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RESUMO

COSTA, KARINA OLIVEIRA DA. Otimizagao das condigbes de cultivo do fungo
endofitico Phomopsis sp. extraido da Bauhinia variegata para producdo de
metabdlitos secundarios com atividade antioxidante [dissertacdo]. 2016. Faculdade
de Ciéncias da Saude. Universidade de Brasilia.

Variacbes no ambiente de crescimento de microrganismos podem ter impactos
consideraveis sobre a quantidade e diversidade de metabdlitos secundarios
produzidos por esses. Assim, a otimizag&o de culturas microbianas, pode ter efeitos
significativos quando se quer aumentar o rendimento de um determinado metabdlito.
Este trabalho foi realizado para avaliar a influéncia de alguns fatores nutricionais e
ambientais sobre a producdo de compostos fendlicos (flavonoides e polifendis),
assim como foi conduzida a otimizacdo das condigcbes experimentais que
resultassem em uma atividade antioxidante mais elevada dos extratos dos
metabdlitos produzidos pelo fungo Phomopsis sp., isolado a partir de folhas da
Bauhinia variegata. Para a otimizac&o da producédo de polifendis totais, flavonoides e
da atividade antioxidante dos extratos (varidveis dependentes — respostas preditas),
foi realizado um delineamento experimental fatorial 23 no modelo de faces centradas
(DFC), com trés variaveis independentes denominadas pH inicial do meio,
temperatura de incubacdo (°C) e concentracdo de peptona no meio (g/L). As
variaveis independentes foram codificadas em trés niveis (-1, 0, +1). Utilizando-se a
ferramenta de planejamento experimental com a metodologia de superficie de
resposta (MSR) foi possivel investigar a influéncia das variaveis independentes,
assim como a forma de interagdo entre elas. O comportamento da producdo de
flavonoides e polifendis, assim como da atividade antioxidante quando em diferentes
condicbes ambientais foi eficientemente compreendido através de métodos
estatisticos. Modelos polinomiais de segunda ordem foram utilizados para prever
cada uma das trés respostas. A andlise de regressdo da resposta atividade
antioxidante mostrou que 93,9% da variacdo foi explicada pelo modelo. Estes
resultados indicam que fatores nutricionais e ambientais desempenham um papel
importante na producdo de metabolitos secundarios com atividade antioxidante pelo
fungo Phomopsis sp.

Palavras-chaves: Polifendis. Flavonoides. Phomopsis sp. Bauhinia variegata.
Otimizacéao de producdo.
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ABSTRACT

COSTA, KARINA OLIVEIRA DA. Culture conditions optimization for the production of
secondary metabolites with antioxidant activity by the endophytic fungi Phomopsis
sp. extracted from Bauhinia variegata [dissertation]. 2016. Faculty of Health
Sciences. University of Brasilia

Variations in microbial growth environment can have significant impacts on the
quantity and diversity of secondary metabolites produced. Thus, the optimization of
microbial cultures may have significant effects when one wants to increase
throughput of a particular metabolite. This study was conducted to evaluate the
influence of nutrition and environmental factors on the production of phenolic
compounds (polyphenols and flavonoids), as well as optimization of the experimental
conditions that would result in a higher antioxidant activity on the extracts of the
metabolites produced by the fungus Phomopsis sp. isolated from Bauhinia variegata
leaves. For optimization of the production of total polyphenols, flavonoids as well as
extracts with high antioxidant activity (dependent variables - predicted responses) a
factorial experimental design 22 was performed using a face-centered cubic design
(FCD) of experiments, with three independent variables, namely initial pH, incubation
temperature (°C) and concentration of peptone (g/L). The independent variable were
coded at three levels (-1, 0, +1). Using the experimental design tool with the
response surface methodology (RSM) was possible to investigate the influence of the
independent variables, as well as the form of interaction between them. Second order
polynomial models were used to predict each of the three answers. The regression
analysis of the antioxidant activity response showed that 93.9% of the variation was
explained by the model. These results indicate that nutritional and environmental
factors play an important role in production of secondary metabolites with antioxidant
activity, which can be better understood and studied using mathematical and
statistical methods. The production profile of flavonoids and polyphenols, as well as
antioxidant activity of the extracts produced by Phomopsis sp. in different
environmental conditions were efficiently predicted using statistical methods.

Keywords: Polyphenols. Flavonoids. Phomopsis sp. Bauhinia variegata.
Production optimization.
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1. INTRODUCAO

1.1. Os fungos endofiticos e seus metabdlitos secundarios

Endofitos sdo microrganismos que vivem associados ao tecido de uma planta
viva. Dentre esses microrganismos incluem-se as bactérias e os fungos que vivem
nos tecidos vegetais, sem lhes causar quaisquer efeitos negativos imediatos
evidentes (YANG et al., 2001). Eles protegem a planta do estresse fotossintético,
espécies reativas de oxigénio, lesbes e de alguns herbivoros, e ainda, podem causar
outras modificacBes fisiologicas em seus hospedeiros, como torna-los mais
resistentes ao estresse hidrico (AZEVEDO et al., 2000).

Estes microrganismos sao reconhecidos como fontes potenciais de novos
produtos naturais para a exploragdo na medicina, agricultura, industria quimica e
farmacéutica (SADRATI et al., 2013; ZAFERANLOO et al., 2014).

O tipo de interacdo que ocorre entre um fungo endofitico e a planta
hospedeira é geralmente mutualistica, ou seja, a planta proporciona nutrientes para
0 microrganismo, enquanto esse produz metabdlitos que a protegem contra o ataque
de insetos, animais ou outros microrganismos patogénicos. Esta relacdo endofitica,
portanto, ndo € considerada patogénica, tendo em vista que esses microrganismos
apenas conferem a planta adaptabilidade para sobreviver em condi¢cdes ambientais
adversas (NATH et al., 2012). Assim, os fungos endofiticos ndo sdo considerados
saprofitas, uma vez que estdo associados com tecidos vivos, e podem, de alguma
forma, contribuir para o bem estar da planta (RODRIGUEZ et al., 2009).

Azevedo e colaboradores (1998) afirmam que todos 0s microrganismos que
habitam, pelo menos por um periodo de seu ciclo de vida, o interior de uma planta,
podem ser considerados como endofitos. Para os autores, a distingdo entre o0s
endofitos, epifitas (aqueles que vivem na superficie das plantas) e fitopatégenos
(aqueles que causam doencgas em plantas) é, em sua esséncia, didatica. Existe uma
diferenca ténue entre eles, que muitas vezes depende das condic¢des fisiologicas
momentaneas dos vegetais onde estes se encontram. Trata-se, portanto, de uma
tarefa dificil estabelecer limites para discriminar cada categoria.

Segundo Azevedo (2000), os fungos endofiticos foram mencionados pela

primeira vez no seculo XIX, sendo Bary (1866) quem primeiro teria feito uma



distincdo entre esses organismos e 0s patdgenos das plantas. Ainda segundo o
autor, microrganismos endofiticos podem ser encontrados ndo apenas nas partes
aéreas dos vegetais, mas também nas raizes, e esta € uma das principais portas de
entrada desses microrganismos.

De acordo com Zhang e colaboradores (2006), é crescente o interesse de
cientistas no estudo dos fungos enddfiticos por estes serem potenciais produtores de
novos compostos biologicamente ativos. Nas Ultimas duas décadas, muitos
compostos bioativos importantes com fungdo antimicrobiana (RUKACHAISIRIKUL et
al., 2008), inseticida, citotoxica (NEWMAN;CRAGG, 2015) e anticancerigena (NATH
et al.,, 2012) foram descobertos a partir do isolamento e estudo de fungos
endofiticos.

Muitos metabdlitos secundarios obtidos sdo produzidos por fungos, sendo
esta producdo maior do que a de qualquer outra classe de microrganismos
endofiticos, porém, isso pode ser uma consequéncia da alta frequéncia de
isolamento desses organismos das plantas (ZHANG et al., 2006).

Os produtos naturais extraidos de fungos endofiticos apresentam um amplo
espectro de atividade biolégica, e podem ser agrupados em varias categorias, dentre
elas alcaloides, esteroides, terpenoides, isocumarinas, quinonas, fenilpropanoides e
lignanas, fenol e acidos fendlicos, metabdlitos alifaticos, lactonas, entre outras
(ZHANG et al., 2006).

As plantas medicinais sao colonizadas por uma grande diversidade de
espécies de fungos do género Phomopsis, com grande variabilidade morfologica e
genética intra e interespecificas. Esses microrganismos S80 comumente
encontrados como patdgenos ou endofitos de plantas que podem servir de
hospedeiros alternativos para patdogenos de culturas economicamente importantes.

Porém, os fungos do género Phomopsis ocorrem frequentemente como
endofiticos, sem causar danos aparentes para o hospedeiro, mas, em condi¢cdes
adversas, podem se tornar patogénicos quando em desequilibrio com este
(AZEVEDO et al., 2000).

O género Phomopsis é conhecido por ser uma fonte rica e diversificada de
metabdlitos secundarios bioativos de diversas estruturas diferentes, dentre eles
antifungicos, antimalaricos e herbicidas (NATH et al., 2012).

Alguns desses compostos ja apresentaram atividade citotdxica significativa in

vitro e atividade antituberculose. No entanto, muitos ainda estdo sem aplicagcéo



devido a sua elevada toxicidade (RUKACHAISIRIKUL et al., 2008; HUSSIAN et al.,
2009)

Chapla e colaboradores (2014), corroboram com o exposto afirmando que o
estudo do fungo endofitico do género Phomopsis torna-se importante devido a
grande producdo de metabdlitos secundarios bioativos produzidos por esses

microrganismos, justificando o estudo quimico permanente desses metabdlitos.

1.2. Atividade antioxidante de polifendis e flavonoides

Considera-se que um organismo encontra-se em estado de estresse oxidativo
guando ocorre um desequilibrio entre sistemas pré-oxidantes e antioxidantes, de
maneira que 0s primeiros sejam predominantes. A oxidacéo €é parte fundamental da
vida aerébica e do nosso metabolismo e assim, os radicais livres sdo produzidos

naturalmente ou por alguma disfuncéo bioldgica (BARBOSA et al., 2010).

A fo rmacao de espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio desempenha um
papel relevante no organismo, tendo grande importancia em uma ampla variedade
de doencas. As espécies radicalares e outras espécies reativas podem causar a
oxidacdo de biomoléculas como proteinas, aminoacidos, lipidios e DNA, provocando
lesdo e morte celular. Espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo formadas
durante a respiracdo aerdbica celular normal, sdo a principal causa de danos as
células (MCCORD 2000).

O excesso das espécies reativas pode ser combatido por antioxidantes
produzidos pelo organismo ou adquiridos de forma exdgena. Denominam-se
antioxidantes as substancias, que mesmo em pequenas concentragcdes, retardam

significativamente ou inibem a oxidacdo de um substrato (BARREIROS et al., 2006).

Uma grande variedade de plantas € intensamente estudada para obtencéo de
novas fontes de antioxidantes naturais. Existem mais de 8.000 compostos ativos
originarios de plantas e, dentre os mais importantes, destacam-se os flavonoides,
carotenoides, taninos, tocoferdis e outros compostos fendlicos e polifendlicos,
havendo evidéncias de que estes compostos possam exercer as suas funcdes
antioxidantes na promocéo da saude humana (JOACHIM et al., 2004; JORGE et al.,
2013).



Dentre as diferentes classes de compostos fitoquimicos, os polifendis, e em
particular os flavonoides, compdem o0 grupo mais amplo e apresentam maior
atividade antioxidante quando comparados a carotendides e vitaminas, pois
possuem estrutura ideal para o sequestro de radicais livres (BARREIROS et al.,
2006; FAZAL et al., 2014).

Os polifendis exibem notavel capacidade para controlar e modular ERO, a
toxicidade de metais, inflamacgdes, apoptose, transdugéo de sinal, canais idnicos e
neurotransmissores (BHULLAR et al., 2013). A maioria das caracteristicas benéficas
de compostos fenodlicos tem sido atribuida a sua atividade antioxidante, sendo
agueles oriundos de fontes alimentares considerados potentes eliminadores de
radicais livres, apresentando importante papel na fungdo antioxidante envolvida na
protecdo contra a peroxidacao lipidica (D'ARCHIVIO et al.,, 2010; LIYANA-
PATHIRANA et al., 2005).

Compostos polifendlicos também podem afetar a modulacdo da atividade de
proteases, especialmente metaloproteinases de matriz. Esta propriedade esta
associada com a capacidade desses compostos sequestrarem ions de metais
polivalentes, que sdo co-fatores ou fatores cataliticos no centro reativo da enzima
(RATZ-LYKO et al., 2015).

Os compostos polifendlicos pertencem ao grupo de insumos mais utilizados
na cosmetologia moderna, sendo os ativos dermatocosméticos com propriedades
antirradical e anti-idade mais empregados na industria, principalmente devido a suas
propriedades antioxidantes. Deve-se considerar também, que além desta funcao, os
compostos polifendlicos apresentam, devido a sua propriedade anti-inflamatoria,
influéncia no processo normal de diferenciacao e proliferacdo das células basais da
camada epidérmica (RATZ-LYKO et al., 2015).

Tanto os efeitos antioxidantes como 0s pro-oxidantes dos polifendis em
processos celulares fisiologicos ja foram descritos. Como antioxidantes, os polifendis
podem melhorar a sobrevida celular e como pré-oxidantes podem, por exemplo,

induzir a apoptose e impedir o crescimento de tumores (SCALBERT et al., 2005).

Os polifendis também sdo considerados quimioprotetores do cancer por
alguns autores, tendo em vista sua capacidade de extinguir ou impedir a formacao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, as quais desempenham papéis

importantes na carcinogénese (YANG et al., 2001).



Uma das principais dificuldades em elucidar os efeitos dos polifenois sobre a
saude é o grande numero de compostos fendlicos encontrados. As principais
diferencas da influéncia de fatores estruturais ja estdo melhor compreendidas,
entretanto o principal fator que prejudica o estudo sobre os polifendis é a
consideravel diversidade e complexidade de suas estruturas quimicas (SILVA et al.,
2007).

Inidmeros fatores podem afetar a quantidade de polifendis nas plantas e, por
conseguinte, a biodisponibilidade posterior em humanos. Dentre eles destacam-se
os fatores ambientais, como a exposi¢cao ao sol, chuva, diferentes tipos de cultura e
producdo de frutos pelas plantas. Além disso, o grau de maturagdo desses afeta as
concentracfes e proporcdes de varios compostos polifendicos em formas diferentes
(D’ARCHIVIO et al., 2010).

Durante muitos anos, os polifendis e outros compostos foram estudados com
0 objetivo de proteger componentes celulares contra lesdes oxidativas por meio da
eliminacdo de espécies reativas, gracas as suas propriedades antioxidantes
(SCALBERT et al., 2005). Atualmente, este conceito representa uma visao simplista
do seu modo de acdo, tendo em vista ser mais provavel que as células respondam
aos polifendis através de interacdes diretas com receptores ou enzimas envolvidas
na transducéo de sinal, podendo resultar na alteracdo do estado redox da célula e,
por consequéncia, desencadear uma série de reacdes redox-dependentes
(MANACH et al., 2004). Scalbert e colaboradores (2005) corroboram com esse
conceito ao afirmarem que os mecanismos de a¢ao dos polifendis vdo muito além da
modulacdo de estresse oxidativo, envolvendo também mecanismos celulares
intrinsecos.

Uma pesquisa recente mostrou que os polifendis dietéticos poderiam ser
utilizados no tratamento de manifestacdes patologicas de distlrbios neurolégicos
devido a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHULLAR et
al., 2013). Entretanto, segundo D"Archivio e colaboradores (2010), muitas das
evidéncias sobre os efeitos benéficos dos polifendis advém de pesquisas realizadas
in vitro ou em modelos animais, utilizando concentracbes muito mais elevadas do
que aquelas geralmente encontradas nas dietas humanas. Os autores afirmam
ainda que mesmo que um composto apresente forte atividade antioxidante in vitro
nao tera importancia cientifica nenhuma se este mesmo composto ndo apresentar

atividade in vivo ou se ndo conseguir atingir seu sitio alvo. Para os autores 0s



polifen6is mais abundantes em nossa dieta ndo seréo, necessariamente, aqueles
gue terdo o melhor perfil de biodisponibilidade.

De acordo com Yang e colaboradores (2001) os flavonoides sdo a maior
classe de compostos fendlicos com mais de 5.000 compostos descritos. Eles séo
principalmente classificados em flavonas, flavondis (quercetina), isoflavonas,
flavanonas e antocianinas. Todos estdo estruturalmente relacionados com o
composto progenitor flavona (2-fenilbenzopirona).

Embora os flavonoides tenham sido extensivamente estudados, até agora so
foram discutidos compostos que podem ser encontrados na natureza. No entanto,
alguns organismos hospedeiros possuem a capacidade de bioconversdo de
moléculas das quais eles se alimentam, para produzir flavonoides nao-nativos,
denominados flavonoides n&o naturais (TRANTAS et al., 2015).

Os flavonoides séo antioxidantes efetivos devido a suas propriedades
sequestrantes de radicais livres e por quelar ions metalicos, protegendo assim 0s
tecidos dos radicais livres e da peroxidacéao lipidica. A atividade de sequestro esta
diretamente ligada ao potencial de oxidagao dos flavonoides e das espécies a serem
sequestradas. Quanto menor o potencial de oxidacao do flavonoide, maior é sua
atividade como sequestrador de radicais livres. A propriedade antioxidante é
direcionada sobre o radical hidroxil (-OH) e o &nion radical superéxido (Oz™), que sdo
espécies altamente reativas envolvidas na iniciagdo da peroxidacao lipidica. Além
destes efeitos importantes, os flavonoides tém propriedades estabilizadoras de
membrana, podendo afetar alguns processos do metabolismo intermediario
(BARREIROS et al., 2006).

Barreiros e colaboradores (2006) afirmam ainda que a atividade antioxidante
dos flavonoides depende da sua estrutura e pode ser determinada por cinco fatores:
reatividade como agente doador de H ou elétrons, estabilidade do radical flavanoil
formado, reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar metais de
transicao, solubilidade e interagdo com as membranas celulares.

E sabido que os flavonoides podem ser encontrados em quase todas as
plantas terrestres, compreendendo um grande grupo de compostos naturais
provenientes do metabolismo de fenilpropandide, que evoluiu em plantas para
produzir um variado numero de estruturas de flavonoides inter-relacionadas
(TRANTAS et al., 2015). Nos ultimos anos, os flavonoides tornaram-se importantes

alvos de pesquisa na industria farmacéutica, a qual esta continuamente a procura de



novas maneiras de produzir medicamentos seguros e eficientes, assim como

desenvolver novas formulagoes.

Além disso, culturas de células microbianas podem ser utilizadas como bio-
fabricas, oferecendo suas maquinas metabdlicas com a finalidade de otimizar as
condicbes e aumentar a produtividade de um flavonoide especifico de interesse
(TRANTAS et al., 2015).

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel
heterociclico, denominado anel C (Figura 1). Variagcdes em substituicdo do anel C
padrao resultam em importantes classes de flavonoides como flavondis (quercetina),

flavonas, flavanonas, isoflavonas e antocianidina.

Substituicdes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada
classe de flavonoides. Estas substituicdes podem incluir oxigenacao, alquilacéo,
glicosilacado, acilagéo e sulfatacdo. Os flavonoides de origem natural apresentam-se,

frequentemente, oxigenados e um grande niumero ocorre conjugado com acucares.

Esta forma conjugada, também, é chamada heterosideo. Sdo denominados
O-heterosideos quando a ligacdo se da por intermédio de uma hidroxila e de C-
heterosideos quando a ligacdo se da com um atomo de carbono (SIMOES et al.,
2007).

Figura 1. Estrutura quimica basica dos flavonoides



1.3. Influéncia das condi¢cbes de cultivo na producdo de metabdlitos
secundarios.

Os parametros de cultivo séo fatores criticos para a producdo de metabdlitos
secundarios por um organismo. Mesmo pequenas modificacdes no meio de cultura
podem impactar a producao de certos compostos, como também influenciar no perfil
geral de seus metabdlitos secundarios. Por esta razdo, a escolha das condi¢cdes
adequadas € crucial para a obtencdo de compostos antioxidantes de origem
microbiolégica ou vegetal. Além disso, as condicbes de extracdo ndo podem ser
generalizadas devido & natureza diversificada de antioxidantes naturais existentes
nos diferentes materiais vegetais e microbiologicos (VANDERMOLEN et al., 2013).

Sabendo que os microrganismos sao capazes de modificarem suas
propriedades fisiologicas e bioquimicas de acordo com a condi¢édo nutricional a que
sdo expostos, o rendimento de compostos bioativos, muitas vezes, pode ser
substancialmente aumentado pela otimizacdo de alguns fatores fisico-quimicos
como temperatura, salinidade, valor de pH, luz ou por modificagbes nos
componentes do meio, presenca de precursores ou inibidores (WANG et al., 2011,
LIYANA-PATHIRANA et al., 2005; MIAO et al., 2006; KIRANMAY!I et al., 2011).

Brakhage (2013) acrescenta que 0s metabdlitos secundarios podem ser
produzidos apenas em condi¢cdes especificas e sua biossintese estd sujeita a
diversos reguladores como intensidade luminosa, temperatura, fonte de carbono,
fonte de nitrogénio, comunicacao interespécies e escassez de ferro (Figura 2). Em
razdo disso, muitos genes responsaveis pela biossintese desses metabdlitos podem
mostrar pouca ou nenhuma expressdo em condi¢cdes laboratoriais normais e, por
conseguinte, deixam de produzir ou reduzem a producdo de metabdlitos secundarios
especificos a ponto de ndo serem mais detectaveis por métodos analiticos padrées.

A maioria dos mecanismos de sinalizacdo descritos permitem que
microrganismos individuais ou em populacdes possam responder a alteracdes
ambientais, que estao associadas com a deplecéo de nutrientes. Tais condigbes sao
comuns na natureza, mas, mesmo no laboratério, os microrganismos necessitam
reter propriedades que Ihes permitem sobreviver sob condi¢cbes de crescimento nao
ideais (PALKOVA et al., 2004).

Pesquisa recente realizada por Kumar e colaboradores (2015) ratifica que a

producdo de metabdlitos secundéarios depende significativamente das espécies de



microrganismos, de sua condic¢ao nutricional e das condi¢des de cultura. Segundo os
autores, pequenas variagbes na composicdo dos meios de fermentagao
desempenham um papel importante na quantidade e qualidade da producdo de

metabolitos secundarios.

Comunicagao
) Fonte de Interespécies
Intensidade Carbono \

Fonte de
Nitrogénio pH do meio Status Redox Escassez de
Ferro

Agrupamentos de genes do metabolismo secundario

Figura 2. Proteinas globais reguladoras envolvidas na regulagdo de agrupamentos de genes do
metabolismo secundario de varios fungos. Essas proteinas reguladoras respondem a estimulos
ambientais e modulam a expresséo dos genes. Extraido e adaptado de Brakhage, 2013.

1.4. Importancia do uso de abordagens estatisticas na modificacdo das
condicdes de cultivo visando ao aumento da producdo de metabdlitos
secundarios.

E de suma importancia a melhoria da performance de sistemas, visando ao
aumento do rendimento de processos sem elevacdo de custos. A metodologia
utilizada para atingir esse objetivo chama-se otimizacado (CUNICO et al., 2008).

De acordo com Silva e colaboradores (2007), quando se modifica apenas um
parametro por vez, enquanto se mantém os demais em um nivel constante, este
procedimento se chama técnica ou metodologia de uma variavel por vez. Para o0s
autores essa abordagem tradicional de uma variavel por vez na otimizacdo de

processo € demorada e as interacbes entre os diversos fatores podem ser

ignoradas, sendo essa sua principal desvantagem. Portanto, a oportunidade de se
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aproximar de um resultado verdadeiro é muito improvavel. Além disso, esse
procedimento, ao pressupor que varios parametros ndo interajam, deixard a resposta

do processo em funcéo direta de um Unico parametro variado.

Entretanto, ja se sabe que a resposta real de um processo, geralmente resulta
da influéncia interativa de diversas variaveis (BEZERRA et al., 2008).

Peralta-Zamora e colaboradores (2005) afirmam que, nos sistemas quimicos,
as variaveis costumam se correlacionar fortemente, interagindo por meio de
mecanismos que proporcionam efeitos sinérgicos e antagdnicos e quando esses

efeitos séo ignorados o processo de otimizacdo apresenta pouco valor.

Visando superar essa dificuldade, estudos de otimizacdo de processos
passaram a adotar desenhos experimentais e a Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR) (SILVA et al., 2007).

Um experimento de superficie de resposta € um conjunto de técnicas
avancadas de planejamento de experimentos que ajudam a entender e otimizar
melhor a resposta (CHAICHANAN et al., 2014).

Barros et al. (2010) afirmam que a atividade estatistica mais importante n&o é
a andlise de dados, e sim o planejamento dos experimentos em que esses dados
devem ser obtidos e, quando isso nédo é feito de forma adequada, o resultado muitas
vezes € uma montanha de numeros estéreis, da qual nenhum estatistico conseguiria

extrair ou chegar a qualquer concluséo.

Diferentes abordagens estatisticas podem ser utilizadas para otimizar o meio
de crescimento e as condi¢cdes de fermentacdo em cultivo de microrganismos. Na
metodologia de analise de superficie de resposta sao realizados planejamentos
fatoriais, para cujos resultados sao ajustados modelos matematicos (FANG et al.,
2010).

Dentre as inumeras vantagens conferidas com o emprego da estatistica
encontramos a reducdo de custos e do tempo de trabalho, a diminuicdo de
variabilidades e aumento do rendimento da producdo de metabdlitos secundarios
(BARROS et al., 2010).

Segundo Kumar e Satyanayana (2007), as abordagens estatisticas podem ser

adotadas nas diferentes fases de uma estratégia de otimizagéo.
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1.4.1. O Planejamento Fatorial e o Design of Experiments (DOE)

Processos quimicos e bioquimicos sédo influenciados por varios parametros,
por essa razao nao é possivel identificar o efeito de todos eles de uma vez e se faz
necessario selecionar aqueles que exercem maior influéncia no processo, logo o
planejamento fatorial deve ser utilizado para esse objetivo (BARROS et al., 2010).

A utilizacdo do método de planejamento fatorial, em estudos que abrangem
muitas variaveis, é importante uma vez que torna possivel a realizagdo, de maneira
organizada, de uma quantidade minima necesséria de experimentos, economizando
tempo e recursos financeiros (SILVA et al., 2008).

Entretanto, de acordo com Cunico e colaboradores (2008) o planejamento
fatorial ndo determina valores Otimos em uma Unica etapa, mas indica
satisfatoriamente o caminho a ser tomado para que se possa atingir o objetivo
proposto. Os sistemas multivariados fundamentados em planejamento fatorial de
experimentos permitem avaliar interacbes entre as variaveis analisadas, o que
favorece estudos de otimizagao, a partir de um reduzido numero de experimentos
(CUNICO et al., 2008).

O Planejamento de Experimentos (em inglés Design of Experiments, DOE) é
uma técnica utilizada para se planejar experimentos, ou seja, para definir quais séo
os dados, em que quantidade e em que condi¢cdes devem ser coletados em um
determinado experimento. Ela visa atingir dois grandes objetivos: a maior precisao
estatistica possivel na resposta e o menor custo. E, portanto, uma técnica de
extrema importancia para a industria, tendo em vista que seu emprego permite
resultados mais confiaveis. A sua aplicacdo no desenvolvimento de novos produtos
faz-se importante na medida em que proporciona uma maior qualidade aos
resultados dos testes e conduz o projeto a um desempenho superior, seja em termos
de caracteristicas funcionais como também em robustez (TAHARA, 2008).

Segundo Colombari (2004), a grande vantagem da utilizacdo da metodologia
de planejamento experimental ou andlise de experimentos € definir de forma clara e
objetiva quais os fatores que interferem com maior intensidade no resultado final
(saida) e quais séo os parametros (ajustes) que levardao ao melhor resultado final.

Os autores afirmam que um experimento projetado ou devidamente planejado
consiste em uma série de testes ou experimentos nos quais se induzem mudancas

deliberativas nas variaveis de entrada do processo de maneira que seja possivel
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observar e identificar as causas das mudancas nas respostas ou variaveis de saida
que séo resultados da interag&o de fatores.

A utilizagao das técnicas estatisticas de planejamento experimental apresenta
inUmeras vantagens, dentre elas: a redu¢ao do numero de ensaios sem prejuizo da
qualidade da informacéao; o estudo simultaneo de diversas variaveis, separando seus
efeitos; a determinacdo da confiabilidade dos resultados; a realizagdo da pesquisa
em etapas num processo interativo de acréscimo de novos ensaios; a selegao das
variaveis que influeciam num processo com numero reduzido de ensaios; a
representacao do processo estudado por meio de expressbes matematicas e a

elaboragao de conclusdes a partir de resultados qualitativos (BUTTON, 2005).

1.4.2. Anélise ou Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)

Quando o objetivo principal da pesquisa é otimizar o sistema, isto €,
maximizar ou minimizar algum tipo de resposta, pode ocorrer que, a0 mesmo tempo,
também se tenha que satisfazer determinados critérios, como produzir a maxima
quantidade de um determinado produto ao menor custo possivel. Nessas situacoes,
uma técnica conveniente € a metodologia de superficie de resposta, que € o método
de otimizacdo mais popular usado nos ultimos anos (BASRI et al., 2007; BEZERRA
et al., 2008).

BAS (2007) afirma que a MSR apresenta varias vantagens quando
comparada a métodos experimentais classicos em que apenas uma variavel é
analisada por vez.

Segundo o autor, com a MSR torna-se possivel a observacdo de efeitos de
interacdo de parametros independentes, sozinhos ou em combinacdo nos
processos, que podem ser utilizados para definir as relagdes entre a resposta e as
variaveis independentes. Em processos bioquimicos essas rea¢cdes podem provocar
efeitos criticos de sinergismo, adigdo ou antagonismo. Assim, a MSR consiste em
uma colecdo de técnicas estatisticas e matematicas que tem sido utilizada com
sucesso para desenvolver, melhorar e otimizar metodologias, minimizando tempo e
custos (LIYANA-PATHIRANA et al., 2005; BASRI et al., 2007).

Wang e colaboradores (2011) reiteram que a metodologia de superficie de

resposta € um método estatistico eficiente utilizado para otimizacdo de multiplas
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variaveis com um numero minimo de experimentos. A principal vantagem do MSR é
a necessidade de um numero reduzido de ensaios experimentais necessarios para
fornecer informacdo suficiente para obtencdo de um resultado estatisticamente

aceitavel.

A MSR tem aplicacdo importante na concepcdo, desenvolvimento e
formulacdo de novos produtos, bem como na melhoria da performance daqueles ja
existentes (ZANG et al., 2015).

Souagui e colaboradores (2015) afirmam que a MSR é um método poderoso

guando se quer otimizar a producdo de um determinado metabdlito secundario alvo.

A metodologia de superficie de resposta foi introduzida por G. E. P. Box na
década de 1950 e, desde entdo, tem sido usada com grande sucesso na
modelagem de diversos processos industriais, por permitir a avaliagdo dos efeitos de
diversas variaveis de processo e suas interacdes sobre as varidveis de resposta
(BARROS et al., 2010).

De acordo com Bezerra e colaboradores (2008), a aplicacdo da metodologia
de superficie de resposta como técnica de otimizacdo exige algumas etapas
preliminares de analise dentre as quais: a selecao de variaveis independentes que
apresentem efeitos sobre o sistema por meio do rastreio e da delimitacdo da regido
experimental, a escolha do delineamento experimental, o tratamento matematico-
estatistico dos dados experimentais obtidos através do ajuste de uma funcao
polinomial, a avaliagdo da adequacgcao do modelo, a verificacdo da necessidade e da

possibilidade de se realizar um deslocamento em direcdo a regido 6tima e a

obtencéo dos valores ideais para cada variavel estudada.

Para Barros e colaboradores (2010) a MSR tem duas etapas distintas:
modelagem e deslocamento. Elas sdo repetidas tantas vezes quantas forem
necessarias com o objetivo de atingir uma regido 6tima da superficie investigada. Os
autores afirmam que a modelagem normalmente € feita ajustando-se modelos
simples como os lineares ou quadraticos a respostas obtidas com planejamentos
fatoriais ou planejamentos fatoriais ampliados. Ja o deslocamento se da sempre ao
longo do caminho de maxima inclinagdo de um determinado modelo, que € a

trajetéria na qual a resposta varia de forma mais pronunciada.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Otimizar as condi¢cdes de cultivo do fungo endofitico Phomopsis sp., visando ao

aumento da producao de metabdlitos secundarios com atividade antioxidante.

2.2. Objetivos especificos

v" Modificar as condicbes de cultivo padrao do fungo Phomopsis sp. em meio

liquido para obtencéo dos extratos dos metabdlitos produzidos.

v" Quantificar, utilizando métodos colorimétricos, os polifenéis e flavonoides

totais dos extratos produzidos em diferentes condi¢des de cultivo.

v Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos dos metabdlitos

produzidos pelo fungo Phomopsis sp. em diferentes condi¢cdes de cultivo.

v' Aplicar a Metodologia de Planejamento Fatorial e Andlise de Superficies de
Respostas para avaliar a influéncia dos fatores de cultivo testados na
producdo de metabdlitos secundarios com atividade antioxidante pelo fungo
Phomophis sp.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos

e Capela de Fluxo Laminar ESCO CLASS Il TYPE A2
e Evaporador Rotativo HEIDOLPH LABOROTA 4010
e Agitador Vortex Mixer FISHER SCIENTIFIC

e Agitador CORNING STIRRER

e Espectrofotometro SHIMADZU UV 1800

e Espectrofotbmetro Multimode Detector DXT 800 BECKMAN
COULTER

e Centrifuga a vacuo 117 LABCONCO

e Balanca MARTE BL 3200H

e Balanca de precisdo SHIMADZU AY220

e pHmetro 3510 JENWAY

e Bomba a vacuo Q355B QUIMIS

e Shaker incubadora Innova 44 NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC

3.2. Métodos

3.2.1. Cultivo e conservacédo do fungo endofitico em meio sélido.

O fungo endofitico, previamente isolado de folhas de B. variegata
(MESQUITA, 2012), foi cultivado em 8 mL de meio solido agar Sabouraud-dextrose
(ACUMEDIA) em tubos de ensaio inclinados (método de slant) por sete dias em
estufa a 30°C. Para s ua conservacao foi acrescentado 6leo mineral esterilizado ao
tubo de ensaio e estes foram mantidos refrigerados a 4°C (microrganismo de

trabalho) ou a -20°C (microrganismo estoque).
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3.2.2. Cultivo do fungo em cultura submersa utilizando diferentes meios de

cultura

Apo6s 7 dias de crescimento em estufa a 30°C os fungos Phomopsis sp.,
cultivados em agar Sabouraud-dextrose (slants), foram recolhidos com o auxilio de
uma alca de platina estéril e inoculados nos meios de cultura liquida, previamente
esterilizados. Em seguida, foram submetidos a um processo de fermentacdo em
cultura submersa realizada em uma ou duas etapas, dependendo do ensaio.

Inicialmente foram inoculados em frascos erlenmeyer de 250 mL de
capacidade, contendo 50 mL de meio liquido batata-dextrose (Potato Dextrose Broth
— Sigma Aldrich), Sabouraud-dextrose (ACUMEDIA) ou meio fermentativo de
Jackson (JACKSON et al.,1993) estéreis, e incubados sob agitacdo (150 rpm) a
28°C por 48h (pré-inéculo). Em seguida, todo o contetdo foi transferido para um
erlenmeyer de capacidade para 1000 mL, contendo 250 mL do mesmo meio usado
na primeira etapa e novamente incubados a 28°C sob agitacdo (150 rpm) por 72 h
(Figura 3). O mesmo ensaio foi conduzido excluindo-se a primeira etapa de cultivo e
inoculando o fungo diretamente nos 250 mL de meio, sob as mesmas condi¢des de
incubacéo (Figura 4).

1® Etapa 2° Etapa

FILTRACAO

Meio de Cultura Meio de Cultura

Fungo com 7 dias de 50mL 250mL
crescimento 150rpm/28°C 150rpm/28°C
48h 72h

Figura 3. Cultivo do fungo Phomopsis sp. em cultura submersa realizado em 2
etapas.
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ETAPA UNICA

) FILTRACAO

Fungo com 7 dias Meio de Cultura 250mL
de crescimento 150rpm/28°C
72h

Figura 4. Cultivo do fungo Phomopsis sp. em cultura submersa realizado em 1
etapa.

3.2.3. Cultivo do fungo em cultura submersa em caldo Sabouraud-
dextrose, com variagcdo das condicbes de temperatura, pH e

concentracdo de peptona.

O processo de cultivo em cultura submersa usando o caldo Sabouraud-
dextrose realizado em 2 etapas foi repetido variando-se as condi¢cbes de
temperatura de incubacéo, pH inicial dos meios e concentracéo de peptona (fonte de
nitrogénio) adicionada ao meio de cultivo. Foram utilizadas para ajuste de pH
solucBes a 50% de NaOH ou acido acético. Para variacdo da concentracao inicial da
fonte de nitrogénio, foi utilizada Peptona S2 (ACUMEDIA). O ensaio foi realizado em

triplicata para cada condicao experimental.

3.2.4. Planejamento dos ensaios - planejamento fatorial 22 em

delineamento de faces centradas (DFC).

A fim de otimizar a producdo de polifenois, flavonoides e a atividade
antioxidante dos metabdlitos produzidos pelo fungo endofitico Phomopsis sp., foi
utilizado o delineamento experimental de faces centradas (DFC). As variaveis
independentes analisadas foram a concentracdo de peptona no meio (x1), o pH
inicial do meio (x2) e a temperatura de incubacdo (xs) (Tabela 1). Um desenho

fatorial 22 com repeticGes no ponto central foi utilizado.
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De acordo com o delineamento experimental utilizado, o numero total de
combinacdes experimentais no ensaio dos polifendis e flavonoides foi r(2 + 2k + cp),
onde r representa o numero de repeticdes, k € o numero de variaveis independentes
e cp € o numero de repeticdes dos experimentos no ponto central. No ensaio da
avaliacdo da atividade antioxidante (DPPH-) o nimero total de combinacdes foi r.(2%
+ 2Kk) + cp.

As variaveis dependentes (respostas preditas: quantidade de polifendis,
quantidade de flavonoides e atividade antioxidante) foram ajustadas por um modelo

de segunda ordem para correlaciona-las as variaveis independentes.

O modelo matematico geral da regresséo de segunda ordem aplicado foi:

Y= Bo+ Z Bixi + 2 Z Bijxij + 2 BiixZii
i i j

onde Y é a medida de resposta, Bo é o intercepto, Bi, Bije Biix%ii sdo medidas
dos efeitos das variaveis xi, xij e x2ii, respectivamente. A variavel xixj representa a

interacdo de primeira ordem entre as variaveis xi e xj (i <j).

Para a otimizacdo da producdo de polifendis totais e flavonoides (variaveis
respostas), foi realizado delineamento experimental fatorial 23 (DFC) com trés
variaveis independentes, cada uma em trés niveis (-1, 0, +1) com dois pontos axiais
e trés repeticdes nos pontos centrais que conduzem a um total de 45 ensaios com
27 condic¢des experimentais distintas (Tabela 2).

J& para a otimizacao da atividade antioxidante (variavel resposta do ensaio do
DPPH:) foi realizado delineamento experimental 23 (DFC) com trés variaveis
independentes, cada uma em trés niveis (-1, 0, +1), dois pontos centrais e uma

repeticéo, totalizando 16 ensaios com 15 condi¢cdes experimentais distintas (Tabela
3).
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Tabela 1. Variaveis independentes, niveis decodificados e nome das respostas.

Variaveis

independentes Unidade

Peptona (x1)

pH inicial do
meio (x2)

Temperatura
de incubacao
(x3)

g/L

°C

10

4,6

23

Variaveis
dependentes
Niveis — respostas
preditas Unidade

0 +1

15 20 Polifendis mg/mg
5,6 6,6 Flavonoides pug/mg
o8 33 Atividade %

antioxidante
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Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 23 (n = 3) no modelo de delineamento
de faces centradas para a otimizacdo da producao de polifendis e flavonoides
pelo fungo Phomopsis sp.

Niveis Codificados Niveis Decodificados
Ensaio x1 X2 x3 Concentracéo pH Temperatura de
inicial de inicial incubacéo (°C)
peptona no do meio
meio de

cultura (g/L)

1 -1 -1 -1 10 4,6 23

2 +1 -1 -1 10 6,6 23

3 -1 +1 -1 10 4,6 33
4 +1 +1 -1 10 6,6 33

5 -1 -1 +1 20 4,6 23

6 +1 -1 +1 20 6,6 23

7 -1 +1 +1 20 4,6 33

8 +1 +1 +1 20 6,6 33

9 -1 0 0 15 4,6 28
10 +1 0 0 15 6,6 28
11 -1 -1 0 15 5,6 23
12 +1 +1 0 15 5,6 33
13 -1 0 -1 10 5,6 28
14 +1 0 +1 20 5,6 28
15 -1 -1 -1 10 4,6 23
16 +1 -1 -1 10 6,6 23
17 -1 +1 -1 10 4,6 33
18 +1 +1 -1 10 6,6 33
19 -1 -1 +1 20 4,6 23
20 +1 -1 +1 20 6,6 23
21 -1 +1 +1 20 4,6 33
22 +1 +1 +1 20 6,6 33
23 -1 0 0 15 4,6 28
24 +1 0 0 15 6,6 28
25 0 -1 0 15 5,6 23
26 0 +1 0 15 5,6 33
27 0 0 -1 10 5,6 28
28 0 0 +1 20 5,6 28
29 -1 -1 -1 10 4,6 23
30 +1 -1 -1 10 6,6 23
31 -1 +1 -1 10 4,6 33
32 +1 +1 -1 10 6,6 33
33 -1 -1 +1 20 4,6 23
34 +1 -1 +1 20 6,6 23
35 -1 +1 +1 20 4,6 33
36 +1 +1 +1 20 6,6 33
37 -1 0 0 15 4,6 28
38 +1 0 0 15 6,6 28
39 0 -1 0 15 5,6 23
40 0 +1 0 15 5,6 33
41 0 0 -1 10 5,6 28
42 0 0 +1 20 5,6 28
43 0 0 0 15 5,6 28
44 0 0 0 15 5,6 28
45 0 0 0 15 5,6 28
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Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial 23 (n = 1) no modelo de delineamento
de faces centradas para a otimizacdo da producdo de metabdlitos com
atividade antioxidante pelo fungo Phomopsis sp.

Ensaios Niveis Codificados Niveis Decodificados
x1 X2 x3 Concentracgao pH Temperatura
inicial de inicial de
peptona no do incubacao
meio de meio (°C)
cultura (g/L)

1 -1 -1 -1 10 4,6 23
2 +1 -1 -1 10 6,6 23
3 -1 +1 -1 10 4,6 33
4 +1 +1 -1 10 6,6 33
5 -1 -1 +1 20 4,6 23
6 +1 -1 +1 20 6,6 23
7 -1 +1 +1 20 4,6 33
8 +1 +1 +1 20 6,6 33
9 -1 0 0 15 4,6 28
10 +1 0 0 15 6,6 28
11 0 -1 0 15 5,6 23
12 0 +1 0 15 5,6 33
13 0 0 -1 10 5,6 28
14 0 0 +1 20 5,6 28
15 0 0 0 15 5,6 28
16 0 0 0 15 5,6 28
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3.2.5. Obtencédo do extrato dos metabdlitos produzidos pelo fungo

Apoés 72 horas de cultivo, o conteudo de cada frasco Erlenmeyer usado no
processo fermentativo foi filtrado utilizando um conjunto de Kitassato, funil de
Buchner, papel de filtro Watman ndmero 1 estéreis e bomba a vacuo em ambiente
asséptico (capela de fluxo laminar). A massa micelial Umida obtida foi pesada e o
fluido submetido a particdo liquido-liquido com acetato de etila. A fracdo organica
obtida foi evaporada a vacuo para secagem. O extrato organico seco obtido foi

pesado e reconstituido com 1 mL de metanol.

3.2.6. Quantificacdo de polifendis totais

Para quantificacdo dos polifendis totais foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965). Foram adicionados 20 uL do extrato
dos metabdlitos produzidos pelo fungo diluido em metanol & 250 pyL de solucdo
aguosa de carbonato de sodio a 10% e a 250 yL de solucdo aquosa de Folin-
Ciocalteu 1N. O volume final da reacédo foi completado para 2,5 mL com agua
destilada e a mistura reacional foi agitada com auxilio de um agitador de tubo do tipo
Vortex.

Decorridos 60 min, a absorbancia das amostras foi medida em
espectrofotometro a 760 nm. O &cido galico foi utilizado para obtencdo da curva
padrdo (Figura 10) e os resultados foram expressos como equivalentes de &cido
gélico por massa de extrato total obtido (EAG/mg).

3.2.7. Quantificacao de flavonoides totais

Para a quantificagéo de flavonoides totais nos extratos, foi utilizado o método
do cloreto de aluminio descrito por Georgetti e colaboradores, 2006. A 100 uL do
extrato foram adicionados 1900 yL de metanol e 500 pL de solugéo de AIClz a 5%.

A mistura foi agitada em agitador de tubo do tipo Vortex. Decorridos 30 min, a
absorbancia das amostras foi medida em espectrofotometro a 425 nm. A quercetina
foi utilizada para obtencéo da curva padrao (Figura 9). O branco foi preparado por

adicéo de 500 pL de solugéo de ALCIs a 5% a 2.000 pL de metanol. Os resultados
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foram expressos como equivalentes de quercetina por massa de extrato total obtido
(EQ/mg).

3.2.8. Determinacao da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante in vitro foi avaliada utilizando-se o método do DPPH-
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) descrito por Molyneux, 2004, que consiste na
transferéncia de elétrons, em que por acdo de um antioxidante ou espécie radicular,
o DPPH:, que possui cor purpura, é reduzido formando difenil-picril-hidrazina de
coloracdo amarela, com consequente decaimento da absorcéo.

Neste ensaio utilizou-se 100 pL do extrato metandlico dos metabdlitos
produzidos pelo fungo em 100 pL de solugdo de DPPH- 200 uM em placas de 96
pocos e, apds 15 min, foi feita leitura a 492 nm em espectrbmetro. Para o branco foi
adicionado 100 uL da solu¢do 200 uM DPPH- a 100 pL de metanol.

A capacidade de reducdo do radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi

calculada utilizando-se a seguinte equacao:

Atividade Antioxidante (%) = Acontrole(-) - Aamostra X 100

Acontrole(-)

Onde: Acontrole(-) = absorbancia da solucdo de DPPH- sem a amostra

Aamostra = absorbancia da solugédo de DPPH- com a amostra

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de oxidacdo em
gue a porcentagem de atividade antioxidante é correspondente a quantidade de

DPPH- consumida pelo antioxidante.
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3.2.9. Anédlise Estatistica

Os dados experimentais foram inicialmente explorados de forma descritiva,
por meio de medidas de tendéncia central, variabilidade e simetria. A analise grafica
foi realizada por meio do Box plot, ou diagrama de caixa, que capta importantes
aspectos de um conjunto de dados através do resumo de medidas de quartis,
minimos e maximos. Essa andlise foi realizada pelo software IBM® SPSS®

(Statistical Package for the Social Sciences) versao 21, 2012.

O software Protimiza Experimental Design (Rodrigues, M. I. & Costa, P.;
Brasil, 2014) foi utilizado para as analises graficas e de regressdo. A analise
estatistica do modelo foi realizada por meio de analise de varidncia (ANOVA). A
analise incluiu o teste F de Fisher (significancia do modelo total), sua probabilidade
associada P(F), coeficiente de correlacdo R, e coeficiente de determinagdo R?, que
mede o ajuste do modelo de regressdo. A analise também incluiu o valor t de
Student para os coeficientes estimados e suas probabilidades associadas P(t). Para
cada variavel, os modelos quadraticos foram representados por meio de graficos de

contorno.
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4. RESULTADOS

4.1. Triagem inicial dos meios de cultivo

A otimizacdo dos processos de producdo de metabdlitos secundarios
bioativos € importante na biotecnologia, uma vez que sao desejados altos
rendimentos a partir de matéria-prima abundante e de facil obtencdo (VENIL et al.,
2015).

Visando a um aumento da producdo de metabdlitos secundarios (flavonoides
e polifendis) com atividade antioxidante foi primeiramente efetuada uma triagem em
que o fungo Phomophis sp., que ja fora previamente isolado e identificado em nosso
laboratorio por Mesquita (2012), foi submetido a crescimento em trés diferentes
meios de cultura (batata-dextrose, Sabouraud-dextrose e meio fermentativo de
Jackson), a temperatura de 28°C e agitacdo de 150 rpm, por 48 h (pré-inéculo).

Em seguida foi transferido para um meio fermentativo de mesma
composicao e incubado por 72 h (JACKSON et al., 1993), nas mesmas condi¢cdes de
temperatura e agitacao.

Uma segunda bateria de testes foi realizada com os mesmos meios de cultura
e condi¢cBes de cultivo sem, entretanto, serem submetidos a incubacao prévia de 48h
(sem pré-in6culo). A andlise dos resultados obtidos por meio dos ensaios de
quantificacdo de flavonoides revelou que a quantidade de flavonoides nos extratos
dos metabdlitos produzidos pelo fungo Phomophis sp. provenientes de culturas que
passaram pela etapa do pré-inéculo, a temperatura de 28°C, apresentou um melhor
rendimento em meio Sabouraud-dextrose (Figura 7) quando comparado aqueles
realizados sem o pré-indculo (Figura 5); enquanto que a melhor producdo de
polifendis totais foi encontrada no cultivo do fungo em meio batata-dextrose também
apos crescimento prévio em meio fermentativo (Figura 8) quando comparado ao
crescimento no mesmo meio de cultivo, porém sem o pré-indculo (Figura 6).
Concluiu-se, portanto, que o aumento do tempo de incubacdo do fungo na preé-
cultura com o intuito de aumentar a massa micelial, levou a um aumento da
producéo de metabdlitos secundarios.

Sabendo-se que, dentre os polifendis, os flavonoides, em particular, possuem
estruturas ideais para o sequestro de radicais livres e, por isso, sdo considerados
antioxidantes efetivos (BARREIROS et al.,2006; TRANTAS et al., 2015), optou-se
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por prosseguir a otimizacdo das condi¢cbes de cultivo do fungo Phomopsis sp.,

utilizando o meio liquido Sabouraud-dextrose com a etapa de pré-indculo, por esta

condicéo ter proporcionado o melhor rendimento de flavonoides (Figura 7).
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Figura 5. Quantidade de flavonoides
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As figuras 9 e 10 mostram as curvas padrdao utilizadas nos ensaios
colorimétricos de quantificacdo de flavonoides e quantificacdo e polifendis,
respectivamente.
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Concentracéo Acido Galico (mg/mL)

Figura 9. Curva Padrdo de Quercetina Figura 10. Curva Padrdo de Acido
(mg/mL) empregada no ensaio dos Galico (mg/mL) empregada no ensaio
flavonoides. dos polifenois.
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4.2. Cultivo do fungo em cultura submersa, em caldo Sabouraud-dextrose,
com variacao de condicOes de temperatura, pH e concentracdo de peptona

Apo6s a triagem preliminar foram realizadas modificagbes nas condi¢bes de
cultivo do pré-inéculo e do meio fermentativo de Sabouraud-dextrose (ACUMEDIA),
objetivando a otimizacao da producdo de metabdlitos com atividade antioxidante pelo fu
ngo Phomophis sp. Foram avaliadas, portanto, as variaveis de cultivo temperatura de
incubacédo, pH inicial e concentracdo de peptona (fonte de nitrogénio) do meio liquido

de cultura em ensaio realizado em triplicata.

42.1. Analise Descritiva dos resultados

A andlise descritiva foi realizada no programa IBM® SPSS®. O obijetivo inicial foi
avaliar a distribuicdo dos dados experimentais através de estatisticas descritivas como
média, mediana, variancia, desvio padrdo, minimo, maximo, intervalo, intervalo
interquartil, assimetria e curtose. Com isso € possivel avaliar se os dados estao
distribuidos de forma uniforme ou muito agrupados (DANCEY; REDY, 2013).

A analise grafica de Box-plot (ou caixa e bigodes) mostra visualmente essa
distribuicdo dos dados para cada variavel: concentracdo de peptona, pH e temperatura
de incubacéo em relacdo as variaveis dependentes (respostas preditas) quantidade de
polifendis e quantidade de flavonoides.

Os valores descritivos para peptona em relacdo a quantidade de polifendis

(Tabela 4) e flavonoides (Tabela 5) sdo mostrados abaixo.
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Tabela 4. Valores descritivos para a variavel concentracdo de peptona em relacao
a variavel resposta quantidade de polifendis.

Peptona (g/L) Estatistica Erro Padrao
Polifendis 10 Média 58,8660 4,51275
95% Intervalo de Confiangca  Limite inferior 49,1871
para Média Limite superior 68,5449
5% da média aparada 59,4106
Mediana 56,3600
Variancia 305,474
Desvio Padrédo 17,47782
Minimo 21,88
Maximo 86,05
Intervalo 64,17
Intervalo interquartil 29,28
Assimetria -,370 ,580
Curtose -,274 1,121
15 Média 43,2847 4,21923
95% Intervalo de Confiangca  Limite inferior 34,2353
para Média Limite superior 52,3340
5% da média aparada 43,6030
Mediana 41,4700
Variancia 267,028
Desvio Padrédo 16,34100
Minimo 11,49
Maximo 69,35
Intervalo 57,86
Intervalo interquartil 19,57
Assimetria -,267 ,580
Curtose -,368 1,121
20 Média 71,6627 6,11355
95% Intervalo de Confianga  Limite inferior 58,5504
para Média Limite superior 84,7749
5% da média aparada 71,3935
Mediana 71,7300
Variancia 560,632
Desvio Padréao 23,67768
Minimo 39,02
Maximo 109,15
Intervalo 70,13
Intervalo interquartil 43,00
Assimetria ,021 ,580
Curtose -1,298 1,121
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Tabela 5. Valores descritivos para a variavel concentracdo de peptona em relacao
a variavel resposta quantidade de flavonoides.

Peptona (g/L) Estatistica Erro Padrdo
Flavonoides 10 Média 161,5840 22,83224
95% Intervalo de Limite inferior 112,6137
Confianca para Média Limite superior 210,5543
5% da média aparada 158,5072
Mediana 133,3500
Variancia 7819,670
Desvio Padrao 88,42890
Minimo 55,06
Maximo 323,49
Intervalo 268,43
Intervalo interquartil 159,17
Assimetria ,814 ,580
Curtose -,805 1,121
15 Média 58,0187 5,36843
95% Intervalo de Limite inferior 46,5045
Confianga para Média Limite superior 69,5328
5% da média aparada 57,5085
Mediana 53,9300
Variancia 432,301
Desvio Padrao 20,79184
Minimo 18,61
Maximo 106,61
Intervalo 88,00
Intervalo interquartil 19,31
Assimetria ,463 ,580
Curtose 1,455 1,121
20 Média 125,3247 22,41738
95% Intervalo de Limite inferior 77,2442
Confianga para Média Limite superior 173,4052
5% da média aparada 119,2385
Mediana 96,0700
Variancia 7538,082
Desvio Padrao 86,82213
Minimo 26,24
Maximo 333,96
Intervalo 307,72
Intervalo interquartil 119,32
Assimetria 1,284 ,580
Curtose 1,029 1,121
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A analise grafica de Box-plot permite visualizar a distribuicdo dos dados para
cada variavel. No caso da concentracdo de peptona no meio (Figura 11), observa-se
gue os maiores valores de polifendis foram encontrados no meio com a concentracéo
de peptona de 20 g/L, com dados mais simétricos. Quando as concentracfes de

peptona usadas foram 10 e 15 g/L os dados foram mais assimétricos e com menor
intervalo.

Em relacdo aos flavonoides (Figura 12), a maior producdo foi encontrada no
meio com 10 g/L de peptona, com grande intervalo. Para a concentracao de peptona de
15 g/L o intervalo foi pequeno, mas houve 2 dados discrepantes. Para o meio com 20
g/L de peptona, a analise dos dados de producédo de flavonoides mostrou um intervalo
grande com 1 dado discrepante.

Loy

=1

2
=

=
B

Polifendis mg EAG/mg
|

Peptona (G/L)

Figura 11. Box-plot dos dados de concentracdo de peptona (g/L) no meio em
relacdo a producéao de polifendis (mg EAG/mg).
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Figura 12. Box-plot dos dados de concentracdo de peptona no meio em relacdo a
producéao de flavonoides (ug EQ/mQg).

Os valores descritivos para a variavel independente pH inicial do meio em

relacdo a producédo de polifendis (Tabela 6) e flavonoides (Tabela 7) sdo mostrados nas
tabelas seguintes.
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Tabela 6. Valores descritivos para a variavel pH inicial do meio em relacdo a
variavel resposta producéao de polifenais.

pH Estatistica  Erro Padrédo
Polifenéis 4,6 Média 62,7560 6,11259
95% Intervalo de Confiangca  Limite inferior 49,6458
para Média Limite superior 75,8662
5% da média aparada 62,4383
Mediana 61,5100
Variancia 560,456
Desvio Padréo 23,67396
Minimo 25,87
Maximo 105,36
Intervalo 79,49
Intervalo interquartil 45,64
Assimetria ,208 ,580
Curtose -1,046 1,121
5,6 Média 51,8147 5,13868
95% Intervalo de Confianga  Limite inferior 40,7933
para Média Limite superior 62,8360
5% da média aparada 52,8352
Mediana 55,8300
Variancia 396,090
Desvio Padrédo 19,90201
Minimo 11,49
Maximo 73,77
Intervalo 62,28
Intervalo interquartil 32,71
Assimetria -,640 ,580
Curtose -,532 1,121
6,6 Média 59,2427 6,01399
95% Intervalo de Confianga  Limite inferior 46,3439
para Média Limite superior 72,1414
5% da média aparada 58,5457
Mediana 55,3200
Variancia 542,521
Desvio Padréo 23,29209
Minimo 21,88
Maximo 109,15
Intervalo 87,27
Intervalo interquartil 29,14
Assimetria 754 ,580

Curtose , 150 1,121




Tabela 7. Valores descritivos para a variavel pH inicial do meio em relagéo a
variavel resposta flavonoides.

pH Estatistica Erro Padrao
Flavonoides 4,6 Média 176,9247 26,13116
95% Intervalo de Limite inferior 120,8789
Confianga para Média Limite superior 232,9704
5% da média aparada 174,2013
Mediana 108,1700
Variancia 10242,563
Desvio Padrao 101,20555
Minimo 68,91
Maximo 333,96
Intervalo 265,05
Intervalo interquartil 201,90
Assimetria ,438 ,580
Curtose -1,681 1,121
5,6 Média 62,7173 8,79192
95% Intervalo de Limite inferior 43,8605
Confianca para Média Limite superior 81,5741
5% da média aparada 61,0743
Mediana 51,1700
Variancia 1159,468
Desvio Padrao 34,05096
Minimo 18,61
Maximo 136,40
Intervalo 117,79
Intervalo interquartil 29,73
Assimetria 1,045 ,580
Curtose ,394 1,121
6,6 Média 105,2853 14,53201
95% Intervalo de Limite inferior 74,1173
Confianca para Média Limite superior 136,4534
5% da média aparada 99,9843
Mediana 96,0700
Variancia 3167,690
Desvio Padrao 56,28223
Minimo 52,18
Maximo 253,81
Intervalo 201,63
Intervalo interquartil 78,29
Assimetria 1,460 ,580
Curtose 2,323 1,121

34
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O Box-plot para o pH (Figura 13) mostra maiores valores de polifendis
produzidos no pH 4,6, com dispersdo de dados. Nos valores de pH de 5,6 e 6,6 0s
dados também tiveram grandes intervalos. Em relacdo aos flavonoides (Figura 14), a
maior producédo foi no pH 4,6 com dados assimétricos. No pH 5,6 o intervalo foi
pequeno, mas houve 3 valores discrepantes. No pH 6,6, os dados estdo mais

simétricos, mas com 1 valor discrepante.
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Figura 13. Box-plot dos dados de pH inicial do meio em relagdo a producao de
polifendis mg EAG/mg.
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Figura 14. Box-plot dos dados de pH inicial do meio em relagdo a producao de
flavonoides pg EQ/mg.

Os valores descritivos para temperatura de incubacédo em relacéo a producao de
polifendis (Tabela 8) e flavonoides (Tabela 9) sdo mostrados a seguir.
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Tabela 8. Valores descritivos para a variavel temperatura em relagdo a variavel
resposta polifendis.

Temperatura °C Estatistica Erro Padréo
Polifendis 23 Média 57,9987 4,82289
95% Intervalo de Confianca Limite inferior 47,6546
para Média Limite superior 68,3427
5% da média aparada 58,2502
Mediana 56,3600
Variancia 348,904
Desvio Padréo 18,67898
Minimo 21,88
Maximo 89,59
Intervalo 67,71
Intervalo interquartil 29,14
Assimetria -,016 ,580
Curtose -,224 1,121
28 Média 51,6807 4,07875
95% Intervalo de Confianca Limite inferior 42,9326
para Media Limite superior 60,4287
5% da média aparada 51,8874
Mediana 48,5700
Variancia 249,543
Desvio Padréo 15,79694
Minimo 25,87
Maximo 73,77
Intervalo 47,90
Intervalo interquartil 32,71
Assimetria 227 ,580
Curtose -1,315 1,121
33 Média 64,1340 7,67855
95% Intervalo de Confianca Limite inferior 47,6652
para Média Limite superior 80,6028
5% da média aparada 64,5578
Mediana 69,3500
Variancia 884,401
Desvio Padréo 29,73888
Minimo 11,49
Maximo 109,15
Intervalo 97,66
Intervalo interquartil 49,25
Assimetria -,148 ,580
Curtose -,888 1,121
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Tabela 9. Valores descritivos para a variavel temperatura em relagcdo a variavel
resposta flavonoides.

Temperatura °C Estatistica Erro Padréo
Flavonoides 23 Média 112,6900 18,89275
95% Intervalo de Limite inferior 72,1691
Confianca para Média Limite superior 153,2109
5% da média aparada 106,9700
Mediana 86,0800
Variancia 5354,042
Desvio Padrédo 73,17132
Minimo 40,36
Maximo 287,98
Intervalo 247,62
Intervalo interquartil 63,64
Assimetria 1,570 ,580
Curtose 1,707 1,121
28 Média 74,1353 7,93395
95% Intervalo de Limite inferior 57,1187
Confianca para Média Limite superior 91,1520
5% da média aparada 73,3370
Mediana 65,2300
Variancia 944,212
Desvio Padréao 30,72804
Minimo 26,24
Maximo 136,40
Intervalo 110,16
Intervalo interquartil 54,43
Assimetria ,689 ,580
Curtose =277 1,121
33 Média 158,1020 27,83820
95% Intervalo de Limite inferior 98,3950
Confianga para Média Limite superior 217,8090
5% da média aparada 156,0817
Mediana 133,3500
Variancia 11624,477
Desvio Padrao 107,81687
Minimo 18,61
Maximo 333,96
Intervalo 315,35
Intervalo interquartil 198,54
Assimetria ,433 ,580
Curtose -1,220 1,121
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O Box-plot para a temperatura de incubacéo (Figura 15), mostra maiores valores
de polifendis produzidos a 33°C, com dados dispersos, porém simétricos. A 23°C
observa-se alta simetria na producéo de polifendis e a 28°C o intervalo foi 0 menor. Em
relacdo aos flavonoides (Figura 16), a maior producéo de polifendis foi a 33°C com alto

intervalo. A 28°C e & 23°C o intervalo foi menor, com 2 dados discrepantes.

- T

0

—l

Polifendis mg EAG/mg

Temperatura "C

Figura 15. Box-plot dos dados de temperatura (°C) em relacdo a producédo de
polifendis (mg EAQ/mQ).
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Figura 16. Box-plot dos dados de temperatura em relacdo a producao de
flavonoides (ug EQ/mg).

4.2.2. Anédlise de Regresséo

4.2.2.1. Quantidade de polifendis e flavonoides

A andlise de regressdo foi realizada utilizando o método de superficie de
resposta (MSR) para otimizacdo da producao de metabdlitos secundarios (flavonoides e
polifendis) e da atividade antioxidante obtidos do cultivo e posterior extracdo dos

metabdlitos do fungo Phomopsis sp.

Os modelos de regressao obtidos para as respostas preditas producéo de
polifendis e flavonoides sdo mostrados nas tabelas 10 e 11, respectivamente. Observa-
se que a regressao foi significativa para as duas variaveis resposta (p-valor = 0,003 e
0,000), mas rejeitou-se a hipétese nula de ajuste do modelo para a variavel polifendis
(p-valor = 0,011), mostrando que, com todos os coeficientes, 0 modelo nao representa
bem os dados para a variavel resposta polifendis. Os modelos de regressdo sao

mostrados a sequir:
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Ypolifensis = 42,92 + 6,40x1 + 21,61x12 — 1,76X2 + 0,29x22 + 3,07x3 + 0,62x3%2 + 7,39x1x2 +
10,55x1x3— 0,63%2X3

YElavonoides = 31,61 — 18,13x1 + 59,03x12 — 35,82x2 + 47,28%22 + 22,71x3 + 18,74x3% +
6,08x1x2 + 10,03x1x3 — 42,99x2X3

O R? da regressédo da variavel resposta polifendis foi de 47,58%, mostrando que
47,58% dos dados foram corretamente previstos pelo modelo proposto. Para a variavel
resposta flavonoides, o R? foi de 69,24%, ou seja, 69,24% dos dados foram

representados pela regresséo acima.
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Tabela 10. Modelo de Regressao e Andlise de Variancia do experimento fatorial
23, com 3 repeticOes para a variavel resposta quantidade de polifendis.

Erro t p-
Coeficiente Padrao calculado valor
Média 42,919 5,623 7,633 0,000
X1 6,398 3,308 1,934 0,061
X4 21,614 6,524 3,313 0,002
X2 -1,757 3,308 -0,531 0,599
Polifensis L\zﬂeodelo de X2 0,289 6,524 0,044 0,965
gressao X3 3,068 3,308 0,927 0,360
Xa? 0,624 6,524 0,096 0,924
X1 - Xe 7,393 3,699 1,999 0,053
X1 - Xs 10,548 3,699 2,852 0,007
X2 - X3 -0,628 3,699 -0,170 0,866
Fonte de Soma de Graus de
ANOVA Variacdo Quadrados Liberdade Quadrado Médio F calc p-valor
Regressao 10430,7 9 1159,0 3,530 0,003
Residuos 11492,4 35 328,4
Polifendis  Falta de Ajuste 4336,2 5 867,2 3,636 0,011
Erro Puro 7156,2 30 238,5
Total 21923,1 44

Legenda: x1, concentracdo de peptona (g/L); x2, pH inicial do meio; xs, temperatura de
incubacéo (°C).
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Tabela 11. Modelo de Regresséo e Andlise de Variancia do experimento fatorial 23,
com 3 repeticdes para a variavel resposta quantidade de flavonoides.

t -
Coeficiente Erro Padrdo calculado va?lor
Média 31,611 16,037 1,971 0,057
Xa -18,130 9,435 -1,922 0,063
X1? 59,028 18,606 3,172 0,003
X2 -35,820 9,435 -3,796 0,001
Flavonoides gggggsg(e) x2? 47,282 18,606 2,541 0,016
X3 22,706 9,435 2,407 0,022
Xa? 18,737 18,606 1,007 0,321
X1+ Xz 6,075 10,549 0,576 0,568
X1+ X3 10,026 10,549 0,950 0,348
X2+ X3 -42,988 10,549 -4,075 0,000
Fonte de Soma de Graus de Quadrado
ANOVA Variacdo Quadrados Liberdade Médio F calc p-valor
Regresséo 210441,4 9 23382,378 8,755 0,000
Residuos 93472,4 35 2670,640
Flavonoides Falta de Ajuste 19134,46 5 3826,892 1,544 0,206
Erro Puro 74337,94 30 2477,931
Total 303913,8 44

Legenda: x1, concentracdo de peptona (g/L); X2, pH inicial do meio; xs, temperatura de

incubacéo (°C).

Ao selecionar os coeficientes significativos ao nivel de significancia de 5%, tanto

para a variavel resposta polifenois (Tabela 12), quanto para a variavel quantidade de

flavonoides (Tabela 13), ndo rejeitou-se a hipétese nula de ajuste do modelo de

regressao, indicando que esse modelo representa de forma adequada os dados

amostrais. Para a variavel quantidade de polifendis, o p-valor de ajuste do modelo foi de

0,072, mostrando que, apds a selecdo dos coeficientes significativos, o modelo ficou

ajustado para os dados. Nos dois casos, a regressao foi estatisticamente significativa

(p-valor = 0,000). Os modelos de regressao sao mostrados a seguir:
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Y polifensis = 43,28 + 6,40x1 + 21,98%12 + 7,39x1x2 + 11,55x1X3

Y Flavonoides = 36,96 + 64,38X12 —35,82x2 + 52,64X22 + 22,71x3 — 42,99%2X3

O R? da regressdo da variavel resposta quantidade de polifendis foi de 45,80%,

mostrando que 45,80% dos dados foram corretamente previstos pelo modelo proposto.

Para a variavel resposta quantidade de flavonoides, o R?foi de 64,02%, ou seja,
64,02% dos dados foram representados pela regressao acima. Ao selecionar menos
variaveis, sempre ha uma perda no valor de R?, entretanto esse coeficiente ndo foi

muito reduzido, indicando ainda bons modelos de regressao para os dados.
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Tabela 12. Modelo de Regresséo e Andlise de Variancia do experimento fatorial 23,
com 3 repeticdes para a variavel resposta quantidade de polifendis, selecionando
os coeficientes significativos ao nivel de significancia de 5%.

Erro t p-
Coeficiente Padrao calculado valor
Média 43,285 4,450 9,727 0,000
X1 6,398 3,147 2,033 0,049
X2 21,980 5,450 4,033 0,000
Polifendis Modelo de
(5%) Regresséao X2
X22
X3
X32
X1 - X2 7,393 3,518 2,102 0,042
X1+ X3 10,548 3,518 2,998 0,005
X2 - X3
Fonte de Soma de Graus de Quadrado
ANOVA Variacdo Quadrados Liberdade Médio F calc p-valor
Regresséao 10041,5 4 2510,377 8,451 0,000
Residuos 11881,6 40 297,040
Polifendis
(5%) Falta de Ajuste 4725,4 10 472,540 1,981 0,072
Erro Puro 7156,2 30 238,540
Total 21923,1 44

Legenda: x1, concentragdo de peptona (g/L); x2, pH inicial do meio; x3, temperatura de
incubacéo (°C).
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Tabela 13. Modelo de Regresséo e Andlise de Variancia do experimento fatorial 23,
com 3 repeticbes para a varidvel resposta quantidade de flavonoides,
selecionando os coeficientes significativos ao nivel de significancia de 5%.

Coeficiente Erro Padrdo t calculado p-valor
Média 36,965 15,502 2,385 0,022
X1
X 64,382 18,269 3,524 0,001
Xz -35,820 9,667 -3,705 0,001
Flavonoides Modelode — *** 52,635 18,269 2,881 0,006
(5%)  Regressdo  , 22,706 9,667 2,349 0,024
X3?
X1+ X2
X1+ Xa
X2 X3  -42 988 10,808 -3,977 0,000
Fonte de Graus de  Quadrado
ANOVA Variacao Soma de Quadrados Liberdade Médio F calc p-valor
Regresséo 194574,5 5 38914,901 13,880 0,000
Residuos 109339,3 39 2803,572
Flavonoides Falta de
(5%) Ajuste 35001,35 9 3889,039 1,569 0,170
Erro Puro 74337,94 30 2477,931
Total 303913,8 44

Legenda: x1, concentracdo de peptona (g/L); x2, pH inicial do meio; x3, temperatura de
incubacéo (°C).

As figuras que mostram os resultados da analise estatistica para a variavel
guantidade de polifendis (com todos os coeficientes) sdo mostradas abaixo. O grafico
de Pareto (Figura 17) mostra as variaveis em ordem de importancia para o modelo de
regressao. A linha vertical mostra os coeficientes que estédo significativos ao nivel de
significancia de 5%. A Figura 18 mostra os dados previstos em relagdo aos amostrais.

Observam-se os dados em torno da reta, mostrando a previsdo do modelo.
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Figura 17. Grafico de Pareto para a variavel resposta polifen6is, mostrando as
variaveis da regressao em ordem de importancia para o modelo. As variaveis que
ultrapassam a linha vertical sao significativas ao nivel de significancia de 5%.

No grafico: xi1, concentracéo de peptona (g/L); xz, pH inicial do meio; x3, temperatura de
incubacéo (°C).
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Figura 18. Ypredito x Yexperimental da variavel resposta polifendis, mostrando a
previsibilidade do modelo.

O método de superficie de resposta permite que as variaveis do modelo sejam
analisadas duas a duas a fim de produzir graficos de superficie ou graficos planos que
mostrem a otimizacdo da variavel resposta polifenéis, sendo a coloracdo verde
indicativo de quais condi¢des foram mais favoraveis para sua producao.

Segundo Peralta-Zamora e colaboradores (2005), a analise de variaveis isoladas
em um experimento geralmente negligencia os efeitos de interagao, fato este que
dificulta ou inviabiliza o reconhecimento de condig¢des reais de otimizagéo.

Ainda segundo os autores, 0s sistemas de planejamento fatorial destacam-se
por permitirem avaliar simultaneamente o efeito de um grande numero de variaveis, a
partir de um numero reduzido de ensaios experimentais, quando comparados aos
processos univariados.

A Figura 19 mostra a relagcdo entre as variaveis independentes x1 e X2
(concentracdo de peptona e pH inicial do meio), indicando maiores producdes de
polifendis no meio de cultivo com 20 g/L de peptona e pH 6,6. A Figura 20 mostra a

relacdo entre as variaveis x1 e x3 (concentracdo de peptona no meio e temperatura de
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incubacgéao), indicando maiores producdes de polifendis no meio de cultivo com 20 g/L
de peptona incubado a 33°C. A Figura 21 mostra a relacdo entre as variaveis X2 e X3
(pH inicial do meio e temperatura de incubacéo), indicando maiores producdes de
polifendis em pH 4,6 e temperatura de 33°C e, mostrando que sem considerar o

acréscimo de peptona ao meio, o pH 6timo foi 0 menor, em maiores temperaturas.

6.5
70

6
60
55 50
40

5

0 N 12 13 15 16 17 18 19 20

14
Peptona (X1, giL)

Polifendis, Y1 (mg EAG/mg extrato total
pH (X2)

Figura 19. Superficie de resposta e gréafico plano da producgédo de polifendis em
relacdo as variaveis independentes X1 e X2 (concentracdo de peptona e pH inicial
do meio).
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Polifendis, Y1 (mg EAG/mg extrato total
Temperatura (Xs, °C)
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Figura 20. Superficie de resposta e gréafico plano da producgédo de polifendis em
relacdo as variaveis xi1 e xs (concentragdo de peptona no meio e temperatura de

incubacéao).
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Figura 21. Superficie de resposta e gréafico plano da producdo de polifendis em
relacdo as variaveis independentes x2 e x3 (pH inicial do meio e temperatura de
incubacgéo).
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Os resultados para a variavel resposta polifenéis (selecionando os coeficientes
significativos ao nivel de significancia de 5%) sdo mostrados nas figuras abaixo. O
grafico de Pareto (Figura 22) mostra as variaveis em ordem de importancia para o
modelo de regressdo, somente com as variaveis significativas a 5%. A Figura 23 mostra

os dados preditos em relacdo aos amostrais, indicando a previsao do modelo.
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Figura 22. Grafico de Pareto para a variavel resposta producdo de polifendis,
mostrando somente as varidveis da regressdo significativas ao nivel de
significancia de 5% para o modelo.

No gréafico: x1, concentracdo de peptona (g/L); x2, pH inicial do meio; xs3, temperatura de
incubacéo (°C).
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Figura 23. Ypredito x Yexperimental da variavel resposta producédo de polifendis
apenas com coeficientes estatisticamente significativos, mostrando a
previsibilidade do modelo.

Os resultados do método de superficie de resposta apenas com as variaveis
significativas para polifenois sdo mostrados abaixo. A Figura 24 mostra a relagéo entre
as variaveis independentes x1 e x2 (peptona e pH), indicando maiores producdes de
polifendis no meio com 20 g/L de peptona e pH 6,6. A Figura 25 mostra a relacdo entre
as variaveis x1 e xs (peptona e temperatura), indicando maiores producdes de polifendis
no meio com 20 g/L de peptona e temperatura de incubacéo de 33°C. Como a interacao
entre x2 e x3 (pH do meio e temperatura de incubacao), x2? e x32, néo foi significativa no
modelo de regresséo, nao foi possivel criar uma superficie e sim um plano de coloracdo
homogénia (Figura 26), onde na auséncia da variavel concentracdo de peptona no
meio, a producédo foi constante (43,28 mg EAG /mg de extrato total), indicando que a
variacao de pH inicial do meio e temperatura de incubacéo, na faixa em estudo, néo foi
significativa, ndo contribuindo para a analise das condicbes para otimizacdo da

producgédo de polifendis.
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Figura 24. Superficie de resposta e gréafico plano da producao de polifendis em

relacdo as variaveis x1 e x2 (concentracdo de peptona e pH inicial do meio).
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Figura 25. Superficie de resposta e gréafico plano da producdo de polifendis em
relacdo as variaveis x1 e x3 (concentragdo de peptona no meio e temperatura de

incubacgéo).
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Figura 26. Superficie de resposta e grafico plano da producado de polifendis em
relacdo as variaveis xz e x3 (pH inicial do meio e temperatura de incubacao).
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Os resultados da andlise estatistica para a resposta predita producdo de
flavonoides (com todos os coeficientes) sdo mostrados abaixo. O gréfico de Pareto
(Figura 27) mostra as variaveis independentes em ordem de importancia para o modelo
de regresséo e a linha vertical mostra o limite de significancia de 5%. A Figura 28

mostra os dados previstos em relagdo aos amostrais. A dispersdo dos dados préoxima a
reta indica boa previsdo do modelo.
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]
Média
X1
oo
X1 X3
X1 - X2

. | . .
1 2

1.5 25 3 3.5 4
Efeitos Padronizados (tcalc)

Variavel

Figura 27. Grafico de Pareto para a variavel resposta producédo de flavonoides,
mostrando as variaveis daregressdo em ordem de importancia para o modelo. As
varidveis que ultrapassam a linha vertical sao significativas ao nivel de
significancia de 5%.

No grafico: x1, concentracao de peptona (g/L); xz, pH inicial do meio; x3, temperatura de
incubacéo (°C).
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Figura 28. Ypredito x Yexperimental da variavel resposta producdo de
flavonoides, mostrando a previsibilidade do modelo.

A Figura 29 mostra a relacdo entre as variaveis independentes x1 e Xz
(concentracdo de peptona e pH inicial do meio) indicando maiores producdes de
flavonoides (coloracéo verde) no meio com 10 g/L de peptona e em pH 4,6. A Figura 30
mostra a relagdo entre as variaveis x1 e x3 (concentracdo de peptona no meio e
temperatura de incubacao), indicando maiores producdes de flavonoides no meio com
10 g/L de peptona incubado a temperatura de 33°C. A Figura 31 mostra a relagdo entre
as variaveis xz e xs (pH inicial do meio e temperatura de incubacéo), indicando maiores
producdes de flavonoides em pH 4,6 e temperatura de 33°C. Ao considerar a integragéo
com a variavel concentracdo de peptona, diferentemente da producdo de polifendis,

maiores produgdes de flavonoides foram conseguidas em pH mais baixo (4,6).
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Figura 29. Superficie de resposta e grafico plano da producéo de flavonoides em
relac@o as variaveis X1 e Xz (concentracdo de peptona e pH inicial do meio).
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Figura 30. Superficie de resposta da producdo de flavonoides em relacdo as
variaveis x1 e x3 (concentracdo de peptona e temperatura de incubacao).
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Figura 31. Superficie de resposta e grafico plano da producéo de flavonoides em
relacdo as variaveis xz2 e x3 (pH inicial do meio e temperatura de incubacao).
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Ao considerar apenas o0 modelo de regressdo para a resposta producao de
flavonoides com as varidveis independentes estatisticamente significativas (a = 0,05),
obtiveram-se os resultados demonstrados nas figuras abaixo. O grafico de Pareto
(Figura 32) mostra as variaveis em ordem de importancia para o modelo de regressao,
somente com as variaveis significativas a 5%. A Figura 33 mostra os dados previstos
em relacdo aos amostrais, indicando a previsao do modelo.

X2 - X3

Variavel

Média

r T T T T T

0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4
Efeitos Padronizados (tcalc)

Figura 32. Grafico de Pareto para a variavel resposta producédo de flavonoides,
mostrando somente as variaveis da regressdo significativas ao nivel de
significancia de 5% para o modelo.

No gréafico: x1, concentracdo de peptona (g/L); xz, pH inicial do meio; x3, temperatura de
incubacéo (°C).
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Figura 33. Ypredito x Yexperimental da variavel resposta producéo de flavonoides
apenas com coeficientes estatisticamente significativos, mostrando a
previsibilidade do modelo.

Os resultados do método de superficie de resposta apenas com as variaveis
significativas para a resposta predita producdo de flavonoides séo apresentados a

seguir por meio de graficos de superficie e de graficos planos.

A Figura 34 mostra a relacdo entre x1 e x2 (concentragcédo de peptona e pH inicial
do meio), indicando maiores producdes de flavonoides em meio com 10 g/L ou 20 g/L
de peptona e pH de 4,6. A Figura 35 mostra a relagdo entre xa e x3 (concentracéo de
peptona no meio e temperatura de incubagao), indicando maiores producbes de
flavonoides em meio com 10 g/L ou 20 g/L de peptona e temperatura de 33°C. A Figura
36 mostra a relacdo entre x2 e xs (pH inicial do meio e temperatura de incubacao),
indicando maiores produg¢des de flavonoides em meio de cultivo com pH mais acidos e

temperaturas de incubacéo mais elevadas (33°C).
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Figura 34. Superficie de resposta e grafico plano da producgéo de flavonoides em
relac@o as variaveis x1 e X2 (concentracdo de peptona e pH inicial do meio).
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Figura 35. Superficie de resposta e grafico plano da producédo de flavonoides em
relacdo as variaveis x1 e xs (concentracdo de peptona no meio e temperatura de
incubacéao).
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Figura 36. Superficie de resposta e grafico plano da producéo de flavonoides em
relac@o as variaveis xz e x3 (pH inicial do meio e temperatura de incubacao).



4.2.2.2. Atividade Antioxidante (%)

O modelo de regressao para a andlise da influéncia das variaveis independentes
na atividade antioxidante do extrato produzido € mostrado na Tabela 14. Observa-se

que a regressao foi significativa para esta resposta (p-valor = 0,00073). O modelo de

regressao € mostrado abaixo:

YAtividadeantioxidame = 142,51 + 2,81 X1 + 1,61 X12 - 13,70 X2 - 9,77 Xz2 - 14,26 X3 - 12,52 X_:,2 + 7,17 X1

Xo + 7,95 X1 X3 - 24,27 X3 X3

Tabela 14. Modelo de Regresséo e Andlise de Variancia do experimento fatorial 23,
com 1repeticdo para a variavel resposta atividade antioxidante (%).

Coeficiente Erro Padrdo  calculado  p-valor
Média 142,51 3,60 39,57 0,0000
X1 2,81 2,41 1,17 0,2870
X12 1,61 4,68 0,34 0,7435
X2 -13,70 2,41 -5,70 0,0013
Modelo de X2 -9,77 4,68 -2,09 0,0820
Regressao X3 -14,26 2,41 -5,93 0,0010
X32 -12,52 4,68 -2,67 0,0369
X1+ X2 717 2,69 2,67 0,0372
X1+ X3 7,95 2,69 2,95 0,0255
X2 X3 -24,27 2,69 -9,03 0,0001
Fonte de Soma de Graus de Quadrado
ANOVA Variacéo Quadrados Liberdade F calc p-valor
Regressao 10880,8 9 20,9 0,00073
Residuos 3472 6
Falta de Ajuste 241,6 5 0,5 0,80056
Erro Puro 105,6 1
Total 303913,8 44

Legenda: x1, concentragao de peptona (g/L); X2, pH inicial do meio; x3, temperatura de

incubacéo (°C).
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Ao selecionar os coeficientes significativos ao limite de significancia de 5%, para
a variavel resposta predita Atividade Antioxidante (Tabela 15), também néo se rejeitou a
hipotese nula de ajuste do modelo de regressdo. Este dado mostrou que, mesmo apos
a selecéo dos coeficientes significativos, 0 modelo continuou ajustado para os dados.

Nos dois casos, a regressao foi estatisticamente significativa (p-valor = 0,00073 e
p-valor= 0,00006).

Tabela 15. Modelo de Regresséo e Andlise de Variancia do experimento fatorial 23,
com 1 repeticdo para a variavel resposta atividade antioxidante (%) selecionando-
se os coeficientes significativos ao nivel de significancia de 5%.

t
Coeficiente Erro Padrdo calculado p-valor

Média 139,78 3,56 39,26 0,0000
X1
X142
X2 -13,70 2,76 -4,97 0,0008
Modelo de X2?
Regressao X3 -14,26 2,76 -5,17 0,0006
X32 -16,34 4,50 -3,63 0,0055
X1+ X2 7,17 3,08 2,33 0,0450
X1+ X3 7,95 3,08 2,58 0,0299
X2 * X3 -24,27 3,08 -7,87 0,0000
Fonte de Soma de Graus de Quadrado
ANOVA Variagao Quadrados Liberdade Médio F calc p-valor
Regressdo 10543,3 6 1757,2 23,1 0,00006
Residuos 684,7 9 76,1
Falta de Ajuste 5791 8 72,4 0,7 0,73831
Erro Puro 105,6 1 105,6
Total 11228,0 15

Legenda: x1, concentracdo de peptona (g/L); x2, pH inicial do meio; x3, temperatura de
incubacéo (°C).
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O novo modelo de regressdo € mostrado abaixo, onde o Y representa o valor da
atividade antioxidante (%) prevista:

Y atividade antioxidante = 139,78 - 13,70 X - 14,26 X3 - 16,34 X32 + 7,17 X1 Xo + 7,95 X1 X3 - 24,27 X2 X3

O coeficiente de determinacdo (R?) da variavel resposta dos dados foi
corretamente previsto pelo modelo proposto. Para a varidvel resposta Atividade
Antioxidante (%), o R? antes da selecéo dos coeficientes significativos era de 96,91%, e
passou a ser de 93,9% apOs a selecao desses, mostrando que 93,9% dos dados foram
representados pela regressao acima e apenas 6,1% nao poderdo ser explicados pelo
modelo. Destaca-se que ao selecionarmos menos variaveis, sempre ha uma perda no
valor de R?, entretanto esse coeficiente ndo foi muito reduzido, mostrando ser um bom
modelo de regressao para os dados.

Os graficos abaixo mostram os resultados da analise estatistica para a resposta
atividade antioxidante. O grafico de Pareto (Figura 37) mostra as variaveis significativas
em ordem de importancia para o modelo de regresséo. A Figura 38 apresenta os dados
previstos em relacdo aos amostrais, mostrando que a dispersdo dos dados préximos a

reta indica boa previsdo do modelo.
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Figura 37. Grafico de Pareto para a variavel resposta Atividade Antioxidante,
mostrando somente as variaveis da regressdo significativas ao nivel de

significancia de 5% para o modelo.

No grafico: x1, concentracdo de peptona (g/L); xz, pH inicial do meio; X3, temperatura de

incubacéo (°C).
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Figura 38. Ypredito x Yexperimental da variavel resposta atividade antioxidante

(%) apenas com coeficientes estatisticamente significativos,
previsibilidade do modelo.
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Os resultados do método de superficie de resposta apenas com as variaveis
significativas para atividade antioxidante sdo mostrados abaixo. A Figura 39 mostra a
interacdo entre as variaveis independentes x1 e x2 (concentragcdo de peptona e pH
inicial do meio), indicando maior atividade antioxidante nos extratos produzidos pelo
cultivo do fungo em meio com pH inicial mais baixo (4,6) e concentragdes menores de
peptona (10 g/L). A Figura 40 mostra a relagéo entre as variaveis x1 e x3 (concentracao
de peptona e temperatura de incubacao), indicando maior atividade antioxidante nos
meios de cultivo com as menores concentracbes de peptona e temperaturas de
incubagéo medianas de 24°C a 28°C, com tendéncia de diminuicdo da atividade nas
temperaturas mais elevadas. Analisando a interacao entre pH e temperatura (x2 e xs), a
Figura 41 mostra que houve atividade antioxidante nos extratos produzidos pelo cultivo
do fungo em meios com pH iniciais nas faixas maiores (6,6) com tendéncia de aumento

da atividade nas temperaturas mais elevadas.
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Figura 39. Superficie de resposta e gréafico plano da atividade antioxidante do
extrato produzido em relacdo as variaveis x1 e x2 (concentracdo de peptona e pH
inicial do meio).
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Figura 40. Superficie de resposta e gréfico plano da atividade antioxidante do
extrato produzido em relagdo as variaveis X1 e x3 (concentracdo de peptona no
meio e temperatura de incubacao).
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Figura 41. Superficie de resposta e gréafico plano da atividade antioxidante do
extrato produzido em relagcdo as variaveis x2 e xs (pH inicial do meio e
temperatura de incubagéao).
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5. DISCUSSAO

A busca por novos compostos ativos de origem microbiana é um desafio
constante para muitos laboratorios de produtos naturais. A manipulacdo do meio
ambiente e das condi¢bes nutricionais tem demonstrado impactos substanciais sobre a
quantidade e diversidade na producdo de metabdlitos secundarios por microrganismos.

A otimizacdo dessa etapa inicial, preparo da cultura microbiana, pode ter um
efeito pronunciado sobre a saida e o sucesso de um programa para obtencdo de um
determinado produto natural.

Inicialmente, visando selecionar os melhores meios de cultivo para a producao
dos metabdlitos de interesse, foram avaliados trés meios de cultura para 0 processo
fermentativo, foram eles: Sabouraud-dextrose, Batata-dextrose e meio fermentativo
descrito por Jackson (JACKSON et al, 1993).

Os resultados da triagem inicial desses meios de cultura obtidos neste
experimento revelaram que o cultivo em meio de Sabouraud-dextrose e batata-dextrose
apresentaram bons resultados para a producdo de polifenois e flavonoides pelo fungo
estudado, sendo que na producdo de flavonoides o meio Sabouraud-dextrose se
mostrou mais eficaz, tendo, por esse motivo, sido escolhido para a continuagdo dos
ensaios.

A fase inicial de crescimento dos microrganismos, em que a massa micelial é
formada (forma vegetativa), € acompanhada de uma reducao dos constituintes do meio,
tais como, fontes de carbono, nitrogénio, fosforo, além do aumento da demanda de
oxigénio; seguida da fase estacionaria em que nao ha crescimento liquido da
populagao, ou seja, o numero de células que se divide é equivalente ao numero de
células que morrem. Grupos determinados de metabdlitos secundarios podem ser
produzidos apos esta fase de crescimento, a qual € definida como fase estacionaria ou
idiofase (TORTUGA et al., 2012).

O aumento do tempo de incubacdo do fungo Phomopsis sp. na pré-cultura com o
intuito de aumentar a quantidade de massa micelial, pode levar a um aumento na
producdo de metabdlitos secundarios no meio fermentativo, possivelmente por

proporcionar ao fungo uma maior permanéncia em sua idiofase ou fase estacionaria,
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podendo indicar que a producdo de metabdlitos secundarios por este é crescimento
dependente.

E sabido que a producdo de metabdlitos secundarios esta diretamente
relacionada a respostas especificas proporcionadas pelas diferentes condicGes
ambientais a que estdo submetidos os organismos. Desta forma, as vias de biossintese
podem ser ativadas ou até mesmo reguladas em consequéncia dos diferentes
estimulos recebidos pelos microrganismos (KIRANMAYI et al., 2011; WANG et al.,
2011; ZHANG et al., 2015).

Segundo Tudzynski (2014), a qualidade e a quantidade da fonte de nitrogénio
que é utilizada no meio de cultivo tem um efeito especial, ndo s6 sobre o crescimento e
diferenciacdo, mas também sobre a biossintese de muitos metabdlitos secundarios de
origem fungica. Apesar do modo de acdo molecular e das possiveis interacbes com
reguladores envolvidos, ainda ndo serem bem compreendidos, 0 autor observou que os
fungos sdo capazes de responder as mudancas quantitativas e qualitativas na
disponibilidade de nitrogénio por meio de mecanismos regulatorios complexos. Os
componentes desta rede reguladora seriam sensores de nitrogénio, cascatas de
sinalizacao, fatores de transcricao e outras proteinas reguladoras capazes de interagir.

Vandermon e colaboradores (2013) reiteram que as mudanc¢as no pH do meio de
fermentacdo podem afetar varios processos celulares de microrganismos, tais como
regulacdo e biossintese de metabdlitos secundarios.

Em decorréncia do exposto, trés variaveis foram escolhidas para serem
analisadas nos experimentos: fonte de nitrogénio (quantidade de peptona) no meio de
cultivo, temperatura de incubacé&o do fungo e pH inicial do meio de cultura.

Sabe-se, também, que uma das etapas mais importantes de um processo
biolégico é o planejamento e a otimizagdo para aumentar a sua eficiéncia (BARROS et
al., 2010; FANG et al., 2010).

Ha um grande numero de estudos sobre a otimizacdo de fontes de carbono e
nitrogénio, utilizando métodos classicos de otimizagdo de meios de cultura, modificando
apenas uma variavel independente (método univariado) e fixando outras em
determinado nivel. Este método classico de otimizac&o que varia um parametro de cada

vez e mantém o outro constante € um método que demanda mais custos e também
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ignora as interacdes combinadas entre os parametros fisico-quimicos (SILVA et al.,
2007).

Khambhaty e colaboradores (2007) afirmam que esses meétodos podem ser
extremamente morosos e dispendiosos quando se tem um grande numero de variaveis
envolvidas num processo.

Em contraste, a metodologia de superficie de resposta (MSR) € uma cole¢éo de
técnicas estatisticas e matematicas eficazes para desenvolver, melhorar e otimizar
processos complexos, onde a resposta de interesse € influenciada pela existéncia de
diversas variaveis e 0 objetivo € otimizar essa resposta (AMINI et al., 2008), assim
COMOo no experimento proposto.

O Método da Superficie de Resposta utilizando o desenho experimental do
DELINEAMENTO DE FACES CENTRADAS (DFC) foi utilizado para otimizar a
producdo de metabdlitos secundarios (quantidade de polifendis totais e de flavonoides)
e a atividade antioxidante dos extratos obtidos, avaliando-se a capacidade dos
constituintes do extrato aceto etilico do fungo Phomopsis sp. em capturar radicais livres.

As variaveis independentes escolhidas foram concentracdo de peptona no meio
(xa); pH inicial do meio (x2) e temperatura de incubagéo (x3). Visando avaliar a influéncia
dessas variaveis independentes sobre as variaveis dependentes rendimentos foi
elaborado um planejamento fatorial de 3 niveis (-1, 0, +1), totalizando 45 condi¢cdes
experimentais realizadas em triplicata para a avaliacdo da quantidade de polifendis e
flavonoides produzidos. Para avaliar a variavel dependente atividade antioxidante (%)
dos extratos produzidos elaborou-se um planejamento fatorial de trés niveis, dois
pontos centrais e uma repeticao, totalizando 16 condigbes experimentais.

Em geral planejamentos fatoriais do tipo 2" sdo os mais comuns. Um dos
aspectos favoraveis deste tipo de planejamento € a realizagdo de poucos experimentos.

Embora, torne-se 6bvio que com um numero reduzido de niveis nao seja
possivel explorar de maneira completa uma grande regido no espacgo das variaveis,
pode-se observar tendéncias importantes para a realizagcdo de investigagdes
posteriores (CUNICO et al., 2008).

De acordo com os resultados obtidos nessa pesquisa observou-se que as

temperaturas mais elevadas favoreceram a producdo de metabdlitos fendlicos pelo
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fungo. Resultados similares tém sido reportados por Liyana-Pathirana e Shahidi (2005)
que afirmam que temperaturas altas favorecem a producdo de compostos fendlicos e,
por conseguinte, aumentam a probabilidade de se encontrar metabdlitos fendlicos com
capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante).

Com relagcdo a producdo de polifendis observou-se um aumento apos a
suplementacdo do meio com uma fonte adicional de nitrogénio, fato que sugere que a
producdo dos polifendis possa estar ligada ao consumo ou transformacéo de fontes de
nitrogénio ou que o acréscimo dessa fonte de nitrogénio melhorou a condicdo de
crescimento do fungo para entrada precoce na idiofase.

A avaliacdo dos extratos dos metabdlitos produzidos pelo fungo sugeriu que ha
existéncia de substancias com atividade antioxidante, evidenciadas pelo decaimento da
absorbancia quando do emprego do método do DPPH-. Dentre os diferentes métodos
utilizados para determinacdo de atividade antioxidante, o DPPH- é um dos métodos
mais simples, barato e rapido para determinacéo de atividade antioxidante em células e
produtos derivados de plantas (FAZAL et al., 2014). O ensaio do DPPH- é amplamente
utiizado para a medicdo da capacidade de eliminacdo de radicais livres em
fitotecnologia, tecnologia de alimentos, farmacologia e toxicologia (GEORGETTE et al.,
2006).

A avaliacdo dos extratos oriundos das diferentes condi¢cbes de cultivo nos faz
perceber uma variacdo na producdo de metabolitos secundarios com atividade
antioxidante quando foram alteradas as condi¢cdes iniciais do meio de -cultivo,
corroborando os dados anteriormente obtidos quando dos ensaios e quantificacdo de
polifendis e flavonoides presentes nos extratos.

Resultados recentemente publicados por Wu e colaboradores (2011)
demonstram que os polifendis apresentam forte propriedade antioxidante e outros
publicados por Formagio e colaboradores (2015) confirmaram a expressiva atividade
antioxidante de flavonoides.

Tal fato reitera a importancia da variagdo das condi¢bes de cultivo na producéo
de metabdlitos secundarios do fungo Phomopsis sp., visando ao aumento de sua

atividade antioxidante.
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As condi¢Bes do meio de cultura acrescidas de concentragbes maiores da fonte
de nitrogénio (peptona) foram importantes para o0 aumento da producédo de metabdlicos
fendlicos, mas nao foram imprescindiveis para o0 aumento da atividade antioxidante dos
extratos, sugerindo que, no caso do extrato produzido pelo fungo Phomopsis sp, a
atividade antioxidante pode ser devida a producdo de outra classe de compostos
quimicos, e ndo somente a de compostos fendlicos e seus derivados, 0 que também
poderia explicar a adequacdo do modelo de predicdo a andlise da atividade
antioxidante dos extratos produzidos e ndo a producéo de polifendis e flavonoides.

Esses resultados corroboram os resultados obtidos na avaliacdo da atividade
antioxidante de extratos do fungo Phomopsis sp. que foram identificados e isolados da
Emblica officinalis e publicados por Nath e colaboradores (2012), assim como, 0s
resultados obtidos nos estudos da influéncia do nitrogénio na producédo de metabdlitos
secundérios descritos por Tudzynski (2014) e Zhang e colaboradores (2015), que
afirmaram que os fungos sdo capazes de responder as mudancas quantitativas e
qualitativas na disponibilidade de nitrogénio por meio de mecanismos regulatérios
complexos.

O controle do pH e da temperatura influenciou, também, a atividade antioxidante
dos extratos obtidos, sendo os valores mais baixos de pH aqueles que apresentaram
maior importancia para a producao de extratos com melhor atividade antioxidante.

Também foi nessa faixa de pH que se obteve a maior producdo dos compostos
fendlicos (flavonoides e polifendis), resultados estes que estdo de acordo com o0s
publicados por de Amid e colaboradores (2013), que demonstraram uma alta atividade
antioxidante de compostos fendlicos e principalmente de flavonoides.

Destaca-se, também, uma faixa significativa de atividade antioxidante em meios
de cultivo com valores de pH iniciais mais elevados, quando avaliou-se a interagcéo das
variaveis pH e temperatura, possivelmente devido a producdo de outros tipos de
compostos capazes de agir como doadores de atomos de hidrogénio a forma radicalar
do 2,2-difenil-1-picritil-hidrazil (DPPH-), reduzindo-o & hidrazina (coloracdo amarela). A
faixa de temperatura de 28°C a 33°C também foi aquela que apresentou melhor
influéncia para a atividade antioxidante, porém nestas condicdes isso pode ser

relacionado a maior producéo de flavonoides e polifendis.
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Entretanto, ressalta-se que o efeito do sequestro de radicais (ensaio do DPPH:) é
determinado ndo somente pela reatividade do antioxidante com o radical, mas também
pela sua concentracdo e tempo de reacdo. Outro fator determinante é a conformacao
estrutural e o numero de grupos hidroxilicos disponiveis para o potencial antioxidante.

Acrescenta-se, ainda, que uma das principais influéncias na performance da
reacdo do DPPH- € a acessibilidade estérica, tendo em vista que moléculas pequenas
podem ter melhor acesso ao sitio do radical quando comparadas a moléculas maiores,
podendo aparentar uma maior atividade (ALVES et al., 2010).

Vale lembrar, também, que o cultivo de microrganismos em laboratorio requer o
cuidado de sempre se procurar simular e manter as mesmas condicbes de
sobrevivéncia que o microrganismo tem em seu habitat natural.

Ressalvas devem ser feitas ao fato de que ainda que se tenha conseguido
melhorar as condicBes de crescimento e producdo de metabdlitos secundarios com
atividade antioxidante pelo fungo Phomopsis sp. ndo se avaliou neste trabalho
interacfes simbidticas ou competitivas comuns no habitat natural entre este fungo e
outros fungos que foram anteriormente identificados e isolados da Bauhinia variegata
por Mesquita (2012) e que também devem ser levadas em consideracdo quando do
estudo da planta e isolamento de seus microrganismos endofiticos.

Pelo exposto, pode-se perceber que o planejamento fatorial ndo determina
valores 6timos em uma Unica etapa, porém este procedimento indica satisfatoriamente
o caminho a ser tomado para que se possa atingir o objetivo proposto. Também é
importante ressaltar que, embora o sistema permita evidenciar as interacées entre as
variaveis estudadas, a explicacdo deve ser fundamentada em argumentos técnicos
relacionados com o processo em estudo.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a otimizacdo das
condicbes de cultivo do fungo Phomophis sp. vem mostrando-se relevante para a

producdo de metabdlitos secundarios com atividade antioxidante.
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6. CONCLUSOES

A inclusédo da etapa de pré-indculo no processo de cultivo do fungo Phomopsis
sp. levou a um aumento na producao de alguns metabdlitos secundarios no meio

fermentativo.

O controle nutricional e os fatores ambientais desempenharam um papel

importante na producao de metabdlitos secundarios pelo fungo Phomopsis sp.

A atividade antioxidante dos extratos dos metabdlitos produzidos pelo fungo
Phomopsis sp. pode ser melhor predita pelo modelo aplicado no planejamento
experimental do que a producdo de polifendis e flavonoides nas mesmas
condi¢cBes de cultivo, sugerindo que o fungo produza outros tipos de compostos

com atividade antioxidante

Utilizando-se a ferramenta de planejamento experimental e a metodologia de
superficie de resposta (MSR) foi possivel investigar a influéncia das variaveis
independentes (pH inicial do meio, temperatura de incubacédo e concentracdo de
peptona no meio), assim como a forma de interagao entre elas, na otimizacao da
producdo de metabdlitos secundarios com atividade antioxidante pelo fungo
Phomopsis sp.
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