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Resumo 

“Prospecção Química do Metabolismo Secundário de Fungos Endofíticos 

Isolados de maçã (Malus domestica) e goiaba (Psidium guajava)”. Poucos são os 

estudos dirigidos aos fungos endofíticos associados a frutos comestíveis no que tange 

a química do metabolismo secundário destes organismos. Neste sentido, esforços 

para o melhor conhecimento com relação à capacidade metabólica da microbiota 

fúngica existente nestes hospedeiros são relevantes já que, compostos das mais 

diversas classes biossintéticas e bioatividades podem ser potencialmente 

incorporados diretamente à dieta humana. Portanto, a proposta do trabalho envolveu 

a exploração química e metabólica de fungos isolados a partir de frutos saudáveis de 

maçã, a espécie Talaromyces rugulosus e a espécie Setophoma sp., isolada de 

goiaba. O estudo baseou-se na prospecção química do metabolismo fúngico 

aplicando-se a abordagem OSMAC. Neste enfoque, além do screening de compostos 

conhecidos, a investigação foi direcionada ao encontro de novos produtos naturais 

biossintetizados pelas espécies. Para uma detecção rápida e eficaz, a metodologia de 

derreplicação via UHPLC-HRMS e consultas a bancos de dados comerciais e in house 

foi amplamente utilizada. A prática destas abordagens integradas permitiu o 

estabelecimento do perfil químico inerente a cada micro-organismo o que conduziu à 

identificação de sete novos depsídeos produzidos por Setophoma sp. e novos 

alcaloides halogenados por T. rugulosus através de dados espectroscópicos de RMN 

e de HRMS-MS. Pela mesma abordagem, também houve o conhecimento sobre a 

indução da produção de conhecidas perilenequinonas por Setophoma sp. quando em 

co-cultivo a outras espécies fúngicas. Alguns dos novos policetídios isolados deste 

micro-organismo apresentaram moderata atividade antimicrobiana frente à bactéria 

S.aureus, enquanto que a perilenequinona estenfiperilenol, demonstrou aparente 

inibição ao crescimento de espécies do gênero Penicillium. A capacidade do sistema 

enzimático de T. rugulosus em biotransformar substratos naturais à composição dos 

frutos de maçã, como alguns ácidos orgânicos e flavonóides também foi avaliada. Não 

foram detectados produtos de biotransformação, porém constatou-se alta indução 

metabólica de ácido multicolâncio pela ação dos substratos testados, evidenciando 

um possível marcador da espécie quando em estresse ambiental. Por fim, 

considerando-se os frutos uma rica fonte nutricional à microbiota ali existente, 

podendo favorecer a biossíntese de metabólitos secundários in loco por estes 

organismos, foram monitorados alguns compostos comumente produzidos por T. 

rugulosus nos meios de cultura avaliados (que mimetizam o habitat natural 

microbiano.  Através das técnicas analíticas de UHPLC-MS/MS via experimentos de 

MRM dinâmico, foram detectados dois metabólitos potencialmente produzidos por T. 

rugulosus nos extratos de maçãs comerciais avaliados.  
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Abstract 

“Chemical Prospecting of the Secondary Metabolism of Endophytic Fungi 

Isolated From Apple (Malus domestica) and Guava Fruit (Psidium guajava)”. Few 

studies are targeted concerning the chemistry of the secondary metabolism from 

endophytic fungi associated to edible fruits. In this sense, it is worth to explore the the 

microbial metabolic skills, particularly from the fungi species naturally present in this 

host, since a plethora of compounds from different biossintetic groups with diverse 

bioactivities may have been directly introduced to human diet. Therefore, the aim of 

the work encompassed the chemical and metabolic investigation of the fungus isolated 

from sympthomless apple fruits, the specie Talaromyces rugulosus, as well as the 

fungus Setophoma sp. isolated from healthy guava fruits. The study was based on the 

chemical prospecting of the fungal metabolism by means of OSMAC approach. In this 

step, besides the screening of known metabolites, the investigation was carried out in 

order to encounter new natural products biossintetized by the studied strains. Aiming 

to reach a fast and effective dectection, the UHPLC-HRMS based dereplication 

combined to dedicated database queries was extensively applied. The use of these 

integrated approaches allowed the establishment of a broad chemical profile owned to 

each microorganism and has led to the identification of seven new depsides produced 

by Setophoma sp. and novel halogenated alkaloids by T. rugulosus through 

spectroscopic data, chiefly NMR and HRMS-MS. In addition to these results, the 

induction of known perilenequinones produced by Setophoma sp.  strain was observed 

when it was submitted to the co-cultive with other fungi species. Some of the novel 

poliketides showed moderate antimicrobial activity against S.aureus, while the 

perilenequinones comprised a seeming inhibition of some tested Penicillium species. 

Concerning T. rugulosus, it was also verified if the fungus showed to be skillfull in 

biotransformations of compounds naturally owned to apples chemical composition, 

such as flavonoids and organic acids. Whereas any product from this proposal was 

detected, a remarkable production of multicolanic acid was observed by the use of the 

tested substrates into the culture medium, suggesting a likely marker for this specie. 

Finally, taking into account the fact that fruits represent a rich source of nutrients for its 

associated microbial inhabitants, it is worth to consider that secondary metabolites 

biosynthesis in loco be favoured. Therefore it was proposed the monitoring of the most 

common metabolites produced by T. rugulosus into commercial apple extracts. The 

detection study was carried out by UHPLC-MS/MS via dynamic MRM experiments, 

which allowed the detection of compounds potentially produced by the fungus in the 

evaluated apple extracts. 
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 1 - Introdução   

 

1.1 - Fungos e a aplicabilidade de seus metabólitos secundários 

 

 A habilidade da natureza em biossintetizar um conjunto excepcional de 

entidades químicas torna a química de produtos naturais um constante reservatório 

para descoberta de novos compostos, com potencial de exploração sem paralelos 

(HALABALAKI et al., 2014). Desde o final do século XIX até os dias atuais, gerações 

de pesquisadores aplicam esforços voltados à investigação de milhares de moléculas 

produzidas por organismos vivos, encorajando a sociedade ao uso de vários produtos 

naturais em diferentes frentes de aplicação (FIRN & JONES 2003). Neste sentido, os 

micro-organismos vêm representando uma sólida fonte de novos compostos, em 

especial os fungos.  

As primeiras pesquisas envolvendo efetivamente metabólitos fúngicos, 

datam de meados da década de 1870, quando pigmentos biossintetizados por corpos 

de frutificação de basidiomicetos atraíram a atenção dos químicos orgânicos da 

época. A partir de 1950, companhias farmacêuticas começaram a investir 

intensivamente em programas de screening de produtos microbianos em especial, ao 

que concerne à produção de metabólitos secundários por fungos filamentosos (ALY 

et al., 2011a). Desde então, a exploração biotecnológica dos fungos vem sendo 

aplicada nas mais diversas áreas, como a química, ecológica, agroquímica, 

farmacêutica, alimentícia, dentre outras (HOFFMEISTER et al., 2007; SMEDSGAARD 

et al. 2004; ZAIN et al., 2014).  

Dado o papel vital destes organismos no funcionamento de vários 

ecossistemas, bem como de atividades de valor agregado à sociedade, (KEMPKE & 

ROHLFS, 2010) estes são frequentemente aceitos como uma expressiva ferramenta 

biotecnológica, para processos fermentativos, transformação de matéria orgânica, 

geração de produtos químicos e bioquímicos úteis ao homem (IÓCA et al., 2014). Tal 

espectro de aplicação deve-se em parte, à capacidade biossintética e metabólica das 

espécies fúngicas existentes, e também devido a versatilidade com relação à 

manipulação genética e enzimática destes seres vivos. 

Contudo, metodologias envolvendo sistemas de indução e engenharia 

metabólica, metagenômica, biossíntese combinatória, modificações epigenéticas e
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biotransformações vem sendo amplamente exploradas visando-se o conhecimento de 

moléculas ainda desconhecidas. De modo geral, a utilização de tais abordagens 

biotecnológicas apontam para o aprimoramento das capacidades metabólicas 

fúngicas como um todo (IÓCA et al., 2014; KELLER et al. 2005; NIELSEN, 1998; 

OSBOURN, 2010) e consequentemente ao aumento da diversidade química fúngica 

ainda a ser investigada.  

Os metabólitos secundários são em geral, caracterizados por pequenas 

biomoléculas menores a 3.000 Da (WILLIANS et al., 1989) e que, embora não sejam 

obrigatórios ao metabolismo vital microbiano, oferecem vantagens em vários aspectos 

para a manutenção da sobrevivência das espécies produtoras. Durante milhares de 

anos, ao longo do processo evolutivo das espécies, tais moléculas parecem ter 

desempenhado funções de caráter adaptativo para as mesmas, em diversos habitats, 

envolvendo distintos ecossistemas (VINING, 1992; BRAKHAGE, 2012). Tal produção 

capacitou os micro-organismos à sobrevivência frente às competições interespécies 

por proporcionar o estabelecimento de mecanismos de defesa e facilitação de 

processos reprodutivos e de crescimento (VAISHNAV et al., 2010). 

 Por exemplo, além de sinalizadores de comunicação entre espécies 

coabitantes de uma mesma população (sistema de sinalização quorum-sensing que 

dispara mecanismos de diferenciação celular) (DEMAIN et al., 2008; MARTÍN et al., 

2005), estes produtos naturais podem atuar no aumento da disponibilidade nutricional 

(sob a forma de agentes quelantes a exemplo dos sideróforos), na proteção natural a 

estresses ambientais (pigmentos), na regulação das interações competitivas e 

mecanismos de defesa (antibióticos, sinalizadores moleculares - quorum-sensing e 

toxinas) (BREITLING et al., 2013). 

A diversidade de metabólitos fúngicos é uma consequência da evolução 

bioquímica e biológica destes organismos. Como já mencionado, a expressão das 

variadas rotas metabólicas é fundamental dentro dos ecossistemas e, especialmente, 

imprime grande valor agregado às atividades humanas na medida em que cada 

estrutura química pode representar um amplo espectro de aplicação e estudo, 

inerente às bioatividades em potencial (FIGURA 1.1).  

É reconhecida a atuação de muitos bioativos fúngicos como agentes 

anti-infecciosos, antitumorais, imunossupressores, antiparasitários, bioinseticidas, 

herbicidas, mas também em atividades que envolvem mecanismos deletérios à 

vitalidade dos seres vivos, como os de patogenicidade, toxicidade e carcinogênia 
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(CALVO et al., 2002; DEACON, 2006; DEMAIN et al., 2008; HOFFMEISTER et al., 

2007; VAISHNAV et al., 2010; BRAKHAGE, 2012; WIEMANN e KELLER, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.1 - Exemplos da quimiodiversidade e bioatividade de metabólitos fúngicos 
(BRAKHAGE, 2012; KUSARI et al., 2013; MOUSA et al., 2013)   
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1.2 - Fungos Endofíticos e sua ocorrência em frutos comestíveis 

 

 As plantas são consideradas um verdadeiro micro ecossistema habitado 

por uma vasta diversidade microbiana, pontuando o estabelecimento de alguns tipos 

de interações entre as espécies envolvidas como, por exemplo, o endofitismo 

(GUNATILAKA, 2006).  

Por definição, endofíticos são micro-organismos que vivem dentro de 

tecidos vegetais em pelo menos um período do ciclo de vida, não manifestando 

sintomas deletérios visíveis ao hospedeiro (BACON e WHITE, 2000). O endofitismo é 

a única associação de custo benefício entre planta/micro-organismo definida pela 

“localização” e não pela “função”, que é transientemente assintomática, discreta e 

estabelece-se inteiramente dentro de tecidos vivos (KUSARI e SPITELLER, 2012). 

 A existência assintomática de fungos dentro de plantas foi primeiramente 

descrita em 1904 por FREEMAN (1904) nos tecidos de joio. Desde então, vários 

fungos têm sido isolados a partir de diferentes órgãos vegetais, oriundos de espécies 

variadas, desde os trópicos até o ártico. 

 Claramente, qualquer interação planta-fungo é precedida pelo encontro 

físico dos organismos. Depois, seguem-se várias barreiras químicas e físicas 

impostas pelo próprio ambiente que devem ser contornadas para o estabelecimento 

e sucesso das associações. Tal dinâmica é preconizada pela hipótese do 

“antagonismo balanceado” na qual, a colonização assintomática se dá pelo balanço 

de antagonismos entre o hospedeiro e o fungo colonizador (SCHULZ et al., 2002).  

Em verdade, o que parece se estabelecer nessa sistemática é que a condição 

endofítica em uma planta é intermitente, podendo haver em qualquer momento a 

manifestação patogênica, dependendo das interações benéficas e deletérias entre o 

micro-organismo e o hospedeiro, bem como as condições ambientais às quais eles 

são expostos (SAIKKONEN et. al, 2004; KOGEL et al., 2006).  

Os fungos possuem vários fatores de virulência que são combatidos pelo 

mecanismo de defesa vegetal. Se a virulência fúngica e o sistema de defesa da planta 

estão em equilíbrio, remete-se a um período transitório aparentemente assintomático 

onde o endofitismo se estabelece. Neste ponto, os fatores ambientais desempenham 

um notável papel desestabilizador deste que se diz um “frágil equilíbrio”. Falta de 

nutrientes, mudanças climáticas, presença de predadores naturais, podem funcionar 

como o estopim do desequilíbrio, assim podendo sucumbir em atuações nocivas ou o 
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reestabelecimento de outras interações pré-existentes (SCHULZ et al., 2002; KUSARI 

et al., 2012a).  

A ocorrência de períodos pré e pós-antagonismo balanceado dinamiza 

a existência fúngica, no que recentemente se estabeleceu como um “micobioma”. Ou 

seja, os endófitos podem tornar-se patógenos ativos, permanecerem como patógenos 

em latência, epifíticos, saprófitos, atuarem em colonizações micorrízicas ou até 

mesmo permanecerem ou retornarem ao estágio endofítico (FIGURA 1.2). (KUSARI 

et al., 2012a; PORRAS-ALFARO e BAYMAN, 2011).  

 

 

 

FIGURA 1.2 - Representação diagramática da dinâmica relacionada à associação de 
fungos endofíticos e suas plantas hospedeiras (Adaptado de KUSARI et al., 2012a) 
 
 

Particularmente, durante os últimos trinta anos, devido a capacidade 

biossintética de muitos fungos endofíticos para a produção de metabólitos bioativos, 

houve um crescente interesse da comunidade científica na investigação de tais 

organismos (TAN e ZOU, 2001; MOUSA e RAIZADA, 2013; ALY et al., 2010; ALY et 

al., 2011b). Somente no período de 2008-2009, pesquisas em torno do metabolismo 

destes endófitos, levaram à descoberta de mais de 100 novos produtos naturais. 

Dentre os anos de 2000-2007 quase o mesmo número de novas substâncias, porém 

oriundas de outras fontes naturais, foram relatadas, apontando para a importância dos 

fungos endofíticos em futuras bioprospecções (ALY et al. 2008).  

No Brasil, por exemplo, dos 280 metabólitos microbianos relatados na 

pesquisa nacional, 66 % foram produzidos por micro-organismos em associação com 
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plantas. Sob outra perspectiva, dos 280 compostos, 84% são oriundos de biogênese 

fúngica (FIGURA 1.3) (IÓCA et al., 2014). 

 

 

 

 

FIGURA 1.3 - a) Fonte de isolamento de cepas microbianas responsáveis pela 
produção dos 280 metabólitos relatados em estudos brasileiros;  b) Porcentagem de 
metabólitos secundários isolados de fungos, bactérias e líquens no Brasil. (Retirado 
de IÓCA et al., 2014) 

   

 

Recentemente os fungos endofíticos foram classificados em grupos do 

tipo I e II (KUSARI et al., 2012b).  Os integrantes do tipo I (classe1) são creditados a 

todos àqueles pertencentes à família Clavicipitaceae. Neste caso, a transmissão dos 

organismos se dá apenas verticalmente, através das sementes, levando a uma 

infecção sistêmica dos hospedeiros.   

Já o tipo II abrange as demais famílias fúngicas, havendo além do modo 

vertical, a transmissão horizontal dos organismos, de forma sexuada ou assexuada 

pelos fungos (PARTIDA-MARTÍNEZ et al., 2011). Ainda segundo Rodriguez (2009), 

pode-se considerar uma subdivisão do grupo do tipo II nas classes 2, 3 e 4 (FIGURA 

1.4 a).   

Os fungos de classe 2 podem colonizar o todo da planta hospedeira, 

desde raízes, rizomas, até caules e folhas. Em contrapartida, os fungos da classe 4 

são encontrados apenas em raízes, enquanto que, para os micro-organismos da 

classe 3, destaca-se a colonização das partes aéreas. 

Os frutos comercializados pelo homem são estruturas vegetais que 

possuem um importante papel na dieta humana, oferecendo nutrientes essenciais à 
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alimentação, como minerais, carboidratos, vitaminas, flavonoides, ácidos orgânicos, 

etc. Por isso desempenham um papel fundamental na manutenção da saúde e bem 

estar (MACIAS, 2007). Justamente por representarem uma fonte rica em diversos 

compostos (principalmente os açúcares), tornam-se um alvo fácil à infestação 

microbiana, podendo funcionar como hospedeiros naturais aos mesmos devido à 

disponibilidade nutricional oferecida.  

Ainda neste contexto, não somente a abundância em carboidratos mas 

também a existência de outros compostos orgânicos, como os metabólitos 

secundários da própria planta, ou até mesmo compostos inorgânicos ali presentes, 

podem funcionar como substratos, efetores de virulência e reprodução fúngica ou 

agentes indução da biossíntese de diversas rotas metabólicas (RAFIQI et al., 2012).  

Sendo assim, os frutos representam uma possibilidade bastante viável ao 

fornecimento de nutrientes, cofatores, mediadores e indutores para a biossíntese de 

metabólitos secundários potencialmente produzidos pelos endófitos associados a 

estes tecidos vegetais (FIGURA 1.4 b). 

 

 

FIGURA 1.4 - a) Localização das diferentes classes de endofíticos na planta 
hospedeira (Retirado de KUSARI et al., 2012b); b) Representação da infecção celular 
vegetal por fungos e sistemática metabólica entre micro-organismo e planta (Adaptado 
de RAFIQI et al., 2012) 

 

Uma característica comum à maioria das frutas e que permite a 

permanência dos fungos às mesmas é a acidez. O pH destes produtos normalmente 

encontra-se entre 2,5 a 5,0. Esta faixa de acidez é considerada um fator determinante 

ao tipo de micro-organismo que pode adentrar, permanecer e se desenvolver nestes 

órgãos vegetais. Caracteristicamente, os fungos são em geral mais resistentes a 
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condições ácidas, sendo que valores baixos de pH são bem toleráveis, se não ótimos, 

para crescimento de algumas espécies (DRUSCH & RAGAB, 2003; MOSS 2008).   

Considera-se que os endófitos encontram-se virtualmente presentes em 

todos os órgãos de todas as plantas. Os fungos podem entrar nos tecidos dos frutos 

através de mecanismos especializados envolvendo estruturas vegetativas e 

moléculas efetoras específicas (EBBOLE, 2007; RAFIQI et al., 2012). A infecção pode 

ocorrer por diminutas fissuras dos tecidos, desde as sementes, caules, raízes, brotos 

e folhas, podendo os esporos permanecer em estado latente por longos períodos, nas 

flores e em subsequente formação dos frutos, nas cavidades que alocam as sementes 

(SERDANI et al., 1998; FIRÁKOVÁ et al., 2007; TOURNAS e UPPAL, 2009). Quando 

o estado de latência é cessado, possibilita-se o desenvolvimento micelial, o que 

também promove a disseminação dos organismos nos mesmos órgãos. A propagação 

dos fungos se dá, portanto, de forma contínua, seja pela infecção direta dos tecidos, 

seja pelo desenvolvimento de sementes no ciclo de vida vegetal (FIRÁKOVÁ et al., 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

FIGURA 1.5 - Ciclo reprodutivo de Malus domestica (macieira) e propagação da 
infecção fúngica no ciclo da planta  
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Apesar de toda a literatura descrita sobre fungos isolados de tecidos 

internos de plantas alimentícias, a maioria relata a associação destes micro-

organismos em raízes, cascas e folhas. Este é um ponto intrigante tendo em vista as 

poucas investigações vinculadas a fungos endofíticos da classe 3 ou 4, oriundos de 

frutos, quando comparadas aos trabalhos existentes envolvendo interações de 

patogenia ou epifítismo destes organismos nestes órgãos vegetais. 

É possível apontar alguns trabalhos envolvendo a microbiota endofítica 

de frutos, mas com algumas ressalvas. Muitos abordam o isolamento de bactérias 

endofíticas (SCHENA et al., 2003; DE MELO et al., 2012; KRISHNAN et al., 2012; 

PHUKON et al., 2013), outros de fungos em associação a plantas frutíferas de frutos 

para consumo humano, como é o caso do abacate, cereja, uva, banana, pimenta, etc, 

porém isolados de tecidos que não os frutos propriamente ditos, como já mencionado, 

as raízes, caules e folhas (CAZORLA et al., 2007; KAVINO et al., 2007, 

HADDADDERAFSHI et al., 2011; PANCHER et al., 2012,   CHITHRA et al., 2014) e 

por fim, muitos abordam fungos isolados de plantas não alimentícias, especialmente 

de frutos selvagens não consumíveis (TANG et al., 2003; SUDARMONO et al. 2006)  

e/ou de caráter medicinal (HUANG et al., 2008; VERMA et al., 2011;  ZHANG et al., 

2012; SHWETA et al., 2013); ou apenas ornamental (MARINHO et al., 2005; 

MARINHO et al., 2009). 

A exploração de fungos endofíticos de frutos comestíveis com um 

direcionamento mais focado ao estudo químico de suas capacidades metabólicas, 

parece ser menos frequente. No geral, quando citados, trabalhos envolvendo fungos 

isolados destes frutos, trazem contornos mais direcionados às áreas microbiológica, 

estatística ou agronômica, como por exemplo, os estudos relatados por SERDANI et 

al. (1998) a respeito da frequência de fungos associados a maçãs africanas e por 

CAMATTI-SARTORI et al. (2005) envolvendo maçãs originárias do sudeste brasileiro, 

bem como a caracterização da microbiota fúngica associada aos frutos de café 

relatada por PRIHASTUTI et al. (2009). 

  Dentre os poucos exemplos relacionados à investigação química do 

metabolismo secundário de fungos endofíticos em frutos comestíveis, tem-se a 

produção de polienos furanosídicos e do ácido linoleico por Chaetomium sp., um fungo 

isolado de frutos de tomate (MARWAH e FATOPE, 2007), e de novas estirilpironas 

produzidas pelo endófito de frutos de romã, Penicillium glabrum (HAMMERSCHMIDT 
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et al., 2012). Já no campo das biotransformações pode-se citar o uso de fungos 

isolados de cupuaçu e jamelão para a bioconversão de terpenos (MOLINA et al., 

2013).  

Contudo, tendo em vista a aparente lacuna que há com relação a 

exploração química do metabolismo de fungos associados a frutos comestíveis, pode-

se apontar os estudos químicos vinculados a estes micro-organismos um promissor 

alvo para descobertas na química de produtos naturais microbianos, especialmente 

ao encontro de novas moléculas.   

 

 

1.3 - Fungos associados às frutas goiaba (Psidium guajava) e maçã 
(Malus domestica) e sua relação com o homem 

 

A goiaba é considerada um produto agrícola de importância comercial 

principalmente em países tropicais e subtropicais (RAI et al., 2010). A planta como um 

todo (Psidium guajava) é amplamente utilizada na medicina popular mundial, o que 

reflete as várias propriedades bioativas de seus constituintes químicos (GUTIÉRREZ, 

2008). Esta fruta é um alimento de grande valor nutritivo, apresentando em sua 

constituição sais minerais, como cálcio e fósforo e também quantidades consideráveis 

de vitaminas A, B1, B2, B6 e vitamina C (JIMÉNEZ-ESCRIG et al., 2001,). Em sua 

comercialização, o Brasil destaca-se como um dos maiores produtores mundiais da 

fruta, exportando principalmente para França, Reino Unido e Canadá (CHOUDBURY, 

2001; BATISTA et al., 2012). 

A maçã também apresenta expressivo consumo em vários países.  Entre 

2007 e 2008, sua produção mundial foi de cerca de 37.000.000 de toneladas ao ano. 

Mais da metade da produção americana é destinada ao consumo da fruta in natura; 

um quinto é utilizada para a produção de vinagres, sucos e geleias. No mercado 

europeu, grande parte da colheita é destinada ao setor de bebidas (cidras, vinhos e 

conhaques) (MISSURA, 2011). 

Dentre os maiores produtores da maçã estão os Estados Unidos, China 

e França, assim como os maiores exportadores são França, Itália e Hungria (BNDES, 

2010). No Brasil o consumo da fruta também é bastante significativo, sendo que a 

produção nacional tem aumentado expressivamente nas últimas décadas, permitindo 

a transformação do país de importador a exportador da fruta, além de ter atingido a 
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autossuficiência na produção (GONÇALVES, 2006). O país figura entre os dez 

principais países produtores de maçã mundial (RECH et al., 2014). 

A associação de fungos a estas frutas é recorrentemente abordada 

quando a expressão patogênica já é manifestada por estes micro-organismos. No 

caso da goiaba, por exemplo, algumas espécies como Colletotrichum gloeosporioides, 

Pestalotiopsis spp., Phomopsis destructum e principalmente Fusarium oxysporium 

são apontadas como os principais causadores de doenças a estes frutos (RAO et al., 

1976; PANDEY et al., 1993; KEITH et al., 2006; RAI et al., 2010).   

Para a maçã, a abrangência das investigações no âmbito de fungos 

patogênicos é ainda maior, sendo inúmeros os estudos vinculados a esta fruta. 

Alternaria alternata e Penicillium expansum são espécies comumente associadas à 

processos de deterioração da maçã além de espécies de Fusarium, Aspergillus 

(FRISVAD et al., 2006; SØRENSEN et al., 2009). Estes fungos apresentam-se como 

patógenos comuns também em outras variedades vegetais, como tomate, tangerina, 

morangos, etc. (FRISVAD et al., 2006; MAGNANI et al., 2007; GROSS et al., 2011; 

KOIKE et al. 2009) 

 Neste contexto muitos trabalhos são encontrados no que diz respeito a 

metabólitos secundários produzidos por micro-organismos isolados destas frutas, 

quase na totalidade, referindo-se às micotoxinas produzidas pelos micro-organismos 

em estágio patogênico. A espécie A. alternata, por exemplo, é produtora de várias 

micotoxinas que comprovadamente atuam como agentes mutagênicos, como o ácido 

tenuazônico e derivados, o alternariol e o alternariol monometil éter (MAGNANI  et al., 

2007; GROSS et al., 2011). 

Já o fungo Penicillium expansum é um potente produtor de patulina. Esta 

substância é reconhecida por sua alta toxicidade e ação mutagênica, e sendo devido 

a estas características, hoje uma das micotoxinas mais controladas em alimentos 

derivados de maçã, principalmente em sucos da fruta (KARLSHØJ et al., 2007; 

WELKE, 2009; DESMARCHELIER et al., 2011). 
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 Embora a ocorrência de micro-organismos patogênicos em maçã assim 

como a produção de micotoxinas nesta matriz, seja de extrema relevância, estudos 

envolvendo a microbiota endofítica deste tipo de fruta possuem importância não só 

científica, mas também com relação à saúde humana. Como já mencionado 

anteriormente, micro-organismos endofíticos podem em um período de seu ciclo de 

vida, apresentarem-se como patógenos em latência. Logo, a incorporação à dieta 

humana não somente de micotoxinas, mas também de metabólitos com outros tipos 

de bioatividade também é eminente. 

Obviamente que, o fato da ocorrência de toxicidade em alguns 

metabólitos não deve ser minimizado, já que estes podem influenciar tanto na saúde 

humana quanto no desenvolvimento de plantas, porém, a carência de estudos com 

relação a endofíticos de frutas e de seus compostos, leva a crer que muito ainda pode 

ser descoberto, tanto com relação à micotoxinas, quanto à substâncias com demais 

atividades biológicas. Haja vista o caso da própria patulina, cuja atividade 

antimicrobiana também foi relatada (BAERT, 2007). 

Apesar de ser difícil localizar precisamente o início da conscientização 

humana sobre a presença e o papel dos micro-organismos nos alimentos, as 

evidências disponíveis indicam que esse conhecimento procedeu o estabelecimento 

da microbiologia, haja vista o uso de processos fermentativos e de agentes probióticos 

em laticínios (JAY, 2005). A contaminação de alimentos por micro-organismos, é 

também há tempos, alvo de muitos estudos científicos, justamente por sua relação 

FIGURA 1.6 - Algumas micotoxinas produzidas por fungos patogênicos em frutos 
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íntima com o homem. Porém, surpreendentemente, no que se refere ao estudo de 

endofíticos em alimentos, especificamente em frutas, ainda há muito a ser indagado 

e investigado.  

 

  

1.4 - Abordagem OSMAC: Exploração do potencial metabólico de 
micro-organismos 
 

A busca por novos compostos trata-se de um dos pilares investigativos 

das indútrias farmacêuticas, e da mesma forma no ramo acadêmico, apresenta 

considerável foco de exploração dentro da química de produtos naturais.  Várias 

metodologias para a descoberta de tais compostos têm sido descritas na literatura 

(como química combinatória e high-throughput screening de diferentes fontes 

biológicas).  

Embora vários metabólitos fúngicos tenham sua biossíntese e sistema 

de regulação conhecida, a evolução na área da biologia molecular e suas ferramentas 

de estudo genômico, permitiu a constatação de que a potencialidade em produção de 

metabólitos secundários fúngicos esteja ainda subestimada (WIEMMAN & KELLER, 

2014). Isto porque recentemente descobriu-se que a expressão de muitos genes 

(havendo a subsequente produção de metabólitos que estes codificam) encontra-se 

oculta ou silenciada, levando à condição no que se denomina de rotas biossintéticas 

“silenciadas” ou “órfãs” (GROSS, 2007; SCHERLACH & HERTWECK, 2009). 

Nesse sentido estratégias para a ativação de novos compostos 

“escondidos” pela não expressão gênica do sistema fúngico, são essenciais para a 

descoberta de novos produtos naturais (SCHERLACH & HERTWECK, 2009). 

Ferramentas vem sendo desenvolvidas em estudos recentes para a descoberta de 

novas rotas metabólicas visando o aumento da quimiodiversidade microbiana pela 

ativação de genes ocultos. Neste contexto, atualmente pode-se pontuar três principais 

estratégias: a abordagem OSMAC, a manipulação genética e a modulação 

epigenética (WILLIAMS et al., 2008; GERKE et al., 2012; TAKAHASHI et al., 2013). 

Embora a manipulação gênica seja considerada extremamente 

promissora para o controle de rotas biossintéticas, a utilização de sistemas de 

expressão heteróloga pode ser limitada por problemas de locação e clonagem de 



Introdução 

14 

 

genes, dificuldades em transformações e inativação destes, além de incompatibilidade 

de vetores (WILLIAMS et al., 2008). 

No mesmo viés, na medida em que moduladores epigenéticos afetam a 

transcrição de vários e diferentes clusters gênicos, tal interferência pode afetar de 

forma negativa a sobrevivência dos micro-organismos alvo. A diversidade de alvos 

relacionados ao epigenoma em fungos é ampla, porém nem todas as espécies 

respondem positivamente aos modificadores epigenéticos conhecidos, sendo o 

sucesso desta abordagem considerado ainda imprevisível (CICHEWICZ, 2010; 

BERTRAND et al., 2014). Em complementaridade às estratégias atreladas ao 

mecanismo genômico do organismo, o uso de inibidores e indutores enzimáticos 

específicos também são aplicados na busca da diversidade metabólica, porém, como 

no caso dos modificadores epigenéticos, não conduzem a resultados totalmente 

previsíveis, exceto quando a regulação do cluster gênico tenha sido completamente 

descrita (BERTRAND et al., 2014). 

Por vezes, tais abordagens também demandam um considerável 

suporte financeiro, trazendo à tona alguns entraves a este tipo de pesquisa realizadas 

pela academia. Um caminho alternativo para superar as desvantagens mencionadas 

trata-se da aplicação da abordagem OSMAC (One Strain Many Compounds- Uma 

Cepa Muitos Compostos) (BODE, 2002).  

Esta prática sugerida por Bode e colaboradores (2002), implica em 

pequenas mudanças bióticas e abióticas nas condições de cultivo. Como por exemplo, 

pode-se variar a luminosidade, pH, temperatura durante o crescimento microbiano, 

mas principalmente pode-se testar variações na composição do meio de cultura, bem 

como a realização de culturas mistas entre micro-organismos (igualmente 

denominadas como co-culturas, co-cultivos ou fermentação mista).  

 A ciência da fermentação, desde seu início, já conhece que a escolha 

dos parâmetros de cultivo é crucial quanto ao número de metabólitos secundários 

biossintetizados (SCHERLACH & HERTWECK, 2009). Mesmo pequenas 

modificações no meio de cultura, podem mudar completamente o perfil metabólico de 

vários micro-organismos. Não apenas a quantidade, mas todo o mecanismo celular, 

em todos os níveis atrelados à biossíntese de metabólitos secundários (genoma, 

epigenoma, transcriptoma, proteoma, metaboloma) podem ser influenciados por esta 

abordagem aleatória (FOX & HOWLETT, 2008; BERTRAND et al., 2014).  
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Condições ótimas para a produção de determinados metabólitos 

secundários podem variar consideravelmente de micro-organismo para micro-

organismo inclusive podendo estas condições estarem correlacionadas quimio e 

fisicamente às modificações ambientais às quais eles estão expostos em seu habitat 

natural (KNIGHT et al., 2003; MIAO et al., 2006). Com esta inspiração, tal prática visa 

ativar rotas biossintéticas ditas silenciadas, através da mimetização de mudanças que 

podem ocorrer no ambiente natural microbiano, de forma não específica, porém 

menos onerosa em termos econômicos (BODE, 2002). 

 Na natureza, os micro-organismos não existem isoladamente. Eles 

fazem parte de pequenos, mas engenhosos ecossistemas e, por isso, as 

comunidades microbianas carregam um imenso potencial para a produção de novos 

compostos. Há uma diversidade de sinalizações e interações ocorrendo entre os 

micro-organismos que são capazes de instigar a produção de novos compostos. A 

sobrevivência em um ambiente competitivo certamente exige estratégias que 

provavelmente culminam na produção de compostos bioativos. (KNIGHT et al., 2003; 

BRAKHAGE & SCHROECKH, 2011). 

Sendo assim, a estratégia de mimetização da natureza, ou seja, o 

crescimento conjunto de espécies microbianas aliada à exploração investigativa 

destas interações, pode tornar-se uma importante ferramenta na descoberta de novos 

produtos naturais (PETTIT, 2009; SHANK & KOLTER, 2009). Exemplos bem 

sucedidos desta prática vem sendo cada vez mais citados (BERTRAND et al., 2014). 

Como exemplo pode-se destacar a produção de formil alcaloides (novos e 

conhecidos) induzidos pelo co-cultivo entre o fungo Aspergillus fumigatus e a bactéria 

Streptomyces peucetius (ZUCK, 2011), bem como da indução do depsídeos 4-

hidroxisulfoxi-2,2´´-dimetilthielavina P e sua forma não sulfatada (FIGURA 1.7) pela 

cultura mista entre os fungos Trichophyton rubrum e Bionectria ochroleuca 

(BERTRAND et al., 2013a). Interessantemente, para ambos os casos, a investigação 

dos metabólitos foi guiada pela zona de inibição entre os micro-organismos. 
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FIGURA 1.7 -  Depsídeos produzidos pela co-cultura entre os fungos Trichophyton 
rubrum e Bionectria ochroleuca. Retirado de BERTRAND et al., 2013a 

 

Historicamente o estudo da interação entre as espécies focava 

interações de inibição de crescimento. No entanto, ao longo dos anos, percebeu-se 

que outras respostas além da antibiose poderiam estar sinalizando a concomitante 

produção de metabólitos secundários. Como por exemplo alterações no processo de 

desenvolvimento, como diferenciações na esporulação e desenvolvimento de hifas, 

formação de biofilmes e até mesmo aumento do metabolismo primário (FIGURA 1.8) 

(SHANK & KOLTER, 2009). A diferenciação morfológica dos organismos em co-

cultura, foi classificado por BERTRAND e colaboradores (2013b) em diferentes tipos 

de interação conforme ilustra a FIGURA 1.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1.8 - Esquema ilustrativo para respostas sinalizadoras da ocorrência de 
interações interespécies microbianas. Retirado de SHANK & KOLTER, 2009 

Organism 1 Organism 2 
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A visualização das diferentes respostas fenotípicas ou o que se 

denomina de biomodulação do desenvolvimento entre dois micro-organismos, pode 

ser um ponto indicativo quando há comunicação e interação entre os mesmos, com 

potencial quanto a biossíntese de compostos conhecidos e/ou ainda inéditos (SHANK 

& KOLTER, 2009). 

 

 

1.5 - Prospecção química do perfil metabólico fúngico e abordagem 
da derreplicação 

 

Dependendo da diversidade microbiana a ser estudada, faz-se 

necessário o uso de diversos tipos de meio de cultura e condições para a seleção de 

cepas ditas “talentosas”, que levariam às descobertas mais promissoras quanto a 

quimiodiversidade, levando à efetividade da abordagem OSMAC (LARSEN et al., 

2005). Desde que o screening a partir de um amplo número de culturas pode ser 

requerido neste tipo de metodologia, seria pertinente desenvolver uma técnica rápida 

e menos onerosa para procedimentos de extração visando a obtenção de um perfil 

metabólico completo de cada uma.  

Neste contexto, a metodologia de extração em micro-escala, ou mais 

reconhecidamente denominada como “micro-extrações” vem sendo empregada há 

Inibição em 

distância 
Zona linear Inibição de 

contato 

Sobreposição 

FIGURA 1.9 - Classificação das diferentes respostas fenotípicas para 

co-culturas fúngicas. Adaptado de BERTRAND et al., 2013b 
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bastante tempo.  Através dela, uma gama de espécies fúngicas podem ser 

desenvolvidas em diversos meios de cultura de modo concomitante, possibilitando a 

obtenção do pool metabólico em pequenas porções, sem a necessidade de extensos 

procedimentos de clean up dos extratos obtidos (SMEDSGAARD, 1997). 

Este método consiste em uma extração simples, rápida e padronizada, 

a partir de 3 à 5 plugs (6-mm) do crescimento microbiano em placas de Petri contendo 

o meio de cultura testado (FIGURA 1.10) e em seguida, do uso de 0.5 mL de solvente 

em banho de ultrassom, com posterior filtração da mistura obtida (contendo os 

metabólitos de interesse). Desta forma, as amostras podem ser diretamente injetadas 

e analisadas em sistemas analíticos LC ou LC-MS (SMEDSGAARD, 1997; NIELSEN 

& SMEDSGAARD, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A prospecção do perfil metabólico (ou químico) refere-se às análises 

qualitativas da maioria dos metabólitos produzidos por um organismo através de uma 

metodologia específica, com o objetivo de traçar o perfil destes compostos conhecidos 

ou desconhecidos, pelo estabelecimento de fómulas moleculares ou outras 

características espectrais (VILLAS-BÔAS et al., 2005).  

Para o reconhecimento de novas substâncias em extratos microbianos 

complexos, é relevante que a prospecção química dos mesmos seja realizada através 

um procedimento rápido e eficaz, já que etapas posteriores de isolamento de 

metabólitos alvo, podem ser laboriosas e onerosas em tempo e economicamente. 

Neste sentido, para o cumprimento desta meta, a aplicação da metodologia de 

derreplicação vem sendo amplamente executada (WOLFENDER et al. 2010). 

FIGURA 1.10 - Corte de plugs a partir do crescimento fúngico em placa de 
Petri, para micro-extração de metabólitos secundários 
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Originalmente, a metodologia de derreplicação é definida como a análise 

de um produto natural, fração ou extrato sem a realização de isolamento, através de 

informações espectrocópicas, estruturais ou de atividades biológicas, utilizando-se 

comparações dos dados obtidos com bancos de dados internos e/ou comerciais. Com 

isto, visa-se excluir compostos conhecidos e assim a proposição de estratégias 

adicionais para o isolamento de metabólitos ainda desconhecidos presentes no 

material investigado (DINAN, 2005). 

A realização da derreplicação desde os estágios iniciais do processo 

investigativo, possibilita que seja minimizado o risco potencial de re-isolamento de 

compostos já conhecidos, assegurando o investimento e esforços dispendidos para 

isolamento e elucidação de um novo composto (SASHIDHARA et al., 2007).  

Várias abordagens dentro do processo de derreplicação são 

encontradas, fundamentalmente baseadas na combinação de métodos 

cromatográficos, espectroscópicos e dedicadas consultas a banco de dados 

(KLITGAARD et al. 2014). Os métodos mais modernos incluem vários tipos de 

hifenação, LC-UV, LC-MS, LC-MS/MS, LC-NMR (WOLFENDER et al., 2010, XU et al., 

2014), destacando-se que atualmente, a técnica LC-MS mostra-se bastante 

executada.  (ITO et al., 2011; SMITH et al., 2012; BOUSLIMANI et al., 2014; 

KILDGAARD et al., 2014). 

Para compostos microbianos, um dos bancos de dados mais 

abrangentes trata-se do banco AntiBase (LAATSCH, H, 2012), versão 2012, no qual 

encontram-se gravados cerca de 41.000 metabólitos conhecidos. No entanto, para 

uma utilização mais eficaz e seletiva deste e dos demais bancos conhecidos 

atualmente (Chemspider, Dictionary of Natural Products, Marlint, etc) a obtenção da 

composição elementar trata-se do primeiro passo a ser executado (NIELSEN et al., 

2011).  

O conhecimento da fórmula molecular exata (inferida pela massa 

acurada) pode reduzir de 3 à 10 vezes o número de identidades sugeridas pelo banco 

de dados com relação ao analito alvo, em detrimento às investigações envolvendo 

massas nominais (FIGURA 1.11). Neste sentido, o poder de distinção entre massas 

monoisotópicas, ou seja, o poder de resolução, assim como a alta exatidão das 

massas obtida para os íons alvo são fundamentais para o sucesso da derreplicação 

baseada em dados de espectrometria de massas (NIELSEN et al., 2011).  
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AntiBase 2012 

Número de candidatos com mesma massa nominal :  30 

5 ppm de exatidão :                                                                 3 

 

Fumitremorgina B 
C27H33O3N5 

Aspergillus fumigatus 

Andrimida A 

C27H33O3N5 

Vibrio sp. marinho 

FIGURA 1.11 - Exemplo de derreplicação de um extrato da espécie de bactéria marinha 
Vibrio coralliitycus por LC-UV/HRMS. Espectro de UV e full scan são extraídos da banda em 
10,01 min indicada no cromatograma. No espectro de massas o íon pseudomolecular é 
atribuído baseado na presença do aduto [M+Na]+ e das espécies diméricas [2M+H]+ e 
[2M+Na]+. A consulta no AntiBase 2012 sugere três possíveis identidades ao alvo de acordo 
com a busca massa acurada com 5 ppm de exatidão. A andramida pode ser considerada o 
alvo de maior potencial devido à origem taxonômica. Retirado e adaptado de MÅNSSON, 
2011. 

Norgeamida A 
C27H33O3N5 

Aspergillus sp. marinho 
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Segundo IUPAC, a definição de massa acurada abrange a medição de 

massas (valor empírico) com erros menores a 5 ppm (MURRAY et al., 2013).  Os 

equipamentos em espectrometria de massas de alta resolução (HRMS), como por 

exemplo aqueles com analisadores de massas do tipo TOF, Q-TOF ou Orbitrap 

oferecem além da alta resolução, a alta exatidão de massa necessária para o encontro 

das massas acuradas (KIND & FIEHN, 2010). 

A derreplicação via LC-MS é baseada na determinação das massas 

acuradas dos íons pseudomoleculares [M+H]+, [M-H]- ou outras espécies identificadas 

de íons. Geralmente apresenta-se como um método bastante sensível, fornecendo 

resultados confiáveis em uma faixa de massa que vai de nanogramas à fentogramas 

(10- 9 g – 10- 15 g) (NIELSEN et al., 2011). Neste sistema, os sinais obtidos durante as 

análises podem ser facilmente deconvoluídos, o que garante que a técnica de LC-MS 

seja adequada à derreplicação de misturas complexas (FUNARI et al., 2012, EL-

ELIMAT et al., 2013). 

A correta interpretação dos dados de LC-MS é essencial para a correta 

atribuição das massas moleculares e subsequente investigação nos bancos de dados 

disponíveis. O modo de ionização do tipo eletrospray (ESI) é a técnica mais utilizada 

em espectrometria de massas na atualidade por apresentar alta eficiência na 

ionização de analitos para a interpretação de resultados. Além dos íons 

pseudomoleculares, outros tipos de íons podem ser detectados durante uma mesma 

análise, dependendo da natureza do analito, dos parâmetros internos do equipamento 

(voltagens e energias aplicadas) e do uso de solventes e aditivos (NIELSEN & 

SMEDSGAARD, 2003; NIELSEN et al., 2011).  

Tais espécies podem validar a atribuição do íon pseudomolecular, 

especialmente para compostos lábeis, que fragmentam facilmente e àqueles que 

formam adutos. Os adutos mais comumente visualizados no modo positivo são os 

íons [M+Na]+, [M+NH4]+, [M+CH3CN]+, [M+CH3OH]+ e no modo negativo [M-

H+HCOOH]- , além dos respectivos dímeros e trímeros [2M + H]+, [2M + Na]+,[3M + 

H]+, and [2M − H]−. Já as perdas mais comuns provenientes das fragmentações já na 

fonte de ionização são as perdas de HCOOH, CH3COOH, uma ou mais moléculas de 

H2O, CO e CO2 (WOLFENDER et al., 2010; NIELSEN et al., 2011).  

Apesar de bastante informativas, tais espécies podem levar a erros de 

interpretação (NIELSEN et al., 2005; NIELSEN et al., 2011), levando a falsos 

resultados quanto à identidade do composto alvo. Por isso, no processo de 
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derreplicação, todos os resultados devem ser exaustivamente e criteriosamente 

avaliados. 

A derreplicação pode se tornar uma tarefa bastante laboriosa quando os 

bancos de dados sugerem muitos candidatos para uma mesma massa. Mesmo que 

uma análise de um analito seja obtida com exatidão de massa abaixo de 1ppm, as 

fórmulas moleculares encontradas podem culminar em resultados redundantes, 

devido a ocorrência de estruturas com mesma fórmula. 

Para a superação deste tipo de entrave na identificação metabólica, e 

exclusão dos candidatos menos prováveis, torna-se útil lançar mão de outros dados 

espectrais que possam ser obtidos a partir do analito alvo, como por exemplo, dados 

de UV-vis, MS/MS ou até mesmo o conhecimento taxonômico do organismo 

investigado e espécies correlatas próximas (MÅNSSON, 2011; NIELSEN et al., 2011; 

EL-ELIMAT et al., 2013). 

O uso de experimentos HRMS/MS pode fornecer fragmentos com alta 

exatidão de massa e assim aumentando as informações estruturais inerentes ao alvo 

investigado. No entanto é válido que a espectrometria de massas por si só não 

apresenta-se como um método discriminatório único e inequívoco. Por isso, 

informações adicionais devem ser exploradas para a exclusão de compostos 

conhecidos durante o processo. 

Comparações de dados de UV podem ser muito úteis, fornecendo 

indicações a respeito da composição estrutural do metabólito com potenciais 

cromóforos. Em contrapartida, para compostos não conjugados, este tipo de 

informação não é relevante e adicionalmente a este fato, dados de UV são raramente 

completos ou disponíveis pelos bancos de dados, havendo-se a necessidade da 

busca de cada informação, uma a uma na literatura (MÅNSSON, 2011).  

Neste sentido, o tempo de retenção pode funcionar em 

complementaridade ao processo de derreplicação, quando padrões encontram-se 

disponíveis para o estudo, sendo um parâmetro confirmatório inequívoco à identidade 

dos mestabólitos desconhecidos. Embora o uso de padrões seja extremamente ideal, 

o acesso a eles é obviamente não factível para a maioria dos compostos microbianos, 

especialmente quando não há a disponibilidade e acessibilidade de compra ou de um 

banco de padrões próprio. 

Devido à vasta quantidade de dados cromatográficos e espectros de 

massas adquiridos em estudos metabolômicos, vários e distintos métodos de 
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screening informatizados têm sido desenvolvidos e aplicados (FREDENHAGEN et al., 

2005; ROJAS-CHERTO et al., 2012; HORAI et al., 2010; HALABALAKI et al., 2014). 

Um dos softwares disponíveis à comunidade científica para a determinação de 

compostos fúngicos conhecidos, a partir de extratos complexos, trata-se do software 

Target Analysis formulado pela Bruker Daltonics (GMBH, 2009), 

Tal ferramenta computacional foi desenvolvida para o processamento de 

análises forenses, de toxinas, drogas, pesticidas e outros compostos de interesse 

(GMBH, 2009), podendo ser utilizada para o screening de extratos contendo até 3000 

compostos baseando-se em parâmetros como exatidão de massa, tempo de retenção 

e valores de mSigma. Este último trata-se de um fator de classificação desenvolvido 

pela Bruker Daltonics, no qual avalia através de um score, se o desvio padrão das 

massas isotópicas medidas estão em concordância com às massas isotópicas 

teóricas, em perfil e intensidade. O score deve apresentar valores menores a 50 para 

indicar maior concordância à fórmula molecular proposta pelo banco de dados. 

O funcionamento do software se dá através do cruzamento de 

informações obtidas a partir dos espectros de massas e cromatograma adquiridos 

para uma amostra alvo, com as informações inerentes aos metabólitos vinculados a 

um banco de dados utilizado durante o processamento.  

Em primeira instância, o programa verifica se há a existência dos 

compostos pertencentes no banco de dados através da comparação da massa 

acurada do íon pseudomolecular do metabólito conhecido, via a informação de massa 

exata do mesmo. Havendo o encontro do íon de interesse, o software então analisa o 

valor de mSigma para todos os íons encontrados. Caso a biblioteca utilizada 

apresente tempos de retenção registrados para os compostos de interesse (para o 

mesmo método cromatográfico) também há o cruzamento e comparação dos valores 

medidos e teóricos.  

Baseado nesses parâmetros, a existência dos compostos de interesse é 

verificada ou não detectada. Após o processamento pelo programa, é gerada uma 

lista contendo os resultados do screening para a amostra avaliada como fórmula 

molecular sugerida, desvios de massa, mSigma, etc (FIGURA 1.12). Como uma das 

ferramentas do software, também é possível gerar o cromatograma de íons extraídos 

(EIC – Extract Ions Chromatogram) para todas os íons detectados e confirmados pela 

comparação com o banco de metabólitos utilizado (FIGURA 1.12) 
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A intensidade e a forma das bandas geradas são correspondentes ao 

score de mSigma obtido após tratamento algorítmico do programa. Com isto, quanto 

menor o valor de mSigma, mais próxima à intensidade e ao perfil real da banda 

correspondente no cromatograma de pico base (BPC-Base Peak Chromatogram), do 

extrato analisado. Como o software não é capaz de gerar um ECI contendo tanto os 

íons de identificação conhecida pelo cruzamento de dados, como dos íons 

desconhecidos, o cromatograma de ECI contendo os íons identificados é geralmente 

sobreposto ao cromatograma de BPC do extrato investigado. Sendo assim, torna-se 

fácil a visualização as bandas cromatográficas de compostos não identificados, como 

é o caso das bandas visualizadas na cor cinza, no cromatograma exibido na FIGURA 

1.12. 

Para a criação de um banco de dados a ser processado e vinculado à 

análise de um extrato de interesse, não apenas massas exatas ou fórmulas 

moleculares podem ser utilizadas, mas também pode-se construir listas agrupando 

grupos taxonômicos, ou conjuntos de classes de metabólitos a partir dos dados 

gravados em um arquivo Chemfolder®. As listas criadas, a partir do Chemfolder 

(banco de dados construído) na verdade são convertidos em tabelas do programa 

Excel (Microsoft®) e deste modo são “lidas”/processadas pelo software Target 

Analysis (KLITGAARD et al., 2014). 

Embora as ferramentas apresentadas sejam bastante úteis no processo 

de derreplicação, sua utilização não é comprobatória quanto à identidade dos 

metabólitos fúngicos, fundamentalmente quando não se tem um banco de dados 

criado com padrões que confirmem tempos de retenção dos compostos de interesse. 

No entanto, funcionam como um poderoso guia para a determinação de compostos 

conhecidos, mesmo que posteriormente seja necessário agregar a derreplicação 

manual ao estudo, investigando-se parâmetros como perfil de fragmentação e 

espectro de UV de cada composto. 

  

 

 

 

 

 

 



Introdução 

25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Banco 

de dados 

In House 

Antibase  

2012 

Selecionar e 

exportar dados de 

interesse em listas 

Formatação de 

listas em 

formato Excel 

Uso dos dados formatados 

pelo software Target 

Analysis 

Tabela contendo dados de Screening da amostra avaliada 

ECI gerado via Target Analysis (bandas 

cromatográficas coloridas) 

FIGURA 1.12 - Esquema do fluxo de trabalho para screening de extratos fúngicos pela aplicação 
software Target Analysis-Bruker no uso da abordagem de derreplicação. Adaptado de 
KLITGAARD et al., 2014  
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1.6 - Biotransformações de constituintes químicos de frutos pela 
microbiota associada a esses hospedeiros  
 

O uso de micro-organismos para a modificação estrutural de moléculas 

visando o melhoramento das propriedades farmacológicas e biológicas de vários 

produtos naturais têm atraído grande interesse científico e industrial devido à larga 

disponibilidade, baixos custos e variedade de substratos que podem ser 

transformados por esses organismos. Isto sem que haja a necessidade de adição de 

cofatores no meio reacional (WANG, 2010). 

Tendo em vista a grande maquinaria enzimática pertencente aos micro-

organismos, seria pertinente a investigação da capacidade destes em biotransformar 

substratos endógenos existentes no meio natural dos quais estes foram isolados. 

Neste sentido, o desenvolvimento da relação ecológica entre fungos e plantas pode 

ser visto como um vasto nicho de exploração para substâncias de interesse, ou talvez 

até mesmo de novas substâncias. 

Um exemplo bem sucedido, trata-se da biotransformação da cafeína 

pelo fungo Penicillium griseoroseum isolado de frutos de café. Tal fungo foi capaz de 

desmetilar a cafeína, produzindo assim a teofilina, menos tóxica ao mesmo 

(RODRIGUES-FILHO, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

As frutas apresentam uma constituição química rica em nutrientes o que 

abrange carboidratos, ácidos orgânicos, flavonóides, aminoácidos, etc. A maçã por 

exemplo, é um fruto cuja composição contém flavonóides e ácidos orgânicos como 

por exemplo catequinas, rutina, floridizina, ácido clorogênico, ascórbico, etc. 

(GERHAUSER, 2008; AWAD et al., 2000; KAMMERER et al., 2011). 

 Em particular para os flavonóides, sabe-se que estes são naturalmente 

sintetizados por plantas. No entanto, também é reconhecido que estes estão 

FIGURA 1.13 - Biotransformação da cafeína por P. griseoroseum 
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diretamente envolvidos nas interações fungo-planta (DIXON, 2001). Sua produção 

dentro do organismo vegetal pode ser expressivamente aumentada quando este é 

submetido a alguma sistemática de estresse, como por exemplo a infecção fúngica, 

passando a apresentarem a denominação de fitoalexinas, devido ao papel sinalizador 

ou de defesa sistêmica que passam a ter (TREUTTER, 2006). 

 De um modo similar, com o potencial aumento destes compostos quando 

há o desenvolvimento microbiano nos órgãos vegetais, pode ser considerada uma 

possível ativação do sistema enzimático fúngico direcionado às modificações 

químicas nas fitoalexinas lançadas, em uma tentativa de detoxificação destes 

substratos. Sendo assim, qualquer modificação estrutural, proporcionadas por 

oxidações, reduções, clivagens de ligações, metilações, desglicosilações, dentre 

diversas outras reações, poderia acarretar no aumento, diminuição ou anulação de 

algum efeito inerente ao substrato transformado (FABER, 2011). 

Em um panorama mais amplo, tendo em vista a variedade de compostos 

disponíveis aos micro-organismos para biotransformações, torna-se viável a 

investigação da habilidade destes em biotransformar substratos de origem endógena 

aos frutos, não só para o reconhecimento de compostos de valor agregado, mas sim, 

para o reconhecimento de sua identidade. Tal investigação seria de interesse 

científico, mas também uma questão de saúde pública, já que, direta ou indiretamente 

o homem estaria incorporado à sua dieta produtos de biotransformação microbiana 

em potencial, com distintas propriedades biológicas. 
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2 - Objetivos 

 

Em termos gerais, a meta principal do trabalho tratou da prospecção 

química do metabolismo secundário de fungos endofíticos isolados dos frutos 

comestíveis maçã (Malus domestica) e a goiaba (Psidium guajava), visando-se a 

execução de três principais vertentes:  a descoberta de novos produtos naturais, a 

potencialidade dos micro-organismos em biotransformar substratos provenientes da 

composição natural dos frutos e por fim a detecção de possíveis metabólitos 

secundários destes micro-organismos em polpa de frutas comerciais. Como foco de 

estudo optou-se pela investigação de fungos associados a estes frutos por estes 

apresentarem alto consumo e comercialização em todo o mundo, sendo a goiaba com 

maior destaque em países de clima tropical, como é o caso do Brasil. 

Dentro das metas mais específicas, buscou-se a exploração da 

potencialidade quanto a indução biossintética de novos produtos naturais pelos micro-

organismos, através do uso da abordagem OSMAC. Nesta proposta foram 

estabelecidas modificações abióticas (variação de nutrientes) e bióticas (culturas 

combinadas) no processo de crescimento dos micro-organismos. A implementação 

da metodologia de derreplicação via UHPLC-HRMS e HPLC-MS/MS e consultas a 

banco de dados comerciais e in house foi proposta como estratégia para a obtenção 

mais rápida e eficiente dos resultados esperados.  

As demais abordagens investigativas focaram a exploração das 

capacidades metabólicas do endófito de maçã T. rugulosus. Considerando-se o 

universo químico oferecido naturalmente à microbiota associada a frutos, foi proposta 

a avaliação do sistema enzimático deste micro-organismo em realizar 

biotransformações utilizando-se compostos inerentes à constituição natural da maçã, 

ou seja alguns ácidos orgânicos e flavonoides. Com isto, buscou-se o reconhecimento 

de produtos de biotransformação potencialmente produzidos pelo endófito já em seu 

habitat natural. 

Por fim, tendo em vista a potencialidade dos micro-organismos 

associados a frutos em biossintetizar uma variedade de compostos in loco, devido a 

condições favoráveis de metabolização como a disponibilidade nutricional, 

temperatura e pH adequados, a investigação também teve como meta a detecção de 

possíveis metabólitos secundários produzidos por T. rugulosus em frutos de maçã 
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comerciais. Para tanto, foi proposto o monitoramento dos metabólitos reconhecidos 

no processo de screening metabólico deste fungo, pelo uso da técnica de LC-MS/MS 

via experimentos de MRM, visando-se o alcance de maior sensibilidade e seletividade 

nas análises propostas. 
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3 - Parte Experimental 

 

3.1 - Reagentes e materiais 

 

# Alça de platina 

# Bico de Bunsen 

# Papel de filtro qualitativo (Ø = 12,5 cm) SATELIT® 

# Funil de Buchner 

# Placas de Petri Estéril 

# Lâminas de bisturi 

# Drill (furador de metal, Ø = 5mm) 

# Filtro PTFE 0.25 µm e 0.45 µm Whatman International® 

# Batatas inglesas comerciais; 

# Goiabas vermelhas comerciais 

# Maçãs do tipo Gala e Fuji comerciais 

 

3.2 - Reagentes e meios de cultura 

 

# (-) Epicatequina SIGMA-ALDRICH ® 

# Ácido ascórbico - MERCK® 

# Hesperidina - SIGMA-ALDRICH ® 

# Rutina - SIGMA-ALDRICH ® 

# Phloretin - SIGMA-ALDRICH ® 

# Quercetina - SIGMA-ALDRICH ® 

# Ácido clorogênico - SIGMA-ALDRICH ® 

# NaSO4 - SYNTH® 

# NaOOCCH3 - SIGMA-ALDRICH ® 

# MgSO4 - SIGMA-ALDRICH ® 

# K3PO4 . H2O - BHD® 

# ZnSO4.7H2O - MERCK® 

# CuSO4, 5H2O - RIEDEL-DE HAËN® 

# NaNO3 - MERCK® 
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# K2HPO4.3H2O MERCK®   

# MgSO4.7H2O - MERCK® 

# FeSO4.7H2O - MERCK®  

# KCl - MERCK® 

# Ágar-ágar - SIGMA-ALDRICH®;  

# Ágar bacteriológico SIGMA-ALDRICH ® 

# Dextrose U.S.P. MALLINCKRODT® Genar (anidro e granular) 

# Batata Dextrose Ágar- DIFCO® 

# Creatina.H2O - BIO CHEMIKA® 

# Sucrose - BHD® 

# Púrpura de Bromocresol - SIGMA® 

# Ágar - BIE & BERENTSEN® 

# Peptona - BACTO® 

# Glucose - BHD® 

# Corn Steep Liquor - SIGMA® 

# Extrato de levedura - BIOKAR® 

# Tetraciclina - TETRAMED® 

# Itraconazol - EMS®  

# Cicloheximida - SIGMA-ALDRICH® 

# Cloranfenicol - SIGMA-ALDRICH® 

# Mingal de Aveia  

# Extrato de Malte - DIFCO® 

# Extrato de Malte - OXOID® 

# Czapek doxbroth - DIFCO® 

# Ácido Fórmico 98%, grau LC-MS - FLUKA® 

# Padrões de metabólitos secundários pertencentes à coleção IBT-CMB - 

DTU/Denmark (Center for Microbial Biotechnology – Danmarks Tekniske 

Universitet) 

# Espécies fúngicas pertencentes à coleção IBT-CMB - DTU/Denmark 
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3.3 - Solventes empregados 

 

# Água destilada 

# Água Ultra-Pura (Purificada em Sistema Milli-Q®) 

# Solventes grau P.A. PANREAC® 

# Solventes grau HPLC: acetonitrila, isopropanol, metanol SIGMA- ALDRICH® e J. T. 

BAKER® 

# Solventes grau LC-MS: acetonitrila, isopropanol, metanol SIGMA- ALDRICH®  

# Solventes deuterados: clorofórmio e metanol-CAMBRIDGE ISOTOPE 

LABORATORIES® Inc. 

 

3.4 - Equipamentos 

 

Rotaevaporadores  

# Rotavapor R-200 com banho de aquecimento -BÜCHI® B-490 

# Rotavapor R-114 com banho de aquecimento- BÜCHI® B-480 

 

Estufas 

# FANEM® 315-SE 

# Estufa incubadora com demanda bioquímica de oxigênio (D.B.O) FANEM® 347 CD 

 

Autoclaves 

#Autoclave vertical Phoenix AV 75 e Soc. FABBE® 103 

 

Câmara de fluxo laminar  

# GE Healthcare® 

# VECO® VL FS-12M 

 

Espectrômetros de RMN 

# Espectrômetro Bruker Avance III - 9,4 Tesla, equipado sonda de 5 mm  

# Espectrômetro Varian Unity Inova - 11,75 Tesla, equipado sonda de 5 mm 

# Espectrômetro Bruker Avance III - 14,1 Tesla, equipado com cryo-sonda TCI 

(1H/13C/15N) de 5 mm 
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# Espectrômetro Bruker Avance - 18,8 Tesla, equipado com cryo-sonda TCI 

(1H/13C/15N) de 5 mm 

 

Cromatógrafo acoplado a espectrômetro de massas 

# Cromatógrafo líquido de alta pressão (HPLC) - Alliance 2695-WATERS® 

combinado ao módulo WATERS® 2696 (DAD) e acoplado ao espectrômetro de 

massas (MS)  QuattroLC- triplo-quadrupolo, ESI - MICROMASS® 

# Cromatógrafo líquido de ultra-alta pressão (UHPLC)-Ultimate 3000 Dionex® 

acoplado ao espectrômetro de massas (HRMS) maXis 3G Q-TOF, ESI - BRUKER® 

# Cromatógrafo líquido de ultra-alta pressão (UHPLC) 1290 Infinity Agilent® 

combinado ao módulo Agilent 1290 Infinity Flexible Cube e acoplado ao 

espectrômetro de massas (MS) Agilent 6490, triplo quadrupolo iFunnel Technology® 

, Agilent® Jet Stream ESI 

# Cromatógrafo líquido de ultra-alta pressão (UHPLC) Accela High Speed LC-

Thermo Scientifc® acoplado ao espectrômetro de massas (HRMS) LTQ Orbitrap 

Velos, ESI - Thermo Scientifc® 

 

Cromatógrafos  

# Cromatógrafo líquido de média pressão (MPLC) - Biotage Isolera combinado ao 

módulo UV- Biotage Isolera; 

# Cromatógrafo líquido de alta pressão (HPLC) semi-preparativo Waters® 600 

combinado ao módulo Waters® 996 DAD 

# Cromatógrafo líquido de alta pressão (HPLC) Shimadzu® LC-10AD, auto injetor 

SIL-10ADVp, combinado ao módulo SPD-M10A-VP (DAD) 

# Cromatógrafo líquido de média pressão (MPLC) Biotage® Isolera One 

 

Outros Aparatos 

# Centrifuga SORVALL MACH GR® 

# Pipetas automáticas - Eppendorf :10, 20, 100, 200 e 1000 µL 

# Sonicador - BRANDSON® 1510 
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3.5 - Suportes cromatográficos 

 

# Sílica gel 60 (70-230) - MERCK®  

# Colunas cromatográficas para HPLC 

- Synergi Fusion RP 80A (250 x 4,60 mm, 5 m), PHENOMENEX®  

- Luna Phenyl Hexyl (250 x 4,60mm, 5m), PHENOMENEX® 

- Luna Phenyl Hexyl Preparativa (250 x 21,20mm, 10 m), PHENOMENEX® 

- Kinetex Core-shell C18 (100 mm x 2,1mm, 2,6 µm), PHENOMENEX® 

- Poroshell 120 Phenyl-Hexyl (100 mm x 2,1mm, 2,7 µm), AGILENT® 

- Luna PFP (250 mm x 10 mm, 5µm), PHENOMENEX® 

- Luna II C18 (250 mm x 10 mm, 5µm), PHENOMENEX® 

- Luna C18 (150 x 4,60mm, 5m), PHENOMENEX® 

- XTerra C18 (30 x 3,0mm, 3,5m), WATERS® 

 

 

3.6 - Parâmetros de análise para estudos realizados via UHPLC/DAD-
HRMS, UHPLC-HRMS e HRMS/MS  
 

O estudo de derreplicação foi realizado através dos dados obtidos pelas 

técnicas UHPLC-HRMS, no modo full scan ou MS/MS, com analisador de massas tipo 

Q-Tof ou Orbitrap, ambos com fonte de ionização ESI. Os parâmetros utilizados 

encontram-se resumidos nos métodos de análise A, B e C. Os métodos serão 

apontados para cada análise de acordo com os cromatogramas e espectros 

apresentados na seção de Resultados e Discussão. 

 

Método A 

Fluxo: 0,4 mL/min 

Fase Móvel: H2O e ACN, ambos contendo 20 µM de ácido fórmico  

Fase Estacionária: Coluna Kinetex Core-shell C18  

Temperatura da Coluna: 40ºC 

: 200 a 600 nm 

Analisador de Massas: Q-Tof; Maxis 3G Bruker® 
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TABELA 3.1 - Condições de eluição para método cromatográfico A 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 3.2 - Condições do espectrômetro de massas ESI (-) ou ESI (+), método A 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Método B  
 

Fluxo: 0,4mL/min 

Fase Móvel: H2O e MeOH  

Fase Estacionária: XTerra C18 

Temperatura da Coluna: Temperatura ambiente 

Analisador de Massas: Orbitrap-Velos Thermo® 

 

 
TABELA 3.3 - Condições de eluição para método cromatográfico B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) Porcentagem (ACN) (%) 

  0,01 15 

10,00 100 

13,00 100 

13,10 15 

15,50 15 

Temperatura Drying Gas (ºC) 220 

Fluxo Drying Gas L/min 12 

Pressão Nebulizer (bar) 2.4 

Voltagem Capilar (kV) 4.5 

Range de Massas (Da) 100-1000  

Modo Full Scan 

Calibrante Formiato de sódio 

Tempo (min) Porcentagem (MeOH) (%) 

0,01 50 

6 70 

8 100 

10 100 

10,1 50 

13 50 



Parte Experimental 

37 

 

Método C  

Fluxo: 0,5 mL/min 

Fase Móvel: H2O e ACN, ambos contendo 20 µM de ácido fórmico  

Fase Estacionária: Luna C18 

Temperatura da Coluna: Temperatura ambiente 

Analisador de Massas: Orbitrap Velos Thermo® 

 
TABELA 3.4 - Condições de eluição para método cromatográfico C 

 

 
 

 

 

 

 

 

TABELA 3.5 - Condições do espectrômetro de massas ESI (-) ou ESI (+), método B e 
C 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tempo (min) Porcentagem (ACN) (%) 

  0,01 30 

25 100 

33 100 

34 30 

40 30 

 Método B Método C 

Temperatura Drying Gas (ºC) 180 250 

Fluxo Drying Gas L/min 12 12 

Temperatura Sheath Gas (ºC) 350 350 

Pressão Nebulizer (psi) 20 32 

Voltagem Capilar (kV) 3.5 3.5 

Fragmentor Voltage (V) 380 380 

Dwell Time (ms) 50 50 

Ciclo Time (ms) 500 400 

Q1 e Q2 Resolução unitária Resolução unitária 
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3.7 - Parâmetros de análise para estudos realizados via UHPLC- 
MS/MS e modo MRM dinâmico 
 

A investigação para detecção de possíveis metabólitos fúngicos em 

extratos de maçã foi realizada em sistema UHPLC-MS, no modo MS/MS ou MRM 

dinâmico, com analisador de massas tipo triplo-quadrupolo, com fonte de ionização 

ESI. Os parâmetros utilizados encontram-se resumidos no método de análise D: 

Método D 

Fluxo: 0,4mL/min 

Fase Móvel: H2O, (ACN:ISO ; 8:2 v/v)  grau LC-MS, ambos contendo 20 µM de ácido 

fórmico grau LC-MS 

Fase Estacionária: Coluna Poroshell 120 Phenyl-Hexyl  

Temperatura da Coluna: 40 ºC 

Analisador de Massas: Triplo-quadrupolo, AGILENT 2900 Ion funnel-technology® 

 

TABELA 3.6 - Condições de eluição para método cromatográfico D 
 
 

 

 

 

 

 

TABELA 3.7 - Condições do espectrômetro de massas ESI (-) ou ESI (+), método D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) Porcentagem (ACN/ISO) 
(%) 

  0,01 10 

7,5 65 

9,0 100 

12,0 100 

12,1 10 

14,0 10 

Temperatura Drying Gas (ºC) 180 

Fluxo Drying Gas L/min 12 

Temperatura Sheath Gas (ºC) 350 

Pressão Nebulizer (psi) 20 

Voltagem Capilar (kV) 3.5 

Fragmentor Voltage (V) 380 

Modo MS/MS ou MRM  

Dwell Time (ms) 50 

Ciclo Time (ms) 500 

Q1 e Q2 Resolução unitária 
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3.8 - Parâmetros de análise para estudos realizados via LC-MS e 
MS/MS 
 

As análises obtidas via espectrometria de massas de baixa resolução 

foram realizadas com analisador tipo triplo-quadrulopo, combinado à fonte de 

ionização ESI. Os parâmetros utilizados encontram-se resumidos nos métodos de 

análise E, F. 

 

Método E  

Fluxo: 0,7mL/min 

Fase Móvel: H2O e MeOH 

Fase Estacionária: Luna Phenyl Hexyl 

: 190nm a 600nm 

Analisador de Massas: Triplo-quadrupolo MICROMASS/WATERS® 

 

TABELA 3.8 - Condições de eluição para método cromatográfico E 

 

 

 

 

 

 

Método F  

Fluxo: 0,7mL/min 

Fase Móvel: H2O e MeOH, 10 mM de acetato de amônio na fase aquosa 

Fase Estacionária: Luna Phenyl Hexyl 

: 190nm a 600nm 

Analisador de massas: Triplo-quadrupolo, MICROMASS/WATERS® 

Tempo (min) Porcentagem (MeOH) (%) 

  0,01 30 

20,00 80 

45,00 90 

50,00 100 

60,00 100 
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TABELA 3.9 - Condições de eluição para método cromatográfico F 

 

 

 

 

 

 

TABELA 3.10 - Condições do espectrômetro de massas ESI (-) ou ESI (+), método F 
 
 

 

 

 

 

 

 

Método G 

Fluxo: 0,5mL/min 

Fase Móvel: H2O e ACN, ambos contendo 10 µM de ácido trifluoracético 

Fase Estacionária: Luna C18 

Temperatura da Coluna: 40 ºC 

 
TABELA 3.11 - Condições de eluição para método cromatográfico G 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) Porcentagem (MeOH) (%) 

  0,01 10 

20,00 65 

45,00 90 

50,00 100 

60,00 100 

Temperatura da fonte (ºC) 100 (método E); 150 (método 
F) 

Temperatura do probe (ºC) 180 (método E); 300 (método 
F) 

Capilar (kV) 3,2 (método E); 3,7 (método F) 
Cone (V) 20 (método E); 25 (método F) 

Extrator (V) 3,5 
Lentes RF (V) 0,75 

Tempo (min) Porcentagem (ACN) (%) 

  0,01 20 

20,00 65 

25,00 100 

32,00 100 

33,00 20 

40,00 20 
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3.9 - Procedimento Experimental 
 
3.9.1 - Isolamento e identificação de fungos endofíticos associados 
aos frutos goiaba (Psidium guajava) e maçã (Malus domestica) 
 

O isolamento dos micro-organismos foi realizado de modo adaptado em 

relação à metotologia descrita por PETRINI e colaboradores (1993), devido às 

dimensões do material vegetal estudado. As frutas utilizadas foram adquiridas no 

mesmo dia da execução do procedimento.  

Inicialmente as frutas foram lavadas com detergente comercial e em 

água corrente. Em seguida, já em capela de fluxo laminar, iniciou-se a sequência de 

esterilização superficial das frutas a fim de eliminar micro-organismos epifíticos e 

agentes contaminantes. O material vegetal foi sequencialmente mergulhado em etanol 

70%; água destilada; solução aquosa de hipoclorito de sódio 11%; água destilada; 

etanol 70%; e por fim água destilada para a remoção de resíduos dos agentes 

esterilizantes, durando 2 minutos o tempo de cada imersão. Com o uso de bisturi e 

faca esterilizados em autoclave, os frutos foram cortados ao meio. Pequenos pedaços 

oriundos das regiões mais internas das polpas foram cortados e depositados em 

placas de Petri, meio BDA (FIGURA 3.1). As placas contendo os fragmentos de polpa 

foram incubados em estufa incubadora tipo B.O.D à 25 ºC, sendo observadas 

diariamente. A fim de purificar as colônias fúngicas, foram realizados repiques 

sucessivos nas placas em que houve crescimento de mais de uma colônia de micro-

organismo. 

Os procedimentos para o isolamento de micro-organismos foram 

repetidos em diferentes dias, por mais uma vez com cada espécie de fruta. Para cada 

tipo de fruta utilizada, fragmentos foram cortados cuidadosamente em partes 

diferenciadas da polpa e depositados em diversas placas de Petri. Tal procedimento 

deveu-se às dimensões do material vegetal de trabalho, sendo que a colonização de 

possíveis micro-organismos endofíticos dentro da fruta poderia estar pontuada em 

certas regiões da polpa ou ao contrário, disseminada por toda ela. 

Logo, foram necessários cortes que englobassem o máximo de pontos 

da polpa da fruta. Além deste fato, trabalhou-se com a possibilidade da existência de 

diferentes espécies microbianas no mesmo tipo de fruta, o que está interligado à 

região de cultivo da mesma e à sua sazonalidade. Sendo assim, além das placas de 

onde se obteve o isolamento dos endófitos de trabalho, houve muitas delas que não 
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apresentaram crescimento microbiano algum. Em contrapartida, em alguns casos, foi 

necessário o descarte das placas, pois houve o crescimento intenso e diversificado 

de várias espécies de micro-organismos, impossibilitando o isolamento. Foram 

escolhidos para o trabalho, apenas as culturas que se apresentaram puras após 

repicagem. 

Os frutos de goiaba maduros utilizados no procedimento de isolamento 

de micro-organismos foram adquiridos em comércio local da cidade de São Carlos-

outubro/2007. Os frutos de maçã dos tipos Gala e Fuji foram adquiridos em 

janeiro/2008. Os micro-organismos isolados e purificados encontram-se depositados 

na coleção de culturas microbianas LaBioMMi cujos números estão descritos na 

TABELA 3.12. 

 O fungo Setophoma sp. isolado de frutos de goiaba foi identificado com 

base no sequenciamento do fragmento da região 28S do rDNA, realizado pelo doutor 

Lucas M. Abreu, sendo que tal identificação pode ser encontrada com maior 

detalhamento em DE MEDEIROS et al., 2015.  Os demais micro-organismos foram 

identificados por análise morfológica (FIGURA 3.2) e quimiotaxonômica através de 

comparação com espécies de mesma identificação pertencentes à coleção LaBioMMi 

e IBT-DTU (registro758 pela Federação Mundial de Coleções e Culturas). 

 

 

FIGURA 3.1 - Procedimento de isolamento de micro-organismos endofíticos a partir 
de maçã e fragmentos depositados de polpa de maçã em meio PDA com evidente 
crescimento fúngico 
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TABELA 3.12 - Espécie, fonte de isolamento e código de depósito dos fungos isolados  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
3.9.2 - Micro-extração de metabólitos secundários das espécies 
fúngicas estudadas a partir dos micro-cultivos em diferentes meios 
de cultura 
 

 O screening do metabolismo secundário dos fungos isolados a partir de 

frutos comerciais de goiaba e maçã foi realizado utilizando-se diferentes meios de 

cultura. A nomenclatura e constituição dos meios utilizados encontram-se descritos 

na TABELA 3.13. O procedimento para preparo dos mesmos encontra-se relatado em 

FRISVAD 2012. 

 

 

 

Fungo Fruto Nº LaBioMMi 

Setophoma sp. Goiaba 137 

Talaromyces rugulosus Maçã Gala 136 

Epicocum nigrum Maçã Fuji 135 

Cladosporium cladosporioides Maçã Fuji - 

FIGURA 3.2 - Imagens de microscopia óptica do microcultivo de T.rugulosus 
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TABELA 3.13 - Siglas e constituições referentes aos meios de cultura empregados 
para screening metabólico dos fungos investigados 

 

 

O crescimento dos micro-organismos foi realizado em três pontos de 

inoculação na placa de Petri, com o auxílio de alça de platina estéril. Após inoculação, 

as placas permaneceram armazenadas no escuro, à temperatura controlada de 25 

ºC. Todos os cultivos foram realizados em 7, 14 e 21 dias a fim da comparação 

metabólica entre os diferentes tempos de cultivo. 

Siglas dos 
 Meios de 
Cultura 

Constituição (FRISVAD, 2012) 

PDA Potato Dextrose Agar (Batata Dextrose Agar) 

WATM Wickerhams Antibiotic Test Medium ( Wickerhams Meio 

Antibiótico) 

OAT Oatmeal Agar (Mingau de aveia Agar) 

CYAS Czapek Yeast Autolysate Salt (Czapeck Levedura Autolisada 

Sal) 

CYA Czapek Yeast Autolysate Agar (Czapeck Levedura Autolisada) 

DRYES Dichloran Rose Bengal Yeast Extract Sucrose (Dichloran Rose 

Bengal Extrato de Levedura Sucrose) 

MEA Malt Extract Agar (Extrato de Malte Agar) 

MEAOX Malt Extract Agar Oxoid® (Extrato de Malte Agar Oxoid®) 

YES Yeast Extract Sucrose Agar (Extrato de levedura Sucrose Agar 

CREA Creatine Agar (Creatinina Agar) 

ARROZ Arroz comercial Uncle Bens® 



Parte Experimental 

45 

 

 Os micro-extratos de todos os meios de cultura investigados foram 

preparados de acordo com a metodologia adaptada de SMEDSGAARD (1997). Seis 

plugs de 5 mm em diâmetro (dois de cada colônia) foram cortados com o auxílio de 

um cortador cilíndrico (drill). Os plugs foram então transferidos para um vial de 2 mL. 

O volume de 0,6 mL da mistura de solventes MeOH:AcOEt:CH2Cl2 (1:3:2) com 0.1% 

de ácido fórmico foi inserido no vial e colocado em banho de ultrassom por 60 minutos. 

Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro vial de 2 mL e evaporado por 

fluxo de nitrogênio. O conteúdo foi então ressuspenso em MeOH e filtrado em filtro 

PTFE 0,45µm e transferido para vial de 2 mL para análise em UHLC-HRMS (FIGURA 

3.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3.3 - Procedimento de micro-extração a partir de micro-cultivos fúngicos. 
Adaptado de NIELSEN et al., 2004 
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3.9.3 - Cultivo escalonado dos micro-organismos em diferentes 
meios de cultura e obtenção dos extratos  
 
3.9.3.1 - Cultivo de Setophoma sp. e obtenção do extrato fúngico em 
arroz 
 

Após a avaliação dos micro-extratos de Setophoma sp. em diferentes 

meios de cultura através de derreplicação via análises de UHPLC-HRMS, foi 

concluído que o meio de arroz seria o meio mais promissor ao isolamento dos 

metabólitos de interesse. Sendo assim, foi realizado o escalonamento do cultivo 

fúngico neste meio de cultura para a obtenção do extrato.  

Para tanto, pesaram-se 90g de arroz parabolizado Uncle Ben´s e 

adicionaram-se 80 mL de água destilada em 30 erlenmeyers de 500 mL, os quais 

foram autoclavados por 15 minutos, à 120 ˚C e 1 atm de pressão para a esterilização 

do meio de cultura. Em seguida, os frascos foram agitados vigorosamente a fim de 

desprender os grãos de arroz e transferidos à capela de fluxo laminar, previamente 

esterilizada. Após o meio atingir a temperatura ambiente, transferiu-se para os 

erlenmeyers 4 fragmentos, com cerca de 0,5 cm cada, do fungo em estudo, contido 

em placas de Petri em meio BDA. Além dos frascos com os inóculos, manteve-se 

também durante os experimentos 3 erlenmeyers contendo apenas o meio de cultura 

arroz, para controle microbiológico. Os frascos foram incubados durante 30 dias, a 

temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C), em modo estático. Durante três dias, 

os frascos foram agitados manualmente duas vezes ao dia para homogeneizar o meio 

junto à massa micelial em crescimento. 

Finalizado o período de incubação, em capela de fluxo laminar, foram 

adicionados 300 mL de EtOH absoluto aos frascos contendo o meio de cultura. 

Triturou-se completamente todo o conteúdo dos erlenmeyers e após 12 horas de 

extração todos foram filtados à pressão reduzida. O filtrado etanólico foi reservado e 

acondicionado à - 20ºC, adicionando-se novamente EtOH à massa micelial 

remanescente, um volume de 200 mL para cada frasco. Depois de 12 horas, o 

conteúdo foi novamente filtrado, e em seguida a fase líquida obtida foi reunida àquela 

reservada anteriormente. Todo o volume obtido foi evaporado em sistema de 

rotaevaporador, gerando o extrato etanólico do crescimento do fungo Setophoma sp. 

em arroz. 
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3.9.3.2 - Cultivo de Talaromyces rugulosus e obtenção do 
extrato fúngico em meio líquido batata-dextrose (BD) 
 

 O meio de cultura BD (batata-dextrose) foi preparado cozinhando-se 600 

g de batata inglesa descascada e cortada em cubos, por 15 minutos em forno de 

micro-ondas (potência 60W) com 450 mL de água. Em seguida, filtrou-se com o auxílio 

de um filtro de algodão, transferindo o caldo para um erlenmeyer. Seguidamente, 

acrescentou-se 60 g de dextrose, homogeneizando-se a mistura e completando-se o 

volume para 3000 mL de água destilada. Um volume de 90 mL da mistura foi 

dispensado em erlenmeyers de 500 mL. O meio foi esterilizado em autoclave a 121˚C 

e 1 atm por 15 minutos. Os frascos foram em seguida direcionados à capela de fluxo 

laminar estéril. 

 Após o meio atingir a temperatura ambiente, transferiram-se para os 

erlenmeyers 4 fragmentos, com cerca de 0,5 cm cada, de T. rugulosus contido em 

placas de Petri em meio PDA. Além dos frascos com os inóculos, manteve-se também 

durante os experimentos 3 erlenmeyers contendo apenas o meio de cultura para 

controle microbiológico. Os frascos foram incubados durante 16 dias, a temperatura 

ambiente (aproximadamente 22°C) em modo estático. Durante três dias, os frascos 

foram agitados manualmente duas vezes ao dia para homogeneizar o meio junto à 

massa micelial em crescimento. 

Finalizado o período de incubação, o conteúdo dos frascos foI filtrado, a 

pressão reduzida, em capela de fluxo laminar, resultando deste modo, na separação 

do filtrado e do micélio. Ao micélio de cada erlnmeyer adicionaram-se 200 mL de 

MeOH, e após um período de 12 horas de extração, o conteúdo metanólico foi filtrado 

e concentrado em rotaevaporador. A extração foi realizada por mais uma vez, 

gerando-se assim o extrato metanólico do micélio. Já o filtrado de todos os frascos 

erlenmeyers (separados anteriormente do micélio) foram reunidos e submetido à 

partição líquido-líquido com AcOEt na proporção de (1:1; v/v), por 3 vezes. A fase 

orgânica obtida foi evaporada em rotaevaporador, produzindo o extrato da partição 

líquido-líquido. 

Para os meios de cultura controle, foi realizado apenas o processo de 

partição líquido-líquido com AcOEt.  
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3.9.4 - Co-cultivos das espécies fúngicas investigadas 

 

Como mencionado na seção introdutória, uma das formas de indução 

metabólica microbiana trata-se da utilização de indutores bióticos à condição de 

crescimento das espécies em estudo. Sendo assim, neste trabalho alguns co-cultivos 

foram investigados utilizando-se as espécies fúngicas isoladas dos frutos de maçã e 

goiaba, bem como também foram testados alguns destes fungos em co-cultivo com 

as espécies Penicillium brasilianum, Penicillium digitatum, pertencentes à coleção de 

fungos LabioMMi.  

 Os cruzamentos foram realizados em micro-cultivo, em placas de Petri, 

em diferentes meios de cultura (TABELA 3.13) inoculando-se as espécies fúngicas 

em um distanciamento de 2 cm uma da outra. Após período de incubação (TABELA 

3.14), os micro-extratos foram obtidos de acordo com a metodologia descrita no item 

3.9.2. As regiões de micro-extração podem ser visualizadas na FIGURA 3. 4 

pontuadas em regiões de interface de crescimento entre os fungos (região B e C) e 

extremidades (região A e D). Um resumo, dos meios de cultura utilizados para cada 

co-cultivo, assim como os tempos de incubação, encontram-se descritos na tabela a 

seguir. 

 

 
 

 

 

           FIGURA 3.4 - Regiões de micro-extração dos co-cultivos realizados 
 

 
 

 



Parte Experimental 

49 

 

TABELA 3.14 - Co-cultivos realizados entre as espécies indicadas e os respectivos 
parâmetros de cultivo 
 

FUNGO 1 FUNGO 2 
Meios de cultura 

testados 
Período de 

incubação (dias) 

Setophoma sp. E. nigrum 

DRYES, CYA, 
MEA, MEAOX, 
WATM, YES, 
PDA, OAT, 

CYAS 7,15, 21 

Setophoma sp. T. rugulosus 

DRYES, CYA, 
MEA, MEAOX, 
WATM, YES, 
PDA, OAT, 

CYAS 7,15, 21 

Setophoma sp. C. cladosporioides 

DRYES, CYA, 
MEA, MEAOX, 
WATM, YES, 
PDA, OAT, 

CYAS 7,15, 21 
Setophoma sp. P. brasilianum PDA, MEA 7,15, 21 

Setophoma sp. P. digitatum PDA, MEA 7,15, 21 

T. rugulosus E. nigrum 

DRYES, CYA, 
MEA, MEAOX, 
WATM, YES, 
PDA, OAT, 

CYAS 7,15 

T. rugulosus C. cladosporioides 

DRYES, CYA, 
MEA, MEAOX, 
WATM, YES, 
PDA, OAT, 

CYAS 7,15 

E. nigrum C. cladosporioides 

DRYES, CYA, 
MEA, MEAOX, 
WATM, YES, 
PDA, OAT, 

CYAS 7,15 
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3.9.4.1 - Monitoramento da inibição da esporulação de P. brasilianum, P. 
digitatum e T. rugulosus durante o co-cutivo com Setophoma sp.  

 

 
 Durante os experimentos de co-cultivo referente ao endófito de goiaba 

Setophoma sp. com os fungos P. brasilianum e P. digitatum notou-se uma diminuição 

aparente da esporulação na zona de interface de crescimento entre os fungos.  

Sendo assim, a taxa de esporulação referente às interfaces de 

crescimento das espécies de Penicillium foi medida pela determinação da 

concentração de esporos em câmara de Neubauer em 7 dias de cultivo (sextuplicata). 

Para a medição foram utilizados 3 plugs com 5mm de diâmetro, cortados com auxílio 

de drill nas regiões denominadas em C e D, conforme ilustra a figura abaixo: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os 3 plugs foram então inseridos em frasco eppendorf de 2 mL, 

adicionando-se posteriormente 500 µL de água ultra-pura, sendo a mistura 

homegeneizada em seguida. 10 µL da suspensão foi adicionada a 990 µL em um novo 

eppendorf gerando a suspensão utilizada para a contagem de unidades germinativas. 

10 µL da suspensão diluída foi inserida na unidade da câmara de Neubauer e os 

esporos visualizados por microscopia eletrônica foram contados. 

 

 

 

 

FIGURA 3.5 - Indicação das regiões de medição de esporulação dos fungos do 

gênero Penicillium quando em co-cultivo com Setophoma sp.. Figura ilustra um dos 

co-cultivos realizados 

 

Setophoma sp. P. brasilianum 
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O valor obtido para cada contagem foi estipulado de acordo com a 

fórmula: 

 

 

                   Nº esporos = unidades visualizadas x 1000 x 100 x 2.5 

 

 

 

 

 

 

3.9.4.2 - Experimento para avaliação da indução de perilenequinonas 
pelo efeito do co-cultivo de Setophoma sp. com P. brasilianum, P. 
digitatum e T. rugulosus  

 

 

Objetivando-se constatar se a inibição da esporulação das espécies de 

Penicillium apresentava correlação com a produção de perilenequinonas por 

Setophoma sp., foi executada a extração dos metabólitos secundários produzidos 

durante o co-cultivo das através de metodologia de caráter mais quantitativo.  

Para tanto, a totalidade do conteúdo das placas de Petri onde foram 

realizados os co-cultivos foram extraídos após a inoculação e período de incubação 

(7 dias). Cada co-cultivo foi realizado em triplicata nos meios MEA e PDA. Os controles 

nos mesmos meios, em duplicata. 

O mesmo protocolo de extração descrito no item 3.9.2 foi realizado, 

porém utilizando-se tubos falcon de 50 mL e escalonando-se a mistura de solventes 

de extração para 50 mL em volume. 2 mL da mistura foram secos, posteriormente 

redissolvidos em 1,5 mL de metanol grau HPLC e finalmente submetidos a análise via 

UHPLC-HRMS. 

 

 

 

 

profundidade x fator de diluição x fator de correção da câmara 
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3.9.5 - Isolamento de metabólitos secundários produzidos por 
Setophoma sp., e T. rugulosus  
 
3.9.5.1 - Isolamento de depsídeos produzidos pelo fungo Setophoma 
sp. em meio de arroz 
 

 Inicialmente, foram realizados os procedimentos de 7.5 g do extrato 

etanólico Setophoma sp. em meio de arroz foi solubilizado em 400 mL da mistura 

MeOH-H2O (90:10; v/v). O conteúdo foi então submetido a partição líquido-líquido 

adicionando-se 400 mL de heptano. A fase aquosa foi separada e novamente 

particionada, adicionando-se 320 mL de H2O e 720 mL de CH2Cl2 à mesma. Após 

agitação em funil de separação, a fase hidroalcólica foi separada da fase 

diclorometano, sendo ambas evaporadas em rotaevaporador, gerando os respectivos 

extratos. 

 O extrato diclorometânico bem como as frações subsequentes foram 

submetidos a cromatografia líquida de média (MPLC) e alta pressão modo semi-

preparativo (HPLC), conforme segue o fluxograma descrito na FIGURA 3.6. 
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FIGURA 3.6 - Fluxograma referente ao fracionamento do extrato de Setophoma sp. 

em arroz para isolamento de depsídeos 
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3.9.5.2 - Isolamento do estenfiperilenol produzido pelo co-cultivo de 
Setophoma sp. e Penicillium brasilianum em meio de cultura batata-
dextrose 
 

 O processo inicial de fracionamento do extrato de estudo foi realizado 

através de cromatografia líquida à vácuo. A fração de maior interesse (heptano: 

acetona (2:8; v/v)) foi submetida para separação do metabólito de interesse utilizando-

se HPLC modo preparativo (FIGURA 3.7). O monitoramento das frações foi realizado 

via HPLC-DAD (180-600 nm). 

 

 

 

FIGURA 3.7 - Fluxograma referente ao processo de isolamento do policetídeo 
estenfiperinol 
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3.9.5.3 - Isolamento das 8-clororugulovasinas A/B; 2,8-
clororugulovasinas A/B, produzidas por T. rugulosus em meio de 
cultura batata-dextrose (BD) 
 

 Os extratos metanólico e de acetato de etila (item 3.9.3.2) foram reunidos 

devido ao mesmo perfil químico encontrado nas análises vis LC-MS, gerando a massa 

de 56 g de extrato total. Este foi fracionado em quatro etapas utilizando-se 

cromatografia de média pressão e também cromatografia de alta pressão em modo 

preparativo conforme segue o fluxograma abaixo:  

 

 

 

FIGURA 3.8 - Fluxograma referente ao processo de isolamento de 8-
clororugulovasinas A/B; 2,8-clororugulovasinas A/B e antraquinonas produzidas por 
T. rugulosus  
 
 

 O monitoramento das frações foi realizado via HPLC-DAD (180-600 nm). 

A fração enriquecida nos alcaloides de interesse foi submetida à sistema HPLC, sendo 

eluída pelo uso do método G (item 3.8). 30 injeções foram realizadas em sequência, 

utilizando-se um volume de 20µl. Os metabólitos separados foram trapeados em 

sistema SPE, utilizando-se cartuchos de resina GP-polidivinilibenzeno (10mm X 2mm 

X 10 µm).  Após secagem por jato de nitrogênio por um período de 30 minutos, a 
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eluição dos compostos foi realizada diretamente em tubo capilar utilizando-se 

metanol-d4, submentedo-os em sequência à análise RMN 1 D e 2 D, 600 MHz. 

 

 

3.9.6 - Estudo de biotransformação de substratos endógenos dos 
frutos de maçã e do diterpeno afidicolina por Talaromyces rugulosus 
em meio BD  
 

Em concordância ao que é detalhado na parte de Resultados e 

Discussão, alguns substratos inerentes à constituição química dos frutos de maçã 

foram testados como compostos a serem biotransformados pelo endófito da fruta. 

Também foi testado o diterpeno afidicolina como possível substrato a ser 

biotransformado pelo micro-organismo. Este composto na verdade trata-se de um 

metabólito de origem fúngica, diferentemente dos demais substratos testados. Todo 

os substratos avaliados seguem descritos na TABELA 3.15.  

Com o auxílio de uma pipeta automática, adicionaram-se100 µL de 

suspensão de esporos do fungo T. rugulosus em frasco Erlenmeyer (250 mL) 

contendo 50 mL de meio de cultura. Os frascos foram mantidos em sistema de rotação 

(shaker) durante 2 dias, à 120 rpm.  

Após o período mencionado, os substratos testados (TABELA 3.15) 

foram separadamente pesados e inseridos em tubos falcon estéreis de 50 mL. Os 

substratos foram solubilizados em 20 mL de metanol ou água destilada estéril em filtro 

PTFE de 0,25 µm, a fim de se obter soluções estéreis, cujas concentrações seguem 

descritas na TABELA 3.15. Em capela de fluxo laminar, foi inserido 1 mL da solução 

referente a cada substrato em um Erlenmeyer contendo o fungo já em crescimento 

(para todos os substratos separadamente). 
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TABELA 3.15 - Soluções de substratos testados no experimento de biotransformação 
por T. rugulosus 
 
 

SUBSTRATO SOLVENTE CONCENTRAÇAO 

Ácido Ascórbico H2O 20 mg/mL 

Ácido clorogênico H2O 10 mg/mL 

Hesperidina MeOH 20 mg/mL 

Rutina MeOH 20 mg/mL 

Quercetina MeOH 20 mg/mL 

Phloretin MeOH 5 mg/mL 

Afidicolina MeOH 10 mg/mL 

 

Os erlenmeyers foram então novamente mantidos em rotação, por mais 7 dias à 

120 rpm. Todo o experimento foi realizado em triplicata para todo substrato avaliado, 

havendo o uso de frascos controles e brancos. O procedimento de extração 

encontra-se descrito no item 3.9.3.2, tendo gerado os extratos oriundos de partição 

com acetato de etila provenientes do meio de cultura e os extratos metanólicos 

advindos da extração micelial. O processo é ilustrado de forma esquemática na  

FIGURA 3.9. 

 

 

 
FIGURA 3.9 - Procedimento para o experimento de biotransformação de substratos 
endógenos da maçã por T. rugulosus 
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3.9.6.1 - Isolamento do produto de biotransformação da afidicolina 
por Talaromyces rugulosus em meio BD 

 
Os extratos obtidos em triplicata para o experimento de 

biotransformação da afidicolina (item 3.9.6) foram reunidos e submetidos diretamente 

ao sistema de HPLC modo preparativo, executando-se o método cromatográfico F 

(item 3.8), o mesmo utilizado para as análises via LC-MS do experimento de 

biotransformação. O método foi escalonado em fluxo de 15 mL/min, para coluna 

Phenyl-hexyl preparativa.  

Volumes de 15 mL foram recolhidos durante a separação 

cromatográfica, gerando 25 frações codificadas em AFD1-AFD25. As frações AFD10 

e AFD11 foram correspondentes ao produto de biotransformação purificado. 

 

 

3.9.7 - Extração de metabólitos secundários fúngicos de T. rugulosus 
a partir de extratos de maçãs comerciais 
 

Amostras de maçã do tipo Gala e Fuji (Malus domestica) foram 

adquiridas no comércio local da cidade de São Carlos em três estabelecimentos 

distintos (Supermercados Jaú® (Maio/2011), Carrefour® (Novembro 2011) e Extra® 

(Março2012) e um estabelecimento na cidade de São Paulo (Supermercado Sonda® 

(Dezembro 2012)).  

 Os frutos adquiridos em São Carlos foram picados e liofilizados, 

obtendo-se assim o extrato seco da fruta. Já os frutos oriundos da capital paulista 

foram analisados com a polpa da fruta fresca, pesada no momento da extração. 

 Para maior abrangência do estudo, a fim de se aumentar a probabilidade 

da detecção nos frutos de maçã de metabólitos secundários produzidos por T. 

rugulosus, foram realizados três diferentes procedimentos de extração, cujos códigos 

foram denominados em E1, E2 e E3, sendo que em todos os casos foi utilizado 1g de 

extrato ou polpa de maçã como material de partida. O material seco ou fresco foi então 

foi pesado e inserido em tubos falcon de 15mL. Para o procedimento E1, 5 mL da 

mistura ACN/H2O (85:15 v:v) foi adicionada ao tubo, com posterior agitação em 

sistema rotativo horizontal (shaker) por 60 minutos, à 120 rpm. Em seguida, os tubos 

foram inseridos em um sistema de centrifugação, à 3.700 rpm, à temperatura de 20 
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ºC. O sobrenadante então foi filtrado, transferido para outro tubo e seco em fluxo de 

nitrogênio. O extrato seco foi solubilizado em 1.5 mL de MeOH, filtrado em filtro PTFE 

0.45µm diretamente em um vial de 2 mL e levado diretamente à análise via LC-

MS/MS. 

 O procedimento E2 foi realizado da mesma maneira àquela relatada 

acima, porém utilizando-se a mesma mistrura de solventes utilizada no procedimento 

de micro-extração, ou seja, MeOH:AcOEt:CH2Cl2 (1:3:2) com 0.1% de ácido fórmico. 

 Já para o procedimento 3, foi realizada metodologia adaptada do método 

QUECERS® (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe). Tal método vem sendo 

amplamente utilizado para extração e enriquecimento dos analitos de interesse, assim 

como remoção de interferentes oriundos da matriz em análises de resíduos, 

pesticidas, micotoxinas, entre outros analitos micromoleculares, principalmente na 

área de análise em alimentos (PAYÁ et.al, 2007; LUCCI et.al, 2012). 

Com o intuito de se enriquecer os extratos estudados de maçã para os 

metabólitos secundários potencialmente metabolizados por T. rugulosus quando em 

seu hospedeiro (fruto) e assim aumentar as chances de detecção dos mesmos, o 

procedimento E3 foi realizado como descrito a seguir. O extrato ou polpa da maça 

foram pesados e inseridos em tubo falcon de 15 mL. O volume de 4,5 mL da mistura 

ACN/H2O (2:1, v:v) com 1% de ácido acético em volume foi adicionado a cada tubo, 

juntamente a 0.5g de acetato de sódio tri-hidratado. A mistura foi agitada durante 2 

minutos em shaker à 120 rpm. Em seguida, adicionaram-se 2 g de sulfato de magnésio 

anidro à mistura, homogeneizando-a. O conteúdo do tubo foi então centrifugado à 

3.700 rpm, à temperatura de 20 ºC. A fase superior do sistema bifásico formado foi 

separada em outro tubo falcon, sendo o solvente evaporado em sistema de nitrogênio. 

O extrato obtido foi solubilizado em 1 mL de MeOH, filtrado e inserido em vial de 2 mL 

para sequencial análise. 

Em resumo, um total de 24 amostras foi obtido. Todas as amostras foram 

avaliadas através de análises realizadas em sistema UHPLC-MS/MS com analisador 

de massas Triplo Quadrupolo. O experimento de MRM dinâmico foi utilizado para a 

detecção dos metabólitos secundários aplicando-se a metodologia de otimização das 

melhores condições de análise como descrito a seguir. 
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3.9.8 - Parâmetros de análise para estudos realizados via UHPLC-
MS/MS 
 

 Todos os experimentos de MS-MS para os estudos relatados neste 

trabalho, foram realizados em sistema UHPLC-MS, utilizando-se cromatógrafo Agilent 

1290 Infinity combinado ao módulo Agilent 1290 Infinity Flexible Cube, com 

acoplamento ao espectrômetro de massas Agilent 6490 Triplo-Quadrupolo iFunnel 

Technology, equipado com fonte de ionização Agilent Jet Stream ESI. 

A estratégia para otimização das transições de MRM foi realizada utilizando-se 

o próprio micro-extrato fúngico de PDA como padrão para os metabólitos investigados. 

Inicialmente partiu-se para a seleção das melhores energias de colisão para a quebra 

dos íons monitorados. As energias testadas foram de 10, 20, 30 e 40 eV.  Após a 

seleção do valor de melhor energia, os íons fragmento de maior intensidade em sinal 

foram selecionados para a realização do experimento de MRM, criando-se assim os 

canais de transição de melhor sensibilidade em relação aos metabólitos de interesse. 

  Por fim, com as transições selecionadas, partiu-se para a otimização dos 

valores de voltagem de aceleração (accelerator voltage), testando-se 3V, 5V e 7V.  

Novamente os valores que geraram bandas cromatográficas de maior intensidade em 

termos de área (intrinsicamente para cada transição), foram utilizados para o 

experimento de MRM dinâmico (FIGURA 3.10). Os valores de área foram obtidos pelo 

sistema de integração automática do software MassHunter-Agilent. 
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 Todos os resultados obtidos para cada metabólito foram agrupados em 

tabelas para melhor visualização dos parâmetros otimizados. Como exemplo segue a 

tabela de resultados para a rugulovasina (m/z 269, isômero B - TABELA 3.16) e 

clororugulovasina (m/z 303, isômero B - TABELA 3. 17). O conjunto de valores 

utilizados e obtidos para cada analito encontra-se na mesma linha cuja lacuna de 

algoritmo MRM está destacada em caixa de cor verde. Na seção de Resultados será 

Isômero A Isômero B 

3V 

3V 

3V 

3V 

3V 

3V 

5V 

5V 

5V 

5V 

5V 

5V 

7V 

7V 

7V 

7V 

7V 

7V 

V. Acel. 

FIGURA 3.10 - Cromatogramas de MRM obtidos para os metabólitos rugulovasina A/B 
variando-se os valores de voltagem de aceleração do íon. Valores usados estão indicados 
em cada cromatograma 
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apresentada uma tabela resumida contendo os valores otimizados para todos os 

metabólitos monitorados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 3.16 - Resumo dos parâmetros de análise otimizados para o metabólito 
rugulovasina B no experimento de MRM 

TABELA 3. 17 - Resumo dos parâmetros de análise otimizados para o metabólito 8-
clororugulovasina B no experimento de MRM 
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3.9.9 - Testes de antibiose 

3.9.9.1 - Ensaio de depsídeos contra as bactérias S. aureus ATCC 
25923 e E. coli ATCC 25922  

 

 Os ensaios antibacterianos foram realizados aplicando-se os testes de 

susceptibilidade para determinação da concentração mínima inibitória, segundo as 

normas descritas pelo NATIONAL COMMITTE FOR CLINICAL LABORATORY 

STANDARDS (NCCLS), 2006, tradução ANVISA Norma M100-S15. 

 O método aplicado foi o método de diluição em caldo para a verificação 

da MIC - Minimal Inhibitory Concentration). As concentrações avaliadas dos 

compostos testados e respectivos controles, encontram-se esquematizados na 

FIGURA 3.11. 

 Os testes foram realizados em placas de ELISA, contendo 96 poços, 

através de diluições sucessivas em triplicata das substâncias puras e dos antibióticos 

de referência em caldo Mueller Hinton. Foram utilizadas soluções de antibiótico 

tetraciclina comercial. Um controle positivo contendo apenas caldo com células 

bacterianas e um controle negativo, contendo apenas caldo de cultivo foram aplicados 

em todos os testes. Como controle em relação à atividade do solvente DMSO, foi 

utilizada uma linha de poços (linha G), contendo apenas DMSO (5%) e caldo com 

células bacterianas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3.11 -  Placa de ELISA com as diferentes 
concentrações testadas para as substâncias isoladas 
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O corante utilizado para revelação da atividade antibiótica dos 

metabólitos foi a resazurina. Na presença de células vivas, o corante resazurina, que 

é azul, torna-se rosa intenso, devido a uma reação de oxi-redução proporcinada por 

oxiredutases presentes na célula bacteriana. Ou seja, quando há a oxidação da 

coenzima NADH à NAD+ nas reações metabólicas de oxiredução, a rezazurina é 

oxidada à resorufina, mudando a coloração da solução teste de azul para rosa 

(FIGURA 3.12) indicando assim a presença de células vivas (SARKER et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9.9.2 - Ensaio antifúngico do estenfiperilenol frente às espécies 
Penicillium brasilianum e Penicillium digitatum 

 

 O ensaio de inibição do estenfiperilenol contra as espécies P. 

brasilianum e P. digitatum foram realizados de acordo com o protocolo publicado por 

OUEDRAOGO et al. 2013 para screening de compostos antifúngicos. 

Foram utilizados como antibióticos comerciais a cicloheximida e o 

itraconazol. O teste foi realizado em placas de ELISA, contendo 96 poços, através de 

diluições sucessivas em triplicata das substâncias puras e dos antibióticos referência. 

As concentrações testadas de estenfiperilenol frente às espécies P. brasilianum e P. 

digitatum foram 500, 250, 125, 62,5 e 31,2 µg/mL. 

 

 

 

 

 

FIGURA 3.12 - Reação de formação da resorufina (rosa) a 

partir do corante resasurina (azul) 
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3.10 - Estimativa e comparação do perfil da curva de produção das 
rugulovasinas cloradas e bromadas produzidas por T. rugulosus  
  

 Para a determinação da estimativa do perfil da curva de produção das 

rugulovasinas halogenadas produzidas pelo endófito de maçã, baseada na 

disponibilidade de átomos de cloro e bromo no meio de cultura, foi realizado o 

crescimento microbiano em frascos Erlenmeyer de 150 mL em volume, contendo 50 

mL e meio de cultura BD.O experimento foi realizado em triplicata, em cada ponto de 

extração, para cada espécie de halogênio testada. Para o teste realizado com cloro, 

o pH do meio de cultura foi ajustado com HCl (pH=5,6). Já para o teste com a presença 

de bromo no meio de crescimento, executou-se o ajuste de pH com HBr (pH=5,6).  

 Os pontos de extração foram realizados em intervalos de 0, 3, 6, 10, 15, 

21, 25 e 30 dias. Após período de incubação, para cada replicata, a fase líquida foi 

separada do micélio por filtração à vácuo. Uma alíquota de 5 mL (de cada replicata) 

foi seca em sistema de speed-vac à 15 ºC, em tubos falcon de 15 mL. As amostras 

foram solubilizadas em 2 mL de MeOH grau HPLC, filtradas e submetidas à análise 

de UHPLC-HRMS. O software Xcalibur 2.1 foi utilizado para aquisição e 

processamento de dados. Os cromatogramas de íons extraídos correspondentes aos 

analitos de interesse foram gerados a partir de um pequeno range (± 5 ppm) centrados 

na massa exata dos íons específicos. 

 

 

3.11 - Isolamento de DNA genômico para estudos de detecção da 
halogenase 
 

 O DNA de T. rugulosus foi isolado através de um protocolo modificado 

para obtenção de DNA de origem fúngica. O micélio fresco (100 mg) foi macerado em 

nitrogênio líquido. Após a adição de 500 µL de tampão de extração (100 mM TrisHCl, 

10 mM EDTA, 2% SDS, 1% 2-mercaptoethanol, 100 µg/mL proteinase K) a solução 

foi incubada por 1h a 60°C e 350 rpm. A concentração final de sal foi ajustada com 5 

M de NaCl para 1,4 M e 1/10 volume de 10% CTAB foi adicionado.  

A solução foi incubada a 65°C por 10 min sob agitação ocasional. As 

proteínas foram degradadas adicionando 1 vol de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) 

com agitação. A solução foi incubada por 30 min em banho de gelo e centrifugada a 
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12000 rpm, 4°C por 10 min. A fase superior foi recolhida e incubada com ½ vol de 

NH4Ac por 1 h em banho de gelo e centrifugada a 12000 rpm, 4°C por 10 min.  

O RNA presente no meio foi digerido com RNAse A (concentração final 

0,02 µg/µl) por 30 min a 37 °C. A precipitação do DNA ocorreu após a adição de 

mesmo volume de isopropanol e incubação a -20 °C overnight. O DNA foi obtido após 

a centrifugação a 12000 rpm, 4°C por 15 min. O pellet de DNA foi lavado com 70% de 

etanol resfriado, seco a 37°C por 10 min e solubilizados em 20 µL de água destilada 

estéril (CENIS, 1992). 

 

3.11.1 - Construção dos oligonucleotídeos e amplificação do gene 

 
 Oligonucleotídeos degenerados foram construídos para detecção do 

gene halogenase no DNA total de T. rugulosus. Estes foram derivados de quatro 

regiões conservadas presentes na sequência de amino ácidos das halogenases já 

relatadas de organismos eucariotos. Os oligonucleotídeos foram utilizados na 

tentativa de obter fragmentos amplificados por meio de PCR utilizando o DNA 

genômico de T. rugulosus como template.  

A sequência dos oligonucleotídeos utilizados foram: J5 5’-

GTGGTTGGTGGTGGCCCTGGAGGG-3’, J6 5’-TCGACCGCTGGCATCGACCAA-

33, J7 5’-TGGGCATGGTTCATTCCTCTCCACAAC-3’ e J8 5’-

CCCAGATGAGAAGAATGGGTCAATGAA-3’. 

A mistura para PCR foi feita da seguinte maneira: 50 ng de DNA 

genômico de T. rugulosus, 20 pmol de cada primer, 1 mM MgCl2, 1.75 U Taq DNA 

Polymerase (Thermo Scientific), 5% DMSO e 0.2 mM dNTP-mix. 

As condições de amplificação compreenderam uma desnaturação inicial 

a 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos constituídos de desnaturação a 94°C por 0,5 

min, hibridização (anealing) a 50°C por 0,5 min, e extensão dos primers  a  68°C por 

3 min, com extensão final a 68°C por 5 min. Ao final da reação a mesma foi 

interrompida por resfriamento a 4°C. 

Os produtos das amplificações foram analisados aplicando-se 10 µL das misturas de 

reação em gel de agarose 1%, em tampão 1X TAE (80 mM Tris, 40 mM ácido acético 

glacial, 2,5 mM EDTA, pH 8,3) e em seguida foi submetido a uma tensão de 120 V por 

45 min. Em seguida, o gel permaceu em repouso em solução de 0,5 µg/mL de brometo 

de etídeo por 15 minutos e visualizado sob luz UV.
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4-Resultados e Discussão 

 
4.1 - Isolamento de fungos endofíticos de goiaba e maçã e seleção 
de espécies talentosas 
 
 

 Como resultado do procedimento de isolamento de fungos endofíticos a 

partir das frutas de goiaba e maçã (item foram purificada as cepas fúngicas de 

Setophoma sp. a partir dos frutos de goiaba e os fungos Talaromyces rugulosus, 

Epicoccum nigrum e Cladosporium cladosporioides dos frutos de maçã FIGURA 4.2.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.2 - a) Cepa purificada de Setophoma sp.; Crescimento fúngico a partir de 
fragmentos de polpa de maçã e respectivas cepas purificadas a) T. rugulosus, b) C. 
cladosporioides, d) E. nigrum 

 

 

 Desde que o isolamento e caracterização de novos compostos podem 

refletir em processos dispendiosos em tempo e custos, torna-se necessário a seleção 

das espécies ditas “mais talentosas” para que a o objetivo do processo investigativo 

seja bem sucedido (LARSEN et al., 2005). Neste sentido foi executada uma triagem 

preliminar das espécies fúngicas isoladas através da avaliação dos resultados obtidos 

nas análises de UHPLC-HRMS dos micro-extratos referentes às quatro espécies.  

Como critério de avaliação, foi escolhida a diversidade metabólica 

expressa pelas espécies em cada meio de cultura. Ou seja, o número de metabólitos 

produzidos e detectados em cada micro-extrato. Portanto, tendo em vista o 

metabolismo menos pronunciado do fungo C. cladosporioides em comparação aos 
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demais (menor número de íons detectados nos cromatogramas de pico base, BPC), 

a investigação metabólica deste micro-organismo foi menos explorada.  

Notavelmente, os resultados preliminares obtidos, mostraram a maior 

expressão metabólica, nos meios de cultura testados, principalmente dos fungos 

Setophoma sp. e T. rugulosus e portanto estas podem ser apontadas como as 

“espécies mais talentosas” do presente estudo.  

 

 

4.2 - Screening metabólico e derreplicação dos extratos Setophoma 
sp. 
 

Estudos previamente realizados no grupo LabioMMi apontaram a 

potencialidade do fungo Setophoma sp. como produtor de novos metabólitos 

secundários de interesse. Isto porque a partir do cultivo do micro-organismo em meio 

de arroz, foram isolados quatro novos policetídeos de ação antimicrobiana (DE 

MEDEIROS et al., 2011) e herbicida moderadas (DE MEDEIROS et al., 2012).  

Logo, tendo como inspiração os resultados anteriormente mencionados 

e a possibilidade da utilização da abordagem definda por BODE et al. (2002) como 

OSMAC (One Strain Many Compounds), foi realizado o screening metabólico de 

Setophoma sp. em diferentes meios de cultura. Com isto objetivou-se que mudanças 

aleatórias na composição dos meios de cultura pudessem induzir a biossíntese de 

novos compostos a partir do micro-organismo em estudo. Concomitantemente, com o 

intuito de se obter uma análise rápida e eficaz para avaliação e confirmação da 

identidade química dos compostos produzidos, fez-se o uso da metodologia de 

derreplicação via UHPL-HRMS vinculada a consultas a banco de dados específicos.  

Em todo o processo de derreplicação, não só para o fungo Setophoma 

sp., mas também para os demais micro-organismos em estudo que serão relatados 

posteriormente, foram utilizados o banco de dados de padrões microbianos in house 

pertencentes ao grupo de pesquisa CMB (Central for Microbial Biotechnology) que 

contém cerca de 1.450 padrões de metabólitos microbianos e 19.000 espécies 

fúngicas, e também extensivas consultas ao banco de dados comercial AntiBase2012 

(anteriormente descrito na seção introdutória). O uso destas ferramentas analíticas e 

investigativas foi proporcionado pela parceria de trabalho estabelecida entre o grupo 

LabioMMi e os professores Kristian Fog Nielsen e Thomas O. Larsen da Universidade 

Técnica de Dinamarca (DTU- Danmarks Tekniske Universitet).  
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 Durante a investigação, treze diferentes meios de cultura foram testados 

para o endófito de goiaba: DRYES, CYA, MEA, MEAOX, SNA, DG18, WATM, YES, 

PDA, OAT, V8, CYAS (micro-cultivo em placa de Petri, FIGURA 4.3) e arroz em grão 

(micro-cultivo em Erlenmeyer 125mL).  Como descrito em parte experimental, o 

procedimento de micro-extração foi empregado para a realização do screening inicial 

referente ao metabolismo secundário microbiano. 

 

 

FIGURA 4.3 - Micro-cultivo de Setophoma sp. em diferentes meios de cultura 

 

 

Como ilustra a figura 4.4, a análise dos cromatogramas de U.V dos 

micro-extratos estudados revelou duas regiões de destaque com relação ao 

aparecimento de bandas cromatográficas de maior evidência.  

A análise dos espectros de full scan de cada banda, para cada meio 

avaliado revelou de forma geral o mesmo perfil químico em todos os casos, com 

exceção dos meios de cultura SNA, V8 e DG18, nos quais o micro-organismo não 

apresentou crescimento significante, mostrando produção metabólica diminuta. 
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Através do processamento de dados, o que se observou foi a 

predominância quanto a produção de um grupo de compostos em relação a outro 

quando houve a mudança de meio de cultura. Os cromatogramas de íon selecionados 

para cada m/z selecionada é ilustrativo para este resultado (Figura 4.5). Por exemplo, 

em meio batata-ágar-dextrose (PDA), a ocorrência de íons m/z 479,1728 foi mais 

acentuada em relação ao íon de m/z 351,0874, o que é inversamente visualizado para 

meio WATM (Figura 4.5). Deve-se destacar que a comparação entre as intensidades 

relativas dos referidos íons é válida desde que a obtenção dos micro-extratos foi 

realizada a partir do mesmo procedimento e principalmente, os parâmetros de análise 

do espectrômetro de massas foram idênticos em para todas as amostras analisadas, 

conforme descrito na seção de procedimento experimental. 

FIGURA 4.4 - Cromatogramas de UV referentes aos micro-extratos de Setophoma 
sp. nos meios de cultura indicados; método A. (*)Cloranfenicol adicionado no meio de 
cultura, método A 
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Para a investigação quanto à identidade dos metabólitos produzidos 

(derreplicação), partiu-se para a análise individual do espectro de full scan intrínseco 

a cada banda cromatográfica. O micro-extrato de meio YES foi o escolhido para 

ilustrar os resultados a seguir, tendo em vista a existência de todos os metabólitos 

alvo (íons de interesse) neste meio de cultura.  

 Após criteriosa avaliação dos íons observados para cada banda, ou 

seja, a averiguação de adutos e íons oriundos de fragmentação já na fonte de 

ionização do espectrômetro de massas, (por exemplo, perdas de unidades de H2O, 

CO, CO2, etc), os prováveis íons pseudomoleculares [M-H]- de cada metabólito em 

potencial foram selecionados. 

Com relação às bandas de menor retenção cromatográfica (região de 2 

- 5,5 minutos), foram detectados quatro íons majoritários cujas bandas estão 

destacadas na FIGURA 4.6 pela sobreposição dos cromatogramas de íons extraídos 

de cada íon, ao cromatograma de pico base BPC (base peak chromatogram), em linha 

cinza. Os valores de cada relação de massa detectada encontram-se descritos na 

TABELA 4.1. 
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FIGURA 4.5 - Sobreposição  dos cromatogramas de ECI para m/z 479,1728 
(vermelho) e 351,0874(azul) referente aos micro-extratos de Setophoma sp. 

indicados, método A 
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FIGURA 4.6 - Sobreposição dos cromatogramas de ECI dos íons m/z 367.0817 
(banda 1), 351.0869 (banda 2), 365.0667 (banda 3), 349.0721 (banda 4) (±5ppm) 
detectados nos micro-extratos de Setophoma sp., método A 

 

 

TABELA 4.1 - Principais íons detectados na região 2 – 5,5 minutos,  no cromatograma 
de BPC referente ao micro-extrato de Setophoma sp. em meio YES (FIGURA 4.6) 

 

 

 

  

Número do 
Íon 

Detectado 

RT [min] m/z, [M-H]- Records de maior probabilidade 

    
1 2,84/3.95 367,0817 Alterlosina II, 
   / Estenfitriol 
    

2 3,28 351,0869 Altertoxina I/ Dihydroalterperylenol /  
   Estenfiperilenol 
    

3 4,37 365,0667 Alterlosina I 
   Estenfiltoxina I 
    

4 4,75/ 4,80 349,0721 Altertoxina II /  Estenfiltoxina  II 
   Alterperilenol / Alteicina 
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Como estratégia principal, a massa molecular exata, inerente a cada 

relação m/z de interesse, foi utilizada como parâmetro principal de busca de 

metabólitos conhecidos no banco AntiBase2012. Para maior confiabilidade da 
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FIGURA 4.7 - Espectros de full scan e UV referentes às bandas do cromatograma 
de BPC detectadas no micro-extrato de YES do fungo Setophoma sp., detalhadas 

na FIGURA 4.6 
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consulta utilizou-se o padrão de ±5 ppm de erro em exatidão de massa para todos os 

valores consultados. 

De acordo com a consulta ao banco de dados, um número considerável de 

metabólitos conhecidos foi gerado para os íons investigados: 13 possibilidades para 

o íon m/z 349,0721 (FIGURA 4.8), 25 sugestões para m/z 367,0817 (FIGURA 4.9), 18 

possibilidades para os íons de m/z 365,0668 (FIGURA 4.10) e m/z 351,0869 (FIGURA 

4.11).  

Com base nos dados da literatura, os perfis dos espectros de UV 

referentes aos hits gerados, foram avaliados e comparados àqueles correspondentes 

aos compostos alvo. Através deste processo, foram considerados os metabólitos de 

maior compatibilidade quanto às características estruturais e os perfis de UV 

observados. Com isso, puderam-se restringir as possibilidades de maior probabilidade 

com relação às identidades dos metabólitos produzidos por Setophoma sp. 

Os compostos de maior compatibilidade de acordo com as características 

espectrais avaliadas pertencem a policetídeos do grupo perilenequinonas de classe A 

(MULROONEY et al., 2012). Tais compostos encontram-se destacados nas figuras 

que ilustram os records obtidos através do banco AntiBase (FIGURA 4.8 à FIGURA 

4.11). 
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FIGURA 4.8 - Identidades geradas pela consulta ao banco AntiBase2012 para o íon 
m/z 367,0817 (± 5ppm) 
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FIGURA 4.9 - Identidades geradas pela consulta ao banco AntiBase2012 para o íon 
m/z 351,0869 (± 5ppm) 
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FIGURA 4.10 - Identidades geradas pela consulta ao banco AntiBase2012 para o 
íon m/z 365,0668 (± 5ppm) 
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Logo, foram sugeridos dois produtos fúngicos conhecidos para cada íon 

de interesse avaliado, o que também veio ao encontro do número de picos detectados 

no cromatogramas de íons extraídos, ou seja, um total de 2 picos para cada m/z 

selecionada (contabilizando-se os picos de menor e maior intensidade).  Um resumo 

das estruturas químicas de maior score de acordo com os dados espectrais avaliados 

segue na FIGURA 4.12. 

As evidências a respeito da produção de perilenequinonas pelo fungo 

foram corroboradas pelo isolamento e identificação do estenfiperilenol referente ao 

FIGURA 4.11 - Identidades geradas pela consulta ao banco AntiBase2012 para o íon 
m/z 349,0721 (± 5ppm) 
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íon de m/z 351,0869. Este metabólto foi isolado durante experimentos de co-cultivo 

com o fungo Setophoma sp., sendo que todo o processo de caracterização será 

detalhado na seção 4.4.1. 

Contudo, mesmo não se sabendo inequivocamente quais 

perilenequinonas de fato são metabolizadas por Setophoma sp., a estratégia de 

derreplicação permitiu que o universo de possibilidades estruturais fosse 

consideravelmente reduzido, evitando-se assim o isolamento de metabólitos já 

conhecidos. 

 

 

 

 

O processo de derreplicação também foi adotado para os demais íons 

detectados na região de maior retenção cromatográfica (de 6-9 min). Além dos meios 

de cultura mencionados, também foi avaliado o extrato obtido em menor escala de 

Setophoma sp. cultivado em meio de arroz.  

Através das análises dos cromatogramas de BPC referentes aos meios 

de cultura mais promissores, alguns íons de maior interesse foram selecionados. Pelo 

processamento dos espectros de full scan de cada banda (FIGURA 4.14), foram 

detectados os íons (1) m/z 451,1393 (8,1min), (2) m/z 465,1557 (7,9min), (3) m/z 

FIGURA 4.12 - Perilenequinonas de maior score sugeridas pelo banco 
AntiBase2012 para metabólitos alvo produzidos por Setophoma sp. 
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479,1702 (8,3min); (4) m/z 479,1699 (8,5min); (5) m/z 287,0930 (6,5min); (6) m/z 

287,0932 (6,1min); (7) m/z 301,1087 (6,4min).  

 Como ilustra a FIGURA 4.13, o meio de arroz destacou-se pela 

ocorrência de todos os metabólitos selecionados em detrimento aos demais meios. 

Tal resultado pode ser confirmado pela visualização das bandas cromatográficas nos 

respectivos cromatogramas de BPC.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cabe aqui ressaltar que as bandas cromatográficas 8, 9, 10 e 11, 

também visualizadas nos cromatogramas de BPC, tratavam-se de compostos 

previamente já conhecidos e relatados pelo grupo LabioMMi em estudos químicos 

anteriores do fungo Setophoma sp. (DE MEDEIROS et al., 2013). Tais metabólitos 

tratam-se dos depsídeos lecanorinas B (8) e C (9), e dos tridepsideos thielavinas Q(10) 

e R (11). A identificação e confirmação destes quatro metabólitos nos extratos foi 

FIGURA 4.13 - Região de interesse para cromatogramas de BPC correspondentes aos 
micro-extratos de Setophoma sp. indicados. Em destaque bandas cromatográficas de (1) à 
(7) referentes aos íons detectados nos espectros de full scan visualizados na FIGURA 4.14: 
m/z 451,1393 (composto 1); m/z 465,1550; (composto 2); m/z 479,1708 (composto 3 e 4); 
m/z 287,0925; (composto 5 e 6) and m/z 301,1076 (composto 7). Demais bandas 
representam compostos identificados em estudos anteriores (DE MEDEIROS et al., 2013): 
Lecanorina B e C (composto 8 e 9); thielavina Q e R (composto 10 e 11). Método A 
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realizada através de comparações dos espectros de full scan de padrões isolados no 

estudo mencionado.  
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 FIGURA 4.14 - Espectros de UV e full scan referentes aos sete metabólitos 
detectados nos cromatogramas de UV e BPC respectivamente, a partir do 
extrato de arroz de Setophoma sp. 
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 A busca das massas monoisotópicas acuradas obtidas nos espectros de 

BPC foram consultadas no banco AntiBase (± 5ppm), gerando-se novamente 

possíveis candidados aos íons investigados. Novamente, após criteriosa comparação 

de dados, estabeleceu-se a incompatibilidade estrutural da maioria dos Hits gerados 

com os dados espectrais observados para os metabólitos investigados, delineando-

se um universo de procura mais restrito para a identidade dos mesmos.  

 Como primeiro critério de comparação, os perfis dos espectros no UV 

dos compostos detectados apresentaram grande similaridade entre si, sendo que em 

linhas gerais, os espectros no UV mostraram máximos de absorção em torno de 272, 

223 e 315 nm (FIGURA 4.14), podendo-se assim, excluir alguns dos candidatos 

gerados pelo banco de dados. 

No mesmo viés investigativo, um segundo parâmetro de avaliação foi 

determinante na derreplicação dos compostos: os resultados obtidos a partir do 

experimento de HRMS/MS para os íons alvo. De acordo com o espectro de íons 

produtos para cada alvo, é possível observar a presença de relações de massa em 

comum entre os fragmentos visualizados como, por exemplo, os valores de massa 

nominais m/z 149, 163, 177, 287, 301, 315. Todos os espectros foram adquiridos com 

20 eV, pelo método de análise A. 

 

 

FIGURA 4.15 - Espectro de íons produtos de m/z 451,1394, banda (1) 
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FIGURA 4.16 - Espectro de íons produtos de m/z 465,1544, banda (2) 
 

 

 

FIGURA 4.17 - Espectro de íons produtos de m/z 479,1707, banda (3) 
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FIGURA 4. 18 - Espectro de íons produtos de m/z 479,1708, banda (4) 

 

 

 

FIGURA 4. 19 - Espectro de íons produtos de m/z 301,1078, banda (5) 
 

177.0555

301.1085

479.1708

163.0400

315.1237

341.1030

-MS2(479.1706)

0

20

40

60

80

100

Intens.

[%]

100 150 200 250 300 350 400 450 500 m/z

149.0242

301.1078

-MS2(301.1078)

0

20

40

60

80

100

120

Intens.

[%]

125 150 175 200 225 250 275 300 325 m/z



Resultados e Discussão 

85 

 

 

FIGURA 4.20 - Espectro de íons produtos de m/z 287,0920, banda (6) 

 

 

 

FIGURA 4.21 - Espectro de íons produtos de m/z 287,0927, banda (7) 
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Contudo, devido à correspondência entre as massas monoistotópicas de 

alguns dos compostos do extrato fúngico e os depsídeos lecanorina B e C, thielavina 

Q e R (produzidos pelo fungo) estes também foram listados como possíveis 

identidades pelo banco de dados. A alta compatibilidade entre os dados de UV e 

HRMS/MS com estes policetídeos excluiu as demais possibilidades de compostos 

conhecidos indicadas no processo anterior e principalmente trouxe evidências de que 

os metabólitos alvos poderiam se tratar de novos depsídeos produzidos por 

Setophoma sp. sendo inclusive alguns deles, formas isoméricas dos mesmos.  

 

 

4.2.1 - Elucidação estrutural de novos depsídeos produzidos por 
Setophoma sp.  

 

 Com a definição da potencialidade de novos metabólitos produzidos pelo 

endófito de goiaba, partiu-se para o isolamento e caracterização dos mesmos. Como 

anteriormente mencionado, o meio de arroz apesentou melhor resposta à produção 

metabólica dos compostos alvos e portanto a cultura de Setophoma sp. foi escalonada 

neste meio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Após a realização de procedimentos de extração, purificação detalhados 

no item 3.9.5.1, os sete compostos de interesse, as thielavinas S (1), T (2), U (3) e V 

(4) e as lecanorinas D (5), E (6) e F (7) foram isolados em sistema HPLC semi-

preparativo.  

FIGURA 4.22 - Cultivo do fungo Setophoma sp. em arroz e amostra 
branco do meio de cultura 
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A elucidação estrutural foi realizada através dos resultados obtidos via 

experimentos de RMN 1D e 2D, bem como o estudo das fragmentações de cada 

metabólito de acordo com os dados obtidos por HRMS/MS. 

Em uma análise preliminar, novamente foi constatada grande 

similaridade no perfil químico dos compostos isolados. De forma geral, os respectivos 

espectros de RMN de 1H mostraram um expressivo número de singletos em duas 

regiões específicas: de δH 6,17 à δH 6,69 e na região de núcleos mais blindados de δH 

1,98 à δH 2,68. O desdobramento de sinais foi visualizado em apenas alguns casos, 

caracterizando poucos acoplamentos de spins entre os núcleos.  

Os espectros de RMN de 1H são ilustrados a seguir, a partir da FIGURA 

4.23 à FIGURA 4.29. Todo o detalhamento dos sinais observados, para todos os 

compostos, encontra-se descrito na TABELA 4.2. 

  

 

FIGURA 4.23 - Espectro de RMN de 1H referente ao metabólito 1 (CD3OD, 400 MHz) 
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FIGURA 4.24 - Espectro de RMN de 1H referente ao metabólito 2 (CD3OD, 400 MHz) 
 

 

FIGURA 4.25 - Espectro de RMN de 1H referente ao metabólito 3 (CD3OD, 400 MHz) 
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FIGURA 4.26 - Espectro de RMN de 1H referente ao metabólito 4 (CD3OD, 400 MHz) 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.27 - Espectro de RMN de 1H referente ao metabólito 5 (CD3OD, 400 MHz) 
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FIGURA 4.28 - Espectro de RMN de 1H referente ao metabólito 6 (CD3OD, 400 MHz) 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 4.29 - Espectro de RMN de 1H referente ao metabólito 7 (CD3OD, 400 MHz) 
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Para os sete compostos, os valores de integração dos sinais de mais 

baixo campo magnético, revelaram a presença de apenas um núcleo para cada sinal, 

caracterizando assim, a ocorrência de hidrogênios aromáticos. Já para a região 

espectral de campo mais alto, três prótons foram evidenciados para todos os 

singletos. Portanto, em conformidade aos deslocamentos químicos observados, 

identificaram-se hidrogênios típicos de grupamentos metila. Tais informações 

corroboraram para que as estruturas moleculares dos metabólitos isolados de fato 

fossem atribuídas ao grupo dos depsídeos, haja vista o mesmo perfil espectral 

observado no estudo publicado anteriormente (DE MEDEIROS, et al., 2011) para os 

policetídeos produzido pelo fungo Setophoma sp. 

Lançando-se mão das informações adicionais obtidas com os 

experimentos de 13C e de RMN 2D, foram elucidadas as estruturas químicas dos sete 

metabólitos isolados conforme é exibido na figura (FIGURA 4.30). A nomenclatura 

destes compostos obedeceu a ordem alfabética dos compostos de maior similaridade 

estrutural encontrados na literatura, ou seja, as thielavinas e lecanorinas.  

O detalhamento da continuidade do processo de elucidação estrutural é 

dado a seguir. 
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FIGURA 4.30 - Novos depsídeos produzidos pelo endófito de goiaba, Setophoma 
sp.: (1) Thielavina S; (2) Thielavina T; (3) Thielavina U; (4) Thielavina V; (5) 
Lecanorina D; (6) Lecanorin E (7) Lecanorina F 
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TABELA 4.2 - Dados de RMN de 1H referentes aos compostos isolados 1-7. Metanol-
d4; δH em ppm, mult. (J em Hz) 

 

Posição 1 a) 2 b) 3 c) 4 a) 5 b) 6 c) 7 c) 

3 6.23, 

dl (2.4) 

6.18,  

dl (2.3) 

6.17, s - 6.20,  

dl (2.5) 

- 6.18, 

 dl (2.5) 

5 6.31, 

ddl (0.8, 2.4) 

6.28,  

dl (1.7) 

6.28, s 6.36, s 6.29,  

dd (1.0, 2.5) 

6.30, s 6.27,  

dl (2.5) 

6 - - - - - - 2.58, s 

8 2.60, s 2.62, s 2.63, s 2.05, s 2.61, s 2.03, s - 

9 - - - 2.63, s - 2.56, s - 

2´ - - - - - 6.42,  

tl (2.0) 

- 

4´ - - - - - 6.49, sl 6.41, sl 

5´ 6.69, s - - - - - - 

6´ - - - - 6.57, s 6.56, sl 6.55, sl 

7´ - - - - 1.97, s 2.30, s 1.98, s 

8´ 2.09, s 2.09, s 2.09, s 2.07, s 1.98, s - 2.25, s 

9´ 2.68, s 2.11, s 2.13, s 2.10, s 2.21, s - - 

10´ - 2.54, s 2.63, s 2.54, s - - - 

4´´ 6.59, s 6.57, s 6.60, s 6.58, s - - - 

6´´ 6.48, s 6.50, s - 6.50, s - - - 

7´´ 2.00, s 2.05, s 2.04, s 2.05, s - - - 

8´´ 2.27, s 2.27, s 2.24, s 2.27, s - - - 

9´´ - - 2.05, s - - - - 

Experimento adquirido em a) 400 MHz, b) 500 MHz, c) 800 MHz; l = sinal alargado 

 

 

 

 Da mesma maneira, os espectros de RMN de 13C obtidos para cada 

metabólito (FIGURA 4.31 à FIGURA 4.36), também confirmaram características 

espectrais típicas desta classe de compostos. Sinais observados entre os 

deslocamentos químicos de δC 102,3 à δC 144,4 puderam ser atribuídos aos núcleos 

carbônicos aromáticos sp2, bem como os sinais de δC 8,1 à δC 25,2 aos núcleos 

metílicos sp3, bastante blindados devido ao efeito de corrente de anel. Adicionalmente, 

os núcleos observados na faixa de δC 150,1 à δC 169 foram coerentes com a 

ocorrência de carbonos tipicamente ligados a heteroatomos, que no caso em questão, 

tratam-se de hidroxilas livres e em ligação de hidrogênio com carboxilas de éster. Tal 
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função orgânica pode ser confirmada na constituição estrutural dos policetídeos 

isolados, devido ao aparecimento de sinais cujos deslocamentos típicos de carboxila 

de éster apresentaram-se na faixa de 170 à 179 ppm.  As atribuições dos núcleos 

carbônicos seguem detalhadas na TABELA 4.3 e na TABELA 4.4, detacando-se que 

para a substância lecanorin D (5), foram utilizados os espectros de projeção de RMN 

de13C referentes aos experimentos de HMBC e HSQC, ilustrados nas FIGURA 4.53 e 

FIGURA 4.54 respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.31 - Espectro de RMN de 13C referente ao metabólito 1 (CD3OD, 100 
MHz) 

 



Resultados e Discussão 

95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.32 - Espectro de RMN de 13C referente ao metabólito 2 (CD3OD, 
125 MHz) 

 

FIGURA 4.33 - Espectro de RMN de 13C referente ao metabólito 3 (CD3OD, 125 
MHz) 
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FIGURA 4.34 - Espectro de RMN de 13C referente ao metabólito 4 (CD3OD, 100 
MHz) 

FIGURA 4.35 - Espectro de RMN de 13C referente ao metabólito 6 (CD3OD, 

200 MHz) 
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 FIGURA 4.36 - Espectro de RMN de 13C referente ao metabólito 7 (CD3OD, 

200 MHz) 

FIGURA 4.37 - Mapa de contorno do experimento de HSQC referente ao 

metabólito 1 (CD3OD, 400MHz) 
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TABELA 4.3 - Daos de RN de 13C e HMBC dos compostos 1- 4 em metanol-d4, 
HMBC ( 1H → 13C ) 

 
 

 

 

 

Position 1 a) 2 b) 3 c) 4 a) 

 δC HMBC δC HMBC δC HMBC δC HMBC 

1 104.8, C - 102.7, C - 102.7, C - 103.5, C - 

2 167.0, C - 167.7, C - 168.0, C - 165.6, C - 

3 102.2, CH 1, 2, 4, 5 102.8, CH 1, 5 103.1, CH 1, 2 110.6, C - 

4 165.6, C - 170.4, C - 163.6, C - 163.4, C - 

5 113.4,CH 1, 3, 4, 8 114.9, CH 3, 8 115.0, CH 3, 8 112.7, CH 1, 3, 4, 9 

6 144.9, C - 144.7, C 5 144.9, C - 141.6, C - 

7 170.8, C - 171.0, C - 171.3, C - 171.6, C - 

8 24.6, CH3 1, 5, 6 25.1, CH3 1, 5, 6 25.4, CH3 1, 5, 6 9.5, CH3 2, 3, 4 

9 - - - -  - 25.2, CH3 1, 5, 6 

1´ 111.3, C - 116.9, C - 118.2, C - 117.0, C - 

2´ 163.8, C - 157.2, C - 159.2, C - 157.1, C - 

3´ 118.3, C - 117.9, C - 118.2, C - 117.8, C - 

4´ 154.6, C - 152.5, C - 153.4, C - 152.4, C - 

5´ 118.2, CH 1´, 3´,4´, 9´ 122.7, C - 123.1, C - 122.7, C - 

6´ 141.1, C - 136.7, C - 138.1, C - 136.8, C - 

7´ 171.7, C - 170.9, C - 171.2, C - 170.8, C - 

8´ 9.6, CH3 2´, 3´, 4´ 10.1, CH3 2´, 3´, 4´ 10.4, CH3 2´, 3´, 4´ 10.1, CH3 2´, 3´, 4´ 

9´ 24.2, CH3 1´, 5´, 6´ 13.3, CH3 4´, 5´, 6´ 13.7, CH3 4´, 5´, 6´ 13.2, CH3 4´, 5´, 6´ 

10´ - - 18.6, CH3 1´, 5´, 6´ 19.3, CH3 1´, 5´, 6´ 18.5, CH3 1´, 5´, 6´ 

1´´ 157.8, C - 151.3, C - 150.1, C - 151.3, C - 

2´´ 115.4, C - 115.6, C - 115.9, C - 115.7, C - 

3´´ 150.9, C - 157.7, C - 155.2, C - 157.8, C - 

4´´ 114.7, CH 2´´,  8´´ 114.5, CH 6´´, 8´´ 115.7, CH 
2´´, 

3´´,6´´,8´´ 
114.5, CH 2´´, 3´´,6´´, 8´´ 

5´´ 138.0, C - 137.9, C 4´´, 5´´ 136.7, C - 137.9, C - 

6´´ 114.6, CH 1´´, 2´´,8´´ 114.6, CH 1´´, 8´´ 120.3, C - 114.6, CH 1´´, 2´´,4´´, 8´´ 

7´´ 9.5, CH3 1´´, 2´´,3´´ 9.6, CH3 1´´, 2´´, 3´´ 10.3, CH3 1´´, 2´´, 3´´ 8.10, CH3 1´´, 2´´,3´´ 

8´´ 21.2, CH3 4´´, 5´´ 21.3, CH3 4´´,6´´ 20.4, CH3 4´´, 5´´, 6´´ 21.3, CH3 5´´ 

9´´ - - - - 13.0, CH3 1´´, 5´´, 6´´ -  

Dados adquiridos em:  a) 100 MHz, b) 125 MHz, c) 200 MHz 
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TABELA 4.4 - Dados de RMN de 13C e HMBC dos compostos 5-7 em metanol-d4, 
HMBC ( 1H → 13C ) 

 

Remetendo-se às análises de full scan em HRMS, a composição 

elementar encontrada nas para os íons pseudomoleculares [M-H]- de cada analito, 

forneceram quatorze graus de instauração para os compostos 1 (C25H23O8), 2 

(C26H25O8), 3 e 4 (C27H27O8) enquanto que para os demais compostos, 5 (C17H17O5), 

6 e 7 (C16H15O5), nove graus de instauração foram sugeridos. Com relação a 1, 2, 3 e 

4, tais informações corresponderam a propostas de três anéis aromáticos conectados 

por ligações éster, contendo quatro grupos hidroxilas como substituintes. De maneira 

semelhante, para os metabólitos 5, 6 e 7, as composições elementares confirmam a 

disposição de dois anéis conectados por uma unidade carboxílica e três hidroxilas 

como substituintes. 

Deve-se enfatizar que as correlações heteronucleares observadas nos 

experimentos de HSQC e HMBC foram fundamentais para a elucidação estrutural dos 

compostos, tendo em vista a inviabilidade de outros experimentos, já que estes seriam 

pouco informativos devido à configuração espacial e estrutural dos metabólitos 

Position 5 b) 6 c) 7 c) 

 δC HMBC δC HMBC δC HMBC 

1 103.5, C - 104.4, C - 104.4, C - 

2 166.8, C - 164.8, C - 170.3, C - 

3 102.3, CH 1, 2, 5 110.2, C - 102.3, CH 1, 5 

4 166.3, C - 162.3, C - 167.0, C - 

5 113.9, CH 1, 3, 8 112.0, CH 1, 3,4, 9 113.8, CH 1, 3, 8 

6 144.8, C - 141.3, C - 144.7, CH3 8 

7 - - 172.2, C - 171.7, C - 

8 24.7, CH3 1, 5, 6 8.0, CH3 2, 3, 4 24.6, C 1,5,6 

9 - - 24.7, CH3 1,5,6 - - 

1´ 155.2, C - 159.0, C - 157.6, C - 

2´ 115.1, C - 107.3,CH 3´, 6´ 115.5, C - 

3´ 149.4, C - 152.0, C - 151.0, C - 

4´ 114.5,CH - 114.5, CH - 114.7, C 3´, 6´,8´ 

5´ 121.6, C - 141.6, C 2´, 3´,6´, 7´ 137.8, C - 

6´ 115.0, CH 1´, 2´,5´, 9´  114.7,CH    2´, 4´ 114,3, C 4´, 8´ 

7´  9.7, CH3 1´, 2´, 3´ 21.5,CH3 4´, 6´ 9.4, CH3 1´, 2´,3´ 

8´ 12.3, CH3 4´, 5´ - - 21.1, CH3 4´, 5´, 6´ 

9´ 19.8, CH3 4´, 5´, 6´ - - - - 

Recorded at  a) 100 MHz, b) 125 MHz, c) 200 MHz 
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isolados. Os resultados de correlações em longa distância J 2, J3 e J 4 HMBC 

observadas, bem como as atribuições de sinais de RMN de 13C encontram-se 

detalhados na TABELA 4.3 para os compostos 1, 2, 3 e 4, e na TABELA 4.4 para 5, 6 

e 7.  

Devido a notável similaridade espectral entre os dados de RMN obtidos 

para os metabólitos isolados, o detalhamento da atribuição dos sinais referente à 

thielavina S (1) será tomado com referência para os demais depsídeos.  

Como ponto de partida, foram atribuídos os sinais dos hidrogênios 

diretamente ligados aos carbonos sp2 aromáticos e também os núcleos metílicos 

através das correlações evidenciadas nos mapas de HSQC. Todas as atribuições 

podem ser verificadas pelo detalhamento do posicionamento dos núcleos de 1H aos 

núcleos de 13C (TABELA 4.3 e TABELA 4.4).  

Na sequência, um ponto chave para a elucidação estrutural do composto 

Thielavin S (1) e dos demais depsídeos e tridepsídeos (denominação comum de 

depsídeos constituídos por três anéis) foi a atribuição inicial dos sinais referentes aos 

núcleos carbônicos responsáveis pela ligação entre os anéis aromáticos, C1, C-4´, C-

1´ e C-1´´ como ponto de partida. Ou seja, o estabelecimento dos sinais intrínsecos 

aos núcleos diretamente ligados às carboxilas de éster, conectoras dos anéis A e B, 

bem como do anel B com o sistema C.  

Especificamente para o composto 1, os deslocamentos químicos 

visualizados em 104,8 e 111,3 ppm puderam ser atribuídos aos núcleos vizinhos à 

porção carbonílica de éster (carbonos C-1 e C-1´´ respectivamente), enquanto que os 

sinais mais desblindados, 154,6 e 157,8 ppm corresponderam aos átomos ligados aos 

heteroatomos remanescentes da porção fenólica que origina a unidade de éster. 

Na continuidade do processo de elucidação estrutural, o mapa de 

contorno de HMBC de 1 (FIGURA 4.38) mostrou correlações a longa distância 

pertinentes a um sistema 6-metil benzeno-2,4-dioxigenado, o qual foi atribuído ao anel 

aromático A do esqueleto policetídico.  A oxigenação dos substituintes em C-2 e C-4 

foi confirmada pelos deslocamentos típicos de carbonos carbinólicos sp2 em δC 167,0 

e δC 165,6 respectivamente. Conjuntamente, a proposta para tal disposição foi 

corroborada pelas correlações do próton H-3 (δH 6,23) com C-1 (δC 104,8), C-2 (δC 

167,0), C-4 (δC 165,6), C-5 (δC 113,4), H-5 (δH 6,31) com C-1 (δC 104,8), C-3 (δC 

102,2), C-4 (δC 165,6), C-8 (δC 24,6) e finalmente dos núcleos metílicos CH3-6 (δH 

2,60) com C-1 (δC 154,6), C-5 (δC 113,4), C-6 (δC 144,9). 
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2.60 2.09 2.00 2.27 

FIGURA 4.38 - Mapa de contorno do experimento de HMBC referente ao 
metabólito 1 (CD3OD, 400 MHz) 

 

FIGURA 4.39 - Ampliação do mapa de contorno do experimento de HMBC referente 

ao metabólito 1 (CD3OD, 400MHz) 

2.68 
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Um duplo dubleto em δH 6,31 (J = 2.4, 0.8 Hz) foi caracterizado pelo 

acoplamento em meta do núcleo H-5 com os núcleos H-3 (δH 6,23) e CH3-8 (δH 2,60), 

sugerindo o a posição relativa do próton H-5 entre os carbonos C-4 (δC 165,6) e C-6 

(δC 144,9) diretamente ligados aos núcleos substituintes mencionados (HO-3 e CH3-

8). 

Já o posicionamento do único grupo metílico CH3-8 em conexão ao 

carbono C-6 (δC 144,9), pôde ser atribuído pelas correlações a J2 e J3 dos hidrogênios 

de CH3-8 com C-1(δC 104,8), C-5 (δC 113,4) e C-6 (δC 144,9). 

  As interações remanescentes encontradas no mapa de HMBC 

indicaram o posicionamento da metila CH3-8´ (δH 2,09) em orientação para com a 

metila CH3-9´ (δH 2,8), no anel aromático B. Tal constatação deveu-se às correlações 

de CH3-8´com C-2´ (δC 163,8), C-3´ (δC 118,3) e C-4´(δC 154,6), o que permitiu o 

posicionamento de tal grupo metílico em ligação direta ao carbono C-3´.  De forma 

FIGURA 4.40 - Ampliação do mapa de contorno do experimento de HMBC referente 

ao metabólito 1 (CD3OD, 400MHz) 

2.69 2.59 2.48 2.31 2.23 

144.9 
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adicional, as correlações de CH3-9´ (δH 2,68) com C-1´ (δC 111,3), C-5´ (δC 118,2) e 

C-6´ (δC 141,1), caracterizaram a ligação de tal metila junto ao núcleo C-6´.  

 De forma análoga, ao que se refere à disposição dos substituintes no 

anel C, pôde-se sugerir a disposição em orientação para das metilas remanescentes 

devido às correlações a longa distância de CH3-7´´ (δH 2,00) com C1´´ (δC 157,8), C-

2´´ (δC 115,4) e C-3´´ (δC 150,9), o que lhe conferiu ser grupo substituinte do carbono 

C-2´´, e por fim, as correlações de CH3-8´´ (δH 2,27) com C4´´ (δC 114,7) e C-5´´(δC 

138,0), localizando tal grupo metílico ligado ao núcleo C-5´´. As interações 

encontradas para os hidrogênios adjacentes H-4´´e H-6´´ (FIGURA 4.40) também 

corroboraram para a proposta.  

 Com relação aos demais compostos isolados, os espectros de HSQC e 

HMBC apresentados a seguir, mostram os dados obtidos nos experimentos de RMN 

em 2 dimensões para os metabólitos 2 à 7. Estes foram utilizados para a elucidação 

das respectivas moléculas, cujo detalhamento da atribuiçãode sinais encontra-se nas 

TABELA 4.3 e TABELA 4.4. Um resumo de todas as correlações de HMBC 

observadas para todos os metabólitos mencionados, pode ser visualizado na figura 

abaixo: 

 

FIGURA 4.41 - Correlações de HMBC observadas para os compostos de 1 à 7 
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FIGURA 4.42 - Mapa de contorno do experimento de HSQC (e ampliação) referente 
ao metabólito 2 (CD3OD, 500MHz) 
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FIGURA 4.44 - Ampliação do mapa de contorno do experimento de HMBC 
referente ao metabólito 2 (CD3OD, 500MHz) 

 

FIGURA 4.43 - Mapa de contorno do experimento de HMBC (e ampliações) 

referente ao metabólito 2 (CD3OD, 500MHz) 
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FIGURA 4.46 - Mapa de contorno do experimento de HSQC (e ampliação)  referente 
ao metabólito 3 (CD3OD, 800MHz) 

FIGURA 4.45 - Ampliação do mapa de contorno do experimento de HMBC referente 
ao metabólito 2 (CD3OD, 500MHz) 
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FIGURA 4.47 - Mapa de contorno do experimento de HMBC (e ampliação)referente ao 

metabólito 3 (CD3OD, 800MHz) 

FIGURA 4.48 - Ampliação do mapa de contorno do experimento de HMBC 
referente ao metabólito 3 (CD3OD, 800MHz) 
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FIGURA 4.50 - Mapa de contorno do experimento de HMBC referente ao metabólito 4 

(CD3OD, 400MHz) 

FIGURA 4.49 - Mapa de contorno do experimento de HSQC referente ao metabólito 
4 (CD3OD, 400MHz) 
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FIGURA 4.51 - Ampliação do mapa de contorno do experimento de HMBC (e 
ampliações) referente ao metabólito 4 (CD3OD, 400MHz) 

FIGURA 4.52 - Ampliação do mapa de contorno do experimento de HMBC (e 
ampliações) referente ao metabólito 4 (CD3OD, 400MHz) 
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FIGURA 4.54 - Mapa de contorno do experimento de HMBC referente ao metabólito 
5 (CD3OD, 500MHz) 

 

FIGURA 4.53 - Mapa de contorno do experimento de HSQC referente ao metabólito 5 
(CD3OD, 500MHz) 
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FIGURA 4.55 - Mapa de contorno do experimento de HSQC (e ampliações)  referente 
ao metabólito 6 (CD3OD, 800MHz) 

FIGURA 4.55 - Mapa de contorno do experimento de HMBC (e ampliações)  referente 
ao metabólito 6 (CD3OD, 800MHz) 
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FIGURA 4.57 - Mapa de contorno do experimento de HMBC (e ampliações) referente 
ao metabólito 7 (CD3OD, 800MHz) 

 

FIGURA 4.56 - Mapa de contorno do experimento de HSQC (e ampliação) referente ao 
metabólito 7 (CD3OD, 800MHz) 
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Em resumo, além de um mesmo perfil encontrado para as correlações 

de HMBC referentes todos os metabólitos elucidados, alguns dos poucos 

desdobramentos de sinais presentes nos respectivos espectros de RMN de 1H 

adquiridos, também mostraram-se bastante similares. Exemplificando tal constatação, 

é possível visualizar nos referidos espectros de prótons, a ocorrência de largos 

dubletos em δH 6,18 (J = 2.3Hz) e δH 6,28 (J = 1.7 Hz) para o tridepsideo thielavina T 

(2) (FIGURA 4.24) bem como em δH 6,18 (J = 2.5 Hz) e δH 6,27 (J = 2.5 Hz) para o 

depsídeo lecanorina F (7) (FIGURA 4.29). Um largo dubleto em δH 6,20 (J = 2.5 Hz) e 

um duplo dubleto em δH 6,29 (J = 1,0; 2.5 Hz) também são visualizados para a 

lecanorina D. A exemplo do da atribuição de sinais feita anteriormente para o 

composto thielavina S (1), tais desdobramentos também representam o acoplamento 

dos núcleos H-5 com H-3 e CH3-8, sugerindo a mesma disposição estrutural ao 

sistema aromático A para estes quatro compostos. Haja vista os valores das 

constantes de acoplamento obtidas, coerentes a sistemas de spins com acoplamento 

do tipo meta ou W.  

 Os compostos thielavina V (4) e lecanorina E (6) não apresentaram o 

mesmo perfil químico, corroborando com a proposta de apenas um próton no mesmo 

sistema aromático A. No entanto, foi interessante notar o aparecimento de um largo 

tripleto em 6,42 no espectro de H do depsídeo lecanorina E (6), o que se mostrou 

condizente a um provável acoplamento do tipo orto entre o núcleo H-2´ (δH 6,42) 

demais prótons do sistema aromático B, H-4´ (δH 6,49) e H-6´ (δH 6,56). Os singletos 

igualmente alargados observados para os prótons H-4´e H-6´ também evidenciam tal 

acoplamento. 

Todos as atribuições de sinais realizadas para os novos depsídeos e 

tridepsídeos produzidos pelo endófito Setophoma sp. encontram-se em concordância 

com dados espectrais relatados para seus modelos estruturais mais próximos, a 

lecanorina A (ROJAS et al., 2000) e a thielavina I (SAKEMI et al., 2002). Portanto, 

através da análise detalhada dos dados mencionados, foram confirmadas as 

estruturas dos sete novos policetídeos produzidos por Setophoma sp. 
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Os dados obtidos via experimentos de HRMS/MS para os novos 

metabólitos identificados, ofereceram maior respaldo às estruturas propostas aos 

mesmos pelo estudo dos dados espectrais de RMN.  O experimento de íons produtos 

foi adquirido no modo negativo de ionização, devido a maior facilidade de 

deprotonação oferecida pelas hidroxilas fenólicas, gerando-se assim os íons 

pseudomoleculares [M-H]-. Destacando-se, por exemplo, os espectros de HRMS/MS 

das thielavinas S, T, U e V, a presença de relações de massa em comum para os íons 

visualizados justificou a similaridade estrutural entre estes compostos, principalmente 

com relação a alguns arranjos entre o número de metil substituintes e os sistemas 

aromáticos A, B e C (FIGURA 4.59 à FIGURA 4.61). Não só pra os tridepsídeos 

mencionados, mas também para as lecanorinas D, E e F, pôde-se estabelecer um 

mesmo perfil de fragmentação que auxiliou na confirmação estrutural dos compostos. 

A FIGURA 4.62, exibe uma representação esquemática para a proposta dos 

mecanismos de fragmentação mais viáveis, que justifiquem os resultados espectrais 

obtidos para todos os novos depsídeos. 

  

 

FIGURA 4.59 - Espectro de íons produtos dos tridepsídeos indicados, com  
destaque para os íons de massa nominal m/z 149 e 163 
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FIGURA 4.60 - Espectro de íons produtos dos tridepsídeos indicados, com destaque 

para os íons de massa nominal m/z 177 e 163 

 

FIGURA 4.61 - Espectro de íons produtos dos tridepsídeos indicados, com destaque 
para os íons de massa nomina m/z 301, 329 e 315 
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O primeiro mecanismo é ilustrado a partir do passo (a), no qual é 

conduzido pela delocalização eletrônica iniciada na porção do ânion fenolato. Como 

resultado há a perda do grupamento aromático A, gerando assim os íons fragmentos 

representados por (I). O segundo mecanismo, trata-se do rearranjo do tipo McLafferty 

(b) seguido de clivagem da ligação acila (c), o que leva à formação dos fragmentos 

iônicos representados (II). Analogamente, este tipo de clivagens consecutivas pode 

ocorrer em todas as unidades éster que constituem a estrutura policetídica dos 

compostos, pontuando assim os passos representados por (d), (e), (f), e levando à 

formação dos íons (IV), (V) e (VI) respectivamente. 
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FIGURA 4.62 - a) Espectro de HRMS/MS composto 1 e quebras propostas para os 
íons correspondentes aos compostos 1- 4. b) Espectro de HRMS/MS composto 5 e 
quebras propostas para os íons correspondentes aos compostos 5- 7. c) Mecanismos 
de fragmentação propostos para justificativa dos íons produtos visualizados nos 
espectros de HRMS/MS dos compostos 1- 7. (*) Indicação das possíveis espécies 
reativas 
 

 

(*) (*) 
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 Como um todo, as massas acuradas referentes aos íons produtos 

obtidos no experimento de HRMS/MS foram compatíveis às massas exatas 

encontradas para cada fragmento proposto, sugerindo a viabilidade dos mecanismos 

ilustrados. Estes resultados podem ser checados através dos valores de massas 

exata das e massas acuradas dos íons produto exibidos na TABELA 4.5. 

 
 
TABELA 4.5 - Massa exata calculada (calc.)/composição elementar e massa acurada 
(ac.) para cada íon produto indicado na FIGURA 4.62 

 

 

 

 Embora como demonstrado, a maioria das identidades relativas aos íons 

produtos detectados estejam em concordância com os mecanismos propostos, os 

íons representados por (III) que são correspondentes à massa nominal m/z 287 para 

as thielavinas (1) e T (2), e m/z 301 para as thielavinas U (3) e V(4) não são facilmente 

racionalizados.  

 O que parece haver neste caso, trata-se de uma potencial espécie de 

reação íon molécula, na qual envolve o ataque da quinona (eletrofílica) eliminada após 

a fragmentação (a), pelo ânion representado por (II).  Com isto, as massas exatas 

referentes às composições elementares das espécies sugeridas, apresentam-se em 

concordância às massas acuradas visualizadas nos espectros de HRMS/MS das 

Íons produto (m/z) 

 I I II II III III IV IV V V VI VI 

 Composto (calc.) (acc.) (calc.) (acc.) (calc.) (acc.) (calc.) (acc.) (calc.) (acc.) (calc.) (acc.) 

1 301,1076 301.1082 163,0395 163,0401 287,0920 287.0923 149,0239 149,0245 313,0712 313,0713 - - 

 C17H15O5  C9H7O3  C16H15O5  C8H5O3  C17H13O6    

2 315,1232 315.1231 177,0552 177,0554 287,0920 287.0918 149,0239 149,0242 327,0869 327,0865 - - 

 C18H19O5  C10H9O3  C16H15O5  C8H5O3  C18H15O6    

3 329,1389 329.1387 177,0552 177,0555 301,1076 301.1080 149,0239 149,0241 327,0869 327,0872 - - 

 C19H21O5  C10H9O3  C17H15O5  C8H5O3  C18H15O6    

4 315,1232 315.1237 177,0552 177,0555 301,1076 301.1085 163,0395 163,0400 341,1025 341,1030 - - 

 C18H19O5  C10H9O3  C17H15O5  C9H7O3  C19H17O6    

5 - - - - - - - - - - 149,0239 149,0242 

           C8H5O3 - 

6 - - - - - - - - - - 163,0395 163,0400 

           C9H7O3 - 

7 - - - - - - - - - - 149,0239 149,0239 

           C8H5O3  
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thielavinas (III = C16H15O5, ±1,0 e 0,7 ppm em 1 e 2 respectivamente; III = C17H17O5, 

±1,3 e 3,0 ppm para 3 e 4). No entanto, este tipo de reação não é facilmente provado 

considerando-se o processo tanto na fonte de ionização, quanto na interface ao 

analisador de massas. 

As principais variações estruturais dos depsídeos conhecidos na 

natureza estão vinculadas ao tamanho das cadeias laterais substituintes, do grau de 

oxidação de oxidação das mesmas refletindo em características notavelmente 

conservadas. Grupos hidroxila são comumente atrelados aos carbonos C-2/C-4/C-

3’/C-4’ bem como outros tipos de grupamentos com tal heteroátomo (oxigênio) em sua 

constituição. De encontro a este perfil, os depsídeos produzidos por Setophoma sp. 

apresenta um esqueleto bastante reduzido se comparado aos demais compostos da 

mesma classse.  

Depsídeos são moléculas biossintetizadas por um complexo enzimático 

multifuncional do tipo I (PKS) utilizando-se de sítios ativos interativamente. Embora 

seja conhecido que a origem biossintética destes compostos seja proveniente de 

derivados do ácido orselínico/orcinol e β-orcinol (FIGURA 4.62), a totalidade do 

sistema enzimático reponsável pela produção destes compostos ainda não é 

totalmente esclarecida. Interessantemente, isto ocorre devido a dificuldade de se 

manipular geneticamente as espécies liquênicas (associações de fungos e algas). 

Estas representam na verdade a maioria dos organismos produtores de depsídeos. 

Até o momento, poucas espécies fúngicas são relatadas como produtoras desta 

classe de compostos. Neste sentido, o fungo Setophoma sp. pode representar uma 

importante ferramenta para o estudo biossintético desta classe policetídica. 

 

 

FIGURA 4.62 - Biossíntese do ácido orselínico, precursor biossintético de depsídeos 
(DEWICK, 2009) 
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4.2.2 - Ensaio antimicrobiano de novos depsídeos produzidos por Setophoma 
sp. frente as bactérias E. coli e S. aureus 

 

 A classe policetídica dos depsídeos destaca-se por apresentar um amplo 

espectro de atividades biológicas relatadas na literatura. Dentre as principais podem 

ser citadas as atividades herbicida (DE MEDEIROS et al., 2012; ROJAS, 2000) anti-

hiperglicemia (RIVERA-CHAVEZ et al., 2013), anti-inflamatória (BAUER et al., 2012; 

anticâncer e antibiótica (SHRESTHA & CLAIR, 2013).  

 Tendo como inspiração tais prognósticos, em conjunto a resultados 

positivos anteriormente relatados pelo grupo a respeito da atividade antimicrobiana 

dos depsídeos lecanorina B e thielavina Q e R (DE MEDEIROS et al., 2011), foram 

executados testes frente a bactéria Gram negativa Escherichia coli ATCC 25922 e 

Gram positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

 O método aplicado foi o método de diluição em caldo para a verificação 

da MIC) - Minimal Inhibitory Concentration). As concentrações avaliadas dos 

compostos testados e respectivos controles encontram-se esquematizados na 

TABELA 4.6 e os resultados de inibição dos depsídeos testados podem ser 

visualisados através da FIGURA 4.64.  

Nota-se através da observação das placas de elisa que o composto (2), ou seja, 

a thielavina T, apresentou moderada atividade antimicrobiana contra a cepa de S. 

aureus, havendo o estabelecimento da MIC em 6,25 µg/mL. Já os demais tridepsídeos 

mostraram uma relação de MIC maior quando comparados à thielavina T como 

resume a TABELA 4.6. Os depsídeos lecanorinas D e E não mostraram atividade 

frente à bactéria gram positiva nas concentrações testadas. Da mesma forma, 

nenhum composto se mostrou ativo na inibição da bactéria E. coli.  
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FIGURA 4.64 - Resultados do ensaio antimicrobiano a partir dos depsídeos isolados 
de Setophoma sp. testados contra as bactérias S. aureus e E. coli 

 

TABELA 4.6 - MIC encontradas no ensaio dos compostos 1-6 frente às bactérias S. 
aureus e E. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compostos 
MIC (µg/mL) 

S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922 

thielavina S (1) 100 >100 

 thielavina T (2) 6,25 >100 

 thielavina U (3) 50 >100 

thielavina V (4) 25 >100 

lecanorina D (5) >100 >100 

lecanorina E (6) >100 >100 

Tetraciclina 3,12 3,12 
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4.3 - Screening metabólico e derreplicação dos extratos Talaromyces 
rugulosus 
 

 Dentre os fungos isolados dos frutos saudáveis de maçã, está o fungo 

Talaromyces rugulosus. Espécies do genêro Talaromyces na verdade tratam-se de 

formas teleomórficas do gênero Penicillium, sendo até pouco tempo atrás, 

erroneamente caracterizadas como pertencente a este último. Apenas recentemente 

o gênero Talaromyces foi dado com um grupo monofilético distinto ao Penicillium, 

sendo que novas espécies vêm sendo re-classificadas e descobertas de acordo com 

a aplicação mais abrangente de ferramentas filogenéticas ao estudo deste grupo. 

Logo, é comum citações da espécie T. rugulosus com os nomes Penicillium 

rugulosum, tardum ou chrysitis. Todas na verdade são espécies conspecíficas, sendo 

atualmente considerada apenas a classificação T. rugulosus para o fungo 

(PETERSON & JURJEVIĆ, 2013; FRISVAD et al., 2013; SAMSON et al., 2011). 

 Em geral, as espécies de Talaromyces produzem compostos de mesma 

origem biossintética, envolvendo policetídeos e meroterpenóides. Poucas substâncias 

estão incluídas entre as classes de peptídeos não-ribossomais e terpenos. Neste 

sentido, o gênero parece produzir uma série de metabólitos que são aparentemente 

únicos a ele (FRISVAD et al., 2013). As colorações amareladas e vermelhadas 

caracterísricas em partes miceliais destas colônias fúngicas são usualmente causadas 

pelo acúmulo de mitorubrinas e outras azafilonas, bem como antraquinonas não 

encontradas por exemplo, no gênero Penicillium (SAMSON et al., 2011).  

No entanto, alguns poucos exometabólitos podem ser produzidos pelos 

dois gêneros, como algumas emodinas, meleína, ácidos secalônicos, rugulosuvinas e 

rugulovasinas (SAMSON et al., 2011). 
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FIGURA 4.65 - Crescimento da recente espécie descoberta, Talaromyces atroroseus, 
em diferentes meios de cultura (frente e verso): CYA, MEA, YES e CREA 
respectivamente da esquerda para direita. Espécie produtora de pigmentos 
avermelhados e algumas azafilonas.  Retirado de FRISVAD et al., 2013 

 

 

 

Contudo, considerando-se a potencialidade de tal panorama metabólico 

apresentado pelo gênero, uma das metas deste trabalho foi traçar o perfil químico da 

cepa isolada dos frutos de maçã, para o conhecimento dos compostos produzidos por 

ele e principalmente, focando-se o encontro de novos compostos. Para tanto, a 

implementação da abordagem OSMAC foi realizada através da administração de dez 

diferentes meios ao cultivo do micro-organismo, sendo estes: OAT, CYA, DRYES, 

MEAOX, MEA, CREA, WATM, YES, PDA e CYAS. O desenvolvimento morfológico do 

mesmo pode ser visualizado na FIGURA 4.66 
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FIGURA 4.66 - Micro-cultivo de Talaromyces rugulosus em diferentes meios de cultura 
indicados 

 

 

O screening do metabolismo fúngico nos meios de cultura foi realizado 

aplicando-se a metodologia de derreplicação via UHPLC-HRMS assim como no 

estudo relatado anteriormente para o endófito Setophoma sp. Os perfis dos espectros 

de UV, as massas exatas dos possíveis íons pseudomoleculares, o perfil de 

fragmentação de cada metabólito alvo, e em alguns casos o uso de padrão (coleção 

IBT de padrões e cepas fúngicas-DTU/Dinamarca) foram critérios de análise para a 

obtenção das possibilidades mais confiáveis às identidades dos compostos 

produzidos por T. rugulosus como será detalhado a seguir. 

 A análise dos cromatogramas de UV e espectros de full scan 

(processamento dos cromatogramas de BPC) FIGURA 4.6666 e FIGURA 4.67, 

mostraram novamente que o fungo estudado parece apresentar um metabolismo 

padrão indistinto ao meio de cultura utilizado. Isto porque, qualitativamente, os 

mesmos íons e bandas cromatográficas estão de forma geral, presentes em todos os 

meios de cultura.  
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Mesmo quando algumas bandas não foram passíveis de visualização 

com nitidez, seja no cromatograma de UV, seja no de BPC em determinado extrato, o 

processamento dos espectros de massas revelou o aparecimento dos íons alvo, 

mesmo que em diminuta intensidade.  Apenas os meios CREA e CYAS 

proporcionaram uma produção metabólica pouco expressiva.  
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FIGURA 4.66 - Cromatogramas de UV referentes aos micro-extratos indicados de 
T.rugulosus, método A 

FIGURA 4.67 - Cromatogramas de BPC referentes aos micro-extratos indicados de 
T.rugulosus, método A 
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O processamento de dados para as bandas cromatográficas mais 

expressivas e de maior interesse é exibido nas FIGURA 4.68 e FIGURA 4.69. Nelas 

são expostos respectivamente os espectros de UV e de full scan de cada composto 

alvo. As massas nominais detectadas correspondentes aos íons pseudomoleculares 

[M+H]+  são: m/z 227, 269, 303, 337, 401, 413, 417, 427, 559, 543, 539.  
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FIGURA 4.68 - Espectros de full scan e UV referentes às bandas dos cromatogramas 
de BPC (FIGURA 4.67) detectadas nos micro-extratos do fungo T.rugulosus 
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 Especificamente no caso do endófito T. rugulosus, conforme o 

conhecimento da variabilidade metabólica relatada ao gênero considerou-se 

pertinente a elaboração de um pequeno banco de dados próprio, que viabilizasse a 

comparação e o cruzamento de informações sobre os metabólitos secundários já 

conhecidos ao gênero fúngico. Para tanto, foi realizado o agrupamento das 

informações contidas no banco AntiBase inerentes ao grupo Talaromyces e algumas 

espécies de Penicillium. Dentre os 1750 possíveis hits contidos no AntiBase para este 
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FIGURA 4.69 - Continuação dos espectros de full scan e UV referentes às bandas 
dos cromatogramas de BPC (FIGURA 4.67) detectadas nos micro-extratos do fungo 
T.rugulosus 
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último gênero, foram selecionados apenas os compostos vinculados às espécies P. 

rugulosum, chrysitis e tardum, (basiônimos de T. rugulosum) em conjunto àqueles 

associados ás espécies P.islandicum, radicum e multicolor que representam espécies 

próximas, taxonomicamente ao micro-organismo estudado (PETERSON & JURJEVIĆ, 

2013; FRISVAD et al., 2013; SAMSON et al., 2011).  

 

 

FIGURA 4.71 - Diagrama representativo de alvos selecionados para o processamento 
dos micro-extratos de T. rugulosus pelo programa Target Analysis através da criação 
de uma biblioteca própria de dadosrelacionada ao gênero Talaromyces 

 

Portanto, através desse agrupamento de informações, criou-se uma 

pequena biblioteca de dados condizente aos compostos com maior probabilidade de 

produção pelo fungo, num total de 173 possíveis alvos. Os resultados obtidos a partir 

dos cromatogramas de BPC referentes aos micro-extratos fúngicos foram então 

cruzados com a biblioteca criada para T. rugulosus através da utilização do software 

Target Analysis.  

 Na sequencia, foi gerada pelo programa, uma lista contendo os 

compostos de maior score com relação às massas detectadas nos extratos de T. 

rugulosus. Como já descrito na parte introdutória, este score é estabelecido de acordo 

com fatores de comparação dos dados medidos, aos dados teóricos, como por 

exemplo, faixa de erro, composição elementar, e o parâmetro mSigma. Os elementos 

que não alcançaram valores satisfatórios ou compatíveis às faixas determinadas como 

aceitáves, por exemplo, mSigma maior a 50, erros e maiores a 5 ppm, foram 

automaticamente descartados na consulta. 
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A lista gerada para o micro-extrato referente ao meio de cultura PDA, 

encontra-se descrita na FIGURA 4.7171 e é representativa para os resultados obtidos 

com os demais cultivos do micro-organismo. 
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FIGURA 4.71 - Resumo de dados gerado pelo programa Target Analysis aos micro-
extratos avaliados de T.rugulosus 
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A representação gráfica dos resultados também foi fornecida pelo uso 

do programa Target Analysis. Esta representação é dada na forma de sobreposição 

dos cromatogramas de íons extraídos EIC referentes à cada metabólito alvo, 

encontrados durante o cruzamento das informações espectrais. Alguns dos hits de 

maior score selecionados para algumas bandas detectadas de maior interesse, 

encontram-se resumidos na FIGURA 4.72, e destacados por diferentes cores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Contudo, com um universo mais restrito para investigação, as 

identidades sugeridas foram criteriosamente avaliadas considerando-se novamente 

os perfis espectrais de UV e as massas acuradas dereplicadas (perfil isotópico e o 

aparecimento dos íons adutos diagnósticos). No processo de confirmação foram 

utilizados e explorados padrões de compostos microbianos pertencentes à coleção 

IBT-DTU ou alternativamente, padrões de micro-organismos da mesma coleção.  

  Pontualmente, uma das presenças que mais chamou atenção nos 

extratos de T. rugulosus foram os íons de massa nominal m/z 409 para três bandas 

cromatográficas majoritárioas, eluídas na região entre 7,9 min e 8,4 min. Por exemplo, 

o espectro de full scan relativo à banda cromatográfica caracterizada em 7,9 minutos 

FIGURA 4.72 - Sobreposição dos cromatogramas de ECI ao cromatograma de 
BPC referente ao micro-extrato de PDA de T. rugulosus. Relações de íons extaídos 
seguem na parte inferior da figura bem como os metabólitos sugeridos 
correspondentes. Resultados gerado pelo programa Target Analysis 
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revelou o íon bastante intenso de m/z 409,2381.  No entanto, com uma avaliação mais 

criteriosa, constatou-se que a massa monoisotópica do metabólito de interesse 

tratava-se de m/z 427,2482, o que foi confirmado pela ocorrencos dos adutos de sódio 

formados [M+Na]+  = 449,2297   e [2M+Na]+ = 875,4710. A identidade do íon m/z 409 

pôde ser atribuída ao íon pseudomolecular desidratado [M+H-H2O]+, devido a perda 

de uma molécula de H2O já na fonte de ionização do espectrômetro de massas 

(FIGURA 4.74). 

 

 

 

FIGURA 4.74 - Derreplicação de uma das wortimanilactonas produzidas por T. 
rugulosus (7,9 minutos). O espectro de full scan mostra a formação dos íons 
diagnósticos como adutos de sódio [M+Na]+ e [2M+H]+, bem como o íon oriundo de 
fragmentação na fonte de ionização [M-H2O+H]+ 
 

 

Dentre as opções de maior score visualizadas na lista obtida via Target 

Analysis, foram indicadas as wortimannilactonas E, F e H. As wortimanilactonas são 

comumente produzidas pelo fungo Talaromyces wortimannii (DONG et al., 2006), 

podendo existir na forma macrocíclica ou constituídas por hexo ou pentaciclos 

terminais a uma cadeia tetraênica aberta, como ocorre nas wortimannilactonas em 

questão (DONG et al., 2009) (FIGURA 4.74).  
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Para aumentar a confiabilidade às identidades sugeridas aos íons de m/z 427, 

o micro-extrato referente ao meio PDA de T. wortmannii (IBT-28732) foi comparado 

ao micro-extrato de T. rugulosus.  

Embora não tenha sido possível atribuir qual dos isômeros indicados eram 

correspondentes a cada banda cromatográfica de modo específico, a produção das 

três wortmannilactonas foi confirmada pela comparação entre os dados espectrais 

provenientes dos micro-extratos das espécies de Talaromyces. Claramente, as 

bandas visualizadas em 7,5min, 7,8 min 8,1 sugerem a produção dos três isômeros 

por ambas as cepas fúngicas, haja vista a alta compatibilidade entre as massas exatas 

acuradas e os espectros de UV. Estes últimos, inclusive, tiveram seu perfil confirmado 

através da comparação com dados da literatura (DONG et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.74 - Wortimanilactonas potencialmente produzidas por T. rugulosus 
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T.wortmannii 
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FIGURA 4.75 - a) Micro-cultivo de T.rugulosus e T.wortmannii em PDA; b) 
Cromatograma de ECI para m/z 409,2380 (± 5 ppm) correspondente às 
wortimannilactonas apontadas no processo de derreplicação; c) Comparação dos 
espectros de UV e full scan referentes à wortimannilactona eluída em 7,8 min, 
detectada nos micro-extratos de T.rugulosus e T.wortmannii 
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FIGURA 4.77 - Comparação dos espectros de UV e full scan referentes às 
wortimannilactonas eluídas em 7,5 e 8,1 min, detectadas nos micro-extratos de T. 
rugulosus e T.wortmannii 

 

 

 Como já explicitado anteriormente, o gênero Talaromyces abrange 

hábeis produtores de metabólitos pertencentes à classe das azafilonas. Não diferente 

foi o perfil químico observado a partir dos extratos do endófito de maçã. Para a massa 

monoisotópica m/z 413,1235 foi conferida duas possibilidades: a 6’-hidroxi-3’-metoxi-

mitorubrina e a 4’-hidroxi-3’-metoxi-(S)-mitorubrina. Tal sugestão deu-se condizente 

ao número de bandas cromatográficas correspondentes ao íon mencionado, já que o 

cromatograma de EIC (± 5ppm de desvio) apresentou a detecção 2 compostos 

FIGURA 4.7777.  

O espectro de UV também foi compatível ao perfil descrito na literatura 

para tais metabólitos, cujos máximos de absorção encontram-se em 250 e 347 nm 
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(YAMAZAKI et al., 2010), dando indícios de que, de fato, estes compostos sejam 

biossintetisados por T. rugulosus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outra ferramenta utilizada para confirmação destes metabólitos no 

extrato fúngico, foi a realização de experimentos de MS/MS. Como pode ser 

visualizado no espectro de íons produtos para m/z 413 (FIGURA 4.78), o 

aparecimento dos íons diagnósticos m/z 233, 215 e 181 sugerem a provável produção 

das hidroxi-mitorubrinas para os isômeros detectados no micro-extrato, conforme 

segue o mecanismo de fragmentação proposto para o íon pseudomolecular nominal 

[M+H]+ = 413. 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.77 - Espectros de UV e full scan correspondentes às duas 
bandas cromatográficas indicadas no cromatograma de ECI do micro-
extratos de PDA de T.rugulosus para m/z 413,1239 
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FIGURA 4.79 - Mecanismo de fragmentação proposto para as hidroxi-

mitorubrinas apontadas como potenciais metabólitos de T. rugulosus  

FIGURA 4.78 -  Prováveis azafilonas produzidas por T.rugulosus e espectros de 
íons produto dos íons m/z 413 encontrados nos micro-extratos fúngicos, 
correspondentes às referidas substâncias, método D 
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Da mesma forma, o perfil de fragmentação encontrado para a 

kasanosina C, outra azafilona sugerida no processo de derreplicação, corroborou para 

que houvesse evidências de sua produção por T. rugulosus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.80 - Estrutura da Kasanosina C e espectro de íons produto referente à 
m/z 401 detectado nos micro-extratos de T.rugulosus, correspondente ao referido 

metabólito, método D 

FIGURA 4.81 - Mecanismo de fragmentação proposto para a Kasanosina C, 
justificando os íons fragmentos visualizados no espectro ilustrados na 
FIGURA 4.80 
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Tendo em vista a produção de hidróxi mitorubrinas pelo endófito em 

estudo, alguns padrões relativos à mitorubrina e seus derivados biossintéticos 

(coleção IBT-DTU), foram analisados nas mesmas condições cromatográficas do 

micro-extrato de T. rugulosus. Como padrões foram avaliados a (+)-mitorubrina, (-)-

ácido mitorubrínico, (-)-mitorubrinol, e o (+)-acetato de rubrinol. 

Os resultados apresentados na FIGURA 4.83 mostram a ampliação dos 

cromatogramas de EIC e espectros de full scan do micro-extrato fúngico para cada 

metabólito, associados aos mesmos dados de seus respectivos padrões.  É possível 

observar que de fato, tais compostos são produzidos pelo micro-organismo, já que 

claramente são visualizados os mesmos tempos de retenção para as bandas de ECI 

e também alta similaridade entre as massas exatas acuradas para os metabólitos alvo 

e seus respectivos padrões. 
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FIGURA 4.83 - Ampliação da região de interesse para os cromatogramas referentes 
ao micro-extrato de T. rugulosus e dos padrões de metabólitos avaliados para 
comparação; ampliação do espectro de full scan das bandas alvo e dos padrões 
indicados 
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Outro ponto de destaque revelado pelo screening metabólico de T. 

rugulosus foi a potencial habilidade do fungo em biossintizar compostos policetídicos. 

Durante o processo de derreplicação, por exemplo, houve a detecção dos íons de 

massa monoisotópica m/z 539,0971 (FIGURA 4.69) e 543,1287. Dentre os hits 

encontrados para estes alvos, foram apontados para o primeiro metabólito a esquirina, 

e para o segundo, a bisantraquinona rugulosina A. A identificação destes compostos 

foi confirmada pelo isolamento dos mesmos durante o processo de isolamento de 

outros compostos de interesse. 

Conforme descrito na parte de procedimento experimental, a esquirina e 

a rugulovasina A, foram isoladas a partir do extrato do fúngico em meio BD (batata-

dextrose). A fração enriquecida nos compostos, de onde estes foram isolados, foi 

submetida à cromatografia de baixa pressão, processo que pode ser visualizado na 

FIGURA 4.84. Caracteristicamente, a esquirina apresenta coloração avermelhada 

intensa, e a rugulosina A, coloração amarela. Tal propriedade física é compatível às 

informações relatadas na literatura sobre os compostos, bem como os respectivos 

espectros de UV, igualmente bastante característicos às espécies.  

 

 

 

FIGURA 4.84 - Processo de cromatografia líquida de baixa pressão utilizado no 
isolamento da esquirina e da rugulosina A. Espectros de UV dos metabólitos são 
ilustrados na figura 
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O espectro de RMN de 1H referente à bisantraquinona esquirina 

(FIGURA 4.84), revelou o aparecimento de três núcleos na região de hidrogênios 

aromáticos, com deslocamentos químicos em δ 6,90, 7,05 e 7,36. Outros três 

singletos são encontrados no espectro. Dois deles bastante desblindados, com 

deslocamentos em δ 12,05 e δ 12,93, indicando prótons oriundos de hidroxilas em 

ligação de hidrogênio com unidades carboxílicas. O terceiro sinal, na região de 

núcleos metílicos em δ 2,35 com valor de integração para três hidrogênios.  

Contudo, o número relativamente baixo de sinais em contraposição a 

uma massa molecular de valor médio (massa nominal = 538 Da) refletiram na 

confirmação de uma estrutura extremamente simétrica, como é o caso da esquirina. 

A confirmação desta identidade ao metabólito isolado foi obtida através da 

comparação dos dados espectrais descritos para este polictídeo na literatura aos 

dados experimentais obtidos, cujo resumo encontra-se na TABELA 4.7. 

 

 

 

 

FIGURA 4.84 - Espectro de 1H do metabólito esquirina (CD3OD, 400 MHz) 



Resultados e Discussão 

144 

 

TABELA 4.7 - Dados de RMN de 1H referente à esquirina relatada na literatura e dados 
obtidos a partir da substância isolada  

Posição 
δH( nH, m) 

 (VARGAS et al., 2008) 

δH( nH, m ) 

 (Substância isolada) 

2, 2’ 7,10 (2, sl) 7,05 (2, sl) 

4, 4’ 7,24 (2, sl) 7,36 (2, sl) 

7, 7’ 6,59 (2, s) 6,90 (2, s) 

11, 11’ 2,30 (6, s) 2,35 (6, s) 

OH- 1, 1’  12,13 (2, s) 12,05 (2, s) 

OH- 8, 8’ 12,80 (2, s) 12,93 (2, s) 

nH = número de núcleos; m = multiplicidade   

 

 

 

 

FIGURA 4.86 - Estrutura da bisantraquinona esquirina produzida por T. rugulosus 

 

 

O espectro de RMN de 1H referente à rugulosina A (FIGURA 4.86), 

mostrou grande similaridade ao espectro da esquirina, apresentando reduzido número 

de sinais em oposição à massa molecular relativamente alta (542 Da), evidenciando 

novamente a simetria estrutural característica a este metabólito. Os dados obtidos 

também se apresentaram em conformidade aos dados espectrais relatados para esta 

bisantraquinona na literatura (ZHOU, 2010), como pode ser visto na TABELA 4.8. 

 

 

 

 



Resultados e Discussão 

145 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 4.86 - Espectro de RMN 1H da rugulosina A (400MHz, CD3OD) 

FIGURA 4.87 - Estrutura da bisantraquinona rugulosina A produzida por 
T.rugulosus 
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TABELA 4.8 - Dados de RMN de 1H referente à rugulosina A relatada na literatura e 
dados obtidos a partir da substância isolada 

 

Posição  δ(H)a); (mult, nH); J(Hz) 

(Substância isolada) 

δ(H)b); (mult, nH); J(Hz) 

ZHOU,2010 

1  3,50 (sl,2H) 3,37 (s,2H) 

2  4,55 (d,2H); 4 4,39 (d,2H); 6 

3  2,88 (d,2H); 6,4 2,78 (d,2H); 6 

6  7,12 (sl, 2H) 7,20 (d,2H); 2,3 

8  7,52 (sl,2H) 7,46 (d,2H); 2,3 

C=O(9)  - - 

C=O(10)  - - 

11  2,14 (s,6H) 2,43 (s,6H) 

δ= deslocamento químico; mult.=multiplicidade;  nH= número de núcleos; J= constante de acoplamento; 

d=dubleto;sl singleto largo 

a)CD3OD, 400MHz;     b)DMSO-d6, 500MHz 

 

O espectro de íons produtos da substância isolada de m/z 541 no modo 

negativo de ionização, também mostra-se pertinente com a proposta, já que poucos 

fragmentos são encontrados no referido espectro, possivelmente devido a existência 

de anéis fundidos e poucas ligações lábeis, gerando predominantemente o pico base 

de m/z 269 (FIGURA 4.88).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A rugulosina tem sido alvo de investigações químicas e biológicas por se 

tratar de um metabólito comumente encontrado como contaminante de produtos 

agrícolas como arroz, milho e cereais. Pesquisas realizadas revelaram a 

m/z
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FIGURA 4.88 - Espectro de íons produto da rugulosina A, m/z 541, 20 eV, ESI - 
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hepatotoxicidade e atividade carcinogênica deste pigmento amarelo, mas também em 

contraste aos seus efeitos deletéreos, alguns estudos vêm demonstrando interesse 

em outros tipos de atividades que ela também parece apresentar, como antibiótica, 

antiviral, e principalmente inseticida (ZHOU, 2010). 

 Além de suas características biológicas, outro fator que chama atenção 

para a rugulosina é sua forma estrutural composta por um número considerável de 

centros estereogênicos, além três ligações C-C responsáveis pela junção de duas 

unidades antraquinonicas. A biogênege deste metabólito pode ser sugerida pela 

ocorrência de reações do tipo condensação de Michael, favorecidas pela existência 

de uma base que irá retirar um hidrogênio alfa carbonílico de um possível intermediário 

reduzido da bisantraquinona esquirina. 

Após a reação ácido-base, ocorre o ataque nucleofílico do enolato 

formado ao centro eletrofílico alfa-beta carbonílico. O novo enolato formado irá 

recapturar o próton antes perdido, restabelecendo a base ao meio, formando assim a 

rugulosina (FIGURA 4.89). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

esquirina rugulosina 

FIGURA 4.89 - Proposta para a biogênese da rugulosina A, a partir 

da esquirina 
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 Na continuidade do processo de derreplicação, quatro íons relativos à 

massa monoisotópica m/z 559,1237 (± 5ppm) foram detectados nos micro-extratos de 

T. rugulosus, conforme indica o cromatograma de EIC, referente à seleção da massa 

do íon alvo. Novamente, com o auxílio do programa Target Analysis, os índices de 

maior score a estes íons foram atribuídos, coincidentemente, a quatro derivados 

biossintéticos da rugulosina A: 4-oxirugulosina, (-)-deoxiluteoesquirina, 

deoxirubroesquirina e a rugulosina B.  

Apesar da inviabilidade de uma identificação mais concreta a respeito destes 

metabólitos, o processamento do espectro de UV das respectivas bandas, apontaram 

significativamente para a produção de compostos de esqueleto bisantraquinônico 

derivado da rugulosina. Isto porque, o perfil espectral observado, abrange grande 

similaridade àquele do precursor biossinético proposto, como pode ser verificado na 

FIGURA 4.90. Os máximos de absorção são pontuados na região em cerca de 265 e 

390 nm, para a rugulosina A.  

Contudo, levando-se em questão as evidências sobre o potencial de produção 

destes policetídeos, condiderou-se pertinente que os metabólitos alvo fossem 

descartados para o procedimento de isolamento futuro, evitando-se assim o re-

isolamento de produtos naturais já conhecidos.  
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FIGURA 4.90 - a) Espectro de UV da rugulosina A; b) Identidades sugeridas para os 
íons m/z 559,1237  ± (5 ppm) encontrados nos micro-extratos de T.rugulosus e 
ampliação do cromatograma de ECI para tal íon; indicação dos espectros de UV 

obtidos para cada banda 
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4.3.1 - Detecção de rugulovasinas e novas rugulovasinas halogenadas 
produzidas por T. rugulosus 

 

Finalizando a série de íons detectados que sugerem metabólitos 

potencialmente produzidos por T. rugulosus, destaca-se a presença das bandas 

referentes os íons m/z 269,1289, m/z 303,0901 e m/z 337,0507 (FIGURA 4.91).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 O processamento do cromatograma de íons extraídos para as relações 

de massa detectadas (intervalo de seleção com ± 5ppm de erro) revelou a exitência 

de duas bandas cromatográficas com tempos de retenção muito próximos, para cada 

íon selecionado. Tal informação sugeriu a ocorrência de possíveis formas 

isômeréricas aos metabólitos detectados. Este indicativo foi corroborado com o 
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FIGURA 4.91 - Espectros de full scan e de UV referentes às bandas 

cromatográficas indicadas 
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resultado gerado através do cruzamento de dados do banco AntiBase e o software 

Target Analysis. Os alcaloides indólicos rugulovasinas A e B (massa nominal m/z 225) 

e as 8-cloro rugulovasinas A e B (massa nominal m/z 303) foram apontados como hits 

de maior score aos íons detectados.  

Cabe aqui destacar que os potenciais isômeros correlacionados à 

relação de massa nominal m/z 337 não tiveram correspondência a nenhum metabólito 

conhecido averiguado na metodologia aplicada através do software Target Analysis. 

O processo de confirmação das identidades sugeridas pelo programa, foi iniciado 

avaliando-se a compatibilidade das rugulovasina A e B aos respectivos padrões da 

coleção IBT-DTU. Novamente, foram coparados os parâmetros como tempo de 

retenção, massa exata acurada, perfis isotópicos e do espectro de UV. De acordo com 

os resultados apresentados na FIGURA 4.9290 pôde-se notar a convergência dos 

dados espectroscópicos obtidos para o padrão de rugulovasinas A/B e dos 

metabólitos oriundo do micro-extrato de T. rugulosus. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.92 - Espectro de UV e de full scan das bandas cromatográficas 
indicadas para o micro-extrato de PDAde T. rugulosus e do padrão de 
rugulovasinas A/B 
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No geral, pode-se confirmar grande similaridade entre os espectros de 

UV visualizados, cujos máximos de absorção apresentam-se em 225 e 300 nm, bem 

como erros entre às massas monoisotópicas detectadas menores a 5 ppm, no micro-

extrato quando comparado aos respectivos padrões avaliados. Os tempos de 

retenção das bandas cromatográficas no micro-extrato, mostram-se idênticos aos 

tempos de eluição dos padrões, confirmado assim a produção destes alcaloides 

isoméricos pelo endófito de maçã. 

 No que se refere aos íons de massa nominal m/z 303, a fórmula 

C16H16O2N2Cl foi atribuída à composição elementar dos compostos alvo, pelo software 

de processamento de dados. Esta informação encontrou-se em concordância à 

fórmula estrutural relatada aos compostos monohalogenados 8-clororugulovasinas A 

e B, com altos índices de acerto para tal sugestão. Como observa-se na FIGURA 

4.9391a, é pontuado um alto valor de score (100%) à composição elementear 

sugerida ao íon detectado, bem como baixos desvios de massa entre os dados 

experimentais e teóricos encontrados. 

 O perfil isotópico visualizado para os referidos íons também representou 

um importante critério de avaliação (FIGURA 4.9391a). Claramente, a detecção do 

isótopo [(M+2)+H]+  em 33% de intensidade relativa, apontou para a ocorrência de um 

átomo de cloro nos metabólitos alvo. A comparação do dado experimental ao dado 

gerado pelo simulador de pefil isotópico (software DataAnalysis-Bruker) (FIGURA 

4.9391b) permitiu verificar a compatibilidade quanto a confirmação de uma unidade 

do halogênio às moléculas investigadas.  
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Além dos espectros de UV apresentarem-se em concordância aos dados 

fornecidos pela literatura para os compostos monohalogenados, destaca-se os bons 

índices de acerto para a proposição da composição elementar, como a obtenção de 

100% de score, baixo desvio à massa exata e equivalência ao padrão isotópico 

teórico. Portanto, pôde-se inferir a produção dos isômeros (clororugulovasina A/B) 

pelo micro-organismo. 

UV, 3.6-3.7min

303.0896

304.0926
305.0868

306.0898

+MS, 3.6-3.7min

0

10

20

Intens.

[mAU]

0

2

4

5x10

Intens.

301 302 303 304 305 306 307 308 m/z

200 225 250 275 300 325 350 Wavelength [nm]

 
B) 

A) 

Simulação 

Experimental 

FIGURA 4.93 - a) Espectro de full scan e UV obtidos experiementalmente para 
a banda cromatográfica avaliada, fórmula molecular sugerida pelo programa de 
processamento de dados e estrutura molecular sugerida pelo banco AntiBase; 
b) Perfil isotópico teórico para a fórmula molecular sugerida 
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 Como destaque no processo de derreplicação dos micro-extratos 

avaliados, houve a detecção de dois metabólitos de mesma massa acurada m/z 

337,0510, trazendo a sugestão de que possivelmente tratavam-se novamente de 

prováveis isômeros. Interessantemente, na sequência do processo investigativo, os 

resultados iniciais, apontaram para a produção de possíveis novos produtos naturais 

no caso destes íons. 

 O processamento de dados referente ao micro-extrato avaliado (através 

da biblioteca criada no programa Target Analysis), revelou a inexistência de sugestões 

à relação de massa acurada detectada. Sendo assim, uma nova consulta ao banco 

de dados AntiBase foi realizada, porém comparando-se as massas exatas de todos 

os 40.065 compostos contidos no banco, utilizando-se 5 ppm de intervalo de erro. 

Novamente nenhuma possibilidade foi encontrada como resposta, corroborando aos 

indícios para a produção de metabólitos ainda inéditos por T. rugulosus FIGURA 4.95. 

 

 

FIGURA 4.95 - Cromatogramas de ECI do micro-extrato de T. rugulosus do 
referentes às relações de m/z indicadas  
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 Além da possibilidade de novos compostos, os dados espectroscópicos 

obtidos durante o estudo evidenciaram que os íons detectados poderiam ser 

correlacionados à mesma classe das rugulovasinas produzidas pelo endófito.  

Como pode ser verificado nas FIGURA 4.95 e FIGURA 4. 97, o perfil 

isotópico encontrado para o íon m/z = 337, sugere a existência de dois átomos de 

cloro para ambos os possíveis isômeros detectados, fato justificado pelo íon 

[(M+2)+H]+  = m/z 339 em 65% de intensidade relativa.  Novamente, os dados 

experimentais foram condizentes aos dados teóricos simulados, confirmando-se a 

composição elementar constituída de dois halogênios para os metabólitos. 

FIGURA 4.95 - A) Espectro de full scan e U.V obtidos para a banda 
cromatográfica referente ao íon m/z 337 de menor retenção cromatográfica; 
fórmula molecular sugerida pelo programa de processamento de dados. B) 
Perfil isotópico teórico para a fórmula molecular sugerida 
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FIGURA 4. 97 - A) Espectro de full scan e UV obtidos para a banda cromatográfica 
referente ao íon m/z 337 de maior retenção cromatográfica; fórmula molecular 
sugerida pelo programa de processamento de dados. B) Perfil isotópico teórico para 
a fórmula molecular sugerida 
 

Com tal informação, notou-se grande similaridade entre as fórmulas 

moleculares das rugulovasinas monocloradas aos compostos de massa nominal m/z 

337. Ou seja, a comparação das fórmulas para as 8-clororugulovasinas A e B de 

(C16H16O2N2Cl) às fórmulas detectadas para os metabólitos desconhecidos 

(C16H15O2N2Cl2), sugere a troca de um próton por um átomo de cloro nas moléculas.  
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 Outro critério determinante para a suposição de que tais compostos 

seriam derivados biossintéticos das rugulovasinas, tratou-se do perfil dos espectros 

de UV. Tanto as rugulovasinas, como as 8-clororugulovasinas detectadas, 

apresentaram espectros de alta similaridade aos espectros referentes aos potenciais 

novos alcaloides, abrangendo máximos de absorção em 225 e 290 nm.  

 Contudo, mesmo com todas as evidências de que os novos metabólitos 

tratavam-se de alcaloides halogenados, com um átomo de cloro extra em relação às 

já conhecidas 8-clororugulovasinas, seria necessário o conhecimento do sítio de 

halogenação para a constatação inequívoca da estrutura dos isômeros produzidos por 

T. rugulosus. Para tanto, o isolamento dos novos compostos de interesse, bem como 

das 8-clororugulovasinas, foi realizado a partir da obtenção do extrato fúngico em 

maior escala. O isolamento dos metabólitos conhecidos deu-se como estratégia para 

comparação dos dados espectroscópicos destes com os novos compostos. 

O meio líquido PD (potato-dextrose) foi escolhido para o 

desenvolvimento do endófito e obtenção do extrato. O procedimento de purificação e 

isolamento encontra-se detalhado no item 3.9.5  

 Deve-se ressaltar que devido a grande tendência do micro-organismo 

em produzir outros compostos, principalmente os derivados de esquirina mencionados 

anteriormente, em quantidades bastante superiores em relação às rugulovasinas, o 

processo de isolamento apresentou-se bastante laborioso, havendo-se dificuldades 

na total purificação dos alcaloides. Portanto, para a obtenção dos dados de RMN dos 

compostos alvo, optou-se pelo uso da técnica analítica de LC-SPE-RMN para 

separação e análise dos analitos respectivamente.  A fração enriquecida nos 

compostos de interesse (8-clororuguovasinas e novas rugulovasinas dicloradas) foi 

submetida à separação cromatográfica, havendo posterior trapeamento dos 4 

compostos separados em cartuchos de SPE.  

 Desde sua descoberta, as rugulovasinas e as clororugulovasinas A e B 

foram sempre isoladas e relatadas como formas racêmicas interconvertíveis.  Neste 

sentido, nas bases dos dados espectrais de RMN, foi assumida a mesma configuração 

para os derivados de rugulovasina isolados. De acordo com os dados relatados na da 

literatura, os epímeros nomeados como B, demonstram ser menos polares em relação 

aos epímeros A devido às interações diferenciais dos núcleos de hidrogênio H-10 e 

H-11 com a lactona espirocíclica (COLE et al., 1976b). Logo, este efeito leva a eluição 

diferencial dos diasteroisômeros B, de forma que estes fiquem mais retidos em fase 
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estacionária de modo reverso, como por exemplo fase ODS, sendo eluídos 

posteriormente aos diasteroisômeros A. Por isso, por analogia dos dados obtidos e 

encontrados na literatura, as rugulovasinas detectadas e seus derivados isolados 

foram atribuídos com a denominação A e B de acordo com a ordem de eluição no 

sistema cromatográfico utilizado como mostra a figura abaixo: 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Após separação em coluna cromatográfica e trapeamento nos cartuchos 

de SPE utilizados no processo, os compostos foram eluídos em tubos capilares 

utilizando-se solvente deuterado apropriado, e submetidos à experimentos de RMN 

de 1 D e 2 D, em campo magnético de 600 MHz. 

Como previsto, os espectros de RMN de 1H correspondentes às 8-

clororugulovasinas A e B (FIGURA 4.98 e FIGURA 4.99) apresentaram sinais muito 

similares em multiplicidade e deslocamentos químicos com relação aos espectros 

inerentes aos novos compostos isolados (FIGURA 4.100 e FIGURA 4.101), 

corroborando a suposição quanto a identidade da origem biossintética destes novos 

metabólitos.  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.97 - Cromatograma referente a fração enriquecida com rugulovasinas, 
submetida ao sistema de LC-SPE.  Indicação dos respectivos isômeros isolados, método 
D 
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* Interferentes do cartucho de SPE 

* * 

* 

* 

* 

* 

* Interferentes do cartucho de SPE 

* 

* 

* * 

FIGURA 4.98 - Espectro de 1H e ampliações referente à 8-clorrorugulovasina A, 
metanol-d4, 600 MHz. * Contaminantes provenientes do cartucho de SPE 

FIGURA 4.99 - Espectro de 1H e ampliações referente à 8-clorrorugulovasina B, 
metanol-d4, 600 MHz. * Contaminantes provenientes do cartucho de SPE 
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* Interferentes do cartucho de SPE 

* 

* 

* 

* 

* Interferentes do cartucho de SPE 

* 

* 

 

 

 

FIGURA 4.100 - Espectro de 1H e ampliações referente ao novo derivado da 
rugulovasina, isômero A, metanol-d4, 600 MHz. * Contaminantes provenientes do 

cartucho de SPE 

FIGURA 4.101 - Espectro de 1H e ampliações referente ao novo derivado da 
rugulovasina, isômeroB, metanol-d4, 600 MHz. * Contaminantes provenientes do 

cartucho de SPE 

* 

* 
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Como um todo, os espectros de RMN de 1H de todos os compostos 

isolados mostraram sinais na região de hidrogênios aromáticos e vinílicos em torno 

de  δH 7,0, bem como sinais característicos de grupamentos metila na região entre δH 

2.0 e 2.5, com valores de integração para três núcleos. Em comum nos espectros, 

também foram observados sinais em δH 8,5 indicando a ocorrência de grupamento 

NH, coerente aos anéis indólicos presentes nas estruturas. Os sinais esperados para 

os hidrogênios metilênicos e metínícos não foram passíveis de observação em 

nenhum caso, devido à interferência do sinal do solvente utilizado (CD3OD) na região 

correspondente aos respectivos sinais (entre δH  3,0 e δH  3,5). 

A atribuição de sinais com relação às já conhecidas 8-clororugulovasinas 

foi condizente aos dados encontrados na literatura para as mesmas no tocante aos 

sinais de hidrogênio (TABELA 4.9). 

Devido a inexistência de dados quanto aos sinais de carbono para estas 

moléculas, foram considerados a título de comparação, os dados relatados para seus 

precursores biossintéticos, ou seja, a rugulovasina A e B (TABELA 4.10).  

Cabe aqui ressaltar que, devido ao baixo rendimento de massa obtido 

no processo de purificação dos compostos, não foi possível a realização dos 

espectros de RMN de 13C de nenhum metabólito. Pela mesma razão, apenas os 

espectros de RMN de 2D da 8-clororugulovasina A e do novo metabólito 

correspondente ao isômero A, foram passíveis de análise. Para a comparação dos 

dados de carbono, foram utilizadas as projeções dos sinais de 13C nos espectros de 

HSQC e HMBC dos analitos mencionados (FIGURA 4.103 à FIGURA 4.105102; 

FIGURA 4.110 à FIGURA 4.112).  

Contudo, a atribuição dos sinais de RMN de 13C encontrados no espectro 

da 8-clororugulovasina A mostrou-se em concordância aos dados teóricos obtidos 

como pode ser visualizado, comparando-se os valores dos núcleos correspondentes 

na TABELA 4.9 e na TABELA 4.10. 
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FIGURA 4.103 - Alcaloides do tipo ergot produzidos por T. rugulosus 

 
TABELA 4.9 - Dados RMN de 8-clororugulovasinas A e B isoladas (600 MHz, CD3OD) e 
da literatura (300 MHz, CDCl3) 

Posição 

8-clororugulovasina A 

 (Isolada) 

8-clororugulovasina A  

 (Literatura, COLE et 

al., 1976a) 

8-clororugulovasina B 

 (Isolada) 

8-clororugulovasina B  

 (Literatura, COLE et 

al., 1976a) 

 δH (J em  Hz) δC* HMBC δH (J em Hz) δH (J em Hz) δH (J em Hz) 

1 8,50  (s) - - 9,03(s) 8,45(s) 8,70 (s) 

2 7,20 (sl) 122,9 9 6,99 (d, 1.5 ) 7,17 (sl) 7,30 (d, 1,5) 

3 - - - - - - 

4 - - - - - - 

5 - 129,1 - - - - 

6 6,77 (d, 7,7 ) 116,7 5 6,74 (d, 7,0 ) 6,72 (d, 7,7 ) 6,92 (d, 7,0 ) 

7 7,13 (d, 7,7 ) 123,3 9 7,10 (d, 7,0 ) 7,10 (d, 7,7 ) 7,24 (d, 7,0 ) 

8 - - - - - - 

9 - 132,7 - - - - 

10 *** - - 3,15 (m) - 3,2 (m) 

11 ***   63,7 - 3,15 (m) - 3,2 (m) 

12 - 88,5 -  - - 

13 7,40 (ql, 1.4) 150,2 12 7,36 (d, 1,5) 7.44 (sl) 7,47 (d, 1.5) 

14 - 131,4 - - - - 

15 - 175,3 - - - - 

16 2,02 (d1, 1.3) 10,4 13, 14, 

15 

1,98 (d, 1,0) 1.98 (d1, 1.5) 2,05 (d, 1,0) 

17 2,53 (sl) 34,3 11 2,40 (s) 2.49 (sl) 2,43 (s) 

*Data obtida a partir dos sinais de projeção de 13C nos experimento de HSQC e HMBC.  

** Não detectado em CD3OD devido a interferência do sinal do solvente 
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TABELA 4.10 - Dados da literatura de RMN de 1H e 13C das rugulovasinas A e B 

 

 

 

Os resultados obtidos através do experimento de HMBC contribuíram 

para a confirmação da disposição do grupamento metila CH3-16 (δH 2,05) no anel 

lactônico, através das correlações a longa distância dos respectivos núcleos aos 

carbonos C-13 (δC 150,6), C-14 (δC 131,4) e C-15 (δC 173,4) (FIGURA 4.105102). 

Também se constatou a proximidade da metil amina ao centro estereogênico C-11 

pela correlação dos núcleos CH3-17 (δH 2,49) a este centro carbônico e a correlação 

a três ligações do próton H-2 (δH 7,00) com o núcleo C-9 (δC 132,7) (FIGURA 4.104). 

 

 Rugulovasina A Rugulovasina B 

Posição δH (J em Hz) δC δH (J em Hz) δC 

 (REBEK et al., 

1984) 

(DORNER et al., 1980) (REBEK et al., 1984) (DORNER et al., 1980) 

1 8,06  (sl) - 8,08  (sl) - 

2 7,00 (sl) 119,4 7,03 (sl) 120,0 

3 - 109,8 - 108,4 

4 - 129,2 - 129,2 

5 - 128,2 - 125,8 

6 6,87 (d, 7.0 ) 114,8 6,87 (d, 7,3 ) 114,4 

7 7,16 (t, 7.7 ) 122,8 7.18 (t, 8,0) 122,,7 

8 7,31 (d, 8) 111,4 7,32 (d, 8,0) 111,2 

9 - 133,9 - 133,9 

10 3,03-3,27 (m) 25,4 3,04-3,27 (m) 24,3 

11 3,03-3,27 (m) 63,1 3,04-3,27 (m) 63,6 

12 - 88,5 - 88,2 

13 7,16 (d, 1,4)  150,6 7,37 (d, 1,6)  150,8 

14 - 131,4 - 126,0 

15 - 173,4 - 174,0 

16 2,05 (d, 1,4) 10,8 2,05 (d, 1,6) 10,7 

17 2,49 (s)  35,1 2,46 (s)  34,7 
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FIGURA 4.104 - Ampliação do espectro de HMBC 8-clororugulovasina A, 
metanol-d4, 600MHz 

FIGURA 4.103 - Espectro de HSQC 8-clororugulovasina A, metanol-d4, 600MHz 
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Com relação aos novos alcaloides isoméricos, o ponto de maior 

relevência para a elucidação estrutural dos mesmos, tratou-se da localização do 

átomo de cloro adicional em relação às 8-clororugulovasinas. Claramente, ao se 

comparar os espectros de hidrogênio das 8-clororugulovasinas aos espectros dos 

novos alcaloides diclorados, notou-se a ausência do singleto alargado em torno de 

7,20 ppm, antes presente nos espectros dos metabólitos monoclorados (FIGURA 

4.106). Como esperado, este resultado corroborou para a confirmação da troca de um 

próton pelo núcleo halogenado, e ainda mais, em um dos carbonos sp2 existentes nas 

moléculas devido ao deslocamento químico característico do sinal não mais existente.  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.105 - Ampliação do espectro de HMBC 8-clororugulovasina B, 
metanol-d4, 600MHz 

H-16 

H-17 

C-11 
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A avaliação dos espectros de RMN de 1H de ambos revelou a presença 

de dois prótons aromáticos em disposição orto, com constante de acoplamento típica, 

de 7,8 Hz. Tais sinais foram justificados pelo par de dubletos em 7,11 ppm e 6,77 ppm 

para o isômero A e 7,11 ppm e 6,74 ppm para B, sendo estes correspondentes aos 

núclos H-5 e H-6. Esta informação, portanto, excluiu a possibilidade de uma segunda 

unidade de cloro no anel aromático constituinte. 

  O largo quadrupleto visualizado no espectro do epímero A em 7,37 ppm 

e o singleto alargado em 7,44 ppm no espectro do isômero B, permitiram a atribuição 

dos sinais aos substituintes da dupla ligação pertencente ao anel espiro. O 

alargamento destes sinais, bem como dos dubletos de metila em torno de 2,0 ppm, 

evidenciaram o acoplamento entre os núcleos H-13 e CH3-16, com baixo valor de 

constante de acoplamento, em torno de 1.4 Hz. 

 Contudo, tendo em vista que o posicionamento do segundo átomo de 

cloro nos novos alcaloides dava-se em umas das duplas ligações existentes, este foi 

atribuído ao carbono sp2 remanescente. Sendo assim, foi confirmada a substituição 

do núcleo H-2 presente nas clororugulovasinas por um novo átomo de cloro, levando 

b) 

c) 

d) 

a) 

FIGURA 4.106 - Ampliação da região de interesse do espectro de RMN de 1H de a) 
novo metabólito, isômero B; b) novo metabólito, isômero A; c) 8-clororugulovasina B; 
d) 8-clororugulovasina A 
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às estruturas dos metabólitos 2,8-diclororugulovasinas A e B (FIGURA 4.107). O 

detalhamento de atribuição de sinais para os alcaloides halogenados produzidos por 

T. rugulosus encontra-se na TABELA 4.9 (metabólitos conhecidos) e na TABELA 4.11 

(novos metabólitos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 4.11 - Dados de RMN novas rugulovasinas isoladas de T. rugulosus (600 
MHz, CD3OD) 
 
 

Posição 

2,8-diclororugulovasina A 

 

2,8-diclororugulovasina B 

 

 δH (J em  Hz) δC* HMBC δH (J em Hz) 

1 8,53  (s) - - 8,54(s) 

2 - - - - 

3 - - - - 

4 - - - - 

5 - 129,3 - - 

6 6,77 (d, 7,8 ) 117,7 5 6,74 (d, 7.8 ) 

7 7,11 (d, 7,8 ) 123,6 123 7,11 (d, 7.8 ) 

8 - 125,4 125 - 

9 -   - 

10 *** - - *** 

11 *** 63,4 64 *** 

12 - 88,5   

13 7,37 (ql, 1,4) 151,8 151 7,44 (sl) 

14 - 131,6 131 - 

15 - 175,8 175 - 

16 2,02 (d1, 1,5) 11,4 10 1,98 (d, 1.5) 

17 2,44 (sl) 35,6 11 2,42 (sl) 

*Data obtida a partir dos sinais de projeção de 13C nos experimento de HSQC e HMBC.  

** Não detectado em CD3OD devido a interferência do sinal do solvente 

FIGURA 4.107 -  Novos alcaloides indólicos diclorados produzidoa por T.rugulosus 
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 Na tentativa da confirmação para os sinais de núcleos metilênicos e 

metínicos, H-10 e H-11 respectivamente, foi realizado o experimento de RMN de 1H 

utilizando-se CDCl3 como solvente. Devido à baixa solubilidade dos compostos neste 

solvente, os sinais observados nos espectros apresentaram-se em baixa resolução e 

definição (FIGURA 4.108). No entanto, ainda sim, notou-se considerável similaridade 

entre os sinais referentes aos referidos prótons quando a região do espectro 

correspondente, entre 3,0 e 3,5 ppm é comparada à mesma região pertencente ao 

espectro mais recentemente relatado na literatura para o precursor rugulovasina A 

(ZHANG et al., 2013) (FIGURA 4.109).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 4.108 - Espectro de 1H referente à 2,8-diclororugulovasina A em 
clorofórmio-d, 600 MHz e ampliação da região de interesse 

H-10 e H-11 
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Assim como no caso da 8-clororugulovasina A, os resultados obtidos 

através do experimento de HMBC para a 2,8-clororugulovasina A confirmaram a 

disposição do grupamento metila CH3-16 (δH 2,02) no anel lactônico, através das 

correlações a longa distância dos respectivos núcleos aos carbonos C-13 (δC 151,8), 

C-14 (δC 131,6) e C-15 (δC 175,8) (FIGURA 4.111). Também se constatou a 

proximidade da metil amina ao centro estereogênico C-11 (δC 63,4) pela correlação 

dos núcleos CH3-17 (δH 2,44) a este centro carbônico, bem como foram detectadas 

as correlações do núcleo aromático H-6 (δH 6.77) ao carbono C-5 (δC 129,3) e H-7 (δH 

7,11) à C-8 (δC 125,4) (FIGURA 4.112).   

A correlação de H-2 com C-9 antes presente para a rugulovasina 

monoclorada não foi mais detectada no caso da molécula diclorada, corroborando 

assim para a confirmação do átomo de cloro no carbono C-2. 

 
 
 
 

FIGURA 4.109 - Espectro de 1H encontrado na literatura referente à rugulovasina 
A, em clorofórmio-d, 300 MHz e ampliação da região de interesse, (ZHANG et al., 

2013). 
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FIGURA 4.110 - Espectro de HSQC 2,8-clororugulovasina A, metanol-d4, 600MHz 

H-17 
H-16 

C-11 

C-14 

C-15 

C-13 

FIGURA 4.111 - Ampliação do espectro de HMBC 2,8-clororugulovasina A, metanol-
d4, 600MHz 

 



Resultados e Discussão 

171 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

4.3.2 - Detecção de novas rugulovasinas bromadas produzidas por 
T. rugulosus  
 
 Tendo em vista a potencialidade do fungo T. rugulosus em biossintetizar 

rugulovasinas cloradas, foi proposto um experimento teste para verificação da 

produção de possíveis alcaloides bromados pelo endófito. Para tanto, aditivos 

bromados foram testados junto ao meio de cultura ministrado ao fungo. 

 Em primeira instância, substituiu-se para ajuste de pH do meio de 

cultura PD, o ácido clorídrico (HCl) por ácido bromídrico (HBr), mantendo-se o valor 

de pH usual a este meio de cultura (pH = 5.6). Alternativamente, um outro teste foi 

realizado adicionando-se o sal brometo de potássio (KBr) (2mg/mL) ao meio PD.  

Sendo assim, para ambos experimentos houve o fornecimento de ânions brometo ao 

micro-organismo. 

Os extratos obtidos respectivamente a cada aditivo foram analisados 

primeiramente via LC-MS (baixa resolução). Surpreendentemente, o resultado que é 

visualizado na FIGURA 4.112 foi o mesmo obtido para ambos os experimentos. A 

figura traz o processamento do espectro de full scan de uma ampla região 

cromatográfica de interesse para o extrato do experimento com HBr. 

FIGURA 4.112 - Ampliação do espectro de HMBC 2,8-clororugulovasina A, metanol-d4, 
600MHz 

 

C-8 

C-5 

H-7 H-6 
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  Foi notório que para ambos os extratos, o processamento do espectro 

de full scan mostrou fortes indícios da produção de compostos bromados por T. 

rugulosus. O aparecimento do íon de massa m/z 347 referente à [M+H]+,
  bem como 

de seu isótopo correspondente  [(M+2) + H]+ com intensidade relativa de 100% , 

delimitou a existência de um átomo do halogênio no analito alvo detectado. 

 Através da análise espectral, também foi possível notar a detecção dos 

íons de massa m/z 269, 303 e 337 cuja identidade era correspondente à rugulovasina 

e seus congêneros clorados, mostrando que, mesmo com a adição de íons brometo 

ao meio de cultura, o micro-organismo ainda sim, produziu os alcaloides clorados 

durante o experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ao se comparar a massa m/z 347 referente ao novo íon detectado, com os íons 

correspondente às rugulovasinas (m/z 269) e às clororugulovasinas, (m/z 337) notou-

se uma diferença de massa de respectivamente 78 Da e 44 Da. Tal constatação 

corresponderia a troca de um próton na rugulovasina e de um cloro na 

clororugulovasina por um átomo de bromo. Além destes dados, observou-se que os 

tempos de retenção dos metabólitos mencionados eram bastante próximos, o que 

adicionalmente às informações anteriores, levou-se a sugestão quanto a possibilidade 

da produção de rugulovasinas monobromadas pelo fungo.  

 
FIGURA 4.113 - Espectro de full scan obtido para região cromatográfica de interesse do 

extrato relativo ao experimento com HBr, método E 
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Para a confirmação desta suposição, os mesmos extratos foram analisados por 

HRMS e HRMS/MS, objetivando-se um estudo mais detalhado a respeito das 

rugulovasinas produzidas por T. rugulosus, principalmente com relação às novas 

moléculas dicloradas isoladas anteriormente e às potenciais novas rugulovasinas 

bromadas. Diferentemente dos demais estudos mencionados até aqui abrangendo o 

uso de HRMS, os resultados demonstrados a seguir foram obtidos por análises 

realizadas em espectrômetro de massas com analisador do tipo Orbitrap. 

Em concordância com os resultados anteriores, observou-se a detecção dos 

isômeros correlacionados aos alcaloides produzidos pelo fungo como pode ser 

visualizado através dos cromatogramas de ECI correspondentes a cada massa 

monoisotópica de interesse (FIGURA 4.114). 

 

  

FIGURA 4.114 - Cromatogramas de ECI correspondentes às massas 
nominais do íon pseudomolecular protonado a) m/z 337; b) m/z 303; c) m/z 
347; d) m/z 269, método C 
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Com relação aos compostos potencialmente bromados, os dados preliminares 

do espectro de full scan exibiu a massa acurada de m/z 347,0389 (- 0,1 ppm de erro) 

para o isômero A e m/z 347,0388 (- 0,3 ppm de erro) para B. A fórmula molecular 

fornecida para os íons alvo foi estabelecida em C16H16O2N2Br, o que correspondeu às 

indicações quanto à substituição de um próton (C16H17O2N2) e de um átomo de cloro 

(C16H16O2N2Cl) com relação aos seus congêneros biossintéticos rugulovasinas e 

clororugulovasinas.  

O perfil isotópico encontrado foi confirmatório para a monobromação dos 

metabólitos alvo tendo em vista a alta compatibilidade de dados quanto ao espectro 

obtido ao simulado para o íon e seu isótopo. Como mostra a FIGURA 4.115, pode-se 

notar alta exatidão nos dados experimentais e observados para processamento da 

banda cromatográfica relativa ao isômero B.  

 

 

 
FIGURA 4.115 - Espectro de full scan simulado para o íon de composição elementar 
C16H16O2N2Br; b) Espectro de full scan referente ao íon detectado m/z 347,0388 no 
extrato de T.rugulosus, método C  
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Para a pré-identificação estrutural dos isômeros bromados detectados, optou-

se pelo estudo dos compostos via experimentos de HRMS/MS. Uma visão geral dos 

espectros de HRMS/MS obtidos para as rugulovasinas e seus derivados 

biossintéticos, bem como dos metabólitos bromados pode ser obtida na FIGURA 

4.116. Com ela, foi sinalizado que de fato, estes últimos pertenciam a classe de 

alcaloides mencionada, haja vista a grande similaridade no perfil de fragmentação dos 

correspondentes íons. Os mecanismos que justificam tais fragmentos serão discutidos 

a seguir. 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.116 - Perfil de fragmentação de rugulovasinas produzidas por T.rugulosus, método C 
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4.3.3 - Estudo das rugulovasinas e seus derivados halogenados 
produzidos por T. rugulosus via experimentos de HRMS/MS 

 

O estudo de fragmentação das rugulovasinas e seus derivados halogenados 

produzidos por T. rugulosus corroborou de forma efetiva para a proposição estrutural 

das estruturas das rugulovasinas monobromadas e para a confirmação estrutural das 

novas 2,8-diclororugulovasinas.  

Como um todo, o perfil de fragmentação foi bastante informativo quanto à confirmação 

do esqueleto básico da rugulovasina em todos os casos. Através da análise dos 

espectros de íons produto dos metabólitos alvo, cada íon precursor apresentou 

basicamente as mesmas perdas de massa, gerando os íons produto que seguem 

resumidos na TABELA 4.12.  

Todos os desvios relativos para as massas acuradas em relação as massas 

exatas de cada íon, são encontrados nos próprios espectros de HRMS/MS, indicados 

acima de cada relação de massa (m/z). 

Devido à similaridade estrutural, as propostas para os mecanismos de 

fragmentação para as 2,8-clororugulovasinas A e B, cujos espectros de íons produto 

são visualizados na FIGURA 4.117 e FIGURA 4.119, serão representativas para os 

demais alcaloides. 
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FIGURA 4.118 - Ampliação da região de interesse do espectro de íons produto, 2,8-
diclororugulovasina A, ESI +, 25 eV 
  

 FIGURA 4.117 - Espectro de íons produto, 2,8-diclororugulovasina A, ESI +, 25 eV 
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FIGURA 4.119 - Espectro de íons produto, 2,8-diclororugulovasina B, ESI +, 25 eV 
 
 

FIGURA 4.120 - Ampliação da região de interesse do espectro de íons produto, 2,8-
diclororugulovasina B, ESI +, 25 eV 



Resultados e Discussão 

179 

 

Parte dos íons produtos encontrados nos espectros anteriores são 

justificados através das propostas mecanísticas descritas na FIGURA 4.121. Em um 

primeiro passo, assumiram-se dois possíveis caminhos de fragmentação inicial, 

pontuados por a e b. Ambos apresentam como ponto de partida a delocalização 

eletrônica oriunda dos pares de elétrons do oxigênio carboxílico, levando à abertura 

do anel lactônico.  

 

 

FIGURA 4.121 - Mecanismos de fragmentação sugeridos para rugulovasinas e seus 
derivados halogenados 
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TABELA 4.12 - Resumo dos íons produtos para rugulovasinas e seus derivados 
obtidos em experimento de HRMS/MS 
 

 

 

 No caso do isômero A, a rota representada por a1, origina o íon de pico 

base m/z 319,0398 através da perda da unidade de água. A saída sequencial de uma 

unidade de CO é favorecida pela formação do sistema amino pentacíclico, que fornece 

o íon m/z 291,0448 (passo a2). O fechamento de um anel amino de quatro membros 

também é sugerido alternativamente ao mecanismo anterior para o íon m/z 319,0398 

através de a3, gerando um grupamento ceteno como substituinte para o íon em 

questão. 

 Embora a ocorrência de formas radicalares seja menos frequente no 

modo de ionização por ESI, estas são plausíveis no mecanismo de fragmentação das 

rugulovasinas e seus derivados. Em decorrência da saída do radical ceteno em a4, o 

íon m/z 264,0214 é favorecido, sendo detectado.  

Alternativamente, a delocalização eletrônica proveniente do átomo de oxigênio 

localizado no grupo ceteno, pode ser favorecida para a estabilização do nitrogênio 

carregado positivamente, orientando o passo assinalado por a5. Consequentemente, 

uma nova delocalização eletrônica no sistema pode ocorrer, porém iniciada a partir do 

nitrogênio indólico, assistindo a detecção do íon m/z 251,0135 pela saída 

concomitante de uma molécula de CO e do fragmento neutro metilacetileno. 

No passo mecanístico b, a delocalização eletrônica a partir novamente 

do oxigênio carboxílico, é assistida pela saída do grupo metil amina formando a porção 

epoxidada. A formação do epóxido que culminou na abertura do anel espiro, é seguida 

pela saída de uma molécula de CO (b1). Esta saída, por sua vez, é garantida pela 

Compound [M+H]+ [M+H-

H2O]+ 

[M+H-

CH2O2]+ 

[M+H-

CH5N]+ 

[M+H-

C2H5ON]+ 

[M+H- 

C3H5O2]+ 

[M+H- 

C4H6O2]+ 

Rugulovasin A 269,1284 251,1179 223,1220 238,0863 210,0913 196,0995 183,0917 

Rugulovasin B 269,1284 251,1179 223,1230 238,0863 210,0913 196,0995 183,0916 

8-clororuhulovasine A 303,0894 285,0789 257,0840 272,0472 244,0523 230,0604 217,0526 

8-clororuhulovasine B 303,0894 285,0788 257,0839 272,0472 244,0523 230,0604 217,0526 

2,8-diclororuhulovasine A 337,0503 319,0398 291,0448 306,0081 278,0132 264,0214 251,0135 

2,8-diclororuhulovasine B 337,0501 319,0396 291,0446 306,0081 278,0129 264,0211 251,0133 

8-bromorugulovasine A 347,0388 329,0283 301,0334 315,9966 288,0017 274,0099 261,0021 

8-bromorugulovasine B 347,0387 329,0283 301,0333 315,9966 288,0016 274,0099 261,0021 
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delocalização eletrônica proveniente dos pares de elétrons do nitrogênio indólico para 

a estabilização do sistema, formando o anel oxidado de cinco membros.  

 Ainda de acordo com os dados obtidos nos espectros de HRMS/MS das 

novas rugulovasinas dicloradas, foi observada uma perda de massa a partir do íon 

pseudomolecular, correspondente a 36 unidades de massa, gerando o íon produto 

m/z 301,0501. Tal perda representa a saída de HCl e formação do carbocátion 

terciário, justificando o posicionamento do átomo de cloro no anel indólico dos novos 

alcaloides produzidos por T. rugulosus como pode ser verificado FIGURA 4.122. Após 

a saída de HCl, a detecção dos demais íons é favorecida por perdas sequenciais de 

água e CO respectivamente, gerando a espécie representada pelo anel pirrólico m/z 

255,0681.  

 

 

 

 

 

  

 
FIGURA 4.122 - Proposta para o mecanismo de fragmentação das 

2,8-diclororugulovasina A e B 
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            FIGURA 4.123 - Espectro de íons produto, rugulovasina A, ESI +, 25 eV 

 

 

 

              FIGURA 4.124 - Espectro de íons produto, rugulovasina B, ESI +, 25 eV 
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          FIGURA 4.125 - Espectro de íons produto, 8-clororugulovasina A, ESI +, 25 eV 
 
 

 

FIGURA 4.126 - Ampliação da região de interesse do espectro de íons produto, 8-
clororugulovasina A, ESI +, 25 eV 
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        FIGURA 4.127 - Espectro de íons produto, 8-clororugulovasina B, ESI +, 25 eV  

 

 

 

FIGURA 4.128 - Ampliação da região de interesse do espectro de íons produto, 8-
clororugulovasina B, ESI +, 25 eV 
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Nas bases das informações geradas pelo estudo de fragmentação, foi 

possível sugerir que os compostos bromados produzidos pelo endófito estudado 

seguem a mesma configuração estrutural das 8-clororugulovasinas. Além do mesmo 

esqueleto ergot, o posicionamento do halogênio é pontuado no mesmo núcleo 

carbônico, ou seja, no carbono sp2 aromático localizado em C-8.  

A confirmação de tal sugestão é fornecida pelos íons produtos 

encontrados em correspondência entre os espectros obtidos das 8-clororugulovasinas 

(FIGURA 4.125 à FIGURA 4.128) e dos compostos bromados (FIGURA 4.129 à 

FIGURA 4.132). Todos os íons correlacionados à perda do halogênio ligado ao núcleo 

C-8 são resumidos na TABELA 4.13. 

  

 

 

      FIGURA 4.129 - Espectro de íons produto, 8-bromorugulovasina A, ESI +, 25 eV 
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   FIGURA 4.131 - Espectro de íons produto, 8-bromorugulovasina B, ESI +, 25 eV 
 
 

 FIGURA 4.130 - Ampliação da região de interesse do espectro de íons produto, 8-
bromorugulovasina A, ESI +, 25 eV 
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FIGURA 4.132 - Ampliação da região de interesse do espectro de íons produto, 8-
bromorugulovasina B, ESI +, 25 eV 

 

Um dos possíveis mecanismos para justificar o átomo de bromo como 

substituinte no núcleo C-8 é sugerido pela protonação da ligação dupla onde localiza-

se o halogênio assistida pela delocalização eletrônica dos pares de elétrons do 

heteroátomo indólico. O reestabelecimento do sistema aromático é conduzido pela 

perda de HBr como mostra o mecanismo proposto na FIGURA 4.133. 

 

 

 

 

  

FIGURA 4.133 - Mecanismo de fragmentação proposto para alcaloides 
monohalogenados produzidos por T. rugulosus 
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 Um outro ponto relevante quanto aos dados de fragmentação obtidos 

para todas as rugulovasinas e derivados produzidas por T. rugulosus foi o 

aparecimento do íon de relação m/z 140 apenas para os isômeros B, conforme pode 

ser visualizado nos correspondentes espectros de íons produtos destes compostos. 

 Tais íons podem ser justificados através de um mecanismo do tipo “retro 

Diels-Alder (RDA)”, que ocorre diretamente a partir do íon pseudomolecular 

protonado, levando à perda da porção correspondente à amina livre destes alcaloides 

(FIGURA 4.134). Possivelmente a configuração espacial qua é assumida pelos 

congêneros B das rugulovasinas em questão levam ao favorecimento deste tipo de 

rearranjo em detrimento às formas isoméricas A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 4.13 - Massas acuradas e respectivos desvios referentes a alguns íons 
produtos visualizados nos espectros de HRMS/MS das rugulovasinas e derivados 
halogenados  

Composto [M + H – 

produto de 

RDA]+ 

[M +H- H2O - X]+ [M+H-X]+ [M+H-HX]+ 

rugulovasine A - - - - 

rugulovasine B 140.0706 

(-0.3 ppm) 

- - - 

8-clororuhulovasine A, X = Cl - 250,1100 

 (-0,2 ppm) 

268,1208 

(-0,5 ppm) 

267,1127 

 (-0,5 ppm) 

8-clororuhulovasine B, X = Cl 140,0705 

(-0,8 ppm) 

250,1099 

 (-0,6 ppm) 

268,1205 

(-0,5 ppm) 

267,1122 

(-0,5 ppm) 

2,8-diclororuhulovasine A, X = Cl - 284,0709 

(-0,7 ppm) 

302,0814 

(-0,7 ppm) 

301,0736 

(-0,7 ppm) 

2,8-diclororuhulovasine B,  X = Cl 140,0703 

(-1,9 ppm) 

284,0706 

(-1,5 ppm) 

302,0812 

(-1,5 ppm) 

301,0734 

(-1,4 ppm) 

8-bromorugulovasine A,  X = Br - 250,1101 

 (-0,4 ppm) 

268,1205 

(-0,3 ppm) 

267,1128 

 (-0,2 ppm) 

8-bromorugulovasine B,  X = Br 140,0705 

(-0,7 ppm) 

250,1099 

 (-0,6 ppm) 

268,1206 

(-0,4 ppm) 

267,1128 

 (-0,5 ppm) 

FIGURA 4.134 - Mecanismo de fragmentação proposto 
para justificativa do íon m/z 140 
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 Rugulovasinas são alcaloides do tipo ergot derivados de um pequeno 

grupo de compostos derivados do aminoácido triptofano prenilado no carbono C-4, 

produzidos usualmente por espécies de Penicillium e Aspergillus, e também, 

reconhecidos por sua alta toxicidade (SCHARDL et al., 2006, LIRAS et al., 2011). 

 Elas também são conhecidas por conter a unidade espirolactônica única 

dentre os alcaloides ergot, tendo sido até hoje, isoladas na forma de racemato, devido 

a provável interconversão através de aquecimento. Na literatura é hipotetizado que as 

rugulovasinas A e B, bem como seus análogos monoclorados se interconvertem 

através de intermediários aquirais. A ciclização do intermediário, fornece a mistura 

racêmica das rugulovasinas através de uma reação de Mannich tipo vinílica. (LIRAS 

et al., 2001; ZHANG et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 As 8-clororugulovasinas A e B produzidas por P. islandicum foram 

relatadas pela primeira vez por COLE (1976 a), sendo esta a primeira e única 

ocorrência de uma rugulovasina halogenada. Portanto o isolamento das 2, 8- 

diclororugulovasinas bem como a detecção das 8-bromorugulovasinas são os únicos 

representantes halogenados desta classe de alcaloides encontrados até o momento 

após a descoberta de COLE (1976 a).  

Por vezes no passado, compostos organohalogenados eram 

considerados artefatos, porém, o número de estudos vinculados a este tipo de 

metabólito, já considerados naturalmente biossintetizados, cresce vertiginosamente 

(atualmente por volta de 5.000 compostos relatados). Desde que compostos 

nitrogenados representam uma excelente plataforma para biohalogenações, como por 

exemplo, precursores biossintéticos indólicos, tem-se que 25% de metabólitos 

halogenados conhecidos sejam alcaloides. A produção destes compostos é 

 Rugulovasina B Rugulovasina A 

FIGURA 4.135 - Interconversão das rugulovasinas A e B (ZHANG et al., 2013) 
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particularmente destacada por se dar em grande parte dos casos, em ambientes 

marinhos, provavelmente devido a alta disponibilidade de átomos de halogênios 

(GRIBBLE 2008). 

Neste sentido é interessante notar que no presente estudo, a espécie 

fúngica investigada é associada a um habitat terrestre, similarmente, às espécies 

produtoras das primeiras rugulovasinas cloradas relatadas na literatura.  

É evidente que o endófito de maçã possui um hábil sistema enzimático 

em incorporar halogênios em sítios específicos. O carbono C-8, originário da porção 

aromática do triptofano foi reconhecido como um dos pontos de halogenação 

preferencial, o que é ilustrado pela detecção das 8-cloro e bromorugulovasinas 

produzidas pelo fungo. Já o carbono sp2, referente à porção indólica, apresentou-se 

como o outro sítio preferencial de halogenação, porém sendo este exemplo 

encontrado menos frequentemente na literatura. 

 

 

4.3.4 - Estimativa e comparação do perfil da curva de produção das 
rugulovasinas cloradas e bromadas produzidas por T. rugulosus  
  

 Com a finalidade de comparação entre os efeitos dos ânions brometo e 

cloreto na produção das rugulovasinas halogenadas por T. rugulosus, uma estimativa 

do perfil da curva de produção destes compostos foi realizada durante um período de 

30 dias. Para tal proposta, conforme descrito na seção de procedimento experimental, 

foram utilizados os ácidos HBr e HCl apenas para a correção do pH do meio de cultura 

(BD). O procedimento de extração dos pontos avaliados, seguem descritos na seção 

experimental.  

 As análises foram realizadas em sistema de analisador de massas do 

tipo Orbitrap e os resultados estabelecidos pela medida das áreas das bandas de ECI 

correspondentes aos íons das rugulovasinas cloradas e bromadas.  Este parâmetro 

foi utilizado em moldes quantitativos em concordância à estabilidade e extatidão do 

sinal oferecidas pelo sistema utilizado (ZHANG, 2009).  

 Destaca-se que, para excluir possíveis efeitos de interconversão 

molecular entre os isômeros, e melhor visualização dos resultados, cada barra 

representa a soma dos resultados obtidos para o isômero A e B. 
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De acordo com os resultados visualizados nos gráficos das FIGURA 

4.136 e FIGURA 4.137, nota-se uma inversão na intensidade relativa de produção das 

rugulovasinas monocloradas e dicloradas quando compara-se a atuação dos dois 

ácidos. Ou seja, claramente há um aumento das moléculas dicloradas quando o íon 

brometo é utilizado no meio de crescimento fúngico, o que é notado pelo aumento das 
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FIGURA 4.136 - Gráfico para a curva estimada da produção de rugulovasinas 
halogenadas por T.rugulosus de acordo com o efeito de íons cloreto no meio de 

cultura 

-20000000

-10000000

0

10000000

20000000

30000000

40000000

50000000

60000000

70000000

80000000

90000000

3 6 10 15 21 25 30

In
te

n
si

d
ad

e 
re

la
ti

va
  á

re
a 

 d
a 

b
an

d
a 

 d
e 

 ío
n

s 
ex

tr
aí

d
o

s

Dias

Correção de pH com HBr

8-clororugulovasia A+B 2,8-clororugulovasina A+B

8-bromorugulovasina A+B

FIGURA 4.137 - Gráfico para a curva estimada da produção de rugulovasinas 
halogenadas por T.rugulosus de acordo com o efeito de íons brometo no meio de 
cultura 
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barras azuis correspondentes a estes alcaloides, no gráfico da FIGURA 4.137 em 

ralação ao gráfico ilustrado na FIGURA 4.136. 

 Este resultado obtido foi inesperado, na medida em que não é óbvia a 

correlação entre a adição de bromo no meio de cultura e a produção das 2,8-

diclororugulovasinas, até mesmo porque, rugulovasinas dibromadas não foram 

detectadas neste estudo. Talvez, possa ser hipotetizada uma espécie de competição 

entre os átomos durante o processo biossintético dos alcaloides monohalogenados, 

que poderia refletir indiretamente em um aumento relativo das 2,8 

diclororugulovasinas. Porém, são necessários estudos mais profundos quanto a 

expressão e atuação de potenciais halogenases presentes no genoma fúngico para o 

entendimento de tal resultado. 

 Diferentemente do que ocorre em sistemas procariotos, a halogenação 

do triptofano é uma reação não usual em fungos. É conhecido que as enzimas 

expressas em procariontes, denominadas halogenases dependente de FADH, são 

responsáveis por halogenações nos sítios C-6, C-7 e C-8 do triptofano (DONG et al., 

2005). Nos organismos eucarióticos há a mesma classe de enzimas, com alta 

similaridade àquelas encontradas em bactérias, mas não há especificidade tão 

restrita.  Por exemplo, um cluster biossintético do composto radicicol, que contém uma 

halogenase putativa (rdc2 ou radH) foi isolado a partir de vários fungos, que 

demonstraram capacidade de halogenação em diferentes posições de derivados 

desta lactona halogenada. Estas enzimas foram caracterizadas e mostraram atividade 

de halogenação em centros ricos em elétrons (WANG et al., 2008; ZHOU et al., 2010). 

Na biossíntese de sistemas derivados do triptofano, a entrada do 

halogênio decorre de uma substituição eletrofílica aromática. Na realidade, o 

mecanismo é iniciado pela oxidação do FADH2 pela atuação inicial da halogenase na 

presença de oxigênio. Na sequencia, os íons cloreto existentes também no meio 

reacional, sofrem oxidação, formando o ácido hipocloroso (HClO) e 

consequantemente havendo uma nova redução que regenera o FADH2. O ácido 

hipocloroso formado interage com o resíduo de lisina K79 e glutamato E346 da 

halogenase por ligações de hidrogênio. Neste ponto ocorre o ataque da dupla ligação 

aromática ao ácido hipocloroso, havendo a regeneração da enzima livre e a formação 

do triptofano halogenado. Pelo fato dos átomos de cloro e de bromo serem similares 

em reatividade, o comportamento para a biossíntese de compostos bromados com 

origem a partir do triptofano é o mesmo (CHEN & PÉE, 2008; FLECKS et al., 2008). 
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Triptofano Intermediário 

8- clorotriptofano 

FIGURA 4.138 - Mecanismo proposto para a halogenação do triptofano. Adaptado de 

FLECKS et al., 2008 e CHEN & PÉE, 2008 
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4.3.5 – Detecção de halogenase em T. rugulosus  

 

 Enzimas específicas de halogenação para os sítios C-8 e C-2 

respectivamente às porções derivadas do triptofano já são conhecidas e exploradas. 

Por exemplo, as enzimas RebH responsável por halogenações em núcleos C-8 e a 

CmdE em núcleos C-2, que proporcionam a biossíntese dos metabólitos secundários 

bacterianos rebecamicina e chondramida-D respectivamente (YEH et al., 2005; 

RACHID et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tendo como inspiração tais exemplos da literatura, buscou-se a 

confirmação da existência de enzimas halogenases presentes no endófito de maçã T. 

rugulosus através de ensaios específicos. Para tanto, foi estabelecida uma parceria 

com o aluno de doutorado do grupo LabioMMi, José Vinícius da Silva, juntamente ao 

grupo de pesquisa do doutor Karl-Heinz van Pée, da Universidade Técnica de 

Dresden-Alemanha, especialista em estudos de halogenases de micro-organismos. 

Os resultados obtidos serão detalhados a seguir. 

Comparações de dados publicados sobre sequencias de amino ácidos 

de halogenases produzidas por organismos eucarióticos permitiram a identificação de 

quatro regiões conservadas e adequadas para a construção de quatro primers 

degenerados de PCR. Usando tais primers em quatro combinações com o DNA 

genômico de T. rugulosus como template, um fragmento de aproximadamente 1.134 

kbp pôde ser amplificado em uma combinação de primers J5 e J7 (seção 3.11). O 

sequenciamento e análise do produto de PCR de 1.1 kbp mostrou identidade entre 35 

FIGURA 4.139 - Metabólitos secundários halogenados derivados do 

triptofano: chondramida D e rebecamicina 
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à 45% às halogenases descritas na literatura (base de dados NCBI) provenientes de 

organismos eucarióticos (FIGURA 4.140). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.140 - Resultado do blast referente ao fragmento obtido da PCR para 

T.rugulosus na detecção de halogenases   
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 O resultado de maior destaque foi a similaridade obtida com o 

alinhamento da sequência de aminoácidos do fungo referência Aspergillus oryzae, 

referente a enzima radH halogenase, como ilustra a figura a seguir: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar da porcentagem relativamente baixa da identidade obtida entre 

a halogenase radH e a sequencia de aminoácidos obtida para T.rugulosus, ainda sim, 

este resultado imprime um considerável indício para a existência de uma halogenase 

contida no genoma do fungo. 

 Aparentemente algumas regiões da sequência do fragmento de PCR 

mostraram possuir íntrons (regiões do DNA que não codificam para a síntese da 

proteína), podendo esta ser uma das razões para o baixo índice de similaridade. 

Entretando, a região GWXWXIPL destacada em linha vermelha na FIGURA 4.141, é 

B 
C 

A 

FIGURA 4.141 - Comparação da sequencia de aminoácidos da radH com o fragmento 

obtido da PCR; Indicações: a) Sequência de aminoácidos referente a halogenase do 

organismo padrão “Aspergillus oryzae RIB40”; b) Resultado do blast do fragmento de PCR 

obtido no estudo mostrando a amplificação de parte do gene que codifica a halogenase; 

C) Sequência de aminoácidos referente ao fragmento de PCR obtido no estudo do 

organismo T.rugulosus 
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específica para a confirmação de enzimas halogenases, sendo uma região 

conservada para todas as halogenases dependentes de FADH2 (ZEHNER et al., 

2005). 

Outro ponto que deve ser destacado trata-se de que com este estudo 

preliminar, não se pode inferir que as halogenaações nos sítios C-2 e C-8 decorram 

da atividade de uma mesma enzima, ou talvez de duas diferentes halogenases. 

Contudo, os resultados descritos mostram que a halogenação dos 

derivados biossintéticos das rugulovasina A e B, podem potencialmente ocorrer 

através de um processo enzimático.  Após a detecção do fragmento amplificado 

explicitado anteriormente, os próximos passos deste estudo serão o isolamento e o 

teste de atividade da enzima halogenase, visando a comprovação do processo 

enzimático de halogenação. 
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4.4 - Aplicação da abordagem OSMAC: co-cultivo entre espécies 
fúngicas 
 

Vias bioquímicas de indução e regulação do metabolismo secundário 

microbiano são estratégias cada vez mais utilizadas para a exploração e 

descobrimento de novos metabólitos secundários. A prática do co-cultivo de micro-

organismos, uma vertente da abordagem OSMAC, pode funcionar como uma dessas 

vias, na medida em que a competição entre micro-organismos pode levá-los a produzir 

substâncias antes não biossintetizadas no ambiente antes não perturbado.  

Neste sentido, a aplicação de tal estratégia no presente trabalho, visou 

a descoberta de novos metabólitos secundários a partir do co-cultivo entre os fungos 

isolados dos frutos de maçã e goiaba em diferentes meios de cultura. Considerando-

se a aleatoriedade e o aumento da probabilidade em se obter respostas positivas na 

execução desta proposta, também foram submetidos a experimentos de co-cultivo 

com as espécies isoladas dos frutos comestíveis, outras espécies fúngicas 

pertencentes à coleção microbiana LaBioMMi, como por exemplo, as espécies 

Penicillium brasilianum, Penicillium  digitattum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

FIGURA 4.142 - Alguns co-cultivos realizados entre as espécies isoladas de 

maçã e goiaba em difetentes meios de cultura 
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 Em todos os cruzamentos realizados, as amostras analisadas foram 

correspondentes às zonas de interface (região B e C) e de maior distanciamento entre 

os fungos (região A e D) como ilustrado na seção 3.9.4.1.   

Com relação ao experimento com os endófitos de maçã e goiaba, 

embora tenha-se notado algumas diferenciações morfológicas em comparação aos 

respectivos controles, não foram detectados metabólitos produzidos exclusivamente 

pela realização do experimento durante o screening metabólico. Novamente o que 

observou-se, foi a intensificação da produção de alguns metabólitos perante outros, 

quando comparadas as intensidades relativas destes compostos nos cromatogramas 

de UV e BPC adquiridos. 

 Em contrapartida, estudos preliminares realizados através das técnicas 

hifenadas LC-MS, apontaram interessantes resultados frente a investigação dos 

micro-extratos do endófito de goiaba Setophoma sp. e P. brasilianum em meio de 

cultura PDA, como será descrito na seção seguir. 

 

4.4.1 - Experimento de co-cultivo de Setophoma sp. e P. brasilianum 
 

 O co-cultivo das espécies Setophoma sp. e P. brasilianum teve como 

principal inspiração a possibilidade da indução de meroterpenos modificados. Isto 

porque o endófito da goiaba, como já demonstrado, é um hábil produtor de depsídeos, 

que apresentam o ácido orselínico como precursor. O ácido orselínico por sua vez, 

parece também estar relacionado à rota biossintética de meroterpenos, que são 

comumente produzidos por P.brasilianum (FILL et al., 2007). 

Como mencionado anteriormente, as análises dos micro-extratos 

obtidos a partir da cultura mista de Setophoma sp. e P. brasilianum, bem como dos 

respectivos controles (crescimento de cada espécie separadamente uma da outra) 

foram realizados via técnica de LC-MS. Conforme descrito, a região de interface de 

crescimento entre os fungos foi utilizada para a obtenção dos micro-extratos de co-

cultura, porém, neste caso em específico, as zonas B e C foram reunidas e extraídas 

de modo conjunto. Os micro-extratos controles foram obtidos através do crescimento 

axênico dos fungos. 
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 Como mostra a FIGURA 4.143, o crescimento concomitante dos fungos 

causou uma retração do fungo P. brasilianum frente ao endófito Setophoma sp. Em 

primeira instância, esta resposta foi considerada como um indicativo a uma potencial 

indução metabólica por parte do endófito de goiaba. Ou seja, considerou-se a hipótese 

de que em resposta à presença do outro micro-organismo o fungo Setophoma sp., 

pudesse estar produzindo metabólitos de ação inibitória ao crescimento de P. 

brasilianum. 

A avaliação preliminar do cromatograma de DAD referente ao co-cultivo 

microbiano, evidenciou o aparecimento de duas bandas cromatográficas em cerca de 

20 minutos em tempo de eluição, aparentemente inexistentes nos cromatogramas dos 

extratos controles para cada espécie fúngica FIGURA 4.144. Portanto, este dado 

corroborou para a sugestão quanto a potencialidade de indução metabólica de 

compostos antes não produzidos pelos micro-organismos quando em monocultura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.143 - Co-cultivo de P.brasilianum e Setophoma sp. Região 
indicada referente à micro-extração realizada 
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Para a certificação deste resultado, realizou-se o experimento de full scan para 

verificação das massas relativas às bandas cromatográficas. As relações de massa 

nominal encontradas foram respectivamente m/z 367 e 351 para os íons 

pseudomoleculares no modo negativo de ionização, em 20 e 23 minutos no 

cromatograma avaliado. 

Com o processamento do cromatograma de íons extraídos ECI para m/z 367 e 

351, constatou-se novamente a ausência destes íons em ambos os controles 

fúngicos, sendo que a detecção de ambos ocorreu apenas no extrato de co-cultivo 

entre as espécies (FIGURA 4.145). Porém cabe aqui ressaltar que para íon m/z 351, 

foram notadas duas bandas cromatográficas inerentes a este valor de massa 

(FIGURA 4.146). Sendo assim, pôde-se inferir a possibilidade quanto à produção de 

possíveis isômeros pelo fungo Setophoma sp. com relação ao mencionado íon.  
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 Os experimentos de íons produtos para o íon m/z 367 e m/z 351 (foi escolhido 

apenas o provável isômero de maior intensidade relativa), mostraram similaridade no 

que se refere ao perfil de fragmentação, mostrando poucos fragmentos, cuja 

ocorrência se dá por duas perdas consecutivas de unidades de água. O uso de 
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FIGURA 4.145 - Cromatogramas de ECI para m/z 367 dos micro-extratos de a) P. 
brasilianum; b)Setophoma sp.; c) co-cultivo entre a duas espécies. Método E 

FIGURA 4.146 - Cromatogramas de ECI para m/z 351 dos micro-extratos de a) 
P. brasilianum; b)Setophoma sp.; c) co-cultivo entre a duas espécies. Método E 
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maiores energias de fragmentação, geraram espectros não factíveis à interpretação 

pelo excesso de ruído. 

  Outra similaridade entre ambos tratou-se do perfil do espectro de UV, abrangendo 

máximos de absorção em cerca de 260 e 350 nm. Tais informações trouxeram 

portanto indicativos de que tais metabólitos pertenciam a de uma mesma classe de 

compostos (FIGURA 4.147 e FIGURA 4.148). 
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FIGURA 4.148 - Espectro de íons produto para m/z 351. Em destaque, espectro 
de UV do metabólito detectado, 30 eV 



Resultados e Discussão 

204 

 

 Objetivando-se a identificação dos metabólitos detectados, foi realizado 

o escalonamento do co-cultivo em questão como descrito no item 3.9.4.2 com 

posterior procedimento de isolamento dos compostos alvo. No entanto, apenas um 

dos metabólitos de massa nominal m/z 351 foi completamente purificado para 

determinação estrutural. 

 A identificação do composto isolado foi realizada através de 

experimentos de RMN em 1D e 2D.  Como pode ser visualizado na FIGURA 4.149, o 

espectro de RMN de 1H traz o aparecimento de dois dubletos na região típica de 

núcleos aromáticos. Um multipleto na região de δH 4,75, relacionado a prováveis 

núcleos ligados a carbono carbinólico, um dubleto alargado integrando para um próton 

em cerca de δH 3,69 e dois duplos dubletos em δH 3,04 e δH 3,08, com integração de 

para um próton cada um, também foram detectados. No espectro de RMN 1H realizado 

em CDCl3, houve o aparecimento de sinal típico de hiroxila em ligação de hidrogênio 

em δH 11,97 (FIGURA 4.150). 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.149 - Espectro de RMN de 1H do metabólito isolado a partir do 
co-cultivo de Setophoma sp. e P.brasilianum (CD3OD, 400MHz) 
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Através de tais informações, foram contabilizados apenas seis núcleos 

de hidrogênio para a molécula. Relacionando-se com sua massa molecular obtida 

através dos experimentos de MS, ou seja, 352 Da, inferiu-se a propável caracterização 

de uma molécula extremamente simétrica. Corroborando com tal inferência, o 

espectro de RMN de 13C mostrou o aparecimento de apenas dez núcleos de carbono 

(FIGURA 4.151). 

Pelos sinais característicos, atribuiu-se um sinal de carbono carbonílico 

em δC 204,3, bem como 6 carbonos em região típica de carbonos de hibridização sp2, 

entre δC 116,0 e δC 144,0, destacando-se o núcleo de δC 161,3, característico de 

núcleo ligado a hidroxila fenólica. 

 

 

FIGURA 4.150 - Espectro de RMN de 1H e ampliações das regiões de interesse, do 
metabólito isolado a partir do co-cultivo de Setophoma sp. e P.brasilianum (CDCl3, 
400MHz) 
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A existência de um carbono carbinólico em δC 68,8 e de carbonos de 

hibridização sp3 também foi encontrada pela análise do espectro de acordo com os 

deslocamentos visualizados em δC 46,0 e δC 48,0. O experimento de DEPT 135o 

sinalizou a exitência de apenas uma unidade metilênica na estrutura molecular, de 

acordo com o espectro exibido na FIGURA 4.152. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.151 - Espectro de RMN de 13C do metabólito isolado a partir do co-
cultivo de Setophoma sp. e P.brasilianum (CD3OD, 400MHz) 

 

 

FIGURA 4.152 - Espectro de DEPT referente à perilenequinona isolada 
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Os sinais observados no espectro de COSY (FIGURA 4.153) retrataram 

o acoplamento entre os núcleos aromáticos δH 6,06 e δH 8,03, e entre o próton oxi-

metínico em δH 4,79 com δH 3,69, e metilênicos em 3,04/3,08. 

Com tais informações espectroscópicas inferiu-se que parte da estrutura 

apresentava um anel aromático fundido a pelo menos mais dois anéis saturados. O 

experimento de HMBC mostrou correlações à longa distância do núcleo H-6 em δH 

8.03 com os carbonos C(4), C(5) e C(12b), do núcleo H-5 em  δH 6,06 com os carbonos 

C(4), C(3a) e C(3a), assim como dos hidrogênios H-2a/2b em δ 3,08/3,04 aos 

carbonos C(1), C(3) e C(3a). Por fim, detectou-se também a correlação entre o núcleo 

H-12b em δH 3.69 com os carbonos C(1), C(6a) e C(12c). Todas as correlações 

observadas nos mapas de contorno do experimento de HMBC são exibidas na 

FIGURA 4.154.  

 

 
FIGURA 4.153 - Espectro de COSY da substância isolada (CD3OD, 400 MHz) e 

correlações observadas entre os núcleos de hidrogênio 
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FIGURA 4.154 - Espectro de HMBC da substância isolada (CD3OD, 400 MHz) e 
correlações a longa distância observadas entre os núcleos de hidrogênio e carbono 

 

Tendo em vista o pouco número de sinais de RMN de 1H e 13C nos 

respectivos espectros e o valor de massa molecular do metabólito isolado, ou seja, 

352 Da, novamente acreditou-se tratar de uma estrutura extremamente simétrica. Na 

verdade, os sinais visualizados nos espectros de RMN de 1D e 2D, estariam 

representando cada um, o dobro do número de núcleos de hidrogênio e carbono.  

De acordo com a simetria encontrada, as correlações a longa distância 

dos núcleos constituintes da outra porção da molécula, são as mesmas quando 

comparadas à primeira parte (FIGURA 4.154) Isto porque, sendo a disposição dos 

núcleos idêntica, torna-se o ambiente químico em torno dos núcleos também 

idênticos. Contudo, a atribuição dos sinais detalhados anteriormente, levou à 

identidicação da estrutura de uma perilenequinona conhecida, o estenfiperilenol. Os 

sinais detectados apresentaram-se de acordo com os sinais descritos na literatura 

(ARNONE et al., 1986) para a substância em questão como mostra a TABELA 4.14.  

Anteriormente, na seção descritiva a respeito do screening metabólico 

do fungo Setophoma sp., tal perilenequinona havia sido referenciada do processo de 

derreplicação. Através do isolamento e caracterização deste metabólito, confirmou-se 

portanto a sugestão gerada pelo processo investigativo anterior. 
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TABELA 4.14 - Dados de RMN de 1H e HMBC para o estenfiperilenol isolado e dados 
de RMN de 1H para estenfiperilenol relatado na literatura 

Posição Estenfiperilenol Isolado Estenfiperilenol 

literatura (ARNONE et al., 1986) 

 δ(C) a) δ(H)a); (mult, nH); J (Hz) HMBCa) δ(C) a) δ(H)a); (mult, nH); J (Hz) 

1 68,6 4,79(m, 1H) - 68,3 4,76 (m) 

2a 48,0 3,04 (dd,1H); 

12,08/12,08 

C(1), C(3), C(3a) 47,8 3,07 (dd) 

2b  3,08 (dd, 1H); 4,9/4,9 

 

  3,17 (dd) 

3 204,3 - - 204,0 - 

3a 116,1 - - 115,9 - 

4 161,3 - - 161,0 - 

5 115,9 6,06 (d,1H) C(4), C(3a), C(6a) 115,5 6,81 (d) 

6 135,6 8,03 (d,1H) C(4), C(5), C(12b) 135,6 8,14 (d) 

6a 131,2 - - 130,9  

6b 46,0 3,69 (dl, 1H); 8,8 C(7), C(9b), 

C(12a) 

46,0 3,75 (d) 

7 68,6 4,79 (m, 1H) - 68,3 4,76 (m) 

8a 48,0 3,04 (dd,1H); 

12,08/12,08 

C(7), C(9), C(9a) 47,8 3,07 (dd) 

8b  3,08 (dd, 1H); 4,9/4,9 

 

-  3,17 (dd) 

9 204,3 - - 204,0 - 

9a 116,1 - - 115,9 - 

9b 144,0 - - 143,7 - 

11 115,9 6,06(d,1H) C(10), C(9a), 

C(12a) 

115,5 6,81 (d) 

12 135,6 8,03(d,1H) C(10), C(11), 

C(6b) 

135,6 8,14 (d) 

12a 131,2 - - 130,9  

12b 46,0 3,69 (dl, 1H); 8,8 C(1), C(12c), 

C(6a) 

46,0 3,75 

12c 144,0 - - 143,7 4,76 

HO-C(4)b) 161,3 11,97(s) - 161,0 12,09 

HO-

C(10)b) 

161,3 11,97(s) - 161,0 12,09 

 
 

a)CD3OD,  b)CDCl3 

δ= deslocamento químico; mult.=multiplicidade;  nH= número de núcleos; J= constante de acoplamento; 

m=multipleto, d=dubleto;dl=dubleto largo; dd= duplo dubleto 
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Neste ponto cabe ressaltar um caso de contrariedade nos resultados 

apresentados: a perilenequinona em questão havia sido detectada no processo de 

derreplicação de metabólitos produzidos por Setophoma sp. em monocultura, porém 

nos controles deste fungo (igualmente em monocultura) no experimento de co-cultivo 

com P. brasilianum, não houve a detecção deste composto.  

A explicação para este resultado deve-se provavelmente ao fato de que 

todo o processo descrito anteriormente para a avaliação do co-cultivo entre 

Setophoma sp. e P. brasilianum foi realizado através da técnica de espectrometria de 

massas de baixa resolução (MS), no analisador do tipo triplo quadrupolo.  Entretanto, 

as análises de screening metabólico foram realizadas em instrumento de analisador 

de massas de alta resolução, do tipo Q-TOF. Além da alta resolução e exatidão nas 

análises dos analitos alvo, oferece considerável sensibilidade ao processo 

investigativo. 

Para a constatação de que a não detecção do estenfiperilenol no 

experimento de co-cultivo tratava-se de um problema de sensibilidade, as triplicatas 

do experimento foram re-analisados em equipamento de alta resolução, agora no 

analisador tipo Orbitrap.  

FIGURA 4.155 - Estrutura da perilenequinona isolada a partir do co-cultivo 
entre os fungos Setophoma sp. e P.brasilianum 
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FIGURA 4.156 - Cromatogramas de ECI para m/z 351,0870 referentes ao experimento 
de co-cultivo investigados através de dados de HRMS. Em destaque espectros de full 
scan das bandas cromatográficas indicadas. Método B 

 

De fato, através do processamento do espectro de EIC para a massa 

monoisotópica exata do estenfiperilenol, no modo negativo de ionização (C20H15O6 = 

[M-H]– = 351.0868 Da), foi possível verificar a detecção do metabólito tanto no 

cromatograma referente ao experimento de co-cultivo, quanto no extrato de 

Setophoma sp. (FIGURA 4.156).  

Contudo, tal observação não inviabilizou os resultados obtidos 

anteriormente. Isto porque, mesmo que detectado no extrato controle do micro-

organismo, se bem observado, o estenfiperilenol apresentou um aparente aumento 

no que se refere à intensidade da banda cromatográfica correspondente. Se 

comparados, o controle do fungo ao extrato de co-cultivo, é possível observar o 

aumento relativamente maior da intensidade deste metabólito em 4 min em relação 

ao potencial isômero em 2,5 min quando há a cultura mista (FIGURA 4.157). Em 

outras palavras, os dados obtidos indicaram a afirmativa para um aumento na 
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produção das perilenequinonas produzidas pelo fungo, em especial o isômero de 

maior retenção cromatográfica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Neste ponto cabe mencionar que para a identificação de qual banda era 

inerente ao estenfiperilenol, uma análise nas mesmas condições instrumentais foi 

realizada com o extrato controle de Setophoma sp. e a molécula isolada. O 

processamento do cromatograma de ECI do íon m/z 351,0870 confirmou que o 

metabólito cuja produção parecia ser intensificada ao se realizar o co-cultivo tratava-

se extamente do composto isolado, ou seja, o estenfiperilenol (FIGURA 4.158). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

FIGURA 4.157 - Cromatogramas de ECI para o íon de m/z 351,0868 referentes aos 
extratos indicados. Destaque para a proporção entre as intensidades das bandas 
dos potenciais isômeros. Método B 

FIGURA 4.158 - Comparação entre o cromatograma de ECI para m/z 351 de: a) metabólito 
isolado (estenfiperilenol) b) Micro-extrato controle de Setophoma sp., Método B 
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Para a confirmação da hipótese quanto ao aumento da produção da 

perilenequinona, um experimento de caráter mais quantitativo foi proposto para a 

verificação da indução da biossíntese do estenfiperilenol quando a cultura mista é 

praticada. Neste experimento, além do fungo P. brasilianum, o patógeno P. digitatum 

isolado de laranja e o endófito de maçã, T. rugulosus também foram utilizados durante 

a investigação.  

Como descrito na seção de procedimentos experimentais, os co-cultivos 

e seus respectivos controles foram realizados em meio de cultura PDA e MEA, e as 

extrações foram realizadas utilizando-se a totalidade do conteúdo das placas de Petri 

(item 3.9.4.2). 

 

FIGURA 4.159 - Co-cultivos entre o fungo Setophoma sp. e as espécies indicadas em 
meios MEA e PDA respectivamente. Em destaque, ampliação dos cultivos em meio 
PDA 
 

 Foi interessante notar uma diminuição na esporulação dos fungos do 

gênero Penicillium na zona de contato com o fungo Setophoma sp. (FIGURA 4.159), 

evidenciando mais uma vez, uma possível ação inibitória do endófito de goiaba frente 

aos fungos Penicillium.  

Já para o endófito de maçã T. rugulosus, não há aparente retração ou 

diminuição de esporulação na zona de interface com Setophoma sp. (T. rugulosus 

usualmente apresenta menor taxa de crescimento em relação a outros fungos, sendo 
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assim seu menor halo de crescimento foi considerado normal, em concordância ao 

respectivo controle). 

Com inspiração neste resultado preliminar, anteriormente às análises 

dos extratos mencionados (análise semi-quantitativa da indução de estenfiperilenol), 

foi executada a contagem de esporos nas regiões de crescimento C e D dos fungos 

Penicillium, conforme o procedimento detalhado no item 3.9.4.1. Com isto, visou-se a 

confirmação da diminuição da esporulção fúngica pela interação destas espécies com 

o endófito Setophoma sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados exibidos na TABELA 4.15 para a contagem realizada, 

ilustram que de fato, as unidades germinativas das espécies de Penicillium diminuiram 

na zona de contato com o endófito de goiaba, tendo em vista as médias obtidas para 

o número de esporos produzidos na região C e D.  

Para o fungo P. brasilianum, a esporulação é cerca de 11 vezes menor 

no lado de interação direta com Setophoma sp. (1.4 x 107 unidades) em detrimento à 

região oposta de crescimento (16.5 x 107 unidades unidades). Já para o patógeno de 

laranja, P. digitatum, esta proporção é menos evidente, porém, ainda sim, confirma-

se uma diminuição de unidades germinativas de cerca de 2.4 vezes em relação ao 

crescimento fúngico na zona D. 

 

 

 

FIGURA 4.160 - Indicação das regiões de medição de esporulação dos fungos do 
gênero Penicillium quando em co-cultivo com Setophoma sp. em meio PDA 
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TABELA 4.15 - Contagem do número de esporos nas regiões de crescimento C e D 
(FIGURA 4.160) das espécies de Penicillium indicadas, após 7 dias de co-cultivo com 
o fungo Setophoma sp., em meio PDA 

  

Ainda no decorrer da investigação, um segundo experimento foi 

executado para a verificação da possibilidade de voláteis produzidos por Setophoma 

sp., serem responsáveis pelo efeito inibitório aparente dos demais fungos, e não 

metabólitos difundidos através do meio sólido. 

 Para tanto, a região do meio de cultura intermediária ao crescimento 

dos micro-organismos foi destacada desde o dia de inoculação dos mesmos. Através 

das imagens exibidas na FIGURA 4.161, não são observadas diferenças no 

crescimento dos micro-organismos quando em cultura mista em comparação aos 

respectivos controles, indicando que de fato, a retração quanto ao crescimento em co-

cultivo dos fungos do gênero Penicillium não se tratava da ação de voláteis, mas sim 

de compostos potencialmente produzidos no meio por Setophoma sp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 CONTAGEM DE ESPOROS (107 unidades) 

Replicata P.brasilianum 

Região C 

P.brasilianum 

Região D 

P.digitatum 

Região C 

P.digitatum 

Região D 

1 1,8 17,6 2,1 6,7 

2 1,3 16,6 2,4 8,0 

3 1,6 15,1 2,6 7,7 

4 1,2 15,9 4,3 7,2 

5 1,1 15,3 3,1 6,7 

6 1,4 18,3 3,8 7,7 

Média 1,4 16,5 3,0 7,3 

Desvio Padrão 0,26 1,28 0,85 0,55 
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Finalmente, com embasamento nos resultados mencionados 

anteriormente, o experimento envolvendo a estimativa quanto a intensidade relativa 

de produção de metabólitos alvo (perilenequinonas) foi analizado. Devido a 

similaridade nas respostas adquiridas para as co-culturas em meio MEA e PDA, os 

resultados com o experimento em meio PDA será representativo para os dois casos. 

Novamente, foi executado como parâmetro comparativo as áreas das 

bandas de ECI para a massa exata m/z 351,0870 referente ao estenfiperilenol (AA= 

integração de área automática). Os valores médios de integração das áreas são 

indicados na própria figura (FIGURA 4.162). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.161 - Experimentos para a verificação da inibição das espécies de Penicillium 
indicadas por voláteis possivelmente produzidos por Setophoma sp., em meio PDA 
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b) 

a) 

Setophoma sp. 

Controle 

FIGURA 4.162 - a) Cromatogramas de ECI de m/z 351,0867 para as triplicatas do co-cultivos 
indicados; b) Cromatogramas de ECI de m/z 351,0867 para as replicatas do controle de 
Setophoma sp. Em destaque os valores médios das integrações das áreas das bandas 
detectadas. Método B 
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Pelos resultados dos cromatogramas de ECI, nota-se um significativo 

aumento das áreas relativas ao metabólito eluído em 4 minutos. Isto porque o 

experimento com P. brasilianum apresentou uma produção média do metabólito em 

questão em cerca de sete vezes mais intensa (AA = 59.078) em relação ao controle 

(AA = 7.791) (FIGURA 4.162). Já para P. digitatum, a área do íon correspondente 

resultou em um aumento de aproximadamente 3 vezes (AA = 24.894) em relação à 

área do experimento controle.  Já para T. rugulosus, em correspondência à aparente 

insensibilidade à co-cultura, não se observou o aumento relativo do metabólito em 

questão.  

Através dos mesmos dados, observou-se que o outro metabólito de 

massa nominal 351 (2,5 min), também apresentou um aparente aumento em sua 

produção no experimento com P. digitatum, porém bem menos intensificado. 

  Em resumo, com os resultados apresentados foi pertinente portanto 

inferir que, a perilenequinona altamente simétrica em termos estruturais, o 

estenfiperilenol, proporciona alguma ação inibitória em relação aos fungos do gênero 

Penicillium. O mesmo tipo de interação não é observado entre a co-cultura de seu 

produtor, o endófito Setophoma sp., com o endófito de maçã.  

Devido a tal resposta talvez seja pertinente sugerir que, pelo fato destas 

espécies estarem associadas a um mesmo tipo de habitat (os frutos), em um mesmo 

período de seu ciclo vital (endofítico), possivelmente estas espécies possam estar 

habituadas ao mesmo meio ambiente não evoluindo entre si de forma competitiva, 

sem a ativação da sistemática de defesa através de indução metabólica. 
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4.4.2 - Ensaio anfúngico para verificação da atividade do 
esfenfirilenol isolado de Setophoma sp. frente aos fungos P. 
brasilianum e P. digitatum 

 

 Tomando-se como inspiração os resultados explicitados até aqui, foi 

realizado um ensaio antifúngico para verificação deste tipo de atividade do 

estenfiperilenol frente aos fungos que manifestaram inibição de seu crescimento 

quando detectou-se o aumento deste metabólito no meio de cultura. 

 Na FIGURA 4.163 são ilustrados os resultados obtidos para o ensaio. As 

concentrações testadas de estenfiperilenol estão indicadas na figura, bem como os 

controles positivo e negativo utilizados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

As imagens mostram que para o fungo P. brasilianum, uma discreta 

inibição da esporulação é observada nas suas primeiras concentrações do policetídeo 

testado. Já para o patógeno de laranja, o fungo P. digitatum, a esporulação foi 

reduzida consideravelmente até a última concentração testada da perilenequinona, ou 

seja, 31.2 µg/mL. Estes resultados vêm ao encontro de constatações já relatadas a 

respeito da ação antifúngica de algumas perilenequinonas (XING et al., 2003), sendo 

tal propriedade possivelmente atribuída à capacidade destas moléculas em gerarem 

oxigênio radicalar em contato com luz ou algum sistema enzimático excitante 

específico (XING et al., 2003; MUROONEY, et al, 2012).    

FIGURA 4.163 - Ensaio antifúngico para teste de inibição do estenfiperilenol 
contra P. brasilianum e P.digitatum 
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 Buscas na literatura também mostraram que o estenfiperilenol já havia 

sido relatado como um produto de indução pela co-cultura entre os fungos Alternaria 

tenuissima e Nigrospora sphaerica, dois micro-organismos isolados como endófitos 

da planta Smallanthus sonchifolius (CHAGAS et al.,2013).  Neste estudo foi 

comprovada a ação antifúngica do estenfiperilenol produzido por Alternaria tenuissima 

frente ao outro fungo, e a não fitotoxicidade do policetídeo quando testado nas células 

vegetais do hospedeiro.  

 Embora o trabalho de CHAGAS (2013) tenha revelado pela primeira vez 

o aumento da produção do estenfiperilenol através de experimentos de co-cultura 

fúngica, estes dados não invalidam a investigação realizada nos experimentos com o 

fungo Setophoma sp.. Isto porque, diferentemente do caso já relatado na literatura, o 

presente estudo comprova a indução de perilenequinoas através da cultura mista 

entre fungos endofíticos (Setophoma sp. - frutos de goiaba; P. brasilianum - caule de 

Melia azedarach) e um patógeno (P. digitatum - laranja) isolados de diferentes 

hospedeiros. 

Nesse sentido, o trabalho contribui para o entendimento de que a 

produção deste grupo policetídico, especialmente do estenfiperilenol, pode estar 

vinculado a uma sistemática de defesa entre micro-organismos muito mais ampla, não 

restrita a interações entre fungos de um único habitat.  

 Embora atividades antimicrobianas (antifúngica e antiviral) (HUDSON et 

al., 1997; MUROONEY, et al, 2012) sejam atribuídas a alguns compostos da classe 

das perilenequinonas, efeitos mutagênicos também são correlacionados a alguns dos 

compostos deste grupo (STACK et. al., 1986), incluindo as altertoxinas I e II 

potencialmente produzidas por Setophoma sp. como sugerido anteriormente no 

estudo de seu screening metabólico.  

Portanto, a indução da produção de perilenequinonas, como por 

exemplo, o estenfiperilenol em frutos comestíveis pela possível interação entre a 

microbiota ali existente poderia ser sugerida, podendo representar um alvo a ser 

explorado futuramente em maior profundidade, na detecção desta classe metabólica 

em frutos de goiaba.   
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4.5 - Estudo de biotransformação de compostos endógenos de maçã 
pelo fungo T. rugulosus 
 

Biotransformações microbianas são ferramentas eficazes que consistem 

em hábeis sistemas enzimáticos para modificação química estrutural de compostos 

sintéticos, mas também muito comumente de produtos naturais (WANG et al., 2010) 

como açúcares, flavonóides, ácidos orgânicos, etc. Tendo em vista que produtos 

naturais incluídos nestes grupos de compostos também estão presentes na 

composição de frutos comestíveis, é pertinente explorar a capacidade de micro-

organismos isolados destes frutos em biotransformar tais substratos em meios de 

cultura artificial.  

A intenção desta proposta envolveu não somente verificação das 

transformações químicas propriamente ditas nos substratos (encontrados no habitat 

natural de tais micro-organismos), mas também o conhecimento da identidade dos 

produtos potencialmente gerados. Caso tais transformações sejam passíveis de 

ocorrer em meio artificial, seria relevante a detecção de tais produtos de 

biotranformação nos próprios frutos, já que estes, indiretamente ou diretamente 

estariam sendo incorporados à dieta humana pela ingestão dos frutos e seus 

derivados. 

  A maçã, por exemplo, contém em sua constituição química flavonóides 

e ácidos orgânicos como por exemplo ácido ascórbico, ácido clorogênico, phloretina, 

hesperidina, quercetina e rutina (GERHAUSER, 2008; AWAD et al., 2000; 

KAMMERER et al., 2011).Tendo em vista a possibilidade de transformações químicas 

desses compostos pelos micro-organismos, estes foram submetidos a ensaios 

preliminares para a verificação quanto a viabilidade de possíveis biotransformações 

pelos fungos isolados de maçã, ou seja, os fungos T. rugulosus, Epicoccum nigrum e 

C.cladosporioides.  
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Os extratos obtidos no estudo foram submetidos a análises via LC/DAD-

MS. O experimento foi realizado em triplicata, com pontos retirados em 7 dias 

conforme descrito no item 3.9.6. 

 De acordo com os resultados iniciais, verificou-se que nos extratos de 

Epicoccum nigrum e C.cladosporioides que todos os substratos ministrados 

apresentavam-se ainda no meio de cultura no ponto de extração. O processamento 

dos respectivos cromatogramas também não indicaram nenhum possível produto de 

biotransforamação e portanto tais micro-organismos não foram mais explorados no 

referido estudo. 

  Em contrapartida, para os extratos do fungo T. rugulosus, uma a análise 

preliminar envolvendo a -(-) epicatequina como substrato pareciam apontar indícios 

quanto a ocorrência de um possível produto biotransformação. A análise dos extratos 

de partição líquido-líquido com acetato de etila, apresenta a detecção de uma intensa 

banda cromatográfica em cerca de 28 minutos (FIGURA 4.165-b) para o experimento 

contendo o micro-organismo e a epicatequina. Claramente, nota-se a ausência de tal 

FIGURA 4.164 - Substratos administrados no experimento de 
biotransformação ao fungo T. rugulosus 
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banda tanto no controle fúngico, como no cromatograma relativo ao padrão do 

substrato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A avaliação do espectro de full scan da banda observada, no modo 

negativo de ionização, revelou o íon de massa nominal m/z 225, o que poderia ser 

considerado um primeiro indicativo de transformação na estrutura da epicatequina 

pelo fungo, já que a massa  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

b) 

c) 

a) 

FIGURA 4.165 - Cromatograma de DAD dos extratos referentes ao experimento de 

biotransformação do substrato epicatequina. Método D 

FIGURA 4.166 - Espectros de full scan e de UV a) da banda detectada no experimento 

de biotransformação da epicatequina; b) epicatequina padrão 

a) 

b) 
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Na sequência investigativa, os experimentos referentes aos demais 

substratos foram analisados, utilizando-se formiato de amônio para uma melhor 

resolução cromatográfica das bandas cromatográficas detectadas. 

Surpreendentemente, o resultado obtido foi o mesmo verificado no caso detalhado 

para a epicatequina. Como pode ser visualizado na FIGURA 4.167, notou-se o 

aparecimento de uma expressiva banda cromatográfica em relação aos demais 

metabólitos quando comparados os resultados refentes ao controle fúngico e dos 

demais cromatogramas de DAD.  

Para todos os substratos testados, o cromatograma de ECI relativo à m/z 

225 confirmou que de fato, o metabólito detectado tratava-se do mesmo composto 

visualizado anteriormente, devido a detecção da banda cromatográfica visualizada em 

17 minutos (FIGURA 4.168). 

Os resultados que serão apresentados nas figuras referem-se aos 

extratos de partição com acetato de etila. Os extratos metanólicos dos micélios 

apresentaram as mesmas respostas com relação aos extratos de partição, porém 

mostrando espectros e cromatogramas mais ruidosos. Por isso, apenas os primeiros 

serão ilustrados. 
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FIGURA 4.168 - Cromatogramas de ECI para m/z 225 referentes aos extratos do 

experimento de biotransformção indicados, método F 

 

FIGURA 4.167 - Cromatogramas de DAD obtidos para os extratos dos substratos 

indicados, método F 
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Com a avaliação dos cromatogramas foi possível verificar que o 

metabólito referente ao íon m/z 225, na verdade, tratava-se de um produto de indução 

metabólica e não de biotransformação. Isto porque os cromatogramas de UV e de ECI 

para m/z 225, correspondentes ao controle fúngico, mostram a detecção do metabólito 

alvo, que parece ser produzido em quantidades diminutas pelo fungo quando este não 

é submetido a ação dos substratos testados. Ou seja, a administração dos ácidos 

orgânicos e flavonoides junto ao meio de cultura induziram o aumento da produção 

deste metabólito. 

Em etapa posterior, houve a tentativa de isolamento do composto a partir 

dos extratos obtidos durante experimento com a - (-) epicatequina. Como o 

experimento foi realizado em pequena escala, tal metabólito foi isolado em baixa 

quantidade (100 µg), sendo que o espectro de RMN de 1H não foi passível de 

interpretação para determinação estrutural devido a baixa resolução de sinais obtida.  

Sendo assim, mais uma vez, optou-se pela abordagem da derreplicação 

via dados de HRMS como estratégia de identificação do metabólito. O micro-extrato 

de PDA de T. rugulosus e o metabólito isolado foram submetidos à análise de HRMS 

e consultas ao banco AntiBase2012.  

O espectro de full scan obtido para o composto alvo indicou a massa acuradada de 

225,0771 no modo negativo para [M-H]-  como exibe a FIGURA 4. 169. 
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FIGURA 4.169 - Espectro de full scan em HRMS do metabólito investigado 
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 A busca da respectiva massa monoisotópica (com ± 5 ppm de intervalo 

de erro) realizada no banco de dados, gerou 29 possibilidades quanto a identidade do 

metabólito. O resultado gerado pelo software pode ser observado na FIGURA 4.170. 

 Dentre os compostos apontados estavam os ácidos tetrônicos ácido  

 

 

FIGURA 4.170 - Sugestões geradas pelo banco AntiBase ao metabólito de m/z 

225,0770 
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multicolânico e terréstrico. Tais compostos fazem parte da coleção CMB-DTU de 

metabólitos microbianos, o que permitiu que o metabólito desconhecido fosse 

comparado aos respectivos padrões. Sendo assim, foram realizadas analises via 

UHPLC-HRMS, em mesmas condições instrumentais para os padrões avaliados, para 

o micro-extrato fúngico de PDA e o metabólito isolado. 

Conforme mostra a FIGURA 4.171, constatou-se que o metabólito em 

estudo não era compatível ao ácido terréstrico. O tempo de retenção bastante distindo 

entre os íons detectados nos cromatograma de ECI para m/z m/z 225,0770 com 

relação ao padrão e ao micro-extrato de PDA de T. rugulosus, excluiu a possibilidade 

deste ácido ser o composto investigado.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Em contrapartida, a análise do padrão de ácido multicolânico junto às 

demais amostras, confirmou a identidade do metabólito produzido por T. rugulosus. 

Claramente, houve a equivalência para os tempos de retenção, perfil isotópico e 

também pequenos desvios entre as massas acuradas dos íos detectados (erro menor 

a 1ppm). Os cromatogramas de ECI para m/z 225 e os espectros de full scan das 

bandas detectadas são exibidos na FIGURA 4. 172 a e b respectivamente, 

evidenciando a produção deste ácido tetrônico pelo endófito de maçã. 

   
 
 
 

FIGURA 4.171 - Comparação entre os cromatogramas de ECI para m/z 225.0770 
correspondentes ao padrão de ácido terrétrico e ao micro-extrato de T.rugulosus. 

Método A 
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Embora tais investigações tenham levado à confirmação do aumento da 

produção de ácido multicolânico por T. rugulosus quando este é submetido a um meio 

de cultura contendo ácidos orgânicos e flavonóides, não foram encontrados indícios a 

respeito de biotransformações em potencial a partir destes substratos. Neste ponto, o 

mais intrigante foi notar que além da produção acentuada do ácido tetrônico, quando 

foram administrados a rutina, a quercetina e o ácido clorogênico, houve um total 

consumo destes substratos pelo fungo. Este dado pode ser verificado pela ausência 

dos íons correspondentes nos cromatogramas de ECI correspondente a cada 

composto (FIGURA 4.173, FIGURA 4. 174). 

 

FIGURA 4.172 - a) Comparação entre os cromatogramas de ECI para m/z 
225,0770 das amostras indicadas; b) Comparação entre os espectros de full 
scan das amostras indicadas. Método A 

A) 

B) 
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Além da ausência observada, chamou atenção o fato dos meios 

reacionais com rutina e quercetina não mais apresentarem mais a coloração que estes 

substratos ofereciam quando solubilizados no meio de cultura. A sobreposição dos 

cromatogramas de UV referentes ao extrato fúngico controle, ao extrato de 

crescimento do fungo com rutina e ao padrão do flavonóide, exemplifica o resultado 

observado. O resultado visualizado vem ao encontro da ocorrência da descoloração 

do experimento, haja vista o consumo total do flavonóide durante o experimento 

FIGURA 4. 168 . 

 
 

FIGURA 4.173 - Cromatogramas de ECI para m/z 609 a) rutina padrão, b)extrato 

de biotransformação. Método F 

FIGURA 4.174 - Cromatogramas de ECI para m/z 301 a) quercetina padrão, 

b)extrato de biotransformação. Método F 
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 Para os demais substratos, a detecção dos mesmos nos cromatogramas 

de ECI a partir dos correspondentes extratos prova que nestes casos, o fungo não 

consome totalmente tais compostos. No entanto, novamente, não foi possível a 

detecção de produtos de biotransformação. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 4.175 - a) Meios reacionais do experimento de biotransformação da rutina.; 
b) Sobreposição dos cromatogramas de UV referentes ao experimento de 
biotransformação da rutina. Linha vermelha:rutina; linha preta: extrato de 
biotransformação; c) linha azul: extrato do controle fúngico. * ácido multicolânico. 
Método F 

b) 

a) 

*Àcido multicolânico 

Meio de cultura 

com Substrato 

Rutina 
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experimento de 
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FIGURA 4.176 - Cromatogramas de ECI para m/z 609 a) hesperidina padrão, 

b)extrato de biotransformação. Método F 

FIGURA 4.178 - Cromatogramas de ECI para m/z 274 a) floretina padrão, 

b)extrato de biotransformação. Método F 

FIGURA 4.177 - Cromatogramas de ECI para m/z 174 a) ácido ascórbico padrão, 

b)extrato de biotransformação. Método F 
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Neste ponto cabe ressaltar que, o uso de tampão fosfato como meio 

reacional também foi testado no experimento de biotransformação. Porém, os 

mesmos resultados foram visualizados. 

 Tendo em vista os resultados apresentadpos, é possível formular 

algumas hipóteses a respeito dos mesmos. Primeiramente, deve-se considerar o 

sistema enzimático do micro-organismo. Talvez a forma com a qual este foi exposto 

aos substratos em estudo, não tenha possibilitado, ou talvez até mesmo inibido a ação 

de enzimas capazes de realizar possíveis reações químicas nos compostos 

administrados. Neste caso, outros testes, envolvendo mudanças no meio reacional, 

como por exemplo, tampões mais apropriados ao metabolismo e carga enzimática do 

micro-organismo, tempo de reação, temperatura, etc, são passíveis de serem 

executados. 

 Como uma segunda alternativa, pode-se sugerir que de fato, T. 

rugulosus não seja hábil em biotransformar estes tipos de compostos, sendo que a 

concentração a qual estes foram testados no experimento, simule a resposta que o 

micro-organismo apresentaria em seu ambiente natural como um sistema de defesa. 

Sabe-se que o aumento da concentração por exemplo de flavonoides em vegetais, 

pode representar uma sistemática de defesa contra ataques de outros organismos, no 

que se denomina como produção de fitoalexinas (TREUTTER, 2006). Por sua vez, o 

micro-organismo, neste caso o fungo, também sinaliza uma resposta de defesa, que 

pode ser a produção de metabólitos secundários específicos. No caso do ácido 

multicolânico em particular, sabe-se que sua produção é induzida pelo sistema de 

quorum-sensing do fungo Penicillium esclerotium ou multicolor, que é 

taxonomicamente próxima à espécie T. rugulosus (RAINA et al., 2010). 

 Sendo assim, no caso de T. rugulosus, o aumento da produção de ácido 

multicolâncico pode representar tal mecanismo de interação entre ele e o vegetal 

hospedeiro.  

 Com inspiração nas hipóteses mencionadas, foi proposto um novo 

experimento de biotransformação, porém, com um substrato não pertencente à 

constituição de organismos vegetais. A afidicolina, um diterpeno produzido por fungos 

do gênero Nigrospora, foi testada como alvo de transformações químicas pelo sistema 

enzimático de T. rugulosus. 
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 A mesma metodologia utilizada nos experimentos com flavonóides e 

ácidos orgânicos foi aplicada para a afidicolina como substrato teste e os resultados 

foram novamente proporcionados por análises via LC-MS.  

De acordo com o processamento de dados, foi possível constatar 

evidências de que neste caso, houve a biotransformação do substrato administrado 

ao fungo. Comparando-se os cromatogramas de íons totais da afidicolina com o do 

extrato do experimento de biotransformação notou-se que, embora o substrato ainda 

estivesse presente no extrato, uma larga banda inexistente no experimento controle e 

na amostra de substrato padrão é detectada.  

Outro dado bastante relevante foi a observação de que a produção do 

ácido multicolânico não foi acentuada, chegando a ser impercepitível no caso deste 

experimento. De acordo com a ausência da banda cromatográfica em torno de 16 

minutos, referente ao íon extraído de m/z 225 no cromatograma de ECI (FIGURA 

4.179-d), pode-se afirmar que diferentemente dos flavonoides e dos ácido orgânicos 

testados, a afidicolina não induziu a produção do ácido tetrônico por T. rugulosus. 

 O espectro de full scan referente à banda cromatográfica eluída em 

cerca de 12.6 minutos no cromatograma de íons totais (TIC) do experimento de 

biotransformação é exibido na FIGURA 4.180, mostrando a detecção da relação de 

m/z 351. Este valor, apresentou-se bem próximo ao valor do íon desprotonado 

correspondente à afidicolina [M−H]− = 337 (FIGURA 4.180) e devido a este fato 

realizou-se o experimento de íons produto para o metabólito alvo a fim de 

comparações com o substrato utilizado (FIGURA 4.181). 

  

FIGURA 4.179 - Cromatograma de íons totais a) controle; b) afidicolina pafrão; c) extrato do 
experimento de biotransformação. d) Cromatograma de ECI para m/z 225 referente ao 

extrato do experimento de biotransformação. Método F 
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b) 

c) 

d) 
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O espectro de íons produto de m/z 351 exibiu grande um perfil bastante 

similar ao da afidicolina, apresentando perdas e fragmentos em comum como pode 

ser visualizado na figura a seguir: 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

FIGURA 4.180 - Espectro de full scan da afidicolina padrão; b) Espectro de full 
scan da banda detectada para no experimento de biotransformação da afidicolina 

FIGURA 4.181 - Espectro de íons produtos a) afidicolina padrão; b) Produto 
de biotransformação detectado a partir da afidicolina 
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 Tais resultados evidenciaram que, diferentemente do estudo anterior, o 

fungo T. rugulosus demonstrou-se hábil em biotransformar o substrato a ele 

administrato. Portanto, as triplicatas obtidas para a análise do experimento foram 

reunidas e submetidas diretamente ao sistema de HPLC modo preparativo para o 

isolamento do produto de biotransformação conforme descrito na seção 3.9.6.1. Para 

a identificação do metabólito isolado, este foi submetido a experimentos de RMN de 

1H e 13C.  

 Inicialmente, o espectro de RMN de 1H do composto (FIGURA 4.182) 

mostrou um perfil de sinais muito similar ao da afidicolina, com a região de núcleos 

metínicos e metilênicos congestionada, dificultando-se precisar qual teria sido a 

modificação estrutural que o micro-organismo havia realizado. No entanto, a análise 

do espectro de 13C exibiu claramente a presença de um núcleo de carboxila com 

deslocamento típico de unidade de ácido carboxílico em 183 ppm.  

 A informação obtida indicava uma potencial oxidação em um dos núcleos 

metilênicos da afidicolina, o que seria condizente a diferença de massa encontrada 

entre o substrato e o produto de biotransformação detectados nos respectivos 

espectros de full scan. Ou seja, a diferença de 14 Da (m/z 351 − m/z 337) 

corresponderia à troca de dois prótons por um oxigênio na estrutura da afidicolina.  

Comparando-se os dados do espectro de RMN de 13C obtido para o 

produto (FIGURA 4.182 - b) com dados encontratos em buscas na literatura, houve a 

confirmação quanto a oxidação do núcleo C-18, levando assim à identificação da 18-

ácido carboxílico afidicolina. Como pode ser verificado através da comparção dos 

dados pontuados na TABELA 4.16, os dados de RMN do metabólito isolado foram 

correspondentes àqueles relatados para a o derivado da afidicolina, confirmando a 

identidade do composto. 
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FIGURA 4.182 - a) Espectro de RMN de 1H para o produto de 
biotransformação da afidicolina, metanol-d4, 400 MHz; b) Espectro de RMN 
de 13C e ampliação referente ao produto de biotransformação da afidicolina, 
metanol-d4, 100 MHz 

a) 

b) 
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TABELA 4.16 - Dados de RMN de 13C para 18-ácido carboxílico afidicolina  

Posição 13Ca) 13C a) 13C b) 

 

Afidicolina 

(Literatura; IPSEN, 1982) 

 

18-ácido carboxílico 

afidicolina 

(Literatura; IPSEN, 1982) 

 

18-ácido carboxílico afidicolina 

Isolada 

    

1 27,1 26,8 28,1 

2 27,2 27,6 27,02 

3 76,1 73,0 73,6 

4 40,8 51,8 50,5 

5 33,9 35,9 37,43 

6 23,4 26,6 25,7 

7 27,2 26,8 28,87 

8 40,3 40,8 41,6 

9 49,5 49,8 51,98 

10 40,0 40,0 40,77 

11 33,2 33,2 33,67 

12 41,9 42,0 42,29 

13 31,6 31,6 32,3 

14 25,4 25,6 26,67 

15 28,9 29,0 27,34 

16 74,2 74,2 75,6 

17 68,1 68,2 68,77 

18 71,1 179,9 183,2 

19 17,9 18,0 18,22 

20 15,3 15,6 15,7 
a)  Dados adquiridos em piridina-d5, 22.6 MHz; b)  metanol-d4, 100 MHz 

    

    

 
 

 
FIGURA 4.183 - Biotransformação realizada por T. rugulosus 

 
 
 Contudo, este resultado mostra que o fungo T. rugulosus apresenta sim 

um mecanismo enzimático capaz de realizar biotransformações, porém com substrato 

não vinculado à composição química de seu hospedeiro. Este dado pode trazer a 

hipótese de que talvez, a acentudada produção de ácido multicolânico quando o 

micro-organismo é exposto a compostos que podem atuar como fitoalexinas na 
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natureza, seja uma resposta de defesa fúngica ao possível estresse ambiental ao qual 

ele é exposto. 

 

 

4.6 - Estudo para detecção de metabólitos secundários de 
Talaromyces rugulosus em extratos de maçã comerciais 
 
 

Um dos objetivos propostos no trabalho, tratou-se da detecção e identificação 

de metabólitos fúngicos em frutos de maçã comerciais disponíveis ao consumo 

humano. Mais especificamente, o estudo focou a detecção dos metabólitos 

produzidos pelo fungo T. rugulosus isolado a partir do fruto em questão. 

A aplicação da abordagem de derreplicação visando a descoberta de novos 

metabólitos secundários produzidos por T. rugulosus permitiu o reconhecimento de 

parte significativa do perfil metabólico deste micro-organismo como já demonstrado 

anteriormente. Contudo, para a realização da investigação destes compostos nos 

frutos, buscou-se trabalhar com uma variedade amostral um pouco mais ampla, 

adquirindo-se maçãs comerciais em diferentes pontos de comercialização como 

ilustra a FIGURA 4.184. Dois cultivares da fruta foram selecionados, a maçã do tipo 

Gala e Fuji. As maçãs obtidas na cidade de São Carlos foram trabalhadas na forma 

liofilizada, já as adquiridas na cidade de São Paulo foram trabalhadas na forma na 

forma fresca, in natura.  

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.184 - Resumo da origem, tipos de maçã e tipos de procedimento de extração 
utilizados para experimento de detecção de metabólitos secundários de T.rugulosus nestes 

frutos 
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Além da variedade amostral, também buscou-se trabalhar com três modos de 

preparo de amostra, visando a maior concentração possível dos analitos requeridos 

para a detecção, caso estes estivessem presentes nas amostras de maçã. Isto 

porque, tendo em vista a complexidade deste tipo de matriz, deve-se levar em 

consideração o número substâncias endógenas ou exógenas, que poderiam atuar 

como interferentes à detecção do analito alvo. Outra questão bém relevante seria o 

grau de solubilidade diferencial dos metabólitos estudados em diferentes tipos de 

solventes.  

Sendo assim, inferindo-se que os metabólitos monitorados estejam em 

concentrações diminutas na matriz estudada, já que o fungo produtor foi isolado como 

endofítico (período do ciclo de vida no qual não apresenta patogenicidade ao 

hospedeiro) buscou-se aumentar a probabilidade da detecção dos metabólitos 

secundários investigados, executando-se três procedimentos de extração/preparo de 

amostra codificados em E1, E2 e E3. Portanto, no total foi investigado um conjunto de 

24 amostras distintas, variando-se origem e método de extração. A descrição 

detalhada das metodologias de extração encontra-se na seção de Procedimento 

Experimental. 

Contudo, lançando-se mão dos resultados obtidos quanto à identificação dos 

metabólitos descritos em seção anterior, partiu-se para o estudo de detecção dos 

mesmos utilizando novamente as análises em MS/MS, porém desta vez, através de 

experimentos de MRM. Para realização desta investigação foi utilizado sistema 

UHPLC acoplado um espectrômetro de massas com analisador tipo triplo quadrupolo 

aplicando-se o modo MRM Dinâmico durante as análises.  

No contexto da espectrometria de massas atual já é bastante difundido que o 

modo MRM de análise pode oferecer grande sensibilidade e principalmente 

seletividade às investigações químicas. Neste sentido, o modo MRM Dinâmico trata-

se de uma otimização de hardware e software, na qual um número expressivo de 

transições de massas (mais de 1000 transições) pode ser monitorado, sem que haja 

a necessidade de utilização de segmentos de tempo e principalmente sem envolver a 

perda de sensibilidade mesmo quando há a coeluição de compostos (STONE et al., 

2009). Com isto, é possível a investigação de um maior número de amostras em 

menor tempo, mantendo a efetividade dos resultados, como mostra a FIGURA 4.185, 

onde foi possível através deste tipo de experimento, a detecção de mais de 250 
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pesticidas misturados em 2,5 pg de amostra, através do monitoramento de 500 

transições de massas diferenciadas (STONE et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No entanto, mesmo com o uso tal de ferramenta, para o alcance do melhor grau 

de sensibilidade e eficácia na detecção dos analitos alvo, são necessárias otimizações 

de parâmetros internos do equipamento como, por exemplo, no caso dos 

experimentos MS/MS, a variação das energias de colisão, voltagem de aceleração do 

íon, dwell time, temperatura de vaporização e nebulização, etc.   

  Cada íon ou transição de massa são suscetíveis de forma diferencial à 

variação dos valores intrínsecos aos parâmetros mencionados, devido 

fundamentalmente à disposição química estrutural das moléculas analisadas, e 

portanto a otimização de tais parâmetros muitas vezes é essencial para o sucesso da 

detecção de um metabólito alvo, principalmente quando baixas concentrações estão 

sendo monitoradas. 

Como descrito na seção de Procedimento Experimental, a estratégia para 

otimização das transições de MRM, nos dois modos de ionização (ESI positivo e 

negativo) foi iniciada primeiramente através da seleção das melhores energias de 

colisão para a quebra dos íons. As energias testadas foram de 10, 20, 30 e 40 eV.  

FIGURA 4.185 - Exemplo de utilização do experimento de MRM dinâmico na 
detecção de diferentes compostos em pequenas concentrações na amostra 
analisada. Adaptado de STONE et al., 2009 
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Após a seleção do valor de melhor energia, os íons produto de maior intensidade em 

sinal foram selecionados para a realização do experimento de MRM, criando-se assim 

os canais de transição de melhor sensibilidade em relação aos metabólitos de 

interesse. 

Por fim, com as transições selecionadas, partiu-se para a otimização dos 

valores de voltagem de aceleração (accelerator voltage).  Novamente os valores que 

geraram bandas cromatográficas de maior intensidade em termos de área 

(intrinsicamente para cada transição), foram utilizados para o experimento de MRM 

dinâmico. Em geral, quando possível deu-se preferência pelas transições de maior 

diferença de massa entre íon precursor e produto. O detalhamento desta metodologia 

de escolha em melhores parâmetros de análise encontra-se descrito na seção 3.9.8. 

É importante aqui mencionar que a esquirina e o ácido multicolânico foram 

avaliados no modo negativo de ionização devido à melhor resposta quanto à 

intensidade do sinal. A rugulosina foi avaliada nos dois modos de ionização e os 

demais metabólitos, apenas no modo positivo.  

Alguns metabólitos de identidade desconhecida foram detectados em todos os 

micro-extratos de T.rugulosum e por isso não foram mencionados no screening 

metabólico do fungo. No entando, estes também foram monitorados no estudo de 

detecção nos extratos de maçã. Um destes metabólitos apresentou ionização 

preferencial no modo ESI positivo, sendo sua relação de m/z 547. Os demais 

metabólitos não identificados produzidos pelo micro-organismo apresentaram melhor 

sensibilidade no modo ESI negativo, sendo as correspondentes relações de massa 

iguais a m/z 564 e 520.  

A seguir são exibidos os cromatogramas de MRM dinâmico obtidos para os 

dois modos de ionização (FIGURA 4.187 e FIGURA 4.186), bem como a TABELA 

4.17, contendo o resumo dos valores relacionados aos parâmetros otimizados e 

utilizados para o estudo de detecção dos compostos de interesse.  
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FIGURA 4.186 - Cromatograma de MRM dinâmico, após otimização de parâmetros 
de análise, para os metabólitos indicados, método B, ESI + 
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FIGURA 4.187 - Cromatograma de MRM dinâmico, após otimização de parâmetros de 
análise, para os metabólitos indicados, método B, ESI - 
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 Após a realização das otimizações instrumentais e dos procedimentos 

de extração diferenciais das amostras de maçãs, partiu-se para a análise das mesmas 

visando a detecção dos metabólitos de interesse através do experimento de MS/MS 

explicitado anteriormente. 

Após minuciosa avaliação dos cromatogramas de MRM obtidos para as 24 

amostras de extrato de maçã, não foi possível a detecção de nenhum metabólito 

secundário no modo positivo de ionização. Como exemplo tem-se o cromatograma 

representado na FIGURA 4.188, oriundo do extrato de maçã do tipo Fuji 

(supermercado Jaú®), extraído pelo método de extração E2. Os sinais presentes no 

TABELA 4.17 - Resumo dos parâmetros otimizados e usados no experimento de MRM 
dinâmico para os compostos alvo 
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cromatograma representaram apenas ruído dos canais de transição selecionados, em 

tempos de retenção bastante distintos aos dos metabólitos aos quais representam.  

Em todas as 24 amostras avaliadas a resposta foi semelhante, ou seja, não houve a 

detecção nenhum metabólito produzido por T. rugulosus, monitorado no modo ESI 

positivo de ionização.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No entanto, um resultado bastante promissor foi obtido através da avaliação 

dos cromatogramas de MRM no modo negativo de ionização já que estes mostraram 

o aparecimento evidente das bandas cromatográficas referentes às transições de 

massas intrínsecas aos íons m/z 520 e 564. (FIGURA 4.189 à FIGURA 4.191).  

Surpreendentemente, para todas as amostras avaliadas houve tal detecção, 

independentemente da origem do fruto, ou do tipo de extração, havendo diferenças 

apenas em intensidade de sinal entre as análises.  

Para visualização deste resultado, segue os cromatogramas referentes aos 

extratos do fruto de maçã fresca, do tipo FUJI, adquirida no comércio local de São 

Paulo, para os três procedimentos de extração avaliados (E1, E2, E3), (FIGURA 4.189 

à FIGURA 4.191). 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.188 - Cromatograma de MRM do extrato de maçã, tipo Fuji (Jaú®), 
extração E2, método B, ESI + 
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Método de Extração E2 

Amostra Fruta Fresca-SP 

Método de Extração E1 

Amostra Fruta Fresca-SP 

FIGURA 4.189 - Cromatograma de MRM do extrato de maçã, tipo Fuji, extração 
E1, método D, ESI - 

FIGURA 4.190 - Cromatograma de MRM do extrato de maçã, tipo Fuji (Sonda®), 
extração E2, método D, ESI - 
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Notou-se portanto, o aparecimento de dois possíveis metabólitos para cada 

relação de m/z selecionada, haja vista a obtenção de duas bandas cromatográficas 

para cada íon alvo. 

Mesmo que a obtenção deste resultado tenha sido realizada através do 

monitoramento de quatro diferentes transições de massas para os dois íons de 

interesse (o que aumenta a certeza de detecção de um metabólito alvo), procurou-se 

investigar a possibilidade da existência de algum interferente nos micro-extratos de T. 

rugulosus que pudessem estar também nos extratos de maçã, induzindo a um falso 

positivo. Portanto, uma mistura contendo todos os solventes utilizados nos 

procedimentos de extração (MeOH, ACN, H2O, CH2Cl2) foi injetada nas mesmas 

condições e sequência de análise das amostras em questão.  

De acordo com o resultado mostrado no cromatograma da FIGURA 4.192, não 

houve a detecção das transições de massas referentes aos íons de m/z 564 e 520, 

havendo apenas o aparecimento de ruído na zona de interesse. Excluiu-se assim a 

possibilidade de haver interferentes durante o processo de extração ou no sistema de 

análise (cromatógrafo e espectrômetro). 

 

Método de Extração E3 

Amostra Fruta Fresca-SP 

FIGURA 4.191 - Cromatograma de MRM do extrato de maçã, tipo Fuji 
(Sonda®), extração E3, método D, ESI - 
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 A análise via HRMS também foi realizada a fim de se constatar as 

massas acuradas dos possíveis metabólitos em questão (FIGURA 4.193 e FIGURA 

4.194). Através dos espectros de full scan obtidos para o micro-extrato em meio PDA 

e para o extrato de maçã (FUJI, procedimento E1), evidencia-se que os metabólitos 

eluídos em 7.5 minutos, cuja massa nomimal é m/z 564, de fato podem ser os mesmos 

em ambos os extratos. Haja vista a pequena diferença de massa encontrada entre os 

íons detectados nos dois extratos (menor que 1 ppm) e tempos bastante similares em 

retenção cromatográfica como mostra a FIGURA 4.195.  

Tal fato também pode ser constatado para o íon de massa nominal m/z 520, 

havendo diferença de massa em torno de 2 ppm em relação às massas acuradas nos 

espectros de full scan entre os metabólitos detectados nos extratos em 7,6 minutos 

(FIGURA 4.194). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.192 - Cromatograma de MRM dinâmico referente à mistura de solventes 
utilizada nos procedimentos de extração de metabólitos a partir dos extratos de maçã  

 

FIGURA 4.193 - Cromatograma de íons extraídos para m/z 564,3310 para os extratos 

indicados.  Método A 

FIGURA 4.194 - Cromatograma de íons extraídos para m/z 520,2688 para os extratos 

indicados.  Método A 

7.5 min 

7.6 min 
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Conforme a massa nominal de cada íon de interesse, inicialmente suspeitou-

se que o íon m/z 520 pudesse ser originário de uma posssível perda de CO2 não 

detectada no experimento de MS/MS em baixa resolução para o íon m/z 564.  

Contudo com a exatidão de massa obtida pela análise no equipamento de alta 

resolução, pode-se concluir que o íon 520 não provém de uma perda de CO2 do íon 

m/z 564. Isto porque, como é possível verificar nos respectivos espectros de full scan 

relatados na FIGURA 4.195 (por exemplo para o micro-extrato fúngico), a diferença 

de massa encontrada entre um íon e outro é de 44,0622 Da (m/z 564,3310 – m/z 

520,2688). A massa exata intrínseca à molécula de CO2 é de cerca de 43.9988 Da, o 

que implica em um erro de massa muito alto ao valor de 44,0622 encontrado. 

Os cromatogramas de íons selecionados para as massas acuradas de m/z 

564,3310 e m/z 520,2688 foram concomitantemente avaliados nos micro-extratos de 

T. rugulosus, na mistura de solventes de extração (mencionada anteriormente), e 

também para o micro-extrato referente apenas ao meio de cultura PDA, ou seja, sem 

a inoculação do micro-organismo (branco) (FIGURA 4.196 e FIGURA 4. 197).  

Como é possível notar nos cromatogramas de ECI, novamente há a ausência 

das bandas cromatográficas referentes aos íons selecionados na mistura de 

solventes, assim como no meio branco, indicando que tais íons não são artefatos ou 

459.3697

520.2688

-MS, 7.5-7.6min #(771-774)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

5x10

Intens.

200 300 400 500 600 m/z

476.2787

523.2187

564.3310

-MS, 7.5-7.5min #(763-765)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

5x10

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 m/z

179.0565 315.2545

476.2783

564.3309

632.3187

-MS, 7.4-7.5min #(759-762)

0

2

4

6

4x10

Intens.

200 300 400 500 600 m/z

179.0559

415.2693

476.2778

520.2678

-MS, 7.5-7.6min #(771-774)

0

1

2

3

4x10

Intens.

100 150 200 250 300 350 400 450 500 m/z

Micro-extrato PDA de 

T.rugulosus 

Extrato de Maçã  

(Procedimento E1) 

A) A) 

B) B) 

FIGURA 4.195 - Espectros de full scan referentes aos cromatogramas de íons extraídos para 
para m/z 520,2688 e 564,3310 em HRMS, relativos aos micro-extratos indicados.  Método A 
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interferentes oriundos destas matrizes. Destaca-se aqui a presença dos íons alvo em 

praticamente quase todos os micro-extratos fúngicos, assim como no extrato de maçã 

selecionado para comparação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.196 - Cromatograma de íons extraídos para m/z 564,3310 para amostras 

e extratos indicados.  Método A 

Solventes de extração 
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Com o intuito de se obter informações a respeito da identidade dos compostos, 

foram realizadas consultas ao banco de dados AntiBase 2012, checando-se se as 

massas acuradas dos metabólitos alvo. Na consulta foram fornecidas três 

possibilidades estruturais à massa acurada de 520,2688 (FIGURA 4.198) enquanto 

para o outro íon investigado, não houve nenhuma indicação. 

 

 

 

 

FIGURA 4. 197 - Cromatograma de íons extraídos para m/z 520,2688  para 
amostras e extratos indicados.  Método A 
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Embora se tenha obtido tais sugestões, acredita-se que as possibilidades não 

correspondam aos metabólitos potencialmente detectados. Isto porque os micro-

organismos produtores dos compostos apontados, são consideravelmente distintos 

em termos de taxonomia ao gênero Talaromyces. Além disso, não foi possível 

encontrar até o momento correspondência entre os íons produtos obtidos para a 

massa nominal m/z 520 e as estruturas químicas fornecidas. Devido à provável baixa 

concentração de tais metabólitos nos extratos estudados, a avaliação dos referentes 

espectros de UV não foi confiável. 

Sendo assim, para a identificação inequívoca dos metabólitos em potencial 

encontrados concomitantemente nos extratos de maçã e de T.rugulosum, se faz 

necessário o isolamento dos mesmos para a elucidação estrutural através da técnica 

de RMN. Nesse sentido, mesmo que o isolamento e identificação de tais metabólitos 

não tenham sido realizados no presente estudo, ainda sim, este abre um promissor 

nicho investigativo na química de produtos naturais. Torna-se plausível a continuidade 

do trabalho para a identificação estrutural destes compostos potencialmente 

produzidos pelo fungo T. rugulosus em frutos de maçã in natura, haja vista o intenso 

consumo humano desta fruta e de seus produtos de valor agregado. 

FIGURA 4.198 - Sugestão de metabolitos para m/z 520,2688 sugerida pelo banco 

AntiBase 2012 
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5- Conclusão 

 
Conclui-se que a exploração químíca do metabolismo secundário dos 

micro-organismos isolados a partir de frutos de goiaba, o fungo Setophoma sp. e de 

maçã, Talaromyces rugulosus, foi realizada de forma abrangente. A metodologia de 

derreplicação via UHPLC-HRMS demonstrou ser uma ferramenta bastante útil neste 

contexto, permitindo que novos produtos naturais produzidos pelos micro-organismos 

investigados fossem isolados sem haver o re-isolamento de compostos conhecidos. 

Adicionalmente, tal abordagem também permitiu o estabelecimento do perfil químico 

metabólico amplo das espécies em distintos meios e modos de cultura, levando-se ao 

conhecimento das principais substâncias produzidas por eles. 

A partir da prospecção química do endófito de goiaba, sete novos 

policetídeos da classe dos depsídeos foram isolados e caracterizados, as thielavinas 

S, T, U e V e as lecanorinas D, E e F, destacando-se a atividade antimicrobiana 

moderada da thielavina T, frente a bactéria S. aureus, com MIC de 6,25 µg/mL.  

Ainda com relação a exploração do metabolismo deste micro-organismo, 

foi observado o aumento da biossíntese do estenfiperilenol produzido naturalmente 

pela espécie quando esta é submetida a crescimento em culturas combinadas com os 

fungos Penicillium brasilianum e Penicillium digitatum. Quando em co-cultura, o 

endófito de goiaba demonstrou aparente ação inibitória à esporulação destas 

espécies. Este dado foi corroborado pelo resultado obtido através do teste antifúngico 

realizado com a substância pura frente aos micro-organismos do gênero Penicillium, 

visualizando-se novamente a inibição aparente da esporulação dos mesmos. 

 A investigação do metabolismo secundário de T. rugulosus, levou ao 

isolamento e caracterização de novos alcaloides indólicos diclorados, bem como à 

detecção e à proposta estrutural de compostos monobromados de mesma classe 

(rugulovasinas) igualmente inéditos. A identificação de tais moléculas halogenadas 

passa a ser um ponto interessante de maior exploração tendo em vista o potencial 

sistema enzimático deste micro-organismo terreste em halogenações. 

 Ainda com relação à exploração do sistema enzimático deste fungo, a 

proposta de verificação de suas potencialidades em biotransformar substratos 

endógenos inerentes ao seu hospedeiro, não evidenciou a detecção de possíveis 

produtos de biotransformação. No entanto, foi notável o aumento da produção do 
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ácido multicolânico quando este foi exposto ao experimento com os ácidos orgânicos 

e flavonóides naturais de maçã testados. Este dado evidencia a hipótese de uma 

provável sistemática de defesa do micro-organismo, por exemplo, em resposta a 

possíveis fitoalexinas às quais este pode ser exposto em seu ambiente natural. 

 O estudo de detecção de compostos oriundos do metabolismo fúngico 

de T. rugulosus em frutos de maçã, através de diferentes métodos de extração e 

experimentos de MRM, gerou a confirmação para possíveis metabólitos 

biossintetizados pelo fungo em extratos de maçã comercial. A identificação destes 

compostos produzidos por T. rugulosus não foi confirmada, porém dados de HRMS 

em conjunto a consultas a banco de dados microbianos, apontou evidências de que 

tais moléculas possam representa compostos ainda desconhecidos. A detecção 

destes metabólitos fúngicos nos extratos de maçã, abre caminhos para um promissor 

nicho investigativo junto à saúde pública e coletivamente à química de produtos 

naturais. 
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