Comunicado

Introducao

Antioxidantes sdo compostos capazes de reduzir
a acao de espécies reativas de oxigénio (radicais
livres) que podem causar danificacao em teci-

dos organicos. A formacao de radicais livres esta
associada com o metabolismo natural das células,
pois o consumo do oxigénio durante o crescimen-
to celular resulta na geracao de compostos que
interagem com lipidios e produzem radicais livres
na forma de superoéxidos, hidroxilas e peréxidos
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A acao de tais radicais em organelas celulares

por meio da oxidacao de lipidios, lisossomos e
membranas mitocondriais, causa um desequilibrio
eletrolitico de constituintes endo e exonucleares,
o qual resulta em danos celulares e teciduais por
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diferentes mecanismos. Tais eventos contribuem
para o desenvolvimento de patologias como
inflamacao, artrites, doencas gastrointestinais,
isquemia, cardiovasculares, desordem no sistema
nervoso e doencgas neurodegenerativas. Portanto, a
utilizacado de substéncias com acao de capturar ra-
dicais livres surge como uma alternativa na terapia
de varias doencgas, o que torna importante a busca
de novos compostos capazes de inibir processos
oxidativos, in vivo, sem a presenca de risco para a
saude humana (HUANG et al., 2007).

Por milhares de anos a diversidade genética tem
sido fonte de fdrmacos, e um nimero expressivo
de drogas modernas (por exemplo, na terapia an-
ticancerigena, antimicrobiana, antiparasitaria) sao
isoladas de fontes naturais provenientes, principal-
mente, de paises com clima tropical e subtropical
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como o Brasil. Tendo em vista, a riqueza de espé-
cies e nichos ecoldgicos existentes nestes ecos-
sistemas, sao entao, amplamente utilizadas como
alvo para procura de novas biomoléculas com
aplicabilidade farmacoldgica, agricola e industrial.
As plantas e os micro-organismos cultivaveis sao
as principais fontes de moléculas bioldgicas ativas
e terapeuticamente Uteis, como alcaloides, terpe-
noides, fendlicos e glicosideos. Contudo, observa-
-se que a maior parte dos estudos em busca de
novos produtos naturais, no Brasil, tem-se con-
centrado nas espécies vegetais para o isolamento
de seus compostos ativos em relagcao a gama de
efeitos bioldgicos tradicionais, como antitumoral,
antioxidante e hipoglicémico (PUPO; GALLO, 2007;
STROBEL ; DAISY, 2003; THIERICKE, 2000).

As comunidades bioldgicas pouco exploradas

ou inexploradas, tais como 0s micro-organismos
gerais e/ou endofiticos, estao frequentemente
associadas a diversidade biologica e diretamente
relacionada a descoberta de moléculas quimicas
com potencial de atividade bioldgica. Estes orga-
nismos sao cosmopolitas (habitam tecidos internos
de espécies vegetais, corpos d'agua, solo e ar)
produzem metabolitos que desempenham funcoes
favoraveis a sua relacao interespecifica com o
ambiente. Uma vez isolado, selecionado e preser-
vado, um micro-organismo produtor de biomolé-
culas de interesse, pode ser submetido a pesquisa
e desenvolvimento o que, as vezes, torna-se dificil
com plantas raras ou de crescimento lento. Nesse
contexto, os micro-organismos isolados dos ecos-
sistemas brasileiros podem ser considerados fonte
promissora para bioprospeccao de novos produtos
naturais resultantes do metabolismo microbiano,
tendo em vista a sua aplicagao biotecnolodgica (BU-
TLER, 2004; HUANG et al., 2007; STROBEL; DAISY,
2003, TAN; ZOU, 2001; THIERICKE, 2000).

Estudos mostram compostos das classes dos
flavonodides, taninos e fenois que apresentam alta
atividade antioxidante. Diante disso, micro-organis-
mos isolados de ambientes tropicais, atualmente
sao utilizados como fontes de metabolitos variados
por estarem envolvidos na producao de compostos
como enzimas, alcalodides, antibidticos, anticance-
rigenos e outros, os quais favorecem a adaptacao
em diferentes nichos ecoldogicos (ARUOMA et
al.,1996; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SOKMEN
et al., 2005; SOUSA et al., 2007).

A técnica da captura do radical livre DPPH (2,2-di-
phenyl-1-picrylhydrazyl), inicialmente descrita por
Brand-Williams em 1995, é baseada na reacao
quimica apresentada na figura 1, que avalia essa
captura do radical livre DPPH por antioxidantes,
produzindo um decréscimo na absorbancia a 517
nm. Este método foi adaptado por Milardovic et al.,
2006 e assim estao sendo feitas outras adaptacoes
na presente pesquisa.
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Fig. 1. Reacao de captura do DPPH*.

O escopo deste trabalho é a disponibilizacao da
metodologia cientifica utilizada na determinacao
quantitativa da atividade antioxidante de extratos
livre DPPH, baseadas nas adaptacoes realizadas no
Laboratério de Microbiologia Ambiental em parcei-
ra com o Laboratorio de Produtos Naturais, ambos
da Embrapa Meio Ambiente.

Materiais Necessarios

Reagentes

e Acool etilico PA.

e Agua destilada

e DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil) (PM = 394,3)
- Sigma, cédigo 095K1452

e Meio liquido caldo agar nutriente

e Meio liquido caldo batata dextrose

Equipamentos e Vidrarias

e Balanga analitica

e Balao volumétrico 100 mL

e Centrifuga

e Crondmetro digital

Cubetas de vidro
Espectrofotometro com UV-VIS
Funil de Buchner

Funil de porcelana poroso
Funil de separacao



Kitassato

* Membrana de celulose de 0,45 pm

Trolox - Sigma, cédigo 095K1452
Microtubo tipo eppendorf graduado (2 mL)
e Pipeta automatica (10 - 100 pL)

e Rotaevaporador

Shaker com temperatura controlada

Preparo de Solucées:

Solucdo de DPPH a 0,004 %

Dissolver 4 mg de DPPH em alcool etilico e comple-
tar o volume para 100 mL em um balao volumeétri-
co. Preparar e utilizar apenas no dia da analise.

Solucao deTrolox a 0,05 %

Dissolver 5 mg deTrolox em alcool etilico e com-
pletar o volume para 1 mL em um microtubo tipo
eppendorf . Posteriormente, em outro microtubo,
adicionar 10 pL desta solugao a 990 pL de alcool
etilico. Preparar e utilizar apenas no dia da analise.

Obtencao de extratos organicos dos micro-organis-
mos isolados

Os isolados bacterianos devem ser cultivados em
meio liquido caldo nutriente (CN) e os isolados de
fungos em caldo batata dextrose (CBD). Incubar
300 mL de caldo em “Shaker” 28°C, 180 rpm, por
cerca de 72 horas. Apds o crescimento microbiano,
filtrar os caldos de culturas em sistema de filtracao
a vacuo, com membrana de celulose de 0,45 pm,
para a retirada das col6nias microbianas. Realizar
extragoes liquido-liquido do sobrenadante, com
100 mL de acetato de etila em funil de separacao
na proporcao 1/1. Este processo deve ser repeti-
do por trés vezes para cada operagao. Adicionar
sulfato de sodio anidro a fase organica reunida, na
concentracao de 5%. Apos a filtragem e evapora-
¢ao dos solventes em rotaevaporador, sao obti-
dos extratos brutos para a avaliacao da atividade
antioxidante.

Determinacao da Atividade Antioxidante

A reducao do DPPH* é acompanhada pelo mo-
nitoramento do decréscimo na absorbancia em
comprimento de onda caracteristico durante a
reacao. Em sua forma radical, o DPPH* tem maior
absorcao no comprimento de onda a 517 nm, mas
sob reducao por antioxidante (AH) ou uma espécie
radical (R*) a absorbancia é reduzida, como apre-
senta a equacao abaixo:

Determinagdo quantitativa da atividade antioxidante de extratos brutos de microrganismos pelo método de captura de radical livre DPPH

DPPH * + AH » DPPH - H + A
DPPH* + R* » DPPH - R

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH
pela amostra é determinada pela habilidade de
transferéncia de hidrogénio para o radical livre
estavel DPPH. A propriedade de sequestrar radicais
livres dos compostos presentes em varios extratos
de plantas ou micro-organismos tem sido recen-
temente apontada sugerindo um possivel papel
redutor destes compostos, diminuindo os riscos de
doencas cardiovasculares em humanos. O seques-
tro de radicais livres € um dos mecanismos reco-
nhecidos pelo qual ocorre a acao dos antioxidantes
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

A partir do extrato obtido, preparou-se as solugoes
em microtubos tipo eppendorf em trés diluicoes di-
ferentes em triplicata. Em ambiente escuro, trans-
feriu-se uma aliquota de 100 pL de cada diluicao do
extrato para microtubos tipo eppendorf com 900
pL do radical DPPH (item solugao de DPPH a 0,004
%) e a mistura foi homogeneizada por agitacao.

O controle foi preparado com 100 uL de alcool
etilico e 900 L do radical DPPH homogeneizado.
Realizou-se o controle da solucao de DPPH com
adicao de 100 pL da solugao controle (item solugao
deTrolox a 0,05%) com 900 pL do radical DPPH e
homogeneizacgao. Para validacao da analise, a % de
reducao de trolox foi de 50% (+ 5). Ap6s a homoge-
neizagao incubou-se as amostras por 25 minutos,
com auséncia total de luz. As leituras no espectro-
fotdmetro foram feitas a 517 nm. Utilizou-se alcool
etilico, como branco, para calibrar o espectrofot6-
metro.

A atividade antioxidante dos compostos é expressa
em porcentagem de reducao do DPPH obtida pela
Equacao 1, descrita abaixo (tabela 1). Para cada
amostra o ensaio deve ser realizado em triplicata e
os resultados devem ser apresentados em Concen-
tracao Efetiva 50% (EC50).

Equacéo 1:

% reducao do DPPH = [(Abs. Amostra - Abs. Bran-

co) /Abs branco] x 100

Abs = absorbancia (617 nm)
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Tabela 1. Percentual de reducao do DPPH pelos extratos fungicos utiliza-
dos de acordo com as concentragdes apresentadas na tabela abaixo.

% de Redu¢do do DPPH

Amostra mg/L
0,312 0,625 1,25 2,5 5
03a 7,90 10,00 14,00 21,00 29,00
03b 10,00 17,00 24,00 39,90 68,00
108a 40,00 43,00 66,00 71,50 73,00
108b 9,00 10,00 10,00 15,00 25,00
177a -5,00 -1,00 -3,00 -20,00 -77,00
177b -2,00 -1,00 -2,00 -12,00 -26,00
391a 8,64 14,50 23,66 37,73 53,80
391b -0,75 1,08 3,70 7,33 11,45

a — extrato bruto pH &cido;
b — extrato bruto pH basico;

Calculo do EC50

A concentracao efetiva 50%, expressa a concentra-
¢ao minima de antioxidante necessaria para reduzir
em 50% a concentracgao inicial de DPPH.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes
diluicoes dos extratos, plotou-se a % de reducao
do DPPH no eixoY e a concentracao dos extratos
(mg/mL) no eixo X, e determinou-se a equagao da
reta (Eq. 2)

Y =-ax + b (Equacéo 2)
Onde:
y = % reducéao do DPPH
x = EC50 (mg/mL)

Para calcular o EC50 utilizou-se a equacao da reta,
substituindo o valor de y (Eq. 2) por 50 para obter
a concentracao da amostra com capacidade de
reduzir 50% do DPPH, como apresentados na fig. 2
e tabela 2. Os extratos com valores de EC50 mais
proximo a zero sao considerados como antioxidan-
tes e os organismos produtores desses extratos
podem ser considerados como potenciais em
aplicabilidade biotecnoldgica.
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Fig. 2. Efeito da captura dos radicais livres DPPH do extrato bruto de
linhagens flngicas teste.

Tabela 2. Equacéo da reta usada para calcular EC50 da atividade antioxi-
dante de extratos brutos de linhagens flngicas teste.

Amostra Equacéo da reta R? ECsy
03* y=4,4755x +7,7092 0,9739 9,44
03b y =12,086x + 8,3649 0,9961 3,444
108" y=6,673x +45,772 0,6358 0,633
108b y = 3,4664x + 7,0841 0,9767 12,38
177* y =-16,209x + 10,204 0,9275 -2,455
177b y =-5,5351x +2,1237 0,9696 -8,649
391* y =9,403x + 9,4462 0,9621 4,312
391b y=3,00064x - 4,6374 0,9766 17,818

(EC50 = coeficiente de equivaléncia)
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