> °
/\ XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
L V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

¥

INFLUENCIA DE BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS
NA BIOSSINTESE DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DO FEIJAO
Julie Wisniewski (PIBIC/FA), Ana Carolina M. Hacke, Romaiana P. Pereira, Rafael
M. Etto (Orientador), e-mail: mazeretto@hotmail.com.

Universidade Estadual de Ponta Grossa/Departamento de Quimica
Area: Ciéncias Bioldgicas; Subarea: Bioquimica.
Palavras-chave: BPCP, metabolismo, produtos naturais.

Resumo

O feijao é uma leguminosa que traz diversos beneficios para a saude, possui em sua
composicdo fenolicos e flavonoides e possui também atividade antioxidante. O uso
de biofertilizantes € uma alternativa ao uso de fertilizantes quimicos, porém o0s
mecanismos pelos quais as bactérias promotoras do crescimento vegetal atuam,
ainda nao sao totalmente conhecidos. Neste estudo, determinou-se a concentracao
de compostos fendlicos e de flavonoides e estudou-se a atividade antioxidante por
trés diferentes métodos nas amostras obtidas por extracdes hidroalcoodlicas e
etanolicas, do feijdo ndo inoculado e inoculado com a bactéria Rhizobium tropici. De
forma geral, os extratos etandlicos apresentaram uma menor concentracdo de
compostos fenolicos e flavonoides, além de ndo apresentarem atividade antioxidante
nas concentracfes testadas. Ao comparar 0s extratos hidroalcodlicos, pode-se
observar que a inoculacdo com a bactéria modificou 0 metabolismo da planta,
diminuindo a producdo de polifendis e a atividade antioxidante nos métodos
testados.

Introducéo

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa amplamente cultivada e
consumida, possui proteinas e nutrientes, trazendo beneficios para a saude. Além
destes, ele também possui compostos bioativos, como acidos fendlicos e
flavonoides, os quais estdo relacionados a atividade antioxidante do feijdo, como
mostram alguns estudos na literatura (MARTINEZ et al., 2002).

O uso de fertilizantes quimicos na agricultura traz maleficios a saude e causa
problemas ambientais, mas ainda sé@o 0s principais responsaveis pelo aumento na
produtividade e na qualidade do produto. O emprego de biofertilizantes é uma opc¢ao
gue pode contornar estes problemas, ja que utiliza microrganismos vivos que
melhoram o crescimento de plantas, reduzindo o efeito causado por organismos
patogénicos (SHRIVASTAVA et al., 2015).

Estas bactérias sdo chamadas de bactérias promotoras do crescimento de plantas
(BPCP) e elas atuam por diferentes mecanismos, como fixagdo de nitrogénio,
solubilizacdo de fésforo ou de outros minerais e sintese de enzimas que modulam o
desenvolvimento da planta. Bactérias como Pseudomonas fluorescens, Azospirillum
brasilense e Rhizobium tropici pertencem ao grupo de BPCP.

Com relacé&o a influéncia da inoculacdo no contetdo de metabolitos secundarios,
alguns estudos mostram um aumento ou diminuicdo destes compostos frente a
inoculacdo com diferentes bactérias, mas ainda n&o se conhece totalmente os
efeitos na atividade antioxidante (CAPPELLARI et al.,, 2013). Desta forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante e determinar o contetdo
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de metabolitos secundéarios do feijdo comparando a amostra inoculada, com a
bactéria Rhizobium tropici, com a ndo inoculada.

Material e Métodos

Obtencao das amostras de feijao:

As amostras de feijdo, ndo inoculada e inoculada com a bactéria Rhizobium tropici,
foram cultivadas na casa de vegetacdo da Agronomia (UEPG), durante 30 dias. As
folhas foram coletadas em novembro de 2018 e secas em temperatura ambiente, em
auséncia de luz, durante 7 dias até peso constante.

Obtencao do extrato hidroalcodlico e etanolico:

O extrato hidroalcodlico (H) e hidroalcodlico inoculado (H-1) foram preparados
misturando as folhas ao etanol 70% (v/v). Para o preparo do extrato etandlico (E) e
etanolico inoculado (E-I), misturou-se as folhas ao etanol 90% (v/v). Realizou-se a
extracdo durante 7 dias, com agitacdo. Os extratos foram entdo filtrados e
armazenados em frasco ambar.

Avaliacdo da composicao quimica:

A determinagdo do contetdo de compostos fenolicos totais das amostras foi
realizada com o reagente Folin-Ciocalteau, como descrito por Singleton et al. (1999).
A curva de calibracao foi construida com acido galico. A determinacdo do conteudo
de flavonoides totais foi realizada pela complexacdo com o aluminio, método
descrito por Kosalec et al. (2004). A curva de calibracdo foi construida com
guercetina.

Avaliagao da atividade antioxidante pelo método DPPHe.:

O método foi descrito por Brand-Williams et al. (2002). Os extratos, inoculado e ndo
inoculado, foram diluidos em etanol nas seguintes concentracdes: 25, 50, 100, 250,
500 e 1000 uL mL™. O controle positivo foi preparado com &acido ascorbico. Apés 30
minutos de incubacdo, na auséncia de luz, a leitura foi realizada a 518 nm, em um
espectrofotdmetro de placas.

Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS™:

Este método foi descrito por Pellegrini et al. (1999). Os extratos foram utilizados nas
mesmas concentracfes do método anterior. O acido ascorbico foi utilizado como
controle positivo. A placa foi incubada por 30 minutos, na auséncia de luz e a leitura
foi realizada a 734 nm em um espectrofotdmetro de placas.

Ensaio do poder redutor:

O poder redutor dos extratos foi determinado pelo método descrito por Mathew e
Abraham (2006). O acido ascorbico foi usado como controle positivo. Os extratos
foram diluidos em etanol nas seguintes concentracdes: 25, 50, 100, 250, 500 pg mL"
. A leitura foi realizada a 700 nm em um espectrofotémetro de placas.

Anédlise estatistica:

Os resultados foram expressos como a média = desvio padrdo. Os dados foram
analisados estatisticamente pela comparacdo das médias através do teste Student-
Newman-Keuls, e p < 0,05 foi considerado significativo para todos os casos.
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Resultados e Discusséo

A andlise dos dados obtidos nos métodos DPPH e ABTS foi realizada pelo calculo
do Clso. Os valores de concentracdo dos compostos fendlicos e flavonoides totais e
o Clso calculados nos métodos DPPH e ABTS estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Contetdo de compostos fendlicos e flavonoides totais e atividade
antioxidantes dos extratos, inoculado e n&o inoculado, de feijdo.

Fenélicos totais Flavonoides DPPH Clsy  ABTS Clso
(mg AG*/ g)* wotais (Mg MLY)*  (ug mLY)x
(mg QER*Y/ g)*
AA - - 2,910,6 a 6,1+0,1 a
H-I 18,1+0.9 b 22+02b 1941+12.4¢c  146,643,5C
H 20.9+1,4 a 91+0.7 a 152.8+44b 1124459 b
E-| 4,8405C 1,5+0,4 b >1000 >1000
E 4,3+0,5C 1,9+0,5 b >1000 >1000

*Valores apresentados como a média + desvio padrdo (n=3). Médias seguidas por letras diferentes
(a-c) diferem estatisticamente na mesma coluna (Newman-Keuls a p < 0,05).
*AG = acido galico, QER = quercetina.

A amostra ndo inoculada apresentou um teor estatisticamente maior de compostos
fendlicos e flavonoides, diferindo da amostra inoculada, que apresentou uma
diminuicdo na producéao de polifenadis.

A atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos sdo maiores do que o0s extratos
etandlicos (Clso > 1000), nos métodos DPPH e ABTS. Foi observado um aumento da
atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico ndo inoculado com relacdo ao extrato
hidroalcodlico inoculado em ambos 0s métodos.

A Figura 1 mostra os valores de absorbancia em funcéo das concentracdes dos
extratos de feijao obtidos no ensaio do poder redutor.

Figura 1 — Poder redutor dos extratos H, H-I, E, E-I.
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Pode-se dizer que, pelos métodos testados, o extrato hidroalcodlico ndo inoculado é
0 que possui maior atividade antioxidante.

A interacdo planta-bactéria pode ter alterado o metabolismo da planta, diminuindo o
anabolismo dos compostos fendlicos e de flavonoides com consequente alteracao
da atividade antioxidante. Um estudo na literatura observou a diminuicdo da
atividade antioxidante enzimatica do feijao quando inoculado com a mesma bactéria,
concordando com os resultados obtidos neste trabalho (TEJERA et al., 2004). Além
disso, estudos onde a inoculacédo foi feita com outras bactérias, Pseudomonas
fluorescens e Azospirillum brasilense, mostram o efeito contrario ao observado
(CAPPELLARI et al., 2013).
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Concluséo/des

Este estudo demonstrou que a inoculagéo do feijdo com a bactéria Rhizobium tropici
diminuiu o teor de compostos fendlicos e de flavonoides e consequentemente a
atividade antioxidante dos extratos, nos métodos empregados. Indicando que a
interacdo planta-bactéria alterou o metabolismo da planta, diminuindo a producéo
destes compostos antioxidantes. Estudos sobre quais compostos foram alterados,
poderiam ser Uteis para compreender melhor os mecanismos envolvidos na agao
desta bactéria.
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