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RESUMO

FONTES, Pedro Ribeiro. Quantificacdo do ergosterol por HPLC-DAD como
medida da biomassa de Aspergillus tamarii cultivado na presenca da casca de
maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener): desenvolvimento,
otimizagdo e validacdo. Brasilia, 2016. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2016.

O ergosterol tem papel fundamental na estrutura e funcdo da membrana plasmatica
de fungos. Ele tem sido utilizado como marcador da biomassa fangica, pois sua
variagdo no tempo esta associada a variacdo de biomassa. Diversos metodos de
extracdo de ergosterol sdo reportados na literatura. Varios autores tém reportado o
uso de delineamentos experimentais para otimizar procedimentos relacionados ao
ergosterol, como a extragcao, cultivo de fungos ou a selecdo de substratos para
cultivo. Este trabalho teve por objetivo desenvolver e otimizar um método de
extracdo assistida por micro-ondas de ergosterol de Aspergillus tamarii cultivado na
presenca de casca da maracuja-amarelo (CMA) como fonte de carbono (FC) e
determinar o perfil de crescimento de A. tamarii pela quantificacdo do ergosterol. A
massa de ergosterol extraido dividida pela massa inicial de amostra (pg/mg) foi
usada como resposta nos experimentos de otimizacdo. A triagem de variaveis da
extracdo indicou que tempo de irradiacdo, volume de pentano e massa de amostra
afetaram a resposta significativamente Um planejamento fatorial 2° foi modelado
pela Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) para maximizar a quantidade de
ergosterol obtida. Os valores 6timos encontrados foram de 45 s de irradiacdo, 50 mg
de amostra e 10 mL + 5 mL de pentano. A analise de ergosterol por HPLC-DAD
apresentou tempo de retencdo de 2,8 minutos e néo foi observada co-eluicdo. O
método apresentou boa linearidade (r>>0,999; 0,01 — 200,00 pg/mL) e precisdo
(CV<8.77%) em todas as analises. O ergosterol apresentou uma forte correlacao
com a biomassa de A. tamarii, além de aparentar ter alguma associacdo com a

biomassa fungica e a atividade de pectinase em funcdo do tempo de crescimento.

Palavras-chave: ergosterol, maracuja-amarelo, residuo agroindustrial, Aspergillus

tamarii, planejamento fatorial.



ABSTRACT

FONTES, Pedro Ribeiro. Ergosterol quantification by HPLC-DAD as a measure
of Aspergillus tamarii biomass cultivated in presence of passion fruit peel
(Passiflora edulis f. flavicarpa Degener): development, optimization and validation.
Brasilia, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de
Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016.

Ergosterol plays an important role to the structure and function of the membrane. It
has been used in many studies as a marker of fungal biomass. Several methods of
ergosterol extraction are found in literature. Authors have also reported the use of
experimental designs to optimize procedures related to ergosterol, such as
extraction, fungi cultivation or selection of different substrates. In this work, we aimed
to develop and optimize a microwave-assisted extraction method of ergosterol from
Aspergillus tamarii grown in the presence of passion fruit peel as carbon source and
use the ergosterol production profile to determine the growth curve of A. tamarii.
Ergosterol mass divided by initial sample mass (ug/mg) was used as response in
optimization experiments. Preliminary selection of variables indicated that irradiation
time, pentane volume and sample mass significantly affected the response. The data
from a 2° factorial design were used to maximize the amount of ergosterol obtained
in the extraction by Response Surface modeling. Ergosterol separation was achieved
at 2.8 minutes and no co-elution was observed. The method has showed a good
linearity (r* >0.999, 0.01 — 200.00 ug/mL) and precision (CV<8.77%) to all analyses.
Ergosterol showed to be strongly correlated to both pure fungal biomass and sample
mass with residual lignocellulosic carbon source, and it appears to have some
degree of correlation to the fungal biomass and pectinase activity along the growth

time.

Keywords: ergosterol, passion fruit, agroindustrial residues, factorial design,

Aspergillus tamarii.
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| INTRODUCAO

Fungos filamentosos sdo micro-organismos fundamentais na execucdo do
ciclo do carbono na natureza, quando atuam na degradacdo de matéria organica,
essencialmente polissacarideos vegetais (VAN DEN BRINK; DE VRIES, 2011). Por
esse papel, sdo capazes de produzir enzimas necessarias para a desconstrucao
bioquimica do material lignocelulésico que compde esse tipo de substrato vegetal
(ZNAMEROSKI et al., 2012). Essas enzimas podem ser aplicadas em demandas
industriais, como é o caso do processamento do algodao na industria téxtil (CHOI et
al., 2015), terapéuticas e alimentares, como ocorre com a L-asparaginase, utilizada
no tratamento de cancer e, a industria alimenticia, para reduzir a quantidade de
acrilamida formada no processamento de alimentos (DIAS; SATO, 2016).

O ergosterol € um esterol presente na membrana plasmatica de fungos. Este
composto, que possui um ndcleo molecular com quatro anéis carbbnicos, é
produzido por fungos superiores e tem func¢des importantes na regulacédo da fluidez
e integridade da membrana plasmatica (DUPONT et al., 2012). A biossintese do
ergosterol em fungos € objeto de estudo na area de medicina como campo para
desenvolvimento de novas drogas. Os farmacos antifingicos disponiveis para uso
em terapia medicamentosa atuam bloqueando alguma das etapas de biossintese do
ergosterol, ou por interacdo quimica direta, impedindo sua estruturacdo na
membrana plasmatica (GHANNOUM; RICE, 1999).

Trabalhos na literatura descrevem o uso de ergosterol como alternativa a
métodos menos precisos para detectar a presenca ou medir 0 crescimento fangico
(SEITZ et al., 1979), em aplicacbes como medicdo da contaminagdo de graos
(TOTHILL et al., 1992), presenca de fungos em solos (MONTGOMERY et al., 2000)
e em plantas (MUNIROH et al., 2014). A medicdo da massa seca de um fungo é
utilizada como procedimento classico para medir o crescimento de um fungo
(GRANADE et al.,, 1985), Contudo, o uso de fontes de carbono insoluveis em
cultivos submersos faz com que a determinacdo da biomassa fungica torne-se um
problema, ja que as massas dessas amostras contém ndo apenas fungo, mas uma
fracdo de fonte de carbono insolivel. O mesmo problema pode ser observado em
cultivos em estado sélido: sabendo que o micro-organismo é cultivado em um
substrato sélido, na auséncia de meio liquido, torna-se virtualmente impossivel medir

separadamente a biomassa fungica da massa restante de substrato utilizado no
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cultivo (DESGRANGES et al.,, 1991). Por isso, existe a necessidade de se
desenvolver métodos para quantificar a biomassa fungica em cultivos com esta
caracteristica.

Seitz (1979) foi o primeiro autor a propor 0 uso do ergosterol como indicador
do crescimento fangico, mostrando que a quantidade de ergosterol varia com o
decorrer do tempo de crescimento de trés espécies de fungo (Aspergillus flavus,
Alternaria alternata e Aspergillus amstelodami).

Dessa forma, visando estabelecer a relacdo entre a quantidade de ergosterol
presente na membrana de A. tamarii e sua biomassa, foi proposto um método de
extracdo de ergosterol assistido por micro-ondas para quantifica-lo a partir de
cultivos deste fungo, além de estabelecer correlacdes entre a biomassa fungica e a
quantidade de ergosterol obtida de cultivos submersos de A. tamarii. Foi possivel
estabelecer uma forte correlagdo entre essas duas variaveis, sendo que esta foi
utilizada para mensurar a diferenca de ergosterol produzido pelo fungo quando
cultivado na presenca de glicose ou casca de maracuja-amarelo como fonte de
carbono.

Foi proposto ainda um método de quantificacdo de ergosterol por HPLC-DAD
rapido, simples e eficiente na determinacéo deste analito, o qual apresenta potencial
para ser utilizado na quantificacdo de ergosterol obtido ndo apenas de culturas de A.
tamarii, mas também de culturas de outros fungos filamentosos cultivados na

presenca de outros residuos lignocelulésicos como fontes de carbono.
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Il REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica representa uma fonte alternativa e praticamente
inextinguivel para o crescimento microbiano e obtencéo de produtos do metabolismo
destes micro-organismos, como metabolitos, acidos e alcoois organicos e enzimas
industriais (GUERRIERO et al., 2016). Estima-se que 5% a 8% da producdo anual
de lignocelulose seriam suficientes para suprir a demanda anual de combustiveis
fosseis (ELGHARBAWY et al, 2016), representando uma alternativa
ambientalmente mais adequada quanto a demanda de matrizes energéticas.

A biomassa lignocelulésica é composta dos polissacarideos celulose,
hemicelulose e pectina, e pela lignina (45-60%, 20-40%, 5-10% e 10-40%,
respectivamente) (HAMANN et al., 2015) sendo encontrados como componentes da
parede celular vegetal em quantidades varidveis dependendo da espécie
(SIQUEIRA; FILHO, 2010; VAN DEN BRINK; DE VRIES, 2011). Segundo Siqueira e
colaboradores (2010), utiliza-se o termo “holocelulose” para designar o contetdo
total de polissacarideos da lignocelulose, nome este que se d4 ao material apos a
remocao da lignina.

A pectina é um dos componentes da holocelulose e representa um
ingrediente com alto valor agregado utilizado no processamento industrial de
alimentos, utilizada, por exemplo, como agente espessante e gelificante na
fabricacdo de geleias e sucos (SEIXAS et al.,, 2014; SRIVASTAVA; MALVIYA,
2011). Trata-se de um polimero linear de unidades de acido-D-galacturénico unidas
por ligagbes a-1,4 e possui caracteristicas hidrofilicas. A pectina pode ser obtida a
partir da casca de maca e de frutas citricas (p. ex. liméo e laranja) pela extracdo com
acidos inorganicos (SEIXAS et al., 2014). Recentemente, Seixas e colaboradores
(2014) propuseram o uso da casca de maracuja-amarelo como fonte para obtencéo
de pectina.

Residuos agroindustriais como casca de arroz, casca do grao de soja, bagaco
de cana-de-agucar, caule de bananeira, casca do grdo de café, entre outros, sdo
uma importante fonte de biomassa lignocelulésica, cujos componentes servem de
matéria-prima para a obtencdo e producdo de diversos compostos quimicos e
bioquimicos com variadas aplicagGes industriais e elevado valor agregado, como

biopolimeros, frutose, xilitol e polifendis oriundos da degradacgéo da lignina, além de
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enzimas terapéuticas e industriais (DE SIQUEIRA et al., 2010; GUERRIERO et al.,
2016; RAMBO et al., 2015; SIQUEIRA; FILHO, 2010). Os polissacarideos da
parede celular vegetal sdo os compostos organicos mais abundantes encontrados
na natureza (DE VRIES; VISSER, 2001). Esses residuos podem ainda ser utilizados
como fonte de energia renovavel, como na producdo de etanol a partir da
fermentacdo de aguUcares obtidos da degradagcdo enzimatica da holocelulose, além
de outros biocombustiveis e compostos quimicos com valor econdmico agregado
(ALMEIDA et al., 2012).

Em aplicagbes biotecnoldgicas, especificamente as que utilizam micro-
organismos para fermentar residuos lignocelulésicos com vistas a obtencdo de
produtos biotecnolégicos (p. ex. enzimas, biocombustiveis, compostos quimicos),
disponibilizar os carboidratos que constituem a estrutura da holocelulose é um
requisito, de forma que 0s micro-organismos 0s utilizem como fonte de carbono para
crescer e produzir seus metabdlitos, assim como fungos o fazem na natureza (VAN
DEN BRINK; DE VRIES, 2011). A desconstrucdo da biomassa lignocelulésica requer
um conjunto de diferentes enzimas, como celulases, hemicelulases e pectinases (DE
SIQUEIRA et al., 2010). No que concerne as pectinases, ha importantes aplicacdes
industriais,, como na fabricacdo de sucos e vinhos e na indastria de papel e
celulose. Elas sao constituidas por um grupo amplo de enzimas, dividido em
esterases, representadas pela pectina esterase (PE), e despolimerases,
representadas pela poligalacturonase (PG), pectina liase (Pel) e pectato liase (PaL)
(DAMASIO et al., 2011).

1.1 Maracuja-amarelo

O maracuja-amarelo, fruto do maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa
Degener, familia Passifloraceae) é industrialmente empregado na fabricacdo de
sucos concentrados, polpas, doces, xaropes, sorvetes e geleias, e a casca
reaproveitada para alimentacdo animal. Por ser rica em pectina, a propria casca do
maracuja-amarelo (CMA) pode também ser utilizada na fabricacdo de alimentos
processados (OLIVEIRA et al., 2002).

Janebro e colaboradores (2008) reportaram que a casca de maracuja pode
ser utilizada como alimento funcional, pois a pectina tem a capacidade de reter

agua, retardando o esvaziamento gastrico e prolongando a sensac¢éo de saciedade.
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Além disso, relataram propriedades hipoglicemiantes da casca de maracuja em ratos
e em individuos portadores de Diabetes Mellitus tipo 2.

O Brasil € o principal produtor mundial de maracuja, detentor de 90% da
producdo mundial (FERRARI et al., 2004). A producdo de maracuja em 2010 foi de
920.158 toneladas, e em 2012 de 776.097 toneladas (IBGE, 2012). Uma vez que o
insumo de maior interesse econbémico € a polpa, para producdo do suco, esta
enorme producédo inevitavelmente gera grandes quantidades de casca de maracuja
como residuo, que corresponde a aproximadamente metade da massa do fruto.
Dessa forma, € necessario encontrar alternativas factiveis para o reaproveitamento
deste residuo ou formas de descarte ambientalmente adequado (PINHEIRO et al.,
2008; SEIXAS et al., 2014). Neste trabalho, é apresentada a proposta de
reaproveitar a casca de maracuja-amarelo como fonte de carbono em cultivos
submersos do fungo filamentoso Aspergillus tamarii.

Conforme reportado por Seixas e colaboradores (2014), mesmo apdés
processada e armazenada, a casca de maracuja pode ser utilizada para extracdo de
pectina com vistas ao uso industrial deste polissacarideo como aditivo em alimentos.
Yapo e Koffi (2006) concluem, pela caracterizacdo fisico-quimica de substancias
pécticas de CMA, que se trata de uma potencial fonte natural nova de pectina, de
onde se infere que a casca de maracujd-amarelo poderia ser utilizada como
alternativa as usuais fontes de pectina para uso industrial (bagaco de macé e casca
de frutas citricas).

Trabalhos reportaram o uso de CMA como fonte de carbono (FC) em cultivos
submersos para producdo e purificacdo de pectinases, demonstrando que a CMA
pode ser utilizada para inducdo de pectinases, celulases e xilanases por fungos
filamentosos (DUQUE JARAMILLO et al., 2013; MALLER et al., 2011).

2 Fungo filamentoso Aspergillus tamarii

Na natureza, os fungos tém um importante papel na degradacao de biomassa
vegetal, pois produzem um grande conjunto de enzimas especificas para degradar
polissacarideos presentes nos vegetais (VAN DEN BRINK; DE VRIES, 2011). Os
Ascomicetos e Basidiomicetos saprofiticos sdo capazes de se adaptar a diferentes
fontes de carbono e nitrogénio e sdo os mais eficientes na decomposicdo da

biomassa lignocelulésica (BOUWS et al., 2008).
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Os fungos do género Aspergillus, pertencentes ao filo Ascomycota, sao
saprofitos eficientes, sendo comumente encontrados no solo. Podem ainda ser
encontrados em ambientes fechados, onde Iliberam esporos, facilmente
transportados pelo ar. Os representantes deste género podem ter impacto positivo
ou negativo na vida humana. Como positivo, destaca-se seu uUsO cCOmo micro-
organismos fermentadores na producgéo de alimentos (p. ex. molho de soja e saqué),
uso como produtores de metabdlitos secundarios utilizados como farmacos (p. ex.
lovastatina) e como produtores de acidos organicos (acidos citrico, gluconico) e
enzimas. Os Aspergilli sdo ideais para aplicacBes industriais, pois possuem
excelente capacidade de fermentacdo e alto grau de secrecéo de proteinas. Quanto
aos impactos negativos, a producédo de micotoxinas e micotoxicoses, aspergiloses e
reacoes de hipersensibilidade sdo as consequéncias de maior importancia (DE
VRIES; VISSER, 2001; HOUBRAKEN et al., 2014).

Aspergillus tamarii (secdo Flavi), um fungo filamentoso néo aflatoxigénico
(ITO et al., 1999), é descrito na literatura como bom produtor de xilanases em cultivo
submerso contendo residuos lignocelulésicos como fonte de carbono (KADOWAKI
et al.,, 1997), possuindo, portanto, potencial como produtor de holocelulases para
possiveis aplicacdes industriais. Akbar e colaboradores (2012) e Amande e
Adebayo-Tayo (2012) descreveram excelente producdo de pectinases e
poligalacturonases, respectivamente, por A. tamarii em cultivo submerso utilizando
residuos agroindustriais como fonte de carbono. O fungo A. tamarii foi também
descrito como um fungo endofitico de figueira (Ficus carica L.) produtor de
substancias inibidoras do crescimento de fitopatogenos (ZHANG et al., 2012).
Entretanto, até o momento nao foi relatada a producéo de pectinases por A. tamarii
para uso industrial, tampouco o uso de casca de maracuja-amarelo como fonte de

carbono para este fungo.

3 Ergosterol

O ergosterol (CysHa40, 3B-hidroxiergosta-5,7,22-trieno) (Figura 1), foi
descoberto e isolado a partir do esporéao do centeio (Claviceps purpurea) no ano de
1889, pelo farmacéutico e quimico francés Charles Tanret (TANRET, 1889; WEETE
et al., 2010). Por ter encontrado grande similaridade de propriedades quimicas entre
essa nova substancia e o colesterol, e por té-la isolado do ergot, Tanret deliberou

assim nomea-la: ergosterol (do francés, ergostérine).
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HO

Figura 1 — Estrutura molecular do ergosterol (M = 396,65 g/mal).

Dos trés principais esterdis encontrados em eucariotos (Figura 2-A), o
ergosterol é o principal na constituicho da membrana plasmatica de fungos
(DUPONT et al., 2012; TARDIEU et al., 2007). Em células vegetais encontram-se 0s
fitosterois (p. ex.: B-sitosterol) e o colesterol € o esterol caracteristico de células
animais (DUPONT et al., 2012). Deve-se considerar, entretanto, que nem todas as
espécies de fungos possuem o ergosterol C-28 como esterol constituinte. Ha relatos
de espécies filogeneticamente menos avancadas que sintetizam colesterol como
constituinte de membrana; em outros casos, diferencas em etapas na biossintese
podem gerar variagdes estruturais, como uma metilacdo adicional, o que leva a
formacdo de um derivado C-29 do ergosterol (WEETE et al., 2010). Galea e Brown
(2009) publicaram uma revisdo em que levantam a hipétese de que o surgimento
dos esterdis de membrana nos micro-organismos ocorreu, a0 menos em parte, como

um meio de adaptacdo a oxigenacgdo atmosférica da Terra.

A,
Colesterol Ergosterol B-Sitosterol
HO HO HO
B.
Figura 2 — Estruturas dos esteréis. A) Estrutura dos principais esteréis encontrados animais

(colesterol), fungos (ergosterol) e plantas (B-sitosterol); B) Estrutura base do esterol com carbonos
enumerados.
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Embora o tipo de esterol presente em fungos possa variar de acordo com a
espécie, pode-se afirmar que a estrutura basica de esterdis fungicos consiste em um
nacleo ciclopentanoperidrofenantreno tetraciclico, substituido com um grupo
hidroxila equatorial na posicao 3B, grupos a-metila em C-10 e C-13 e uma cadeia
lateral em C-17, com oito a dez carbonos (PARKS; CASEY, 1996) (Figura 2-B). O
ergosterol, que possui a estrutura base acima citada, possui ainda duas
insaturacdes conjugadas em C-5 e C-7, além de uma instauragédo na cadeia lateral
(Figura 2-A). Isso possibilita sua deteccdo com seletividade e sensibilidade quando
detectado por métodos espectrofotométricos, pois este dieno conjugado é o
responsavel pela absorcao de radiacdo ultravioleta a 282 nm (NEWELL et al., 1988).

O ergosterol esta presente na membrana plasmatica de fungos, assim como o
colesterol estd na membrana de células animais, e possui um papel fundamental na
regulacdo de sua fluidez, permeabilidade, estabilidade térmica e sobre a atividade e
estrutura de proteinas integrais de membrana (DUPONT et al., 2012; KRISTAN;
RIZNER, 2012; TARDIEU et al.,, 2007),. Além disso, tanto a sua presenca na
membrana quanto a integridade de sua rota biossintética sdo essenciais para o
crescimento celular (ALCAZAR-FUOLI et al., 2008).

Além disso, a presenca do ergosterol na membrana e as propriedades que
confere a ela sdo de tamanha importancia que sdo alvos farmacolégicos
estabelecidos de compostos antifangicos, como a anfotericina B, que se liga ao
ergosterol na membrana celular e cujo mecanismo de acdo parece ser o de
formacao de poros hidrofilicos na membrana, com o consequente extravasamento
de componentes citoplasmaticos vitais. Sob o mesmo prisma, destaca-se a
importancia da biossintese desse esterol para a sobrevivéncia e crescimento celular,
haja vista que os antifungicos da classe dos azéis (p. ex. itraconazol e cetoconazol)
e das alilaminas (p. ex. terbinafina e naftifina) s@o inibidores enzimaticos na via
biossintética do ergosterol (Figura 3 — inibem 14a-desmetilase e esqualeno-2,3-
epoxidase, respectivamente) (BENNETT, 2011; GHANNOUM,; RICE, 1999).
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Figura 3 — Via de biossintese resumida do ergosterol. As setas triplas indicam multiplos passos até o
produto final: ergosterol. Adaptado de Veen e Lang (2005).

Em leveduras, o ergosterol existe em duas formas: livre e esterificado a
acidos graxos de cadeia longa (PARKS; CASEY, 1996). O ergosterol livre encontra-
se principalmente na membrana celular, enquanto a forma esterificada permanece
estocada em vesiculas lipidicas (VEEN et al., 2003). Em leveduras, a proporcéo
entre esterdis livres e esterificados se altera conforme o tempo de crescimento:
durante a fase log, Saccharomyces cerevisiae mantém niveis baixos de ésteres de
esterol, mas o0s niveis aumentam consideravelmente quando atinge a fase
estacionaria, se mantendo entdo estaveis. Quando o fungo é colocado em meio de
cultura novo, a quantidade de ergosterol livre torna a aumentar, o que sugere que a
esterificacdo do ergosterol e de outros esterdis existentes em leveduras € um
mecanismo de estocagem deste componente membranar, ja que ha um
consideravel custo energético em sua biossintese (BAILEY; PARKS, 1975). Evans e
Gealt (1985) reportaram que os fungos filamentosos Aspergillus nidulans e
Penicillium urticae ndo apresentaram a mesma tendéncia observada na levedura S.
cerevisiae, de forma que naqueles a quantidade de ergosterol livre e esterificado foi
semelhante tanto na fase exponencial quanto na estacionaria.

Presente também em fungos do filo Basidiomycota, ao qual pertencem alguns
fungos comestiveis, o ergosterol possui propriedades nutricionais importantes, como
a reducdo na absorcdo do colesterol, reduzindo o colesterol e o LDL plasmaticos
sem efeitos adversos observaveis (TEICHMANN et al., 2007). Ainda sob esse ponto

de vista, esse esterol € ponto de partida para o enriquecimento nutricional de



24

cogumelos, quando expostos a radiacédo ultravioleta (KALARAS et al., 2012). Esse
processo, similar a conversao do 7-desidrocolesterol a vitamina D3 (colecalciferol) na
pele exposta a radiacédo solar, faz com que o ergosterol seja convertido a vitamina
D, (ergocalciferol), substancia analoga a vitamina D3 e com propriedades fisioldgicas
importantes, como regulacdo da homeostase do célcio e acdo antiproliferativa e
estimuladora de diferenciacdo celular sobre células neoplasicas (CORCORAN et al.,
2015).

3.1 Métodos de preparo de amostra e matrizes

Diversos métodos de extracdo de ergosterol sdo reportados na literatura com
aplicacdo em diversas matrizes, como graos (SEITZ et al., 1977), solos (DAVIS;
LAMAR, 1992; MONTGOMERY et al., 2000; STAHL; PARKIN, 1996) sedimento de
rios (RAVELET et al., 2001), matrizes vegetais (LARSEN et al., 2004; MUNIROH et
al., 2014; TARDIEU et al., 2007), cogumelos comestiveis (BARREIRA et al., 2014,
VILLARES et al., 2014), inclusive culturas puras de fungos produzidas em
laboratério. Kieber e colaboradores (1955) relataram trabalhos feitos entre os anos
de 1931 e 1944 em que ja eram desenvolvidos métodos de ruptura celular e
extracdo do ergosterol, com o objetivo de utiliza-lo como precursor de sintese de
horménios esteroides sintéticos. Até entdo, os protocolos reportados utilizavam
métodos de abertura da amostra por ruptura mecanica, e Kieber foi o primeiro a
relatar um método de extracdo que utilizava alcalis ou &cidos para promover a
hidrolise quimica das estruturas celulares.

Seitz e colaboradores (1977) descrevem que até o fim da década de 1970, o
método corrente para determinar a presenca de fungos em alimentos, especialmente
graos nos guais esses micro-organismos cresciam durante o armazenamento, era a
quantificacdo de glucosamina, produto da hidrdlise da quitina presente na parede
celular. Este método apresentava como limitac6es a interferéncia de outras fontes
de quitina na amostra (p. ex. insetos ou partes deles) e longo tempo de preparo de
amostra. Estes autores foram pioneiros em propor um método alternativo de
avaliacdo da invasdo de gréos de sorgo, trigo e milho por fungos, utilizando o
ergosterol como marcador indireto da presenga de fungos, uma vez que ja era
sabido que esta substancia estava presente quase exclusivamente em fungos e nao

havia evidéncias da sua presenca em vegetais.
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Davis e Lamar (1992) buscaram avaliar se o0 método originalmente proposto
por Seitz, com pequenas adaptacOes, era adequado para ser aplicado a amostras
de solo. Eles concluiram que a etapa de saponificacdo alcalina € fundamental para
elevar a recuperacdo de ergosterol da amostra, fato que concorda com as
conclusdes de Seitz. No ano seguinte, Padgett e Posey (1993) avaliaram cinco
protocolos de extracdo, visando principalmente comparar o uso de metanol e etanol
sobre a eficiéncia da extracdo, além de verificar se a quantidade de ergosterol
remanescente na amostra sélida (biomassa fangica pura, no caso) era
significativamente relevante para que se justificasse novas extracées da mesma
amostra. Os resultados indicaram que o metanol foi mais eficiente em extrair o
analito e que a quantidade de ergosterol remanescente na amostra era
substancialmente elevada, algumas vezes maior que a quantidade ja extraida.

Mais recentemente, Tardieu e colaboradores (2007) compararam dois
métodos de extracdo de ergosterol de milho, trigo e cevada, em termos de
rendimento. As amostras foram fortificadas com ergosterol puro (5 mg/kg) e
preparadas ou por extracdo em fase sélida (SPE) ou por extracdo liquido-liquido
(LLE), sendo que nesta ultima, em todos os casos, o rendimento obtido foi
significativamente maior que pelo preparo por SPE, embora para LLE a variacao,
expressa pelo coeficiente de variagcéo, tenha sido maior.

Partindo da observacdo de trabalhos realizados entre 1977 e 1994 (ver
(ANDERSON et al., 1994; DAVIS; LAMAR, 1992; NEWELL, 1994; NEWELL et al.,
1988; PADGETT; POSEY, 1993; SEITZ et al., 1977; SEITZ et al., 1979; TOTHILL
et al., 1992), foi verificado que a extracao de ergosterol a partir da biomassa fangica,
bem como de outras matrizes, segue um procedimento cujas etapas fundamentais
envolvem: extracdo solido-liquido, saponificacdo da amostra sélida por solucao
alcalina, extracao liquido-liquido, secagem e ressuspensdao para andlise, geralmente
feita por métodos cromatograficos. Observou-se também que o procedimento
poderia ainda envolver uma etapa de estresse fisico para abertura da amostra, como
ultrassom ou agitacdo mecanica (ANDERSON et al.,, 1994), aquecimento por
autoclavagem (KIEBER et al., 1955), por refluxo (DAVIS; LAMAR, 1992; NEWELL et
al., 1988; PADGETT; POSEY, 1993) ou em banho-maria (TOTHILL et al., 1992).
Apesar de evidéncias indicando que a etapa de saponificagdo aumenta a quantidade
de ergosterol extraida (DAVIS; LAMAR, 1992), fato corroborado por Padgett e Posey

(1993), parecia ndo haver consenso gquanto a esta etapa, pois ela ndo havia sido
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executada por todos os autores [ver Seitz et al. (1977) e Matcham et al. (1985)];
entretanto, observa-se que sua execugao sempre foi acompanhada de aguecimento.

Muitos dos trabalhos que utilizavam tratamento por refluxo demandavam
tempos prolongados para esta etapa, que variavam de minutos a algumas horas,
além de grandes massas de amostra (até 20 g) e grandes volumes de solventes (até
300 mL) (YOUNG, 1995). Diante disso, Young (1995) desenvolveu um método de
extracdo de ergosterol a partir de massa micelial pura ou amostras contaminadas
por fungos utilizando micro-ondas, denominando-a extracdo assistida por micro-
ondas (MAE, do inglés microwave-assisted extraction). Segundo este método, €
necessaria uma massa menor de amostra (10 a 100 mg), volumes menores de
solvente (p. ex. 2 mL de metanol, 500 pL de NaOH 2 mol L™?) além de tempos
consideravelmente menores que 0s necessarios para tratamento por refluxo (p. ex.
35 s). Young foi o primeiro a desenvolver um método para tal aplicacdo e inovou
ainda adicionando uma etapa de neutralizacdo do alcali de saponificacdo. As
modificacdes apresentadas por ele representaram uma grande melhoria em
eficiéncia em termos de ganho em tempo, economia de reagentes, geracdo de
menos residuos; entretanto, o uso de amostras menores demanda cuidados
adicionais no que diz respeito a homogeneidade e consequente representatividade
da mesma (YOUNG, 1995).

3.2 Determinacéo e quantificacao

Os métodos analiticos reportados para determinacao de ergosterol se utilizam
de métodos cromatograficos com detecc¢ao Optica, usualmente espectrofotometria na
regido do UV-VIS (YOUNG, 1995). Seitz e colaboradores (1977) foram os primeiros
a propor a associacdo da deteccdo Optica com a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com fase reversa (RP-HPLC), o que se apresentou como um diferencial
para separacdo de interferentes muito apolares. Mais recentemente, alguns autores
propuseram meétodos de analise por cromatografia a gas com deteccdo por
espectrometria de massas (HEADLEY et al., 2002; NIELSEN; MADSEN, 2000). Por
sua versatilidade, robustez e seletividade de deteccdo do ergosterol a 282 nm,
trabalhos mais atuais utilizam HPLC-UV ou HPLC-DAD para determinagédo do
ergosterol (BARREIRA et al., 2014; MUNIROH et al., 2014; VILLARES et al., 2014).
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3.3 Uso do ergosterol na determinacdo da biomassa e relacdo com o
crescimento fangico

Em experimentos de laboratério, o crescimento de um fungo € monitorado,
usualmente, pela medicdo da variacdo da massa micelial seca em funcdo do tempo
(GRANADE et al., 1985), procedimento simples de ser realizado quando um fungo é
cultivado em meio de cultura liquido com fontes de carbono solGveis em agua: o
cultivo é filtrado e a fracdo solida obtida é composta por biomassa fangica pura.
Entretanto, a utilizacdo de fontes de carbono insollveis torna praticamente
impossivel a medi¢cdo da biomassa flngica, pois hdo ha como separa-la da fonte de
carbono nao consumida (KOUTINAS et al., 2003). No caso de cultivos em estado
sélido, o fungo esta em contato intimo com o substrato, 0 que ndo permite a
separacdo quantitativa deste e da biomassa fungica, impedindo sua mensuracao
(DESGRANGES et al., 1991). Dessa forma, deve-se utilizar um meio indireto de
mensurar a biomassa fungica tanto em cultivos em meio liquido quanto nos cultivos
em estado solido.

Diante disso, Seitz (1977; 1979) prop6s que o crescimento fungico poderia
ser medido indiretamente pela quantificacdo de algum composto quimico por ele
produzido. A época, a medicdo de biomassa flngica era comumente feita pela
quantificacdo de glucosamina, um método limitado e trabalhoso (ver item 3.1). O
autor sugeriu, entdo, que a substancia utilizada fosse o ergosterol, o qual se sabia
ser produzido pela maioria dos fungos. Seitz foi o primeiro autor a relatar o
crescimento fungico pela quantificacdo do ergosterol, trabalhando com cultivos em
estado solido de Alternaria alternata, Aspergillus flavus e Aspergillus amstelodami
(SEITZ et al., 1979).

A partir da proposta de Seitz, diversos autores desenvolveram trabalhos
utilizando o ergosterol como marcador do crescimento ou da presenca de fungos em
amostras ambientais ou produzidas como cultivo em laboratorio. Matcham e
colaboradores (1985) encontraram boa correlacdo entre massa micelial seca e
guantidade de ergosterol de Agaricus bisporus. Anderson e colaboradores (1994)
mensuraram ergosterol em solo com alto teor de material organico vegetal
decomposto sem, entretanto, relaciona-lo a micro-organismo algum. Bermingham e
colaboradores (1995) figuram entre os primeiros a estudar a correlacdo estatistica
entre biomassa fangica e ergosterol, realizando uma avaliacéo critica desta relagéo

para nove espécies de fungos aquaticos, sem detectar, todavia, correlacao
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significativa para seis deles. Ng e colaboradores (2008) determinaram uma forte
correlacdo positiva entre quantidade de ergosterol e unidades formadoras de colbnia
(UFC) de Aspergillus niger em placas de Petri (R> = 0,9645), mas ndo encontraram
correlacéo significativa entre ergosterol e UFCs do mesmo fungo crescido em milho
moido.

Em trabalho mais recente, Muniroh e colaboradores (2014) buscaram
correlacionar a presenca de Ganoderma boninense em amostras de palma de 6leo
(dendezeiro, Elaeis guineensis Jacq). Estes autores otimizaram um método de
extracdo de ergosterol assistida por micro-ondas realizando saponificagcdo com
NaOH. Além disso, foram determinadas a correlacdo entre biomassa fungica pura de
G. boninense e quantidade de ergosterol, e a correlagdo entre massa de palma de
6leo e quantidade de ergosterol, obtendo coeficientes de determinacdo (R?) de
0,7845 e 0,7676, respectivamente. Os resultados destes autores demonstram que a
presenca de ergosterol é boa indicativa da presenca do fungo e que a quantidade do
analito esta diretamente relacionada tanto a biomassa flngica pura quanto a massa
de amostra infectada por G. boninense. Este achado descortina a possibilidade da
quantificacdo da biomassa flngica a partir do ergosterol em outros contextos de
pesquisa, como na monitorizacado de producdo enzimatica por fungos crescidos na
presenca de fontes de carbono complexas, como é o0 caso dos residuos

lignoceluldésicos.

4 Delineamento de experimentos e analise de dados

O delineamento de experimentos surgiu a partir de trabalhos de Sir Ronald A.
Fisher, matematico, bidlogo e estatistico inglés, realizados na Estacao Experimental
em Agricultura de Rothamsted, na Inglaterra. Considerado o pai da Estatistica
Moderna, Sir Fisher foi chamado em 1918 pelo diretor da Estacdo para analisar
dados de rendimento de colheitas realizadas em lotes tratados anualmente com o
mesmo tipo de fertilizante. Sua funcdo era analisar os dados e buscar extrair
conclusdes utilizando métodos estatisticos, para a qual lancou mao do ajuste de
modelos pelo método de minimos quadrados. Entretanto, ele se deparou com
qguestbes criticas que nao poderiam ser respondidas a partir dos dados que
analisara devido a deficiéncias inerentes ao planejamento daqueles experimentos.
Em face disso, Fisher desenvolveu as bases do delineamento experimental para que

esses problemas fossem superados. Curiosamente, Fisher certa vez afirmou,
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quando analisava um experimento, que a Unica analise que poderia ser feita era a
post-mortem, para descobrir do que foi que o experimento morreu (BARROS NETO
et al.,, 2010; BOX et al., 2005; STEINBERG; HUNTER, 1984).

O uso de planejamentos experimentais pode ser aplicado a diversas areas do
conhecimento, como a Fisica, Quimica, Engenharias, Agronomia e Psicologia
(STEINBERG; HUNTER, 1984; VIVALDI, 1999). Com aplicacdes extremamente
vantajosas no contexto industrial, o planejamento experimental se utiliza de
ferramentas estatisticas para tirar conclusdes a partir de dados experimentais, de
forma racional e econémica, culminando na obten¢do do maximo de informacgéo Uutil
sobre um sistema experimental, realizando o menor numero possivel de
experimentos (BARROS NETO et al., 2010).

Um experimento pode ser definido como um conjunto de circunstancias
(tratamentos ou fatores) parcialmente controladas, elaborado sob um protocolo
especifico, com o objetivo de observar seu efeito quando aplicados a uma unidade
experimental (parcela). Um experimento pode ser, ainda, do tipo comparativo, no
qual mais de um tratamento € aplicado a parcelas, visando comparar seus efeitos
(KUEHL, 1994).

Os delineamentos experimentais, conforme Fisher introduziu, seguem trés
principios fundamentais (FISHER, 1935): repeticdo, controle local e casualiza¢do. O
principio da repeticdo, ou da replicacdo, estabelece que a aplicacdo de um
tratamento deve ser repetida, de maneira independente, a mais de uma parcela
idéntica, pois isso possibilita demonstrar a repetibilidade e estimar o erro
experimental.

No caso do controle local, ou blocagem, as parcelas sdo agrupadas em
conjuntos (blocos) com caracteristicas homogéneas, minimizando 0 erro
experimental ou aumentando a exatidao dos resultados. Fisher utilizou esse recurso
no estudo da influéncia de diferentes fertilizantes sobre o rendimento de plantagdes.
Em seu estudo, as parcelas representavam por¢des de solo onde seria aplicado o
fertilizante. Contudo, por ser o solo uma porcao que varia bastante de um local para
0 outro, era necessario selecionar blocos (demarcacdes de solo) com a maior
homogeneidade possivel, os quais seriam subdivididos em parcelas, as unidades
experimentais. Por exemplo, uma secao de solo mais proxima de um rio certamente

apresentara o viés de umidade em relacdo a uma sec¢édo de solo mais distante do
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mesmo rio. A blocagem possibilita que esse viés seja controlado e que seu impacto
sobre a resposta de interesse seja calculado, de forma a controlar o experimento.

Por fim, casualizar, aleatorizar ou randomizar, significa estabelecer uma
ordem aleatéria para a execucdo do(s) tratamento(s) sobre as parcelas. A
casualizacdo evita que, durante a execugcdo do experimento, sejam introduzidos
vieses, conhecidos ou ndo, além de tornar vélida a estimacéo do erro experimental.
Por exemplo: se a duas amostras do mesmo fungo, produzidas em cultivos
diferentes (A e B) serdo submetidas a uma extracdo em cinco replicatas cada,
convém que a extracdo seja realizada aleatoriamente entre os 10 experimentos, ao
invés de extrair primeiro as culturas A e depois as B, ou vice-versa (COCHRAN;
COX, 1992; KUEHL, 1994). Experimentos planejados buscam, portanto, arranjar as
parcelas aos tratamentos para que o erro experimental seja minimizado, os dados
observados sejam néo viesados e independentes entre si.

O termo “delineamento de experimentos” é utilizado para descrever o0s
seguintes estagios experimentais (BARROS NETO et al., 2010, p. 99; MILLER, J.
N.; MILLER, 2010, p.187):

i) ldentificacdo dos fatores que podem influenciar uma ou mais respostas
de interesse;

ii) Delinear o experimento de forma que os efeitos de fatores néo
controlados sejam minimizados; e

iii) Usar analise estatistica para separar e avaliar os efeitos dos fatores

envolvidos.

Diversos delineamentos experimentais existem previamente elaborados,
como, por exemplo, o delineamento inteiramente casualizado (DIC), delineamento
em blocos casualisados (DBC), delineamento em quadrado-latino (DQL),
delineamento em blocos incompletos (DBI), experimentos fatoriais completos (EFC)
e fracionarios (EFF) (BARROS NETO et al., 2010; BOX et al., 2005; MILLER, J. N.;
MILLER, 2010). Pode-se citar ainda a Metodologia de Superficie de Resposta
(RSM), frequentemente utilizada em experimentos de otimizagdo (BARROS NETO et
al., 2010). A escolha de um planejamento experimental em particular vai depender

do objetivo que o pesquisador quiser alcancar (BARROS NETO et al., 2010, p. 100).
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4.1 Criacdo de modelos empiricos e andlise de regresséo
Segundo Cochran e Cox (1992), um dos métodos mais utilizados para
descrever e analisar de dados de experimentos delineados € o0 uso de regressdes

lineares. Esses autores sumarizam este tipo de analise nos seguintes passos:

i) Elaboracdo do modelo matematico para o sistema experimental em
estudo

i) Estimacao do efeito dos tratamentos usados no experimento; e

iii) Analise estatistica dos efeitos e do modelo.

A elaboracdo do modelo matemético, ou da regressdo, pode também ser
chamada de modelagem. A modelagem dos dados é um procedimento que busca
descrever a relacdo matematica que melhor ajusta a(s) variavel(eis) explicativa(s)
(ou independentes, representadas por x) a variavel resposta de interesse (ou
dependente, representada por y). Modelos que associam apenas uma variavel
independente a uma variavel resposta sdo modelos univariados; jA 0s que associam
duas ou mais variaveis independentes a uma varidvel resposta, sdo modelos
multivariados.

A relagéo entre x e y é definida pelos coeficientes do modelo (8), que sé&o

desconhecidos. A modelagem almeja, dessa forma, estimar esses coeficientes,

calculando os estimadores de 8 (b)) (Equagéo 1).
i
y(x1, Xz, 000, %) = Bo + Prx1 + Poxy, + o+ Bixg +e = Fo + Z(ﬁkxk) t+e
i=1

Equacédo 1 — Modelo linear multivariado genérico, também chamado de equagédo de regresséao, para
ajuste de dados. A equacdo descreve y em funcdo de x; a Xx; 0s pardmetros  representam
coeficientes para cada variavel i inserida no delineamento. B, € o termo constante; e representa o
erro aleatorio associado ao experimento.

Como se pode observar, a Equacéo 1 representa um modelo aditivo, isto é,
soma os efeitos principais de cada tratamento ou fator k. Entretanto, ha ainda os
modelos que descrevem as interagfes entre fatores, adicionando seus termos a

equacao (Equacéo 2).
Y (x1,%3) = Bo + Brx1 + Baxy + Brox1x; + e

Equacéo 2 — Exemplo de modelo linear para dois fatores com interacdo. O quarto termo da equacdo
(B12x1x7) descreve a interacdo entre os fatores 1 e 2.
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Deve-se considerar que um modelo empirico, aquele obtido com base apenas

nas evidéncias experimentais, somente descreve o comportamento do sistema em
estudo, isto é, ndo explica os fendbmenos que permeiam a influéncia de x sobre Yy,

mas fornece apenas uma descricdo matematica desta influéncia. Além disso,

conforme esclarecem Barros Neto e colaboradores (2010, p. 19, grifos dos autores),

Mesmo conseguir descrever, dito assim, sem nenhuma adjetivacdo, pode
ser em muitos casos uma tarefa ambiciosa demais. Na modelagem empirica
ja nos damos por satisfeitos se somos capazes de descrever o processo
estudado na regido experimental investigada. Isso significa que modelos
empiricos sdo também modelos locais. Sua utilizacdo para fazer previsées

para situacdes desconhecidas corre por conta e risco do usuério.

Entretanto, segundo os mesmos autores, nao aplicar os modelos elaborados
para finalidades praticas, em muitas situacoes, tornaria sem sentido a realizagdo dos
experimentos que forneceram os resultados.

O efeito de um tratamento, conforme mencionado no item ii), € um numero
cujo médulo representa a extensao em que este tratamento influencia o valor da
variavel resposta. Do ponto de vista do modelo matematico, o efeito associado a um

fator é representado pelo seu estimador (b;) e representa numericamente a mudanca
em y quando x varia uma unidade (SNEDECOR; COCHRAN, 1967, p. 147). Como

os efeitos estdo intimamente relacionados aos estimadores do modelo, as etapas i)
e ii) anteriormente descritas serdo consideradas neste trabalho como componentes
de uma mesma etapa na andlise de dados (aplicacées do calculo de efeitos seréo
apresentadas no item 4.3— Experimentos fatoriais).

Um dos métodos mais utilizados para a constru¢cado de modelos é o método de
minimos quadrados (BARROS NETO et al., 2010, p. 218; JOHNSON, 1992). Em
resumo, o método de minimos quadrados, também chamado de andlise de
regressdo, mensura os residuos (ou erro) associados a regressao, isto é, a diferenca
entre os valores experimentais observados e os valores previstos pelo modelo, para
entdo minimiza-los. Isto é feito calculando a soma dos quadrados dos residuos, ou

soma quadrética de residuos (SQr, Equacéo 3).
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SQr = zi:()’i — Vi)
i=1

Equacédo 3 — Formula para o célculo de SQr. y; representa a resposta observada no experimento i;
y; representa o valor de y estimado pelo modelo para o experimento i.

Em resumo, a analise de regressao por minimos quadrados busca estimar os
valores dos coeficientes do modelo que minimizam o valor de SQr (SNEDECOR;
COCHRAN, 1967, p. 147), ou seja, o valor dos b; para que a discrepancia entre os
valores experimentais (y;) e os valores estimados (y;) seja a menor possivel.
Conforme o caso, o modelo que melhor ajusta um conjunto de dados pode ser linear
ou nao linear (polinomial, exponencial, logaritmico etc). Se ha uma lei matematica
(ou de qualquer outra area de conhecimento) que rege a relagdo entre um conjunto x
de dados e um conjunto y, como ocorre, por exemplo, na relacdo entre a
concentracédo de uma solucéo e a absorbancia de radiagéo ultravioleta, definida pela
Lei de Lambert-Beer, espera-se observar um modelo linear para ajustar os dados.
Por outro lado, para se correlacionar, por exemplo, a area superficial de uma esfera
em fungéo de seu raio, espera-se observar um modelo n&o linear do tipo polinomial
de segunda ordem (ou quadratica), uma vez que essas duas variaveis estdo
relacionadas pela equacdo Area superficial = 4m(raio)?.

Héa diversos programas computacionais, pagos e gratuitos, que apresentam
recursos para fazer modelagem de dados. Devido a complexidade que alguns deles
apresentam, alguns autores publicaram tutoriais bastante didaticos para analise de
dados por minimos quadrados, utilizando planilhas eletrébnicas (BROWN, 2001;
KEMMER; KELLER, 2010; TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Uma aplicacdo classica de ajuste por minimos quadrados é a calibracao
analitica, que tem usos em diversas areas de pesquisa (quimica, bioquimica,
geociéncias, toxicologia) (BARROS NETO et al., 2010; PETERS et al., 2007). Um
exemplo com dados retirados de Barros Neto (2010, p. 255) esta representado no
grafico da Figura 4. A equacéo foi modelada pelo método de minimos quadrados,
fornecendo b, = —0,1906 e b; = 15,3488, para ajustar a uma equacgdo para
quantificacdo do herbicida bentazona. Os dados experimentais estdo representados

pelos pontos azuis, e a reta em preto representa 0 modelo ajustado para os dados.
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Neste exemplo observa-se que o modelo ndo se ajusta perfeitamente aos
dados experimentais. A distancia vertical dos pontos até a reta é o que se define

como residuo.

25 +
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0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Figura 4 — Exemplo de ajuste de um modelo linear a pares de dados (x,y).

4.2 Analise de variancia (ANOVA)

A analise de regressdo compreende também uma segunda etapa: a avaliacao
estatistica do modelo. Essa etapa também se utiliza do método de minimos
guadrados, sistematizando seu uso na Andlise de Variancia (ANOVA) (COCHRAN;
COX, 1992). Em linhas gerais, a ANOVA se baseia numa decomposicdo algébrica
(Equacédo 4) do desvio de cada observacao experimental (y;) em relacdo a resposta
média global (¥), seguida da comparacdo desses desvios (BARROS NETO et al.,
2010, p. 277).

Y0 =¥ =X =¥+ X — 9)? (@)
SQT = SQR + SOr (b)

Equagédo 4 — DecomposigOes algébricas em relacéo a (¥) na execugédo da ANOVA.

A comparacao dos desvios € 0 que permite avaliar a significancia estatistica
do modelo. Resumidamente, pode-se representar a decomposicédo algébrica como
na Equacéo 4b, em que a variacdo total das respostas experimentais é descrita em
parte pela equacdo de regressdo (soma quadréatica de regressdo, SQR) e em parte
aos residuos (SQr, Equacédo 3) (BARROS NETO et al., 2010, p. 228).
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Quando o experimento € realizado com replicatas, estas podem ser utilizadas
para calcular o erro experimental. Nesse caso, a SQr, poderia ainda ser decomposta
em mais dois termos: as somas quadraticas de falta de ajuste (SQFaj) e de erro puro
(SQep), que sao utilizadas para averiguar estatisticamente se o modelo ajustado aos
dados apresenta falta de ajuste, mesmo que graficamente ndo pareca haver
evidéncia disso. A SQFaj representa, dentro dos residuos totais (SQr), a por¢cao que
atrapalha o ajuste devido a deficiéncias do proprio modelo matematico, enquanto a
SQep representa a por¢cao que atrapalha o ajuste devido a fatores aleatorios e nao
controlaveis. Com base nisso, é simples concluir que a situacao ideal € minimizar a
SQFaj, por meio de alteracdes no modelo matematico (BARROS NETO et al., 2010,
p. 242).

Os componentes da ANOVA, para os quais sdo calculadas as SQ, sao
chamados fontes de variacédo (FV) (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Para cada FV, ha
um namero de graus de liberdade (g.l.), 0s quais estdo sumarizados e explicados na
Tabela 1. A razéo entre as SQ e os g.l. fornece as médias quadraticas (MQ).

A Ultima etapa da ANOVA é a realizagdo de um teste F. O teste F é
caracterizado pela comparacao de duas variancias, sendo que o valor de F, também
chamado de razdo de variancias, € calculado pela razdo de duas variancias: uma
devido a regressdo e outra devido ao erro associado a ela (SNEDECOR;
COCHRAN, 1967, p. 265). No caso, essas variancias sao representadas pelas

médias quadréticas e suas respectivas razfes (Tabela 1).

Tabela 1 — Tabela de analise de variancia para regressao multivariada.

Soma Graus de Média

Fonte de variagao Quadratica liberdade. Quadratica Teste F
Regressao SOR p—1 MQR MQR/MQr
Residuos SQr n—p MQr

Falta de ajuste SQFaj m-—p MQFaj MQFaj/MQep
Erro puro SQep n—m MQep
Total SQT n—1

Legenda: p: numero de parametros do modelo; n: nimero total de experimentos; m: nimero de
experimentos distintos (replicatas sao consideradas um Unico experimento em m) (Adaptada de
Tedfilo e Ferreira, 2006).

A significancia de uma FV é confirmada caso o valor de F calculado (Fcalc)
seja maior o valor de F tabelado (Ftab). Em outros termos, uma FV sera significativa
se Fcalc > Ftab. Outra forma de se confirmar a significancia de uma FV é pela

comparacao do p-valor com o nivel de significancia () adotado no estudo. Se p for
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menor que a, a FV é considerada significativa. Do contrario, a FV avaliada ndo é
considerada significativa. Na pratica, a ANOVA de uma regressdo avalia a
significancia de duas FV: a regressao em si e a falta de ajuste.

Interpretando a significancia de cada FV na regresséao, tem-se o representado
na Tabela 2.

Tabela 2 — Interpretacdo da significancia estatistica das fontes de variagdo da ANOVA para uma
regressao.

FV Significativo? Interpretacao
SIM;
Fcalc > Ftab  Os coeficientes do modelo sao estatisticamente
ou diferentes de zero (B; # 0), logo a regressao existe.
Regressao p<a
NAO; . « -
Ecalc < Ftab Qs goeﬂmentes do modelo séo estat|§t|ca[nent§
ou iguais a zero (B; = 0), logo a regressdo nao existe
ou 0 modelo esté incorreto.
p>a
SIM;
Fcalc > Ftab O modelo apresenta falta de ajuste e deve ser
ou modificado.
Falta de p<a
ajuste NAO;
FcaIcOl<J Ftab O modelo esta bem ajustado.
p>a

Legenda: Fcalc: F calculado; Ftab: F tabelado; p: p-valor; a: nivel de significancia

Além da ANOVA, uma analise obrigatdria para avaliar a adequacao de um
modelo € a analise do grafico de residuos (BARROS NETO et al., 2010, p. 242). Os
residuos de um modelo devem estar distribuidos aleatoriamente em torno de zero,
ao longo da variacao de x. Se em algum caso estiverem distribuidos seguindo um

padrdo, isto indica que o modelo apresenta falta de ajuste.

4.3 Experimentos fatoriais

Um problema corrente em experimentacdo é a necessidade de avaliar o efeito
da variacdo de diversos fatores, qualitativos ou quantitativos, sobre uma ou mais
respostas de interesse. Uma forma facil e vantajosa de verificar tal efeito permitiria a
avaliacdo de todos simultaneamente, ao invés de ter que medir o efeito para cada
fator individual e sequencialmente. Por isso, Fisher, na década de 1920, apontou a

realizacdo dos experimentos fatoriais, ou planejamentos fatoriais, como a ferramenta
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que facilita e fornece informacdes sobre todos os fatores envolvidos no experimento,
bem como suas interacbes (SNEDECOR; COCHRAN, 1967, p. 339).

Em um planejamento fatorial, sdo escolhidos os fatores de interesse, aos
quais sao atribuidos niveis, que sdo os valores que esses fatores assumirdo durante
0 experimento. Logo, para cada fator hA um ndamero de niveis atribuido, cujos
valores reais sao geralmente codificados para valores menores ou para sinais (p. ex.
-2, -1 0, +1, +2; cinco niveis), a fim de facilitar os célculos (TEOFILO; FERREIRA,
2006). Entdo, o experimento é conduzido de forma que o sistema experimental é
submetido a uma combinacdo definida de niveis de todos os fatores selecionados
para o experimento. A cada uma dessas combinacdes da-se o nome de ensaio
(BARROS NETO et al., 2010, p. 101).

Muitas, vezes, a realizacdo de replicatas nos experimentos representa um
problema, no que diz respeito ao elevado numero de procedimentos a serem
executados. Por isso, em planejamentos fatoriais, pode-se optar por incluir um ponto
no centro do planejamento (ponto central, PC), equivalente a média da faixa de
niveis determinada por cada um dos fatores. No ponto central serdo realizadas as
repeticdes para medir o erro experimental (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

4.3.1 Planejamentos fatoriais completos (PFC)

Um planejamento fatorial completo é caracterizado pela realizacdo de todas
as possiveis combinacbes de niveis dos fatores, isto é, de todos o0s ensaios
possiveis. Uma tabela que organiza as combinacfes de niveis chama-se matriz de
planejamento (p. ex. Tabela 4). A tabela que organiza os sinais atribuidos aos niveis,
bem como os sinais das possiveis interacdes, chama-se matriz de coeficientes de
contraste (p. ex. Tabela 5) (BARROS NETO et al., 2010, p. 102; TEOFILO;
FERREIRA, 2006)

Para um planejamento fatorial com p niveis e k fatores, o nimero minimo de

ensaios a serem executados em um planejamento fatorial completo (PFC) é dado
por p¥, se a todos os fatores forem atribuidos o mesmo nimero de niveis. Por
exemplo, em um PFC com 3 fatores e 3 niveis cada, o numero minimo de ensaios é
igual a 3% = 27 ensaios. Se em um PFC tem-se 2 fatores com 3 niveis cada, ele é
denominado um fatorial 32 (Ié-se trés a segunda), e o nimero minimo de ensaios é

igual a 3?2 =9 ensaios. Os fatoriais completos sdo mais indicados quando se
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necessita avaliar o efeito de poucos fatores sobre a resposta (BARROS NETO et al.,
2010).

Teofilo e Ferreira (2006) apresentam um tutorial simples para andlise de
dados de planejamentos fatoriais em planilhas eletrdnicas, utilizando um algoritmo
matricial para o calculo dos efeitos. A significAncia destes efeitos €, em seguida,
calculada por meio da construcao de intervalos de confianga para cada efeito. Se o
IC contiver o zero, assume-se que existe uma probabilidade de 1 — a (sendo a o
nivel de significancia adotado) de que o valor daquele efeito seja igual a zero. Nessa
situacdo, diz-se que o fator cujo efeito ndo € significativo ndo influencia

significativamente a resposta estudada.

4.3.2 Planejamentos fatoriais fracionarios (PFF)

Em alguns problemas experimentais, pode existir uma quantidade muito
grande de fatores cuja influéncia sobre a resposta de interesse acredita-se ser
importante. Neste caso, a execu¢cao de um planejamento fatorial completo torna-se
excessivamente dispendioso e pode ser até mesmo um desperdicio, ja que alguns
fatores podem nao ser significativos. Para isso, 0os experimentos de triagem séo
bastante Uteis, pois identificam os fatores cuja influéncia sobre a resposta é
estatisticamente significativa (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Os planejamentos
fatoriais fracionarios (PFF) sdo um exemplo deste tipo de experimento.

Nesse tipo de fatorial, os mesmos principios do PFC se aplicam. Entretanto,
no PFF é realizado apenas uma fracdo do niamero minimo de ensaios. Se, por
exemplo, tem-se 5 fatores para serem avaliados em dois niveis, seriam necessarios
25 = 32 ensaios. Dependendo do aparato experimental disponivel, ou dos recursos
necessarios, torna-se impossivel executar este experimento. A execucao, todavia,
de uma fracdo deste niumero de ensaios, permite, muitas vezes, tirar conclusdes
equivalentes as de um planejamento completo com os mesmos niveis e fatores
(BARROS NETO et al., 2010, p. 165).

Por definicdo, uma fracdo meia de um planejamento completo é o
planejamento que possui a metade do numero de ensaios de um PFC. A fracédo
meia de um PFC 2* é representada por um PFF 2** (I&-se dois a quarta menos um),
gue totalizam 8 ensaios, e assim sucessivamente para as fracdes quarta e oitava.
Evidentemente, ndo convém reduzir drasticamente o numero de ensaios em um

PFF, pois isso nédo permitiria inferir conclusao alguma.
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4.4 Metodologia de Superficie de Resposta (RSM)

A Metodologia de Superficie de Resposta € uma técnica de otimizacdo que se
utiliza de planejamentos fatoriais. Ela se subdivide claramente em duas etapas:
modelagem e deslocamento, que podem ser repetidas quantas vezes forem
necessérias, até se alcancar um objetivo pré-estabelecido. A modelagem trata da
criagcdo de modelos matematicos que descrevem o comportamento de uma ou mais
variaveis sobre uma resposta de interesse, geralmente usando dados de
experimentos planejados. O deslocamento se trata de alterar progressivamente 0s
valores das variaveis na direcdo que promove a variagdo mais pronunciada na
resposta (BARROS NETO et al., 2010).

Enquanto, planejamentos fatoriais sdo frequentemente utilizados em
experimentos de triagem de variaveis, a RSM é utilizada em uma etapa
subsequente, na qual os fatores selecionados na triagem séo utilizados em um novo
experimento. Este experimento fornecer4 dados para que sejam construidos
modelos matematicos empiricos, capazes de descrever o sistema experimental em
estudo (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Por terem esta caracteristica, € possivel
utilizar esses modelos para descobrir que valores as varidveis em estudo deveriam
assumir para que a resposta de interesse fosse maxima ou minima, a depender do
caso.

Recentemente, Heleno e colaboradores (2016) publicaram um trabalho de
otimizacdo no qual aplicam a Metodologia de Superficie de Resposta na busca de
condicBes otimas de extracdo de ergosterol de Agaricus bisporus, um cogumelo
comestivel. Os autores modelaram os dados experimentais em uma equacdo que
permitiu prever que combinacdo de valores se deveria atribuir as variaveis
selecionadas para a otimizacdo, de forma a maximizar duas respostas que as
interessavam: massa de ergosterol/massa de amostra e massa de ergosterol/massa
de extrato.

Uma vez que a RSM necessita de dados de um planejamento experimental,
varios tipos de planejamentos podem ser utilizados para gerar dados ajustaveis a
modelos. O Planejamento Composto Central (CCD) € um dos mais utilizados, mas
pode-se citar o planejamento Doehlert (BARROS NETO et al., 2010; TEOFILO;
FERREIRA, 2006) e o planejamento Box-Behnken (HELENO et al., 2016).
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44.1 Planejamento Composto Central

O Planejamento Composto Central (do inglés central composite design,
CCD) € um tipo especial de fatorial, em que os pontos tradicionais do experimento
sofrem uma rotacéo de 45° nos niveis. A Figura 5 ilustra um CCD. E composto por
trés partes: a fatorial, idéntico a um planejamento fatorial; a axial, produto do
deslocamento dos pontos fatoriais no espaco experimental; e o ponto central
(TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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Figura 5 — Representacéo esqueméatica de um CCD com dois fatores (esquerda) e com trés fatores
(direita). Os circulos escuros representam os pontos fatoriais, os circulos vazios representam o0s
pontos axiais e o quadrado vazio representa o ponto central. Reproduzido de Korany e colaboradores
(2015).

Apesar de o CCD permitir a execugao de experimentos nos pontos axiais, 0
uso destes pontos ndo é obrigatério, jA que se nao forem utilizados, tem-se um
planejamento fatorial completo. O CCD apresenta a vantagem de se iniciar com um
experimento fatorial completo (pontos fatoriais) e, caso seja necessario, realiza-se a
rotacdo do fatorial inicial e sdo incluidos os ensaios novos para ajuste de um
modelo. Essa situacao é atil quando um modelo ajustado apresentar falta de ajuste
ou o experimento ndo fornecer graus de liberdade o suficiente para avaliar a falta de
ajuste do modelo, ocasido na qual serd necessario incluir mais ensaios no

experimento. Os pontos axiais sdo bastante Uteis para isso.
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I OBJETIVOS

1 Geral
e Avaliar a correlacdo entre o ergosterol produzido por Aspergillus tamarii e sua
biomassa quando cultivado na presenca de casca de maracuja-amarelo como

fonte de carbono.

2 Especificos

e Cultivar o fungo A. tamarii em meio liquido contendo casca de maracuja-
amarelo como fonte de carbono;

e Desenvolver e otimizar uma metodologia de extracdo de ergosterol em
amostras de cultivo submerso contendo casca de maracuja-amarelo;

e Desenvolver e validar uma metodologia de quantificacdo de ergosterol por
HPLC-DAD;

e Determinar o perfil de producdo de pectinases em fungdo do tempo de
crescimento do fungo Aspergillus tamarii em meio liquido contendo casca de
maracuja-amarelo como fonte de carbono

e Comparar o perfil de producao de pectinases com a quantidade de ergosterol
produzida durante o tempo de crescimento

e Estimar a quantidade em massa de A. tamarii quando cultivado na presenca
de casca de maracuja como fonte de carbono insollvel.

e Determinar o perfil de crescimento de A. tamarii por meio da quantificacdo do

ergosterol em funcéo do tempo de crescimento;
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IV MATERIAL E METODOS

1 Reagentes e padrdes

Os solventes para cromatografia (metanol e acetonitrila) foram adquiridos da
J.T. Baker® (Avantor Performance Materials, Center Valley, PA, EUA). Agua
ultrapura, para cromatografia, foi obtida do sistema de purificacdo de agua Milli-Q®,
modelo Biocel (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os solventes utilizados em
extracBes (pentano e metanol) foram adquiridos das empresas Dinamica® (Diadema,
S&o Paulo, Brasil) e Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA), respectivamente.
Hidréxido de sddio (NaOH) e acido cloridrico (HCI) foram obtidos da empresa Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, EUA).

O padréo analitico de ergosterol (5,7,22-ergostatrien-3p3-ol, 295% HPLC) foi
adquirido da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Diclorometano foi adquirido de
Labsynth (Diadema, S&o Paulo, Brasil).

Os reagentes utilizados para preparo de meios de cultura foram: di-
hidrogenofosfato de potassio (KH,PO, — Vetec Quimica Fina/Sigma-Aldrich®, RJ,
Brasil), mono-hidrogenofosfato de potassio (K;HPO, — Vetec Quimica Fina/Sigma-
Aldrich®, RJ, Brasil), sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4-7H,O — Merck®,
SP, Brasil), sulfato de aménio [(NH4).SO, — Vetec Quimica Fina/Sigma-Aldrich®, RJ,
Brasil] e extrato de levedura (Kasvi® Parana, Brasil).

2  Origem do residuo lignocelulésico e pré-tratamento

Os frutos inteiros de maracuja-amarelo foram adquiridos no Hipermercado
Extra, ao qual o produto foi fornecido pela empresa Brasnica® Frutas Tropicais (lote
#4048, Brasfrutas Agronegdcios Ltda, Brasilia, Brasil). O pré-tratamento consistiu em
lavar os frutos com agua corrente, descartar a polpa e secar a casca em estufa a
65°C por 48 horas. ApoOs pré-tratada, a casca do maracuja-amarelo foi submetida a
trituracao criogénica em almofariz até a obtencdo de um particulado com aparéncia

granulada e homogénea.

3 Isolamento, manutencao e conservacao do fungo Aspergillus tamarii

O fungo filamentoso Aspergillus tamarii foi originalmente isolado da
compostagem natural de residuos da industria de rebeneficiamento de fibras de
algodao (Hantex Ltda., regido do Vale do Itajai, Gaspar, SC) conforme descrito por

De Siqueira e colaboradores (2010). Este isolado encontra-se depositado na
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Micoteca do Laboratério de Enzimologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da
Universidade de Brasilia (UnB), preservado a -80°C em criotubos contendo glicerol
50% (v/v). O micro-organismo esta dentro do ambito da rede Sisbiota de fungos
filamentosos, com autorizacdo de acesso e de remessa de amostra de componente
do patriménio genético nimero010237/2015-1, sob supervisédo do Prof. Dr. Edivaldo
Ximenes Ferreira Filho, coordenador do Laboratério de Enzimologia, Departamento
de Biologia Celular, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da Universidade de
Brasilia (UnB).

O fungo foi cultivado em placas de Petri contendo meio sélido Batata-
Dextrose-Agar (BDA) contendo caldo de batata 2,0% (m/v), dextrose 1,0% (m/v) e
agar 2,0% (m/v) em camara de germinacdo modelo TE-4013 (Tecnal®
Equipamentos Cientificos, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 28°C e ciclo claro/escuro
de 12h/12h, até que se observasse esporulacdo (em torno de 5 dias). Esta condicao,
daqui em diante denominada cultura pura, foi utilizada para realizar o inéculo em
meio de cultura liquido.

Regides do DNA ribossomal espacador interno transcrito (rDNA ITS) e dos
genes de B-tubulina e calmodulina foram utilizados como marcadores para
identificacdo molecular do fungo conforme descrito por Midorikawa e colaboradores
(2008). A andlise das regides ITS indicou similaridades com sequeéncias de fungos
do género Aspergillus. Os genes de [-tubulina e calmodulina confirmaram a
identidade como A. tamarii.

4  Cultivo em meio liquido

4.1 Producdo de amostras para extracao de ergosterol

O fungo A. tamarii foi cultivado em meio liquido minimo contendo (m/v) 0,7%
KH2POy4; 0,2% Ky;HPO4; 0,05% MgSO4-7H,0; 0,16% (NH4).SO,4 e 0,06% de extrato
de levedura utilizando ou casca de maracuja-amarelo (de agora em diante
designada como amostra M) ou glicose (de agora em diante designada como
amostra G) a 1,0% (m/v) como fonte de carbono (JARAMILLO, 2014). Os cultivos
foram feitos em frascos Erlenmeyer de 2 L contendo 400 mL de meio liquido, com
pH ajustado em 6,8. O meio liquido foi inoculado com 1,0% (v/v) da suspenséao de
esporos contendo entre 10° e 10’ esporos/mL, contados em camara de Neubauer.
Para preparar a suspensao de esporos, o micélio foi raspado da cultura pura e

disperso em 50 mL de solucéo salina (NaCl — Vetec Quimica Fina/Sigma-Aldrich®,
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RJ, Brasil) a 0,9% (m/v) acrescida de 1 mL de solucdo de Tween® 80 (Dinamica®,
Diadema, Sao Paulo, Brasil) a 1,0% (v/v).

Os meios inoculados foram cultivados sob agitacdo constante em shaker a
120 rpm e 28°C, por 10 dias. De acordo com estudos anteriores realizados no
Laboratorio de Enzimologia (JARAMILLO, 2014), este tempo de -cultivo foi
determinado como o tempo necessario para a maxima producdo de pectinases por

A. tamarii.

4.2 Producdo de amostras para determinacéo de atividade enzimatica
A producdo de amostras para determinacdo da atividade enzimatica seguiu o
mesmo protocolo descrito no item 4.1, sendo modificados apenas a escala do cultivo

para frascos Erlenmeyer de 1 L e o volume de meio para 200 mL.
5  Preparo de amostras

5.1 Amostras para extracao de ergosterol

Ap6s 10 dias de cultivo o meio foi filtrado em funil de Bichner com papel de
filtro (Whatman N°1). O papel de filtro contendo a fracdo soélida foi acondicionado em
tubos Falcon de 50 mL, congelado a -80°C por 24 horas e liofilizado por 24 horas
(Liofilizador modelo K202, Liotop®,S&o Carlos, SP, Brasil). A massa seca foi entdo
removida do papel de filtro e triturada em gral com nitrogénio liquido, até a obtencéo
de um po fino e homogéneo. Este po6 foi acondicionado em um tubo Falcon de 50 mL

e armazenado a -80°C para ser utilizado como amostra de partida para extracao.

5.2 Amostras para determinacéo de atividade enzimatica

Uma aliquota de 40 mL da fracéo liquida obtida na filtracdo descrita no item
5.1 foi transferida para um tubo Falcon de 50 mL, ao qual foram adicionados 400 pL
de solucdo de azida sédica a 10,0% (v/v). Essa amostra, doravante denominada

extrato bruto (EB), foi armazenada a -20°C para analises subsequentes.

6 Determinacédo da atividade enzimética de pectinase

Os ensaios enzimaticos para determinacdo de atividade de pectinase foram
realizados em microescala (placa de 96 pocos) pelo método do acido dinitrosalicilico
(DNS), um ensaio colorimétrico desenvolvido por Miller (1959), com adaptacdes. Em
um poco foram adicionados 5 L de extrato bruto homogeneizado e 10 pL de pectina

a 1,0% (m/v) para serem incubados por 30 minutos a 50°C em termociclador
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(Mycycler Thermal Cycler, Bio Rad Laboratories, EUA). Apé6s a incubacdo, séo
adicionados 30 pL de DNS a mistura inicial, sendo novamente incubada por 10
minutos a 97°C. O conteudo de cada poco foi entdo diluido com a adi¢cdo de 150 pL
de agua destilada, homogeneizado e a absorbancia foi medida a 540 nm em um
espectrofotometro SpectraMax modelo M2e (Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA,
EUA). Foram realizados brancos para a enzima, no qual ndo se adicionou substrato,
e para o substrato, no qual ndo foi adicionado extrato bruto, com o objetivo de
descontar as contribuicbes de absorbancia relativas a enzima e ao substrato
isoladamente, contidas na absorbancia medida para o ensaio “teste”. Portanto, foi
calculado um saldo de absorbancias definido pela Equacdo 5. Todos 0s ensaios,

teste e brancos, foram feitos em quintuplicata.

Saldoensaio teste — Absteste - AbSBranco enzima ~— AbsBranco substrato

Equacgéo 5 — Formula para calculo do saldo de absorbancia dos ensaios teste.

Foi construida uma curva analitica para quantificacdo de acido galacturénico
(mg de acucar/15 pL de solucdo x Abs em AU) em funcdo da absorbancia obtida
para 7 niveis de concentracbes, cada nivel preparado em triplicata. A atividade
enzimatica foi calculada em Ul/mL (umol de agucar redutor formado por minuto por
mL de solucéo enzimatica), segundo a Equacéo 6.
[Saldo (AU) — b]/a

0,194 mg /umol o 103 uL
30 minutos 15 uL

Atv.Enz. (umol/min/mL) = Atv.Enz.(UI/mL) =

Equacgdo 6 — Formula para célculo da atividade enzimatica em funcéo do saldo de absorbancia dos
ensaios teste. b: coeficiente linear da curva analitica; a: coeficiente angular da curva analitica; 0,194
mg/umol é a massa molar do &cido galacturdnico; 30 minutos é o tempo de reagdo da enzima com o
substrato. O Ultimo termo da equacao é o fator de conversdo que transforma o volume de solugao
enzimatica de microlitros para mililitros, considerando a unidade da abscissa utilizada na calibragéo.

7 Determinacéo do teor de proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado segundo o método de Bradford
(BRADFORD, 1976). O extrato bruto foi diluido na proporcédo de 1:9 (v/v) para um
volume final de 160 pL, aos quais foram adicionados 40 uL do reagente de Bradford,
sendo homogeneizados no momento da mistura, em microplaca acrilica. Os ensaios
foram analisados por espectrofotometria UV-VIS a 595 nm (SpectraMax MZ2e,
Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, EUA). Foi utilizado o Kit Protein Assay (Bio
Rad Laboratories, EUA).
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Foi construida uma curva analitica para quantificar as proteinas totais (ug de
albumina bovina sérica (BSA) x Abs em AU) em funcdo da absorbancia obtida para
6 niveis de massa, sendo cada nivel preparado em triplicata. O teor de proteinas
totais foi calculado em mg/mL (mg de proteina por mL de extrato bruto), segundo a
Equacéo 7.

[(4bs —b)/a] xd _10°
103 160 L

Teor Proteinas Totais (mg/mlL) =

Equacédo 7 — Formula para calculo do teor de proteinas em mg de proteinas por mL de extrato bruto.
b: coeficiente linear da curva analitica; a: coeficiente angular da curva analitica. d: fator de diluicéo
da amostra (igual a 10 no experimento); 10°% é o fator de conversdo que transforma pg para mg de
proteinas. O ultimo termo da equacéo é o fator de conversao que transforma a massa de proteina em
160 pL para a massa em 1 mililitro, considerando o volume inicial de amostra diluida utilizado no
ensaio.

8  Analise dos extratos e quantificacdo do ergosterol

Os extratos foram analisados em um cromatografo liquido de ultra-alta
eficiéncia (UHPLC) modelo UltiMate 3000 (Thermo Scientific™ Dionex™, Sunnyvale,
CA, EUA), composto por um rack de solventes SRD-3600, sistema de bombas
ternarias DGP-3600SD, injetor automéatico WPS-3000SL, compartimento de coluna
TCC-3200 e detector de arranjo de diodos na regido UV-VIS modelo DAD-3000
conectados ao software Chromeleon® versdo 7.1.2 (Thermo Scientific™ Dionex™,
Sunnyvale, CA, USA).

As separacBes foram realizadas em duas colunas analiticas: RP-C18
LiChroCART® Purospher® Star (150 mm x 4,6 mm, 5 um) com sua respectiva pré-
coluna (Merck®, Darmstadt, Alemanha) e Kinetex® Core-Shell C18 (100 mm x 4,6
mm, 5 pm) com sua respectiva pré-coluna (Phenomenex®, Torrance, CA, EUA).
Sendo esta Ultima utilizada nos experimentos de validacao.

O método analitico foi adaptado de Montgomery e colaboradores (2000). A
separacao foi realizada em elui¢do isocratica com metanol 100% e fluxo de 1 mL
min™. Todos os solventes foram filtrados em membrana de PVDF (Modelo Durapore,
0,22 um, Merck® Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha) e degaseificados em
ultrassom por 30 minutos. O volume de inje¢&o foi fixado em 20 pL e a temperatura
da coluna foi mantida em 25°C. A detecgcdo se deu a 282 nm com aquisicdo de

dados espectrais (5 Hz).
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8.1 Quantificagcao e identificacdo do ergosterol

Uma curva analitica com 7 niveis de concentracdo foi construida para
quantificar o ergosterol. Uma solucéo-padréo estoque de ergosterol (2000 ug mL™)
foi preparada em diclorometano e diluicbes foram feitas nas concentracfes de
1000,0; 500,0; 100,0; 10,0; 1,0 e 0,1 pg mL™; para o volume final de 10 mL de
diclorometano. A partir de cada solucao, foi realizada uma nova diluicdo de 10 vezes
em metanol. A Tabela 3 exibe as concentracdes dos estoques em diclorometano e
as concentracdes das diluicbes para o volume final de 10 mL metanol. As diluicdes
em metanol foram filtradas em unidades de filtracdo para seringa (Millex®-GV, 13
mm, PVDF, 0.22 pm, Merck®, Darmstadt, Alemanha) diretamente em vials de 2 mL
antes de serem injetadas. Todas as solu¢des-padrdo foram estocadas em tubos
Falcon a -20°C.

Tabela 3 — Concentra¢des (ug/mL) dos estoques em diclorometano e concentragdes obtidas para
curva analitica.

Estoques 0,1 1,0 10,0 100,0 500,0 1000,0  2000,0
Curva 0,01 0,1 1,0 10,0 50,0 100,0 200,0

A identidade do ergosterol foi confirmada pela comparagcdo do tempo de
retencdo e espectro UV (240 a 800 nm) do analito nos extratos e em solucdes-
padrao.

A linearidade foi avaliada pelo método de regresséo por minimos quadrados e
o coeficiente de determinacdo (r’) foi utilizado para mensurar a extensdo da
variancia dos dados explicada pela equacdo. A significancia dos coeficientes da

curva foi determinada por IC 95%.
9 Otimizacédo da extracdo de ergosterol

9.1 Protocolo inicial

O procedimento de extracdo inicial foi adaptado de Young (1995) e
Montgomery e colaboradores (2000) e esta esquematizado na Figura 6. Aliquotas
das amostras M e G (150 mg) foram colocadas em tubos Falcon e tratadas com 2,5
mL de NaOH a 2 mol/L. O conteudo dos tubos foi homogeneizado em vortex e
mantido no escuro por 30 minutos para ser saponificado. Em seguida, foram
adicionados 2 mL de metanol, os tubos foram selados com filme plastico e
individualmente irradiados em um forno micro-ondas domeéstico (Brastemp Ltda.,

Manaus, AM, Brasil) por 20 segundos a 40% da poténcia nominal (460 W de 1150
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W). Os tubos foram colocados no escuro para esfriar por 15 minutos, apds os quais
foram novamente irradiados por 10 segundos na mesma poténcia. Apés mais 15
minutos de resfriamento, o contedudo dos tubos foi submetido a neutralizacdo
estequiométrica com 2,5 mL de HCI 2 mol/L, apos a qual foram adicionados 2 mL de
metanol. Em seguida, foram adicionados 5 mL de pentano e os tubos foram agitados
em vortex por 2 minutos. Esta etapa foi repetida mais 2 vezes e as 3 fraches
pentanicas foram recolhidas para um novo tubo. O pool de extrato pentanico foi
transferido para tubos Eppendorf de 2 mL para secagem em centrifuga a vacuo
(Concentrator Plus modelo 5305, Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) ajustado em
30°C e modo V-AL (concentracdo para solugbes alcodlicas, 1.400 rpm). O sélido
formado foi ressuspendido em 1,8 mL de metanol grau cromatografico, sonicado por
alguns minutos até a dissolucédo do precipitado e filtrado em unidades de filtracdo
para seringa (Millex®-GV, 13 mm, PVDF, 0.22 pum, Merck®, Darmstadt, Alemanha)

diretamente em vials de 2 mL, para analise por HPLC-DAD.

Aliquota de
amostra
triturada

|| Evaporagaoem
centrifuga a
vacuo

Coleta fragdo
pentanica

Adicdo de
pentano e
centrifugacao*

Saponificacao
(NaOH)

Ressuspensao
em MeOH

Adig3o de Adig3o de Filtragdo
MeOH MeOH (0,22 pum)

Irradiacao com Neutralizacao Analise por
micro-ondas (HCI) HPLC-DAD

Figura 6 —Representagdo esquematica do protocolo de extracdo de ergosterol assistida por micro-
ondas. Quadros com contorno vermelho indicam as etapas consideradas nos experimentos de
otimizacdo. * A etapa de centrifugacdo foi incluida na tentativa de facilitar a coleta de fracdes
penténicas.
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9.2 Adaptacéao do protocolo inicial

Imediatamente antes da adi¢cdo do pentano, foi incluida no procedimento uma
etapa de extracdo com acetonitrila (ACN). A quantidade de ergosterol extraido de
uma mesma amostra foi medida em 8 extracdes de 5 mL de ACN, sendo que cada
sobrenadante de ACN foi coletado separadamente e, a partir de cada um, foi
executada a etapa subsequente: extracdo com 5 mL de pentano. Cada extrato,
correspondente a uma lavagem de ACN, foi analisado por HPLC-DAD e a extenséo
da quantidade de ergosterol extraida foi mensurada relativamente ao montante total

extraido nas 8 lavagens (Equacéao 8).

m(erg)n
8

X 100
n=1m(erg)n

% Ergosterol,, =

Equacdo 8 — Formula para calculo da quantidade relativa (percentual) de ergosterol extraido na
lavagem n. m(erg): massa de ergosterol na enésima lavagem.

9.3 Delineamento experimental e otimizacdo da extracao

Em todos os experimentos de otimizacdo foram utilizadas as amostras M,
devido a sua maior complexidade em relagdo as amostras G. Com o intuito de
maximizar a quantidade de ergosterol obtida na extracdo, experimentos fatoriais

foram delineados em trés etapas:

i) triagem de variaveis do experimento;
i) mensuracao dos efeitos e determinagéo dos niveis 6timos; e

iii) modelagem matematica e previs@o de niveis 6timos pelo modelo.

A variavel resposta foi definida como microgramas de ergosterol por
miligramas de amostra (ug/mg).

Os resultados dos experimentos i) e ii) foram analisados com o software
Microsoft Excel® 2010 (Redmond, Washington, EUA), conforme descrito por Tedfilo
e Ferreira (2006) e por Barros Neto e colaboradores (2010). A significancia
estatistica dos efeitos foi avaliada pela construcdo de intervalos de confianga com
95% de confianca (IC 95%), sendo considerados significativos os efeitos cujos IC
nao continham o valor zero.

Os resultados do experimento iii) foram analisados com o software Design-
Expert versao 7.0.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, EUA). O modelo foi submetido

a analise de regressao por ANOVA a 5% de significancia.
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9.3.1 Triagem de variaveis

Visando determinar quais fatores s&o significativos sobre a resposta, foi
delineado um experimento fatorial fracionario 2°% (5 fatores, 2 niveis cada, 8
ensaios), com ponto central em triplicata. Os fatores e respectivos niveis escolhidos
para a triagem estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Matriz de planejamento do fatorial fracionario 2> para triagem de fatores da extracdo de
ergosterol.

Fatores Niveis
Real Codificado -1 0 1
Tempo de irradiagéo (s) x1 25 20/10 45
Poténcia da irradiacao (W) X2 230 460 690
Volume de pentano (mL) X3 3,0 5,0t 5,0%/5,0*
NUm. de centrifugacfes x4 0 1 2
Massa de amostra (mg) x5 50,0 100,0 150,0

Valores separados por barra indicam que a etapa foi executada duas vezes (valor da primeira
execucao/valor da segunda execucao). ' O volume de pentano recuperado foi fixado em 3,0 mL.

Os coeficientes de contraste para os fatores x4 e x5 foram definidos pelas
relagbes geradoras 4 = 123 e 5 =12; a matriz de coeficientes de contraste esta
representada na Tabela 5. Os efeitos foram calculados pelo algoritmo matricial
descrito por Barros Neto e colaboradores (2010, p. 112) no software Microsoft Excel®
2010 (Redmond, Washington, EUA). A significancia dos efeitos foi determinada pela

construgéo de intervalos de confianca a 95%.

Tabela 5 — Matriz de coeficientes de contraste para os efeitos principais e os respectivos niveis
reais, por ensaio, no planejamento fatorial fracionario 2°2,

Ensaio Coeficientes de contraste Niveis reais
Média x1 X2 X3 x4 x5 x1 X2 X3 x4 x5
1 1 -1 -1 -1 -1 1 25 230 3,0 0 150,0
2 1 1 -1 -1 1 -1 45 230 3,0 2 50,0
3 1 -1 1 -1 1 -1 25 690 3,0 2 50,0
4 1 1 1 -1 -1 1 45 690 3,0 0 150,0
5 1 -1 -1 1 1 1 25 230 5,0/5,0 2 150,0
6 1 1 -1 1 -1 -1 45 230 5,050 O 50,0
7 1 -1 1 1 -1 -1 25 690 5,050 O 50,0
8 1 1 1 1 1 1 45 690 5,050 2 150,0
9 1 0 0 0 0 0O 20/20 460 5,0 1 100,0
10 1 0 0 0 0 0O 20/10 460 5,0 1 100,0
11 1 0 0 0 0 0O 20/20 460 5,0 1 100,0

Os ensaios 9, 10 e 11 representam a triplicata no ponto central.
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9.3.2 Mensuracao dos efeitos e comparac¢do do numero de irradiacdes

Para mensurar os efeitos para cada fator, foram realizados dois experimentos
fatoriais completos 22 (3 fatores, 2 niveis cada, 8 ensaios cada experimento = 16
ensaios) e 5 replicatas no ponto central.

No primeiro fatorial (1-IR), o fator tempo de irradiacdo foi executado com uma
irradiagao, enquanto no segundo (2-IR) foi executado com duas irradiagdes. A
comparacao entre o efeito de x1 dos Fatoriais 1-IR e 2-IR, bem como de seus
respectivos IC, forneceu conclusdes acerca do efeito do namero de irradiacbes
sobre a resposta. A matriz de planejamento estd representada na Tabela 6. A
Tabela 7 apresenta a matriz de coeficientes de contraste.

Tabela 6 — Matriz de planejamento dos fatoriais completos 2° para mensuracdo dos efeitos da
extracdo de ergosterol.

Fatores LR 2-IR
Niveis Niveis
Real Codificado -1 0 1 -1 0 1
Tempo de irradiagéo (s) x1 25 35 45 25/25 35/35  45/45
Volume de pentano (mL) X3 5,0' 10,0° 10,0%5,0' 5,0' 10,0° 10,0%5,0*
Massa de amostra (mg) x5 50,0 100,0 150,0 50,0 100,0 150,0

Valores separados por barra indicam que a etapa foi executada duas vezes (valor da primeira
execucao/valor da segunda execucdo). ' O volume de pentano recuperado foi fixado em 3,0 mL. 0
volume de pentano recuperado foi fixado em 7,0 mL.

Os efeitos foram calculados pelo algoritmo matricial descrito por Barros Neto
e colaboradores (2010, p. 112) no software Microsoft Excel® 2010 (Redmond,
Washington, EUA). A significancia dos efeitos foi determinada pela construgéo de

intervalos de confianca a 95%.

Tabela 7 — Matriz de coeficientes de contraste para os efeitos principais e intera¢des, bem como os
niveis reais, por ensaio.

Ensaio Coeficientes de contraste Niveis reais Interacdes?®
Média  x1 x3 x5 x1° x3 x5 x13 x15 x35 x135
1 1 -1 -1 -1 25 5 50 1 1 1 -1
2 1 1 -1 -1 45 5 50 -1 -1 1 1
3 1 -1 1 -1 25 10,0/50 50 -1 1 -1 1
4 1 1 1 -1 45 10,0/5,0 50 1 -1 -1 -1
5 1 -1 -1 1 25 5 150 1 -1 -1 1
6 1 1 -1 1 45 5 150 -1 1 -1 -1
7 1 -1 1 1 25 10,0/5,0 150 -1 -1 1 -1
8 1 1 1 1 45 10,0/5,0 150 1 1 1 1
9-13' 1 0 0 0 3 10 100 0 0 0 O
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! Os ensaios de 9 a 13 representam as 5 replicatas no ponto central. 2 Apesar de exibir apenas uma
irradiacéo para x1, considerar que no Fatorial 2-IR (Tabela 6) foram executadas duas irradiagdes. *
x13, x15 e x35 sao efeitos de interacdo de 22 ordem; x135 é o efeito de interacéo de 32 ordem.

Um modelo matemético fatorial foi determinado pelo software Design-Expert
versao 7.0.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, EUA). O modelo foi submetido a

analise de regressédo por ANOVA a 5% de significancia.

9.3.3 Modelagem matematica da extracao e otimizacéo

A otimizacdo foi realizada por Metodologia de Superficie de Resposta
utilizando o Planejamento Composto Central para o ajuste do modelo matematico.
Os resultados do experimento 1-IR foram utilizados para ajustar o modelo, sozinhos
ou com a realizacdo de seis ensaios adicionais (Tabela 8). A previsdo dos niveis
Otimos para os fatores foi feita utilizando como critério a maximizacao da resposta

(ug ergosterol/mg amostra).

Tabela 8 —Ensaios adicionais e respectivas respostas para modelagem dos dados de otimizagdo por
RSM.

, Tempo de Volume de Massa de Rend. em
Ensaio . L
irradiacdo (s) pentano (mL) amostra(mg) massa (ug/mg)

1 45 10/5 50 1,43+0,10
2 40 10/3 60 0,79+0,06
3 30 10/2 70 1,13+0,08
4 30 7 135 0,87+0,06
5 40 8 90 0,98+0,07
6 30 10 120 0,98+0,07

! Valores separados por barra indicam que a etapa foi executada duas vezes (valor da primeira

execucao/valor da segunda execucao). * Valores representados por resposta + desvio-padrao

10 Correlagéo entre quantidade de ergosterol e biomassa fungica

Massas de 10, 20, 30, 40 e 50 mg das amostras M e amostras G foram
aliguotadas em quintuplicata e submetidas a extracdo descrita no item 9.2. Os
extratos foram analisados por HPLC-DAD e a area do pico foi usada para ajustar
uma regressdo em relacdo as massas de amostra; a média das massas reais
medidas foi considerada na construcéo destas regressoes.

Os dados foram modelados utilizando o algoritmo matricial descrito por Tedfilo
e Ferreira (2006). A significancia de todas as regressoes foi avaliada por ANOVA (a
= 0,05) e a dos coeficientes pela construcdo de IC 95%, utilizando o software

Microsoft Excel® 2010 (Redmond, Washington, EUA).
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Com o objetivo de mensurar a biomassa fungica crescida em casca de
maracuja-amarelo, foram construidas duas regressdes: i) biomassa fungica pura
(amostra G) x area de pico do ergosterol, designada como curva G; e ii) massa de
amostra M x area de pico do ergosterol, designada como curva M. Para i e ii,
aliqguotas de 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0 mg foram extraidas em quintuplicata
conforme a extracdo adaptada descrita no item 9.2 e a quantidade de ergosterol foi
determinada.

Aplicando a técnica de comparacdo de métodos analiticos por regressao,
descrito por Miller e Miller (2010, p. 130), uma terceira regresséo foi determinada
plotando os valores da variavel resposta (area de pico do ergosterol) da curva M
contra os da curva G, sendo gerada uma terceira regressao linear (iii), designada
como curva de equivaléncia (ou curva Eq), do tipo Ay =a X A; + b, em que Ay
representa a area de pico do analito nas amostras M e Ag representa a area de pico
do analito nas amostras G.

Os coeficientes angulares e seus IC foram comparados, bem como os da
curva analitica de ergosterol, para verificar a equivaléncia das regressoes.
Regressdes cujas inclinacdes sejam estatisticamente iguais e cujos interceptos
sejam estatisticamente iguais a zero podem ser consideradas equivalentes, o que
pode ser facilmente determinado pela andlise de sobreposicdo dos IC (MILLER, J.
N.; MILLER, 2010, p. 131).

11 Curvas de crescimento de A. tamarii

A producdo de pectinases, de ergosterol e de proteinas totais pelo fungo A.
tamarii quando crescido em meio minimo contendo casca de maracuja-amarelo ou
glicose como fontes de carbono foram mensuradas a cada 5 dias durante um
periodo de 30 dias. O cultivo foi realizado como descrito nos itens 4.2 e 5.2, sendo
gue foi preparado um frasco Erlenmeyer para ser processado em cada dia. Foram
determinados a atividade de pectinases (conforme item 6), o teor de proteinas totais
(conforme item 7) e a quantidade de ergosterol (conforme item 8.1, sendo que foi
utilizado o protocolo otimizado de extragdo de acordo com os resultados do

planejamento fatorial completo 23).

11.1 Estimacédo da biomassa fungica pelo ergosterol
As regressodes determinadas pelos dados do experimento descrito no item 10

foram utilizadas para estimar a biomassa flngica pura em cada dia da curva de
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crescimento. Para a curva de crescimento com CMA como fonte de carbono, a érea
de pico do analito encontrada, em cada dia, foi convertida para area de pico
equivalente em uma amostra G, por meio da curva de equivaléncia (curva Eq). O
valor obtido foi entdo convertido em massa de amostra G, considerada aqui como
biomassa fungica pura, utilizando a curva G.

Para estimar a biomassa fangica na curva de crescimento feita com glicose
como fonte de carbono, a area de pico do ergosterol, em cada dia, foi convertida em

massa micelial a partir da curva G.
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V  RESULTADOS E DISCUSSAO

1 Quantificacdo do ergosterol e validacdo do método

O método apresentou boa repetibilidade, com coeficiente de variacdo CV <
8,7% para todas as analises realizadas, e boa linearidade na faixa de trabalho (0,01
a 200 pg/mL), com R? > 0,999 (p < 107 (Figura 7). A anélise estatistica dos
parametros da equacédo indicou que o intercepto é estatisticamente igual a zero, de
onde se infere que a auséncia de analito fornece absorbancia igual a zero. A partir
dos dados da curva analitica, 0 método apresentou boa sensibilidade, com limites de
deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) estimados entre 0,01 e 0,1 ug/mL e 0,1 e
1,0 pg/mL, respectivamente, pelo método da relacéo sinal-ruido (S/N) (ICH, 2005).

y =0,4461x - 0,0314
R? =0,9999

-10 15 40 65 90 115 140 165 190 215
Concentracio (ug/mL)

Figura 7 — Curva analitica do ergosterol. Areas de cada ponto foram determinadas em
triolicata. Andlises realizadas na coluna Kinetex Core-Shell.
A coluna analitica LiChroCART foi substituida pela coluna Kinetex Core-Shell,
0 que reduziu o tempo de retencdo medio do analito de 10,6 minutos para 2,8
minutos, com tempo total de corrida reduzido de 15 para 5 minutos (Figura 8, A).
Isso representou um ganho substancial em tempo de analise e economia de

solventes.
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Figura 8 — A) Cromatogramas referentes ao padréo analitico de ergosterol a 100 ug/mL,
com eluicdo na coluna C18 Core-Shell Kinetex (*) ou na coluna C18 LiChroCART (**); B)
Cromatogramas referentes a curva analitica (Figura 7). Cada ponto da curva é
demonstrado em uma linha distinta.

O método cromatografico apresentou seletividade na separacdo do ergosterol

obtido pela extracéo assistida por micro-ondas (Figura 9), ndo sendo observada co-
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eluicdo em nenhuma das amostras analisadas. A pureza do pico foi atestada pelo
Match Factor (concordancia na sobreposicdo do espectro UV das amostras e do
padrao analitico) = 99,5% nas amostras G, e = 99,4% nas amostras M (Figura 9).
Em nenhum extrato analisado observou-se a presenca de interferentes ou
substancias detectaveis a 282 nm que atrapalhassem a deteccdo do ergosterol. O
tempo de retencdo médio do analito nas condi¢des iniciais de separacéo foi de 10,65
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Figura 9 — Cromatogramas obtidos a partir da analise dos extratos de amostra G (A) e amostra M
(B). Em cada cromatogramas estdo representados os espectros obtidos para cada tipo de amostra.
** Espectro obtido da andlise do padréo analitico de ergosterol.
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De acordo com a normatizacdo Q2(R1) da Conferéncia Internacional de
Harmonizacdo sobre validacdo de procedimentos analiticos (ICH, 2005), a
substituicdo da coluna é um dos procedimentos de teste de robustez em
cromatografia liquida, desde que a mudanca deliberada ndo comprometa a
confiabilidade dos resultados. Os resultados demonstram que o método é robusto,
pois a mudanca de coluna ndo provocou prejuizo na qualidade do sinal analitico,
aumentando a eficiéncia cromatografica medida em pratos tedricos e mantendo a
repetibilidade instrumental.

Ensaios de adicdo de padrdo foram executados para avaliar a exatiddao do
método. Esse tipo de ensaio é indicado quando € impossivel preparar um branco da
amostra, isto €, uma amostra sem a substancia de interesse mas com o restante de
sua composicao idéntica a original (RIBANI et al., 2004). Foi observado um intenso
efeito de matriz, com recuperacdes do padrdo adicionado na faixa de 19,5% a
63,2%. O forte efeito de matriz demandou uma nova estratégia para incluir em uma
calibracdo o efeito das matrizes em amostras M e G. Dessa forma, optou-se por
construir uma regressao correlacionando diretamente a massa de amostra a
quantidade de ergosterol obtida dela.

Até o presente momento, 0s resultados e observacdes experimentais indicam
a impossibilidade de se determinar a exatiddo do método analitico por técnicas
convencionais. Segundo Ribani e colaboradores (2004), a comparacdo de um
método novo com métodos de referéncia pode ser utilizada para atestar a exatidao,
desde que a incerteza do método de referéncia seja conhecida e que ambos tenham
aplicacdo para a mesma amostra. Entretanto, ndo h& na literatura relatos de
métodos cromatograficos para determinacdo de ergosterol em amostras como as
utilizadas neste trabalho. A inexisténcia de materiais certificados de referéncia
também representa um obstaculo para esse requisito de validacdo. Mais estudos
Sa0 necessarios para superar este problema. Com isto, considera-se aqui que 0

presente método analitico esta parcialmente validado.
2 Otimizacéo da extragéo

2.1 Adaptacédo do protocolo inicial
Nas extracbes de amostras M, foi observada a formacdo de uma espécie de
goma quando da agitacdo do tubo apds a adicdo do pentano. Uma explicacédo

plausivel para isto € que o tratamento alcalino somado ao aquecimento por micro-
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ondas podem contribuir para a extragdo de pectina proveniente da casca de
maracuja. Dados da literatura sustentam que em pH alcalino, enzimas da classe das
pectato liases (PaL) podem promover a despolimerizacdo da pectina pelo
mecanismo de B-eliminacdo (ABBOTT; BORASTON, 2008). A degradacdo nao
enzimatica da pectina pode ocorrer também pelo mesmo mecanismo, sendo
aumentado em pH alcalino e temperaturas elevadas (DIAZ et al., 2007). Supbe-se
gue o tratamento alcalino e o aquecimento da amostra durante a extracao possa ter
removido, em alguma extensao, a pectina presente na CMA.

De acordo com Srivastava e Malviya (2011), os métodos de extracdo de
pectina utilizam basicamente duas etapas: aquecimento (por fervura em agua ou por
micro-ondas) e floculacdo pela adicdo de etanol ou isopropanol, exemplificado no
trabalho de Seixas e colaboradores (2014). Sugere-se que no momento da adicéo
do pentano, solvente fortemente apolar, seguida de agitacdo em vortex, a fracao
soluvel de pectina tenha formado agregados insollveis, 0 que justificaria a formacéo
da goma.

Para superar este obstaculo, foi proposto acrescentar uma etapa de extracao
com ACN antes da extracdo com pentano. Esta alteragéo fez com que nao mais se
observasse a formacao dos agregados e o extrato permaneceu fluido, possibilitando
a remocao da fracdo com ACN para outro tubo, no qual seria feita a extracdo com
pentano. Isso permitiu ainda evitar o contato com o residuo solido remanescente.

A partir do sucesso da adaptacdo do protocolo, seguiu-se com a otimizacao
da extracdo com ACN, buscando maximizar a quantidade de ergosterol extraida em
funcdo do numero de lavagens, conforme descrito no item 9.2. Os resultados desta

otimizacao estéo representados graficamente nas Figuras 11, 12 e 13.
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Figura 10 — Massa absoluta de ergosterol em cada extragdo. Rotulos dos pontos representam a
massa de ergosterol (Lg) para cada extragao.

Esses resultados mostram que as amostras M parecem apresentar uma
resisténcia a extragdo do ergosterol (“pico” observado na Figura 10) possivelmente
relacionado a maior complexidade da amostra em comparacdo a amostra G (sem
CMA), sendo necessério realizar mais etapas de extracdo quando comparado as
amostras G, que com uma extracdo forneceu quantidade de analito similar a de duas

extracOes da amostra M (Figura 11).

1.200,0
3
® 1.000,0
3 _‘
€ 956.5 1.002,5
S 800,0 935,8 :
S 770,6
2 6000
o
2
® 400,0 3141 3182 3193 3201 3208
'g 235,5 = —_ = |
2 200,0
£ 35,5
0,0

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Numero de extragoes

—¢=—Amostra M =@ Amostra G

Figura 11 — Massa acumulada de ergosterol em cada extracdo. Rétulos dos pontos representam a
massa de ergosterol (ug) para cada extragcéo
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Embora as amostras G tenham fornecido uma quantidade de ergosterol
bastante inferior as amostras M, 97,91% do total de ergosterol das amostras G foi
extraido até a 42 extracdo, demonstrando que a amostra foi praticamente exaurida
até esta etapa, conforme ilustra a Figura 12. J4 as amostras M forneceram mais que
o dobro da quantidade de ergosterol quando comparadas as amostras G até a 42
extracdo, representando 76,87% do total extraido. Apesar de a 52 extracdo ainda
aumentar a quantidade de ergosterol (90,83%), 0 maior tempo necessario para a
quinta extracdo (consideravel quando se tem um numero grande de amostras),
aliado ao maior nivel de interferentes analiticos, foram determinantes na escolha do

protocolo com quatro lavagens.
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Figura 12 — Porcentagem acumulada de ergosterol extraido em fun¢éo do nimero de extragdes com
ACN. Rétulos dos pontos representam a porcentagem acumulada de cada extragdo.

Dessa forma, ficou estabelecido que o protocolo adaptado compreende quatro

extragbes com ACN, previamente a extragcdo com pentano.

2.2 Triagem dos fatores

Os resultados do experimento de triagem descrito na Tabela 4 estdo
mostrados na Tabela 9. O experimento de otimizacdo do numero de extracbes com
ACN foi desconsiderado nesta etapa, tendo em vista que quatro lavagens foram
estabelecidas e fixadas como protocolo 6timo.

A média representa o valor médio de todos 0s ensaios realizados neste
fatorial e, no caso, ela é significativa, o que implica que é estatisticamente diferente

de zero. Em termos experimentais, isso significa que a extracdo fornece em média
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uma quantidade de ergosterol diferente de zero, isto é, € possivel obter o ergosterol
por este protocolo.

Tabela 9 — Contrastes calculados para cada fator considerado na triagem.

Fatores Contrastes - I -
Lim. Inf. Lim. Sup.

Média 2,042* 1,400 2,684
Tempo de irradiagédo (1) 0,273 -1,012 1,557
Poténcia de irradiacéo (2) -0,733 -2,017 0,552
Volume de pentano (3) 1,618* 0,333 2,903
Num. de centrifugacdes (4) -0,399 -1,684 0,885
Massa de amostra (5) -0,928 -2,213 0,356

* Contrastes estatisticamente significativos (p < 0,05). A tabela resume apenas 0s contrastes
principais, omitindo o niumero extensivo de interagbes possiveis. Lim. Inf.: limite inferior do IC; Lim.
Sup.: limite superior do IC.

Pela andlise dos intervalos de confianca, apenas o fator 3 (volume de
pentano) foi significativo e, por isso, foi escolhido para integrar os proximos
experimentos de otimizacdo. Seu valor foi positivo, o que implica dizer que quanto
maior o volume de pentano utilizado, maior a quantidade de ergosterol obtida na
extracao.

Aqui ndo se pode, ainda, determinar o nivel +1 (5,0/5,0 mL) como 6timo em
carater definitivo, pois o planejamento fracionario implica a introducdo de
confundimento nos valores dos contrastes e das interacdes, o que dificulta a
interpretacdo dos contrastes para fins de otimizacado, especialmente no caso de uma
fracdo quarta, na qual o numero reduzido de ensaios (8 dos 32 para um
planejamento completo) limita a quantidade de contrastes que podem ser
interpretados através de um modelo matematico fatorial (BARROS NETO et al.,
2010, p. 275).

Contudo, o contraste observado para o fator 1 (tempo de irradiacéo) foi
positivo (maiores tempos fornecem mais ergosterol), 0 que ndo concordou com 0
gue era esperado para este fator: submeter a amostra a maiores tempos
provavelmente degradaria o analito, j& que o extrato seria aquecido por mais tempo.
Por esse motivo, este fator foi mantido para ser novamente avaliado no proximo
planejamento fatorial.

O fator 2 (poténcia da irradiacdo) apresentou o0 contraste negativo, 0 que

demonstra que poténcias maiores reduzem a quantidade de ergosterol obtida na
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extracdo. Por ndo ser significativo, este fator ndo foi mais considerado nos
experimentos seguintes, sendo fixado no valor utilizado no protocolo original: 460 W,
40% da poténcia nominal.

No procedimento inicial ndo havia uma etapa de centrifugacdo, que foi
incluida neste estudo de triagem para avaliar se esta operacgdo, realizada apoés a
mistura do pentano, facilitaria a deposicdo de sélidos e posterior coleta da fragédo
pentanica para secagem. O contraste do fator 4 (centrifugacéo) foi negativo e nao
significativo. Optamos por manter o protocolo inicial de extracdo sem esta
centrifugagcdo, pois o contraste negativo indica que o aumento do numero de
centrifugacdes reduz o ergosterol extraido, ndo havendo mais razdo para inclui-la
em experimentos posteriores.

Em relacéo ao fator 5 (massa de amostra), o contraste calculado foi negativo
e nao significativo, o que levaria a sua exclusédo dos experimentos subsequentes.
Entretanto, levando em consideracéo que o fator 3 foi significativo e seu contraste foi
positivo, 0 contraste para a interacdo entre 3 e 5 (contraste 35, |é-se “contraste trés
cinco”) foi analisado. O contraste 35 foi igual a -0,399, do qual se pode inferir que o
aumento simultdneo do volume de pentano e da massa de amostra, de -1 para +1,
promoveria uma reducdo de 0,399 unidades na resposta considerada (ug
ergosterol/mg amostra). Além disso, a diminuicdo da massa de amostra €
metodologicamente interessante, ja que aumenta o rendimento de cada cultivo. Com
a reducdo da massa de amostra de 150 mg (protocolo inicial) para 50 mg (protocolo
6timo), a quantidade de amostra gerada por cultivo permitira realizar trés vezes mais
extracoes.

Apesar disso, a interacdo 35 esta confundida com o contraste principal 4, que
por sua vez foi estabelecido por meio do confundimento com a interacdo 123, a
partir da relacdo geradora 4=123 (conforme item 9.3.1). Devido ao confundimento,
nao € possivel considerar o valor da interacdo 35 como o que de fato ira impactar
numericamente a resposta. Essa conclusdo nos levou a manter o fator massa de
amostra no planejamento fatorial completo que foi realizado em seguida.

Dessa forma, os fatores selecionados neste estudo de triagem foram o tempo

de irradiacao (x1), o volume de pentano (x3) e a massa de amostra (x5).



64

2.3 Estimacéo dos efeitos e comparacdo do numero de irradiacbes

O resultado dos planejamentos fatoriais descritos na Tabela 6 est4 explicito
no grafico mostrado na Figura 13. O calculo dos efeitos associados a cada
parametro esta apresentado na Tabela 10. Observa-se que os fatores (x1, x3, x5 —
tempo de irradiacdo, volume de pentano, quantidade de amostra), de forma
independente, atuam de forma positiva em relacdo a resposta (massa de ergosterol/
massa de amostra). Porém, quando analisados em conjunto, percebe-se que 0
aumento de uma variavel pode ser prejudicial para outra.
Tabela 10 — Andlise de efeitos principais e das interacdes entre os fatores x1 (tempo de irradiacdo),

x3 (volume de pentano) e x5 (massa de amostra) em relagdo a resposta (g de ergosterol/mg de
amostra). Comparacao entre uma e duas irradiacfes

Efeitos 1-IR 2-IR
principais IC IC
int:rgzéo Efeitos Lim. Inf.  Lim. Sup. Efeitos Lim. Inf.  Lim. Sup.
Média 0,9329* 0,8871 0,9787 0,8614*  0,8156 0,9072
x1 0,1009* 0,0094 0,1925 0,0559  -0,0357 0,1475
x3 0,3698* 0,2782 0,4614 0,3718*  0,2802 0,4634
x5 0,0339 -0,0577 0,1255 0,0926*  0,0010 0,1842
x13 0,0231 -0,0685 0,1147 0,0974*  0,0058 0,1890
x15 -0,0931*  -0,1847 -0,0015 0,0550 -0,0366 0,1466
x35 0,0800 -0,0116 0,1715 0,0209 -0,0707 0,1125

X135 -0,1097*  -0,2013 -0,0181 0,0442  -0,0474 0,1358

* Efeito estatisticamente significativo (p < 0,05). IR= Irradiacdo; Lim. Inf.: limite inferior do IC; Lim.
Sup.: limite superior do IC.

Comparacao entre uma e duas irradia¢oes
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M x1 x3 x5 x13 x15 x35 x135

Média, efeitos principais e interagoes

Figura 13 — Comparagdo das médias, efeitos principais e efeitos de interacdo dos
fatoriais 1-IR e 2-IR
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Pela analise da Tabela 11 e da Figura 14-B, nota-se que o0 ensaio que
forneceu a maior resposta foi o de numero 4, seguido pelo ensaio 7. Entre eles, a
diferenca no delineamento é a inversdo dos niveis do tempo de irradiacdo e da

massa de amostra, para um mesmo volume de pentano utilizado.

Tabela 11 — Discriminagéo de niveis dos ensaios do fatorial 1-IR e as respostas obtidas por ensaio.

Variaveis reais

Ensai Rendimento
nsaio Tempo de Vol. de Massa de (ug/mg)*
. T Hg/mg
irradiacdo (s) pentano (mL) amostra (mg)
1 25 5 50 0,74+0,05
2 45 5 50 0,80+0,06
3 25 10/5 50 0,90+0,06
4 45 10/5 50 1,22+0,09
5 25 5 150 0,68+0,05
6 45 5 150 0,77+0,05
7 25 10/5 150 1,21+0,09
8 45 10/5 150 1,14+0,08

Valores separados por barra indicam que a etapa foi executada duas vezes (valor da primeira
execucao/valor da segunda execuc¢éo). * Valores representados por resposta * desvio-padrao.
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Figura 14 — Superficies de resposta do modelo fatorial de 1-IR. A) Superficie que descreve as
respostas para a massa fixa em 50 mg. O apice, na regido vermelha da superficie, representa o
ponto 6timo previsto pelo modelo. B) Superficie que descreve as respostas para volume de
pentano fixo em 10/5 mL.

No sistema experimental deste trabalho, observa-se que a realizacéo de duas
irradiacdes, como preconizado no protocolo original de Montgomery e colaboradores
(2000) ndo € mais eficiente, em termos de extracdo de ergosterol, do que a
realizacdo de uma sO irradiacdo; o protocolo proposto por Young (1995), que
preconiza apenas uma irradiacdo, representa um protocolo mais adequado ao

presente contexto experimental. Além disso, como se observa que o valor zero esta
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compreendido no IC para duas irradiagbes (2-IR), significa que fazer duas
irradiagdes, independente da duragcdo, n&o influencia o0 rendimento
significativamente (TEOFILO; FERREIRA, 2006), logo esse fator € inerte.

Comprova-se ainda a auséncia de acréscimo de efeito da segunda irradiacao
guando comparamos os dados do fator x1 (tempo de irradiagcdo) dentro dos dois
fatoriais (Figura 15). Como existe sobreposicdo dos intervalos de confianca (IC -
calculos ndo demonstrados), conclui-se que ndo existe diferenca estatistica entre
fazer uma e duas irradiacoes.

Por isso, a escolha do tempo de irradiacdo no protocolo com duas irradiacdes
ficaria a critério do experimentador. Deve-se, porém, considerar que o efeito
calculado para duas irradiacbes, mesmo nao sendo significativamente diferente, é
menor que para uma irradiacdo. Dessa forma, convém ndo realizar a segunda

irradiacao, pois isso representaria, na pratica, uma tendéncia a perda de analito.

Comparacgao entre efeitos x1 com uma e duas IR

2,5

2,0

1,5

1,0 &{11r; 1,01
0,5 2-IR; 0,56

0,0

Efeitos

-0,5
Fator x1 em 1-IR e 2-IR

Figura 15 — Comparacdo dos efeitos do fator x1 entre uma e duas irradiacdes. As barras
representam o IC 95%.

O estudo desta comparacdo demonstrou ser muito relevante, pois, na
hipotese de esta etapa ter considerado apenas o fatorial com duas irradiacdes, 0s
resultados levariam a conclusdo de que qualquer tempo de irradiacdo (duas
irradiacdes de 25, 35 ou 45 segundos) poderia ser escolhido como 6timo, uma vez
gue este fator ndo foi significativo, sem que, todavia, houvesse evidéncia de que

uma irradiacdo € capaz de extrair mais ergosterol que duas irradiagbes. Com base
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nestas interpretacdes, percebe-se que a segunda irradiacdo é dispensavel, e, por
consequéncia, optou-se por retird-la do protocolo otimizado.

Considerando que o fator x1 no fatorial com apenas uma irradiacdo foi
significativo e positivo, ficou estabelecido que o tempo de irradiacdo sera o
designado pelo nivel +1, isto é, 45 s.

Para o fator x3 (volume de pentano), o efeito foi significativo e positivo, 0 que
nos levou a escolher o nivel +1 para o protocolo, isto €, uma lavagem de 10 mL
seguida de outra lavagem de 5 mL. Para minimizar o erro experimental, o volume de
pentano coletado foi fixado em 7 mL na primeira extragdo e 3 mL na segunda.

J& para o fator x5 (massa de amostra) o efeito nao foi significativo e positivo.
Por ndo ser significativo, qualguer massa poderia ter sido escolhida para compor o
protocolo 6timo de extracdo, embora o valor positivo indique que se deva escolher o
nivel +1 (150 mg). Entretanto, as interagfes 15 e 135 sdo negativas e significativas
(Tabela 10), o que significa dizer que o aumento da massa tem um papel importante
na reducdo da resposta quando associada ao aumento simultaneo do tempo de
irradiacdo (interacdo 15) e também quando associada ao aumento simultaneo dos
trés fatores juntos (interacdo 135). E importante ressaltar também que mesmo que o
efeito principal de x5 (massa de amostra) seja positivo, os efeitos de interagdo 15 e
135 (-0,0931 e -0,1097, respectivamente) sdo, em modulo, maiores que o efeito
principal 5 (0,0339), significando que o incremento na resposta quando se usa a
massa de amostra em +1 (150 mg) ndo supera o decréscimo quando se utiliza em
paralelo o tempo de irradiagdo em +1 ou todos os fatores em +1. Uma vez que o
tempo de irradiagdo 6timo j& foi determinado como o do nivel +1 e somando-se a
isso a praticidade de uso de amostras menores, convém que o nivel para o fator
massa de amostra seja estabelecido como 6étimo em -1 (50 mg).

Por esse experimento, definiu-se que o numero de irradiacdes no micro-ondas
necessario era de um, o melhor tempo de irradiacéo foi de 45 segundos, o volume
de pentano 6timo para a extracdo foi de 15 mL (10 + 5 mL), e a massa de amostra a
ser utilizada por ensaio foi de 50 mg. A Tabela 12 sumariza os niveis adotados no

protocolo original e no otimizado.
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Tabela 12 — Comparacao entre os niveis no protocolo original e no otimizado pelo modelo fatorial.

Fatores Protocolo Protocolo
Real Codificado original otimizado
Tempo de irradiacéo (s) x1 20/10" 45
Volume de pentano (mL) X3 5 10,0/5,0*
Massa de amostra (mg) x5 150 50

uantidade de ergosterol extraido
° (ug/mg agmostra) y 1,17+0,08* 1,22+0,09*

' Valores separados por barra indicam que a etapa foi executada duas vezes (valor da primeira
execucao/valor da segunda execucéao). * Valores representados por resposta * desvio-padrao.

Um modelo fatorial com todas as interacdes foi ajustado aos dados do fatorial
1-IR. O modelo (Equacéo 9) foi submetido a ANOVA (

Tabela 13) e foram geradas superficies de resposta para este planejamento
fatorial.

O modelo apresentado na Equacdo 9 é estatisticamente significativo, sendo
que alguns de seus termos nao sao significativos. O coeficiente de determinagéo (r2)
foi de 0,9848 e o r2 ajustado foi de 0,9581. Na modelagem contendo todos o0s
fatores, com efeitos principais e interacfes até terceira ordem, ndo sobram graus de
liberdade para avaliacdo do ajuste do modelo. Entretanto, a FV designada por
“Curvatura” representa a adequacado do modelo aos pontos centrais, isto €, 0 quao
bem o modelo prevé a resposta quando os fatores estdo no nivel zero. Uma
curvatura significativa implica que o modelo ndo descreve bem a regido central, pois
o modelo é linear e a analise identificou residuos grandes nesta regido. Mesmo que
a ANOVA nao tenha calculado a falta de ajuste, a curvatura significativa demonstra
que o modelo ndo descreve bem todo o dominio experimental. Um modelo com
termos quadraticos ou cubicos deve ser testado.

Yt = 1,035 —-9,887 x 10734 — 0,064B — 5,680 X 1073C + 2,425 x 1073AB
+ 1,263 x 107*AC + 9,278 X 107 *BC — 2,194 X 10™°ABC

Equacéo 9 — Modelo fatorial para os dados do planejamento 1-IR.

A partir do modelo, o software previu como ponto 6timo (Figura 14) a resposta
obtida pela mesma combinag&o de niveis determinada a partir da interpretagdo dos
efeitos (Tabela 12), mas novas predicbes devem ser feitas por um modelo melhor

ajustado aos dados.



Tabela 13 — Andlise de variancia para o modelo fatorial de 1-IR (Equacéo 9).
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FV SQ gl MQ Valor de F p-valor
Modelo 0,35147 7 0,05021 36,90581 0,0018*
A-Tempo de irradiacdo 0,02038 1 0,02038 14,98080 0,0180*
B-Volume de pentano  0,27353 1 0,27353 201,05227  0,0001*
C-Massa de amostra 0,00230 1 0,00230 1,69320 0,2631
AB 0,00106 1 0,00106 0,78232 0,4264
AC 0,01734 1 0,01734 12,74559 0,0234*
BC 0,01278 1 0,01278 9,39697 0,0375*
ABC 0,02407 1 0,02407 17,68953 0,0136*
Curvatura 0,51904 1 0,51904 381,50294 < 0,0001*
Erro puro 0,00544 4 0,00136
Total 0,87595 12

* Fontes de variacdo estatisticamente significativas (p < 0,05).

2.4 Modelagem matematica da extracao por RSM
Utilizando o mesmo software, os dados do fatorial 1-IR foram modelados de
acordo com um planejamento composto central (CCD) pela Metodologia de
Superficie de Resposta (RSM), visando melhorar o ajuste do modelo no interior do
planejamento. A modelagem foi feita utilizando os dados do fatorial 1-IR, acrescidos
de seis ensaios adicionais, dos quais o primeiro € uma repeticdo do ensaio de 1-IR
gue forneceu a maior resposta (ver Tabela 11), para tentar melhorar o ajuste do
modelo (Tabela 8).

O ajuste dos dados de 1-IR por CCD indicou que um modelo quadratico com
interacbes de segunda ordem era significativo (R> = 0,9663; p = 0,0021), mas
apresentava falta de ajuste (p = 0,0136) (Figura 16). Dessa forma, as respostas para

0s 6 ensaios adicionais da Tabela 8 foram incluidas na modelagem.
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Figura 16 — Superficies de respostas construidas por RSM a partir dos dados de 1-IR sem ensaios
adicionais. A) Superficie para massa fixa em 50 mg. B) Superficie para tempo de irradiagdo fixo em

45 segundos.
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J& para ajustar um modelo aos dados de 1-IR com as respostas dos ensaios
adicionais, foi necessario um modelo com interacbes de segunda ordem e
completamente quadratico em A (tempo de irradiacdo), excluindo-se alguns termos
nao significativos para que o modelo fosse significativo e ndo houvesse falta de
ajuste (chamado modelo modificado). A Tabela 14 sumariza a ANOVA para este
modelo, cuja equacao esta representada na Equacéo 10. As superficies de resposta

para este modelo estédo representadas na Figura 17.
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Figura 17 — Superficies de resposta construidas por RSM a partir dos dados de 1-IR com os ensaios
adicionais. A) Superficie para massa fixa em 50 mg. B) Superficie para tempo de irradiagéo fixo em
45 segundos.

O modelo obtido por RSM com os dados adicionais foi significativo e nao
apresentou falta de ajuste, conforme descreve a Tabela 14. Alguns termos da
equacao, nesta ANOVA, néo foram considerados significativos, o que permite que
sejam retirados do modelo para simplifica-lo. Entretanto, Barros Neto e
colaboradores (2010, p. 234) afirmam gue nesse caso, € costume manter 0s termos

nao significativos para manter a hierarquia matematica do modelo.
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Tabela 14 — ANOVA para o modelo modificado dos dados de 1-IR e dos ensaios adicionais.

FV SQ gl MQ Valor de F p-valor
Modelo 1,300 10 0,130 10,117 0,0016*
A-Tempo de irradiagdo 0,026 1 0,026 2,054 0,1897
B-Volume de pentano 0,187 1 0,187 14,541 0,0051*
C-Massa de amostra 0,120 1 0,120 9,360 0,0156*
AB 0,006 1 0,006 0,428 0,5313
AC 0,026 1 0,026 2,034 0,1917
A2 0,301 1 0,301 23,447 0,0013*
B/2 0,364 1 0,364 28,304 0,0007*
Ccn2 0,228 1 0,228 17,739 0,0029*
A"2B 0,248 1 0,248 19,307 0,0023*
AN2C 0,114 1 0,114 8,910 0,0175*
Residuos 0,103 8 0,013
Falta de ajuste 0,076 3 0,025 4,6392 0,0659
Erro puro 0,027 5 0,005
Total 1,403 18

* Fontes de variagdo estatisticamente significativas (p < 0,05).

Utilizando este modelo para prever a combinacdo de niveis que gera a maior

resposta, foram obtidos os seguintes valores: 44,3 segundos de irradiacdo, 10,55 mL

de pentano, que seriam divididos em duas extracdes, e 73,37 mg de amostra, com a

predicdo de resposta no valor de 2,72 ug de ergosterol por mg de amostra. Embora

esse modelo discorde dos valores 6timos determinados pelo fatorial 1-IR, por

questBes praticas optou-se por manter 45 segundos de irradiacdo; 10/5 mL de

pentano, pela impraticalidade de se medir fragbes pequenas deste solvente

extremamente volatil e devido ao efeito positivo observado em 1-IR para este fator; e

50 mg de amostra devido a possiblidade de se trabalhar com amostras menores e

consequentemente poder realizar mais extracoes.

Y, = —29.65 + 1.594 + 5.69B + 0.02C — 0.204B
—9.45 x 1073AC — 0.024%2 — 0.13B2 + 6.69 X 10742
+2.82 x 1073A2B + 1.33 x 107442C

Equacdo 10 — Modelo para previséo de ponto 6timo de extragdo com modelagem modificada.
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3 Correlacéo entre quantidade de ergosterol e biomassa fungica
As regressoes construidas conforme descrito no item 10 estdo representadas

na Figura 18.
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5 5 |
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Figura 18 — Curvas de regresséo entre massa de amostra G (Em A: curva G) e massa de amostra M
(Em B: curva M) e a area de pico cromatografico do ergosterol. Barras de erro representam o desvio-
padréo.

Ambas as regressdes lineares foram estatisticamente significativas (p =
0,0021 e p < 0,003, respectivamente) e a analise de significancia dos parametros
indicou o intercepto de ambas como estatisticamente igual a zero, por construcéo de
IC 95%.

A terceira regressao, determinada pela comparacdo das duas exibidas na

Figura 18, esta mostrada na Figura 19.
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Figura 19 — Regressao de correspondéncia entre ergosterol proveniente das amostras G (eixo X) e
das amostras M (eixo Y)
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A regressao ‘A’ da Figura 18 mostram que ha uma forte correlacéo entre a
massa de amostra M e a quantidade de ergosterol obtida pela sua extragdo. O
mesmo se observa em relacdo a regressao ‘B’ da mesma figura, que mostra a
correlacdo entre massa de amostra G (biomassa fangica pura) e o ergosterol, o que
concorda com diversos relatos da literatura que afirmam existir correlagdo entre
biomassa fungica e quantidade de ergosterol (MUNIROH et al., 2014; NG et al.,
2008; SEITZ et al., 1977; SEITZ et al., 1979; STAHL; PARKIN, 1996; TOTHILL et
al., 1992). Este resultado comprova que o ergosterol € um marcador eficiente da
biomassa fungica também no sistema experimental deste trabalho, fato que
evidencia a possibilidade de se utilizar o ergosterol como medida do crescimento de
fungos filamentosos cultivados com residuos lignocelulésicos como fonte de
carbono, representando uma alternativa eficaz ao método de determinacédo do peso
seco do fungo. Pode-se destacar essa nova ferramenta como uma potencial forma
de controle em bioprocessos que visem a producdo de enzimas, especialmente
agueles que utilizam residuos agroindustriais lignocelulésicos sob a perspectiva de
sustentabilidade e de reaproveitamento de residuos. Estudos posteriores devem ser
conduzidos para verificar a adequabilidade do medicdo do ergosterol como
ferramenta de controle de processos biologicos.

A regressao representada na Figura 19 foi significativa (p < 0,014) e seu
intercepto estatisticamente igual a zero. Este resultado significa que a regresséo da
Figura 19 de fato concretiza a equivaléncia das duas outras representadas na Figura
18, mostrando ainda que, em média, a quantidade de ergosterol encontrado nas
amostras M é 40,3% menor que nas amostras G. Isso suporta os resultados do forte
efeito de matriz observado nos ensaios de adi¢do de padrao.

Com esta regressdao de equivaléncia, sera possivel estimar a porcdo de
biomassa fungica presente nas amostras M, considerando que outra por¢cdo é
composta por residuo de casca de maracuja nao consumido por A. tamarii.

Por meio da comparacdo dos coeficientes angulares (inclinacdo) das
regressdes entre massa de amostra G x Ergosterol (Figura 18-A), e massa de
amostra M x Ergosterol (Figura 18-B), nota-se mais uma vez evidéncias de efeito de
matriz. A Figura 20 mostra que a inclinacdo da curva por massa de amostra M é
menor que a inclinagdo tanto da curva analitica quando da curva por massa de

amostra G, 0 que indica que a presenca de algum componente da amostra M,
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provavelmente residuos de CMA ndo consumidos, reduz as quantidades de
ergosterol obtidas na extracao.
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Figura 20 — Comparacdo entre os coeficientes angulares das curvas por massa de amostra M
(ponto 1), curva analitica (ponto 2) e curva por massa de amostra G (ponto 3).

4  Curvas de crescimento

O frasco representativo do dia zero na curva com G como fonte de carbono
ndo gerou amostra sélida para quantificacdo do ergosterol, sua representacdo foi
omitida nos resultados. Nao foi detectado ergosterol no dia zero de crescimento para
a curva com CMA como fonte de carbono.

Os cultivos foram analisados em intervalos de 5 dias, entre zero e 30 dias, em
funcd@o da concentracdo de ergosterol, do seu conteddo em proteina e também em
razdo da atividade pectinolitica. O resultado da curva de crescimento com CMA
como fonte de carbono é apresentado na Figura 21. As trés curvas apresentaram
perfil semelhante para o fungo crescido em CMA, tendéncia que nao foi observada
para os cultivos contendo glicose como FC (Figura 22). Este resultado corrobora o
estudo de Jaramillo (2014) sobre a curva de crescimento enzimatico, e indica que ha
algum fator limitante ao crescimento fingico (e consequente producédo de enzimas)
no meio de cultivo. Tal afirmacdo é possivel pela comparacdo das curvas de
ergosterol (em azul) nas figuras 22 e 23. Quando cultivado com CMA como fonte de
carbono, o fungo atingiu a fase estacionaria no décimo dia. Ja na presenca de
glicose como fonte de carbono, durante todo o periodo estudado néo foi observado
estagnacédo no crescimento, o que sugere ndo haver qualquer impeditivo para o
crescimento do fungo durante 30 dias.

Pode-se apontar como causa para a estagnacédo do crescimento a partir do
décimo dia (Figura 21) a estabilizacdo da taxa de crescimento e morte celular. Os
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resultados evidenciam que o crescimento celular estagnou, uma vez que a
quantidade de ergosterol ficou constante, e ja ficou demonstrada forte correlagédo
entre biomassa e ergosterol (Figura 18). Além disso, parece pouco provavel que a
fonte de carbono tenha sido exaurida em nutrientes, uma vez que a producéo de
pectinases permanece relativamente constante no periodo, sugerindo que ainda ha
substrato a ser degradado. Ainda, € possivel que outras enzimas lignoceluloliticas
tenham sido produzidas, sendo que isso garantiria a nutricdo do fungo pela

degradacédo de outros polissacarideos da casca de maracuja.

Curva de Crescimento Aspergillus tamarii em maracuja
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Figura 21 — Quantificagdo de ergosterol, proteinas totais e avaliagdo da atividade

enzimatica de pectinase em fungdo do tempo, de Aspergillus tamarii crescido em meio com
casca de maracuja. As barras de erros indicam o desvio padrao obtido das triplicatas.

Curva de Crescimento Aspergillus tamarii em glicose
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Figura 22 — Quantificacdo de ergosterol, proteinas totais e avaliagdo da atividade

enziméatica de pectinase em fungéo do tempo, de Aspergillus tamarii crescido em meio com
glicose como FC. As barras de erros indicam o desvio padrao obtido das triplicatas.
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Como se observa na Figura 22, a quantidade de ergosterol aumenta durante
todos os 30 dias de cultivo em glicose, enquanto que a quantidade de ergosterol é
estabilizada no décimo dia para o fungo crescido com CMA. Da mesma forma, a
producdo de pectinases permanece estagnada também no décimo dia quando A.
tamarii foi cultivado com CMA (Figura 22). O fato de a quantidade de ergosterol
estabilizar a partir do décimo dia sugere que o crescimento do fungo foi estabilizado,
conclusdo formulada a partir da comprovada correlagcdo entre quantidade de
ergosterol e biomassa fungica, demonstrada na (Figura 18-A).

O fungo, quando cresce em glicose, ndo secreta pectinase, conforme
sustentam Znameroski e colaboradores (2012) e Amore e colaboradores (2013) ao
afirmar que enzimas lignoceluloliticas sdo produzidas apenas sob condicfes nas
quais o fungo necessita do polissacarideo como nutriente ou fonte de carbono,
embora existam relatos na literatura de pectinases expressas constitutivamente por
fungos do género Aspergillus (AGUILAR; HUITRON, 1990; MARTINEZ-TRUJILLO
et al., 2009). No quinto dia de crescimento, h& producdo de pectinase, que diminui
novamente no décimo dia e permanece baixa até o fim dos 30 dias. E possivel que
tenha havido um periodo de producdo constante de pectinases no periodo entre
zero a dez dias, que sO poderia ser detectado se a atividade fosse determinada em
intervalos menores de tempo. Para fins de confirmagao, este experimento deve ser
repetido e reavaliado para confirmar a producéo de pectinases no quinto dia.

Contudo, o aumento da quantidade de ergosterol no tempo quando o fungo
cresceu em meio com glicose ndo concorda com a correlacdo estabelecida entre
biomassa fangica e o ergosterol. Uma vez que a curva de crescimento foi construida
extraindo massas iguais de amostra G em todos os dias, e a correlacdo estabelece
gue um valor de massa de amostra corresponde a um unico valor de ergosterol
(compreendido em um intervalo de valores possiveis definidos pelo desvio-padréo),
0 incremento na quantidade de ergosterol com o tempo sugere que: i) ou a
regressao € falha em associar a biomassa fungica e ergosterol; ii) ou a quantidade
de fungo dentro de uma mesma aliquota de amostra G (50 mg) € variavel, como se,
com o passar do tempo de crescimento, os mesmos 50 mg concentrassem uma
quantidade crescente de biomassa fungica. Estudos posteriores devem ser
realizados para elucidar esta questdo. Por este motivo, assume-se deste ponto em

diante que a biomassa fungica calculada a partir das curvas de crescimento com
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glicose e CMA como fonte de carbono sé&o consideradas apenas estimativas a

serem futuramente confirmadas.

4.1 Estimacdo da biomassa fungica pelo ergosterol
Utilizando as curvas G e Eq, foi possivel estimar a biomassa fungica em cada
ponto das curvas de crescimento, conforme descrito no item 11.1. A Tabela 15

apresenta as os valores convertidos pelas regressoes.

Tabela 15 — Estimativas de biomassa flingica nas curvas de crescimento com glicose e CMA como
fonte de carbono.

Curva de crescimento em )
Curva de crescimento em CMA

glicose
Area Bi Area A ival Bi
_ ergosterol na iomassa ergosterol na Areaequivalente iomassa
Dias equivalente em em amostraG  equivalente
curva amostra G (mg)? curva (mAU*min)? em G (mg)?
(mAU*min)* 9 (mAU*min)* 9
0 — — 0,000£0,00 — —
5 19,51+2,20 41,47+4,39 20,59+0,87 30,81+3,19 64,21+3,76
10 38,31%£6,55 79,30+£3,57 20,70+£3,11 30,98+3,13 64,55+3,75
15 55,83+£1,82 114,58+3,42 21,91+3,63 32,80+£3,81 68,22+3,68
20 54,98+5,51 112,86+3,41 20,89+1,48 31,27+3,08 65,13+£3,74
25 58,95+6,89 120,85%3,47 20,30+3,53 30,38+£3,41 63,36%3,78
30 77,23£7,13 157,65%4,13 21,26+2,28 31,82+3,17 66,25+3,72

T Valores observados na andlise + desvio-padrdo da observacéo; % Valores previstos * erro padréo da

previsao.

Ao comparar os valores estimados para a Biomassa equivalente em amostra
G na curva de crescimento em glicose (terceira coluna da Tabela 15) com a massa
inicial de amostra G utilizada nas extracfes, igual a 50 mg, observa-se que as
guantidades de biomassa fangica estimada superam a massa inicial de amostra.
Isso se deve ao fato de a estimativa considerar a massa absoluta de amostra
tomada inicialmente na extracao de ergosterol. Entretanto, sera necessario um novo
estudo para que essas estimativas considerem a biomassa fungica total produzida
em um cultivo apés um tempo de cultivo definido, além de correlacionar a
guantidade de ergosterol e a biomassa total produzida. Neste sentido, a
determinacdo do peso seco dos cultivos fornecera também dados confirmatorios
sobre estas estimativas.

Apesar desta consideracao, é possivel afirmar que o método de estimacgéo é

eficaz para determinar a biomassa flngica a partir da quantidade de ergosterol
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medida, sendo que a exatiddo das estimativas ainda necessita ser determinada pelo
método do peso seco.
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VI CONCLUSOES

Com este trabalho, um método de extragdo de ergosterol assistido por micro-
ondas foi adaptado com sucesso a amostras de cultivo de Aspergillus tamarii na
presenca de casca de maracuja-amarelo e na presenca de glicose como fontes de
carbono. Ainda que o uso das micro-ondas como etapa de aquecimento represente
um avango metodolégico em termos de tempo de andlise, consumo de solventes e
seguranga quanto ao manuseio de aparatos em alta temperatura, propde-se aqui a
busca de métodos alternativos de preparo de amostra que possam ser adaptados ao
tipo de amostra utilizada, uma vez que o método, mesmo otimizado, ainda se mostra
relativamente complexo, trabalhoso e demorado, principalmente quando ha
necessidade de preparar um namero grande de amostras.

A quantificacdo do ergosterol foi bem sucedida por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccdo espectroscépica na regidao do UV-visivel. Trata-se de
um analito cujas propriedades Opticas favorecem sua deteccdo com seletividade.
Aliado a isso, soma-se a capacidade de o método de extracdo ser capaz de obter
das amostras virtualmente apenas o ergosterol, uma vez que nao foram observados
outros picos expressivos nos cromatogramas obtidos. Entretanto, é importante
buscar uma maneira de superar a complexidade da amostra, de forma a possibilitar
a mensuracdo da exatiddo do método analitico. Estudos devem ser conduzidos de
forma a buscar solucionar este problema.

O método cromatogréafico se mostrou robusto a mudanca de coluna realizada,
sendo um método preciso e linear em uma faixa ampla. Apresenta potencial para ser
aplicado na quantificacdo de ergosterol obtido de outros fungos crescidos na
presenca de outras fontes de carbono, considerando que tais aplicacdes deverao ser
avaliadas individualmente e em seguida validadas.

Foi constatado que a casca de maracuja-amarelo representa uma fonte de
carbono importante para a producdo de pectinases por A. tamarii. Ficou nitida a
producdo destas enzimas em niveis praticamente constantes, a partir do décimo dia,
até 30 dias apés iniciar os cultivos.

Quando cultivado na presenca de CMA, o fungo A. tamarii apresentou um
perfil de producéo de ergosterol similar ao perfil de producéo de pectinases durante
30 dias, padrao que ndo se observou quando A. tamarii foi cultivado na presenca de

glicose como fonte de carbono.
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Estudos futuros devem utilizar os modelos matematicos de previsdao da
biomassa em experimentos confirmatorios, nos quais massas reais seréo
determinadas por peso seco para serem comparadas com as previsdes feitas por
estes modelos. Espera-se observar um alto grau de concordancia entre os dois
conjuntos de valores mencionados, o que possibilitaria que o ergosterol fosse
utilizado para determinar, e ndo apenas predizer, a variacdo de biomassa fungica
com o tempo em cultivos submersos utilizando residuos agroindustriais

lignoceluldsicos como fontes de carbono.
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