0,06
mgk A3 9 0,0 + 0,0 0,0 +£ 0,0 0,0 + 0,0 0,0 +£ 0,0 0,0 + 0,0 0,0 +£ 0,0
mgk A5 6 | -0,08 + 0,04 | -0,16 + 0,0 | -0,13 4 0,05 | -0,16 4 0,0 | -0,16 & 0,0 | -0,16 =+ 0,0
mcc A2 3 0,0 + 0,0 0,07 + 0,13 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0
mgk C3 5 0,03 + 0,05 0,0 +£ 0,0 0,0 £+ 0,0 0,0 +£ 0,0 0,0 £+ 0,0 0,0 +£ 0,0
mgk A5 3 0,0 £+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0 £+ 0,0 0,0 +£ 0,0 0,0 £+ 0,0 0,0+ 0,0
mgk D1 13C | 0,03 + 0,06 | -0,01 +0,0 | -0,01 + 0,0 | -0,01 + 0,0 | 0,04 + 0,09 | 0,01 4+ 0,03
mgk C4 2 0,2 4+ 0,25 0,06 4+ 0,09 | 0,42 4+ 0,33 | -0,01 4+ 0,04 | -0,04 4+ 0,0 | 0,05 + 0,09
mgk D2 3 0,13 + 0,3 0,04 4+ 0,11 0,04 4+ 0,0 -0,04 + 0,0 | -0,04 + 0,0 | 0,01 + 0,08
mgk A2 5 | 0,06+ 0,11 | 0,0+ 0,0 0,0 4 0,0 0,0 4 0,0 0,0 4 0,0 0,0 4 0,0
mgk A3 6 -0,03 +£ 0,0 | -0,0 +£ 0,04 | -0,01 4+ 0,02 | -0,0 + 0,05 0,0 + 0,05 -0,03 + 0,0
mgk D1 13A | 0,0+ 0,0 0,0 +£ 0,0 0,0 £ 0,0 0,0 + 0,0 0,09 + 0,03 | 0,03 + 0,03
mgk D1 13B | -0,03 + 0,1 |-0,08 + 0,02 | -0,15 4+ 0,0 | -0,14 4+ 0,01 | -0,15 + 0,0 | -0,15 + 0,0
mgk A3 7 -0,1 + 0,06 |-0,13 + 0,01 | 0,01 + 0,25 | -0,13 + 0,01 | -0,12 4+ 0,04 | -0,13 + 0,01
mgk C5 3 -0,0 + 0,0 -0,0 4+ 0,0 -0,0 + 0,0 0,08 + 0,13 -0,0 + 0,0 -0,0 4+ 0,0
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mgk A3 3
mgk D2 10
mgk B2 5
mgk D1 12
mgk A5 5
mece Al 7
mgk B4 11
mgk C3 9
mgk C3 10
mgk D1 20
mgk C6 1
mgk D2 9
mgk C5_ 5
mgk C1_5
mgk C1_7
mgk A3 15
mgk A3 5
mgk B3 5
mgk C2 7
mgk C2_6
mgk C2 4
mgk Bl 1
mcce_ A3 3
mecc A2 5
mece A5 3

0,02 + 0,03
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

0,21 + 0,0

0,18 & 0,17

-0,02 + 0,01

0,06 + 0,14

0,0 + 0,01

-0,02 + 0,0

-0,01 + 0,01
0,0 + 0,0

-0,05 + 0,03

-0,03 + 0,06

0,02 + 0,04
0,0 + 0,0

-0,03 + 0,07

-0,01 4 0,0

-0,04 + 0,0

-0,01 + 0,0

0,03 & 0,06

-0,01 4 0,06

-0,02 + 0,04
0,0 + 0,0

0,03 + 0,03

0,24 + 0,18

0,17 + 0,15
0,05 + 0,08
0,0 + 0,0
0,21 + 0,0
0,09 + 0,06
-0,02 + 0,0
0,18 + 0,09
0,0 + 0,01
0,01 =+ 0,02
-0,0 + 0,01
0,0 + 0,0
0,14 + 0,1
0,01 + 0,08
-0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,01 + 0,15
-0,01 + 0,0
-0,03 + 0,01
-0,01 + 0,02
0,01 + 0,02
0,02 + 0,05
0,05 + 0,07
0,26 + 0,45
0,18 + 0,04
0,31 + 0,04

0,12 + 0,14
0,02 + 0,04
0,0 + 0,0
0,21 + 0,0
0,04 + 0,04
0,02 + 0,02
0,12 & 0,1
02 4 0,01
0,02 4 0,0
- ,01 + 0,01
0,0 + 0,0
0,0 + 0,09
- 07 + 0,05
0,01 + 0,02
0,0 + 0,0
0,29 + 0,35
-0,01 4 0,0
-0,03 + 0,01
-0,0 + 0,02
-0,0 + 0,0
0,03 + 0,1
0,49 + 0,4
0,0 + 0,0
0,09 + 0,01
0,32 + 0,14

0,15 + 0,13
0,09 + 0,08
0,0 + 0,0
-0,2 + 0,01
0,12 + 0,22
-0,03 + 0,02
-0,02 + 0,02
0,01 + 0,02
0,0 + 0,04
0,01 + 0,02
0,0 + 0,0
-0,04 + 0,06
0,15 + 0,08
-0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,0 + 0,17
-0,01 + 0,0
-0,02 + 0,02
-0,01 + 0,01
0,0 + 0,0
-0,0 + 0,09
0,19 + 0,29
0,01 + 0,02
0,08 + 0,06
0,21 + 0,03

0,05 + 0,08
0,17 + 0,3
0,0 + 0,0
0,21 + 0,0

0,28 + 0,09

-0,02 4 0,02

0,14 + 0,14
0,0 + 0,01

-0,01 4 0,01
0,0 + 0,02

0,01 + 0,02

-0,01 4 0,09

-0,01 4 0,07
-0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
-0,0 & 0,05
-0,01 4 0,0

-0,02 + 0,01

0,01 + 0,03
0,0 + 0,0

-0,04 4 0,03
0,39 + 0,4

0,02 + 0,03

0,09 + 0,14

0,12 + 0,08

0,06 + 0,04
0,0 + 0,0
0,0 + 0,0

0,21 + 0,0

0,45 + 0,22

-0,03 + 0,02
0,2 + 0,28

0,27 + 0,28

-0,02 + 0,01

-0,0 + 0,02
0,0 + 0,01

0,04 4 0,09

-0,06 + 0,01
-0,0 + 0,0
0,0 + 0,0
0,06 + 0,1

-0,01 + 0,0

-0,02 + 0,01

-0,0 + 0,01
0,0 + 0,0
0,01 + 0,1

0,12 + 0,25

0,02 + 0,02
0,15 + 0,1
0,2 + 0,04
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mcc_ A2 4
mcce A3 5
mgk Bl 3
mcc A3 4
mece A4 9
mgk D2 8
mgk A4 7
mgk D1 8
mgk C3 7
mgk A4 8
mgk B2 4

-0,18 + 0,02
0,07 + 0,05
0,19 + 0,27
0,07 + 0,03
0,13 + 0,13
0,03 40,12
-0,01 + 0,0
0,08 + 0,02
0,12 + 0,05
0,12 + 0,39
0,06 & 0,11

-0,02 + 0,02
0,23 + 0,03
0,22 + 0,03
0,21 + 0,03
0,29 + 0,03
0,13 + 0,08
0,06 & 0,04
0,19 + 0,01
0,09 + 0,1

-0,06 + 0,07
0,2 + 0,04

0,21 + 0,05
0,03 + 0,04
0,09 + 0,03
0,15 + 0,16
0,06 & 0,05
-0,04 + 0,0
-0,01 + 0,0
0,0 + 0,0
-0,01 + 0,0
0,11 + 0,0
-0,0 + 0,01

0,21 + 0,06
0,08 + 0,05
0,11 + 0,06
0,04 + 0,05
0,06 + 0,05
-0,04 + 0,0
-0,01 + 0,0
0,0 + 0,0
-0,01 + 0,0
0,11 + 0,0
-0,02 + 0,0

0,25 + 0,02
0,06 & 0,06
0,08 + 0,06
0,02 + 0,04
0,15 + 0,13
-0,04 + 0,0
0,03 + 0,04
0,02 + 0,04
0,06 & 0,13
0,11 + 0,01
-0,02 + 0,0

-0,09 + 0,04
0,19 + 0,06
0,25 + 0,15
0,09 + 0,07
0,18 + 0,17
0,1 + 0,25
-0,01 + 0,0
0,02 + 0,04
-0,01 + 0,01
0,11 + 0,38
0,03 + 0,09
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APENDICE E - Tabelas com os dados

estatisticos dos ensaios enzimaticos realizados

Tabelas com os valores médios, desvio padrao e indicagao da variagao estatistica,

para ps testes quantitativos enzimaticos.



Tabela 16 — Perfil enziméatico por sondas para o mcc_A3_5

Tempo em H

Enzimas em % RFU

BVMO2 BVMO! EPH2 EPHI1 Estl Lipl
1 100,00 + 11,53 0 0 0 0,17 + 0,06 0,24 + 0,07
2 80,814 8,17 0 0 0 0,30 +009 0,09+ 0,09
3 62,49 + 7,10 0 0 0 0 0
4 51,86 + 6,45 0 0 0 0 0
5 42,49 + 4,76 0 0 0 0 0
6 35,35+ 5,37 0 0 0 0 0
7 31,03 4+ 4,41 0 0 0 0,23+0,06 0
8 27,32 + 3,96 0 0 0 0,18+0,09 0
9 24,30 + 3, 67 0 0 0 0,21+0,10 0
10 21,61 =+ 3,42 0 0 0  0,01+0,09 0
11 19,43 + 3,33 0 0 0 0,3740,12 0
12 17,48 + 3,16 0 0 0 0,76+0,11 0
13 16,29 + 2,86 0 0 0 1,104£0,09 0,09+0,03
14 14,24 + 2,86 0 0 0 0,9640,13 0
15 13,54 + 3,04 0 0 0  0,77+0,09 0
16 11,83 + 2,98 0 0 0 0,8740,10 0
17 10,65 —+ 3, 05 0 0 0 1,45+0,14 0
18 8,93 + 4,41 0 0 0 1,27+0,15 0
19 8,22 + 3,87 0 0 0 1,0940,18 0
20 8,25 + 3,22 0 0 0 1,7640,16 0
21 7,45 + 2,98 0 0 0 1,7940,21 0
22 5,81 + 5,09 0 0 0 2,0840,19 0
23 5,31 + 4,02 0 0 0 2,19+0,18 0
24 3,21 + 6,57 0 0 0 1,8840,24 0

CLT
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Tabela 17 — Perfil enzimético avaliado por sondas para o mgk C3_9

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl EPOL BVMO2 BVMO1 EP2
1 0 0 0 66,63+ 5,35 0,71+2,58 1,57 +0,68
2 5,42+2.14 0,51 +2,80  3,16+0,65 66,66+4,51 1,37+3,55 2,61+0,73
3 14,75+4,32  6,37+6,59  5934+0,91 6596+3,66 1,56+4,39 3,65+ 0,86
4 23,50 + 6,44 13,18 +9,46 8,67+ 1,02 66,97 +4,98 2,24+5,25 5,27+ 1,04
5 30,61 +7,16 19,80+ 11,85 11,55+1,21 67,41 +4,90 3,00+£580 7,46+ 1,39
6 35,20 + 8,31 25,04+ 13,09 13,47 +1,82 66,93+4,94 3,48+6,52 9,66+ 2,13
7 40,35+ 8,34 29,86 + 14,37 14,99+ 1,86 66,48 +4,99 3,40+7,16 11,70+ 3,21
8 45,80+ 9,18 35,83 +15,64 17,93+1,64 66,88+5,28 3,74+7,60 14,53 + 4,28
9 49,07 + 10,31 39,504+ 16,03 18,90+ 1,65 66,87 +5,75 4,18+8,30 17,56 + 6,47
10 54,25+ 10,54 45,25+ 15,79 22,79+2.19 66,66+5,24 4,66+8,52 20,42+ 8,78
11 56,40 + 11,65 47,96 + 15,54 25,00 +£2,70 66,18 +5,04 4,98+8,94 22,90 + 10,61
12 58,024 11,78 49,56 &+ 14,36 26,29 +3,22 65,18 £ 5,13 5,35+£9.29 24,97 + 12,84
13 60,01 + 12,03 51,08+ 13,93 27,59 +4,40 64,83 +5,11 5,35+9,73 27,59+ 15,71
14 62,53+ 12,64 52,68 +12,38 29,86+5,87 64,52+4,99 5,89+9, 74 30,03+ 17,38
15 64,23 + 13,29 53,25+ 11,26 31,41+7,09 63,59 +4,60 5,72+8,70 31,50 + 18,42
16 61,75+ 13,35 51,75+9,93 31,59+ 7,81 62,62+4,18 6,01+9,64 33,54+ 20,69
17 64,74+ 14,15 52,8449,73 32,95+9,77 61,82+5,20 6,85+9,86 35,93 + 22,54
18 64,29 + 13,52 51,394+8,07 33,20+9,82 61,48 +4,93 7,25+9,57 37,57 + 23,57
19 65,60 + 14,44 52,1248,42 34,09+ 11,57 60,55+4,93 7,39+9,99 39,10 + 25,43
20 67,01 + 14,47 51,58 47,43 34,65+ 11,61 58,97 +4,59 7,50 +9,88 39,59 + 25,90
21 67,21 4+ 14,93 50,50 + 7,43 34,24+ 11,87 58,27 +4,50 8,11+9,84 41,84 + 27,66
22 68,34+ 15,51 50,63 4+7,64 34,88+13,72 57,18 +4,64 8,18+9,76 41,66+ 27,90
23 70,22 + 16,41 51,30 £8,22 35,05+ 13,51 56,59 +4,58 8,54+9,95 43,03+ 29,18
24 70,98 + 16,47 52,304+ 8,75 35,59+ 13,96 56,64 +4,65 8,85+9,91 43,71 + 29,87
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Tabela 18 — Perfil enzimético por sondas para o mgk C4 2

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl EPHL BVMO2 BVMO1 EPH2
1 0,19 + 0,02 2,41+3,53 0 100,00 + 27, 54 0 0
2 0,1440,04 2,084+3,44 0  91,3242212 0 0
3 0 1,52+3,35 0  88,23+18,53 0 0
4 0 1,76 43,42 0 73,72+ 16,41 0 0
5 0 1,37+3,35 0  63,71+14,89 0 0
6 0 1,60+3,36 0  5557+13,66 0 0
7 0 1,80+3,30 0 49,65+ 12,67 0 0
8 0 1,76 43,38 0 45,17+ 12,41 0 0
9 0 1,73+3,38 0 41,64+11,79 0 0
10 0 1,58+3,33 0  38,76+11,43 0 0
11 0 1,804+3,34 0 36,18+ 11,14 0 0
12 0,02+0,06 2,11+3,46 0 34,17+ 10,92 0 0
13 0,23+0,09 2,304+3,40 0  32,75410,71 0 0
14 0 2,14+3,37 0 30,45+ 10,51 0 0
15 0 1,95+3,33 0  29,93+10,53 0 0
16 0 2,13+3,37 0 28,04+ 10,30 0 0
17 0,144+0,12 2,4843,38 0 26,92+ 10,19 0 0
18 0 2,0043,39 0 26,14+ 10,36 0 0
19 0 1,04 +3,47 0 24,38 4+ 9,83 0 0
20 0,09+0,17 2,55+3,43 0 23,38 + 9,93 0 0
21 0,06 +0,15 2,56+3,34 0 22,75+ 9, 83 0 0
22 0,28 40,17 2,744+3,37 0 21,81 49,72 0 0
23 0,244+0,19 2,71+3,38 0 20,47 + 9,41 0 0
24 0 2,40+3,35 0 19,69 + 9, 22 0 0
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Tabela 19 — Perfil enzimético avaliado por sondas para o mgk Bl 3

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl EPOI  BVMO2  BVMOI EPH2
1 0,24+0,04 0,33+0,10 0 100,00+ 5,87 0 0
2 0,0940,04 0,404+0,10 0  72,1245,27 0 0
3 0 0,0440,20 0 54,38 +4,96 0 0
4 0 0,314+0,23 0  45,34+3,71 0 0
5 0 0,05+0,43 0 38,15+ 3,08 0 0
6 0 0,48+0,60 0 31,74+ 2 66 0 0
7 0 1,004+0,8 0  27,14+3,17 0 0
8 0 1,12+1,02 0 23,24+ 3,22 0 0
9 0 1,354+ 1,17 0 20,97 +2,39 0 0
10 0 1,2841,42 0  18,51+2,25 0 0
11 0 1,97+1,69 0  16,38+2,25 0 0
12 0,0840,18 2,56+1,94 0  14,87+1,85 0 0
13 0,31+0,15 3,104£2,10 0 13,81 +1,72 0 0
14 0,00+0,21 3,24+232 0  11,44+1,93 0 0
15 0 3,24+2,57 0  10,92+1,70 0 0
16 0 3,61+2,76 0 9,52+ 1,65 0 0
17 0,33+0,29 4,52+3,24 0 7,97+ 1,46 0 0
18 0,02+0,36 4,70+3,47 0 7,68+ 1,56 0 0
19 0 4,724£3,67 0 5,80 + 2,24 0 0
20 0,39 +0,42 5, 77+4,01 0 4,63 + 2,94 0 0
21 0,37 +0,42 6,06+4,19 0 4,54 + 1,99 0 0
22 0,45+ 0,42 6,62+4,43 0 3,84+ 1,77 0 0
23 0,44 +0,43 6,98+4,68 0 2,99 + 1,78 0 0
24 0,23+0,48 6,91+4,82 0 1,30 + 3,35 0 0
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Tabela 20 — Perfil enzimético por sondas para o mgk B1 1

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl  EPHI BVMO?2 BVMO1 EPI2
1 0 0 0 77,70+ 10,23 0,29 + 1,81 0
2 0 0 0 79,20 49,94 0,77 + 2,64 0
3 0 0 0 80,27 49,99 0,88 + 3,43 0
4 3,024+1,85 0 0 80,98 + 10,16 1,49 + 4,05 0
5 6,302,488 0 0,2041,12 82,10+ 10,48 2,20+4,81 0,16+ 0,41
6 9,11+3,16 0 0 82,03 +10,27 2,58 +5,41 0,15+ 0,42
7 11,79+3,87 0 0 81,75+ 10,74 2,19+ 6,00 0
8 16,01 4,68 0  0,52+1,02 81,95+10,30 2,69+ 6,65 0
9 18,57 +5,56 0 0 81,84 410,44 2,81 47,03 0
10 23,454+6,50 0 0,30+1,41 81,84+10,10 3,184+7,59 0,09+ 0,55
11 26,434+6,97 0  0,54+1,52 82,17+10,41 3,43+7,96 0,22+0,68
12 28,26 + 7,41 0 0 80,74+ 10,26 3,45+8,24 0,23+ 0,62
13 30,54+8,03 0 0,154+1,60 80,54+10,35 3,20+8,53 0
14 32,9348,32 0 0,73+1,65 80,03+10,09 3,44+8,86 0,1240,79
15 34,364+8,56 0 0,63+1,77 79,27 +10,16 3,674+9,09 0,17 +0,77
16 34,414+8,73 0 0,39+1,71 78,47+10,02 3,28+9, 34 0
17 35,934+8,91 0 0,34+1,60 78,09+ 10,04 3,60+9,41 0,10+ 0,93
18 36,234+9,10 0 0,39+1,79 77,77+10,09 3,95+9,63 0,28+0,95
19 37,2349,04 0 0,19+£201 76,92+9,99 3,489, 69 0
20 38,55+9,47 0 0,75+1,95 75,714+9,97 3,34+9,79 0
21 38,2849,14 0 0,65+1,98 74,54+9,80 3,54+9,67 0,17+1,03
22 39,854+9,84 0 0,74+206 73,71+9,62 3,26+9,63 0,01+1,10
23 41,70+9,98 0 0,91+2,17 73,15+9.35 3,154+9,64 0,00+ 1,04
24 43,59 410,38 0  0,9942.21 73,19+9.30 3,30+10,13 0
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Tabela 21 — Perfil enzimético por sondas para o mgk A5 5

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl EPHL BVMO2 BVMOI EPH2
1 0,1840,06 0,85+0,42 0 100,00 £ 13,77 0 0
2 0,1440,05 0,582+0,44 0 90,94+ 10,65 0 0
3 0 0,1840,55 0 80,35 + 8,62 0 0
4 0 0,414+0,40 0 66,88 -+ 7,59 0 0
5 0 0 0 56,99 + 6,80 0 0
6 0 0,424+0,32 0 49,20 + 6,13 0 0
7 0,27 +0,06 0,60+0,35 0 44,20 + 5, 88 0 0
8 0,204+0,05 0,704+0,41 0 39,57 + 5,12 0 0
9 0,39+0,03 0,82+0,44 0 36,28 + 5,28 0 0
10 0,15+0,07 0,76+0,43 0 33,58 + 5,09 0 0
11 0,474+0,06 1,154+0,42 0 30,90 + 5,02 0 0
12 1,00 £ 0,07 1,58+0,42 0 28,99 + 4,97 0 0
13 1,354+0,09 1,88+0,50 0 27,68 + 4,82 0 0
14 1,164+0,09 1,85+0,52 0 25,32 + 4, 66 0 0
15 1,1940,09 1,81+0,49 0 24,74 + 4,67 0 0
16 1,354+0,10 2,08+0,52 0 23,11 4 4, 54 0 0
17 1,9340,12 2,65+0,54 0 21,99 + 4,59 0 0
18 1,69+0,15 2,34+0,56 0 21,16 + 4,69 0 0
19 1,674+0,12 2,383+0,59 0 19,55 + 4, 56 0 0
20 2,32+0,13 3,09+0,61 0 18,50 + 4, 63 0 0
21 2,43+0,18 3,21+0,68 0 17,91 + 4,56 0 0
22 2,794+0,14 3,66+0,64 0 17,02 + 4,42 0 0
23 2,97+0,13 3,784+0,71 0 15,73 + 4,89 0 0
24 2,7240,21 3,63+0,75 0 15,00 + 4, 62 0 0
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Tabela 22 — Perfil enzimatico por sondas para o Albonectria rigidiuscula mgk A3 15

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl  EPHIL BVMO?2 BVMO1 EPI2
1 0 0 0,24+0,22 78,43+£7,87 2,05+3,45 0
2 0 0 0,954+0,44 77,88+7,60 4,30 + 4,40 0
3 0,174+0,70 0 1,04+0,82 78,76+7,63 5,92+ 5,54 0
4 3,61+1,48 0 1,654+1,11 79,30+7,99 7,90 +6,77 0
5 7,17+2,18 0 2,58+1,39 80,46+8,07 9,95+8,01 0,28+0,28
6 10,03+£2,91 0 2,88+1,69 80,19+8,40 11,46+8,98 0,32+0,37
7 12,514+3,62 0 2,90+1,70 79,66+ 8,46 12,23+ 10,11 0
8 16,76 £ 4,56 0 3,924+ 1,85 80,1948,64 13,78+L11,16 0,1240,45
9 19,15+5,36 0 3,76+2,31 79,74+8,81 14,78 +11,82 0,27 + 0,58
10 23,9346,42 0 4,65+2,32 80,05+8,84 15874 12,49 0,44 + 0,45
11 26,974+6,99 0 521+250 80,11+8,90 16,80+ 13,28 0,53 +0,55
12 28,604+7,58 0 5,02+280 79,00+8,77 17,27+ 13,64 0,60 + 0,60
13 30,504+8,19 0 5,41+2.90 78,52+9,02 17,704 14,19 0,48 + 0,50
14 33,014+8,58 0 6,27+3,15 78,57+8,82 18,394 14,62 0,59+ 0,51
15 34,3849,08 0 6,29-+3,28 77,70+8,67 18,944 14,96 0,78 +0,61
16 34,2549,20 0 6,21+3,18 76,91 +8,64 18,88+1519 0,57 +0,63
17 35,554+9,66 0 6,63+3,30 76,89 +8,59 19,654+ 15,55 0,73+ 0,58
18 35,8149.60 0 6,96+3,73 76,124+8,34 19,80+ 15,47 0,93 +0,67
19 36,71+ 10,01 0 7,274+4,07 75,03+8,15 19,43+ 15,34 0,81 +0,71
20 37,64+10,14 0 7,874+4,12 73,47+7,81 19,26+ 15,46 0,83 +0,80
21 37,65+10,30 0  8,0944,41 72,29+7,59 19,58+ 15,60 1,14 +0,81
22 38,434+ 10,61 0 8224440 71,26+7,11 19,27+ 15,50 0,88+0,79
23 39,694+ 11,40 0  8,934+4,83 70,84+6,97 18,14+ 14,02 1,00+0,79
24 41,66+ 11,54 0  8,9844,72 70,59+6,68 17,98+ 13,79 0,93 +0,79
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Tabela 23 — Perfil enzimético por sondas para o mgk A3 3

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl  EPHI1 BVOM?2 BVMO1 EPI2
1 0 0 0 76,87 + 4,58 2,90 + 3,75 0
2 0 0 0 78,51 +5,25 5,19+45,17 0,04+0,14
3 1,09+0,47 0 0 79,20+ 5,45 6,89 + 6,70 0
4 4,9740,86 0 0 79,694+ 6,20 9,03+8,14 0,024+ 0,23
5 9,03+1,15 0 0 80,844+ 5,89 11,224+9.47 0,43+ 0,21
6 12,73+ 1,68 0 0 80,56 + 5,91 12,95+10,77 0,57 + 0,27
7 15,754+2,04 0 0 80,51 + 6,35 13,83 + 11,70 0
8 20,214+2,55 0 0,21+0,96 80,91+6,48 15,38+13,03 0,144+ 0,26
9 22,97 +3,05 0 0 80,17 + 6,18 16,69 + 13,97 0,38 + 0,28
10 27,864+3,70 0 0,33+1,20 80,14+6,87 18,13+ 14,87 0,59+ 0,29
11 31,054+3,93 0 0,59+1,23 79,80+6,92 19,34+ 15,72 0,68+ 0,31
12 33,5244,45 0 0,24+1,31 78,194+6,56 19,96+16,31 0,58+ 0,34
13 36,47+4,50 0 0,26+1,34 77,53+6,64 20,62-+17,11 0,27 +0,34
14 39,954+4,73 0 1,32+1,43 77,394+6,79 21,59 +17,58 0,53+ 0,35
15 42,22 4527 0 1,14+1,47 76,43+ 7,06 22,17+17,88 0,68 + 0,36
16 42,56 +5,13 0  0,56+£1,59 75,434+6,93 22,68+18,75 0,26+ 0,36
17 45,43 +5,83 0  0,93+1,62 74,77+6,66 23,65-+19,20 0,55+ 0,37
18 46,394+5,79 0 0,93+ 1,64 74,054+6,68 24,17+19,36 0,95+ 0,43
19 48,314+6,25 0 0,89+1,73 72,86+6,54 24,37+19,89 0,39+ 0,50
20 50,034+6,34 0 1,21 +1,69 71,28+6,60 24,51 +20,15 0,39+ 0,44
21 51,004+6,36 0 1,02+ 1,71 70,124+6,48 24,99 +20,16 0,73+ 0,49
22 52,924+6,68 0 1,08+ 1,79 68,86+ 6,34 24,80 +20,03 0,52+ 0,47
23 54,51 +6,33 0 1,45+1,97 68,55+6,44 2534+20,62 0,444 0,48
24 56,40 47,24 0  1,68+1,96 68,494 6,28 25,69 +20,94 0,41+ 0,48
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Tabela 24 — Perfil enzimatico por sondas para o mcc_ A4 9

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl EPHI BVMO2 BVMO1 EPH2
1 0,12+0,15 0,60+0,23 0 100,00 + 16,98 0 0
2 0,174+0,05 1,014+0,27 0 79,08+ 12,86 0 0
3 0 1,3740,45 0 61,25+10,99 0 0
4 0 2,57+0,60 0 50,84 + 9,06 0 0
5 0 3,274+0,90 0 42,57 + 8,21 0 0
6 0 4,64+1,09 0 35,82 4 7,41 0 0
7 0 6,30+1,28 0 31,18 4+ 6,76 0 0
8 0 7,714+1,52 0 27,31 + 6,46 0 0
9 0 9,184+1,74 0 24,58 4 6,41 0 0
10 0 10,49 +1,89 0 21,88 + 5, 79 0 0
11 0 12,66 +2,27 0 19,55 + 5, 64 0 0
12 0 14,78 £2,51 0 17,61 + 5,90 0 0
13 0,274+0,21 16,58 £2,46 0 16,67 + 5, 62 0 0
14 0,1940,25 18,53+2,8 0 14,11+ 5,24 0 0
15 0,15+0,23 19,72+3,11 0 13,37 45,27 0 0
16 0,03+0,38 21,80+3,22 0 12,10 + 5, 36 0 0
17 0,28 £0,43 24,18 4+3,57 0 11,19 + 5, 39 0 0
18 0,1340,34 25,45+3,52 0 9,76 + 5,63 0 0
19 0,12+0,38 26,99+3,66 0 8,74 + 5,56 0 0
20 0,54+0,45 29,33+3,87 0 7,78 4+ 5,34 0 0
21 0,59+ 0,47 30,85+3,94 0 7,19 + 5,43 0 0
22 0,60 +0,53 32,65+4,00 0 6,44 + 5,62 0 0
23 0,61 +0,57 33,91+4,02 0 5,11+ 5,66 0 0
24 0,42+0,49 34,68+4,09 0 4,33 +6,11 0 0

08T

SOPDZLDIL SOIUDUIIZUI SOIDSUI SOP S0I1IS1IDISI SOPDP SO WO SDIQD], “H gOIGNgJV



Tabela 25 — Perfil enziméatico por sondas para o mcc_ A5 3

Tempo em H

Enzimas em % RFU

Lip Estl EPHL BVMO2 BVMO1 EPH2
1 0,18+0,08 0,34+0,04 0 100,00 + 14,50 0 0
2 0,26+0,10 0,394+0,03 0 86,81 + 10,72 0 0
3 0 0 0 66,68 + 9, 88 0 0
4 0 0,144+0,11 0 56,37 + 7,42 0 0
5 0 0 0 47,18 + 6,53 0 0
6 0 0,024+0,11 0 40,17 + 5,49 0 0
7 0,17+0,07 0,494+0,06 0 35,10 + 5,17 0 0
8 0,3240,27 0,59+0,06 0 30,96 + 5,03 0 0
9 0,474+0,27 0,64+0,16 0 28,01 + 4, 70 0 0
10 0,574+0,19 0,49+0,18 0 25,18 + 4,46 0 0
11 0,76 4+0,16 0,79+0,20 0 22,84 + 4, 37 0 0
12 1,06 +0,26 1,32+40,17 0 21,03 4 4,19 0 0
13 1,6740,28 1,77+0,20 0 19,74 + 4,08 0 0
14 1,7440,18 1,67+0,26 0 17,51 + 4,10 0 0
15 1,07+0,32 1,68+0,26 0 16,81 + 3,93 0 0
16 2,03+0,40 1,80+0,31 0 15,07 + 3,96 0 0
17 2,4340,36 2,43+0,35 0 14,06 + 3,86 0 0
18 2,5240,42 2,2840,36 0 13,23 + 3,85 0 0
19 2,64+0,51 2,3840,36 0 11,82 + 3,72 0 0
20 3,2240,57 3,26+0,37 0 11,26 + 3,88 0 0
21 3,55+0,58 3,344+0,38 0 10,48 + 3, 80 0 0
22 3,76+0,68 3,83+0,43 0 9,69 + 3,81 0 0
23 3,80+0,59 4,094+0,53 0 8,37+ 3,73 0 0
24 3,80+0,71 4,01+0,52 0 7,77+ 3,74 0 0
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APENDICE F — Espectros de RMN
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Figura 52 — Espectro de 'H obtidos em CDClj, 128 scans, em 200 MHz (Bruker® DPX 200) para a reacdo do mgk_C3_9 em 96 h janela

espectral de 0 a 12 ppm.
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‘urrent Data Parameters
ME CGC_Maria mgk

EXPNO 2
PROCNOC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20240913
Time 10.12
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB-
PULPROG 3
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Figura 53 — Espectro de '3C obtidos em CDCl;, em 100 MHz (Bruker® AVANCE I 400) para a reacio do mgk C3_9 em 96 h.
Fonte: Autora, 2025.
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Figura 54 — Espectro de 'H obtidos em CDCl;, 128 scans, em 200 MHz (Bruker® DPX 200) para a reacdo do mgk C3_9 em 96 h, com
integracao completa, ampliado, janela espectral de 0 a 8 ppm.

Fonte: Autora, 2025.
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Figura 55 — Espectro de de 'H obtidos em CDCl;, em 400 MHz, com integragdo, Bruker® AVANCE 1 400, 48 scans

Fonte: Autora, 2025.
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APENDICE G - Espectros de massas
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Figura 56 — Espectro da fragmentacao de massas para o ibuprofeno, controle para reacao de biotransformacao

Fonte: Autora, 2025.
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