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ABREVIAGOES

As siglas foram mantidas em inglés pois varias ndo possuem traducéo
estabelecida para o portugués, enquanto que outras, apesar de ja haver tradugao
para o termo, foram mantidas em inglés para uniformidade do texto, evitando o uso

de siglas nos dois idiomas.

APCI - Atmospheric pressure chemical ionization
atm - Atmosphere

BSA - N,O-bis(trimethylsilyl)-acetamide

br. s - Broad range singlet

PTLC - Preparative thin layer chromatography
CH5CN - Acetonitrile

COSY - Correlation Spectroscopy

d - Doublet

dd - Double Doublet

Da - Dalton

DMSO - Dimethyl sulphoxide

ESI - Electrospray lonization

El - Electron lonization

GC-MS - Gas Chromatography - Mass Spectrometry
HPLC - High pressure liquid chromatography
HMBC - Heteronuclear multiple bond correlation
HSQC - Heteronuclear single Quantum conerence
\Y, - Infra-Red

J - Coupling constant

m - Multiplet

MeOH - Methanol

MHz - Megahertz
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MS/MS
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NMR
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Mass Spectrometry
Tandem Mass Spectrometry
Mass / Range
National Institute of Standards and Technology
Nuclear Magnetic Ressonance
Nuclear Magnetic Ressonance - Carbon 13
Nuclear Magnetic Ressonance - Hydrogen 1
Rotation per minute
Solid phase extration
Nuclear overhouser effect
Octadecyl silica
Acyclic Sesquiterpene Oligoglycosides
Pyridine
Singlet
Triplet
Trifluoroacetic acid
Thin layer chromatography
Total ion chromatogran

Atomic mass unit
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RESUMO

“ESTUDO DO METABOLISMO DE Xylaria sp., UM FUNGO ENDOFITICO
ISOLADO DE Sapindus saponaria’ — Esse trabalho relata o estudo de uma
surpreendente relagdo planta-microrganismo envolvendo a planta Sapindus
saponaria, uma espécie extremamente rica em saponinas, em concentragoes
elevadas, as quais sdao compostos que possuem agao antifungica bastante
acentuada e, e um fungo do género Xylaria. O trabalho em questéo teve por objetivo
compreender o mecanismo de sobrevivéncia deste fungo em um ambiente t&o
inéspito. A resposta encontrada para esta questdo foi que o fungo realiza uma
biotransformagdo na estrutura das saponinas presentes em S. saponaria,
possibilitando assim a sobrevivéncia deste nos tecidos da planta. Trata-se de uma
reacao de hidroxilagcao localizada no esqueleto triterpénico das saponinas presentes
em S. saponaria. Outro objetivo do estudo foi encontrar um método rapido para o
isolamento e identificacdo de saponinas e OGSA (Oligoglicosideos Sesquiterpénicos
Aciclicos) presentes nos frutos da planta. Para o isolamento destes compostos a
fase estacionaria Sephadex® LH-20 apresentou grande eficiéncia e a técnica de
espectrometria de massas (MS) foi utilizada como um método rapido para
identificacdo destas substancias. O fungo Xylaria sp. foi cultivado em meios
sintéticos para isolamento de metabdlitos secundarios. O microrganismo apresentou
grande potencial para produgdo de diversos compostos, dando destaque para a
classe das isocumarinas. Para realizacao deste trabalho foram utilizadas técnicas
cromatograficas e espectrométricas como HPLC, GC, cromatografia em coluna, MS
e MS/MS, 1D NMR e 2D NMR. Foram realizadas propostas de fragmentacéo para

todos os compostos estudados por espectrometria de massas.
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ABSTRACT

“STUDY OF THE METABOLISM OF Xylaria sp., AN ENDOPHYTE FUNGUS
ISOLATED FROM THE FRUITS OF Sapindus saponaria” — This work reports the
study of a surprising plant — microorganism relationship, involving the plant Sapindus
saponaria, which is rich in antigungal saponins, and an endophyte fungus isolated
from the pericarpe of the fruits collected in the host plant, and identified as Xylaria sp.
The main objective of this work was to understand the survival mechanism of this
fungus in such inhospitable ambient. It was found that this fungus biotransforms the
structure of the saponins present in S. saponaria, making it less toxic, allowing the
fungus to survive in the plant tissue. The reaction involved in this survival mechanism
was a hidroxilation at ring C of the aglicone skeleton of saponins present in S.
saponaria. This study also had as objective the stablishment of a fast method for the
isolation and identification of saponins and ASOG (Acyclic Sesquiterpene
Oligoglycosides) present in the plant’s fruits. For the isolation of these compounds,
the Sephadex® LH-20 column showed to be very efficient and the mass spectrometry
technique (ESI-MS) was used as a rapid method of identification of this substances.
The Xylaria sp. fungus was cultivated in synthetic mediums for the isolation of
secondary metabolites. The microorganism showed a great potential for the
production of several compounds, especially the isocoumarins. The analytical tools
used to monitor all the experiments reported here comprises chromatographic and
spectrometric techniques as HPLC, GC, open column chromatography, MS and
MS/MS, 1D NMR and 2D NMR. Mechanisms of fragmentation were tentativelly

suggested for all compounds studied by mass spectrometry.
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1. Introdugao

1.1. Sapindus saponaria L.

Sapindus saponaria L. € uma espécie de planta pertencente a familia
Sapindaceae. A ocorréncia dessa espécie é verificada nas regides tropicais do
globo, sendo que no Brasil encontra-se principalmente nas regides sudeste e
nordeste. Frutos de plantas do género Sapindus sao utilizados como sabdo em
diversas culturas a milhares de anos (LEMOS et al., 1992). Esta espécie de planta
recebe diversos nomes populares como sabaozinho, sab&do-de-soldado, saboneteira,

fruta-de-sabédo, pau-de-sabdo, sabdo-de-mico entre outros. Além disso, arvores de

S. saponaria sao bastante utilizadas em paisagismo urbano (Figura 1.1., SWSBM,
2006).
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Plantas da familia Sapindaceae constituem a base da medicina popular
oriental, principalmente devido a presenca de saponinas nessa familia (SPARG et al.
2004). Extratos dos frutos Sapindus trifoliatus mostraram atividade no sistema
nervoso central de mamiferos (ARULMOZHI et al., 2005). Em outro estudo realizado,
envolvendo Sapindus saponaria, constatou que seus frutos possuem atividade
antiulcera (ALBIERO et al., 2001). As principais classes de compostos encontrados
em plantas do género Sapindus s&o flavonoides, triterpenos, esteroides, glicosideos
e saponinas (WAHAB et al., 1985).

Em trabalho anteriormente realizado em nosso laboratério por M. MURGU
(2002) foi verificado que uma espécie de fungo endofitico, identificado como Xylaria
sp., mostrou-se capaz de habitar os tecidos da planta Sapindus saponaria, de modo
que o estudo dessa planta contiunou sendo de interesse para este trabalho. De
acordo com PETRINI (1992), fungos endofiticos sdo aqueles que, por toda ou
determinado periodo de suas vidas, desenvolvem-se no interior dos tecidos das
plantas, sem causar-lhes nenhum dano aparente. O isolamento deste fungo dos
frutos de S. saponaria trata-se de um fato surpreendente, uma vez que esta planta
possui como caracteristica a produgcao elevada de saponinas, compostos que
apresentam atividade antifungica (SPARG et al., 2004)

Partindo dos frutos de S. Saponaria, o estudo realizado por M. MURGU
(2002) levou ao isolamento de duas principais classes de substancias: saponinas e
oligoglicosideos sesquiterpénicos aciclicos (OGSA), ambos em quantidade bastante

elevada.

1.2. Oligoglicosideos Sesquiterpénicos Aciclicos (OGSA)

Oligoglicosideos sesquiterpénicos aciclicos (OGSA), como o préprio nome
sugere, sao glicosideos formados por uma ou mais cadeia(s) de agucar(es) e uma
unidade sesquiterpénica. Essa classe de compostos possui como caracteristica
massa molecular elevada, normalmente acima de 1000 Da. Poucas atividades
bioldgicas sao atribuidas a esses compostos, no entanto atuam como surfactantes
naturais e agentes expectorante, principalmente em culturas orientais (WONG et al.,

1991 e SUN et al.,2002). O estudo dessa classe de substancias é bastante escasso
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devido, possivelmente, a sua elevada polaridade. Assim sendo, sdo raros oOs
trabalhos que relatam o isolamento e identificagdo desses compostos.

O estudo anterior realizado em nosso laboratério mostrou que OGSA sao os
principais componentes dos frutos de S. saponaria. Na Figura 1.2. temos o esqueleto
base de OGSA encontrados na literatura (KASAI et al., 1986; KASAI et al., 1988 e
WONG et al.,, 1991) e a Tabela 1.1. ilustra as cadeias de agucares substituintes
encontradas no trabalho realizado por MURGU (2002).

OR’
RO = = =

Figura 1.2. — Esqueleto base dos OGSA encontrados em S. saponaria por M. MURGU (2002) e
descritos na literatura (KASAI et al., 1986; KASAI et al., 1988 e WONG et al., 1991).

Tabela 1.1. — Substituintes presentes nos OGSA encontrados em S. saponaria por
M. MURGU (2002).

Caodigo R R’ Massa Molar
(Da)
o1 Glc —* Rha Glc —* Rha 1146
N3Rha *Rha
02 Glc —* Rha Glc —° Rha 1000
N3 Rha
03 Glc —* Rha Glc—* Rha 1132
N 2Rha \3Ara
o4 Glc —* Rha -H 692
*Rha
05 Glc —* Rha -H 678
\3
Ara
06 Glc —* Rha Glc —* Rha 1118
N 3 Xyl 3 Xyl
Glc = glicose
Xyl = xilose

Rha = ramnose
Ara = arabinose
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Fato interessante é que, até o trabalho realizado por MURGU (2002), nenhum
OGSA acetilado nos agucares havia sido descrito, embora KASAI et al. (1988) cite a
presenca de substidncias menos polares nos extratos de S. ftrifoliatus, e estas
desaparecem em meio basico. A acetilagdo dos agucares ocorre de forma nao
especifica, gerando uma mistura bastante complexa. A localizagcdo das posi¢des
acetiladas nestes glicosideos € uma tarefa bastante complexa, considerando-se que
estas substéncias sdo formadas por varias unidades do mesmo agucar (ramnose).

A TABELA 1.2. nos mostra o numero de acetatos encontrados no OGSA o1,
com suas respectivas massas moleculares, encontrados nos extratos de S.
saponaria. Um total de até seis acetatos pdde ser identificado. A identificagao destes

compostos (MURGU, 2002) foi realizada através de técnicas de espectrometria de

massas.
13 14 15
OR
1
0 o = = N
OR
RO 0 (0) O
Gle
O RO
O (0]
RO Glc' 0
RO
OR (0]
Rha O RO 0
RO RO RO
RO OR RO
OR OR R=H or Ac
Rha' Rha" Rha'"'

Tabela 1.2. - Massas molares dos derivados acetilados de o1.

N° de acetatos (R= COCH3) | N2 de hidroxilas (R= OH) | Massa molecular (Da)
0 16 1146
1 15 1188
2 14 1230
3 13 1272
4 12 1314
5 11 1356
6 10 1398

1.3. Saponinas

Saponinas compreendem um vasto grupo de glicosideos, amplamente
distribuido em todo reino vegetal. Geralmente, sdo soluveis em agua e formam

espuma devido a presenca de uma parte lipofilica, conhecida como aglicona e outra
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parte hidrofilica (agucares). Com base em suas aglicona, saponinas podem ser
classificadas em dois grupos: esteroidais ou triterpénicas. Saponinas esteroidais s&o
normalmente encontradas em monocotileddnias, principalmente nas familias
Liliaceae, Dioscoreaceae e Agavaceae, ja as triterpénicas ocorrem em
dicotiled6nias, nas familias Sapindaceae, Sapotaceae, Polygalaceae, Cariofiyllaceae
e outras (SPARG et al.,2004). As saponinas, em geral, apresentam massa molecular
elevada, de 600 a 2000 Da, e normalmente ocorrem em misturas complexas devido
a presenga concomitante de estruturas com um numero variado de agucares e
grupos acetatos ou ainda devido a presenga de diversas agliconas. Saponinas
podem ainda ser classificadas de acordo com o numero de cadeias de agucares, ou
seja, as que possuem apenas uma cadeia de agucar sdo denominadas
monodesmosidicas, ja as que possuem duas s&o conhecidas como bidesmosidicas.
Na Figura 1.3. (PLOCK et al., 2001) temos um exemplo de saponina esteroidal
monodesmosidica, equanto que na Figura 1.4. (JIA et al., 1998), temos um exemplo
de saponina triterpénica bidesmosidica. Essa diferenciacdo ¢é considerada
importante, pois as saponinas monodesmosidicas possuem atividades biologicas

diferentes de saponinas bidesmosidicas, e vice-versa.

HO
OH on
o o o
OH 0
o HO
OHo OH OH
/(g&o
HO
OH OH
on /goé
HOHo OH

Figura 1.3. — Exemplo de uma saponina esteroidal da planta Yucca filamentosa L.

HO 0

o
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HO
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Figura 1.4. — Estrutura de uma saponina triterpénica bidesmosidica de Saponaria officialis.

Saponinas sao amplamente utilizadas na medicina, alimentagdo e higiene. A
principal atividade dessas substédncias é a agdo sobre membranas celulares,
alterando sua permeabilidade ou causando a destruicdo das células. As seguintes
atividades estdo relacionas com essa agdo sobre membranas: agao espermicida,
ictiotoxica e moluscicida. Saponinas possuem ainda, atividades anti-inflamatoria,
analgésica, expectorante, diurética e, como citado anteriormente e de principal
relevancia nesse projeto de pesquisa, atividade antifungica (SPARG et al. 2004).
Elas sdo também utilizadas na fabricagao de pastas de dente, shampoos e como
agente espumante em cervejas. Saponinas esteroidais sdo essenciais na fabricagcao
de contraceptivos orais e outros horménios (HOSTETTMANN e MARSTON, 1995).

O isolamento de saponinas através de métodos classicos de cromatografia,
como cromatografia em coluna utilizando silica como fase estacionaria, € uma tarefa
bastante complexa, uma vez que esses compostos possuem polaridade bastante
elevada. Além disso, eles ocorrem normalmente em misturas de substancias com
pequenas variagdes estruturais na aglicona ou nas unidades de agucar. O uso de
novas técnicas cromatograficas como cromatografia em contracorrente (CCC) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) preparativa ou ainda o uso de
polimeros como Sephadex ® como fase estacionaria tornam-se bastante viaveis no
procedimento para isolamento de tais substancias. O uso destas técnicas para

isolamento de saponinas torna desnecessario o processo de derivacido desses
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compostos, procedimento bastante comum quando utilizadas técnicas classicas de
isolamento. Outro fator que dificulta ainda mais o isolamento destas substéncias € a
auséncia de grupos cromoforos, o que torna limitada a detecgédo de saponinas. Esse
fato faz com que a analise por HPLC-UV seja bastante limitada, uma vez que o
detector de ultravioleta deve ser utilizado em baixos comprimentos de onda (em
torno de 206 nm, onde saponinas absorvem), regido onde temos a absor¢do de
diversas substancias, e também de um numero expressivo de solventes. Além de
problemas encontrados no isolamento e deteccdo, o processo de elucidacao
estrutural de saponinas também é complexo. Os métodos mais antigos para
elucidagao estrutural destes compostos envolvem procedimentos de clivagem dos
mesmos, principalmente entre a aglicona e a(s) cadeia(s) de agucar(es), levando a
analises dos fragmentos separadamente. Atualmente, as analises de saponinas s&o
realizadas por espectrometria de massas (FAB, LSIMS, electrospray), para
determinagdo do peso molecular, natureza e seqiiéncia de agticares e °C NMR que
permite a determinagdo das posi¢cdes de ligacdo das cadeias glicosidicas com a
aglicona, sequéncia, natureza e numero de monossacarideos (TORI et al., 1976),
configuragdo e conformagdo das ligagbdes interglicosidicas (TORI et al.,, 1974;
MARSTON e HOSTETTMANN, 1991). Sao utilizadas também técnicas de "H NMR
uni e bidimencionais (RASTRELLI et al., 1998) que possibilitam a identificacdo dos
agucares e a posigao das ligagdes entre os agucres e a aglicona. Técnicas néo
destrutivas visam elucidag¢ao da estrutura sem a clivagem das cadeias de agucar, e
as mais utilizadas sdo as de espectrometria de massas e NMR uni e
bidemensionais. 'H NMR gera espectros muito complexos, ja que em alguns casos
saponinas chegam a ter mais de 100 atomos de hidrogénio, de forma que sua
interpretacdo nem sempre € possivel. Entretanto, com o avanco das técnicas de 2D
NMR (COSY, HMQC, HMBC, TOCSY e NOESY) e MS, principalmente quando faz-
se uso de electrospray como fonte de ionizagdo, e técnicas tandem (MS/MS) como
analisador, saponinas bastante complexas tém sido identificadas sem a necessidade
de clivagem.

A espectrometria de massas é atualmente uma das ferramentas de
analise mais apropriadas para a analise estrutural destas substancias, pois fornece
informagéo sobre peso molecular, sequéncia de agucares e estrutura da aglicona,
principalmente com a disponibilidade de recursos de MS/MS. Além disso, permite a

analise de misturas e necessita de uma quantidade muito pequena de amostra.
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Ainda que os dados obtidos a partir desta técnica (MS e MS/MS) nao permitam a
atribuicdo total da estrutura de saponinas, eles simplificam bastante as analises
posteriores por NMR, além do possivel acoplamento com a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, HPLC-MS/MS (MURGU, 2002).

As saponinas encontradas em grande quantidade, nos extratos de S.
saponaria no trabalho citado anteriormente foram nomeadas S1, S2, S1-1a, S-1b,
S1-2a e S2-2a, sendo que todas possuem, em comum, 0 mesmo nucleo triterpénico
(representado na Figura1.5.). A Tabela 1.3. mostra os grupos substituintes

encontrados nestas saponinas.

“CH,R,

Figura 1.5. — Esqueleto triterpénico das saponinas isoladas e identificadas nos extrato de S.
saponaria, por MURGU, 2002.

Tabela 1.3. — Substituintes presentes nas saponinas isoladas e identificadas nos
extrato de S. saponaria, por MURGU, 2002.

Saponina |R1 R2 Massa Molar
S1 - Ara(p) — Rha — Xyl -OH 882
S1-1a |-Ara(p)-*Rha—"Xyl->Ac |-OH 966
S1-1b |-Ara(p)—“Rha-"Xyl-*Ac [-OH 924
S1-2a |-Ara(p)-*Rha—"Xyl->Ac |-OH 924
Niag
S2 - Ara(p) —° Rha -° Ara -OH 882
S2-2a |-Ara(p)—°Rha—"Ara—>Ac |-OH 966
N Ac

E possivel notar, analisando a Tabela 1.3., a possibilidade de dividir essas

saponinas em dois grupos, S1 e S2, sendo a diferenca entre eles a unidade terminal
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da cadeia de acucar, em S1 temos uma Xylose, em S2 uma Arabinose. Dentro de
cada grupo a diferenga entre as saponinas consiste na presenga de grupos acetatos

ligados aos agucares terminais, Xylose em S1 e Arabinose em S2.

1.4. Saponinas vs. Fungos Endofiticos

A interagcdo entre os seres vivos de diferentes espécies € uma
condicdo vital para aquelas que n&do possuem capacidade de conseguir por si
proprias seus meios de sobreviver. Essas interagbes sao fundamentais para a
manutencgao e evolugédo da vida (ZOBERI, 1972). Fungos podem se associar com
plantas de diversas maneiras, sendo elas prejudiciais, benéficas ou neutras. As
interagbes prejudiciais ocorrem quando um organismo, no caso o fungo ou até
mesmo a planta, atinge de modo adverso o ambiente do outro. Nas associagbes
benéficas, também conhecidas como simbidticas, ambos organismos sao
favorecidos (planta e fungo). Nas associa¢des neutras, os organismos desenvolvem-
se sem qualquer efeito reciproco, ou seja, ndo ha dependéncia entre um ser e outro
(MAGNANI, 2002). A compreensao da associacao entre plantas e microrganismos é
extremamente importante. Estudos desta natureza podem levar ao isolamento de
novos produtos naturais, produzidos apenas quando estes seres encontram-se

associados.

Como dito anteriormente, foi verificado que um fungo endofitico, identificado
como Xylaria sp., € capaz de habitar os tecidos da planta S. saponaria. Esse é
considerado um fato surpreendente pois, como ja relatado, a espécie S. saponaira é
extremamente rica em saponinas, compostos com atividade antifungica. Desse
modo, o fungo deve ter algum mecanismo para que 0 mesmo sobreviva em um
ambiente tdo indspito (devido a elevada concentragdo de saponinas). A atividade
antifungica das saponinas ndo é completamente conhecida, no entanto acredita-se
que estas possuem a capacidade de se complexar com esterbides presentes nas
membranas celulares dos microrganismos (fungos), levando a degradacado destas
membranas (MERT-TURK, 2006).

Saponinas sdo armazenadas em partes especiais das células das plantas,
como os vacuolos, e liberadas quando essas células sao rompidas por algum agente

externo como, por exemplo, fungos endofiticos (MARSTON & HOSTETTMANN,
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1991). Supde-se que existam dois mecanismos de resisténcia dos fungos contra a
atividade de saponinas (OSBOURN et al., 1996). Um dos mecanismos consiste no
fato dos fungos atacarem plantas sem danificar seus tecidos internos, evitando
assim a liberacado das saponinas. O outro modo seria a capacidade destes de causar
uma modificacdo quimica na estrutura das mesmas, levando a detoxificagdo das
mesmas.

Como exemplo de mecanismo de defesa de fungos contra saponinas
podemos citar o caso classico do tomate (Lycopersicon esculentum), onde varios
microrganismos, inclusive fungos endofiticos, sdo capazes de detoxificar, ou seja,
tornar menos toxicas para si, a saponina anti-fungica a-tomatina rompendo suas
unidades da cadeia de agucar, como mostrado na Figura 1.6. (QUIDDE et al., 1998 e
QUIDDE et al., 1999).

B-D-Xyli<
»’B-D-Glej— ,8-D-Gal,—©

B-D—Glcl’\ \

B
Figura 1.6. - Estrutura quimica da a-tomatina. Setas indicam os sitios de clivagem por diferentes

C

fungos. (A) Botrytis cinerea; (B) Septoria lycopersici; (C) Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, B.

cinerea.

O estudo do mecanismo de defesa do fungo endofitico Xylaria sp. isolado de
S. saponaria frente a presenca de saponinas da planta foi iniciado no trabalho
realizado anteriormente em nossos laboratérios por MURGU (2002) que, com o
auxilio de técnicas de espectrometria de massas (MS e MS/MS, utilizando como
fonte de ionizagéo electrospray no modo negativo, ESI-(-)), foi possivel notar que o
fungo mostrou-se capaz de realizar uma transformagao na estrutura das saponinas
(Figura 1.7.). Uma vez que as anadlises foram realizadas utilizando ionizagao por
electrospray, os ions mostrados no espectro ndo representam a massa molecular
real dos compostos. Como os experimentos foram realizados no modo negativo,

onde temos a perda de um proton das moléculas analisadas, observamos no
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espectro a massa molecular com uma unidade de massa a menos, referente a [M —

HI.

100+ 726.5 (a)
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503.1 539.1 g
o 24 o531 1123 781.0 82458406
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661.1

1004 762.5
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726.5

965.5

13556 13916

1313.6 1433.6

1145.6
1271.61307-
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448.2
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Figura 1.7. — (a) Espectros de massas (ESI-(-)) das solugdes de meio de cultura (b), meio com o
fungo (c), meio com o extrato de S. saponaria (d), € o meio contendo o fungo e o extrato (b-4),
(MURGU, 2002).

As modificacbes causadas nas saponinas presentes no extrato de S.
saponaria quando em contato com o fungo referem-se a desacilagdo das saponinas
e, principalmente, a soma de 16 u.m.a. (unidades de massa atébmica, Figura 1.7.).
Na Figura 1.7. (a) temos o espectro do meio de cultura e em (b) temos o meio de
cultura contendo o fungo. Notamos na Figura 1.7.(c) a presenga dos sinais
referentes as saponinas, m/z 881 (pouco intenso) deacilada, m/z 923 mono-acetilada
e m/z 965, di-acetilada. Ja no espectro mostrado na Figura 1.7.(d) verificamos a
presenca do ion de m/z 897 bastante intenso, referente a saponina totalmente
deacilada (882) com adi¢ao de 16 u.m.a.

Embora tenha sido relatada no trabalho anterior a capacidade do fungo
endofitico Xylaria sp. realizar a biotransformagdo das saponinas presentes em S.
saponaria (com adicdo de 16 u.m.a.), a elucidagcdo estrutural deste produto
biotransformado nao foi realizada. A Unica informagao sobre a biotransformacao,

com base no trabalho ja realizado foi que, através dos experimentos de ions
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fragmentos (MS/MS, ESI-(-)), comparando a saponina intacta (substrato) com o
produto biotransformado foi que a modificagao estrutural da saponina ocorreu no seu
nucleo triterpénico. Esse fato pode ser comprovado analisando os espectros de ions

fragmentos obtidos (Figura 1.8.).

[M-HJ
1% 881.3
(a)
% -
1 _H-Rha-Xyll [M-H-Xyl]
Aglicona [M-H-Rha-Xy] -
[M-H-Ara-Rha-Xyl]
471.5
14 A ) A L_k n
" Aglicona S1+ 16 u.m.a. [M-H[ e
[M-H-Ara-Rha-XylI
48 [M-H-Rha-XylJ (b)
619.3
% 6013
[M-H-Xyl]
439.3 765.4
7474
T a0 k040 B0 5 B0 as0 Bk a0 Ea0 ko ke R0 Tee 70 Tn TR0 TR0 a% ok "4 ko " 5e0 500 o0 50 m/z

420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900 920 940
Figura 1.8. — Espectros de MS/MS dos picos de m/z (a) 881 e (b) 897 referentes a saponina S1 antes
e depois da biotransformagdo (MURGU, 2002).

No primeiro espectro (Figura 1.8.(a)) temos os ions fragmentos de m/z 881,
sendo o ion de m/z 471 referente a aglicona da saponina intacta. Ja no segundo
espectro (Figura 1.8.(b)) temos o experimento de ions fragmentos do ion m/z 897,
produto da adicdo de 16 u.m.a. do substrato de m/z 881. Assim, como no primeiro
caso, foi possivel observar ions fragmentos relativos a perda das unidades de
agucares, chegando a aglicona. No entanto, dessa vez, todos os ions relativos as
perdas sequenciais dos agucares (m/z 765 e 619) e a formagao da aglicona (m/z
487) continham a adigao de 16 u.m.a., o que representa que esta adigdo ocorreu na
aglicona.

A capacidade de biotransformgédo apresentada por fungos endofiticos do
género Xylaria foi recentemente estudada por SHIBUYA et al. (2003). O estudo
citado mostrou que uma espécie de Xylaria realizou alteragdes no esqueleto de
alcaldides presentes em Cinchona pubenses (Rubiaceae), mesma planta de onde o
microrganismo foi isolado. No caso em questdo o fungo foi capaz de realizar 1-N-
oxidagdo dos seguintes alcaldides encontrados na planta: quinina, quinidina,

cinconidina e cinconina.
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Transformacgdes estruturais realizadas por microrganismos vém recebendo
grande atenc¢do nas ultimas décadas. Em especial, a habilidade que certos fungos
filamentosos possuem em promover reacdes de hidroxilacdo estéreoespecificas em
compostos esta sendo bastante explorada por diversos segmentos industriais como
alimenticios, farmacéutico, agro-defensivo e outros (LACROIX et al., 1999). Temos
um exemplo onde fungos da espécie Mucor spinosus e Aspergillus niger sao
utilizados para realizar reacbes de hidroxilagdo em compostos que apresentam
atividade anticancerigenas, aumentando assim a solubilidade em agua e diminuindo
sua toxidade para seres humanos (HE et al., 2006). A Figura 1.9. ilustra algumas
reacgdes de hidroxilagdo proporcionadas pelo fungo M. Spinosus e descritas por HE
et al., 2006. Notamos que, neste caso, o fungo em questao néo foi capaz de realizar

a hidroxilacdo em uma posic¢ao especifica da molécula em questéao.

HO

OH

Figura 1.9. — Algumas reagdes de hidroxilagdo proporcionadas por microrganismos (HE et al. 2006).

1.5. Metabolitos secundarios produzidos por fungos do género Xylaria

O género Xylaria pertence a familia Xylariaceae, uma grande familia de
fungos que compreende aproximadamente 40 géneros com representantes em

praticamente todos os continentes. A identificagcdo de fungos endofiticos dessa
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familia € uma tarefa bastante dificultada devido a variagcbes em sua coloracgéao,
forma, tamanho e estagio de desenvolvimento. (LEE et al., 2000). A espécie
pertencente ao género Xylaria, isolada da planta Sapindus saponaria (Figura
1.10.(a)), ndo foi identificada até o momento. Esse género € normalmente isolado
como endofiticos de plantas encontradas principalmente nas regides tropicais do
globo, e ainda existem muitas questdes sobre a biologia desse género (BAYMAN et
al., 1998). Temos alguns casos onde fungos desse género chegam a formar corpo

de frutificacdo, como pode ser observado na Figura 1.10.(b) (VOLK, T. 2006).

Figura 1.10. — Fungo do género Xylaria isolado de S. saponaria (a) e mostrando corpo de frutificagao

(b).

Grande parte dos farmacos disponiveis para consumo € derivada de produtos
naturais (WILLITS et al., 2003). Porém um grande numero de estudos aponta os
microrganismos, organismos marinhos e até mesmo pequenos animais, dentre
tantos outros, como potentes produtores de novas substancias (NATORI ef al, 1981).

Além do fato do fungo Xylaria sp. ser capaz de realizar biotransformargbes em
saponinas, fungos do género Xylaria ttém mostrado elevado potencial de producéo
metabdlitos secundarios, muitos desses com atividades biologicas bastante uteis.
Dessa forma, o estudo do metabolismo secundario do fungo Xylaria sp. sera
abordado durante a execucgao desse projeto de pesquisa.

Alguns compostos produzidos por fungos do género Xylaria (Figura 1.11.),
encontrados em trabalhos recentes sao as xantonas (a), isoladas de uma espécie de
Xylaria encontrada em Glochidion ferdinandi na Australia. Essa classe de
substancias possui atividades anticancerigena, antioxidante, antimicrobiana,
antiinflamatéria e antiviral (HEALY et al.,, 2004). 21-Acetilengleromicina (b),
pertencente a classe das citocalasinas, isolada de Xylaria hypoxylon, que
apresentou atividade inibidora de HIV-1 protease, antibiético e antitumoral (ESPADA

et al., 1997). As substéancias ¢ e d produzidas por Xylaria mellisii, apresentaram
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atividade antiherpes (PITTAYAKHAJONWUT et al., 2005). Xylobovide (e), foi isolado
de Xylaria obavata (ABATE et al, 1996); no mesmo trabalho temos o relato de
Clonostachydiol (f), também isolado dessa espécie de microorganismo e
primeiramente reportado na classe Xylariales. Além desses dois compostos, o
trabalho descreve o0 isolamento e identificacdo de (E)-methyl-3—(4-
methoxyphenoxy)propenoate (g). O composto Xyloallenolide A (h) foi encontrado em
uma espécie de Xylaria isolada das sementes de uma angiosperma encontrada na
China (LIN et al., 2001). A substancia (-)-Xylaramide A (i) (SCHNEIDER et al., 1996),
até entdo inédita, foi isolada da espécie de Xylaria presente em Glochidion
ferdinandi, arvore de clima tropical da Australia. O trabalho realizado por ARAUJO,
et al. 2005, levou ao isolamento e identificagdo dos seguintes compostos produzidos
por Xylaria sp.: acido 2-hexilideno-3-metilbutanodioico (j), 7-declorogriseofulvina (k),

citocalasina B (l) e griseofulvina (m).
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Figura 1.11. — Alguns metabdlitos secundarios isolados de fungos do género Xylaria descritos na

literatura.
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Figura 1.11. (Continuagao)- Alguns metabdlitos secundarios isolados de fungos do género Xylaria

descritos na literatura.

Uma classe de substancias que devemos dar destaque entre os compostos
produzidos por fungos da familia Xylariaceae sdo as isocumarias. Na Figura 1.12.
temos a estrutura da meleina, um composto representante dessa classe. E
importante salientar que esses compostos ja foram isolados a partir de fungos da
familia Xylariaceae (EDWARDS et al., 1983), no entanto nenhum relato & descrito

sobre a presenca de isocumarinas em fungos do género Xylaria.

oo

Figura 1.12. — Esqueleto do composto meleina, um importante representante da classe das
isocumarinas.
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Isocumarinas sdo metobdlitos secundarios normalmente isoladas de fungos.
Sabe-se que essas substancias sao policetideos logo, obedecem a rota biossintética
do acetato (NAKANISHI, K; 1999). O estudo realizado por KUROSAKI et al. (1989)
comprovou, por experimentos usando precursores contendo atomos marcados (°C),
que a rota biossintética (Figura 1.13) destes compostos, no caso a 6-Hidroxi-
Meleina, envolve uma unidade de acetil CoA e quatro unidades de malonil CoA.
Apoés a formagéo do intermediario com 10 atomos de carbono podem ocorrer dois
mecanismos: no primeiro temos as condensacbes até a formagao do composto
contendo uma ligagao dupla entre C-3 e C-4, posteriormente essa reagao sofre uma
reducao levando ao produto final. J& no segundo mecanismo ha uma reducao da

carbonila do C-3 a hidroxila, com posterior ataque desta hidroxila a carbonila do C-1,

m
\NADPH

levando a 6-Hidroxi-Meleina.

Acetil CoA
+

4 Malonil CoA

\ (o) o]
NADPH OH
(o] OH

6-Hidroxi-Meleina

Figura 1.13. — Proposta biossintética para a 6-hidroxi-meleina (KUROSAKI et al., 1989).

As demais isocumarinas devem obedever uma rota biossintética semelhante
a 6-Hidroxi-Meleina, seguido, por exemplo, por reagdes de redugédo e/ou oxidagéo
em determinadas posicoes.

Estudos comprovaram que isocumarinas, no caso a meleina, sdo precursores
para diversos metabdlitos. Na Figura 1.14.(a) temos o caso da Canesceina,
produzida por Aspergillus malignus (LEWIS et al., 1986); em (b) temos a Terreina,
isolada de Aspergillus terreus (HILL et al., 1975); em (c¢) temos a Ocratoxina A, uma
toxina bastante estudada, produzida por Aspergillus ochraceus (WEISLEDER and
LILLEHOJ, 1980).
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HO N Q N
)

Figura 1.14. — Compostos que possuem a meleina (Figura 1.12.) como precursor.

Além de atuarem como precursoras para diversos metabdlitos secundarios,
isocumarinas possuem ainda diversas atividades biologicas de interesse
(RUANGRUNGSI et al., 1995). Em especial compostos analogos da meleina
mostraram atividades como: antifungica, antibacteriana, inseticida e antimicrobiana
(KOKUBUN et al. 2003). O trabalho recentemente realizado por HEYNEKAMP
(2006) mostrou que isocumarinas estdo sendo testadas no tratamento de cancer,
onde devem atuar como inibidoras no crescimento de células cancerigenas.

Embora isocumarinas sejam encontradas normalmente em fungos, alguns
estudos mostraram que plantas da espécie Daucus carota (Umbelliferae) séo
capazes de produzir 6-Hidroxi-Meleina (Figura 1.13.) como fitoalexinas, no entanto a
presenca desses compostos em plantas superiores € bastante rara (KUROSAKI, S.
1996). Outra incidéncia de compostos pertencentes a classe das isocumarinas, em
especial a Meleina (Figura 1.12.), € de sua atuagdo como feromdnios em formigas

machos do género Camponotus (TORRES et al., 2001).
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2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

A. Obter um método eficiente para isolamento de saponinas e oligoglicosideos
sesquiterpénicos aciclicos (OGSA) em larga escala, utilizando métodos

cromatograficos;

B. estudar o mecanismo de tolerancia do fungo Xilaria sp. frente as saponinas

obtidas da planta Sapindus saponatria;

C. investigar os produtos da biotransformacdo de saponinas e dos OGSA
encontrados em S. saponaria, por Xilaria sp. fazendo uso de espectrometria de

massas (MS e MS/MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

D. isolar e identificar os metabdlitos secundarios produzidos por Xylaria sp., fazendo
uso de técnicas de ressonancia magnética nuclear (NMR) e espectrometria de

massas;

E. cultivar o fungo endofitico Xylaria sp. em diferentes meios de cultura, comparar o

metabolismo do fungo nestes meios;

F. propor mecanismos de fragmentagao para as substancias isoladas.
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3. Procedimento Experimental

3.1. Materiais

a) Solventes e eluentes para cromatografia

- Para cromatografia em coluna e em camada delgada foram utilizados solventes
destilados no DQ-UFSCair;

- Para uso em HPLC e MS foram utilizados solventes de grau cromatografico
MERCK, ALDRICH e MALLINCKRODT e H,O purificada em sistema Millipore Milli-
Q.

b) Suporte para cromatografia

- Silica gel 70-230 mesh (silica comum), utilizada em funil de placa sinterizada;

- Silica gel 230-400 mesh (tipo flash), utilizada em cromatografia em coluna e
camada delgada preparativa;

- Lipophilic Sephadex® LH-20 (SIGMA).

c) Solventes para RMN

- Solventes deuterados da Acros Oganics, Cil (Cambridge Isotope Laboratories) e
Aldrich 98-99,9%

d) Substratos e sais minerais utilizados na preparacao de meios de cultura

liquidos para cultivo dos fungos endofiticos

- dextrose — MALLINCKRODT

- Kz2HPO, — MALLINCKRODT

- NaCl - MERCK

- MgSO4 — MALLINCKRODT

- CaCl, — REAGEN

- NH4sNO3 — CINETICA QUIMICA
- FeSO, — REAGEN

- CuSO, — CINETICA QUIMICA
- ZnSO4 — MALLINCKRODT

- MnSO4 — MALLINCKRODT
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- (NH4)2M0O; - MALLINCRODT

3.2. Equipamentos

a) HPLC
- Equipamento Shidmazu, com bombas LC-10AD e LC-10ADvp, detector Diode
Array SPD-M10A, auto injetor SIL-10AD e sistema de controle SCL-10A

- HPLC PREPARATIVO Shimadzu, bomba LC-8A, detector SP D-6AV, controladora
CBM-10A e software Shimadzu Class-LC

b) Cromatégrafo a gas
- Carlo Erba GC 8000, utilizando coluna J & W Scientific DB 5 MS, 15 m, 0,25 mm

c) Espectrometria de Massas
- Equipamento Quattro LC Micromass

- VC Plataform, Fisons Instruments

d) Espectrometro de RMN

- Bruker ARX-200, de campo de 4,7 Tesla, onde foram realizados os experimentos
de 'He C.

- Bruker AVANCE DRX-400 de campo de 9,4 Tesla, onde foram realizados todos os

experimentos bi-dimensionais.

e) Evaporadores Rotativos
- Rotoevaporador rotativo Tecnal (TE 20)
- Rotoevaporador Buchi 461-water bath (EL 131)

e) Camara de Fluxo Laminar
- Veco VL FS-12M

f) Autoclave Vertical
- Phoenix AV 70
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g) Triturador

- Turratec Tecnal

h) phmetro

- Tecnal Tec-3MP

3.3. Obtencao de Saponinas e OGSA a partir dos frutos de S. saponaria

3.3.1. Obtencao do extrato de S. saponaria

Para o isolamento de saponinas e OGSA, foram utilizados 4,5 g de extrato
hidrometandlico do pericarpo dos frutos de S. saponaria, obtidos anteriormente em
nossos laboratérios (MURGU, 2002). Esse extrato foi submetido a hidrdlise basica,
utilizando 500 ml de hidroxido de sodio, NaOH 1 M, seguido de agitacdo durante 30
minutos, posteriormente houve adicdo de acido cloridrico (HCI, 0,5 M), até
neutralizagdo, com intuito de converter os grupos acetatos, presentes nas cadeias
de agucar em hidroxilas, simplificando a mistura de saponinas (como dito no item
1.3. ha uma grande variagdo de saponinas devido a presenca de diversos grupos
acetatos nas cadeias de agucar). A neutralizagcdo da reacdo foi realizada sob
monitoramento do pH, com auxilio de phmetro. De acordo com o estudo anterior

(MURGU, 2002) saponinas sao resistentes a alteragdes do pH.

3.3.2. Isolamento e analise de Saponinas e OGSA

Posteriormente esse extrato hidrolisado foi submetido a uma coluna de
Sephadex® LH-20, de dimensdes 1,5 m de altura e 8 cm de didmetro, usando
método isocratico de eluigdo, de modo que o eluente utilizado foi metanol:agua (1:1).
Foram recolhidos um total de 88 fracbes em frascos de 25 mL. Essas fracbes foram
monitoradas por cromatografia em camada delgada (TLC) e as que apresentaram
maior interesse foram analisadas por espectrometria de massas (MS), no modo full

scan de aquisicdo, com intuito de verificar a presenca de saponinas e/ou OGSA.
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As condigdes de otimizacdo de analises por espectrometria de massas

utilizadas para analise das fragdes obtidas, sdo mostradas na Tabela 3.1. a seguir:

Tabela 3.1. — Condicbes de analise das fragdes obtidas de Saponinas e OGSA por

espectrometria de massas.

Experimento Full Scan

lonization Source Electrospray negativo, (ESI-(-))

Capillary 3,25 kVolts

Cone 45 Volts

Extractor 5 Volts

RF Lens 0,6 Volts

Source Temp. 135°C

Probe Temp. 350 °C

No caso das fragbes que indicaram a presenga de saponinas e OGSA (fragao
14, 15, 16 e 17 e 27, 28 e 29), foram realizados também experimentos de ions
fragmentos (MS/MS), utilizando as mesmas condig¢des citadas na Tabela 3.1. com

energia de colisdo de 40 eV.

3.4. Experimentos de Biotransformacao

3.4.1. Obtenc¢ao do microrganismo

Para as reagdes de biotransformacéo foi utilizado o fungo Xylaria sp., que se
encontrava catalogado na micoteca do LaBioMMi (n° de registro: 206), isolado
anteriormente dos frutos de S. saponaria. O fungo foi isolado de acordo com o
seguinte procedimento (MURGU, 2002): primeiramente foi realizada a esterilizagéo
da superficie dos frutos para evitar o crescimento de microorganismos néao

endofiticos. Posteriormente os frutos foram lavados em agua corrente. Em seguida,
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ja em ambiente asséptico, tiveram a superficie esterilizada, sendo mergulhados em
EtOH 70% por um minuto, NaOCl 11% por 1 minuto e novamente EtOH por um
minuto, sendo transferidos para placa de BDA (batata, dextrose e agar), estas foram
fechadas e colocadas na estufa a 25 °. Apds 10 dias de crescimento do
microrganismo, as placas contendo o fungo foram repicadas (2 x 2 cm), e alguns
destes pequenos pedacos foram transferidos para dois frascos de 10 mL contendo
apenas aguas Milli-Q, estes frascos foram entdo estocados na micoteca do
LaBioMMI, DQ-UFSCar.

3.4.2. Cultivo de Xylaria sp.

O fungo foi inoculado em 5 placas de Petri (9 cm de didmetro) para
crescimento, contendo em cada placa meio BDA (batata, dextrose e agar). O meio
de cultura BDA seguiu o seguinte procedimento: 200 g de batatas descascadas,
cortadas em cubos, 20,0 g de glicose, 15,0 g de agar por litro de agua destilada,
sendo que foi preparado um total de 500 mL de meio. As batatas foram fervidas em
agua destilada até cozimento completo, e em seguida filtradas em gaze. Ao filtrado
foi adicionado o agar, dissolvido sob aquecimento, e entdo acrescentou-se a glicose.
A solugédo, em um Erlenmayer, foi entdo esterilizada em autoclave a 120 °C. O meio
BDA foi colocado em cinco placas de Petri esterilizadas, estando prontas para
inoculagao apos esfriarem.

A inoculagcdo foi realizada em meio asséptico, utilizando a técnica de
semeadura de superficie, com haste de metal esterilizada em bico de Bunsen ao
rubro, capela de fluxo laminar esterilizada por luz ultravioleta por 40 minutos, os
demais frascos e solugdes foram esterilizados previamente em autoclave vertical. As
placas de Petri foram fechadas e estocadas durante 10 dias para crescimento do
fungo. Todos os experimentos envolvendo o cultivo do fungo ocorreram neste
mesmo ambiente de trabalho.

Apods o crescimento nas placas de Petri (10 dias), o fungo foi inoculado em 36
Erlenmeyers de 500mL contendo meio liquido descrito a seguir, previamente
esterilizados em autoclave.

Foi utilizado para as reacdes de biotransformagao o meio Czapek’s, trata-se
de um meio liquido com a seguinte composigao por litro de agua: 15,0 g de glicose,
0,480 g de NH4NO3; 5,00 g de KH2PO4; 1,00 g de MgSOy; 0,100 g de FeSOy; 0,150
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g de CuSOy4; 0,160 g de ZnSOy4; 0,0100 g de MnSQOy; 0,100 g de (NH4)2M0O4. Foram
preparados um total de 36 Erlenmeyers de 500 ml, contendo 100 ml do meio liquido
cada. Pequenos pedacgos do fungo, aproximadamente 3 x 3 cm, foram repicados e

transferidos das placas de Petri para 27 Erlenmeyers contendo o meio liquido.

3.4.3. Introdugao dos substratos (Saponinas e OGSA) no meio de cultura

Apds 15 dias de cultivo, uma solugdo com 240 mg/L de saponinas foi
distribuida em 12 Erlenmeyers que continham o fungo; o mesmo processo foi
repetido, utilizando uma solugdo de OGSA 540 mg/L e adicionada em outros 12
Erlenmeyers contendo o fungo. Também foi adicionado 20,0 mg de saponinas em 3
Erlenmeyers contendo apenas o meio liquido, da mesma forma procedeu-se pra
outros 3 Erlensmeyers, adicionando em cada um 45,0 mg de OGSA. Dessa maneira
obteve-se 12 Erlenmeyers contendo o fungo e saponinas, outros 12 contendo o
fungo e OGSA, 3 contendo apenas o fungo, usados como controle; 3 contendo
saponina € o meio de cultura, 3 contendo OGSA e o meio de cultura e, finalmente,
os 3 restantes contendo apenas o meio de cultura. A Tabela 3.2. mostra um

esquema dos experimentos de biotransformacéao

Tabela 3.2. — Codigos das amostras dos experimentos de Biotransformacgéo.

N° Erlenmeyers | Codigo da | Quantidade Conteudo da Amostra

(500 mL) Amostra | de Substrato
12 MFSap. 240 mg Meio de cultura, fungo e

saponinas
MFOGSA. 540 mg Meio de cultura, fungo e OGSA
MF 0 Meio de Cultura, fungo (Controle)

MSap. 60 mg Meio de cultura, saponinas

(Branco)
MOGSA 135 mg Meio de cultura, OGSA (Branco)

M 0 Meio de cultura (Branco)
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ApoOs a introdugao dos substratos os experimentos foram incubados durantes
outros 15 dias, totalizando 30 dias de cultivo, em ambiente escuro e estatico. Apds
esse periodo foi realizada filtracdo a vacuo de todos os meios. Os micélios foram
descartados e os meios liquidos foram concentrados através de liofilizador e

estocados em geladeira.

3.4.4. Analises dos experimentos de biotransformacgao

Devido a problemas envolvendo a bomba turbomolecular do espectrémetro de
massas (tal peca é responsavel pelo vacuo no equipamento) as analises envolvendo
os experimentos de biotransformagdo foram realizadas utilizando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de arranjo de di6édo
(DAD). O equipamento utilizado foi previamente descrito no item 3.2.a.

Baseando-se no estudo anterior (MURGU, 2002) e no trabalho realizado por
DELFEL et al. (1986) utilizou-se uma coluna cromatografica C1s, empacotada no
DQ-UFSCar, utilizando silica ODS LiChrosorb RP-18 com dimensdes: 0,46 x 25,0
cm. Baseado ainda no trabalho de DELFEL et al. (1986), que efetuou um estudo
sobre a presencga do acido trifluoracético (TFA) na fase movel, os eluentes utilizados
nas analises foram agua Milli-Q Millipore 0,1 %TFA (A) e acetonitrila 0,1% TFA (B).
Utilizou-se o modo gradiente de eluigédo, variando de 25% até 100 % de B em 40
min. Para cada substrato foram realizadas analises envolvendo as amostras
descritas na Tabela 3.3. Todas as amostras provenientes dos experimentos de
biotransformagao foram preparadas em uma concentragdo de 5 mg/mL (em solugéo
ACN/H20 1:1 viv). Apenas as solugbes contendo os padrbes (saponinas e OGSA)
foram preparadas em concentragdo de 1 mg/mL. Foi utilizado uma vazao de 1

mL/min.
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Tabela 3.3. — Amostras analisadas por HPLC provenientes do experimento de

biotransformagao envolvendo saponinas e OGSA.

Experimento envolvendo Saponinas Experimento envolvendo OGSA

Padrao — Saponina isolada, diluida em|ff Padrdo — OGSA isolada, diluida em

MeOH Agua Milli-Q

Meio Liquido e Saponina Meio Liquido e OGSA

Meio Liquido e Fungo Meio Liquido e Fungo

Meio Liquido, Saponina e Fungo Meio Liquido, OGSA e Fungo

3.4.5. Isolamento da saponina biotransformada

Para o isolamento do produto de biotransforamc¢édo envolvendo a saponina
isolada utilizamos, principalmente, a técnica de HPLC preparativo.

O extrato proveniente dos experimentos de biotransformagao foram,
inicialmente, submetidos a uma separagao cromatografica utilizando-se uma coluna
de silica flash (50 x 4,5 cm) e eluicdo gradiente com CH,Cl,/MeOH (95:5 v/v) até
100% MeOH. As fracbes ricas em saponinas foram, entédo, reunidas e submetidas a
analise por HPLC preparativo, nesta etapa foi utilizada coluna Shimadzu Prep K (2 x
25 cm) e como fase mével ACN:H,O (1:1 v/v), com vazao de 1 mL/min e deteccao

em 206 nm.

3.5. Isolamento de Metabodlitos Secundarios

3.5.1. Cultivo de Xylaria sp.

Para o estudo dos metabdlitos secundarios produzidos por Xylaria sp. foram
utilizadas as mesmas técnicas de inoculagdo, ambientes de trabalho (condigbes
asseépticas) e meio de cultura (contendo glicose) citadas no item 3.2. Foram
preparados um total de 36 Erlenmeyers de 500 mL, contendo 200 mL de meio

liquido em cada um.
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Apos 30 dias o fungo foi retirado do meio liquido para ser extraido e

analisado. A separacgao entre o micélio e o meio liquido foi realizada a vacuo.

3.5.2. Obtencao e fracionamento dos extratos de Xylaria sp.

O meio liquido sofreu particdo liquido-liquido com acetato de etila. A fase
organica foi reservada enquanto que a fase aquosa sofreu nova particdo liquido-
liquido com 1-butanol. Os extratos obtidos apds a concentragao das fases organicas
em rotaevaporador foram chamados de XL-1 (referente a particdo com acetato de
etila) e XL-2 (referente a particdo com 1-butanol).

Foi realizada cromatografia em camada delgada (TLC) com os extratos
obtidos e, a semelhanca de polaridade e coloragao, os extratos XL-1 e XL-2 foram
reunidos. Esse novo extrato foi denominado entdo XL. Com esse extrado, foi
realizado uma coluna cromatografica de silica gel 230-400mesh (silica tipo flash) em

um funil de placa sinterizada com o gradiente de elui¢ao ilustrado na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. — Eluicio utilizada na coluna de separagao do extrato XL.

Eluente Quantidade

Hexano 500 ml

Hexano : Diclorometano (7:3) 500 ml

Hexano : Diclorometano (3:7) 500 ml

Diclorometano 500 ml
Diclorometano : Metanol (9,5 : 0,5) 500 mi

Diclorometano : Metanol (9 : 1) 500 mi

Diclorometano : Metanol (7 : 3) 500 ml

Diclorometano : Metanol (3 : 7) 500 ml
Diclorometano : Metanol (9,5 : 0,5) 500 ml

Diclorometano : Metanol (9 : 1) 500 ml

Diclorometano : Metanol (7 : 3) 500 ml

Diclorometano : Metanol (3 : 7) 500 mi

Metanol 500 mi
Metanol : Agua (9 : 1) 500 ml
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Foram recolhidas deste extrato um total de 10 fracbes e denominadas XL1 a
XL10. Essas fracdes foram submetidas a experimentos de RMN de 'H. Com base
nos espectro de RMN obtidos, trabalhou-se as fracdes posteriores a XL4.

O micélio foi extraido com metanol durante duas semanas. Este foi triturado
em um aparelho Turratec, com ajuda de nitrogénio liquido. O micélio triturado foi
submetido a sucessivas extragdes solido liquido como mostrado na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. — Periodo de extragcao do micélio e tipo de solvente.

Tempo em dias Solvente Volume de Solvente

3 Diclorometano 15L

Diclorometano 15L

Diclorometano : Metanol (1:1) 1,5L

Diclorometano : Metanol (1:1) 15L

Metanol 1,5L

Metanol 1,5L

Os extratos obtidos dessas extragées foram reunidos e denominados XM.
Estes foram entdo submetido a uma coluna cromatografica de silica gel 230-400
mesh (silica tipo flash) em um funil de placa sinterizada, com o gradiente de eluigdo

mostrado na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6. — Eluicdo utilizada na coluna de separagao do extrato XM.

Eluente Quantidade

Hexano 500 ml

Hexano : Diclorometano (7:3) 500 ml

Hexano : Diclorometano (3:7) 500 ml

Diclorometano 500 ml
Diclorometano : Metanol (9,5 : 0,5) 500 ml

Diclorometano : Metanol (9 : 1) 500 ml

Diclorometano : Metanol (7 : 3) 500 ml

Diclorometano : Metanol (3 : 7) 500 mi
Diclorometano : Metanol (9,5 : 0,5) 500 ml

Diclorometano : Metanol (9 : 1) 500 ml

Diclorometano : Metanol (7 : 3) 500 mi

Diclorometano : Metanol (3 : 7) 500 ml

Metanol 500 ml
Metanol : Agua (9 : 1) 500 ml

Foram recolhidas dez fragcdes desse extrato, denominadas de XM1 a XM10.
Realizou-se entdo CCD dessas fragoes, e devido ao perfil cromatografico similiar as
fragbes XM3 a XM4 foram reunidas, agora denominada XM3,4. Posteriormente
realizou-se experimentos de RMN 'H 1D de todas as fracdes obtidas.

Os espectros de RMN das fragdes XM1 a XM3,4 mostraram nio conter
compostos de interesse, desse modo foi dado inicio ao processo de isolamento dos

metabalitos produzidos por Xylaria sp. presentes nas fragdes XM5 e seguintes.

3.5.3. Isolamento de metabdlitos secundarios

Tanto as fragdes obtidas, tanto a partir do micélio (XM) quanto do meio liquido
(XL), foram submetidas a diversas colunas cromatograficas.

O Fluxograma 1.1. ilustra os procedimentos cromatograficos pelos quais as
fracbes obtidas do micélio (aproximadamente 6 g) foram submetidas. O mesmo
fluxograma mostra as condi¢des, eluentes e fase estacionaria, utilizadas para

isolamento dos metabdlitos secundarios presentes no micélio, produzidos pro Xylaria

sp.
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Fluxograma 1.1 — Isolamento dos metabdlitos secundarios do micélio (XM) de
Xylaria sp. As fragdes representadas tratam da primeira e ultima fragcdo de cada

coluna, assim como as fragdes que mostraram conteudo interessante.

XM
a
| | |
XM1 XM5 XM6 XM7 XM10
b
| L,
XM5-1| | Xm5-15].. | XM5-37
| | | | | | |
Xm6-1| [xm6-10] [xme-15] |Xm6-22 xme-27| [XM6-31] [xme-48] [xm6-67| |xM6-79

[ E
XM6-10B || xm6-15A]  |f

XM6-22-1). | XM6-22-8]. | XM6-22-9 | |XM6-22-12] |XM6-22-32

a: coluna cromatografica de silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash) em um funil de placa sinterizada, com o gradiente de
eluicdo mostrado na Tabela 3.6.

b: coluna cromatografica de dimensdes 13 x 4,3 cm. Fase estacionaria: silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Separacao
cromatografica foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 37 fragdes,
recolhidas em frascos com 20ml. As fragbes foram reunidas devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da
seguinte maneira: 3a 6, 7a9,10a14,15a 22,23 a 37.

c: coluna cromatografica de dimensdes 15 x 3,8 cm. Fase estacionaria silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Separagao
cromatografica foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 79 fragdes,
recolhidas em frascos com 20ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da
seguinte maneira: 3a 9, 10a 14, 15a 21,22 a 26,27 a 30,31a47,48a54,55a66,67a75,76a79.

d: Cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes 20,0 x 20,0 cm com camada de 1 mm de silica. Eluente
hexano/acetato de etila (90:10 v/v). Foram coletadas as quatro bandas cromatograficas observadas.

e: Cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes 20,0 x 20,0 cm com camada de 1 mm de silica. Eluente
hexano/acetato de etila (90:10 v/v). Foram coletadas as trés bandas cromatograficas observadas.

f: coluna cromatografica de dimensdes 15 x 3,8 cm. Fase estacionaria: silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Separagéo
cromatografica foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 37 fragdes,
recolhidas em frascos com 20ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da
seguinte maneira: 1a7, 8,9a11,12a 13,14 a 22,23 a 32.
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Continuagado 1 do Fluxograma 1.1. - Isolamento dos metabdlitos secundarios do

miceélio (XM) de Xylaria sp.

XM6
a
| |
xwie-1| xwvie-31] IxM6-48] |xm6-79
b

| | | |

|XM6-31-1 |XM6-31-5 |XM6-31-22 |XM6-31-42
IE
| | | d e

|XM6-31-5- 1] xM6-31-5-4] [xM6-31-5-9] xm6-31-5-30

XM6-31-22B

XxM6-48-1 | xv6-48-38 ||xm6-48-44 ||XM6—48—50
f

XM6-48-44B |

a: coluna cromatografica de dimensdes 15 x 3,8 cm. Fase estacionaria silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Separagao

cromatografica foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 79 fragdes,
recolhidas em frascos com 20ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da
seguinte maneira: 3a 9, 10a 14,15a 21,22 a 26,27 a 30,31a47,48a54,55a66,67a75,76a79.

b: coluna cromatografica de dimensdes 8 x 1,8 cm. Separagéo cromatografica silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Fase
movel foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 42 fragdes, recolhidas
em frascos com 20ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da seguinte
maneira: 5a 16, 17 a21, 22 a 23, 24 a 37, 38 a 42.

c: coluna cromatografica de dimensdes 12 x 1,8 cm. Separagéo cromatografica silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Fase
movel foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 30 fragdes, recolhidas
em frascos com 20ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da seguinte
maneira: 4 a 8, 9a 11, 12 a 30.

d: Cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes 20,0 x 20,0 cm com camada de 1 mm de silica. Eluente

hexano/acetato (80 :20). Foram coletadas as trés bandas cromatograficas observadas.
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Continuagado 2 do Fluxograma 1.1. - Isolamento dos metabdlitos secundarios do

micelio (XM) de Xylaria sp.

XM6-67|

a

Ixm6-67-1] | xM6-67-12| [xM6-67-24]

b
XM6-67-12A I

a: coluna cromatografica de dimensdes 12 x 1,6 cm. Fase estacionaria silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Separagao

cromatografica foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 22 fragdes,
recolhidas em frascos com 20 ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da
seguinte maneira: 3a 11, 12a 13, 13 a 18, 18 a 22.

b: Cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes 20,0 x 20,0 cm com camada de 1 mm de silica. Eluente

hexano/acetato de etila (85 :15 v/v). Foram coletadas as trés bandas cromatograficas observadas.

Continuagdo 3 do Fluxograma 1.1. — Isolamento dos metabdlitos secundarios do
micélio (XM) de Xylaria sp.

XM7 XM8
a C

|
vz . [xm7-d . [xmz-s] . [xm7-12] . [xm7-24] [xwet] .. [xms-1q]... [xus-13] ... [xue-17]
b e

[xw7-54]. [ xm7-5-6] ... [ xm7-5-26] [xmg-13-1].. | xme-13-2]. [ xms-13-20]

[ xmg-10-1 |... [xm8-10-17]... [xms-10-25]
f

[xM8-10-17-1] ... [xm8-10-17-2] ... [xms-10-17-0]

a: coluna cromatogréfica de silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash), dimensdes 15 x 3,8 cm; eluente hexano 100% hexano
até 100% acetato de eltila, ultima fragdo com acetato/metanol (1:1 v/v). 24 fragdes no total, agrupadas de acordo com a
similaridade.

b: coluna cromatografica de dimensdes 10 x 3,5 cm. Fase estacionaria: silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Fase movel:
100% de CH2CI2 até 100% de acetato, obtendo 26 fragbes, recolhidas em frascos com 10ml. As fragbes foram reunidas de
devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC.

c¢: coluna cromatogréfica de silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash), dimensdes 15 x 3,8 cm; eluente hexano 100% hexano
até 100% acetato de eltila, ultima fragdo com acetato/metanol (1:1 v/v). 24 fragdes no total, agrupadas de acordo com a
similaridade.

d: coluna cromatografica de silica gel 230-400 mesh, dimensdes 10 x 3,8 cm; eluente hexano 100% hexano até 100% acetato
de eltila, seguido por 100% MeOH. 25 fragdes no total, agrupadas de acordo com a similaridade.

e: coluna cromatografica de silica gel 230-400 mesh, dimensdes 10 x 3,8 cm; eluente hexano 100% hexano até 100% acetato
de eltila, seguido por 100% MeOH. 20 fragdes no total, agrupadas de acordo com a similaridade.

f: coluna cromatografica de dimensdes 12 x 2,5 cm. Fase estacionaria: silica gel 230-400 mesh . Fase mdvel foi realizada no

modo gradiente, com 100% de CH2CI2 até 100% de MeOH, obtendo 9 fragbes, recolhidas em frascos com 10 ml.
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Seguindo o mesmo procedimento aplicado ao micélio, os extratos obtidos do
meio liquido foram fracionados de acordo com suas polaridades, sendo submetidos
a diversos sistemas cromatograficos, como pode ser observado no Fluxograma 3.2.
O procedimento utilizado para obtencdo do extrato do meio liquido forneceu

aproximadamente 3,4 g de amostra, quantidade inferior a obtida a partir do micélio.

Fluxograma 1.2 — Isolamento dos metabdlitos secundarios do meio liquido (XL) de
Xylaria sp. As fragbes representadas tratam da primeira e ultima fragdo de cada

coluna, assim como as fragdes que mostraram conteudo interessante.
XLI

a
xi] ofxes | oo xee] L [xar] - [xes] . [xiio

b
c
[xts-1 | . |xusa] [ xus22
[xt71 | o [xz-8] [ xir-1s XL6
d e

XL7-8B |

[xt6-1 | .. [xte4 | ... [xL6-15

a: coluna cromatografica de silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash) em um funil de placa sinterizada, com o gradiente de
eluicdo mostrado na Tabela 3.4.

b: coluna cromatografica de dimensdes 12 x 4,0 cm. Fase estacionaria: silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Separacéo
cromatografica foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 22 fragoes,
recolhidas em frascos com 20 ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da
seguinte maneira: 4 a 10, 11a 17, 18 a 22.

c: coluna cromatografica de dimensdes 15 x 3,8 cm. Fase estacionaria silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Separagao
cromatografica foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 18 fragdes,
recolhidas em frascos com 20ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da
seguinte maneira: 1a7, 8a12,12a14e15a 18.

d: cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes 20,0 x 20,0 cm com camada de 1 mm de silica. Eluente
hexano/acetato (90:10 v/v). Foram coletadas as duaso bandas cromatograficas observadas.

e: coluna cromatografica de dimensdes 10 x 2,8 cm. Fase estacionaria silica gel 230-400 mesh (silica tipo flash). Separagao
cromatografica foi realizada no modo gradiente de eluigdo, com 100% de hexano até 100% de acetato, obtendo 15 fragdes,
recolhidas em frascos com 20 ml. As fragdes foram reunidas de devido a similaridade cromatografica apresentada em TLC da

seguinte maneira: 1a 3, 4a6,7a11e12a15.

As anadlises das fracdes, obtidas a partir do micélio e meio liquido, foram

realizadas por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (H' NMR)
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e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS). As fragdes
que apresentaram dados interessantes foram submetidas a outros experimentos de
NMR como '*C, COSY, HMBC, HSQC e TOCSY. Todas as andlises citadas aqui

foram realizadas nos equipamentos descritos no item 3.2.

3.5.4. Analise por GC-MS

As andlises envolvendo a técnica GC-MS foram realizadas utilizando a
seguinte rampa de temperatura: trés minutos em 120°C seguido por um aumento de
10°C/min até 250°C, posteriormente a temperatura foi elevada 4°C/min até 300°C e
permaneceu nesta temperatura por 8 minutos, apds esse tempo houve um aumento
de 1,5°C/min até 320°C, totalizando 51 minutos de corrida cromatografica.

Devido a polaridade relativamente elevada de algumas fragdes as mesmas
necessitaram sofrer derivacdes, como Reacao de Metilacdo e Reacao de Sililagao.
Os procedimentos para realizacdo das duas reagdes mencionadas sdo descritos
abaixo.

- Reacao de Sililagdo: em um frasco de 15 mL com tampa foi adicionado
aproximadamente 2,0 mg de amostra, 200 uL de piridina e 200 uL de BSA (N,O-
bis(trimethylsilyl)-acetamide), o frasco foi entdo fechado e submetido a aquecimento
a 40°C e agitagao durante 30 minutos, apds esse tempo foram adicionados 200 uL
de hexano e 1000 uL de agua Milli-Q. A fragdo hexanica foi coletada e analisada por
GC-MS de acordo com as condigdes mencionadas anteriormente.

- Reacao de Metilacao: o primeiro passo dessa reacéo envolveu a preparagao
do diazometano, reagente necessario para a reagao em questdo. O processo para
obtencao desse reagente (Figura 3.1.) foi realizado utilizando material adequado,
usando um sistema que envolve um baldo de fundo redondo fundido a um
condensador, aquecido por meio de banho de agua a 60°C, na outra extremidade

deste condensador o produto foi coletado em um Erlenmeyer resfriado em gelo.
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Reagentes

Diazometano

Banho de Gelo

I

Figura 3.2. — Esquema ilustrativo para obtengao do Diazometano.

O procedimento para preparacao do Diazometano envolveu a preparacao de
uma solugao contendo 1,0 g de KOH em 1,5 mL de agua destilada e posteriormente
adicionada em 5,0 mL de Etanol 96%. Essa solugao foi transferida para o balao
mostrado na Figura 3.2., posteriormente a esse baldo foi adicionado uma solugao
contendo 4,3 g de Diesaldi® (N-metil-N-nitroso-4-toluolsulfoamida, SIGMA-
ALDRICH) em 25 mL de éter etilico. Como dito anteriormente o produto da reacéo,
diazometano, foi coletado no Erlenmeyer resfriado por banho de gelo, num total de
10 mL de solucao etérea. O procedimento para obtencdo do Diazometano utilizado
foi obtido de acordo com FURNISS (VOGEL’S 1989).

ApOs a etapa de preparacao do diazometano, este (50uL) foi transferido para
um frasco contendo aproximadamente 2mg de amostra, o frasco foi fechado e

agitado durante 5 minutos, seguido pela injegdo no sistema GC-MS.

3.5.5. Analises por MS e MS/MS
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Diferente dos outros metabdlitos produzidos por Xylaria sp., as fragcbes XM8-
13-2 e XL6-4-2 devido a polaridade elevada foram analisadas utilizando o
espectrometro de massas descrito no item 3.2.c.. A fonte de ionizag&o utilizada foi
ionizagdo a pressdao atmosférica no modo negativo (APCI-(-)). As condicdes

utilizadas sao mostradas na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. — Condi¢des de analise para a substancia presente nas fragcbes XM8-13-
2 e XL6-4-2.

Experimento Full Scan

lonization Source APCI-(-)

Corona 3,61 kVolts

Cone 21 Volts

Extractor 2 Volts

RF Lens 0,59 Volts

Source Temp. 120 °C

Probe Temp. 200 °C

3.6. Experimento envolvendo diferentes meios de cultura.

3.6.1. Preparacgao e inoculagao nos diferentes meios de cultura

Posteriormente aos experimentos envolvendo o isolamento de metabdlitos
secundarios e utilizando as mesmas técnicas de inoculagdo e ambientes de
trabalhos (condigdes assépticas) o fungo foi cultivado em trés diferentes meios de
cultura. Além do meio descrito no item 3.4.2., que usava glicose como fonte de
carbono, outros dois meios foram preparados: em um deles, a glicose foi substituida
por sacarose e no outro caso foi utilizada uma mistura contendo 50% de glicose e
50% de sacarose. Com exce¢ado da glicose toda a composigdo do meio descrito no
item 3.4.2. foi mantida.

Para esse experimento foram utilizados um total de 15 Erlenmeyers de 500

ml, contendo em cada um 100 ml de meio liquido. Trés Erlenmeyers contendo o
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fungo e o meio liquido com glicose; seis contendo o fungo e meio liquido com
sacarose e outros seis com o fungo e a mistura de 50% de glicose e 50% de
sacarose.

Apds 45 dias de incubacdo em ambientes sem luz e estatico foi realizada,
para cada Erlenmeyer, a separagao entre o meio liquido e o micélio, fazendo uso de
filtracdo a vacuo.

Para cada meio liquido obtido foi adicionado 5 g de NaCl, seguido de partigao
liquido-liquido com acetato de etila (duas vezes, 100mL de acetato de etila em cada
vez). As partes aquosas foram descartadas, enquanto que as fragdes organicas
foram concentradas através do uso de rotaevaporador. Essas amostras foram

estocadas em geladeira e nomeadas conforme os cddigos mostrados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8. — Cddigos das amostras envolvendo o meio liquido dos experimentos de

comparacao de meios de cultura.

N° de Amostras Cédigo da Conteudo da Amostra
Estocadas em Amostra

Geladeira

MLGF Meio Liquido com Glicose e o fungo

MLSF Meio Liquido com Sacarose e o fungo

MLGSF Meio Liquido com Glicose e Sacarose (1:1)

e o fungo

Os micélios de cada experimento foram triturados com etanol, seguido de
extracdo com este mesmo solvente por trés vezes, de 100mL cada, durante 30
minutos em ultrasom. Apds a seguéncia de extragdes o solvente foi evaporado. As
amostras obtidas provenientes dos micélios foram entdo estocadas em geladeira, e

nomeadas conforme a Tabela 3.9.
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Tabela 3.9. — Cédigos das amostras envolvendo os micélios dos experimentos de

comparacgao de meios de cultura.

N° de Amostras Cdédigo da Conteudo da Amostra
Estocadas em Amostra

Geladeira

MCGF Micélio com Glicose e o fungo

MCSF Micélio com Sacarose e o fungo

MCGSF Micélio com Glicose e Sacarose (1:1) e 0

fungo

3.6.2. Analises dos diferentes meios de cultura

Os extratos referentes aos experimentos de comparagdo de meios foram
analisados por técnica de HPLC-UV(DAD) e GC-MS.

Os experimentos utilizando a técnica de HPLC-UV foram realizados usando
coluna Synergy ODS, Phenomenex; os eluente foram: agua Milli-Q Millipore (A) e
Acetonitrila grau HPLC (B). Foi usado modo gradiente de eluig&o, variando de 25% a
100% de B em 50 min. Com vazao de 1 mL/min. Os trés meios (glicose, sacarose e
glicose e sacarose (1:1)) foram submetidos as mesmas condi¢gées cromatograficas.
A concentragao dos extratos analisados foi de 5 mg/mL.

As analises efetuadas envolvendo a técnica de GC-MS utilizaram os
equipamentos descritos nos itens 3.2.b e 3.2.c. Os extratos foram submetidos a
técnica de extragdo em fase sodlida (SPE) antes da analise no cromatografo gasoso,
de modo que apenas os compostos mais apolares fossem analisados. Os cartuchos
de SPE foram empacotados com 500 mg de silica ODS LiChrosorb RP-18. A ordem

de eluicdo utilizada pode ser observada conforme a Tabela 3.10.
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Tabela 3.10. — Sistema de eluicdo utilizado na etapa de pré-purificacao utilizando

SPE dos extratos obtidos a partir dos diferentes meios de cultura.

Ordem de Eluicao Eluentes

1° Ativacdo com MeOH, 12 mL

2° Condicionamento com H,0O-MeOH (95:5), 12 mL

3° Aplicacdo da amostra (1mg/mL)

4° Eluicdo com H,0O-MeOH (90:10), 6 mL

5° Eluicdo com CH>Cl,-MeOH (1:9), 6 mL

Foi utilizada a seguinte rampa de temperatura no GC: trés minutos em 120°,
depois 12°C/min. até 250°C, seguido por 4°C/min. até 300°C durante 8 min.
finalmente 2°C/min. até 320°C. Totalizando 35 minutos de corrida.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Isolamento e Identificagcao de Saponinas e OGSA

O isolamento de saponinas e OGSA envolveu hidrélise basica do extrato de
Sapindus saponaria. Como dito no item 1.3. a principal diferenca entre as saponinas
encontradas no extrato deve-se a presenca de grupos acetato em algumas cadeias
de agucar. Logo, a hidrolise basica foi realizada com intuito de converter estes
grupos acetato em hidroxilas, simplificando a mistura de saponinas. Devemos levar
em consideragao ainda que, de acordo com MURGU (2002), o principal grupo de
saponinas relatados para esta planta € o S1, mostrado na Tabela 1.3. Desse modo
devemos encontrar no extrato hidrolisado a presenga majoritaria da saponina S1,
com massa 882 Da. Com relagdo aos OGSA a Tabela 1.1. mostra as principais
substancias desta classe encontradas em S. saponaria, de modo que o composto
o1, com 1146 Da, é encontrado em quantidade superior (MURGU, 2002). A hidrdlise
teve como objetivo converter alguns possiveis grupos acetatos nos agucares dos
OGSA em hidroxilas.

Na Figura 4.1.1. temos os espectros obtidos para a analise por insergéo direta
no espectrometro de massa de algumas fracbes (14 a 29) obtidas da coluna

Sephadex® LH-20 (item 3.3.).
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Figura 4.1.1. — Espectros de MS das fragbes 14 — 18 do extrato hidrolisado de S. saponaria.
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Figura 4.1.1. (continuagao) — Espectros de MS das fragbes 19 — 29 do extrato hidrolisado de S.

saponaria.

A analise dos espectros mostrados na Figura 4.1.1. indicou a presenga de
OGSA nas fragdes de numero 14 a 19, resultando num total de 2,3 g, onde
observamos o ion com m/z 1145 claramente, sendo que na fracdo 16 observamos

um grau de pureza bastante elevado para o OGSA o1 (Figura 4.1.4.). O valor de m/z
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observado para possivel presenca deste OGSA indica que o processo de hidrdlise
utilizado foi bastante eficiente, uma vez que nao verificamos a presenca de outros
OGSA com grupos acetatos, como descrito previamente por MURGU (2002). Na
Figura 4.1.2. temos o espectro de massas da fragcdo 16, indicando a presenga do
OGSA o1, com m/z 1145. Neste mesmo espectro observamos ainda o pico de m/z
572 proveniente, provavelmente, da presenga do OGSA carregado com duas cargas
negativas ([M-2H]%).

100+ m/z 1145 ™
[M-H]

m/z 572
@ [M-2H]*

0 T -l T T T T T T T T T T T T T T T T 7 T T T 7 T : ; 7 = m/z
550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200

1161,8

1317
11819

Figura 4.1.2. — Espectro de massas da fragao 16, indicando a presenca do OGSA o1, em destaque
temos: [M-H] e [M-2H]*

Para confirmar a presenca deste composto realizamos experimentos de ions
fragmentos (MS/MS), com as condi¢cées de anadlise descritas na Tabela 3.1. e com
energia de colisdo de 50 eV, para a fracdo 16. O espectro de MS/MS da fragédo 16 é
mostrado na Figura 4.1.3.
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Figura 4.1.3. — Espectros de MS/MS da fragdo 16, indicando a presenca de OGSA.

Dé acordo com o espectro de massas de ions fragmentos obtido (Figura
4.1.3.) notamos grande similaridade com o espectro de ions-fragmentos obtidos por
MURGU (2002). Verificamos a perda sequencial das ramnoses presentes no
composto, de modo que o sinal referente de m/z 561 deve-se ao sesquiterpeno com
duas unidades de glicose. Estas perdas de agucares podem ser verificas na
proposta de fragmentagao ilustrada na Figura 4.1.4. realizada com o intuito de
confirmar a estrutura do OGSA 01 e baseada nos ions m/z observados no espectro

de ions fragmentos da Figura 4.1.3.
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Figura 4.1.4. — Proposta de fragmentagao para o espectro mostrado na Figura 4.1.3.

A proposta ilustrada na Figura 4.1.4 consta que apos perder quatro unidades
de ramnose, temos o esqueleto sesquiterpénico com duas unidades de glicose (m/z
561). Essas perdas estdo em total acordo com a estrutura da substancia, onde
temos as duas unidades de (dlicose ligadas diretamente ao esqueleto

sesquiterpénico, gerando assim uma informagcdo muito util na caracterizagéo
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estrutural. A proposta observada na Figura 4.1.4. ajuda a confirmar a presenga do
OGSA 01 no extrato hidrolisado de S. saponaria, no entanto devido a possivel
presenca de outros OGSA com mesma massa molecular, mas contendo pequenas
diferencas no esqueleto sesquiterpénico ou nas unidades de acgucar, realizamos
experimentos de NMR: 'H, '*C, COSY, HSQC e HMBC. Devido a grande
complexidade dos espectros de 'H, COSY e HMBC as informacdes necessarias
para identificacdo do composto em questdo foram baseadas, principalmente, nos
espectros de *C e HSQC (Figura 4.1.6. e Figura 4.1.7., respectivamente).

Embora hajam pouquissimos trabalhados descrevendo o isolamento e
identificacdo desta classe de compostos (OGSA), a atribuicdo dos sinais observados
por NMR foi realizada em comparagédo com o trabalho realizado por KASAI et al.,
1986, onde este composto foi isolado de Sapindus mukurossi, e denominado
Mukuroziosides llb. Os espectros obtidos foram realizados utilizando como solvente
piridina deuterada (CsDsN). Os experimentos bi-dimensionais (HSQC e HMBC)
foram fundamentais para atribuicdo das posi¢gdes dos agucares. Na Figura 4.1.5.
ilustramos a estrutura do OGSA 01 com a numeracgao dos carbonos do esqueleto
sesquiterpeno. O espectro de "*C é observado na Figura 4.1.6., na Tabela 4.1.1.
temos os dados de '*C obtidos neste trabalho e os dados relatados na literatura
(KASAI et al., 1986).

OH
O
Glc¢'
O HO
O 0O
HO Glc" 0
HO
OH 0O
Rha' 0O HO 0
HO HO HO
HO OH HO

OH OH

Rha" Rha'"' Rha''"

Figura 4.1.5. — Estrutura do OGSA o1.
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Figura 4.1.6. — Espectro de ">C do OGSA o1 presente na fragao 16.

Tabela 4.1.1. — Dados de "*C para o OGSA o1 isolado e dados da literatura (KASAI
et al., 1986).
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O trabalho realizado por KASAI et al. (1986) identificou este composto
(Mukuroziosides 1lb) fazendo uso, apenas, da técnica de '°C. Através de
experimentos de HSQC pudemos confirmar a presenca dos acgucares partindo dos
hidrogénios anoméricos das unidades de ramnose e glicose. Ao contrario do que foi
descrito no trabalho encontrado na literatura, fica claro que os sinais de hidrogénio
anomeérico das ramnoses, que ocorrem como singletos largos por volta de 6,0 ppm,
se relacionam com carbonos proximos de 103 ppm enquanto que os sinais dos
hidrogénios anoméricos da glicose aparecem como dubletos entre 4,5-5,0 ppm e se
relacionam com carbonos proximos de 101 ppm. Como esperado, notamos um
maior numero de sinais para a ramnose, uma vez que temos quatro unidades desta
enquanto que para a glicose temos apenas duas. O espectro de HSQC ilustrado na
Figura 4.1.6. comprova as informagbes citadas. observamos neste espectro a
correlagao entre os H-1 e C-1 das unidades de glicose e os H-1 e C-1 das unidades

de ramnose.
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Figura 4.1.7. — Espectro de HSQC do OGSA o1 presente na fragdo 16, mostrando as

ligacdes dos carbonos anoméricos.

O espectro de HSQC da Figura 4.1.7. nos mostra ainda uma regido bastante
conturbada, entre 45 e 90 ppm, onde temos, principalmente as interacbes H-C dos

acgucares e do proprio esqueleto sesquiterpénico.
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De acordo com os espectros da Figura 4.1.1. notamos ainda que as fragdes
de numero 27, 28 e 29, que resultaram em um total de 946 mg, devem conter a
saponina S1 com elevado grau de pureza (Figura 4.1.8. com numeragado dos
carbonos do triterpeno e agucares). Para comprovar a presenga deste composto nas
fracbes citadas seguimos a mesma metodologia adotada para a identificagdo do
OGSA o01. Na Figura 4.1.9. é ilustrado o espectro de massas da fragdo 28, onde
verificamos a presenga do pico de m/z 881 ([M-H]') com uma carga negativa e m/z

440, com duas cargas negativas ([M-2H]%).

o
5
1
H 20H Xyl

3

Figura 4.1.8. — Estrutura da Saponina S1 com a numeracgao do esqueleto triterpénico e agucares.



51

wo M/Z 881
[M-H]

1004

m/z 440
[M-2H]
A |

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 | 1000 | 1050 | 1100 1150

m/z

Figura 4.1.9. — Espectro de massas da fragado 28, indicando a presenga do saponina S1, em
destaque temos: [M-HJ e [M-2H]*.

Na Figura 4.1.10. temos o espectro de MS/MS para m/z 881 observado na
fracdo 27, com as mesmas condicdes de analise descritas na Tabela 3.1. e com

energia de colisdo de 45 eV.
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Figura 4.1.10. — Espectros de MS/MS da fragao 27, indicando a presenga da saponina S1 com as

respectivas perdas dos agucares até a aglicona.

Com base no espectro de MS/MS ilustrado na Figura 4.1.10. devemos
encontrar a saponina S1 ([M-H] m/z 881, ver Figura 4.1.1.) na fracbes em questao.
A analise do espectro de MS/MS nos permitiu observar as perdas dos agucares
xilose (150 Da), ramnose (164 Da) e arabinose ([M-H-Xyl]" m/z 731, [M-H-Rha-Xyl]
m/z 585) até chegarmos ao fragmento referente a aglicona ([M-H-Ara-Rha-Xyl]|" m/z
471). Verificamos ainda que os ions mais intensos no espectro, como m/z 603 e 749,
sao referentes a perda de unidades de acgucar com ligagao dupla. As perdas aqui
citadas podem ser observadas na Figura 4.1.11., onde € mostrado uma proposta de

fragmentacgao para a saponina S1 encontrada na fragao 27.
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Figura 4.1.11. — Proposta de fragmentag&o para o espectro mostrado na Figura 4.1.10.

O espectro de MS/MS, juntamente com a proposta de fragmentacao,
indicaram a presenca da saponina S1 nos extratos de S. saponaria. Todos os dados
aqui presentes conferem com os dados obtidos anteriormente por MURGU (2002).

Para uma informagdo mais detalhada sobre a estrutura da saponina isolada
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realizamos experimentos de NMR da fragdo 27. Os dados obtidos por
espectrometria de massas foram suficientes para concluirmos que, assim como para
os OGSA, o processo de hidrélise basica foi bastante eficiente, uma vez que
notamos apenas a presenga da saponina S1, ou seja, todos 0s possiveis grupos
acetatos foram convertidos em hidroxilas. Devemos salientar que o trabalho
realizado por MURGU (2002) descreveu a identificagdo estrutural apenas das
saponinas que apresentavam grupos acetatos (ver Tabela 1.2.), uma vez que estas
encontravam como majoritarias nos extratos obtidos. Devido a elevada eficiéncia da
hidrdlise realizada, obtivemos a saponina S1 em grande quantidade, de modo que a
identificacdo estrutural por NMR tornou-se totalmente viavel. Na Figura 4.1.12.

ilustramos o espetro de 'H obtido para a fragdo 27.

1 D enmsbn W

i T ' T ' T ' T ' T ' T ' T ' T ' T ' T ' T ' T ' T ' I
PPM 6.0 56 52 4.8 44 4.0 3.6 32 28 24 20 16 12 0.8

Figura 4.1.12. — Espectro de 'H da fragdo 27, evidenciando a presenca da saponina S1.

Alguns aspectos do espectro ilustrado na Figura 4.1.12. evidencia a presenga
da saponina S1 na fragado 27. Na regiao de 0,8 a 2,2 ppm temos, principalmente, os
sinais provenientes da aglicona da molécula, enquanto que de 3,4 a 5,5 ppm temos
os sinais dos acucares. Nao notamos a presenga de nenhum sinal referente aos

hidrogénios de grupos acetatos, que deveriam ficar préximos de 2 ppm (MURGU,
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2002). Realizamos experimentos de *C e bi-dimensionais para atribuigdo precisa

dos sinais da saponina S1. O espectro de °C & ilustrado na Figura 4.1.13.

iy

i I ' I ' I ' I ' I ' [ ' I ' I ' I ' | ' I ' I ' I ' | ' I ' I T
PPM 170.0 160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0 80.0 70.0 60.0 50.0 40.0 30.0 20.0

Figura 4.1.13. — Espectro de °C da fragao 27.

O espectro de '*C (Figura 4.1.13.) nos forneceu algumas informacdes
importantes para atribuicdo dos sinais para a saponina S1. Em 182,0 temos o sinal
referente a carboxila (C-28), em 101,6; 104,8 e 107,6 temos os sinais dos carbonos
anoméricos dos agucares (ramnose, arabinose e xilose, respectivamente). Na regiao
de 15 a 50 ppm temos, principalmente, os sinais do nucleo triterpénico. Entre 65 e
82 ppm temos os sinais dos carbonos dos agucares. Em 122,6 ppm temos os sinal
do C-12 e em 145,5 temos o sinal referente ao C-13. Os experimentos de COSY,
HSQC e HMBC foram fundamentais para confirmagdo da estrutura proposta.
Baseando-se no espectro de HSQC (Figura 4.1.14.) verificamos claramente a
posicado dos hidrogénios anoméricos, que juntamente com os dados fornecidos pelo
experimento de COSY, tornou mais facil a atribuicdo dos acgucares presentes na
molécula. O espectro da Figura 4.1.14. (HSQC) nos fornece informagéo da presenca
da arabinose através da correlagédo do H-1 em 5,1 ppm com C-1 em 104,8 ppm,
também podemos verificar a presenca da ramnose devido a correlagao entre o H-1
com C-1 deste agcucar em 6,4 e 101,6 ppm, respectivamente e finalmente, a

presenca da xilose € comprovada devido ao sinal entre o H-1 e 0 C-1 em 5,4 e 107,6
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ppm. Como dito anteriormente a presenca destes acucares também foram

comprovadas baseando-se no estudo do espectro de COSY.

ppm
104
20
304

404

60

704

80

H-1rna/C-1Rha
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© © +—— H-1ae/C-1nra
e
110
1204 \
© H-1xy/C-1xyi
I I I I I I I I I I I I
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 4.1.14. — Espectro de HSQC, indicando a presenca das ligagdes de H-C anoméricas dos

aclcares: arabinose, ramnose e xilose.

O experimento de HMBC foi fundamental para atribuirmos como os acucares
estdo ligados entre si e a aglicona, uma vez que neste experimento é possivel
verificar a correlagcédo entre hidrogénio e carbono até trés ligagdes. Na Figura 4.1.15.

¢ ilustrado o espectro de HSQC para a fragao 27.
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Figura 4.1.15. — Espectro de HMBC da fracao 27, destacando as ligagdes que possibilitaram a

atribuicdo das posicdes dos aglcares.

A analise do espectro de HMBC ilustrado no Figura 4.1.15. nos mostrou que o
H-1 da ramnose em 6,4 ppm se relaciona com o sinal em 76,1 ppm do C-2 da
arabinose; em 5,3 ppm temos a correlagdo do H-1 da xilose com o C-3 da ramnose
em 83,7 ppm e o sinal em 5,1 ppm da arabinose com sinal em 81,3 do C-3 da
aglicona.

Ha relatos do isolamento da saponina S1 por KOJIMA et al. (1998) de
Gliricidina sepium onde este composto recebeu o nome de hederagenina-3-O-3-D-
xilopiranosil-(1->3)-a-L-ramnopiranosil-(1->2)-a-L-arabinosideo. Na Tabela 4.1.2. sdo
mostrados os deslocamentos quimicos de *C do composto descrito na literatura e

os dados da saponina S1 obtidos neste trabalho.
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Tabela 4.1.2. — Dados de '*C da literatura (KOJIMA et al., 1997) e obtidos neste
trabalho (em ppm).

Saponina S1 Literatura (KOJIMA et al. 1997)

Aglicona | des. | Arabinose Aglicona | des. | Arabinose | des.
1 39,3 1 1 39,0 1 104,8

26,5 2 26,4 75,2
81,3 3 81,3 75,2
43,8 4 43,7 69,7
47,9 5 47,8 66,3
18,2 Ramnose des.
32,9 101,4
40,0 39,8 72,0
48,5 48,2 82,7
37,2 36,9 73,1
24,0 23,8 69,6
122,6 122,9 18,4
145,5 Xilose . 145,0 Xilose des.
42,4 42,2 107,2
28,7 28,4 75,8
24,0 23,8 78,1
46,9 46,7 70,8
42,4 421 67,1
47,0 46,5
31,2 31,0
34,6 34,3
33,6 33,3
64,4 64,1
14,4 14,2
16,4 16,1
17,9 17,5
26,4 26,2
182,0 180,7
33,1 33,3
23,9 23,8

18,4 Ramnose

33,2

O 0 N O O & WO DN
O 0 N O O &~ WO DN
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Os dados obtidos pelos experimentos de NMR (1H, 13C, COSY, HSQC e
HMBC) e em comparagao com a literatura (Tabela 4.1.2.) n&do nos deixou duvidas
sobre a presenga da saponina S1 (Figura 4.1.8.) na fragdo 27 da coluna de
Sephadex®.

Os dados de NMR foram fundamentais para a confirmagdo dos compostos
(OGSA 01 e saponina S1). No entanto, as analises por espectrometria de massas
foram extremamente rapidas e os dados fornecidos por tal técnica séo interpretados

mais facilmente.
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4.2. Biotransformacgao de saponinas e OGSA

Posteriormente ao isolamento e identificacdo da saponina S1 e do OGSA o1
foram realizados experimentos para verificar a biotransformagao destes compostos
(saponinas e OGSA) pelo fungo endofitico Xylaria sp.

Como dito no item 3.4., o fungo endofitico Xylaria sp. encontrava-se estocado
na micoteca do LaBioMMI e havia sido isolado dos frutos de Sapindus saponaria
apdés uma série de procedimentos que foram realizados com intuito de esterilizar a
superficie do fruto, garantindo assim que apenas fungos endofiticos fossem
isolados. Apds 15 dias de cultivo foram adicionados nos meios liquidos contendo o
fungo a saponina e OGSA. Passados outros 15 dias da introdu¢cdo dos substratos
(saponina e OGSA) nos meios de cultura estes foram extraidos e analisados.

Apods o total de 30 dias, a analise envolvendo o extrato contendo o meio de
cultura, o fungo Xylaria sp. € a saponina S1 foi realizada no espectrémetro de
massas e o espectro obtido é ilustrado na Figura 4.2.1. As condi¢des de analise do

equipamento foram as mesmas descritas no item 3.3.

100+ 317.3 2,29e5

3254 3004

3394 m/z 881
" [M-H]

881,8

m/z 917
[M+CI]

3714 4155 917,7
369,5._[397.5

353.4

4313 4652 4734 m/z 897

519,4

%00 3‘25 BéO 3‘75 460 4‘25 4‘50 4‘75 560 5&5 5“.30 5‘75 660 6&5 GéO 6%5 760 7&5 7‘50 77‘5 860 8é5 BéO 87‘5 960 92‘5 QéO 97‘5 miz
Figura 4.2.1. — Espectro de massas do extrato do fungo Xylaria sp. contendo a saponina S1 (m/z

881) e o provavel produto de biotransformagéo (m/z 897).
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O estudo do espectro observado na Figura 4.2.1. nos fornece a informacéao de
que, no extrato em questao, temos a saponina S1 ainda intacta, representa por m/z
881 ([M-H]) com seu respectivo cluster de cloro ([M+ClI]). Notamos ainda a
presenca do provavel produto de biotransformacgao, indicado por um pico pouco
intenso, de m/z 897. A presenca do pico referente a m/z 897, confirma o fato citado
no item 1.4., onde MURGU (2002) constatou que a saponina S1 sofreu adi¢do de 16
u.m.a., referente a adigdo de um atomo de oxigénio ao nucleo triterpénico da
molécula, levando a uma massa de 898 Da, observado claramente no espectro
como m/z 897. Essa mudanca no valor da massa do composto possivelmente refere-
se a uma hidroxila.

As anadlises dos demais extratos envolvidos nos experimentos de
biotransformagao seriam realizadas utilizando também a técnica de espectrometria
de massas, no entanto, deviado aos problemas ja relatados, as analises passaram a
ser realizadas por HPLC-UV. Uma vez que realizamos experimentos envolvendo
frascos contendo o fungo com os substratos (saponina e OGSA), outros meios
contendo apenas o fungo e outros contendo somente os padrdes (saponina e OGSA
isolados), poderiamos comparar, facilmente, os espectros de massas obtidos em
todos os meios de cultura, como foi relatado anteriormente para o meio contendo a
saponina.

Uma alternativa encontrada para realizar o estudo dos experimentos de
biotransformagao envolvendo o fungo Xylaria sp., saponinas e OGSA foi utilizar o
HPLC equipado com detector de arranjo de diodo (DAD). O procedimento adotado
para analise dos extratos obtidos foi o0 mesmo planejado para o estudo que
envolveria o espectrdbmetro de massas, ou seja, comparamos 0s meios contendo o
fungo e os substratos com os meios de cultura contendo apenas o fungo, outros
meios contendo apenas os padroes isolados e outro contendo apenas o meio de
cultura utilizado. Na Tabela 3.3. foram ilustradas todas as amostras que foram
analisadas por HPLC-DAD e, posteriormente, comparadas. Devemos notar a
presenca de bandas cromatograficas referentes ao produto de biotransformacgéo que
nao sao observadas nos cromatogramas referentes as analises do meio contendo o
fungo, do meio contendo os padrdes isolados (saponina e OGSA) e apenas 0 meio.

As condi¢gdes cromatograficas utilizadas para analises dos extratos foram
descritas no item 3.4.3. Na Figura 4.2.2. s&o ilustrados os cromatogramas

provenientes das analises envolvendo o OGSA o1, isolado de Sapindus saponaria e
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o fungo endofitico Xylaria sp. Os cromatogramas da Figura 4.2.2. referem-se a
amostra contendo somente o padrdo (a), um extrato contendo apenas o meio de
cultura (b), outro extrato contendo o meio de cultura com o OGSA (c) e, finalmente,

uma amostra contendo o fungo e o substrato (OGSA) (d).

Detector A213 nm
—— 0GSAPadraoFr10_semSPE_190606 2000 D tector A N e 190606
OGSAPadrapFr10_semSPE_190606 a e - b

Area

Meio _semSPE_190606
Area
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1 2 <
H €| | E 1000

200
500

5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
Minutes Minutes

2000

Detector A206 nm 2000 Detector A211 nm
—— Mei

—— MeioOGSA semSPE_190606 C io_F_OGSA semSPE_190606
MeioOGSA _semSPE_190606 Meio_F_OGSA semSPE_190606 d

Area rea

1500
1500

2 1000
3
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1000

5009
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Figura 4.2.2. — Cromatogramas: (a) padrao OGSA, (b) meio de cultura, (c) meio de cultura com o

padrao e (d) meio de cultura, fungo e OGSA.

Como pode ser observado nos cromatogramas (a) e (c) da Figura 4.2.2.
notamos a presenca da banda referente ao OGSA o1, previamente isolado, proximo
de 10 minutos. No entanto, quando partimos para analise do cromatograma (d) n&o
verificamos nenhuma banda cromatografica. Este fato nos confirma a informagéo
obtida pela técnica de espectrometria de massas, relatada por MURGU (2002), ou
seja, o fungo endofitico Xylaria sp. apresentou a capacidade de degradar
completamente o OGSA presente em Sapindus saponaria.

O mesmo procedimento utilizado para analise da degradagédo do OGSA foi
empregado para o estudo da biotransformacédo da saponina S1 por Xylaria sp. Na
Figura 4.2.3. sdo ilustrados os cromatogramas provenientes da amostra contendo
somente o padrdo (a), um extrato contendo apenas o meio de cultura (b), outro
extrato contendo o meio de cultura com a saponina S1 (c) e, finalmente, uma

amostra contendo o fungo e o substrato (saponina) (d).
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Figura 4.2.3. — Cromatogramas: (a) padrao saponina S1, (b) meio de cultura, (c) meio de cultura com
saponina e (d) meio de cultura, fungo e saponina, a seta indica o provavel produto de

biotransformacao.

Assim como o estudo envolvendo o OGSA, observamos nos cromatogramas
(a) e (c) da Figura 4.2.3. a presenga da banda referente a saponina S1, préoximo de
20 minutos. Como era esperado, no cromatograma (b) ndo observamos nenhuma
banda cromatografica. No entanto, quando partimos para analise do cromatograma
contendo o fungo e a saponina (d) verificamos a banda referente a saponina S1
intacta e, como indica a seta, uma banda pouco intensa, com tempo de retengao
menor do que o da saponina. Este resultado reforca a ocorréncia da
biotransformacado conforme as informacgdes fornecidas pelo espectro de massas
ilustrado na Figura 4.2.1. A presencga da banda cromatografica com menor tempo de
retencdo do que o material de partida ajuda na proposta de que a adigdo de 16
u.m.a. refere-se a uma hidroxila, uma vez que o experimento foi realizado no modo
reverso de eluicdo, e um composto mais polar deve possuir tempo de retencao
menor do que o material de partida (saponina S1).

O mesmo experimento envolvendo a saponina e o fungo foi realizado com o
dobro da concentragao utilizada nos cromatogramas da Figura 4.2.3 (10 mg/mL
contra 5 mg/mL). Os cromatogramas obtidos nesta nova analise sdo verificados na
Figura 4.2.4.
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Figura 4.2.4. — Cromatogramas do extrato contendo a saponina S1 e o fungo Xylaria sp. (a), abaixo
estao ilustrados os espectros de UV das bandas referentes a saponina S1 (c) e do provavel produto

da biotransformagéo (b).

Na Figura 4.2.4.(a) foram ilustrados o cromatograma do extrato contendo o
fungo Xylaria sp., a saponina S1 e o possivel produto de biotransformagao. Em (b)
temos o espectro de UV do possivel produto de biotransformagédo e em (c) o
espectro da saponina S1. E possivel notar uma grande semelhanca entre os dois
espectros de UV.

Para confirmar a presenca do produto de biotransformacgao atribuido a banda
proxima de 17 min. e obter dados para elucidagao estrutural deste composto
passamos para o uso do HPLC preparativo. A técnica preparativa forneceu massa
aproximada de 4 mg do produto de biotransformagdo. Embora a quantidade obtida
proporcionou realizar experimentos bi-dimensionais (COSY, HSQC e HMBC), as
informacdes fornecidas por estes experimentos nao foram suficientes para uma
atribuicado precisa sobre a estrutura do produto de biotransformacao. Esse fato deve-
se a grande sobreposicdo de sinais referentes aos agucares e a aglicona da
molécula em questdo. A principal ferramenta utilizada para determinacao estrutural

da saponina biotransformada foi a técnica de *C NMR. Na Figura 4.2.5. temos o
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espectro de '°C obtido para o composto em questdo. O experimento foi realizado

utilizando CsDsN como solvente e utilizou-se em um tubo capilar de ressonancia.

o owd owd et wt we e At vt ot v o e w

N -

A ; . : — — I : i ; T ' — ; T — :
ppm 160 140 120 100 a0 60 40 20

Figura 4.2.5. — Espectro de 3C da saponina biotransformada.

Para determinacéao estrutural do produto de biotransformacéo foi realizado um
estudo baseado no espectro de 3C da saponina biotransformada com auxilio de
uma refinada busca na literatura (Web of Science e SciFinder) envolvendo
saponinas e triterpenos similares a aglicona da saponina S1, mas com hidroxila
presente no esqueleto triterpénico. A reunido dos dados obtidos, *C e literatura,
indicaram que a hidroxila deve estar presente no C-21 (Figura 4.2.6(a); ROMUSSI et
al., 1985) ou no C-22 (Figura 4.2.6.(b); YOSHIKAWA et al., 1997). Na Tabela 4.2.1.
sdo ilustrados os deslocamentos quimicos de C da aglicona da saponina S1, do
produto da biotransformacéo e os dados da literatura (ROMUSSI et al., 1985 e
YOSHIKAWA et al., 1997). Na Figura 4.2.7. (c) e (d) temos, respectivamente, a

Saponina S1 isolada e o provavel produto de biotransformacao.
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“—~OH

Figura 4.2.6. — (a) Estrutura do triterpeno contendo hidroxilagcado em C-21 (ROMUSSI et al., 1985),
(b) Estrutura da saponina hidroxilada no C-22, isolada por YSHIKAWA et al. (1997), (c) Saponina S1

isolada e (d) Provavel produto de biotransformagao
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Tabela 4.2.1. — Deslocamentos quimicos (*C) das agliconas de: saponina S1, do
produto de biotransformacéao e da literatura. Lit. 1 = ROMUSSI et al., 1985 e Lit. 2 =
YOSHIKAWA et al., 1997.

@)

Biot. Sap.

39,6
27,4
81,7
43,9
48,8
18,7
34,0
40,6
48,2
37,5
24,5
123,5
144,8
43,1
28,6
17,5
53,7
44,1
46,5
32,2
44,2
71,7
64,5
14,8
16,7
18,0
27,0
180,1
33,3
25,8

O ONOOOAIWIN|—~

Podemos verificar, de acordo com a Tabela 4.2.1., uma grande similaridade
entre os quatro compostos (ilustrados na Figura 4.2.6.). Devemos salientar que os
dados do C-21 e C-22 da saponina biotransformadas podem estar trocados dependo
da posicao exata da hidroxila. O valor do deslocamento do C-23 para o composto
relatado por YOSHIKAWA et al., (1997, lit. 2) € menor pois, ao contrario dos outros,

nao apresenta hidroxila nesta posicéo.
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Devemos notar o deslocamento do C-17 relatado por YOSHIKAWA et al.,
(1997), trata-se de um carbono a-carbonila e a em relagdo ao C-22, por isso possui
um deslocamento elevado (53,0 ppm). O espectro da saponina biotransformada
apresentou um sinal em 53,7 ppm (observado claramente no espectro da Figura
4.2.5.), indicando que, possivelmente, a hidroxilagdo ocorreu na posicao 22. O
possivel produto de biotransformagao € mostrado na Figura 4.2.7. e sua estrutura foi
proposta baseando-se nos dados de "*C e em comparagao com a literatura.

oH Xyl

Figura 4.2.7. — Povavel estrutura do produto de biotransformagéo da saponina S1 (OH em C-22).

Devemos salientar que, embora haja relatos de outros fungos que
apresentam a capacidade de biotransformar saponinas (BAMFORD et al., 2004),
esta € a primeira vez que temos a detoxificagdo de uma saponina por um
microorganismo, ou seja, tornar a substancia nao toxica para si, através da inclusao
de uma hidroxila em sua estrutura. Os outros relatos de detoxificacdo de saponinas
por fungos envolvem a clivagem da ligagao entre os agucares ou entre toda a cadeia
de acgucar e a aglicona (MORRISEY and OSBOURN, 1999). A Figura 1.6. (QUIDDE
et al., 1998) ilustra como alguns fungos sdo capazes de hidrolisar a saponina o-

tomatina.
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4.3. Isolamento de Metabdlitos Secundarios

4.3.1. Substancias isoladas

O estudo de metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo endofitico Xylaria
sp., isolado do pericarpo dos frutos de Sapindus saponaria levou a identificacdo de
sete compostos de interesse. A classe das isocumarias se destacou, ja que cinco
substancias desta classe foram isoladas, sendo elas a meleina, meleina metil éter,
5-formil-meleina, 3R,4R-hidroxi-meleina e 3R,4S-hidroxi-meleina. Como descrito na
secao 1.5., ndo ha relatos na literatura da meleina, ou de seus analogos, produzidos
por fungos do género Xylaria. Foram isolados ainda o acido piliformico, ja descrito
como metabdlito produzido por fungos do género Xylaria e o diplodiol, outro
policetideo também inédito para este género. As estruturas destes compostos sao

ilustradas na Figura 4.3.1.

OH O 7 o OH O
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Yo ©
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Figura 4.3.1. — Substancias produzidas por Xylaria sp. e isoladas neste trabalho: (A) Meleina, (B)
Meleina Metil Eter, (C) 5-Formil-Meleina, (D) 3R,4R-Hidroxi-Meleina, (E) 3R,4S-Hidroxi-Meleina, (F)
Acido Piliférmico e (G) Diplodiol.
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O uso da técnica de GC-MS permitiu ainda a detecgdo de outros compostos
como acidos graxos e substéncias tipicas encontradas em fungos, como o
Ergosterol e o Perdéxido de Ergosterol. Nos itens seguintes serdo discutidas as
analises que levaram a elucidacao estrutural dos compostos citados com base nos

dados obtidos.

4.3.2. Identificagcao dos metabdlitos secundarios
4.3.2.1. Fragoes XM5-15 e XM6-15A — meleina

Devido aos perfis quimicos semelhantes constatados por cromatografia em
camada delgada (CCD) e aos espectros de 'H NMR, as fragdes XM5-15 e XM6-15A
foram reunidas, resultando num total de 4,4 mg. O espectro de H NMR, utilizando

como solvente o cloroférmio deuterado, CDClj, é ilustrado na Figura 4.3.2.

| M 4 UM

" 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 4.3.2. — Espectro de 'H NMR da fragdo XM5-15 e XM6-15A com 200 MHz em CDCls.

Para uma atribuigcdo estrutural mais precisa a amostra presente nas fracoes
XM5-15 e XM6-15A foi submetida a experimentos de COSY e HSQC. Os espectros
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obtidos para estes experimentos sdo mostrados na Figura 4.3.3. e Figura 4.3.4.,

respectivamente.
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Figura 4.3.3. — Espectro de COSY com 400MHz para as fracbes XM5-15 e XM6-15A em CDCl;.
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Figura 4.3.4. — Espectro de HSQC com 400MHz para as fragdes XM5-15 e XM6-15A em CDCl;.
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Notamos nos espectros (Figura 4.3.2. e Figura 4.3.3.) um sinal bastante
deslocado, em 11,05 ppm, como singleto (s), integrando para um hidrogénio, que
ndo mostra acoplamento com nenhum hidrogénio e, de acordo com o HSQC (Figura
4.3.4.), ndo esta se relacionando com nenhum carbono. Com base nestas
informacdes devemos ter hidrogénio quelado (hidroxila), como pode ser observado

na Figura 4.3.5.

s, 11,05 ppm

H.
(o g0/

L

R

Figura 4.3.5. — Hidrogénio quelado, indicando o deslocamento observado no espectro da Figura
4.3.2.

Na regido de aromaticos (Figura 4.3.6.) temos em 7,3 ppm, um duplo-dubleto
(dd), com integragao para um hidrogénio e acoplamento com outros dois hidrogénios
que, com base nos espectros de 'H e COSY (Figura 4.3.2. e Figura 4.3.3.), devem
estar posig¢des orto a ele, com constantes de acoplamento de 7,4 Hz e 8,4 Hz. Em
6,7 ppm temos um duplo-dubleto (dd), com constante de acoplamento de 7,4 Hz,
tipica de acoplamentos em posig¢ao orto; outra constante pequena, 0,9 Hz, tipica de
acoplamento meta. Em 6,9 ppm temos um dubleto-largo (brd), acoplando com 8,5
Hz, constante caracteristica de posicédo orto. Estes sinais, de acordo com o HSQC

(Figura 4.3.4.), mostram acoplamento com carbonos aromaticos.
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Figura 4.3.6. — Ampliagdo da regido de aromaticos do espectro mostrado na Figura 4.3.2.

A analise da regiao tipica de aromaticos (Figura 4.3.6.) nos levou a um anel

tri-substituido, como pode ser observado na Figura.4.3.7.

Figura 4.3.7. — Anel aromatico presente nas fragdes XM5-15 e XM6-15A.

Com base nos espectros de 'H e COSY notamos, em 1,5 ppm, um dubleto
(d), integrando para trés hidrogénios, e com constante de acoplamento de 6,3 Hz,
sugerindo a presenga de uma metila adjacente a um grupo metilico que, de acordo
com seu deslocamento (‘H e HSQC), deve estar ligado a oxigénio. O hidrogénio do
grupo metilico € observado como um multipleto (m) em 4,7 ppm, integrando para um
hidrogénio e acopla com o carbono em 75 ppm. Em 2,9 ppm temos outro dubleto (d,
J = 7,3 Hz), integrando para dois hidrogénios, indicando um grupo metileno que, de
acordo com o espectro de COSY, deve estar vizinho ao grupo metilico. O grupo
metileno esta se relacionando com o carbono em 34 ppm. A reunido destes dados

sugere o grupo observado na Figura 4.3.8.
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Figura 4.3.8. — Possivel grupo presente nas fragdbes XM5-15 e XM6-16A.

A reunido dos dados obtidos e em comparagao com a literatura (KROHN et
al., 1997, KOKUBUN et al., 2003 e HOLLER, 1999) nos levou a propor a estrutura da

8-hidroxidiidroisocumarira ou meleina, mostrada na Figura 4.3.9.

H
(o g ¢
7 o
5 43

Figura 4.3.9. — Estrutura da 8-hidroxidiidroisocumaria ou meleina.

A Tabela 4.3.1. mostra os dados obtidos para a meleina isolada no presente
trabalho e dados obtidos na literatura (HOLLER, 1999).

Tabela 4.3.1. - Dados de H' NMR para a 8-hidroxidiidroisocumarina. Legenda: 'H

Posicdo dos hidrogénios, N° H = numero de hidrogénios (integragdo), o
deslocamento (ppm), Mult. = multiplicidade e J = constante de acoplamento.
Fracdo XM5-15 e XM6-15A Literatura (HOLLER, 1999)

'H | N°H [§(ppm) [Mult. | J(Hz) | 'H | N°H | §(ppm) | Mult. | J (Hz)

Me 1,5 d 6,3 Me 1,54 6,3

2,9 d 7,3 2,92 7,3

6,7 dd |7,4-09 6,68 7,4-0,9

6,9 8,5 6,88 8,3

7,4 dd [7,4-84 7,42 7,4-8,3

3
2
47 | m - 1 4,73 _
1
1
1
1

11,05 S - 11,07 -
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As fragcbes reunidas, XM5-15 e XM6-15A, foram analisadas utilizando a

técnica de GC-MS de acordo com o item 3.6.4. O composto identificado como

meleina apresentou tempo de retengao de 8,56 minutos e o espectro de massas

utilizando ionizagao por elétrons (El) € ilustrado na Figura 4.3.10.

100~ [M'CH3CHO]T 14
M 78
!
%
¢ [M-H,0]+
[M-H,CCC,H-CO,-OH T 160
78
7
+
105 [M-CHO4]
104 135
106 149
132
51
103 131 e
52 3 79
65 161
o8 oo 8981 102 107 121 136 150 163
55 67 159 180
0 1l a1 Y N 1 N 8 .
50 55 60 70 75 80 % 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185

Figura 4.3.10. — Espectro de massas (El) da Meleina

O espectro mostrado na Figura 4.3.10. permitiu confirmar a estrutura proposta

para a meleina, uma vez que ion molecular observado, m/z 178, condiz com a
massa molecular da estrutura proposta, C1oH1004. Na Figura 4.3.11. mostramos uma

proposta de fragmentagao para a molécula isolada.
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Figura 4.3.11. — Proposta de fragmentacao para Meleina.

Com base nos dados obtidos, tanto por NMR e MS, e comparando-os com a
literatura, podemos afirmar, com confianga, que a substancia presente nas fragdes
XM5-15 e XM6-15A trata-se da 8-hidroxidiidroisocumarina, ou simplesmente
meleina, um composto pertencente a classe das isocumarinas, sendo encontrado
normalmente como metabdlito secundario de fungos endofiticos (KROHN et al.,
1997).

4.3.2.2. Fragao XM-67-12A — meleina metil éter

A andlise por TLC da fragdo XM6-67-12A mostrou grande similaridade com
XM5-15 e XM6-15A, tanto em relagao ao fator de retengdo (Rf) quanto ao aspecto
observado na luz ultravioleta (UV — 254 e 306 nm). A quantidade de amostra
presente nessa fragdo foi de 3,5 mg. O espectro de '"H NMR, utilizando como

solvente CDCI3, encontra-se ilustrado na Figura 4.3.12.
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Figura 4.3.12. — Espectro 'H NMR de XM6-67-12A (200MHz).

O espectro mostrado na Figura 4.3.12. mostrou uma similaridade bastante
grande com o espectro da meleina (Figura 4.3.2.) no entanto n&do notamos no
espectro da Figura 4.3.12. o singleto deslocado, proximo de 11 ppm, anteriormente
mencionado para a Meleina. Devido ao perfil bastante similar entre os dados
obtidos, a presente fracdo, XM6-67-12A, deveria conter uma substancia analoga a
meleina, relatada em XM5-15 e XM6-15A. Esse fato pode ser confirmado devido aos
sinais presentes na regido de hidrogénios aromaticos que apresentam, assim como
a meleina, dois dubletos mais blindados, um em 6,80 e outro em 6,92 ppm e um
duplo-dubleto, mais desblindado, em 7,45 ppm, sendo que todos estes sinais
integram para um hidrogénio cada, sugerindo a presenga do anel aromatico tri-
substituido, como para a meleina. Em 1,49 ppm temos um dubleto com J = 6,0 Hz,
integrando para trés hidrogénios, indicando a presenca de um grupo metila. Com
deslocamento de 2,89 ppm temos um multipleto, integrando para dois hidrogénios
(metilénicos). Assim como na Meleina, temos um multipleto em 4,60 ppm, integrando
para um hidrogénio. Além da auséncia do singleto referente a hidroxila quelata, outra
diferenca observada quando comparamos os dois espectros é a presenca de um
singleto bastante intenso em 3,97 ppm, que integra para trés hidrogénios, regido
caracteristica de hidrogénios de metoxila. Com base nesses fatos foi atribuida para a
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substancia presente na fragcdo XM6-67-12A a estrutura ilustrada na Figura 4.3.13.,
de modo que nao foi necessario realizar experimentos de NMR como COSY e
HSQC.

Figura 4.3.13. — Estrutura da substancia presente na fragdo XM6-67-12A.

O composto mostrado na Figura 4.3.13. denomina-se meleina metil éter,
sendo relatada por DIMITRIADIS (1997) e, como dito anteriormente, trata-se de um
analogo da meleina (Figura 4.3.9.). Na Tabela 4.3.2. sdo apresentados os dados de

'H NMR do composto isolado encontrados na literatura.

Tabela 4.3.2. — Dados de "H NMR para a meleina metil éter. Legenda: 'H = posicéo,
n° H = numero de hidrogénios, 6 = deslocamento (ppm), Mult. = multiplicidade e J =

constante de acoplamento.

Fracdo XM6-67-12A Literatura (DIMITRIADIS, 1997)

N°H | &(ppm) | Mult. N°H | §(ppm) | Mult. | J (Hz)
1,49 d 1,48 d
2,82 2,87

m

4,52 4,55 m
6,80 6,80 d
d

m

6,92 6,92
7,45 7,45
3,97 3,95 s

Para comprovar massa da estrutura proposta foi realizado experimentos de
GC-MS, conforme as condi¢des descritas no item 3.6.4. O cromatogra de ions totais

obtido apresentou uma unica banda, com tempo de retencdo de 9,12 minutos. O
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espectro de massas obtido para a banda em questao encontra-se ilustrado na Figura
4.3.14.
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Figura 4.3.14. — Espectro de massas da meleina metil éter, presente em XM6-67-12A.

A massa referente ao ion-molecular (M+.), m/z 192, comprova a férmula

da estrutura proposta,

C11H1203.

Efetuamos uma proposta de

fragmentacao para a meleina metil éter, tal proposta é ilustrada na Figura 4.3.15.
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Figura 4.3.15. — Proposta de Fragmentagéo para a meleina metil éter.
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Com base nos dados obtidos, MS e NMR e, em comparagdo com os dados
da literatura (DIMITRIADIS, 1997 e DEVYS et al., 1980), foi possivel a confirmagéo
da estrutura referente a substancia presente na fragdo XM6-67-12A como sendo a 3-
metil-3-metoxi-8diidroisocumarina ou simplesmente meleina metil éter. Esta
substancia foi anteriormente isolada por DEVYS et al. (1980) do fungo fitopatégeno

Septoria nodorum juntamente com a Meleina e outros analogos.

4.3.2.3. Fragoes XM6-31-5-4, XM7-5-6 e XL7-8B — 5-formil-meleina

Devido ao perfil cromatografico semelhante, as fragbes XM6-31-5-4, XM7-5-6
e XL7-8B, foram reunidas resultando em um total de 4,1 mg de amostra. O espectro

de '"H NMR, utilizando como solvente CDCls_encontra-se ilustrado na Figura 4.3.16.
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Figura 4.3.16. — Espectro de 'H NMR das fracbes XM6-31-5-4, XM7-5-6 e XL7-8B.

O espectro mostrado na Figura 4.3.16. apresentou semelhanga com o
espectro referente a meleina, no entanto temos aqui dois singletos bastante
desblindados, um em 11,95 ppm e outro em 10,02 ppm, integrando para um
hidrogénio cada. Este fato sugere a presenca de um outro hidrogénio quelado, ou
ainda um grupo aldeido na molécula. Na regido de aromaticos temos agora apenas

dois sinais, em 7,94 e 7,07 ppm, referentes a um hidrogénio cada, sendo que cada
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sinal é observado como dubleto (d), o primeiro com J = 8,60 Hz, o segundo com J =
8,64 Hz, sugerindo que estdo em posi¢céo orto entre si. Em 4,74 ppm temos um
multipleto, que integra para um hidrogénio, notamos um sinal similar, tanto em
relacdo a multiplicidade quanto ao deslocamento, no espectro da meleina (Figura
4.3.9.), tal sinal é oriundo do grupo metilico. Temos outros dois sinais, ambos
integrando para um hidrogénio, o primeiro em 3,96 ppm como um duplo-dubleto (dd),
acoplando com J = 3,29 e 17,95 Hz; o segundo em 3,10 ppm como outro dd, esse
com J = 11,82 e 17,88 Hz. A constante de acoplamento elevada para estes dois
ultimos sinais (de 17 Hz) sugere o acoplamento de hidrogénios geminais. O sinal
mais blindado no espectro € um dubleto (d), que integra para trés hidrogénios, com J
= 1,59 Hz, referente a metila vizinha ao grupo metilico. Para ajudar na determinagao
estrutural foi realizado experimento de GC-MS para a amostra em questdo. O

espectro de massas € observado na Figura 4.3.17.
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Figura 4.3.17. — Espectro de massas da fragdo XM6-31-5-4, XM7-5-6 e XL7-8B.

O espectro mostrado na Figura 4.3.17. refere-se a unica banda
cromatografica observado no cromatograma, com tempo de retengdo de 12,18
minutos. Baseando-se no espectro, observamos o ion molecular com m/z 206,
referindo-se, possivelmente, a 178 Da (massa da meleina) adicionado de 28 u.m.a.

(referente a C=0). Essa suposi¢cédo pode ser atribuida a um grupo aldeido, como ja
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foi sugerido no inicio desta discussao. Duas possiveis estruturas, devido aos sinais

na regido de aromaticos, sdo mostradas na Figura 4.3.18.

Z H

Figura 4.3.18. — Possiveis estruturas para as fragdes XM6-21-5-4, XM7-5-6 e XL7-8B.

A estrutura mostrada Figura 4.3.18.A é mais plausivel para o composto
presente nas fracbes em questdo, uma vez que, devido a atuagdo do cone de
protecdo da carbonila do aldeido na posicdo 5 temos dois duplos-dubletos, com
deslocamentos diferentes, em 3,10 e 3,96 ppm. A substancia em questao recebe o
nome de 5-formil-meleina, sendo relatada por BRAZ-FO et al. (1978). Nao ha relatos
na literatura da substancia ilustrada na Figura 4.3.18B. Na Tabela 4.3.3. sao

mostrados os dados deste composto obtido neste trabalho e na literatura.

Tabela 4.3.3. — Dados de "H NMR para a 5-formil-meleina. Legenda: 'H = Posicso,
N° H = numero de hidrogénios, 6. = deslocamento (ppm), Mult. = multiplicidade e J =

constante de acoplamento.
Fracdo XM6-31-5-4 Literatura (BRAZ-FO et al.,1978)
N°H | 5 ppm | Mult 'H | N°H | sppm | Mult. | J(Hz)
1,59 d 3-Me 3 1,60 d
4,74 m 3 1 4,75 m
3,10 | dd 4ax 1 3,31 dd

3,96 4,00

7,94 7,95
7,07 7,07
10,02 10,01
11,95 12,03
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A proposta de fragmentacdo para a 5-formil-meleina é ilustrado na Figura
4.3.19.

OH

m/z 206 m/z178

Figura 4.3.19. — Proposta de fragmentacéao para a 5-formil-meleina.

De acordo com os dados obtidos e devido a enorme similaridade com as
informacgdes da literatura (BRAZ-FO et al.,1978) podemos afirmar que a estrutura em
questao €, sem duvida, a 5-Formil-Meleina.

4.3.2.4. Fracoes XM6-48-44B, XM6-31-22B, XM7-12 e XL5-4 — 4-hidroxi-meleina

As fracbes XM6-48-44B, XM6-31-22B, XM7-12 e XL5-4 apresentaram
elevado grau de pureza em TLC, os tempos de retengdo observados para as
amostras em questao foram idénticos, viabilizando a reunido destas fracbes e
resultando em um total de 12 mg. O espectro de '"H NMR é mostrado na Figura

4.3.20., utilizando como solvente CDCls.
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Figura 4.3.20. — Espectro de 'H NMR das fracbes XM6-48-44B, XM6-31-22B, XM7-12 e XL5-4

Observando o espectro da Figura 4.3.20. notamos uma grande similaridade
com o espectro da meleina, Figura 4.3.2., principalmente devido ao sinal bastante
desblindado, proximo de 11 ppm, e ao perfil referente a regido de aromaticos. De
modo que devemos encontrar nestas fragdes outro composto analogo a meleina.
Quando temos uma expansao das regides citadas verificamos que tais sinais

encontram-se duplicados, como mostrado na Figura 4.3.21.

L i

A R A R A IR R B e B S R L R L L L L R I L A A N R A SR A B '
50 7.55 7.50 745 7.40 7.35 730 725 720 715 7.10 7.05 7.00 695 690 6.85 6.80 6.i

tre (N ppm
108
ppm

Figura 4.3.21. — Ampliacédo de duas regides do espectro de 'H NMR das fracbes XM6-48-44B, XM6-
31-22B, XM7-12 e XL5-4, destacando a duplicagdo dos sinais.
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A presenga destes sinais duplicados sugeriu que nestas temos a ocorréncia

de uma mistura epimérica. Para chegar a uma conclusédo perante esta hipotese foi

realizada analise por HPLC, utilizando o equipamento descrito no item 3.2. € uma

coluna Synergy ODS, Phenomenex. Os eluentes usados foram agua (A) e

acetonitrila (B), com gradiente de 25 a 100% de B em 50 minutos, com vazao de

1mL/min. O cromatograma obtido, com o gradiente utilizado, e os espectros de UV

(em 310 nm) sdo mostrados na Figura 4.3.22.
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T
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Figura 4.3.22. — Cromatograma e espectros de UV das bandas observadas no cromatograma das
fracdes XM6-48-44B, XM6-31-22B, XM7-12 e XL5-4.

A analise realizada indicou a presenca de duas substancias nas fragoes em

questdo. Notamos uma grande similaridade entre os espectros de UV mostrados na

Figura 4.3.22. sustentando a hipdtese de que temos uma mistura de epimeros. Com
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o intuido de separa-las partimos para o uso do HPLC preparativo, conforme descrito
no item 3.2., utilizando uma coluna semi-preparativa Waters u-Bondapak C-18, a
fase movel sendo H,O-Acetonitrila (75:25), com vazdo de 3 mL/min. As duas fragoes
foram coletadas e denominadas XM6-PPB-1 (7,2 mg) e XM6-PPB-2 (3,4 mg), os
espectros de 'H NMR destas amostras sdo mostrados na Figura 4.3.23. A e B,

respectivamente.
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Figura 4.3.23. — Espectro de H1 NMR das amostras (A) XM6-PPB-1 e (B) XM6-PPB-2.

Analisando os espectros mostrados na Figura 4.3.23.(A) e (B) podemos
concluir que temos uma mistura epimérica, no entanto notamos algumas diferengas,
principalmente na regido préxima de 4,5 ppm. Quando comparamos estes espectros
com o referente a meleina (Figura 4.3.2.) notamos a auséncia do dubleto em 2,9

ppm, refentes ao grupo metileno. Tal fato sugeriu que temos uma substituicdo de um
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dos prétons desse grupo por algum outro substituinte, 0 que comprova a ocorréncia
de uma possivel mistura epimérica. Uma busca na literatura mostrou que a 4-hidroxi-
meleina possui sinais com deslocamentos similares aos observados para as
amostras em questado, outro fato interessante € que os epimeros da 4-hidroxi-
meleina sdo, normalmente, isolados juntamente com a meleina (DIMITRIADIS et al.,
1997, KOKUBUN et al., 2003, MOORE et al., 1972).

Para auxiliar na elucidagao estrutural destes compostos foi realizado
experimentos de GC-MS. A analise da amostra contendo a mistura epiméria seria
suficiente para fornecer a informacgao referente a massa molecular dos compostos,
no entanto, o fato surpreendente foi que cromatograma fornecido a partir da técnica
de GC-MS resultou em apenas uma banda cromatografica, como pode ser verificado
na Figura 4.3.24.

XM6-31-PPB(mesmo_de_LF1)
LF4 Scan El+
- TiC

100 2,41e5

0

T T T T T T T T t T T T T T T T T Time
8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00

Figura 4.3.24. — Cromatograma da amostra contendo a mistura epimérica, mostrando,

surpreendentemente, apenas uma banda cromatografica.

Para confirmar a presenga de uma mistura epimérica e obter a separacao
cromatografica dos componentes da mistura, foi realizada uma reagao de sililagao.
Tal reagdo promove a substituicdo da hidroxila ndo quelada por um grupo
trimetilsilano (TMS), mais volumoso. O produto desta reagao foi analisado por GC-

MS e o cromatograma é mostrado na Figura 4.3.25.
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Figura 4.3.25. — Cromatograma da amostra apés a reagao de sililacdo, mostrando duas bandas

cromatograficas, além do material de partida (10,21 min.)

Na Figura 4.3.25. temos o cromatograma da amostra contendo os epimeros
apos a reacao de derivagao. Notamos a presenca de trés bandas, uma referente ao
material de partida (em 10,21 min), as outras duas bandas (10,98 e 11,26 min.) sao
referentes aos dois isbmeros, que apos a reagao de sililacdo eluem em tempos de
retencdo diferentes. Tal separagcao s6 foi possivel, provavelmente, devido a
substituicdo da hidroxila ndo quelada por um grupo mais volumoso, como ja citado
anteriormente. Os espectros de massas das duas bandas, em 10,98 e 11,26
minutos, referentes aos isdbmeros apds a reacao de sililagdo sdao mostrados na

Figura 4.3.26. (A) e (B) respectivamente.
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Figura 4.3.26. — Espectro de massas dos epimeros sililados analisados por GC-MS
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A grande similaridade observada entre os dois espectros mostrados na Figura

4.26., comprova, mais uma vez, que temos uma mistura de epimeros na amostra,

sendo as unicas diferengas a intensidade de alguns ions, como por exemplo, no

espectro mostrado na Figura 4.3.26.A, onde o ion de m/z 206 aparece com

intensidade um pouco maior do que observado na Figura 4.3.26.B. Para obtermos

uma informagao referente a massa real dos compostos (antes da reacao de sililagao)

verificamos o espectro de massas (Figura 4.3.27.) da banda cromatografica do

material de partida, antes da reagao.



90

Amostra XM6-31-PPB, 08-05-2006, 3 uL, por LF
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Figura 4.3.27. — Espectro de massas da mistura de epimeros encontrado nas fragbes XM6-48-44B,
XM6-31-22B, XM7-12 e XL5-4.

Os dados fornecidos pelos espectros da Figura 4.3.23., juntamente com os
espectros de massas fornecidos por GC-MS (Figura 4.3.24. (A) e (B) e Figura
4.3.27.) levaram a confirmagdo da presengca da mistura epimérica da 4-hidroxi-

meleina (Figura 4.3.28.).

Figura 4.3.28. — Esqueleto da 4-hidroxi-meleina.

Para determinarmos a estrutura, com a conformacdo exata dos epimeros
isolados, realizamos experimentos de Op utilizando um polarimetro Perkin-Elmer

241 Polarimeter, com solugdes de concentracdo 2 mg/mL, e comparamos com
dados da literatura (HOLLER, 1999). A Tabela 4.3.4. mostra os dados de 'H NMR da
fracdo XM6-PPB-1 (espectro de '"H NMR mostrado na Figura 4.3.23. A) e os dados
da 3R,4R - hidroxi-meleina.
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Tabela 4.3.4. — Dados de 'H NMR para a 3R,4R-hidroxi-meleina. Legenda: 'H

posi¢cdo, n° H = numero de hidrogénios, & = deslocamento (ppm), Mult.

multiplicidade, J = constante de acoplamento e OHge = hidroxila quelada.

Fracdo XM6-PPB-1 Literatura (HOLLER, 1999)

N°H| & | Mult J (Hz) N°H ) Mult. | J(Hz)
1,59 6,62 1,60 6,6
470 | dg | 6,61-2,01 472 | dg | 66-1,8
457 | d 1,99 4,58 d 1,8
6,92 | dd 7,28 6,94 | dd 7.4
753 | dd | 7,31 -8,50 7,54 | dd
702| d | 8,50-0,98 7,04 d
109 | s - 11,02 | s

Op= -32,17° (MeOH) Op= - 39,6° (MeOH)

Na Tabela 4.3.5. ¢ mostrado os dados de 'H NMR da fragdo XM6-PPB-2
(espectro de "H NMR na Figura 4.3.23. B) e os dados da 3R,4S - hidroxi-meleina da
literatura (HOLLER, 1999).

Tabela 4.3.5. — Dados de 'H NMR para a 3R,4S-hidroxi-meleina. Legenda: 'H

posicdo, n° H = numero de hidrogénios, & = deslocamento (ppm), Mult.
multiplicidade, J = constante de acoplamento e OHg,e = hidroxila quelada.

Fracdo XM6-PPB-2 Literatura (HOLLER, 1999)
N°H| & | Mult J (Hz) 'H [N°H| & [|Mult,
1,53 | d 6,11 3-Me 1,52 d
463 | m - 4,61 m
6,99 | d 7,66 6,99 d
755 | dd | 7,72-6,85 7,56 | dd
704 | d 6,85 7,02 d
109 | s - 11,01 s

Op=-13 (CHC|3) ap=-13 (CHC|3)
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Foi realizada uma proposta de fragmentagdo para o espectro da mistura
epiméria mostrada na Figura 4.3.27. Esta proposta de fragmentagdo auxiliou a
comprovar as estruturas propostas e € verificada na Figura 4.3.29. Também foi

realizada uma proposta de fragmentagéo para o composto sililado (Figura 4.3.30).

0 £>b ®
o )
OH 0
miz194 OF u\\ OH
m/z 150

.

m/z 194 m/z 121
OH

Figura 4.3.29. — Proposta de fragmentagéo do espectro mostrado na Figura 4.3.25.
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Figura 4.3.30. — Proposta de fragmentacao do espectro mostrado na Figura 4.3.26., composto

sililado.

Os dados fornecidos por 'H NMR, espectrometria de massas e Op foram

conclusivos para a atribuigdo das estruturas das substancias encontradas nas
fragbes XM6-48-44B, XM6-31-22B, XM7-12 e XL5-4. As estruturas dos epimeros
isolados, XM6-PPB-1 e XM6-PPB-2, sdo mostradas na Figura 4.3.31.

OH O OH O
o) (0]
Y ...'l "
(:)H OH
A B

Figura 4.3.31. — Estrutura dos epimeros isolados das fragbes XM6-48-44B, XM6-31-22B, XM7-12 e
XL5-4. (A) 3R,4R — hidroxi-meleina e (B) 3R,4S — hidroxi-meleina.



94

4.3.2.5. Fragoes XM8-13-2 e XL6-4-2 — acido piliférmico

As fragdes XM8-13-2 e XL6-4-2 apresentaram grande semelhanga tanto em
relagao ao fator de retencdo como absorcédo no UV, quando submetidas a TLC.

Para identificagdo estrutural do composto presente nestas fragdes foram
realizados experimentos de '"H NMR, COSY, HMBC e HSQC.

No espectro de '"H NMR das fracdes em questdo (Figura 4.3.32., solvente
CDCl3) o primeiro sinal que nos chamou a atengéo foi o tripleto em 6,98 ppm que
integra para um hidrogénio e com constante de acoplamento de 7,4 Hz. No espectro
de COSY (Figura 4.3.33.) este hidrogénio se relaciona com um multipleto em 2,22
ppm que integra para dois hidrogénios. Verificamos uma correlacdo entre o
hidrogénio em 6,98 ppm com o carbono em 146 ppm, como mostrado no espectro
de HSQC (Figura 4.3.34.), que também nos forneceu a informacdo de que os
hidrogénios em 2,22 ppm se relacionam com o carbono em 32 ppm. Ja no espectro
de HMBC (Figura 4.3.35.) verificamos a correlagdo do hidrogénio em 6,98 ppm com
o carbono em 32 ppm, sugerindo um acoplamento de duas ligagbes entre este
hidrogénio e o carbono ligado aos hidrogénios em 2,22 ppm. Com base no
experimento de HMBC foi verificado também um acoplamento entre o sinal em 6,98
ppm com um carbono em 131 ppm, sendo que este ndo mostra correlagcdo com
nenhum sinal de hidrogénio, como mostrado no HSQC. Também observamos no
HMBC uma relagdo de 6,98 ppm com um sinal em 172 ppm, regido tipica de
carboxilas, a quarta e ultima correlagdo observada entre este hidrogénio (6,98 ppm)
€ verificada com o sinal em 37 ppm. Essas informacdes foram suficientes para
sugerirmos que temos um hidrogénio olefinico (H-1’em 6,98 ppm e C-1" em 146
ppm) vizinho a dois hidrogénios alilicos (H-2’ em 2,22 ppm e C-2’ em 32 ppm), como

mostra a Figura 4.3.36.
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Figura 4.3.32. — Espectro de 'H NMR das fragcbes XM8-13-2 e XL6-4-2.
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Figura 4.3.33. — Espectro de COSY das fragcbes XM8-13-2 e XL6-4-2.
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Figura 4.3.34. — Espectro de HSQC das fragbes XM8-13-2 e XL6-4-2, mostrando as correlagdes J-1.
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Figura 4.3.35. — Espectro de HMBC das fragbes XM8-13-2 e XL6-4-2, mostrando algumas
correlagoes J-2 e J-3.
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Figura 4.3.36. — Estrutura parcial do composto encontrado nas fragdes XM8-13-2 e XL6-4-2.

O espectro de 'H NMR (Figura 4.3.32.) nos mostrou que em 3,60 ppm temos
um quadrupleto, integrando para um hidrogénio e com constante de 7,1 Hz,
sugerindo a presenca de um grupo metilico vizinho a uma metila. No espectro de
COSY (Figura 4.3.33.) verificamos a correlagdo entre este possivel grupo metilico
com um sinal em 1,31 ppm, regido onde temos sobreposi¢cao de sinais referentes a
varios hidrogénios, provavelmente devido a presenga de grupos metilas e metilenos.
No HSQC (Figura 4.3.34.) verificamos o acoplamento entre o sinal em 3,60 ppm com
um carbono em 37 ppm e o sinal em 1,31 ppm com o carbono em 16 ppm. Quando
passamos para analise do espectro de HMBC observamos que este sinal, em 3,60
ppm, mostrou correlagdo com os carbonos em 16, 131, 146, 172 e 182 ppm. Como
ja descrito anteriormente, o sinal em 172 ppm refere-se, provavelmente, a uma
carboxila e o sinal em 146 ppm é oriundo do carbono olefinico (posigdo C-1’). O sinal
em 182 ppm deve se referir a uma outra carboxila, enquanto que em 131 ppm temos
o carbono a-carboxila ja discutido. Os hidrogénios da metila (1,31 ppm) mostraram
correlagdo com os carbonos em 37, 131 e 182 ppm. De acordo com tais informagdes
definimos o grupo R mostrado na Figura 4.3.36., chegando a estrutura mostrada na
Figura 4.3.37., de modo que a posi¢ao 1’ temos o carbono em 146 ppm; 2’ - 32 ppm;

7’=16 ppm; 1 —-172 ppm; 2 — 131 ppm; 3 — 37 ppm e 4 — 182 ppm.

Figura 4.3.37. — Estrutura parcial do composto encontrado nas fragdes XM8-13-2 e XL6-4-2.
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Para definirmos o grupo R’ estudamos as correlagdes entre os sinais
referentes a posicao 2’ (Figura 4.3.37.). O espectro de COSY mostrou que além do
acoplamento com o hidrogénio em 6,98 ppm (1) os hidrogénios da posi¢ao 2’, que
aparecem como um multipleto em 2,22 ppm mostraram interagcdo com o sinal em
1,42 ppm, observado como um multipleto, que correlaciona com o carbono em 29
ppm. Ja este hidrogénio (1,42 ppm) se correlaciona com outros sinais na regiao
entre 0,90 e 1,40 ppm, tipica de metilenos e metilas, de modo que néo ficaram claros
os deslocamentos e multiplicidades dos sinais, sugerindo a presenca de uma cadeia
alifatica. Para chegarmos a uma definicdo sobre a estrutura do composto passamos
para o uso da técnica de espectrometria de massas, assim obtivemos a massa
molecular da substdncia e sendo possivel definir o tamanho da cadeia lateral
referente ao grupo R da molécula (Figura 4.3.36.). Devido a possivel presenca de
dois grupos acidos e sua baixa massa molecular optamos por utilizar o modo
negativo de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI-(-)). As condi¢cbes da

analise foram descritas na Tabela 3.10.

LIF_ACFIITOIMICO_UD 11UD 1Y (U,3/4) DM (N, 3X1,00); UM (15:19-(13:14+25:535)) Scan Ar-

100 ;n/z 213 o
[M-H]
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' 109,2 1308 185,1 M 217,2
o B\ Ve BN Y S WG
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250 | 240 | 250 | 260

Figura 4.3.38. — Espectro de massas para o composto presente nas fragbes XM8-13-2 e XL6-4-2.

O espectro ilustrado na Figura 4.3.38. apresentou como pico base o ion de
m/z 213 (100 %), indicando a formagdo da molécula deprotonada ([M-H]), desse

modo o composto em questdo deve apresentar massa de 214 Da. Levando em
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consideragao a estrutura apresentada na Figura 4.3.37. foi possivel atribuir, com

auxilio da espectrometria de massas, a estrutura apresentada na Figura 4.3.39.

Figura 4.3.39. — Estrutura do composto (acido piliférmico) encontrado nas fragbes XM8-13-2 e XL6-4-
2.

A estrutura molecular da substancia encontrada nas fragbes XM8-13-2 e XL6-
4-2 é mostrada na Figura 4.3.39. e recebe o nome de Acido Piliférmico, composto
com massa 214 Da. Ainda, para confirmar a estrutura proposta foi realizada a
atribuicao das correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figura 4.3.35.). Estas

correlagdes estdo ilustradas na Figura 4.3.40.

Figura 4.3.40. — Correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figura 4.35.) que contribuiram para

elucidagao estrutural do Acido Piliférmico.

Na Tabela 4.3.6. temos os dados de NMR ('H, COSY, HMBC e HSQC) do

Acido Piliférmico isolado.



100

Tabela 4.3.6. — Dados de NMR para o acido piliférmico. Legenda: 'H = posigao, & =
deslocamento (ppm), Mult. = multiplicidade, J = constante de acoplamento em Hz,
correlacdes dos experimentos de COSY, HSQC e HMVBC.

T

COSY HMBC

w

1,31 16; 131; 146; 172; 182

2,22 32;37;131; 172
6,98; 1,42 131; 146; 29; 33
2,22; 1,32 32; 146; 33

1,41 29; 23; 15

0,90 15; 33; 29

1,32 23; 33

3,60 37,131; 182

~N| o al A w N =

Na Tabela 4.3.7 temos os dados de "H e *C do acido pilifdrmico isolado e os
dados encontrados na literatura (TELES, 2005).

Tabela 4.3.7. — Dados de 'H e ™C do acido piliformico isolado e os dados
encontrados na literatura (TELES, 2005).

Fracdo XM8-13-2 Literatura (TELES, 2005)
5 H' §C"™ |Pos.| &H 5C™
6,98 146 ’ 6,96 146,8
2,22 32 2,22 28,9
1,42 29 1,42 28,3
1,32 33 ’ 1,32 31,7
1,32 23 1,32 22,6
0,90 15 ’ 0,89 14,1
16 ’ 1,32 15,8
171,6
131,8
38,0
179,9

N

@

a &

Al W N 2] Y| @
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De acordo com todos os dados obtidos (NMR e MS) e em comparagéo com a
literatura (TELES, 2005) chegamos a conclusdo de que o composto presente nas
fragdes XM8-13-2 e XL6-4-2 &, sem duvida, o Acido Piliférmico. Trata-se de uma
substancia encontrada normalmente como metabdlito secundario de fungos
endofiticos da familia Xylariaceae, em especial do género Xylaria
(MANGALESWARAM et al., 2000), os relatos do isolamento desse composto
mostram que a conformacao E ja foi encontrada na natureza, enquanto que a Z s6
foi obtida sinteticamente (CULCETH et al., 1998), os dados obtidos neste trabalham
nos fornecem a informagao de que o composto encontra-se na conformagéao E pois,
de acordo com CULCETH (1998), quando temos a conformagao Z o sinal referente
ao hidrogénio vinilico (posi¢céo 1’) deve cair proximo de 6,2 ppm, e os hidrogénios do
metileno alilico (posigdo 2’) em 2,6 ppm, no presente trabalho temos 6,98 e 2,22
ppm respectivamente. Este composto é derivado da condensagdo de um
intermediario do acido citrico e de acidos graxos (CHESTERS and O’HAGAN, 1997).
Foram realizados ainda diversos experimentos de MS/MS, utilizando as mesmas
condigdes do equipamento da Tabela 4.6. e variando a energia de colisdo. Todos os
espectros obtidos (com as diversas energias de colisdo) apresentaram um unico ion
fragmento, com m/z 169. Na Figura 4.3.41. temos o espectro de MS/MS com 10 eV.

Uma proposta de fragmentagao encontra-se ilustrada na Figura 4.3.42.

LF_AcPiliformico_061107_Da14eV

LF_AcPiliformico_061107_Da14eV 11 (0,227) Sm (Mn, 3x1,00); Cm (11) Daughters of 213AP-
1004 169,3 m/z 1 69 3,81e5
[M-H-CO,]
%
2133
(o) (DGR A NARA RARRN Sl LA SO R AR L A R AR S SR A LAREE LA SARAT AN Ul B SRS LA SAAR AEO AR LRy SR R MR RS LARA Raind UM AT RaRs Rl 1124
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Figura 4.3.41. — Espectro de MS/MS do Acido Piliférmico com 10eV.
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Figura 4.3.42. — Proposta de fragmentacao do acido piliférmico

4.3.2.6. Fracdo XM8-10-17-2 — diplodiol

O espectro de 'H NMR referente a fragdo XM8-10-17-2 (10,2 mg) apresentou
sinais bastante interessantes, como pode ser observado na Figura 4.3.43. A regiéao
ampliada, de 0,80 até 2,75 ppm ¢ ilustrada na Figura 4.3.44.
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41.319 {L

~ |2423 <
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72 6.8 6.4 6.0 56 52 48 4 4.0 36 3.2 28 24 20

Figura 4.3.43. — Espectro de 'H NMR da fragdo XM8-10-17-2.
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Figura 4.3.44. — Ampliagéo da regido de 0,80 a 2,75 do espectro de 'H NMR da fragdo XM8-10-17-2.

Como ilustrado na Figura 4.3.44. notamos um grande numero de sinais na

regidao ampliada, no entanto, verificamos um singleto que integra para um

hidrogénio, em 7,81 ppm. Em 4,60 ppm temos um dubleto integrando para um

hidrogénio e em 4,47 ppm outro singleto, este integra para dois hidrogénios. Devido

a complexidade dos dados fornecidos pelo espectro de '"H NMR realizou-se ainda
experimentos de COSY (Figura 4.3.45.), HSQC (Figura 4.3.46.), HMBC (Figura
4.3.47.) e C" (Figura 4.3.48.). O espectro de massas obtido por GC-MS é ilustrado

na Figura 4.3.49.
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Figura 4.3.45. — Espectro de COSY da fragao XM8-10-17-2.
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Figura 4.3.46. — Espectro de HSQC da fragao XM8-10-17-2, mostrando as correlagbées H-C J-1.
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Figura 4.3.47. — Espectro de HMBC da fracado XM8-10-17-2, mostrando as principais correlagdes H-C
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Figura 4.3.48. — Espectro de "°C NMR da fracdo XM8-10-17-2.
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Figura 4.3.49. — Espectro de Massas (GC-MS) da fragdo XM8-10-17-2.

O espectro de massas obtido por GC-MS nos forneceu a informacao de que
temos um composto com massa 224 Da, observamos o ion molecular m/z 224,
pouco intenso. O espectro de "*C (Figura 4.3.48.) mostrou 12 sinais, de modo que
essas informacdes (espectro de massas e °C) nos levaram a formula molecular
C1204H16 € grau de insaturagao igual a cinco. A perda de 18 u.m.a. sugere a

presenca de, pelo menos, uma hidroxila. Comparando os dados de HSQC e C™
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observamos a presencga de quatro carbonos quaternarios, de modo que devemos ter
uma carbonila (sinal em 180,3 ppm). Pelo espectro de HSQC (J = 1) notamos que o
singleto em 7,80 ppm mostrou acoplamento com o carbono em 152,1 ppm e, pelo
HMBC, correlaciona com os carbonos 57,5; 126,8; 165,9 e 180,3 ppm (J =2 ou J
=3). De acordo com o HSQC, o singleto em 4,4 ppm correlaciona-se com o carbono
em 57,5 ppm e, pelo HMBC, com os carbonos em 126,8; 152,1 e 180,3 ppm. Essas
informagdes nos levaram ao grupo ilustrado na Figura 4.3.50., onde estao

representados os deslocamentos de °C.

Figura 4.3.50. — Estrutural parcial presente em XM8-10-17-2, com os deslocamentos de 3C.

O dubleto em 4,6 ppm, regiao tipica de carbindlicos, se relaciona, baseando-
se no HSQC, com o carbono em 68,5 ppm e, pelo HMBC, com 26,7; 41,3; 123,4;
165,9 e 180,3 ppm. De acordo com o HSQC, n&o foi verificado correlagao para os
sinais em 123,4 e 165,9 ppm, sugerindo que tais carbonos devam ser quaternarios
e, devido aos valores de deslocamento, temos carbonos vinilicos a, B a carbonila
(respectivamente). O carbono em 41,3 ppm mostrou correlagdo com o hidrogénio em
1,7 ppm. Pelo COSY verificamos acoplamento entre o sinal em 1,7 ppm e 4,59 ppm.
Devemos notar que o sinal 1,7 ppm é observado como um multipleto. Estas

informagdes nos levaram a elucidagdo dos grupos Ri e Ry mostrados na Figura

4.3.50., a estrutura proposta pode ser observada na Figura 4.3.51.

OH OH

Figura 4.3.51. — Estrutural parcial presente em XM8-10-17-2, com os deslocamentos de °C.
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O sinal mais blindado no espectro de '"H NMR aparece como um tripleto em
0,98 ppm e correlaciona-se com o carbono em 11,3 ppm. De acordo com o espectro
de COSY estes hidrogénios acoplam com os sinais em 1,3 e 1,8 ppm e estes sinais,
pelo HSQC, se relacionam com o mesmo carbono, em 24,1 ppm. Estas informacdes
foram suficientes para deduzir a presenga de um grupo etila na molécula. Os
hidrogénios da metila (0,98 ppm) correlacionam ainda, pelo HMBC, com os carbonos
em 24,1 e 41,3 ppm.

A analise do espectro de COSY mostrou que o hidrogénio em 1,7 ppm (ligado
ao C em 41,3 ppm) acopla com o sinal em 1,5 ppm e este, pelo HSQC, mostra
correlagédo com o carbono em 22,8 ppm. Pelo HSQC, o sinal em 2,1 ppm esta ligado
ao mesmo carbono (22,8 ppm) que o sinal em 1,5 ppm. Estes dois sinais (1,5 e 2,1
ppm) mostraram acoplamento, pelo COSY, com o sinal em 2,6 ppm, que, pelo
HSQC, esta fazendo ligagdo com o carbono em 26,3 ppm. Pelo espectro de HMBC
verificamos correlacdo de 2,6 ppm com os carbonos em 24,2; 41,3; 123,4 e 165,9
ppm. Com base nestas informag¢des, NMR e MS, chegamos a estrutura ilustrada na
Figura 4.3.52.

Figura 4.3.52. — Estrutural proposta para o composto em XM8-10-17-2.

Na Tabela 4.3.8. sdo mostradas as correlacdes observadas nos espectros de
'H, COSY, HSQC e HMBC Figuras 4.3.44., 4.3.45., 4.3.46. e 4.3.47.
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Tabela 4.3.8. — Dados de NMR para o diplodiol. Legenda: Pos. = posi¢céo, & =

deslocamentos (ppm), correlagdes observados nos experimentos de COSY, HSQC e

HMBC.

HMBC

57,5; 126,8; 165,9

1,7

26,7; 41,3; 123,4; 165,9; 180,3

4,6;1,3;1,5

11,3; 26,7; 68,5; 24,2; 26,3

2,1:1,7; 2,6

26,3; 41,3; 68,5

1,5; 2,6

26,3; 41,3; 68,5

1,5; 2,1

22,8; 41,3; 123,4; 165,9

126,8; 152,1; 180,3

1,8;0,98; 1,7

11,3; 22,8; 41,3; 68,5

0,98; 1,3

11,3; 22,8; 41,3; 68,5

1,3; 1,8

24,2; 41,3

As correlagcdes de COSY, HSQC e HMBC foram representadas nos espectros
das Figuras 4.3.45., 4.3.46. e 4.3.47. respectivamente. Na Figura 4.3.53. sao

ilustradas as correlagdes observadas no espectro de HMBC.

Figura 4.3.53. — Algumas correlagdes observadas no HMBC.
Ainda com o intuito de comprovar a estrutura atribuida foi realizada uma

proposta de fragmentagcao para justificar o espectro mostrado na Figura 4.3.48. Tal

proposta pode ser observada na Figura 4.3.54.
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Figura 4.3.54. — Proposta de fragmentacéao para o Diplodiol.

O valor da constante de acoplamento calculada para o dubleto em 4,6 ppm foi
de 7,04 Hz, sugerindo que os hidrogénios H-5 e H-6 encontram-se na conformacéo
trans. A estrutura proposta (Figura 4.3.52.) recebe o nome de trans-6-etil-5-hidroxi-
3hidriximetil-5,6,7,8-tetrahidrocromona ou, simplesmente, diplodiol, sendo relatada
pela primeira vez por CUTLER et al. em 1979, isolada como uma toxina produzida
pelo fungo Diplodia macrospora, um patdgeno do milho. Poucos relatos foram
realizados sobre o isolamento desta substancia. Na Tabela 4.3.9. sdo descritos os
dados de 'H e "C do composto isolado e dados da literatura (CUTLER et al.,1979).

Tabela 4.3.9. — Dados de "H e *C do diplodiol isolado e os dados encontrados na
literatura (CUTLER et al., 1979).



Fracdo XM8-10-17-2

Literatura (CUTLER et al., 1979)

Pos. H

13C

Pos.

H

13C

7,8

152,1

7,79

152,05

126,8

126,72

180,3

180,29

68,5

4,59

68,48

41,3

1,40

41,22

22,8

2,05; 1,75

2417

26,3

2,60

22,96

165,9

165,91

123,4

123,43

57,8

57,73

241

26,73

4.3.2.7. Acidos graxos e esterdides

11,3

11,28
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Devido aos sinais observados em seus espectros de 'H NMR algumas

fragbes indicaram a presenga de acidos graxos. Essas fragdes, XM5-3, XM8-13-3 e

XL6-4-1, foram submetidas a reagao de sililacdo conforme descrito no item 3.5.4. e

analisados por GC-MS. Os compostos identificados nestas fragdes, com os nomes e
tempos de retengdo, s&o ilustrados na Figura 4.3.55.
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Rt = 12,74 min, 14-Methyl-pentadecanoic acid, m/z 314. Rt = 12,74 min, 13-Methyl-pentadecanoic acid, m/z 314.
\)\/\/\/\/\/\/YOH \/\/\/\/\/\/\/\/YOH
o o
Rt = 13,79 min, 15 Methyl-heptadecanoic acid, m/z 342. Rt = 14,48 min, 10, 13- octadecadienoic acid, m/z 352.

Rt = 14,82 min, octadecanoic acid, m/z 356. 0

\/\/\/\/\/\/\/\/\“/0“ Wou

Rt = 11,59 min, 9-Methyl-tetradeacanoate acid, m/z 314.

\/\/\/\/\/\/\/\/\I(OH
(o}
Rt = 14,50 minm 11-octadecanoic acid, m/z 354.

Figura 4.3.55. — Compostos identificados por GC-MS.

Os compostos foram identificados por comparacido de seus espectros de
massas e 0s espectros presentes na biblioteca NIST. Além destes acidos graxos
mostraram-se presentes em diversas fragdes o Ergosterol e o Perdéxido de
Ergosterol. A identificacdo destes ocorreu, também, por comparagcdo com o0s
espectros da biblioteca NIST. Estes dois compostos estdo presentes em,

praticamente, todos os fungos. Suas estruturas sao representas na Figura 4.3.56.

o

(o)
Peroxido de Ergosterol

HO

Ergosterol

Figura 4.3.56. — Ergosterol e Peréxido de Ergosterol, isolados de Xylaria sp.
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4.4. Comparacgao de meios de cultivo

4.4.1. Escolha dos meios de cultivo

O principal objetivo deste tépico foi comparar a produgdo de metabdlitos
secundarios produzidos por Xylaria sp., tragando um perfil quimico para os
diferentes meios utilizados. Experimento similar foi realizado por MOORE et al.
(1972), envolvendo o fungo Aspergillus ochraceus e visando encontrar um meio
adequado para produgao de isocumarinas.

Foram escolhidos trés meios liquidos de cultura: o primeiro deles foi 0 mesmo
utilizado no item 3.4.2., que utilizava a glicose como fonte de carbono; para o
segundo meio, substituimos a glicose pela sacarose, tendo em vista que a sacarose
possui um valor comercial ainda menor que a glicose, de modo que seria bastante
interessante encontrarmos um meio de cultura mais em conta e capaz de fornecer
as mesmas condi¢cdes encontradas que a glicose; para o terceiro meio de cultura foi
utilizada uma mistura contendo 50% de glicose e 50% de sacarose. Com excegéo da
fonte de carbono (glicose e/ou sacarose) todos os outros componentes foram
mantidos (item 3.4.2.).

Para tragarmos um perfil quimico dos diferentes meios foi utilizada a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultra-violeta (HPLC-UV) e
a técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (GC-MS).
As condigdes cromatograficas utilizadas foram descritas na sec¢ao 3.6.2.

De acordo com o item 4.3. o fungo Xylaria sp. mostrou grande capacidade
para producdo de isocumarinas. Com base neste fato, buscamos encontrar
compostos desta classe nos meios utilizados, tendo assim um referencial de
comparagao. Devemos salientar ainda que compostos da classe das isocumarinas
possuem boa absor¢do no UV, além de terem sido realizados estudos sobre os

espectros de massas destes compostos (item 4.3.2).

4.4.2. Analise por HPLC

As analises por HPLC envolveram, primeiramente, a injecdo das solu¢des dos

padrbes: solugdes contendo 500 ug/mL das isocumarinas isoladas durante este
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trabalho (item 4.3.). Na Figura 4.4.1. temos os cromatogramas com o0s respectivos
espectros de UV da (A) meleina; (B) mistura epimérica da 4-hidroxi-meleina; (C) 5-

formil-meleina e (D) meleina metil éter.

A B

Detector A332 nm 400
1504 ~— lIsocuma Spectrum at time 10.57 min

Spectrum at time 14.79 min.

300

mAU

100

10 20 30 40 50 60 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Minutes Minutes

2000 2000
‘Spectrum at time 24.23 min.

Spectrum at time 17.22 min.

1500 1500

1000 2
Ed

500 500

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 2 30 35 40 45 50

Figura 4.4.1. — Cromatograma e UV das isocumarinas isoladas: (A) Meleina; (B) Mistura epimérica da
4-Hidroxi-Meleina; (C) 5-Formil-Meleina e (D) Meleina Metil Eter.

A andlise destes espectros nos forneceu a informagcdo de que as
isocumarinas isoladas possuem espectros de UV bastante similares, fato que facilita
a identificagdo de isocumarinas nos extratos obtidos. Levando em consideragao os
espectros de UV, o comprimento de onda selecionado para as analises foi 332 nm.

Na sequéncia foram injetadas as amostras dos diferentes meios de cultivo
(glicose, sacarose e glicose/sacarose (1:1)). A concentragédo das solu¢des dos meios
de cultivo foi de 5000 ug/mL, uma vez que temos agora a analise de extratos e a
presenca de isocumarinas deve ser reduzida. Para obteng¢dao dos dados foi usado o
mesmo comprimento de onda, 332nm. Os cromatogramas do micélio sédo verificados

na Figura 4.4.2.
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Figura 4.4.2. — Cromatograma do micélio dos extratos obtidos a partir dos diferentes meios de

cultura: sacarose, glicose e sacarose/glicose (1:1), em 332 nm.

Também foram realizadas analises por HPLC, sob as mesmas condicbes
(item 3.2.6.), para os extratos obtidos a partir dos Meios Liquido dos diferentes
meios de cultura (sacarose, glicose e glicose/sacarose (1 : 1)). Os cromatogramas

obtidos sdo mostrados na Figura 4.4.3.
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Figura 4.4.3. — Cromatograma do meio liquido dos extratos obtidos a partir dos diferentes meios de

cultura: sacarose, glicose e sacarose/glicose (1:1), em 332 nm.

Através da analise dos cromatogramas, tanto do micélio (Figura 4.4.2.) quanto

do meio liquido (Figura 4.4.3.), verificamos uma grande semelhanga entre os meios

utilizados. Notamos ainda que, embora algumas bandas presentes nos extratos

possuam tempo de retencdo similar aos padrdoes analisados(Figura 4.4.1.), um

estudo mais aprofundado, envolvendo os espectros de UV das principais bandas



116

cromatograficas dos diferentes meios e comparando-os com os UV dos padrées foi
realizado, visando buscar alguma banda que possuisse um espectro similar aos
padrées. Na Figura 4.4.4. temos uma ilustragado deste estudo, onde sdo mostrados o
espectro de UV da 4-hidroxi-meleina (A) e os espectros de UV das principais bandas

do cromatograma do micélio com 100% de glicose (B).

Spectrum at time 16.79 min.

—— 1679 min OH O
o
M
200 25 250 275 300 w25 350
Detector A-332 nm o .
404 —— MLGF 100% Glicose
ML_GF
Area
20+
2 2
< <
€ €
0+
15 20 25 30 35 40
Minutes
) _ Spectrum at time 23.15 min. Spectrum at time 40.15 min.
Spectrum at time 20.71 min.
— 245 min — 415min
- 23,2 min
. ) .
20,7 min 40,2 min
220 240 260 280 0 320 340 I T e w0 a0 a0 20 a0 et 220 240 260 280 300 320 340 360
Spectrum at time 33.57 min. m nm
— wsTmin — 2897min — 1525min
33,6 min 27,0 min 15,3 min
T om0 a0 o0 s w0 60

220 240 260 280 300 320 340 360

am
nm nm

Figura 4.4.4. — (A) Espectro de UV da 4-hidroxi-meleina (B) Cromatograma do micélio com glicose e

alguns espectros de UV das principais bandas cromatograficas (indicadas).
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O procedimento envolvendo a comparagcdo entre o espectro de UV dos
padroes e das bandas cromatograficas dos extratos, mostrado na Figura 4.4.4., foi
realizado para todos os extratos obtidos (micélio com glicose, micélio com sacarose,
micélio com glicose/sacarose e meio liquido com glicose, meio liquido com sacarose
e meio liquido com glicose/sacarose). Todos os resultados levaram a mesma
conclusao, nenhuma das bandas observadas nos cromatogramas dos extratos deve
ser proveniente de isocumarinas.

Para realizarmos uma busca mais sensivel a presenga de isocumarinas nos

extratos passamos para analises utilizando a técnica de GC-MS.

4.4.3. Analise por GC-MS

Com o intuito de confirmarmos a presenca ou auséncia de isocumarinas nos
extratos obtidos a partir dos diferentes meios de cultura passamos a utilizar a técnica
de GC-MS. Trata-se de uma técnica mais seletiva, sendo possivel selecionar que
m/z desejamos que o espectrometro de massas (MS) detecte. No entanto, como os
extratos obtidos continham compostos de polaridade bastante elevada realizamos
extragdo em fase sélida (SPE) para clean-up desses extratos, conforme foi mostrado
na Tabela 3.12. no item 3.6.2. Para garantir a eficiéncia do sistema de SPE
empregado, os padrdes (isocumarinas) também foram submetidos seguindo as
mesmas condi¢cdes cromatograficas.

Primeiramente foram analisados os padrdes (isocumarinas). Os
cromatogramas de ions totais (TIC — experimento onde sao registrados todos os

ions que chegam ao detector) sdo mostrados na Figura 4.4.5.
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Figura 4.4.5. — Cromatograma de ions totais (TIC) das isocumarinas.

Time

Na sequéncia foram analisados os extratos obtidos a partir do micélio e do

meio liquido dos diferentes meios de cultivo. Os cromatogramas obtidos para o

micélio sdo mostrados na Figura 4.4.6.
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Figura 4.4.6. — Cromatogramas de ions totais (TIC) do micélio: (A) glicose, (B) sacarose e (C)

sacarose/glicose.
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De acordo com os dados insuficientes fornecidos pelo cromatograma da
Figura 4.4.6. para indicar a presenga de isocumarinas, foram realizados
experimentos de ions selecionados, onde foi possivel buscar em cada
cromatograma (glicose, sacarose e sacarose/glicose) os ions referentes as
isocumarinas. Na Figura 4.4.7. temos o experimento de ions selecionados para o

extrato contendo o micélio com glicose (cromatograma mostrado na Figura 4.4.6.

(A))-
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100, T2a%0. 208
33,48 48,99 ©
3145 326 4046 " s
30,18 3541 g 5e 40081 1 4211 ;
%] 2330 2557 27,75.29,43 '
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0 T . .
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Figura 4.4.7. — Cromatogramas de ions selecionados referentes as isocumarinas. Extrato do micélio

contendo glicose.

Analisando o cromatograma referente ao ion de m/z 194 (Figura 4.4.7.)
verificamos duas bandas que poderiam ser atribuidas a 4-hidroxi-meleina (ou outra
isocumarina, em 10,9 e 12,3 min., devido a massa observada), com tempo de
retencao superior ao composto padrao. No entanto os espectros de massas destas
bandas comprovaram a auséncia de isocumarinas nas bandas citadas. Na Figura
4.4.8 sao ilustrados os espectros de massas das bandas em 10, 9 e 12,3 min.

(Figura 4.4.8.(a) e Figura 4.4.8.(b), respectivamente).
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Figura 4.4.8. — Espectro de massas das bandas em 10,9 e 12, 3 min. presentes no cromatograma de

ions selecionados do micélio em glicose, referentes ao ion de m/z 194.

Baseando-se nos cromatogramas de ions selecionados, mostrado na Figura
4.4.7., podemos concluir que os extratos do micélio, contendo glicose como fonte de
carbono, nao apresentaram nenhuma das isocumarinas previamente isoladas.
Também foram realizados experimentos de ions selecionados para os outros dois
extratos (sacarose e sacarose/glicose) proveniente do micélio e nenhum destes
extratos indicou a presencga das isocumarinas.

As analises por GC-MS dos meios liquidos contendo as diferentes fontes de

carbonos sdo mostradas na Figura 4.4.9., onde temos os cromatogramas de ions
totais.
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Figura 4.4.9. — Cromatogramas de ions totais (TIC) do meio liquido: (A) glicose, (B) sacarose e (C)
sacarose/glicose.

Para os extratos provenientes do meio liquido também foram realizados

experimentos de ions selecionados, buscando encontrar as isocumarinas isoladas

previamente. Na Figura 4.4.10. sdo mostrados os espectros de ions selecionados
para o extrato do meio liquido contendo glicose.
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Figura 4.4.10. — Cromatogramas de ions selecionados referentes as isocumarinas, extratos do meio

liquido contendo glicose.



122

Como podemos notar na Figura 4.4.10. verificamos que o cromatograma de
ions selecionados referente a m/z 192 apresentou uma banda em 10,65 min., tempo
superior a banda da meleina metil éter, mostrada no cromatograma da Figura 4.4.5.
mas com espectro de massas (Figura 4.4.11) semelhante ao espectro da meleina
metil éter, mostrado na Figura 4.3.13., de modo que podemos atribuir a presenca

deste composto no extrato obtido a partir do meio liquido contendo glicose.

MLFGSPE 307 (10,681) Cm (304:310-(293:297+319:321)) Scan El+
100 148 4,70e3

146

149

118
147|

115 145 155
103 119

1104
0 T ‘

Figura 4.4.11. — Espectro de massas do meio liquido com glicose (10,65 min.), indicando a presenca

165
174 177

m/z

da meleina metil éter.

Foram realizados experimentos de ions selecionados para os extratos
provenientes do meio liquido (sacarose e sacarose/glicose). Assim como para o
meio liquido contendo glicose, os outros meios indicaram a presenga, apenas, da
meleina metil éter. Na Figura 4.4.12. sdo mostrados os cromatogramas de ions
selecionados referentes a meleina metil éter (m/z 192), dos extratos contendo

glicose, sacarose e glicose/sacarose.
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Figura 4.4.12. — Cromatogramas de ions selecionados referentes & Meleina Metil Eter (m/z 192),

extratos do meio liquido contendo glicose (A), sacarose (B) e sacarose/glicose (C).

A Unica isocumarina encontrada, e isolada anteriormente (item 4.3.2.2.), foi a
meleina metil éter, sendo que esta foi detectada em todos os extratos do meio
liquido. O estudo dos extratos do micélio ndo indicou a presenga de nenhum dos
compostos analogos & Meleina. E importante ressaltar que todas as isocumarinas
isoladas (descritas no item 4.3.2.) estavam presentes no micélio (com glicose como
fonte de carbono), este fato contraria os resultados obtidos nos experimentos de
comparagao de meios, uma vez que constatamos apenas uma das isocumarinas e
esta foi encontrada no meio liquido. No entanto devemos lembrar que o experimento
que envolveu o isolamento de metabdlitos secundarios foi realizado durante 30 dias
de cultivo, enquanto o experimento de comparagcdo de meios durou 45 dias. Outro
fator que pode ter influenciado os experimentos de cultivo do fungo em diferentes
meios deve ser o fato de terem sido cultivados em escalas menores do que os
experimentos de isolamento e identificacdo de metabdlitos (comparar os itens 3.5. e
3.6.), isso dificultaria muito a detecgdo de substéncias em pequenas quantidades.
Devemos salientar o fato que a técnica HPLC nao forneceu informagdes suficientes
sobre a presenca ou n&o de isocumarinas, ja o uso de GC-MS foi capaz de detectar

um destes compostos nos extratos obtidos a partir dos meios liquidos.
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Embora a deteccdo de isocumarinas tenha sido uma tarefa bastante
complexa (apenas a Meleina Metil Eter foi detectada nos diferentes meios, usando a
técnica de GC-MS) as duas técnicas utilizadas, HPLC e GC-MS, mostraram que,
tanto para o micélio quanto para o meio liquido, os extratos do fungo Xylaria sp.
cultivados em meio contento glicose, sacarose e sacarose/glicose foram bastante
similares, com algumas diferencas aparentes em relagdo as intensidades de certas
bandas cromatograficas.
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5. Conclusoes e Perspectivas

Em relagcdo aos procedimentos utilizados para isolamento e identificacdo de
saponinas e OGSA a partir dos frutos de Sapindus saponaria obtivemos resultados
significativos. O processo de hidrélise basica mostrou-se eficiente, de modo que nao
observamos tanto por espectrometria de massas quanto por NMR, a presenca de
grupos acetatos nos agucares da saponina e OGSA. A coluna de Sephadex® LH-20
apresentou 6tima capacidade para o isolamento das substancias em questao, sendo
que estas foram obtidas em grande quantidade e com elevado grau de pureza.
Embora as técnicas de NMR tenham sido fundamentais para uma atribuicao precisa
das estrutura de saponinas e OGSA a técnica de MS e MS/MS foram praticas e
rapidas para identificacdo e caracterizacdo dos compostos isolados, onde a
presenca de diversos agucares dificulta bastante a identificagcédo por NMR.

As técnicas de HPLC e MS comprovaram a capacidade do fungo endofitico
Xylaria sp., isolada de S. saponaria, em relagcéo a biotransformag¢ao de saponinas e
degradagao dos OGSA isolados. Os experimentos de NMR foram fundamentais para
atribuicdo da estrutura da saponina biotransformada, no entanto outros
experimentos devem ser realizados para uma precisa proposta estrutural para o
produto de biotransformacdo. O estudo envolvendo a interagdo entre o fungo Xylaria
sp. e S. saponaria foi de extrema importancia para uma melhor compreensao sobre
a interacao planta-microrganismo, ainda mais se tratando de uma planta (Sapindus
saponaria) capaz de produzir grande quantidade de compostos com atividade
antifungica (saponinas).

Além de mostrar a capacidade de sobreviver nos tecidos de S. saponaira, o
fungo Xylaria sp. mostrou-se com elevado potencial para produgdo de metabdlitos
secundarios, dando destaque para a classe das isocumarinas. As técnicas
espectrométrica (MS e NMR) foram fundamentais para determinacéo estrutural dos
compostos isolados.

O fungo Xylaria sp. demonstrou capacidade de desenvolvimento nos trés
meios utilizados (glicose, sacarose e glicose e sacarose 1:1). Os perfis
cromatograficos, tanto por HPLC quanto GC, dos extratos obtidos a partir destes trés
meios de cultura apresentaram grande similaridade. De modo que a sacarose, que
possui um valor comercial reduzido em relagdo a glicose, pode ser utilizada para

cultivo deste fungo em experimentos futuros. Fato surpreendente foi que, ao
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contrario do primeiro cultivo de Xylaria sp. em glicose, o experimento envolvendo os
trés meios de cultura (incluindo glicose) ndo apresentaram a presenga de
isocumarinas em grande quantidade, sendo que apenas a Meleina Metil Eter foi
detectada nos meios de cultura. Alguns fatos podem explicar a auséncia desta
classe de compostos nos meios utilizados: o experimento que envolveu o isolamento
de metabdlitos secundarios foi realizado durante 30 dias de cultivo, enquanto o
experimento de comparacido de meios durou 45 dias. Outro fator que pode ter
influenciado os experimentos de cultivo do fungo em diferentes meios deve ser o fato
de terem sido cultivados em escalas menores do que os experimentos de isolamento
e identificacdo de metabdlitos. A presenca da Meleina Metil Eter sé pode ser

detectada através do uso de GC-MS.
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