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Science and everyday life cannot and
should not be separated. Science, for me,
gives a partial explanation of life. In so far
as it goes, it is based on fact, experience,

and experiment. | agree that faith is
essential to success in life, but | do not
accept your definition of faith, i.e., belief in
life after death. In my view, all that is
necessary for faith is the belief that by
doing our best we shall come nearer to
success and that success in our aims (the
improvement of the lot of mankind,
present and future) is worth attaining.

(FRANKLIN, Rosalind, 1940)



RESUMO

CERRI, Maria Luisa. Otimizagao da producao de Cordyceps militaris em meio a
base de melago de cana e quantificagcao de compostos bioativos. 2021. 60 f.
Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Tecnolégica Federal do
Parana, Ponta Grossa, 2021.

O Cordyceps militaris € um fungo de crescente interesse popular e cientifico por sua
complexa composic¢ao bioativa que Ihe confere fun¢des de relevancia farmacologica.
E composto por moléculas como ergosterol, manitol, adenosina, cordicepina e
exopolissacarideos. Essas moléculas bioativas sdo tradicionalmente produzidas a
partir da frutificagdo do Cordyceps militaris, um processo longo e trabalhoso que sofre
impacto da perda de produtividade em um curto espaco de tempo. Compostos
bioativos estdo também presentes no micélio deste fungo, mas em menor
concentracdo, porém a producédo de micélio permite facil escalonamento e pode ser
vantajoso para a produgdo em larga escala. Este trabalho propde a utilizagdo do
melago (subproduto da industria agucareira) como principal fonte de carbono para a
producao de micélio de Cordyceps militaris. A otimizagao do meio de cultivo se deu a
partir da analise estatistica de arranjo composto central (CCD) e o meio otimizado
determinado foi capaz de produzir 25,1 g.L-' de biomassa. Ensaios com a adig&o de
azeite e sulfato de magnésio foram realizados para testar sua eficacia na produgéo de
compostos bioativos. Para avaliagao de compostos fendlicos e atividade antioxidante
foram utilizados os métodos de Folin-ciocalteau e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil),
respectivamente. Ademais foram realizadas analises iniciais em cromatografo liquido
de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas (LC/MS-MS), com objetivo de
identificar possiveis massas nos extratos, comparar e otimizar métodos de extracao
visando a melhor deteccao de cordicepina. O extrato produzido a partir do meio liquido
apresentou concentragdes mais elevadas de compostos fendlicos e atividade
antioxidante em relacdo ao extrato micelial. A producdo de compostos fendlicos em
60 dias em meio otimizado é 50% maior que em 10 dias. Em comparagéo ao meio de
manutengdo o meio otimizado tem 14% mais compostos fendlicos (ambos com 60
dias de cultivo). Para o DPPH, o melhor resultado foi do extrato do meio liquido
otimizado com EC50 de 9,98 ml/L. Em relacdo as extragdes, o melhor método se
mostrou ser 15 particbes com acetato de etila, por ser mais seletivo a cordicepina,
composto de maior interesse, e diminuir a presenca de outros compostos que
atrapalham sua determinagéo e podem acarretar em entupimento da coluna. O uso
do melago como fonte de carbono para C. militaris foi validado neste estudo, assim
como sua concentragao ideal e a producao ampliada de compostos fendlicos em
detrimento ao meio de manutencgao.

Palavras Chave: Antioxidante. Compostos Fendlicos. Cogumelo. Micélio.
Cromatografia.



ABSTRACT

CERRI, Maria Luisa. Cordyceps militaris production optimization in sugarcane
molasses-based medium and bioactive compounds quantification. 2021. 60 p.
Dissertation (Master Degree in Biotechnology). Federal Technology University -
Parana. Ponta Grossa, 2021.

Cordyceps militaris is a fungus of growing popular and scientific interest due to its
complex bioactive composition that gives it functions of pharmacological relevance. It
is composed of molecules such as ergosterol, mannitol, adenosine, cordycepin and
exopolysaccharides. Such bioactive molecules are traditionally produced with
Cordyceps militaris frutification, a long and demanding process affected by productivity
loss in a short period of time. This fungus mycelium also contains bioactive compounds
although in a lower concentration. Even though, the mycelium production allows an
easier upscale and therefore might show an advantage. This research proposes the
use of sugarcane molasses (a by-product of the sugar industry) as main carbon source
for Cordyceps militaris mycelium production. The optimization of the culture medium
was based on the statistical analysis of the central composite arrangement (CCD) and
the optimized medium determined was capable of producing 25.1 g.L-1 of biomass.
Tests with the addition of olive oil and magnesium sulfate were carried out to test its
effectiveness in the production of bioactive compounds. Folin-ciocalteau and DPPH
(2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil) methods were used to evaluate phenolic compounds
and antioxidant activity, respectively. Initial analyzes were performed in high-
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC / MS-MS), to
identify possible masses in the extracts, compare and optimizing extraction methods
aiming at the better detection of cordycepin. The extract produced from the liquid
medium showed higher concentrations of phenolic compounds and antioxidant activity
compared to the mycelial extract. The production of phenolic compounds in 60 days in
an optimized medium is 50% higher than in 10 days. In comparison to the maintenance
medium, the optimized medium has 14% more phenolic compounds (both with 60 days
of cultivation). For DPPH, the best result was the extract from the liquid medium
optimized with EC50 of 9.98 ml / L. Regarding the extractions, the best method was
shown to be 15 partitions with ethyl acetate, as it is more selective to cordycepin, a
compound of greatest interest, and to reduce the presence of other compounds that
hinder its determination and may cause clogging of the spine. The use of molasses as
a carbon source for C. militaris was validated in this study, as well as its ideal
concentration and the increased production of phenolic compounds to the detriment of
the maintenance medium.

Keywords:  Antioxidant. Phenolic  Compounds. Mushroom. Mycelium.
Chromatography.
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1 INTRODUGAO

Uma parcela crescente de consumidores vem buscando alternativas que
proponham saudabilidade em alimentos e bebidas e que fornegam funcionalidade a
sua alimentagdo. Neste mesmo principio as industrias langam produtos com
alegacgdes funcionais e melhores e mais equilibrados nutrientes, inclusive com novos
ingredientes com o apelo ao consumidor de novidade e sabor.

Um novo grupo que aos poucos tem entrado em territorio nacional em diversas
formas, como fresco, tinturas, seco, misturado a bebidas e que antes predominava
COMO conserva sao 0s cogumelos.

Entre diferentes cogumelos existem varias funcionalidades bioativas
descritas, como: antitumoral, imunomoduladora, antioxidante, diminuigdo de radicais
livres, diminuicdo de colesterol, antiviral, antibacteriano, antiparasita, antifungico,
hepatoprotetor, antidiabético, antiobesidade, neuro protetor e analgésicos.

No grupo dos cogumelos com propriedades medicinais o Cordyceps spp. € de
grande uso na medicina popular Chinesa, Coreana, Indiana e Japonesa pela sua
reconhecida bioatividade. Porém, com disponibilidade baixa de espécies como O.
sinensis e baixa adaptabilidade em laboratorio, outras espécies prevaleceram, como
C. militaris, utilizado neste trabalho.

A frutificacdo deste cogumelo, exige um longo tempo, luz e diferentes fases
(escura e iluminada e diferentes temperaturas), isso € custoso para os produtores, em
produtividade, em espacgo e investimento. Como alternativa, este trabalho propde
utilizar o cultivo liquido para obter, de forma mais rapida e simples, uma quantidade
aumentada de compostos bioativos. Para isso, a produ¢édo de biomassa deste fungo
em meio contendo melago como fonte de carbono foi otimizada e seus compostos
fendlicos e atividade antioxidante medidos.

A cordicepina é o composto de mais destaque neste fungo por ser responsavel
por proporcionar agao anti-fadiga, antioxidante, antifungico, antibacteriano,
antitumoral e efeito apoptético. Este composto é produzido de forma parcialmente
associada ao crescimento, de modo que otimizar um meio de cultivo voltado ao melhor
crescimento de biomassa fungica resulta também em maior produgao de cordicepina.
Geralmente a cordicepina é extraida de corpos de frutificagado do fungo, que leva em

média 60 dias para ser produzido. Apesar de ser produzido em menor concentragcao
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no micélio, a escalabilidade e menor tempo de produgdo podem ser vantajosos. A
literatura carece de dados de producédo de compostos bioativos de C. militaris a partir
do cultivo liquido (micélio) do fungo, area em que este trabalho pretende contribuir

O melago é um subproduto da industria acgucareira passivel de
aproveitamento e valorizagdo como parte de um meio de cultivo justamente por sua
composi¢ao rica em carboidratos (sacarose), vitaminas e minerais, além de néao
possuir em sua composi¢cao metais pesados. Neste estudo o melaco de cana de
agucar foi avaliado como fonte alternativa de nutrientes para a produgdo de compostos
bioativos de Cordyceps militaris, em condi¢gdes otimizadas. A proposta de utilizar
melago na producao de biomassa e compostos ativos de C. militaris é inédita na
literatura cientifica.

Este trabalho também promoveu uma comparacao entre diferentes extracoes
para cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas (UHPLC-MS/MS)
visando definir o método mais adequado para determinagao de cordicepina.

Em linhas gerais, este trabalho beneficia pequenos e grandes produtores de
cogumelos que possam obter melhores produtividades, e também o publico
consumidor ou potencial consumidor, por identificar o teor de compostos bioativos

deste tipo de producao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENERO Cordyceps

O Cordyceps é um género de fungos de maioria endoparasitica de insetos e
artrépodes, pertencentes ao filo Ascomycota, o que significa que eles produzem seus
esporos em estruturas reprodutoras chamadas ascos. Segundo Sung et al. (2010)
mais de 400 espécies de Cordyceps ja foram descritas.

Esses endoparasitas geralmente infectam insetos com seus esporos, vivem e
crescem dentro deles; o micélio mantém o hospedeiro vivo até ocasionar a sua morte
e entdo o cogumelo do Cordyceps spp. frutifica (CUI, 2015).

Uma das espécies mais famosas na medicina tradicional chinesa, japonesa,
coreana e indiana é o Ophiocordyceps sinensis, cuja incidéncia natural é limitada a
lugares como o Platé Tibetano da China, que tem um clima e bioma especifico para

seu crescimento.

Segundo Shrestha et al. (2010), existem literaturas médicas chinesas que
datam de 3000 anos e citam o O. sinensis. Nos ultimos 300 anos a retirada do fungo
naturalmente encontrado neste platdé tem crescido devido a exploragao por religiosos,
entomologistas, viajantes e farmacéuticos. Pela sua grande exploragdo o preco

comercial do O. sinensis selvagem é elevado, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Relagao de precos médio por grama de cogumelo
seco em margo de 2021

Cogumelo Délares/g (XxtDP)*
Cordyceps militaris 0,56 + 0,35
Cordyceps sinensis 28,08 + 27,40
Inonotus obliquus (cogumelo Chaga) 0,26 + 0,24
Ganoderma lucidum (cogumelo Reishi) 0,13+ 0,02

Fonte: autoria propria.
*X corresponde a média e DP ao desvio padrao

O corpo frutificado do C. sinensis € de cor marrom escura e projeta-se

aproximadamente 3 a 6 cm do chdo ou de troncos caidos e tem de 0,4 a 0,7 cm de
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espessura (MCKENNA et al., 2012). Abaixo da superficie do solo ou dentro do tronco
€ possivel achar o corpo frutificado com seu micélio distribuido em uma larva, no caso
do O. sinensis, geralmente de mariposas (Hepialis sp.).

Culturalmente na China esta espécie € vendida em pacotes contendo o corpo
frutificado e a larva. Ele é geralmente consumido em sopas, cozido com porco, frutos
do mar, carne e para cha e seu consumo € indicado para atletas, idosos em
recuperacao de doencgas diversas, para tratar anemia, impoténcia e como antidoto
para envenenamento com opio (MCKENNA et al., 2012).

Devido a alta demanda de mercado, dificuldade de cultivo em laboratério e
peridiodicidade limitada deste fungo na natureza, houve um grande extrativismo desta
espécie, 0 que levou ao governo chinés a declarar o O. sinensis como uma espécie
ameacada de extingdo (CHINA, 1999). Em 2017, o governo do Butdo implementou
um sistema de manejo controlado deste fungo (BUTAO, 2017).

Segundo estudo de Chen et al. (2018), em que foi performada uma
comparagao metabolémica entre os fungos O. sinensis selvagem e Cordyceps
militaris cultivado em laboratério, o primeiro se mostrou um fungo com mais compostos
bioativos presentes, em sua maioria, sendo entdo uma fonte mais rica. Porém,
segundo Zhou et al. (2014) nao é possivel, com a tecnologia disponivel, cultivar o O.
sinensis em larga escala e condicdes artificiais. Surge entdo a necessidade de uma
espécie que se adapte melhor ao cultivo laboratorial e que possa ter bioatividades
similares. Chen et al. (2018) ainda elucidou que grande parte dos compostos bioativos
estao presentes no C. militaris cultivado em laboratério e portanto ele € um candidato
adequado para uma substituicdo na tentativa de producédo destas biomoléculas em

maior escala.

2.1.1 Cordyceps militaris

Esta espécie, comumente conhecida como ‘fungo laranja da lagarta’, de
nome sujestivo como observado na Figura 2, se adaptou mais facilmente aos cultivos
laboratoriais e por este motivo se popularizou e propagou no mercado internacional.
Ele pode ser cultivado tanto em meio liquido quanto em meio sélido e se adapta em
uma variedade de fontes de carbono e nitrogénio. Diferentemente do O. sinensis, o
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Cordyceps militaris tem uma distribuicdo mundial natural, porém menos significativa
em numero populacional, além de seu estroma silvestre ser reduzido em tamanho
(Shrestha et al., 2012).

Figura 1. Cordyceps militaris em lagarta pupa.

Fonte: Zheng et al. (2011)

Zheng et al. (2011) sequenciou o genoma do C. militaris, com um total de
9.684 genes. Nenhum ortélogo de micotoxina humana foi identificado, o que justifica
e valida seu uso tradicional como medicamento. Um método utilizado por produtores
amadores e profissionais deste fungo € o cruzamento de esporos de diferentes
linhagens na tentativa de produzir linhagens mais fortes, que produzam mais
biomassa, mais cordicepina ou mais compostos bioativos. Cui (2015) afirma que
linhagens naturais de diferentes localizagbes tem caracteristicas morfolégicas e
farmacoldgicas diferentes, porém as diferengas genéticas entre as linhagens séo
pequenas e nao estao correlacionadas com a localizagao geografica.

No estudo de Hur (2010) a composig¢ao quimica do corpo de frutificacdo do
C. militaris foi avaliada, tendo descoberto os seguintes resultados: 69,32 mg/g de
aminoacidos, sendo os mais abundantes a lisina, o acido glutdmico a prolina e a
treonina. Sobre os lipideos, 70% dos acidos graxos sao de cadeia insaturada, sendo

0 mais abundante o acido linoleico.
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2.1.2 Compostos bioativos do Cordyceps militaris

As analises de trascriptoma e proteoma realizadas por Yin et al. (2012)
mostraram que 2.113 genes sao regulados positivamente (ativados) no micélio e 599
no corpo de frutificagdo. No micélio, as fungdes mais ativas segundo o estudo
supracitado sao o metabolismo intracelular de nucleotideos, a regulagao transcricional
e a traducgao de genes; enquanto no corpo frutificado uma das principais fungdes dos
genes ativados & o metabolismo de carboidratos.

Os principais compostos bioativos do C. militaris, segundo Wong et al. (2011)
e Yang et al. (2000) sao a cordicepina, a Adenosina e seus polissacarideos. Um
destes polissacarideos é o CPS-1, isolado por Yu et al. (2004) a partir de um extrato
aquoso do corpo de frutificagao, que apds foi precipitado com etanol, desproteinado e
o gel filtrado em cromatografia. Neste mesmo estudo, confirmou-se a atividade
antiinflamatoria deste polissacarideo em ratos. Yu et al. (2009) também isolou e
elucidou a estrutura da CBP-1, a partir de uma extracéo alcalina do corpo frutificado
do C. militaris. Este novo polissacarideo, a partir de testes in vitro demonstrou uma
atividade de eliminagdo de radicais hidroxila. Na tabela 1 ha um compilado dos

estudos mais recentes com os compostos bioativos e suas respectivas funcoes.

No estudo metabolémico de Chen et al. (2018) foram encontrados acido
linoleico e oleico, lipideos de cadeia insaturada de importancia para o consumo
humano e normalmente encontrados em fontes vegetais como, azeite de oliva, dleo
de coco e abacate. O acido linoleico € um acido graxo essencial ndo produzido pelo
corpo humano, por isso a importancia do seu consumo na alimentacdo. Neste mesmo
estudo também foi apontada a presenca de manitol no C. militaris; 0 manitol € um

poliol utilizado como diurético.

Quadro 1. Principais fungées atribuidas aos compostos encontrados no fungo C. militaris

(continua)

Autor Composto Acéo Meio utilizado

Antimicrobiana contra
Ahn et al. Cordicepina Clostridium
(2000) paraputrificum e C.
perfringens

Cultivo Liquido. Fragao ativa
particionada com acetato de etila e
separada em coluna
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Quadro 2. Principais fungoes atribuidas aos compostos encontrados no fungo C. militaris

(conclusao)

Melhora da saida do

Hu, et al. CM1 e CMS colesterol das células Extrato aquoso, centrifugado e
(2019) (polissacarideos) (teste in vitro) precipitado com etanol
) . Serina protease Extrato aquoso a partir dos cogumelos
28102; al. Et?z'lmlz?t' semelhante a descongelados, precipitado em baixa
orinofitica quimiotripsina temperaturas
Extragéo a partir de cogumelos secos
Bai: Sheu com 5% (v/v) de acido acético, 0,1%
(20’18) CMP (Proteina)  Apoptotica (v/v) de 2-mercaptoetanol e 0,308M de
cloreto de sédio, posterior purificacdo da
proteina
(Sz%qgs)e tal Extrato aqguoso  Anti-fadiga Extrato aquoso a partir dos cogumelos
Aramwit et . Antitumoral (cancer . T
al. (2014) Cordicepina oulmonar NCI-H460) Extrato aquoso a partir do micélio
\(Jg(??g) etal Cordicepina Anti-inflamatéria Cordicepina padrao
Antimicrobiana contra
Bacillus cereus,
Pseudomonas
Reis et al. Extrato aeruginosa, Aspergillus Extragdo metandlica a partir dos
(2013) metandlico species, Penicillium cogumelos liofilizados
funiculosum, Penicillium
ochrochloron e
Trichoderma viride
Antitumoral em céncer
de mama (MCF-7),
pulmao (NCI-H460),
célon (HCT-15) e
cervical (HelLa)
\(/;/g ?g)et al Extrato aquoso  Hepatoprotetor Extrato aquoso (extraido a 60°C)
2(2%857 h (Cpill?s-;acari deo) Antioxidante Extrato alcalino

Fonte: Autoria prépria

2.2 CORDICEPINA

A cordicepina (C10H13Ns03), também conhecida como 3’-desoxiadenosina, é
um nucleosideo de purina primeiramente isolado por Cunningham et al. (1951) a partir
de uma colbénia de Cordyceps militaris. Também conhecida por 3’-Desoxiadenosina,

seu peso molecular é de 251,24 g/mol.
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Por ser muito similar a adenosina, € considerada um antimetabdlito, o que
significa que por ser analogo a um metabdlito necessario ela o inibe por competicao.
No corpo humano, ela tem similaridade para ser reconhecida, mas n&o o suficiente
para manter as fungdes normais celulares, como a replicacdo celular, ou entao
forcando a apoptose (morte celular). A diferenga entre adenosina e cordicepina esta

na auséncia da hidroxila no carbono 3 da ribose da segunda.

Figura 2. Estrutura molecular da cordicepina e da adenosina com destaque para auséncia
da hidroxila no carbono 3 da ribose na cordicepina.

Cordicepina Adenosina
NH
NH, ?
NZ N
NF ,\ | \>
| XN

k\ N N 0

N

OH
HO OH

HO

Fonte: autoria propria.

Existem estudos do uso da cordicepina para diversas finalidades, Aramwit et
al. (2014) avaliou sua aplicacdo em células de cancer de pulmao e adenocarcinoma
epitelial de pulmé&o e obteve como resultado que o IC50 da cordicepina (0,7 uM) foi
aproximadamente 114 vezes menor que o IC50 da cisplatina (80 uM), uma droga anti
cancerigena comercial. Como efeito secundario, a droga cisplatina pode causar
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade, nauseas e vomitos. No estudo
supracitado ficou provado que as células sofreram ruptura da membrana celular,
impedindo sua proliferagao.

Um estudo de toxicidade e mutagenicidade foi conduzido com a cordicepina
por Aramwit et al. (2015), in vitro foi realizado o teste de Ames, com Salmonella
typhimurium para testar a mutagenicidade a curto prazo. O uso dessas linhagens

indicadoras € utilizado pois elas sao sensiveis a substancias capazes de induzir
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diversas mutacdes; na presenca destas substancias essa linhagem deixa de ser
auxotréfica (dependente estrita de histidina) e cresce em meios sem a presenga deste
aminoacido. Assim, através de uma contagem de colonias € possivel estabelecer a
acédo mutagénica do composto em teste (MOREIRA et al., 2002).

Como resultado do teste, observou-se que em relagdo ao controle negativo
(tampao fosfato) a cordicepina teve de 1,19 a 1,81 vezes mais coldnias revertentes,
enquanto o controle positivo (azida de sodio), apresentou 19,29 vezes o valor de
coldnia revertentes do controle negativo. Nao foram observados aumentos de col6nias
com aumento das concentragdes de cordicepina testadas. Isso a configura como um
provavel agente nao mutagénico.

No mesmo estudo de Aramwit et al. (2015) realizou-se um teste in vivo de
toxicidade, com ratos por administragéo oral de 0,25 e 1 mg/mL e grupo controle. Cada
rato recebeu 1 mL da solugédo durante 30 dias. De acordo com testes de sangue e
avaliacao de 6rgaos pos-morte, ndo houveram mudancas significativas em células ou
nos compostos quimicos do sangue. Todos os exames ficaram dentro da normalidade.
Houve uma diferenca na creatinina e acido urico dos ratos alimentados com
cordicepina para os nao alimentados, no entanto a quantificagéo de nitrogénio da uréia
no sangue apontaram uma fungdo normal dos rins. Os 6rgaos analisados também
mostraram similaridade com o grupo controle e normalidade nos padrbes esperados,
apontando a nao tocixidade da cordicepina em ratos.

Este estudo também testou a citotoxidade da cordicepina inserida em um
sistema de liberagdo por nanoparticulas de gelatina em células nédo-cancerigenas
SAEC (células epiteliais das vias aéreas pequenas) e células A549 de céancer de
pulmdo. Em 24 horas de teste a viabilidade celular em célular ndo-cancerigenas se
manteve de 95% a 100%; nas células cancerigenas ao final das mesmas 24h a
viabilidade estava entre 60 e 80%, confirmando a nao citotocixidade da cordicepina e
seu potencial uso como tratamento auxiliar de cancer.

No estudo de Lee et al. (2011) a cordicepina foi testada em duas linhagens
de células de carcinoma oral de células escamosas (KB e HSC3) e apresentou efeito
anti-proliferativo e apoptotico nos testes in vitro; nos testes in vivo teve um bom efeito
apoptético, porém nao houve uma reducdo do tamanho do tumor. Segundo os
autores, para este tipo de cancer, a molécula apresenta efeito limitado como droga

quimioterapica.
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Importante efeito anti-inflamatério foi estudado por Jeong et al. (2010) sobre
a microglia, células do tipo macréfago no cérebro que participam da defesa e reparo
de tecido do sistema nervoso central (SNC), onde a cordicepina apresentou efeito
inibitério nesta microglia, suprimindo algumas vias de sinalizagdo e podendo ser util
no tratamento de doencgas neurodegenerativas.

No estudo de Ahn et al. (2000) com nove bactérias intestinais humanas, a
cordicepina inibiu o crescimento de Clostridium spp, em discos com 10 ug. Neste
mesmo estudo foi avaliado o desempenho contra a Escherichia coli, porém, nas
concentracgdes utilizadas (0,1 a 200 pg/disco) nao houve inibigao do crescimento.

Sugar; Caffrey (1998) testaram a agao antifungica contra Candida albicans e
Candida krusei, dois tipos invasivos de candidiase. Este estudo foi feito com murinos
e o0 grupo controle morria ao 14° dia. Com tratamento com a Cordicepina ou
deoxicoformicina separados, a taxa de sobrevivéncia era de 25%. E com a
combinagdo das duas substancias, 88% dos murinos sobreviviam até o fim do
experimento, no 30° dia. Isso acontece porque existe uma enzima adenosina
deaminase (ADA) que é capaz de inativar a cordicepina in vivo, porém com a
associagao das duas drogas a deoxicoformicina é capaz de proteger a cordicepina da
deaminacao.

Esforcos para a elucidagdo da rota metabdlica da cordicepina sao feitos
desde Lennon; Suhadolnik (1976), porém foi no estudo de Xia et al. (2017) que os
genes envolvidos na biossintese e a possivel rota foram desvendados. Ja era
conhecido que este composto de alguma forma derivava da Adenosina através de
uma dehidroxilagdo, porém este estudo descobriu que partindo da Adenosina, ocorre
primeiramente uma fosforilagdo da hidroxila do carbono 3, produzindo adenosina-3'-
monofosfato (3’AMP), essa reacgéo é catalisada por uma quinase regulada pelo gene
Cns3, para depois, regulada pelo gene Cns2, ser desfosforilada e como resultado
obter 2'-carbonil-3'-desoxiadenosina. Esse composto € entdo transformado em
cordicepina por uma Oxidorredutase Cns1.

Em geral, assume-se que o teor de cordicepina é maior no corpo de
frutificacéo de C. militaris do que no micélio, porém a literatura cientifica esta longe da
unanimidade. Os estudos existentes ndo comparam as diferengcas de concentragao
de cordicepina entre meio sélido e liquido sob as mesmas condicbes de meio e

extracdo e normalmente os valores tém incorporado suplementacdes de nutrientes ou
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micronutrientes para melhoramento do meio, que nao permitem a justa comparagao.
O estudo de Huang et al. (2009) faz este comparativo entre cordicepina extraida do
corpo frutificado ou do micélio em uma cepa de C. militaris, e concluiu que ha mais
cordicepina no corpo frutificado e mais Adenosina no micélio, e vice-versa, sendo este
miceélio tendo sido cultivado por uma semana. Mesmo que a quantidade no cogumelo
seja maior em cordicepina, nao € possivel descartar a hipotese que a cordicepina
ainda esteja sendo produzida no meio liquido, porém extracelular, ou seja, esteja
sendo excretada da célula e, portanto, se encontra em menor quantidade no micélio,

porém isso tem sido objeto de poucos estudos.

Tabela 2. Estudos avaliativos do teor de Cordicepina sob diferentes métodos

de cultivo
Estudo Método Teor de cordicepina
Huang ef al. (2009)  Cultura solida — corpo frutificado 2,654 + 0,02 mg/g

Huang et al. (2009)  Cultura liquida submersa — micélio 0,9040 + mg/g

Masuda et al. (2014) Cultura liquida de superficie 14.300 mg/L
Wen et al. (2014) Cultura sélida — CF 9,17 £ 0,09 mg/g
Hu et al. (2019) Cultura sélida — CF 69,3 mg/g
Masuda et al. (2007) Cultura liquida de superficie 2.500 mg/L
Mao et al. (2005) Cultura liquida submersa 345,4 + 8,5 mg/L

Fonte: autoria prépria.

Em Sari et al. (2016) um cultivo em placas foi conduzido em diferentes cepas
de C. militaris. Ao selecionar a cepa de maior producéo de cordicepina, esta foi testada
também em meio liquido de superficie e submerso e como resultado conclui-se que o
cultivo de superficie foi mais apropriado para a producao de cordicepina, produzindo
o dobro no 13° dia de cultivo (16 mg e 8 mg respectivamente).

O estudo de Sari et al. (2016) também trouxe uma nova informagéao
importante quanto ao efeito da area de superficie, em Erlenmeyers de 500ml foram
testadas diferentes areas de superficie por quantidade de meio. Descobriu-se entao
que meios com maior razao de area de superficie produziram mais cordicepina, sendo
o meio com 50 ml o maior produtor (120,9 mg).

E possivel observar de acordo com estudos como Mao et al. (2005) um

comportamento da produgcdo de cordicepina pelo fungo como um produto



22

parcialmente associado ao crescimento, isso justifica a escolha deste trabalho de

otimizar a produgao de biomassa como indicativo da produg¢ao de cordicepina.

2.3 METODOS DE CULTIVO DO Cordiceps militaris

Apesar de encontrado naturalmente, a extragdo do C. militaris da natureza
nao é viavel devido a sua necessidade de um hospedeiro especifico, ciclo de vida e
ambientes estritos para o crescimento (CUI, 2015), porém diversos estudos
comprovaram que os componentes dos fungos encontrados naturalmente e cultivados
em laboratério sdo equivalentes, como no estudo de Wang et al. (2012).

Os principais métodos encontrados nas pesquisas cientificas para este fungo
sao a cultura sdlida, a cultura liquida (submersa ou de superficie) e a cultura em dois

estagios.

2.3.1Cultura solida

Na natureza, o C. militaris se desenvolve a partir do corpo de larvas e pupas
e utiliza de seus componentes corporais para crescer; em laboratério € possivel
inocular o fungo em larvas e monitorar o crescimento (CHEN; ICHIDA, 2002 E SATO;
SHIMAZU, 2002) porém o corpo de frutificagdo é mais instavel em termos de tamanho
e padronizagao, o que dificulta a producéo em larga escala. O meio sélido é o cultivo
mais tradicional para este fungo e também o mais demorado, de 45 a 70 dias (CERRI
etal., 2019).

O meio mais comumente utilizado tanto no meio cientifico quando por
produtores de C. militaris € o meio de arroz integral como fonte principalmente de
carbono (HU et al., 2019; OH et al., 2019; WEN et al., 2014). O arroz integral, além de
uma fonte de carbono, possui de 6-8% de proteinas, 2-3% de lipideos (conteudo maior
que de outros tipos de arroz em que existe um processo de retirada do farelo) e um
conteudo de cinzas entre 1 e 2% (também maior que os similares mais processados),
78% de carboidratos e 5% de fibras (HEINEMANN et al., 2005 e TACO, 2004).
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2.3.2Meio Liquido

A cultura em meio liquido tem algumas vantagens em relagdo ao meio solido;
pela formagdo do micélio ser mais rapida, € possivel aumentar a produtividade
(célula/tempo) dos cultivos, € um método que exige menos espago (0 que aumenta
sua vantagem para produgdo em grande escala) e tem menos chance de
contaminagao (CUI, 2015).

Portanto, varios estudos elegem este método na tentativa de produzir
moléculas de interesse tanto intra quanto extracelulares e otimizar sua producéao para
obter a maior produtividade por tempo e por quantidade de substrato (CUI; YUAN,
2011, MAO et al., 2005 e MASUDA et al., 2007, 2014).

Dentro do cultivo liquido existem duas modalidades de destaque para o C.
militaris, o cultivo liquido submerso e o cultivo liquido de superficie. O primeiro é
caracterizado por uma aeragao vigorosa por meio de agitadores, que podem variar de
110 a 300 rpm, segundo Tuli e Sharma (2014). Porém existe uma tendéncia entre os
estudos em manter a agitagdo mais baixa, entre 110 e 150 (WANG et al., 2018;
ZHENG et al., 2019). A metodologia do cultivo liquido de superficie consiste em
manter o cultivo estatico em incubadora de demanda bioquimica de oxigénio. Este
método também pode ser utilizado para obtencéo de cordicepina, como no estudo de
Wongsa et al. (2019)

Na metodologia submersa existem estudos recentes utilizando batelada
repetida para aumentar a produtividade de células ou compostos bioativos. A batelada
repetida consiste em depois de uma quantidade determinada de dias de crescimento
do fungo (determinada de acordo com o tempo que biomolécula de interesse leva para
atingir sua produgdo maxima), retirada do fungo e do meio de cultura em que os
nutrientes ja foram esgotados e troca por um novo meio (de mesma composi¢ao), para
que a colbnia que se fixa as paredes do biorreator continue seu crescimento com mais
nutrientes (WANG et al., 2018; ZHENG et al., 2019).

Por fim, existe ainda um método chamado cultura em dois estagios, estudado
por Zheng et al. (2019) que consiste em utilizar primeiramente um estagio submerso
seguido de um cultivo de superficie, o primeiro com duragao de 4 dias e o segundo

durando 10 dias, com objetivo de aumentar a produgéo de carotenoides.
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2.4 MELACO

O melago de cana é um liquido viscoso, escuro, subproduto da industria de
sacarose. Por ter um baixo valor agregado, alta disponibilidade (por ser de grande
producao), e ter uma alta quantidade de agucares disponiveis, 0 melago se tornou
uma matéria prima de grande uso na biotecnologia. Pode-se citar o estudo de Anjos
(2013), em que se utilizou o melago de cana de agucar como parte de um meio para
producdo de carotenoides por Mucor circinelloides. E possivel citar também a
producao de biomassa de Saccharomyces boulardii desenvolvida por Kitamura (2013)
com objetivo de ser um probidtico enriquecido de selénio e que em seu meio de cultivo
utiliza melago de cana de agucar. Rocha (2017) desenvolveu um biossurfactante a
partir de uma fermentacéo com Bacillus subtilis utilizando o melago de cana de agucar

como fonte de carbono.

A sacarose € o principal e mais abundante agucar constituinte do melaco, tendo
uma proporcao de 1,5-2,5:1 de sacarose para agucares redutores. O processo de
retirada do agucar do caldo de cana, mantém as vitaminas que s&o resistentes ao

calor e processo alcalino, como a niacina, o acido pantoténico e a riboflavina.

De acordo com Woiciechowski et al. (2013) os melagos de cana contém uma
meédia de compostos nitrogenados que varia entre 2,5 a 4,5 % de sua composi¢ao. Os
compostos mais comumente encontrados sdo acido aspartico, acido glutamico, lisina,

guanina, xantina, asparagina, alanina, glicina, leucina ou isoleucina; e valina.

Usualmente encontram-se outros acidos nao nitrogenados no melago, como
acido malico, citrico, latico, formico, acético e propidnico, seja por serem constituintes
naturais, resultado de processos ou acgdes bioldgicas. Alguns taninos e antocianinas
sobrevivem ao tratamento térmico e a exposi¢cao prolongada ao oxigénio formando
complexos férricos (BINKLEY; WOLFROM, 1953). A concentragdo de gorduras,
lipideos e ceras no melago é baixa, em analise cromatografica foram identificados
alcool melissilico (uma fragéo do fitoesterol), clorofila A e uma fragédo de gordura
contendo acido linoleico.

Existem estudos de Hsieh et al. (2005) e Cha et al. (2007) que fizeram
otimizacbes em meio contendo melago para uma fermentagcdo com Cordyceps

sinensis visando a produgdo de polissacarideos e exo-biopolimeros. O primeiro
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trabalho tem na composig¢ao de seu meio 25 g/L de sacarose, 4 g/L de (NH4)2HPOg4, 1
g/L de KH2PO4, 0,5 g/L de MgS04-7H20, 10 g/L de CSP, 4 g/L de cloreto de amdbnio
e 1 mL/dL de solugdo de elementos trago. O meio de Cha et al. (2007) contém 2% de
melaco, 0,9% de extrato de levedura, 0,3% K2HPO4, e 0,4% CaCl2. Nao foram
encontradas otimizacbes de meios contendo melago fermentados pelo Cordyceps

militaris, ou visando a otimizagao de biomassa ou cordicepina.

2.5 TESTES DE INDUCAO DE PRODUGCAO DE BIOATIVOS E CORDICEPINA

A inducdo é um mecanismo de regulacdo de genes, também chamada de
desrepressao, isso porque, em presenga de um substrato indutor, os genes que
codificam a sintese de enzimas induzidas para a produ¢do de uma determinada

substéancia (por exemplo, a cordicepina) s&o desreprimidos (Borzani et al., 2001).

Em relagao ao C. militaris, Sari et al. (2016) testou a indugao a partir da insergao
de glicina e adenina, tendo um melhor resultado com a segunda (quando adicionada
na concentragdo de 6,75 g/L) e alcangando a producédo de 312,2 mg
(aproximadamente 6,5 g/L) de cordicepina, melhorando em quase 5 vezes a

cordicepina do que o cultivo sem inducéo.

No estudo de Masuda et al. (2007) diversos indutores foram testados, como
compostos relacionados a biossintese de purinas, coenzimas e surfactantes no meio
liquido de superficie. Os melhores resultados foram obtidos com glicina, acido I-
aspartico, I-glutamina, adenina e adenosina. A melhor condi¢éo foi na combinagao de
1 g/L de adenina e 16 g/L de glicina, que chegou a um maximo de 2,5 g/L de

cordicepina.

Fan et al. (2012) testou a adi¢cdo de sulfato ferroso em cultura submersa e
atingiu uma produgao de 596,59 + 85,5 mg/L (70% maior que no meio base utilizado
pelo estudo). Levando em consideragao o estudo de Sari et al. (2016) em que se
verificou uma producdo maior de cordicepina e que isso se reproduziu em estudos
como o de Masuda et al. (2007), existe a possibilidade de o sulfato ferroso aumentar

ainda mais a producéao de cordicepina se em cultivo liquido de superficie.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CEPAS DE Cordyceps militaris E METODO PARA MANUTENCAO

A Cepa CMIB-202 encontra-se depositada na Colegdo Microbiolégica de
Interesse Biotecnolégico da UTFPR/Ponta Grossa (CMIB-UTFPR).

As Cepas C1 (92B3CZ3316#3 X 92B6CZ1316#5), C2
(CDRTPLOXCH3#ZLCTCST117), C3 (DR3XDX2AB5WLCCCP1118) e C4
(CUB292BBC21316#55WL6COMB8D1118), utilizadas para comparar a produgao de
biomassa no meio otimizado foram adquiridas de Terrestrial Fungi (Warren, M,

Estados Unidos da América).

A manutencéao do fungo foi realizada a 25°C em agar dextrose de batata (PDA)
e em meio de cultivo descrito na tabela (Tabela 4). O cultivo em PDA também foi
utilizado como inéculo para o meio liquido com base de melagco, como sera descrito
no item 4.2. O C. militaris foi cultivado em Erlenmeyer, mantido durante 15 dias em
estufa incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (Tecnal/TE-391, Piracicaba,

SP, Brasil), sob a temperatura de 25 °C, sem agitacédo e aeragao (cultivo estatico).

Tabela 3. Composicdo do meio de manutengao.

REAGENTE FORMULA CONCENTRAGAO (g/L)
Glicose Anidra CsH1206 10
Nitrato de Sodio* NaNOs 2
Fosfato de Potassio Bibasico K2HPO4 1
Fosfato de S6dio Monobasico NaH2PQO4.H20 0,4
Sulfato de Magnésio Heptahidratado MgS0O4.7H20 0,5
Extrato de Levedura - 2

Fonte: Adaptado de Milovanovi¢ et al. (2014)
*Substituiu o Nitrato de Aménio (NH4sNOs) do meio original

Os materiais e os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave
(Phoenix/AV75, Araraquara, SP, Brasil) durante 15 minutos a 121 °C e os

procedimentos foram conduzidos em camara de fluxo laminar.
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3.2 OTIMIZACAO DE MEIO DE CULTIVO CONTENDO MELAGO

Para a otimizagéo, realizou-se um planejamento estatistico do tipo arranjo
composto central (central composite design) com quatro fatores e trés repeticées no
ponto central. As variaveis independentes foram °Brix, concentragdo de extrato de
levedura, concentracido de peptona e concentragao de fosfato de potassio dibasico. O
modelo utilizado foi o modelo quadratico com 15 termos, o que resultou em 27
experimentos (tabela 5). O melago de cana foi doado pela empresa Raizen

(Piracicaba, Sao Paulo, Brasil).

Tabela 4. Planejamento estatistico para otimizagdo de meio contendo melago.

Extrato de
Experimento ° Brix Levedura g/L Peptona g/L K>HPO, g/L
1 3,25 16,25 8 4
2 2,5 12,5 6 3
3 2,5 12,5 6 3
4 4 12,5 6 3
5 25 20 6 3
6 1,75 16,25 4 4
7 1 12,5 6 3
8 1,75 8,75 4 2
9 25 12,5 6 1
10 3,25 8,75 8 4
11 2,5 12,5 10 3
12 1,75 16,25 8 2
13 2,5 12,5 6 5
14 2,5 5,0 6 3
15 1,75 8,75 4 4
16 2,5 12,5 2 3
17 3,25 16,25 4 2
18 1,75 16,25 4 2
19 2,5 12,5 6 3
20 3,25 16,25 4 4
21 1,75 8,75 8 2
22 3,25 8,75 8 2
23 1,75 8,75 8 4
24 3,25 8,75 4 2
25 3,25 16,25 8 2
26 3,25 8,75 4 4
27 1,75 16,25 8 4

Fonte: autoria propria.
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Esses experimentos foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo
100 mL de meio, para preparacdo do meio o melago foi inicialmente pesado
considerando uma proporgao aproximada de 10g/L de sacarose para cada 1°B de
melago, diluido em agua e entdo acertado o grau Brix em refratbmetro (marca
refratdbmetro), o extrato de levedura, fosfato de potassio e peptona foram pesados e
adicionados ao Erlen. O pH foi ajustado para 7 com acido fosforico, esterilizado em
autoclave por 30 minutos a 121°C. O meio foi inoculado com um disco de 5 mm de
diametro retirado de uma placa de agar batata dextrose (PDA) contendo o fungo com
uma semana de crescimento. As amostras permaneceram entdao em incubadora de
bancada com agitacao orbital (Tecnal, TE- 420) durante 10 dias, sem iluminagao, a
110 rpm e 25°C (condi¢des adaptadas de Mao et al. (2005)).

ApOs os resultados desta primeira otimizagao (apresentados em peso seco na
Tabela 8 no presente estudo), decidiu-se pela comparacdo com o método sem
agitacéo (cultivo de superficie). O estudo foi repetido, porém sem agitacdo, sendo
mantido em estufa incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 25°C, por
10 dias. Para melhor visualizagdo das metodologias utilizadas, o Fluxograma 1

sintetiza os processos realizados neste estudo.



Fluxograma 1. Processos integrantes da metodologia do presente estudo.

Fonte: autoria propria.
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3.2.1Peso seco

Finalizado o experimento, forma-se o micélio. Para quantificacdo da biomassa
foi realizada filtragdo a vacuo com filtro Qualy, de gramatura 80g/m? e espessura de
205 pm; e este filtro foi entdo encaminhado a estufa (SolidSteel, SSD-110L,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) de 40°C para secagem durante 24 h, em seguida o filtro
foi mantido por 15 minutos em dessecador com silica e pesado em balanca analitica
(Edutec, JC-220AB), sendo a biomassa obtida pela diferenga de peso entre o filtro

com e sem biomassa.

Fotografia 1. Micélio umido do
Cordyceps militaris cultivado em
condicoes estaticas apos filtragao a
vacuo.

Fonte: autoria propria.

3.3 TESTE DE INDUGAO DE PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Para avaliar a indugdo da producdo de compostos bioativos, foi realizado o
enriquecimento do meio otimizado com adi¢ao de azeite de oliva (0,5 mL/L) e sulfato
de magnésio (0,5 g/L) com a cepa CMIB-202 (fermentagado de 10 e 60 dias em meio

de manutencédo e meio maximo).
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A quantidade de azeite de oliva foi adaptada de Moonjai et al. (2002) e Hsieh
et al. (2006), que utilizaram, respectivamente, 0,60 mg/L de acido linoleico (para
restaurar a membrana de leveduras, promovendo assim uma estrutura mais robusta)

e 1% de azeite de oliva (aumentando a produgao de biomassa de Grifola frondosa).

O azeite foi adicionado na céamara de fluxo laminar apds esterilizagdo por
filtracdo (Sartourius, Minisart® Syringe Filter), pois trata-se de uma substancia

termosensivel.

A escolha da concentragdo de sulfato de magnésio fundamentou-se no meio

de cultivo de Milovanovic et al. (2014).

3.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para obtencgao dos extratos seguiram-se duas metodologias. A partir de cultivos
de 10 e 60 dias do meio otimizado e do meio de manutengao (para comparagao) foi
realizada uma filtragdo a vacuo em filtro de gramatura 80 g/m?, separando assim o
micélio do meio liquido. Logo apds, uma separacdo por centrifugacédo (Heraeus,
Megafuge 8, Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos da Ameérica) foi
realizada a 17.105,6 g por 5 minutos. O meio liquido filtrado sera designado de extrato
1.

O extrato miceliar (extrato 2) foi obtido a partir da secagem do micélio a 40°C
por 24h (SolidSteel, SSD-110L, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil), seguido de trituragao
em graal com uso de pistilo e ressuspensdo em 100 mL de agua destilada. O extrato
2 foi submetido ao banho de ultrassom (Schuster, L200, Santa Maria, Rio Grande do
Sul, Brasil) por 30 minutos em 45kHz e 100W. A metodologia de ambas as extracdes
foi adaptada de Masuda et al. (2007). Os dois extratos foram congelados a -5°C até a

realizagao das analises.

3.5 TESTE DE FOLIN-CIOCALTEAU

As amostras dos extratos miceliar e do meio liquido em 10 e 60 dias de cultivo
foram analisadas em relagdo ao conteudo de fendis totais pelo método de Folin-

Ciocalteau. A mistura reacional foi preparada em tubo de vidro com capacidade de
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15mL, contendo 150 pL de extrato, acrescidos de 2400 pL de agua destilada e 150 yL
da solugao de Folin-Ciocalteau 0,25N, espera-se 3 minutos e € adicionado 300 uL de
solugdo de carbonato de sodio 10% (volume total: 3000 pL). As solugdes foram
agitadas em agitador tipo vortex (Global trade technology, XH-CV) e entdo mantidas
em 25°C no escuro por 1 hora. Apés este periodo o meio reacional foi transferido para
cubeta e realizada leitura em espectrometro UV/VIS (Engineering S.R.L, WV-MS
VISIBLE Spectometer) em 725 nm.

Para a construg&o da curva analitica prepara-se uma solugao de acido galico
200mg/L e a partir desta solugdo-mae foram preparadas diluicbes presentes na

Tabela 6. Os resultados s&o expressos em equivalentes de acido galico (mgGAE)

Tabela 5. Dados para construgdo da curva analitica para
o método de Folin-Ciocalteu

AcCIDO GALICO
Concentragido (mg/L) Abs1 Abs2 Abs
0 0 0 0
20 0,063 0,061 0,062
40 0,154 0,154 0,154
60 0,233 0,239 0,236
80 0,309 0,309 0,309
100 0,402 0,409 0,406
120 0,522 0,517 0,520
140 0,604 0,595 0,600
160 0,716 0,700 0,708
180 0,778 0,762 0,770
200 0,845 0,894 0,870

Fonte: autoria prépria.



Grafico 1. Curva analitica do método Folin-Ciocalteau para
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Fonte: autoria prépria

3.6 TESTE DE DPPH

33

Para a analise de DPPH cada extrato é diluido em 5 concentragbes nao

ultrapassando um total de 0,1ml de amostra (extrato e metanol), mostrados na Tabela

7. O branco contém 3,9 mL de solu¢cao de DPPH e 0,1 mL de metanol puro. Todas as

amostras continham a mesma quantidade de DPPH (3,9 mL), a diferenciagao entre

elas se da pela quantidade de metanol e extrato, sendo as mais concentradas com

mais amostra e as mais diluidas com mais metanol, variando de 20 em 20 pL. As

solugdes foram agitadas em tubo vortex e acondicionadas no escuro por 30 minutos.
A leitura foi feita em espectrémetro UV/VIS (Engineering S.R.L, WV-MS) em 515 nm

(Reis et al., 2013).

Tabela 6. Preparo das diluigdoes de amostras
para curva de DPPH

Amostra (uL)

Metanol (pL)

Branco
1

a ~AOODN

0
20
40
60
80

100

100
80
60
40
20

0

Fonte: autoria propria.
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3.7 TESTE DE PUF\zIFICACAO DO EXTRATO PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Todos os reagentes utilizados nesta sessao séo de grau HPLC a n&o ser que
seja afirmado o contrario. Os extratos (sessao 3.4) foram descongelados, aliquotados
em 1 mL e particionados com 2mL de acetato de etila por 5, 10 e 15 vezes,
primeiramente sem adicdo de acido e posteriormente com adicdo de acido formico
grau HPLC (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania). Para efeito de comparacgao, foi
também performado um teste com uma purificagdo parcial da cordicepina como

descrito em Sari et al. (2016).

“O meio fermentado (161 mL) foi fervido por 30 min e depois centrifugado a
8.000g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi misturado com 1L de etanol
gelado e deixado em repouso a 4°C durante a noite. O precipitado resultante
foi removido por centrifugacdo a 8.000g durante 30 min. Em seguida, o
sobrenadante foi misturado com 10% (p/v) de p6 de carvao ativado e mantido
a 60°C. Apdés 6 h a amostra foi filtrada, o sobrenadante foi seco em um
evaporador rotativo. A cordicepina bruta foi obtida e entdo adicionada com 350
mL de agua e 350 mL de n-hexano. O cristal de cordicepina foi formado e obtido
como um precipitado”. Sari et al. (2016)

Todas as extragdes foram rota-evaporadas a 60°C (Fisatom, 801, Sao Paulo,
S&o Paulo, Brasil), ressuspendidas com o mesmo solvente (acetato de etila ou
hexano) para retirada do baldo e secas em estufa (SolidSteel, SSD-110L, Piracicaba,
Sao Paulo, Brasil) a 40°C. A massa restante foi pesada e ressuspendida em metanol
(Riedel-de Haén, Seelze, Alemanha) até a concentragao padrao de 500 ug/mL. Foi
preparada uma solugdo de diluicdo de metanol e agua 1:1 com adigéo de 0,1% de
acido férmico. Foram pipetados em um eppendorf 200uL da solugdo 500ug/ml e
adicionados 1,8mL de solugao de diluicdo, restando uma solugdo de concentragao
50uL/mL. Essa solugao foi entdo filtrada em filtro Politetrafluoretileno (PTFE) de
0,22um e 13mm (Filtrilo, Colombo, PR, Brasil). A infusdo desta solugao foi realizada
em LC/MS-MS (Xevo Tdq Triplo quadrupolo, Waters, Milford, MA, Estados Unidos da
América).

A metodologia para analise de espectrometria de massas foi adaptada de
Chua et al. (2018), os parametros usados foram: ionizagao positiva, voltagem capilar
3,5kV, voltagem do cone 35V, temperatura de desolvatagdo 350°C, desolvatagao
550L/h, cone 50L/h, energia de colisdo 20, o volume de inje¢éo foi de 10uL e a vazao

0,3uL/min. O ion precursor para a cordicepina foi m/z 252.
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Apos teste em cromatoégrafo com padrao de cordicepina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, Estados Unidos da América), pode-se perceber que nestas condi¢des de
amostra este equipamento teve dois sinais para a cordicepina: m/z 252 e m/z 251,
confirmou-se tratar do mesmo composto por terem exatamente o mesmo tempo de

retencao.



36

4 RESULTADOS

4.1 OTIMIZACAO DE MEIO CULTIVO CONTENDO MELAGO

A otimizacao foi realizada em cultivo submerso com agitacdo e estatico.
Apresentaram produgdao de biomassa diferentes, com vantagem para os cultivos
estaticos (Tabela 8), com uma média de producédo de biomassa pouco mais de oito

vezes maior do que com agitagao.

Portanto decidiu-se seguir com os experimentos utilizando os cultivos estaticos,
ja que mesmo sem medir os compostos bioativos, uma produg¢ao tdo mais baixa de

células certamente resultaria em uma produgao bem baixa dos compostos-alvo.

A partir das respostas obtidas com o planejamento experimental em condigéo
estatica apresentados na Tabela 8, a equacéo 1 foi obtida onde y é a resposta variavel
(quantidade de biomassa), Brix é a quantidade de melago em graus Brix, EL significa
extrato de levedura e K2HPO4 é o Fosfato de Potassio bibasico utilizado no meio de

cultivo.

Equacao 1. Equacao resposta do meio otimizado
y = b0 + bl * Brix, @ * EL,g/L + b2 * Peptona, g/L * K;HPO,4,g/L + b3 = EL,g/L * Peptona, g/L + b4
* Brix, 2 * Brix,2 + b5 * Brix,2 + b6 * EL,g/L + b7 xEL,g/L x EL,g/L + b8 * EL, g/L
* KoHPOy,g/L + b9 * Peptona, g/L * Peptona, g/L + b10 * Peptona,g/L + b1l
* Brix, @ * KoHPOy,g/L + b12 * K;HPO,, g/L * K;HPOy4,g/L + b13 «* K,HPOy, g/L
+ b14 = Brix, ¢ * Peptona, g/L

Fonte: autoria propria.

EL= extrato de levedura

Considerando o valor de P com precisdo de 95%, pode-se observar que os
termos associados a b3 (extrato de levedura), b4 (°Brix?), b6 (extrato de levedura?) e
b8 (peptona?) sao significativos, ou seja variaveis que ao serem alteradas trazem

mudangas significativas na produgéo de biomassa (tabela 9).



Tabela 7. Peso seco do micélio filtrado apos fermentacao de 10 dias pelos métodos de cultivo submerso e liquido de superficie

(continua)
Experimento  ° Brix Extrato de  Peptona K:HPO, P_eso seco do r.nicé~lio P.eso seco do r.nicé~lio Diferenca  Diferenca
Levedura g/L g/L g/L cultivado com agitagao (g) cultivado sem agitagao (g) bruta (g) percentual (%)
1 3,25 16,25 8 4 0,23 1,85 1,62 87,57
2 2,5 12,5 6 3 0,11 1,19 1,08 90,76
3 2,5 12,5 6 3 0,19 0,98 0,79 80,61
4 4 12,5 6 3 0,18 0,58 0,40 68,97
5 2,5 20 6 3 0,19 1,52 1,33 87,50
6 1,75 16,25 4 4 0,05 1,20 1.15 98,89
7 1 12,5 6 3 0,36 0,68 0,32 47,06
8 1,75 8,75 4 2 0,03 0,87 0,84 96,55
9 2,5 12,5 6 1 0,06 1,12 1,06 94,64
10 3,25 8,75 8 4 0,11 1,39 1.28 92,09
11 2,5 12,5 10 3 0,12 1,47 1,35 91,84
12 1,75 16,25 8 2 0,05 0,99 0,94 94,95
13 2,5 12,5 6 5 0,11 1,21 1,10 90,91
14 2,5 5,0 6 3 0,14 1,33 1,19 89,47
15 1,75 8,75 4 4 0,08 1,20 1,12 93,33
16 2,5 12,5 2 3 0,04 1,35 1,31 97,04
17 3,25 16,25 4 2 0,07 1,50 143 9533
18 1,75 16,25 4 2 0,12 0,74 0,62 83,78




Tabela 7. Peso seco do micélio filtrado apés fermentacao de 10 dias pelos métodos de cultivo submerso e liquido de superficie

(concluséo)

Experimento ° Brix Extrato de Peptona K;HPO, P_eso seco do r.nicé~lio P.eso seco do r.nicé~lio Diferenga Diferenca
Levedura g/L g/L g/L cultivado com agitagao (g) cultivado sem agitagao (g) bruta (g) percentual (%)
19 2,5 12,5 6 3 0,04 1,37 1,33 97,08
20 3,25 16,25 4 4 0,08 1,37 1,29 94,16
21 1,75 8,75 8 2 0,25 1,02 0,77 75,49
22 3,25 8,75 8 2 0,15 1,15 1,00 86,96
23 1,75 8,75 8 4 0,36 1,03 0,67 65,05
24 3,25 8,75 4 2 0,07 1,13 1,06 93,81
25 3,25 16,25 8 2 0,16 1,31 1,15 87,79
26 3,25 8,75 4 4 0,17 1,20 1,03 85,83
27 1,75 16,25 8 4 0,14 1,22 1,08 88,52

Fonte: autoria propria.
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A partir do teste de Durbin-Watson foi obtido um valor de 2,008; este é um teste
que varia de 0 a 4, sendo valores abaixo de 2 indicando uma autocorrelagao positiva
e valores maiores que 2 uma autocorrelagéo negativa. No caso deste estudo, o valor
de 2,008 significa que ndo ha nenhum tipo de correlagao entre os residuos. O valor
de R? encontrado neste estudo estatistico € de 0,828, significando que é possivel
adequar este modelo matematico com 82,8% de precisio. O indice de precisdo é uma
medida da magnitude dos erros aleatérios, o numero obtido neste estudo (15,369)
significa uma baixa magnitude. O valor de F (4,136) € maior que o valor do F critico
(0,00919), ou seja, existe significAncia de pelo menos uma das variaveis

independentes na produc¢ao de biomassa.

Tabela 8. Desenho experimental e resultados do CCD
P value Std Error -95% 95% tStat VIF

b0 2,403 0,113 1,407 -0,664 5,469 1,707

°Brix * EL 0,02511 0,116 0,01483 -0,00721 0,05742 1,693 34,33
Peptona * K;HPOs 0,00882 0,680 0,02086 -0,03663 0,05426 0,423 28,00
EL -0,250 0,01523 0,08837 -0,442 -0,05738 -2,828 94,67
°Brix? -0,189 0,01215 0,06422 -0,329 -0,04952 -2,950 51,25
°Brix 0,807 0,09271 0,442 -0,156 1,770 1,827 94,67
EL? 0,00660 0,02459 0,00257 0,00100 0,01220 2,569 51,25
EL * K2HPO4 0,00733 0,522 0,01112 -0,01690 0,03157 0,659 31,17
Peptona? 0,02233 0,02935 0,00903 0,00265 0,04201 2,473 41,75

Peptona * °Brix -0,335 0,05851 0,160 0,683 0,01411 -2,091 88,33
°Brix * K2HPO4 -0,02477 0,664 0,05562 -0,146 0,09642 -0,445 31,17

(K2HPO4)? 0,02793 0,454 0,03613 -0,05078 0,107 0,773 41,75
K2HPOg4 -0,170 0,605 0,320 -0,867 0,528 -0,530 88,33
EL * Peptona 0,00291 0,610 0,00556 -0,00921 0,01503 0,523 31,17

°Brix * Peptona 0,00983 0,730 0,02781 -0,05076 0,07043 0,354 31,17

Fonte: autoria propria.

A partir deste estudo estatistico foi possivel calcular a composi¢cao 6tima de
produgéo de biomassa (maximo da equagao). Na condi¢ao de 3,38°B de melago, 5 g
de K2HPO4, 10 g de Peptona e 20 g de Extrato de levedura estimou-se uma produgéo
de 27,1 g/L de biomassa de Cordyceps militaris. A Figura 4 apresenta as superficies

de resposta combinando as variaveis independentes duas a duas. A condicdo maxima
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de producao foi validada em cultivo realizado em triplicata e teve como resultado 24,08
g/L + 0,67. Esse valor esta muito proximo do valor predito (27,1 g/L) o que comprova

a veracidade do estudo realizado.

Figura 3. Curvas de superficie de resposta da produgao de biomassa de acordo com as
variaveis avaliadas.
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Fonte: autoria prépria.

Em comparacdo com os experimentos de Mao et al. (2005), que obteve um
meio otimizado com 40 g/L de glicose e 15¢g/L de peptona e razdo C/N de 2,66, a
producao de biomassa do presente estudo foi mais alta (24,08 g/L). O meio de Mao
et al. (2005) foi escolhido como 6étimo pela maior produgéo de cordicepina, porém o
meio com maior produgdo de biomassa tinha em sua composigéo 50 g/L de glicose e
20 g/L de peptona, produzindo 23 g/L de peso seco em uma razdo C/N 2,5. O meio
com maior biomassa continha 285,2 mg/L de cordicepina e o meio otimizado 339,8
mg/L, uma diferenca de aproximadamente 19%. Apesar de a cordicepina ter sua
producdo parcialmente associada ao crescimento celular, outros fatores podem
interferir na sua produgéo, como por exemplo quantidade de nutrientes e oxigénio
disponivel (KANG et al., 2014) e fonte de carbono (MAO et al., 2005 e RAETHONG et
al., 2018). No estudo de Mao et al. (2005) chegou-se a conclusao de que a glicose era
a melhor fonte de carbono para a producéo de cordicepina seguido pela sacarose. Ja
para crescimento celular, a melhor fonte avaliada foi a lactose.

No estudo de Raethong et al. (2018) comparou-se a producédo de biomassa
utilizando sacarose, glicose e xilose, sendo a sacarose a que atingiu melhores
resultados também em relagédo a velocidade especifica de crescimento (umax). O
crescimento observado em meio com glicose foi diminuido em relagdo ao de sacarose.
O meio com xilose teve a maior producédo de cordicepina bruta ao final do cultivo,
porém em termos de produtividade (mg/L/dia) o cultivo com a sacarose apresentou o
melhor resultado (sacarose: 5,97+0,70; glicose: 5,46+0,41; xilose 2,49+0,21).
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Estes resultados em comparativos com a literatura corroboram para a escolha
do melago como fonte de carbono no meio de cultivo, visto que sua composicao
majoritaria € de sacarose e € um subproduto industrial. Outra vantagem de usar o
melaco é a sua composicdo de minerais, vitaminas e proteinas, que podem promover
o crescimento de biomassa e a formacdo de moléculas bioativas e/ou metabdlitos

secundarios.

Os estudos cientificos de C. militaris no estado atual da arte apresentam
caracteristicas de cultivo de linhagens especificas com meios muito distintos um dos
outros, o que dificulta a comparacdo entre resultados. Neste sentido, ainda se
necessita de um estudo colaborativo para uniformizar as varidveis e chegar a

conclusdes mais sistematicas.

Neste contexto, a producdo de biomassa de outras cepas de C. militaris foi
avaliada no meio otimizado para a cepa CMIB-202. Os resultados de biomassa estéao
apresentados na Tabela 10 e mostram outras cepas potenciais para o cultivo em
melaco: C1 e C2, com producao de biomassa 15 e 30% maiores do que o obtido com
a cepa CMIB-202.

Tabela 9. Produgao de biomassa em meio
otimizado em diferentes cepas de C. militaris

Cepa Biomassa em g/L
CMIB-202 24,08
C1 27,64
Cc2 33,52
C3 21,92
Cc4 19,3

Fonte: autoria prépria.

4.2 RESULTADOS DO TESTE DE FOLIN-CIOCALTEAU

Os testes de Folin-Ciocalteau, apresentados na Tabela 11, mostram uma grande
discrepancia entre o conteudo de compostos fendlicos presentes no meio liquido e no
micélio do fungo, o que mostra uma maior concentragao de compostos extracelulares
do que intracelulares. Essa € uma observagao interessante, ja que a atengdo dos

pesquisadores tem sido em sua totalidade voltado para a biomassa.
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Tabela 10. Resultados de Folin-Ciocalteau nos extratos advindos do meio liquido e do micélio
dos cultivos de 10 e 60 dias do meio otimizado e meio de manutengao em cultivo estatico

Extrato 1-meio  pyya16 2 — Micélio

Tempo Meio (mgGIK:IEu_ILd'?Ig_L"‘) (mgGAEIL)
Meio otimizado CMIB-202 431,8692 11,6935
 Adigao de Magnésio (0,5 g/L) CMIB-202 520,0859 9,5118
10dias ) dicso de Azeite (0,5 mi/L) — CMIB-202 533,5541 10,2625
Meio de Manuteng¢ao — CMIB-202 546,25 *
Meio de Manuteng¢ao — CMIB -202 563,4375 *
60 dias p4io otimizado — CMIB-202 647,8125 *

Fonte: autoria prépria.
*nao testado

O estudo de Reis et al. (2013) feito com o corpo frutificado do C. militaris e
extraido com metanol e agua obteve 15mg GAE/g. No estudo de Wang et al. (2015) o
maximo valor encontrado no corpo frutificado extraido com agua destilada fervente foi
de 17,07mg GAE/g. Considerando apenas a fracdo miceliar do presente estudo, os
resultados obtidos foram mais baixos, porém como pode-se observar na Tabela 10, o

conteudo da fragao liquida é eminentemente superior.

Dados de analise de Folin-Ciocalteau para a fragcdo liquida n&do foram
encontrados na literatura, e esta fragdo € pouco explorada, porém, como demonstrado
nos dados (Tabela 11) existe um grande potencial de exploracao desta fragao pelo

seu conteudo fenodlico.

O meio de manutengao apresentou maior quantidade de compostos fendlicos
do que os meios otimizados apés 10 dias de cultivo, mesmo com adi¢cao de azeite e
magnésio no meio maximo. Isso pode ser explicado pela composicédo do meio de
manutencdo que tem um conteudo mineral maior que pode ter contribuido na
producao de compostos fendlicos nos primeiros dias. Porém, como é possivel
observar na Tabela 11, o aumento do conteudo fendlico ao longo de mais 50 dias de
fermentagao no meio de manutengéo nao foi significativo, enquanto no meio otimizado
foi observado um aumento de 50% no mesmo periodo e ultrapassado o conteudo

observado no meio de manutencgao.
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4.3 RESULTADOS DO TESTE DE DPPH

Para determinagdo de atividade antioxidante (Grafico 1), as amostras
advindas do extrato 1 (meio liquido fermentado) tiveram os seguintes resultados para
EC50: 9,98 ml/L para o extrato originado do meio otimizado, 10,52 ml/L para o extrato
obtido da fermentagado contendo de sulfato de magnésio e 14,26 ml/L para o extrato
originado da fermentacao adicionada de Azeite. Nesta analise, quanto menor o EC50,
mais antioxidante é o extrato, significando entdo que o extrato advindo do meio base
€ 0 que apresenta o melhor resultado. O extrato 2 (micélio) ndo mostrou atividade
antioxidante suficiente para deteccao por este método.

O estudo de Won; Park (2005) obteve um resultado de DPPH para micélio
extraido com etanol 70% de 0,026 g/mL (EC50). Nas analises de Reis et al. (2013) foi
obtido um EC50 de 12,17 mg/mL no extrato metandlico do cogumelo, valor mais
proximo do obtido neste estudo. Dados de estudo de atividade antioxidante do meio

liquido ndo foram encontrados na literatura.

Grafico 2. Curvas de porcentagem de inibi¢gao de radicais livres pelos extratos em meio liquido
fermentado em meio base, com adigcdo de azeite, magnésio e sem adi¢ées
Porcentagem de inibicdao de radicais por concentragao de
extrato (mL/L) dos extratos dos meios fermentados liquidos

30

25

20

15

10

0 20 40 60 80 100 120 140
% inibicdo meio + Mg % inibicdo meio + Az % inibigdo meio otimizado
y =0,1897x + 2,6987 y =0,1106x + 10,509 y =0,1882x + 0,5367
R?=0,9931 R?=0,9534 R?=0,9936

Fonte: autoria propria.
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44 TESTE DE MELHORAMENTO DE EXTRAGAO PARA CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Os testes para verificar a melhor extracdo visando a quantificacdo de
cordicepina, foram conduzidos utilizando a extragdo de Sari et al. (2016) (ver segéo
3.7), intitulada neste trabalho de “extracéo n-hexano”. Foi também realizado um teste
com extracdo com metanol e o outro com extragdes sequenciais com acetato de etila
(5, 10 e 15 particdes). Os espectros de massa mostrados abaixo mostram as massas
encontradas nos extratos apés as extracoes especificas.

As Figuras 5 e 6 contém os métodos de extragcdo com metanol e n-hexano,
nestas figuras, observa-se que muitos compostos além do composto desejado foram
extraidos, dificultando sua visualizacdo e, se levado desta forma para a coluna,
poderia causar entupimento. E possivel também observar que entre o metanol e o n-
hexano o segundo apresenta uma leve melhora, mas ainda com muitos compostos

contaminantes.

Figura 4. Espectro de massas do extrato bruto diluido com metanol 1:10

CORDICEPINAMS SCAN FERM 60 DIAS ACIDIFICADO POSTV 6 (1.006) MS2 ES-
10024208 2637
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1451518104 23547 29500 33291 aa725 45168 RrorEe se
'rJ‘*lrr{m-r‘r!'Ph-rﬂM\'ﬁ'(n"ﬂn|[¥1‘h|r"ﬁ-[nh'“n*nr||-|ﬂh1|ﬂn|||N‘Thr-‘n ey g 1||rl6|F501 |r1|||‘|'!7'|'5'|5|;|'r61|||?'|?‘iﬁ|']2
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Fonte: autoria propria



Figura 5. Espectro de massas da extragido pelo método de Sari et al. (2016) com n-
hexano
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Fonte: autoria prépria.

Figura 6. Espectro de massas da extragdao com 5 particdes de acetato de etila

08 12 2020 CORDICEPINA MS SCAN 60 DIAS 5 PARTICOES COM ACIDO ACIDIFICADOPOSTV 15 (2.517) MS2 ES+
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Fonte: autoria prépria.
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Figura 7. Espectro de massas do liquido restante apds a retirada das 5 partigoes.
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Fonte: autoria prépria.

Nos testes com 5 parti¢gdes (Figura 7), € possivel observar menor presenca de
contaminantes do pico de cordicepina (m/z 252 e m/z 251), porém ainda existe um
restante consideravel de cordicepina no liquido residual apos as 5 particdes (Figura
8). Por isso foram conduzidas extragdes com maior numero de passos (10 partigbes,
apresentados nas figuras 9 e 10, e 15 parti¢des, figuras 11 e 12). Na espectrometria
de massas nao € possivel saber a concentragdo de cordicepina, porém € possivel
fazer uma avaliagdo parcial pela intensidade dos ions (TIC), disponivel na parte

superior direita das imagens.



Figura 8. Espectro de massas do extrato apos 10 partigoes.
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Figura 9. Espectro de massas do liquido restante apés a retirada das 10
particoes.
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Figura 10. Espectro de massas do extrato apos 15 partigoes.
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Figura 11. Espectro de massas do liquido restante apos a retirada das 15
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Entre as extracdes de particdao 10 e 15 é possivel notar que a extracdo de 15
particoes foi mais seletiva em relagéo a cordicepina e comparativamente a extragao
de 5 e 10 parti¢cdes, foi capaz de melhorar a quantidade extraida, restando menos no

liquido residual.

Na sequéncia, o objetivo deste estudo era quantificar a cordicepina presente
nos extratos e em diferentes tempos, porém esta pesquisa foi afetada pela pandemia
do Coronavirus e a impossibilidade de dar sequéncia aos experimentos por conta de

decretos estaduais e municipais.

Nao obstante, este primeiro passo de purificagao foi de suma importancia pela
dificuldade de lidar com um extrato natural em um meio complexo que necessita
quantificacdo por um equipamento de alta sensibilidade. O melaco é extremamente
favoravel para o crescimento do fungo pela quantidade de nutrientes que lhe fornece,
mas pelo mesmo motivo dificulta sua leitura em equipamentos de alta precisao, por
isso este passo de purificacdo de extrato se faz necessario neste tipo de amostra.
Para o melago, a recomendacao é de 15 particdes, pois se mostrou mais eficiente em

deixar o extrato sem muitas sujidades e mantendo um alto TIC de cordicepina.



51

5 CONCLUSAO

Este estudo mostrou pela primeira vez que o melago de cana de agucar € um
componente viavel como meio de cultura para a produgéo de biomassa de C. militaris.
O sistema de cultivo em superficie se mostrou mais promissor para a producao de
biomassa do que o cultivo sob agitagao para a cepa avaliada.

Os compostos bioativos estiveram presentes em maior quantidade de forma
extracelular, em comparagao com o extrato obtido a partir do micélio. O tempo de
cultivo foi um fator significativo para o aumento de compostos bioativos, tendo o cultivo
de 60 dias apresentado 50% mais compostos fendlicos que o de 10 dias. A
possibilidade de explorar o meio fermentado como importante fonte de compostos
antioxidantes e fendlicos € uma das importantes contribuicbes deste trabalho para a
literatura cientifica.

A comparagao de métodos para purificacdo de cordicepina do extrato
originado do meio fermentado visando sua quantificagdo por LC/MS-MS mostram que
a metodologia que utiliza 15 partigdes de acetato de etila é mais apropriada por conter
menos compostos que possam causar entupimento da coluna ou erros da

quantificacao.
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