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Resumo

A partir do caldo fermentado e extratos de Aspergillus niger, identificar a presenca de trés acidos
orgéanicos. Sendo utilizado eletroforese capilar para identifica-los. Onde foi possivel obter um resultado
notavel, ao ser observado a presenca de é&cido oxdlico, acido citrico e &cido tartarico no caldo
fermentacéo, que sdo interessantes para o &mbito comercial uma vez que ndo necessita de métodos
de extracdo oneroso para concentra-los. Os resultados deste trabalho podem levantar uma nova
perspectiva para os estudos desse fungo, assim como novas tecnologias de cultivo com importancia
comercial para producao de acidos orgénicos os quais sdo muito utilizados na industria quimica e na
agricultura.

Palavras-chave: Eletroforese capilar. Acidos organicos. HPLC. Aspergillus niger
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Introducéo

Desde o inicio da Eletroforese Capilar (CE, "capillary electrophoresis"), na década de 1980, o avanco
desta técnica analitica de separacdo é, no minimo, consideravel. Parte deste crescimento pode ser
atribuida as elevadas eficiéncias alcancadas, curtos tempos de andlise e baixa geracédo de residuos
para a andlise de amostras de importancia ambiental, industrial, clinica, biomédica, entre outras. Ao
passar dos anos, a eletroforese vem sendo utilizada para obter maior rendimento e reduzir os efeitos
térmicos da aplicacdo de um campo elétrico. Para isso, os avangos fundamentais na eletroforese os
avancos instrumentais nas técnicas de eletroforese permitiram a introdug¢éo de colunas capilares no
sistema eletroforético, e isso foi denominado Eletroforese Capilar (CE).

Outra grande vantagem é a simplicidade da instrumentacédo, o que possibilita, em um mesmo
equipamento, a realizacdo dos mais variados modos de analise empregando a aplicacdo de tenséo.
Com isso, um grande numero de "subtécnicas" de eletromigracdo em capilares surgiu com o objetivo
de analisar variados analitos em matrizes complexas.

A eletroforese capilar (CE) € uma técnica de separacdo analitica que foi introduzida por Jorgenson
e Lukacs (1981). Ela tem a enorme vantagem de ser compativel com os preceitos da quimica verde,
sendo capaz de separar varios analitos analitos de origem biol6gica, como acidos nucleicos, proteinas,
carboidratos, lipidios e metabolitos secundarios (KUBAN et al., 2023). A eletroforese capilar, no entanto,
ndo é uma técnica de separacdo trivial. Ha diversos parametros que necessitam ser otimizados para
gue a separacéo seja ajustada. Essa técnica é ainda mais complicada do que a cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC), essa complexidade se origina das varias tecnologias que integram a
instrumentacéo. A complexidade da HPLC vem das varias tecnologias que comp&em a instrumentacéo,
mas, depois que o equipamento é configurado, o processo cromatografico flui sem a necessidade de
modificacdes posteriores (JAGER E TAVARES, 2001).

O género A. niger tem se destacado principalmente pela sua capacidade de produzir acidos
organicos, com isso, o crescente estudo nessa area, onde destacamos o acido citrico e oxalico (BAKRI,
M. M. et al., 2019).
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Diversos mecanismos tém sido propostos quanto a sua regulacéo e sintese, destacando a produgéo
desses acidos, que é influenciada por diversas condicdes ambientais, como o pH do meio, fontes de
carbono (C), nitrogénio (N) e micronutrientes. (PAPAGIANNI et al., 2005 XU et al., 1989; HAQ et al.,
2003), despertando estudos com o objetivo de aumentar sua producao, mesmo na presenca de alcoois
(SAHA et al., 1999).

Ha também pesquisas sobre a capacidade dos acidos organicos em influenciar a solubilizacédo de
fosfatos inorgénicos (CUNNINGHAM; KUIACK, 1992), pois estes, secretados por microrganismos,
podem diminuir o pH ou atuar como agentes quelantes de metais fosfatados inorganicos, liberando o
fosfato sollvel (SALIH et al., 1989; NAHAS, 1991) que podem beneficiar as plantas hospedeiras que
habitam solas pobres. Assim este trabalho teve por objetivo verificar a presenga de acidos organicos
no caldo fermentado e extrato bruto acetato de etila do fungo endofiticos Aspergillus niger podendo
este estudo indicar o melhor modo de extragéo e quantificagdo desses acidos.

Metodologia

O equipamento de eletroforese capilar consistiu em CE LINEAR modelo 200 equipado com detetor
UV-Vis, capilar de silica fundida (Polymicro) com um didmetro interno de 75um e um didmetro externo
de 375um, sem revestimento interno com um comprimento efetivo de 24 cm. Estac@o cromatografica
(Data Apex Ltd, EUA).

Foi utilizada como fonte de alimentagdo de alta tensdo CZE 100R (modelo Spellman CZE
30PN1000). Elétrodo de platina de pdélo positivo e negativo. Suportes de madeira. Bomba peristaltica
com 13 canais, Ismatec, modelo mp. A detecao foi efetuada por UV com um comprimento de onda de
214 nm para a determinacado dos &cidos organicos.

Para a identificacdo do sinal dos &cidos orgénicos, em funcdo do tempo de migracao, foi utilizada
uma solucdo individual do respetivo composto e, em seguida, as amostras foram analisadas. Para
confirmar a identidade dos picos, adicionou-se a amostra uma solucdo do respetivo 4cido e avaliou-se
0 aumento da altura do sinal do pico da seguinte forma: Acido tartarico: 0,5 mL de extrato + 1 mL de
solugdo-mée de acido tartarico 0,5000g/100mL e diluido em agua destilada até um volume final de 3
mL; Acido oxalico: 3,0 mL de extrato + 1 mL de solucdo-méae de &cido oxalico diluido em agua destilada
até um volume final de 6 mL; Acido citrico: 3,5 mL de extrato + 1 mL de solu¢do-méae de &cido citrico
0,5000g9/100mL e diluido em agua destilada até um volume final de 6 mL. O fungo Aspergillus niger foi
isolado das folhas sadias de Hancornia speciosa (mangabeira).

O isolado fungico foi primeiramente repicado em placas de Petri contendo PDA e incubado por sete
dias em temperatura ambiente. O isolado fungico cultivado em PDA foi inoculado no meio liquido CBD
(2000 mL), A cultura foi mantida estatica em temperatura ambiente por 14 dias. Apds o periodo de
fermentacdo liquida, o caldo foi separado do micélio por filtracdo, e 1000 mL extraido 3X com acetato
de etila e seco em rota-evaporador, fornecendo o extrato AcOEt (acetato de etila) com a massas de
177,3 mg. ApGs a obtenc¢do do caldo fermentado e extratos ACOEt procedeu-se com as analises por
eletroforese capilar para identificacdo dos &cidos organicos.

Resultados

O acido oxdlico foi identificado diretamente no caldo fermentado, uma vez que este € um composto
polar e processos de extracdo baseados na particdo liquido-liquido utilizando acetato de etila ndo
seriam eficientes, devido ao baixo coeficiente de particdo AcOEt/H20. Portanto as analises foram
conduzidas por eletroforese capilar. O caldo fermentado foi filtrado e analisado por eletroforese capilar
de zona e permitiu a identificacdo do acido oxalico no caldo, pois mostra um pico com 0 mesmo tempo
de migracdo da solucdo padrédo e, quando performada a co-inje¢cdo, houve um aumento no pico,
evidenciando a fortificacdo da amostra com o acido oxalico padréo puro (figura 1).
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Figura 1 — Picos obtidos pela analise da eletroforese capilar de zona do acido oxalico no caldo fermentado e
da solucédo padrédo
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Fonte: os autores

O acido citrico foi identificado no extrato AcOEt. O fato que este acido € um composto polar, e o
solvente utilizado na extracao foi 0 AcCOEt, que apresenta polaridade média, sugere que apenas uma
pequena parte do acido citrico foi extraida e a maior parte permaneceu na fracdo aquosa. Para a anélise
do &cido citrico diretamente do caldo fermentado, sem processos de extragdo, foi desenvolvido um
meétodo de analise por eletroforese capilar. O método foi capaz de identificar o pico referente ao acido
citrico (figura 2) pela migracéo e co-injecéo da solug&o padrao pura. Porém precisa ser melhorada para
conduzir o passo de quantificacdo.

Figura 2 — Eletroferograma do &cido citrico sendo: A — amostra analisada, B — padrdo — na concentragdo de
0.05g/mL.
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Fonte: os autores

O &cido tartarico também foi identificado no extrato AcOEt. O estudo do caldo fermentado por
eletroforese capilar confirmou que A. niger produz acido tartarico (figura 3) através da analise do pico
referente a este acido, assim como do tempo de migracao e co-injecao da solugdo padrdo pura.
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Figura 3 — Eletroferograma do acido tartarico sendo: A — amostra analisada, B — solugdo padrdo — na
concentragdo de 0,025g/100ml.
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Fonte: os autores
Discusséo

A caracterizac@o dos &cidos oxalico, tartarico e citrico no caldo fermentado revelou importantes
informacdes sobre a producéo desses compostos pelo fungo A. niger. Pois indicou que é mais eficiente
trabalhar com o caldo fermentado aos invéses do extrato por questdo de detec¢édo e concentracao
desses metabolitos. O método desenvolvido para identificacdo por eletroforese capilar mostrou-se
eficiente, permitindo avaliar sua producao em fungdo do tempo de cultivo. Entretanto, 0 método de
eletroforese capilar desenvolvido precisara ser aprimorado para realizar a identificac@o do acido citrico
(figura 2). Essa descoberta € de relevancia comercial, e a identificacdo de novas cepas capazes de
produzi-lo pode ser (til para fins de melhoramento genético. A descoberta de um simbionte capaz de
produzir 4cidos organicos responsaveis pela solubilizacdo de fosfatos abre uma nova possibilidade
para o manejo dessa cultura.

Conclusao

A identificac@o dos acidos oxalico, tartarico e citrico no caldo fermentado do fungo A. niger revelou
sua producéo desses compostos, sendo o periodo de doze dias o mais propicio para obter a maior
producéo de acido oxalico. A identificacao do &cido citrico também foi alcancada, embora o método de
eletroforese capilar precise ser aprimorado para a identificacdo. Essa descoberta € de interesse
comercial e pode ser Util para o melhoramento genético.

O Acido tartarico foi caracterizado e confirmado como sendo produzido pelo fungo A. niger. Em
suma, os resultados obtidos permitem uma melhor compreenséo da produc¢éo desses &cidos pelo fungo
A. niger e sua relevancia no contexto agricola, especialmente em relagédo a solubilizacdo de fosfatos
no solo. A identificacdo de novas cepas produtoras desses acidos pode ter implicagées importantes
para 0 manejo de culturas em solos pobres.
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