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FIGURA 4.43 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
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FIGURA 4.60 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
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FIGURA 4.65 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
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FIGURA 4.66 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
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FIGURA 4.67 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
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FIGURA 4.69 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presencga de acido benzoico. E — cromatograma do padréao de acido benzdico.
Fase estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS.
Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B
por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume de injecdo: 20 uL. Monitoramento em

FIGURA 4.70 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presencga de acido benzdico. E — cromatograma do padrdo de acido benzdico. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216

FIGURA 4.71 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presencga de acido salicilico. E — cromatograma do padréo de acido salicilico.
Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS.
Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B
por 38 minutos. Fluxo: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em

FIGURA 4.72 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do

extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na

presenga de acido salicilico. E — cromatograma do padrao de acido salicilico. Fase
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estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216

FIGURA 4.73 - (A) Espectro de RMN "H (200MHz, CDCls) do acido oleandlico apos
a purificagdo. (B) Ampliacdo do eSpectro A........ooooiiiiiiiiiiiiiieee e 138
FIGURA 4.74 - (A) Espectro de RMN "*C (200MHz, CDCls) do &cido oleandlico apos
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FIGURA 4.75 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenga de acido oleandlico. E — cromatograma do meio + acido oleandlico.
Fase estacionaria: Luna 5 pn C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS.
Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B
por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecao: 20 yL. Monitoramento em

FIGURA 4.76 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de acido oleandlico. E — cromatograma do meio + acido oleandlico. Fase
estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume de injegdo: 20 pL. Monitoramento em 216
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FIGURA 4.77 - Espectro de RMN '*C (200MHz, CDCls;) da resina de Pinus

FIGURA 4.78 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — - cromatogramas completo e expandido do extrato
fungico na presenga de resina. E e F— cromatograma do meio + resina. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™. Volume de injegdo: 20 uL. Monitoramento em 216
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FIGURA 4.79 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de resina. E e F— cromatograma do meio + resina. Fase estacionaria: Luna
5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba
B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0
mL min™. Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216 NnM.......cccceeeevieeeeeenen. 148
FIGURA 4.80 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenca de alizarina. E — cromatograma do meio + alizarina. Fase estacionaria:
Luna 5 nu C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua.
Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos.
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FIGURA 4.81 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — - cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenca de alizarina. E e F— cromatograma do meio + alizarina. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
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minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume de injegdo: 20 pL. Monitoramento em 216
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FIGURA 4.82 - Curva de desaparecimento da alizarina durante o cultivo do fungo P.
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FIGURA 4.83 - Placa de CCD mostrando os perfis de eluicdo do padrao de alizarina
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FIGURA 4.85 - Espectro de RMN 'H da alizarina (400 MHz, acetona-ds). (A)
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FIGURA 4.86 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presencga de acido 2,5-dihidroxibenzéico.E — cromatograma do padrao de acido
2,5-dihidroxibenzoico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecao:
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FIGURA 4.87 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenga de acido 2,5-dihicroxibenzdico. E — cromatograma do padrao de acido 2,5-
dihicroxibenzodico. Fase estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&do: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 uL.
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FIGURA 4.88 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presencga de acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzdico. E — cromatograma do padréo de
acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzdico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A
acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicao
gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume
de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216 NM........coooviiiiiiii i, 163
Figura 4.89 - Extratos do micélio. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenga de acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzoéico. E — cromatograma do padrdo de
acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzdico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A
acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo
gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume
de injegao: 20 pL. Monitoramento em 216 NM...........ooiiiiiiiiiiiiiiiee e 165
FIGURA 4.90 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenga de acido 3,5-dinitrosalicilico. E — cromatograma do padréo de acido 3,5-
dinitrosalicilico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vazdo: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 L.
Monitoramento €M 216 NM........ooiii e 167
FIGURA 4.91 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presencga de acido 3,5-dinitrosalicilico. E — cromatograma do padrao de acido 3,5-
dinitrosalicilico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
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40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&do: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 L.
Monitoramento €M 216 NM........ooiiii e 169
FIGURA 4.92 - Extratos de acetato. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presencga de acido 3,5-dinitrobenzoico. E — cromatograma do padrao de acido 3,5-
dinitrobenzdico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&do: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 uL.
Monitoramento €M 216 NMIM.........uuuiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e anns 171
FIGURA 4.93 - Extratos miceliais. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presencga de acido 3,5-dinitrobenzoico. E — cromatograma do padrao de acido 3,5-
dinitrobenzdico. Fase estacionaria: Luna 5 pu C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&do: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 L.
Monitoramento €M 216 NMIM.........uuuiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e 173
Figura 4.94 - Extratos de acetato. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de acido ferulico. E — cromatograma do padrdo de acido ferulico. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216

FIGURA 4.95 - Extratos miceliais. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenga de acido ferulico. E — cromatograma do padrdo de acido ferulico. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vazao: 1,0 mL min™. Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216

Figura 4.96 - Extratos de acetato. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de 2’,4’,6’-trihidroxiacetofena. E — cromatograma do padréo de 2’,4’,6-
trinidroxiacetofena. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecao:
20 pL. Monitoramento €m 216 NM......cooeeiiiiiiiiece e e e e e 179
Figura 4.97 - Extratos miceliais. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de 2’,4’,6'-trihidroxiacetofena. E — cromatograma do padrao de 2’,4’,6-
trinidroxiacetofena. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injegao:
20 pL. Monitoramento €m 216 NM........coiiiiiiiiie e e e e e eeeans 181
Figura 4.98 - Cromatogramas do experimento de SRM com o extrato de acetato do
experimento com acido ferulico. Transigcdbes monitoradas: 415 - 365, 427 — 329, 461
— 393,499 — 457 € 557 — 4T 9. 183
FIGURA 4.99 — Cromatogramas do experimento de SRM com o extrato micelial do
experimento com acido ferulico. Transigdbes monitoradas: 415 - 365, 427 — 329, 461
— 393, 499 — 457 © 557 — AT 0. 184



FIGURA 4.100 - Estruturas moelculares dos limondides L1 e L2..............cccuvveeee. 186
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Resumo

“ANALISES DE MEROTERPENOS PRODUZIDOS POR Penicillium brasilianum” —
Este trabalho descreve o uso da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) acoplada com a técnica de espectrometria de massas para analise de
extratos fungicos, visando principalmente a detecgdo de meroterpenos, produzidos
por P. brasilianum. A espécie fungica P. brasilianum foi cultivada em diversos meios
de cultura artificiais: arroz, trigo, milho, caldo de arroz, filtrado do caldo de arroz e
meio liquido Czapeck. Em todos os meios de cultivo testados o fungo apresentou um
otimo crescimento, e também, em todos os extratos fungicos produzidos através
destes cultivos foram detectados ions relacionados aos meroterpenos de interesse,
exceto no meio Czapeck. A técnica de ionizacdo quimica a pressao atmosférica
(APCI) foi comparada com a de electrospray, para a analise destes meroterpenos, e
o resultado obtido foi um aumento significativo no poder de detecgéo desta classe de
compostos com o uso de APCIl. O fungo P. brasilianum foi cultivado em meio
Czapeck, na presenca de resina de Pinus taeda, alizarina, acidos oleandlico,
benzdico, salicilico, 2,5-dihidroxibenzdico, 2,6-dihidroxi-4-metilbenzdico, 3,5-
dinitrosalicilico, 3,5-dinitrobenzéico e ferulico, e a 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenona. A
presenca destes aditivos exégenos modificou o perfil metabdlico do fungo, pois os
perfis cromatograficos dos extratos produzidos se diferenciaram em relagcdo ao
extrato fungico sem nenhum aditivo. Somente o extrato fungico produzido na
presenca de acido ferulico apresentou os meroterpenos PSP-3 e PSP-8. Os extratos
fungicos produzidos na auséncia de aditivos também n&o apresentaram

meroterpenos.
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Abstract

“‘ANALYSIS OF MEROTERPENS PRODUCED BY Penicillium brasilianum” — This
work describes the use of the high performance liquid cromatography (HPLC) technic
coupled to the mass spectrometry technique for the analysis of fungal extracts, and
the main purpose was the detection of meroterpens produced by P. Brasilianum. The
fungal species P. Brasilianum was cultivated in a variety of artificial culture media:
rice, wheat, maize, rice broth, solid decanted from rice broth and liquid medium
Czapeck. In all the culture media tested the fungus presented a very good
development, and also, the ions related to the meroterpens in study were detected in
all the fungal extracts produced by these cultivations, except in Czapeck medium.
The atmospheric pressure chemical ionization (APCI) was compared to the
electrospray ionization, for the meroterpens analysis, and the result obtained was a
great increase in detection power for this class of compounds, with the use of APCI.
The P. brasilianum fungus was cultivated in Czapeck medium in the presence of
Pinus taeda resin, alizarin, oleanolic, benzoic, salicylic, 2,5-dihydroxybenzoic, 2,6-
dihydroxy-4-methyl-benzoic, 3,5-dinitrosalicylic, 3,5-dinitrobenzoic and ferulic acids,
and 2’,4’,6’-trihydroxyacetophenone. The presence of these exogenous aditives
modified the fungal metabolic profile, because the cromatographic profiles of the
extracts produced showed a differentiation, in comparation to the fungal extract
without aditive. Only the fungal extract produced in the presence of ferulic acid
presented the meroterpens PSP-3 and PSP-8. The fungal extracts produced without

any aditive also did not present meroterpens.
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Introducao

1 - Introducgao

1.1 - Interagao planta- microorganismo

O estudo da interagao entre plantas e microorganismos surgiu desde
que a humanidade passou a usar a terra para cultivo de alimentos, porque foi neste
periodo que surgiram o0s primeiros problemas com doengas de plantas, que
chegaram a trazer escassez absoluta de algumas espécies cultivadas. A ruina de
safras inteiras ja causou sérios problemas econémicos e de falta de alimentos a
comunidades que dependiam exclusivamente desses cultivos .

Outro problema causado por este tipo de interagdo foi o
envenenamento de animais e do proprio homem, devido a ingestdo de alimentos
contaminados por microorganismos. Entre as milhares de espécies de fungos
existentes, algumas sobrevivem no interior de produtos agricolas. Dentre estes,
incluem-se alguns fungos produtores de metabdlitos secundarios capazes de causar
efeitos bastante prejudiciais aos animais e ao homem. Estes compostos sdo
conhecidos pelo nome de micotoxinas !,

Os fungos podem ser encontrados na agua, no ar e no solo. Desta
forma, o simples cultivo de um género alimenticio em solo infectado permite que
alguns fungos la existentes passem a viver no interior dessas plantas. O
armazenamento inadequado de grdos e outros produtos, em mas condi¢gdes de
umidade e temperatura, permite que os fungos ja existentes no interior dos mesmos
ou outros fungos do proprio ambiente cresgcam e passem a produzir cada vez mais
micotoxinas, contaminando todo o estoque ™.

Porém, a interacdo planta-microorganismo n&o gera somente
problemas, ela é muito explorada no ramo agricola em geral, devido aos beneficios
que esta relagao traz as culturas.

Os microorganismos s&o empregados na agricultura para diversos fins,
agindo, por exemplo, como controladores de microorganismos fitopatogénicos e de
insetos, além de proteger a planta contra herbivoros. Alguns microorganismos sao
capazes de aumentar a tolerdncia da planta a condi¢cbes drasticas como seca e
aumento de temperatura. Esses seres vivos podem auxiliar suas plantas
hospedeiras a sobreviverem sob condi¢gdes de estresse, agindo como “gatilhos” de
acionamento do sistema de resposta ou produzindo, por si préprios, metabdlitos
secundarios que protegem as plantas das ameacas do ambiente. Existem também
fungos e bactérias capazes de se fixarem as raizes de algumas plantas,
promovendo o aumento da absor¢cdo de nutrientes pelos seus hospedeiros. Em
troca, recebem nutrientes e prote¢cao da hospedeira, numa interagdo mutualistica, de
beneficios para ambas espécies '+®,

Esses microorganismos que habitam o interior de plantas representam,
ainda, uma valiosa ferramenta para o campo da biotecnologia, visto que provaram
ser capazes de sintetizar substancias antes s6 encontradas em suas hospedeiras. O
primeiro exemplo deste fato foi dado pelo fungo Gibberela fugikuroi, encontrado em
associacdo com a espécie Cucurbita maxima, o qual mostrou-se capaz de produzir
derivados do acido giberélico, um diterpeno com atividade hormonal de crescimento
antes somente encontrado em plantas . A Figura 1.1 abaixo mostra a estrutura do
acido giberélico e uma placa de Petri contendo o fungo Gibberela fugikuroi.
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FIGURA 1.1 - A) Estrutura molecular do acido giberélico. B) Placa de Petri contendo
o fungo Gibberela fugikuroi .

Nos anos 90 do século passado, estudos realizados por Stierle et al.
evidenciaram que o fungo Taxomyces andrenae, isolado de Taxus brevifolia, era,
assim como sua hospedeira, capaz de produzir o diterpendide paclitaxel, conhecido
comercialmente como Taxol (Figura 1.2), reconhecido principalmente por suas
propriedades anticancerigenas [ Além desta, outras espécies de fungos séo
produtoras de taxol, e com rendimentos muito maiores que os conseguidos pela
extracdo do produto através de material botanico. Essas espécies foram isoladas
dos tecidos de Taxus brevifolia '''? e de outras espécies de Taxus ">,

FIGURA 1.2 - Estrutura molecular do diterpendide paclitaxel.

Outro exemplo mais recente deste fendbmeno ocorre com o fungo
Phialocephala fortinii, isolado dos tecidos sadios de Podophyllum peltatum
(Mayapple), e com o fungo Trametes hirsuta, encontrado no interior da espécie P.
hexandrum. A substancia podofilotoxina (Figura 1.3), € uma importante precursora
para a sintese de compostos usados clinicamente como antitumorais, etoposidios,
teniposidios e etoposidios fosfato, possuindo um grande potencial para uso em
doencgas inflamatdrias. A planta Podophyllum peltatum é uma fonte natural deste
composto, porém em baixos rendimentos. Apds tentativas sem muito sucesso da
sintese orgéanica da podofilotoxina, pesquisadores passaram a procurar outras
fontes alternativas viaveis para sua comercializagdo. Dessa forma, descobriu-se que
os fungos Phialocephala fortinii e Trametes hirsuta produzem esta substéncia em
rendimentos maiores do que os obtidos pela planta seca !'>®,

Estes fatos mostram que o estudo da interagdo planta-microorganismo
pode levar a novas descobertas, sendo o estudo deste assunto uma grande fonte de
informacdes uteis para 0 homem.
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FIGURA 1.3 - Estrutura molecular da podofilotoxina.

1.2 - Fungos

Os fungos sao organismos eucaridticos, isto €, que possuem
membrana nuclear e ndo séo fotossintetizantes. Com algumas excegdes, os fungos
possuem parede celular e podem ser uni (as leveduras) ou multicelulares. Alguns
deles sdo microscopicos, enquanto outros, como os cogumelos e os fungos que
crescem na madeira, sdo visiveis a olho nu ',

Os fungos absorvem os nutrientes necessarios a vida por absorgao,
geralmente apresentando exigéncias nutricionais simples. Eles podem ser aerdbios
ou anaerdbios facultativos. Varias espécies podem crescer em ambientes com
valores de pH extremamente baixos e com temperaturas altas ou baixas. Porém,
certos fungos exigem meios especiais para seu crescimento e isolamento !'"2%,

Os fungos sao seres quimiorganotréficos, que utilizam compostos
organicos diversos como fontes de carbono e energia, e por esta razdo, séo
facilmente cultivaveis em laboratério. Os nutrientes basicos para o crescimento
destes e de outros micrébios podem ser divididos em dois grupos: os
macronutrientes, necessarios em grandes quantidades, e o0s micronutrientes,
necessarios em quantidades menores 89,

Os principais macronutrientes sao o carbono e o nitrogénio, seguido
pelos elementos quimicos P, S, K, Mg, Ca, Na e Fe, cada um deles desempenhando
papéis fundamentais para a sobrevivéncia do microorganismo. Os micronutrientes
correspondem aos metais, muitos deles desempenhando papel estrutural em varias
enzimas "8,

Para o cultivo de fungos e outros microorganismos em laboratério séo
utilizados diversos meios de cultura, preparados a partir de produtos naturais.
Alguns exemplos de produtos naturais adicionados ao meio incluem extrato de
carne, peptonas (proteinas parcialmente degradadas), extrato de levedura, extrato
de solo entre outros. Todos estes substratos sdo substancias complexas contendo
agucares, aminoacidos, vitaminas e sais. Em geral, os meios de cultivo de fungos
tém uma concentracdo maior de acucar e um valor de pH menor. Quando um meio
solidificado é necessario para o crescimento ou estudo de algum microorganismo,
utiliza-se um agente solidificante ao meio liquido. O agar € o agente mais
empregado para esta fungao. Este € um polissacarideo complexo, extraido de algas
marinhas, que se funde em torno de 100°C e torna-se solido por volta de 40°C. O
agar ndo é metabolizado pela maioria dos microorganismos !'"'%!,
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Assim, sabendo-se quais sdo as necessidades nutricionais de cada
fungo, e também de outros micrébios, € possivel criar meios seletivos que permitam
o crescimento de somente uma espécie especifica. Além disso, o estudo da
influéncia de diversos meios no crescimento e desenvolvimento do fungo pode trazer
muitas informagdes sobre o metabolismo e biossintese destes microorganismos.

Os fungos produzem esporos, estruturas utilizadas para protegao e
reprodugdo. Os esporos sexuados, utilizados para a reprodugado, sao produzidos
através da fusdo de duas células reprodutivas especializadas (gametas) em uma
célula fertilizada. Ja a formagao dos esporos assexuados nao envolve a fusdo de
gametas, e sua fungcdo é disseminar a espécie. Os esporos assexuados s&o
normalmente brancos quando recém-produzidos, mas adquirem sua cor
caracteristica com a idade ['"??. Os micologistas dependem significativamente do
reconhecimento dos esporos sexuais e assexuais caracteristicos, tanto para
classificar quanto para identificar os fungos ['®%°,

Os fungos apresentam diversos habitats. Alguns sao aquaticos, mas a
maioria deles vive em habitats terrestres, no solo ou em matéria vegetal morta. Um
grande numero deles vive no interior de plantas, ndo especificamente numa relagéao
parasita. Alguns poucos fungos sdo parasitas de animais '8,

As paredes celulares dos fungos assemelham-se estruturalmente as
paredes celulares de vegetais. Porém, quimicamente a maioria delas é formada de
quitina, um derivado de glicose, embora alguns fungos possuam parede celular
celulésica. As paredes celulares de fungos sdo geralmente compostas por 80-90%
de polissacarideos com proteinas, lipideos, polifosfatos e ions inorganicos ['®'9.

1.2.1 - Importancia dos fungos

1.2.1.1 - Importancia ecolégica

Junto com as bactérias heterotroficas, os fungos sao os principais
decompositores da biosfera. Estima-se que, em média, os 20 cm superiores de solo
fértil podem conter quase 5 toneladas de fungos e bactérias por hectare. Devido ao
seu arsenal enzimatico poderoso que degrada moléculas orgéanicas, incluindo lignina
e celulose, os fungos, muitas vezes causam problemas ao homem, pois destroem
também materiais importantes como tecidos, madeiras, cabos e fios, além de
combustiveis, entre outros ",

1.2.1.2 - Importancia econdmica

Certas leveduras, tais como Saccharomyces cerevisiae, sao Uuteis
porque produzem etanol e didxido de carbono, os quais tém papel fundamental na
panificagdo, fermentacdo e na industria de vinhos. Outros fungos proporcionam
aromas peculiares de diversos queijos apreciados pelo homem "2,

O uso dos fungos na industria farmacéutica tem aumentado cada vez
mais. Diversos metabdlitos secundarios de fungos estdo sendo estudados devido a
suas qualidades terapéuticas. Muitos antibidticos, dos quais a penicilina foi pioneira,
sdo por eles produzidos. O fungo Tolypocladium niveum foi a fonte primaria de
ciclosporina, uma droga que suprime as reagdes imunoldgicas que causam rejeicoes
de 6rgéos transplantados, reduzindo a probabilidade de rejeicdo, mas com a
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vantagem de nao apresentar os efeitos colaterais das outras drogas utilizadas para o
mesmo fim 123,

Por serem capazes de degradar muitos materiais, os fungos séao
utilizados na biorremediagao, limpando o ambiente de poluntes e lixos toxicos %24,

1.2.2 - Relagdes simbidticas em fungos

Simbiose (“viver junto”) € uma associagédo intima e duradoura entre
organismos de espécies diferentes. Dentre estas relagdes, existem as parasiticas,
que causam prejuizo a uma das espécies e as mutualisticas, na qual as duas
espécies se beneficiam com a associagdo. Os liquens e as micorrizas sao dois
exemplos de associagdes mutualisticas.

1.2.2.1 - Liquens

Liguens sdo associagbes entre um componente fungico e uma
populacao de algas unicelulares ou filamentosas, ou de ciano bactérias. Os liquens
sdo capazes de viver em lugares completamente indspitos e, por esta razdo, séo
amplamente distribuidos pela Terra 2°2",

Neste relacionamento, o fotobionte (algas) transfere carboidratos e
compostos nitrogenados para o micobionte (fungo), e o ultimo, por sua vez,
proporciona ao fotobionte ambiente fisico adequado para sua sobrevivéncia e
repassa nutrientes minerais que absorve do ambiente 2.

1.2.2.2 - Micorrizas

As micorrizas sao associagdes simbidticas mutualisticas entre fungos e
raizes, e ocorrem na maioria das plantas vasculares. Essa relacdo de beneficio
mutuo funciona da seguinte maneira: os fungos micorrizicos beneficiam suas
hospedeiras com o aumento da capacidade da planta em absorver agua e outros
elementos essenciais, como fdsforo, zinco, manganés e cobre. Eles também
protegem as plantas do ataque de fungos patogénicos e nematdides. Em troca,
recebem da planta carboidratos e vitaminas essenciais para seu crescimento.

Existem dois tipos principais de micorrizas: endomicorrizas e
ectomicorrizas.

As endomicorrizas penetram nas células da raiz, sendo o tipo mais
comum de micorrizas. As hifas (filamentos dos fungos) penetram nas células
corticais da raiz da planta, formando estruturas ramificadas conhecidas como
arbusculus, e em alguns casos, formando até vesiculas entumecidas.

Nas ectomicorrizas, o fungo apenas envolve as células vivas da raiz,
mas nao as penetra. Esta associagdo torna as arvores mais resistentes as
condigdes severas do ambiente, como frio e seca ',



Introducao

1.3 - Microorganismos endofiticos

Microorganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior das
plantas numa interacdo mutualistica, sendo encontrados nas partes aéreas, como
folhas, caule, e também nas raizes. Esta comunidade endofitica ndo causa nenhum
dano a seus hospedeiros . Os microorganismos endofiticos se diferenciam dos
microorganismos epifiticos pois estes ultimos vivem apenas na superficie dos érgaos
e tecidos vegetais. Entretanto, eventualmente um microorganismo epifitico pode,
num determinado periodo de sua vida, habitar o interior de uma planta, passando
entdo a ser considerado endofitico. Da mesma forma um microorganismo endofitico
pode, num determinado momento, causar algum prejuizo ou doenga a planta
hospedeira. Tudo dependera das condigbes ambientais e das condigdes fisioldgicas
do hospedeiro ?>%!. Dessa forma, a melhor definicdo dada para microorganismos
endofiticos é a de Petrini et al. ¥ que engloba neste grupo todos os
microorganismos presentes no interior dos tecidos das plantas que, durante certo
periodo de suas vidas ndo causam nenhum sintoma de infeccdo. E possivel também
que ocorram desequilibrios na micota endofitica, devido a problemas metabdlicos
das plantas. Estes podem ser desencadeados por praticas agricolas mal realizadas
ou por razdes naturais, fazendo com que a planta fique mais suscetivel a ataque de
fitopatdgenos ou que os proprios endofiticos passem a causar prejuizo a suas
hospedeiras ..

1.3.1 - Isolamento de endoéfitos

O isolamento de enddfitos exige primeiramente uma esterilizagao
externa dos tecidos do hospedeiro, a fim de eliminar qualquer microorganismo
epifitico existente. Para isso € necessario proceder a uma lavagem com substancias
utilizadas em processos de assepsia, como etanol e hipoclorito de sédio. O tempo
98(]9 lavagem e a concentracdo das solugdes dependem do tipo de tecido utilizado **

A proxima etapa de isolamento € escolher um meio adequado para
incubar os tecidos vegetais e estimular o crescimento dos microorganismos. Os
meios “sabourand” e o de “batata-dextrose-agar” (BDA) sdo comumente usados
para este fim, sendo adicionados em placas de Petri ?>%**. Em alguns casos, torna-
se favoravel a adicao de antibidticos para impedir o crescimento de bactérias no
meio, porém alguns fungos tém seu crescimento prejudicado ou modificado quando
entram em contato com essas substancias.

Apds a incubagdo das placas, o crescimento dos fungos deve ser
cuidadosamente monitorado, pois alguns fungos crescem mais rapidamente que
outros, proliferando por toda a placa e prejudicando o crescimento e visualizagéo
dos outros fungos que crescem mais lentamente.

A separagcdo de cada fungo existente no meio incubado se da por
repicagdes consecutivas, até que cada um deles esteja isolado dos outros.

A idade da planta, a regido e época de coleta dos materiais botanicos
exercem uma grande influéncia na quantidade e nas espécies de fungos que seréao
encontrados. Estas informacgdes sdo muito importantes num trabalho de pesquisa de
microorganismos endofiticos.
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1.4 - Cultivo de fungos em diferentes meios de cultura artificiais

Os componentes de um determinado meio de cultura podem ser 6timos
para o crescimento e esporulagdo de determinadas espécies fungicas, porém, nao
sao todos os fungos que se adequardao ao meio de cultivo em questdo. O mesmo
pode-se dizer quanto as condi¢des de cultivo como umidade e temperatura. Apesar
dos fungos serem capazes de utilizar diversas variedades de fontes de carboidratos
e nitrogénio para suprir suas necessidades dos principais macronutrientes
necessarios, as diferencas entre essas fontes podem influenciar bastante no
desenvolvimento das espécies.

Um estudo foi realizado com trés géneros de Enthomophthorales:
Batkoa, Furia e Neozygites. Os resultados mostraram que, para esses géneros, 0s
componentes presentes como fontes de nitrogénio tiveram maior impacto em seus
crescimentos do que os componentes de carboidratos. Em outro trabalho, foi
constatado que as melhores fontes de carbono utilizadas para cultivo das espécies
Hirsuttela rhossiliensis e do fungo Arkansas 18 (ARF18) eram glicogénio e caseina,
respectivamente. A razdo C:N também é um fator importante para o crescimento e
esporulagcdo de espécies fungicas. Este fato foi demonstrado num estudo
envolvendo a espécie Colletotrichum truncatum NRRL 13737 em cultura liquida.
Este mesmo estudo foi também realizado com outras espécies fungicas, e o0s
resultados mostraram que a razdo C:N influenciou de maneiras diferentes as
diversas espécies estudadas, assim como as diferentes cepas isoladas 2°3%,

A espécie Aspergillus ochraceus é conhecida por produzir a Ocratoxina
A (OTA), que tem sido detectada em cereais, legumes, café, temperos, frutas secas,
sucos de uva e vinhos. Sua germinagcdo, crescimento e esporulagcdo sao
dependentes da temperatura e da atividade da agua. As condigbes otimas
encontradas para seu crescimento micelial (30°C e 0,95 — 0,99 para a atividade da
agua) coincidiram com as condigdes para produ¢do maxima de OTA em uvas. Este
fato mostra que o estudo das condicdes de cultivo sdo essenciais ndo somente para
o crescimento da massa micelial de um determinado fungo, mas também para a
otimizacdo da producédo de metabdlitos secundarios B,

A producéo e atividade de certas enzimas por fungos podem também
ser influenciadas pela concentracado de nutrientes disponiveis no meio de cultivo. Por
exemplo, a produgédo das enzimas peroxidase manganés-dependente e lacase pelo
fungo Pleurotus sajor-caju € dependente da disponibilidade de manganés e
nitrogénio no meio de cultura 2.

Estes resultados comprovam que o estudo de diferentes meios de
cultivo para o crescimento de fungos e otimizagdo da produgdo de metabdlitos
secundarios € de grande importancia, pois a partir deste estudo é possivel
selecionar quais condi¢bes sdo mais viaveis e satisfatérias para se conseguir
determinados objetivos, e até mesmo selecionar quais sdo as necessidades
nutricionais basicas de cada espécie estudada.
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1.5 - Meroterpenos

O termo meroterpeno foi inicialmente proposto em 1968 por Cornforth,
para definir compostos que possuem uma biogénese mista, contendo em suas
estruturas elementos de origem terpenoidica ®%. Em 1987, Simpson restringiu ainda
mais esta classe de substancias, definindo meroterpenos como compostos de
origem mista, com uma parte policetidica e outra terpenoidica 1.

As fontes naturais de meroterpenos podem ser plantas e
microorganismos, como fungos e bactérias. Diversos meroterpenos conhecidos
possuem atividades biolégicas conhecidas. A Figura 1.4 apresenta alguns
esqueletos de meroterpenos com diferentes precursores biossintéticos.

Furaquinocina C

(0] OMe
OH
HO % H
(0]
o Boviquinona-3 (n=3) MeO.
Neomarinona Boviquinona-4 (n=4)
07 > O Terreulactona A
CO,Me

Tropolactona A (R=H) Tropolactona C
Tropolactona B (R=COCHj)

- = R
e 2

Andilesina A Piripiropenos: Arissugacinas:
A (R;=0Ac, R,=OAc, Ry=H, R,=OH) A (R;=OCH3, R;=OCHs, Ry=H)
C (R]_:OAC, R,=OPr, R3=H, R4=OH) B (Rl:H’ R,=0OCHj3, R3:H)

FIGURA 1.4 - Alguns metabdlitos meroterpenoidicos.
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CHj

Andrastinas: Citreohibridona A Tetrahidrocanabinol
A (R;=0Ac, R,=CHO)

B (R;=0OAc, R,=CH,0H)

C (R]_:OAC, RZZCHg)

D(R]_:O, RZZCH3)

Cordiaquinona

FIGURA 1.4 (CONTINUACAO) - Alguns metabdlitos meroterpenoidicos.

Entre os meroterpendides produzidos por bactérias inclue-se o grupo
de naftoquinonas preniladas com atividades antibidtica e anticAncer, como a
nafterpina, produzida pelo Actiomiceto Streptomyces aeriouvifer, e a furaquinocina
C, as naftoquinonas sesquiterpénicas marinona e neomarinona, e algumas
naftoquinonas dissubstituidas, cujas estruturas moleculares estdo ilustradas na
Figura 1.4 1.

A substancia helveticona (boviquinona 3 farnesilada) foi isolada dos
fungos Chroogomphus rutilus e C. helveticus enquanto que a espécie Suillus
bovinus produz a boviquinona 4 (seu homologo geranil-geranil). As boviquinonas 3 e
4 sao produzidas a partir da alquilagdo do acido 3,4-dihidroxibenzoico .

As Terreulactonas A-D, isoladas de Aspergillus terreus, possuem
atividade inibidora da acetilcolinesterase (AchE). A Terreulactona A é um
meroterpeno do tipo sesquiterpeno lactona 7.

As Tropolactonas A-D sdo meroterpenos citotoxicos (apresentam
citotoxidade contra células do adenocarcinoma do colon humano) produzidos pelo
fungo Aspergillus sp., isolado de uma esponja marinha nao identificada. As
Tropolactonas sdo da mesma classe estrutural da Andilesina A, isolada de
Aspergillus variecolor, e possuem como precursor biossintético o intermediario
tetracetideo 3,5-dimetilorselinato, que ¢é alquilado por um precursor farnesil
pirofosfato no inicio de sua biossintese 8.

Compostos da classe dos Piripiropenos foram isolados da espécie
Aspergillus fumigatus. Os Piripiropenos A e C sdo potentes inibidores da colesterol
aciltransferase (ACAT). A ACAT contribui para o processo da arterosclerose, e é
responsavel pela absor¢cdo de colesterol pelos intestinos, entre outras funcgdes.
Estudos biossintéticos dos piripiropenos revelaram que eles sao biossintetizados a
partir de um sesquiterpeno, um dicetideo e do acido nicotinico 2.

Outros meroterpenos isolados de fungos possuem atividades
biolégicas, como as Arissugacinas A e B, isoladas de Penicillum sp. Estes
compostos sao inibidores da acetilcolinesterase. As Andrastinas, isoladas de P. sp,
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sao auxiliares no tratamento de cancer. As Citreohibridonas, isoladas de P. Citreo-
viride, mostraram atividade inseticida contra P. xylostella 4%,

Dentre os meroterpenos isolados de plantas estdo o agente psicoativo
A°-tetrahidrocanabinol, isolado de plantas do género Cannabis, e meroterpenos do
grupo das cordiaquinonas, encontrados nas raizes de Cordia linnaei *'42.

1.5.1 - Meroterpenos derivados de Farnesil-pirofosfato e 3,5-
dimetilorselinato

Poucos estudos foram realizados até entdo para se compreender o
caminho biossintético dos meroterpenos, sendo principalmente utilizados
marcadores isotépicos. Estudos com precursores duplamente marcados (°C) para
meroterpenos de origem policetidica-terpenoidica (1-4) forneceram informacdes
sobre 0 modo de unido e os rearranjos ocorridos nos esqueletos carbonicos desses
terpendides e policetideos. Outros precursores marcados com H e 80 auxiliaram
na compreensao da rota biossintética dos meroterpenos, fornecendo detalhes sobre
as modificagdes oxidativas ocorridas durante sua biogénese 443,

O policetideo 3,5-dimetilorselinato (DMO) & um intermediario comum
desses meroterpenos, e no inicio da rota biossintética destes compostos o
tetracetideo sofre alquilacdo por um precursor farnesil difosfato. O modo de
incorporacdo do esqueleto carbbénico deste precursor nos meroterpenos 1-4 esta
resumido no Esquema 1.1.

0]

ESQUEMA 1.1 - Modificagdes da porcdo orselinato nos metabdlitos
meroterpenoidicos 4.
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Nota-se que o intermediario policetideo pode incorporar-se intacto,
como na andibenina (1), ou sofrer modificagbes, como abertura de anel - na
anditomina (3), entre outras . Dessa forma, é possivel que metabolitos
estruturalmente distintos possam ter alguma relagdo biogenética entre si, como
mostra o Esquema 1.2 41,

1.5.2 - Austina

A biossintese da austina, produzida pelo fungo Aspergillus ustus, foi
estudada por Simpson e Stenzel que, através de estudos com marcadores
isotopicos, concluiram que este meroterpeno tem sua biogénese através de um
caminho triprenilfenol, no qual o precursor tetracetideo bis-C-metilado (I-1) é
alquilado pelo farnesil pirofosfato.

A biossintese da austina passa por um intermediario-chave (I-2) que &
formado pela ligacédo entre os carbonos C-8 e C-7’, contragdo do anel e clivagem
oxidativa do anel fendlico, conforme mostrado no esquema 1.3 ¥?.. O esquema 1.4
apresenta uma proposta biossintética para a formacao do anel spiro presente em
alguns meroterpenos estudados neste trabalho.

Em recente trabalho do grupo de pesquisa do professor doutor Edson
Rodrigues Filho sobre o fungo Penicillium brasilianum, um fungo endofitico da planta
Melia azedarach (Meliaceae), foram mostrados alguns meroterpenos anteriormente
desconhecidos: preaustindide A (PSP-1) (5), B (PSP-2) (6), A1 (PSP-9) (7), A2
(PSP-4) (8), B1 (PSP-11) (9) e austinoneol (PSP-13) (10) ¥¢* Acredita-se que
estes novos compostos sejam intermediarios biossintéticos na rota de producéo da
austina, devido a grande relagdo estrutural destes compostos com esta. As
estruturas desses meroterpenos estao representadas na Figura 1.5.

Os principais metabdlitos secundarios produzidos por Melia azedarach
e outros individuos desta familia sdo conhecidos como limondides. Um exemplo
desta classe de compostos € a azadiractina (Figura 1.6), que possui atividade
inseticida >°". Esses compostos sd@o produzidos através da degradacdo de
triterpenos pelas plantas, e parecem ocorrer em varias etapas, incluindo reacdes do
tipo Baeyer-Villiger e rearranjos estruturais °%,

11
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OH Andibeninas Aspergillus variecolor
Andilesinas Aspergilus stellatus
Anditomina
OH A illus fumi
i i spergillus fumigatus
CO,H Fumigatonina perg g
T O
OH
COzH

Aspergillus ustus
Aspergillus variecolor

: Austinas Penicillium diversum
0 Emericella dentata
CO.H l
HO
l Paraherquonina Penicillium paraherquei
O
Andrastinas Penicillium sp
—> Citreohibridonas Penicillium citreo-viride
o
CO,H
HO
Terretonina Aspergillus terreus

ESQUEMA 1.2 - Caminho biossintético dos meroterpenos de origem fungica 4.
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COOH

HO

1-2

ESQUEMA 1.4 - Proposta biossintética para a formagdo do anel espiro em
meroterpenos ¢,
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FIGURA 1.5 - Meroterpenos isolados de Penicillium brasilianum “649,

Surenina

O-B-glucopir.
COOH
HOOC

0 O

Acido nomilinico
glucopiranosideo

FIGURA 1.6 - Limondides isolados de plantas da familia Meliaceae ' %34,

As porgdes terpenoidicas dos meroterpenos produzidos por Penicillium
brasilianum (Figura 1.5) parecem ter sofrido modificagbes muito semelhantes as
encontradas nos limondides (Figura 1.6). Este fato € um grande indicio de que as
enzimas responsaveis pelas modificagdes nestes compostos sdo produzidas devido
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a genes biossintéticos, que foram adquiridos pelas espécies fungicas através de
troca de plasmideos com a planta hospedeira.

Estas similaridades podem ser resultado de uma “transferéncia
genética horizontal”, expressdo que descreve a hipotese de genes poderem ser
adquiridos de um organismo pelo outro, ndo intimamente relacionados entre si, por
um processo diferente dos seus ancentrais °°.. Se esta hipétese for verdadeira, o
estudo da genética molecular relacionada as diversas enzimas necessarias para a
producdo de produtos naturais sera de grande valor, e facilitard muitos campos de
pesquisa, desde a quimica pura até a medicina. O presente trabalho é de extrema
importancia para o desenvolvimento de toda a pesquisa relacionada a biossintese
destes meroterpenos, visto que o estudo dos melhores meios de cultura para o
desenvolvimento e producdo dos meroterpenos pela espécie P. brasilianum, assim
como o estudo das consequéncias da adicdo de substratos exdgenos no
metabolismo secundario do mesmo pode trazer informagdes essenciais para as
etapas futuras desta pesquisa.

Alguns dos meroterpenos produzidos pelo fungo endofitico P.
brasilianum mostraram atividades antibacteriana, como as substancias PSP-1 e
PSP-2, larvicida contra Aedes aegyptii (PSP-6) e inseticida contra formigas
cortadeiras (PSP-1 e PSP-8) [*2. A otimizacdo da producdo destas substancias é
interessante também por este motivo, pois elas podem vir a serem utilizadas
futuramente para esses fins ou podem até ser testadas em relagdo a outras
ativiadades bioldgicas de interesse.

1.6 - Método de analise

A técnica de espectrometria de massas acoplada a técnicas de
separacao € uma ferramenta poderosa para analises de amostras complexas,
conseguindo-se, a0 mesmo tempo, separagao e identificagdo dos compostos nelas
presentes, sem a necessidade de uma etapa longa de preparo das mesmas °%°7,
Este método € muito util principalmente para confirmacdo de estruturas por
comparagao com padrdes previamente isolados, e para diferenciar compostos que
coeluam num mesmo pico cromatografico. Neste caso, € importante que os
caminhos de fragmentacdo destes compostos sejam diferentes *°!.

O desenvolvimento de métodos de analises rapidos e precisos para 0s
meroterpenos € de extrema importancia, pois permite um avango maior deste
estudo, sendo ainda que estes mesmos métodos podem ser aplicados
posteriormente para a analise de outros extratos fungicos.
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2 - Objetivos
2.1 - Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi:
- desenvolver métodos e aplicar os métodos ja conhecidos para analise de
meroterpenos produzidos pelo fungo endofitico Penicillium brasilianum, utilizando
para isso técnicas de separacdo (HPLC) acopladas a espectrometria de massas,
com formas de ionizagdo quimica a pressdao atmosférica (APCl — atmosferic
pressure chemical ionization) e electrospray, além do recurso tandem.

2.2 - Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:
A. Re-isolar fungos do género Penicillium a partir de tecidos de Melia azedarach.
B. Cultivar os fungos pertencentes ao género Penicillium em meios de cultura
artificiais e checar a produ¢ao de meroterpenos.
C. Desenvolver e aplicar as metodologias para a analise dos meroterpenos
presentes nos extratos das espécies de Penicillium.
D. Estudar a influéncia de substratos exdgenos na produgdo dos meroterpenos ja
conhecidos e de outros meroterpenos.
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3 - Parte Experimental

3.1 - Materiais

a) Solventes para cromatografia

Para obtencao dos extratos fungicos e dos tecidos de planta foram
utilizados solventes de grau analitico (PA) e de grau cromatografico (HPLC) da
Merck, Synth, Aldrich , J. T. Baker, Tedia e Mallinckrodt;

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

Para o preparo de amostras por extragdo em fase solida (SPE — solid
phase extraction), assim como para uso em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC — High performance liquid cromatography) e HPLC-MS foram utilizados
solventes de grau HPLC da Merck, J. T. Baker, Tedia e Mallinckrodt, e agua
purificada em sistema Millipore Mili-Q.

b) Suportes para cromatografia

Silica gel 230-400 mesh (tipo flash), para CC e cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP);

As analises por CCD foram feitas usando placas de aluminio contendo
silica gel (200 um), da Sorbtec.

c) Reagente para revelagao das placas de CCD

Reagente vanilina-acido sulfurico (1g de vanilina dissolvida em 100 mL
de acido sulfurico e aquecida apds imersao).

d) Cartuchos para SPE

Foram utilizados cartuchos de 3mL da Supelco, LC-18; Foram
utilizados também cartuchos de 6 mL preenchidos com silica C-18, da Sigma.

e) Solventes para obtencao de espectros de ressonancia magnética nuclear
(RMN)

Solventes deuterados da Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (98-
99,8%).

f) Reagentes utilizados para o isolamento e cultivo dos fungos endofiticos

- etanol 70%, da Tec Lab

- hipoclorito de sédio 11%

- agar, da Aldrich

- D-glicose anidra (dextrose), da Synth

- K2HPO4, Synth

- MgS0O4-7H,0, da Mallinckrodt

- FeS0O47H,0, da Quimibras industria quimica S. A.
- NaNO3, da Synth
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- KCI, da Synth

- extrato de levedura, da Acumedia

- tetraciclina, da Medley

- alizarina, da Aldrich

- acido salicilido, da Fluka

- acido benzdico, da Synth

- acido oleandico, isolado a partir do cravo da india
- resina de Pinus, obtida da planta Pinus taeda
- diazodiamida, da Reichert

- antraceno, da E Merck Ag — Darmstadt

- acido 3,5-dinitrobenzdico, da Aldrich

- acido 3,5-dinitrosalicilico, da Fluka

- acido ferulico, da Fluka

- acido 2,5-dihidroxibenzéico, da Aldrich

- acido 2,6-dihidroxi-4-metil-benzadico, da Aldrich
- 2°,4° 6 -trihidroxiacetofenona, da Aldrich

g) Meios artificiais para cultivo de fungo

- Arroz parboilizado da marca Uncle Bens;

- Trigo para Kibe da marca Yoki;

- Milho branco para canjica da marca Dafap’s.
- BDA (batata - dextrose - agar)

h) Filtros e papéis de filtro

Para filtragem dos extratos foram utilizados papéis de filtro qualitativos
Satelit, @ 11,5 cm. Para filtragem das fases méveis para HPLC foram utilizados
fitros de membrana de Nylon, com 0,45 u de tamnaho de poro e 47 mm de
didmetro, da Phenomenex.

i) Outros

Pipetadores automaticos de 100 e 1000 L, da Eppendorf.

3.2 - Equipamentos

- Aparelho de HPLC da marca Shidmazu, com bombas LC-10AD e LC-10ADVP,
detector Diode Array SPD-M10AVP, auto injetor SIL-10ADVP e sistema de controle
SCL-10AVP. Sistema de comunicagao detector/computador Shimadzu CBM-10A
Communication BUS Module.

- Aparelho de HPLC da Waters modelo 2695, com detector de arranjo de fotodiodos
2996.

- Espectrédmetro de massas Quattro LC, da Micromass.

- Espectrémetro de RMN da Bruker (ARX-200), com campo de 4,7 Tesla.

- Espectrémetro de RMN da Bruker (Avance DRX-400), com campo de 9,4 Tesla.

- Rotoevaporador rotativo Tecnal (TE 20)

- Rotoevaporador Buchi 461-water bath (EL 131).

- Camara de fluxo laminar da Veco, modelo VL FS-12M.
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- Autoclaves verticais da marca Phoenix, modelos AV30 e AV75.
- Triturador Turratec TE-102, da Tecnal.

- Balanca semi-analitica Gehaka modelo BG 4001.

- Balancga analitica Mettler AE 240.

- Sonicador Branson 1510.

- Agitador de tubos de ensaio Phoenix AP-56.

- Bomba a vacuo Tecnal Te-0581.

- Moinho tipo Willey modelo TE-631, Tecnal.

3.3 - Isolamento de fungos endofiticos a partir de tecidos sadios de
Melia azedarach

Tendo como objetivo isolar fungos endofiticos da planta Melia
azedarach, principalmente fungos dos géneros Penicillium, foram coletados nos dias
10 de Janeiro e 8 de Fevereiro de 2006 pedacos de folhas jovens, de folhas adultas,
da epiderme (parte externa) e do cortex (parte interna) do caule de uma arvore da
espécie Melia azedarach, encontrada no estacionamento do departamento de
quimica da UFSCar.

Estes materiais botanicos foram cortados em pedacos de 1cm? e
esterilizados. Para isso, mergulhou-se, nesta sequéncia, cada pedago de material
por 90 segundos em hipoclorito de sddio 11%, 1 minuto em agua destilada, 1 minuto
em etanol 70% e por mais 1 minuto em agua destilada.

A seguir, estes materiais foram incubados durante aproximadamente
sete dias em placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo meio BDA (batata-agar-
dextrose), utilizando a técnica de semeadura em superficie.

Os diferentes fungos foram separados visualmente através de
sucessivos repiques do material das placas, até que somente um fungo passasse a
crescer em cada placa de Petri.

Os materiais botanicos coletados no dia 10 de Janeiro foram incubados
em BDA sem o antibidtico tetraciclina e, a partir do primeiro repique, as plaquinhas
utilizadas ja continham o antibiético. Os materiais coletados em Fevereiro ja foram
incubados em BDA com antibidtico, a fim de evitar qualquer contaminagao prévia de
bactérias.

3.3.1 - Preparo do meio de cultura BDA

No preparo de meio BDA suficiente para 12 placas de Petri de 9cm de
didmetro, foram utilizados:

- 60 g de batata inglesa descascada
-4,5 gde agar

- 6,0 g de dextrose

- 300 mL de agua destilada.

Cozinhou-se a batata em agua destilada suficiente para cobri-las, em
um microondas a poténcia de 60 W por cerca de 8 minutos. As batatas foram
espremidas separando-se o caldo da parte sélida, filtrando com um coador de pano.
Junto com o caldo adicionou-se a dextrose, o agar e completou-se o volume para
300 mL com agua destilada. Esta mistura foi colocada em um erlenmeyer, coberto
com filme plastico e papel aluminio. O meio foi previamente esterilizado em
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autoclave a 121°C por 12 minutos. As placas de Petri também foram autoclavadas
por 15 minutos antes da adicdo do meio. Apds ter sido autoclavado, o meio foi
vertido nas placas ainda quente, dentro da capela de fluxo laminar previamente
esterilizada.

3.3.2 - Preparo do meio de cultura BDA com solucao de tetraciclina

Para o preparo da solucéo de tetraciclina foram necessarios:
- 1 capsula de 500 mg de tetraciclina
- 5 mL de alcool etilico 70%

- 5 mL de agua destilada estéril.

Primeiramente autoclavou-se por 40 minutos o tubo utilizado para
estocar a solugao e o volume de agua destilada necessario.

A seguir, o conteudo da capsula foi dissolvido em 5 mL de alcool 70%,
com o auxilio de um agitador de tubos, e, em seguida, os 5 mL de agua destilada
estéril foram acrescentados a mistura. Todo o procedimento foi realizado em capela
de fluxo laminar previamente esterilizada.

Para cada 200 mL de meio BDA ainda quente, adicionou-se 400 pL da
solucao de tetraciclina.

3.3.3 - Conservacgao dos fungos isolados de Melia azedarach

Cada cultura fungica pura foi conservada em frascos do tipo penicilina,
seguindo-se o procedimento a seguir.

Utilizou-se 4 frascos do tipo penicilina para cada fungo endofitico
isolado. Em todos os frascos adicionou-se 10 mL de agua destilada, tampou-se com
filme plastico e papel aluminio. As tampinhas de borracha foram primeiramente
fervidas em agua destilada, utilizando um forno de microondas, até que a agua
permanecesse limpida apdés o procedimento de fervura. Posteriormente, as
tampinhas foram imersas novamente em agua destilada, e foram autoclavadas
juntamente com os frascos de vidro, ja contendo a agua destilada para a conserva
dos fungos. O processo de esterilizagdo se deu por 1 hora, e realizado duas vezes
consecutivas.

Apos a esterilizacido, todo o material foi resfriado na capela de fluxo
laminar, sob radiagao ultravioleta (UV). De cada colbnia fungica pura foram retirados
blocos de BDA contendo as células vivas, sendo transferidos para seus respectivos
frascos do tipo penicilina. Esses frascos foram imediatamente tampados com as
tampinhas de borracha e vedados com aro de metal. O armazenamento se deu em
temperatura ambiente, na micoteca do LaBioMMi, DQ-UFSCar.

3.4 - Cultivo do fungo P. brasilianum em meios de cultura artificiais

Para o estudo dos diferentes meios artificiais de cultivo desta espécie
fungica, a cepa utilizada para inoculagdo foi aquela previamente isolada e

Egﬁ?ntificada durante o trabalho da ex-aluna de doutorado Regina Geris dos Santos
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3.4.1 - Cultivo do fungo P. brasilianum em meios soélidos (arroz,
milho e trigo)

A Tabela 3.1 apresenta as quantidades dos meios sélidos e outros
materiais utilizados para cultivo da espécie P. brasilianum.

TABELA 3.1 - Quantidade dos materiais utilizados para o cultivo fungico em meios
solidos.

Numeros de

Meio de cultura Massa de MC por Volume de agua por
erlenmeyers

(MC) erlenmeyer (g) erlenmeyer (mL) (volume)
Arroz parboilizado 90,00 75,00 12 (500 mL)

Milho 50,00 42,00 10 (500 mL)

Trigo 50,00 42,00 10 (500 mL)

O procedimento experimental de cultivo foi semelhante para todos os
meios. Adicionou-se aos materiais solidos os respectivos volumes de agua destilada.
Os erlenmeyers foram entao fechados com bonecas e esperou-se em torno de meia
hora, até os graos absorverem a agua. Depois autoclavou-se os frascos por 40
minutos. No dia seguinte os frascos foram novamente autoclavados por mais 40
minutos. Durante este intervalo, a autoclave permaneceu fechada e com os
erlenmeyers no seu interior. A seguir, os frascos foram retirados de la e colocados
sob luz UV por 30 minutos, ou até o meio esfriar. Colocou-se trés pedagos de meio
BDA (com area em torno de 1 cm?) contendo o fungo em cada frasco, tampou-se os
mesmos e esperou-se 20 dias até a extragcdo. 3 erlenmeyers contendo arroz, 2
contendo milho e 2 contendo trigo ndo foram inoculados, e foram usados como
controle (branco).

3.4.2 - Cultivo do fungo P. brasilianum em caldo de arroz, arroz
cozido e no residuo solido do caldo de arroz

Seguiu-se 0 seguinte procedimento para estes cultivos: cozinhou-se
em microondas 300 g de arroz parboilizado com 2 L de agua destilada. Filtrou-se a
mistura arroz-agua a quente em coador de pano, separando o arroz do liquido.
Esperou-se o arroz secar em temperatura ambiente e a seguir colocou-se 70 g deste
arroz mais 60 mL de agua destilada em cada erlenmeyer de 500 mL, dando um total
de oito frascos com arroz. Eles foram tampados com bonecas e autoclavados duas
vezes por 40 minutos, uma vez por dia, em dias seguidos. O filtrado foi
acondicionado em geladeira e esperou-se decantar as particulas sélidas. Apos
decantar, filtrou-se a mistura sob vacuo, separando o caldo liquido do residuo
decantado de cor branca. O caldo foi dividido em oito erlenmeyers de 250 mL (80
mL de caldo em cada frasco). Destes frascos com caldo, em quatro deles foi
adicionado dextrose numa concentracéo de 20 g L™, e nos outros quatro nada foi
adicionado. O residuo que decantou foi separado entre oito erlenmeyers de 250 mL,
ficando em cada frasco cerca de 18 mL de residuo. Em cada amostra deste residuo
foi adicionada uma quantidade suficiente de agua destilada para se completar um
volume de 100 mL. Mais uma vez, foi colocado em quatro destes frascos 20 g L™ de
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dextrose, e mais nada nos outros quatro. Enfim, o fungo P. brasilianum foi inoculado
em todos os frascos com arroz, caldo e residuo sdlido, utilizando para isso pedacos
de meio BDA (1 cm?) com o microorganismo. Esperou-se vinte dias até a extragdo.

3.4.3 - Cultivo do fungo P. brasilianum em leite de soja

Para este cultivo foram preparados 600 mL de leite de soja em agua
destilada, numa concentragdo de 0,01 g mL™. Este volume foi dividido igualmente
entre 5 erlenmeyers de 1 L. Dois frascos foram usados como controle. Antes de
inocular o fungo presente em placas de Petri com BDA, todos os erlenmeyers foram
autoclavados por 12 minutos. O tempo de cultivo foi de vinte dias.

3.4.4 - Cultivo do fungo P. brasilianum em meio liquido Czapeck

O meio Czapeck utilizado para o cultivo do fungo foi preparado
utilizando-se os nutrientes descritos a seguir na Tabela 3.2:

TABELA 3.2 - Quantidade dos nutrientes utilizados para a producdo do meio
Czapeck.

Reagente Massa (gramas)
Dextrose 60,00
NaNO; 6,00
K2HPO4 2,00

MgSO47H20 1,00
FeSO47H,0 0,02
KCI 1,00

Extrato de levedura 40,00

Todos os reagentes foram dissolvidos em agua destilada, num volume
final de 2 L. Em cada erlenmeyer de 1 L foram colocados 200 mL do meio liquido,
num total de 10 frascos. A seguir, todos os frascos foram fechados com bonecas e
autoclavados por 15 minutos. Apds esfriarem sob luz UV, inoculou-se o fungo
utilizando pedagos de meio BDA, em 8 erlenmeyers. Dois erlenmeyers contendo o
meio Czapeck foram utilizados como controle. Esperou-se 20 dias até o processo de
extracao.

3.4.5 - Cultivo da cepa isolada de Melia azedarach em arroz

A fim de verificar se o fungo isolado de Melia azedarach durante a
primeira etapa deste presente trabalho era capaz de produzir meroterpenos, ele foi
cultivado em arroz. Para isso foram necessarios 5 frascos erlenmeyers de 250 mL.
Adicionou-se a cada um 25 g de arroz parboilizado e 21 mL de agua destilada. Os
procedimentos seguintes foram semelhantes aos descritos na secdo 3.4.1 (pagina
21). Dois erlenmeyers contendo arroz nao foram inoculados, e foram usados como
controle. Este experimento foi realizado duas vezes.
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3.5 - Obtencao dos extratos fungicos

3.5.1 - Extracao dos metabdlitos da cultura de P. brasilianum nos
meios solidos (arroz, arroz cozido, milho e trigo)

Para a extracdo dos metabdlitos secundarios de P. brasilianum
cultivado nos meios sélidos, primeiramente adicionou-se 1,2 mL de metanol grau
HPLC por grama de meio de cultura em cada erlenmeyer, inclusive nos frascos de
controle, triturou-se o material de cada frasco separadamente e a extragao ocorreu
de modo estatico por 12 horas. A seguir, foram acrescentados 2,4 mL de acetato de
etila PA por grama de meio de cultura em cada frasco, aguardando por mais 6
horas. Finalmente, cada mistura foi filtrada a vacuo e os filtrados foram
armazenados em erlenmeyers diferentes para posterior particionamento liquido-
liquido.

A particdo foi realizada através da adigdo de agua destilada a cada
filtrado (volume igual ao de metanol adicionado em cada meio). Com a adigao de
agua, formaram-se duas fases: organica e hidroalcéolica. De cada fase orgénica
retirou-se uma aliquota de 5 e outra de 10 mL, que foram secas em capela e
posteriormente pré-purificadas e concentradas por extragdo em fase solida (SPE —
solid phase extraction). O restante de todas as fases organicas foi reunido e
concentrado no rotoevaporador, e posteriormente estocado. As fases aquosas foram
descartadas.

3.5.2 - Extragcao dos metabdlitos da cultura de P. brasilianum nos
meios liquidos de caldo de arroz e residuo sélido de caldo de arroz

Em cada erlenmeyer contendo a cultura foi adicionado 20 g de NaCl
para matar as células fungicas e auxiliar na extracdo dos metabdlitos do interior de
suas células. Esperou-se por 12 horas. Apos este periodo filtrou-se a mistura sob
vacuo. O micélio foi recolocado no interior de cada frasco e neles foram adicionados
150 mL de etanol grau HPLC, deixando em repouso por 2 dias. Depois filtrou-se as
misturas a vacuo. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Todo o etanol de
cada micélio cultivado igualmente (com e sem glicose) foi estocado junto. Retirou-se
uma aliquota de 5 e uma de 10 mL de cada filtrado etandlico, deixando-se evaporar
em capela. O restante foi concentrado em rotoevaporador e estocado. Cada filtrado
aquoso foi particionado com 80 mL (caldo de arroz) ou 100 mL (residuo sdlido de
caldo de arroz) de acetato de etila PA. De cada fase de acetato foram retiradas
aliquotas de 5 e 10 mL, e o restante foi concentrado.

3.5.3 - Extragdo dos metabdlitos da cultura de P. brasilianum nos
meios liquidos de leite de soja e Czapeck

Em cada erlenmeyer foi adicionado 20 g de NaCl. Aguardou-se 12
horas. Apds este periodo filtrou-se as misturas sob vacuo e os filtrados foram
estocados em geladeira para posterior particdo. Os micélios foram recolocados no
interior de cada frasco e neles foram adicionados 90 mL (leite de soja) ou 150 mL
(Czapeck) de etanol grau HPLC, triturou-se cada micélio isoladamente e deixou-se
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as misturas em repouso por 6 horas. Depois filtrou-se todos os materiais a vacuo.
Retirou-se uma aliquota de 5 mL e outra de 10 mL de cada filtrado etandlico,
deixando-se evaporar em capela. O restante foi concentrado em rotoevaporador e
estocado. Os filtrados aquosos foram particionados com 120 mL (leite de soja) ou
200 mL (Czapeck) de acetato de etila PA. De cada fase de acetato foram retiradas
também duas aliquotas: uma de 5 mL e outra de 10 mL, e o restante foi
concentrado.

3.5.4 - Extracao dos metabdlitos da cultura da cepa isolada de Melia
azedarach em arroz

A extracdo dos metabdlitos foi realizada seguindo-se o procedimento
descrito na secdo 3.5.1. Somente as quantidades de solventes orgénicos foram
diferentes: 108 mL de metanol e 216 mL de acetato de etila para cada erlenmeyer.
Para cada parti¢ao foi utilizado 108 mL de agua destilada.

3.6 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presencga de substratos exégenos

Para este estudo também se utilizou a cepa fungica previamente
isolada e identificada durante o trabalho de doutorado de Regina M. Geris dos
Santos ¢!,

3.6.1 - Substratos utilizados

As estruturas moleculares dos aditivos utilizados nesta etapa do
trabalho est&o representadas na Figura 3.1 a seguir:

Em adicdo aos compostos relacionados na Figura 3.1, uma resina
extraida de Pinus taeda também foi utilizada para estudo de sua influéncia no
metabolismo secundario de P. brasilianum. Com exceg¢ao da resina e do acido
oleandlico, que foram isolados anteriormente no laboratério de produtos naturais do
DQ-UFSCar, todos os outros aditivos foram adquiridos comercialmente, nao
necessitando, portanto, de qualquer tratamento preliminar de purificagao.
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FIGURA 3.1 — Estruturas moleculares dos substratos exdgenos utilizados junto ao
cultivo de P. brasilianum.

3.6.2 - Pré-purificagao do acido oleandlico

O padrao acido oleandlico foi purificado por CC, usando-se fase
estacionaria de silica gel (flash). As medidas da coluna utilizada foram: 3,5 cm de
diametro e 20 cm de comprimento. A massa de acido oleandlico submetida ao
processo de purificagdo foi 5,3 g. As fragdes 1-113 foram recolhidas utilizando-se
como eluente diclorometano: acetato de etila (9:1). As fragdes seguintes foram
recolhidas usando-se o eluente diclorometano : acetato de etila (7:3). Ao total, foram
150 fragdes de 20 mL cada.
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3.6.3 - Meio de cultivo

O meio de cultivo escolhido para os experimentos com os substratos
exdgenos foi 0 de Czapeck. Este meio foi preparado seguindo-se os procedimentos
descritos na secao 3.4.4 (pagina 22). Os primeiros aditivos a serem estudados foram
0s seguintes: acidos benzdico, oleandlico e salicilico, alizarina e a resina de Pinus.
Para cada uma dessas substancias foram preparados 6 erlenmeyers de 500 mL
contendo 200 mL do meio liquido. Em cada um dos 6 frascos foram adicionados 30
mg do substrato utilizado. Somente apds a introdugcdo dos aditivos nos frascos os
mesmos foram autoclavados. A espécie P. brasilianum foi entdo inoculada em
apenas 3 dos 6 frascos contendo os aditivos. Os outros frascos foram utilizados
como controle. Em adi¢do, foram também utilizados trés erlenmeyers com 200 mL
de meio liquido cada um para o cultivo do fungo na auséncia de qualquer substrato
exdgeno, e foram utilizados como o branco dos experimentos. Estes testes foram
realizados juntos em batelada, isto é, o preparo, inoculagao e cultivo se deram em
dias iguais, portanto, em condi¢cdes experimentais semelhantes, de luz, temperatura
e umidade. Estes experimentos foram repetidos trés vezes, em meses diferentes.

Os demais aditivos foram estudados posteriormente, seguindo-se os
mesmos procedimentos ja descritos, em triplicata, com 3 controles para cada aditivo
e mais trés erlenmeyers de branco (meio mais fungo). Estes experimentos foram
realizados em conjunto, nos mesmos dias de preparo do meio, inoculagdo do
microorganismo e crescimento do mesmo. Porém, ndo foram repetidos novamente.

3.6.4 - Procedimento de extracdao dos metabdlitos

A extracdo dos metabdlitos fungicos de todos os experimentos com os
substratos exdégenos se deu seguindo-se o procedimento descrito na se¢do 3.5.3
(pagina 23).

3.6.5 - Isolamento dos metabdlitos secundarios do experimento
com alizarina

Apos as analises realizadas por HPLC, verificou-se uma mudancga
visualmente significativa no perfil cromatografico dos extratos do experimento com
alizarina, se comparado com os cromatogramas dos brancos (meio liquido + fungo).
Por esta razao, os extratos miceliais deste experimento foram reunidos e submetidos
a diversos fracionamentos, visando o isolamento dos metabdlitos secundarios
presentes no micélio de P. brasilianum.

O fluxograma 3.1 ilustra os procedimentos cromatograficos aos quais o
extrato micelial reunido (EA) foi submetido. Nele estdo também citadas as
condigdes, eluentes e fases estacionarias utilizadas em cada etapa.
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FLUXOGRAMA 3.1 — Isolamento dos metabdlitos secundarios do micélio (EA) de P.
brasilianum cultivado na presenga de alizarina.
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a: coluna cromatografica de dimensdes h x @ = 28,0 x 3,0 cm. Fase estacionaria: silica gel tipo flash.
Gradiente de eluicdo: a’ - 780 mL de hexano/diclorometano (1: 1); a” - 400 mL de
diclorometano/metanol (85 : 15); a’”’ — 240 mL de metanol 100%.

b: coluna cromatografica de dimensdes h x @ = 28,5 x 2,3 cm. Fase estacionaria: silica gel tipo flash.
Gradiente de eluicdo: 100% hexano até 90% acetato de etila, obtendo 208 fragdes recolhidas em
frascos de 20 mL. A seguir, utilizou-se 400 mL de uma mistura de acetato/metanol (9 : 1), obtendo as
fragcbes 209 — 223.

c: cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes h x @ = 20,0 x 20,0 cm com camada
de 1 mm de silica. Eluente: hexano/acetato (7 : 3).

d: cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes h x @ = 20,0 x 20,0 cm com camada
de 1 mm de silica. Eluente: hexano/acetato (6 : 4).

e: cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes h x & = 20,0 x 20,0 cm com camada
de 1 mm de silica. Eluente: hexano/acetato (6 : 4).

f: cromatografia em camada delgada preparativa de dimensdes h x & = 20,0 x 20,0 cm com camada
de 1 mm de silica. Eluente: hexano/acetato (4 : 6).

g: cromatografia em camada delgada preparativa de dimensées h x & = 20,0 x 20,0 cm com camada
de 1 mm de silica. Eluente: hexano/acetato (1 : 9).

1

~ wlln] =
) @ @ @ )

3.6.6 - Curva de consumo da alizarina pelo fungo

Este experimento foi realizado em meio Czapeck, cuja forma de
preparo foi anteriormente descrita na segcdo 3.4.4 (pagina 22). Uma solugao de
concentragdo 15 mg mL™ de alizarina foi preparada num baldo volumétrico de 50
mL, pesando-se uma massa de 0,75 g de alizarina, e dissolvendo-se o sélido em
acetona.

Foram utilizados no total 21 erlenmeyers de 500 mL, nos quais foram
adicionados 100 mL do meio liquido e 1 mL da solu¢do de alizarina em cada um. Os
frascos foram autoclavados apds a adicado da alizarina.

Para a inoculag&o do fungo, adicionou-se a cada erlenmeyer 1 mL de
uma solugdo de esporos de P. brasilianum, preparada em agua destilada
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previamente esterilizada. Os volumes da solugdo de alizarina e da solugéo de
esporos foram pipetados com o mesmo pipetador automatico de 1000 uL. Os pontos
da curva foram os seguintes: dias 0, 2, 4, 7, 10, 15 e 25. Em cada um desses dias,
trés culturas fungicas foram extraidas, portanto, todos os pontos foram realizados
em triplicata.

O procedimento de extracado foi semelhante ao citado na secédo 3.5.3
(pagina 23), somente as quantidades de sal e dos solventes foram diferentes: para
matar as células fungicas, foi utilizado 10 g de NaCl em cada frasco. Os volumes de
etanol e acetato de etila foram, respectivamente, 75 mL e 100 mL.

3.7 - Estudo dos limonodides nos extratos de Melia azedarach

O preparo dos extratos botanicos de M. azedarach se deu a partir de
tecidos coletados no mesmo dia em que foram também coletados aqueles utilizados
para o isolamento dos fungos (dia 8 de Fevereiro de 2006), realizado conforme
citado na secéo 3.3 (pagina 19).

3.7.1 Preparo dos extratos

Material botanico: foram utilizados 2,0 g da epiderme (parte exterior) e
2,0 g do cortex (parte interior) do caule de M. azedarach.

Apds secagem ao ar livre, estes materiais foram pulverizados em
moinho tipo Willey. Em seguida, esses materiais foram extraidos com 50 mL de
etanol grau HPLC, sonicando-se a mistura por 20 minutos, e filtrados por gravidade.

De cada filtrado foi retirada uma aliquota de 5 mL, que foi evaporada e
acondicionada para posterior pré-purificacdo por SPE.

3.8 - Preparo de amostras

3.8.1 - Método de pré-purificacao e concentracdo dos extratos
fungicos

Os compostos de interesse existentes nos extratos (meroterpenos)
possuiam média a baixa polaridade. Assim, utilizou-se a técnica de SPE com
cartuchos contendo fase estacionaria LC-18 no preparo das amostras. Esta técnica
permite uma pré-purificagdo e uma concentragdo dos compostos de interesse ao
mesmo tempo, através do uso correto de solventes para ativar, condicionar a fase
estacionaria e eluir os compostos.

Estudos anteriores a este presente trabalho foram realizados para se
definir o melhor método de preparo das amostras °%. O método escolhido esta
descrito a seguir, e foi aplicado a todas as aliquotas retiradas de cada extrato
fungico: os volumes de 5 mL e 10 mL das fases organicas concentradas em capela
foram ressuspensas em 5 mL de metanol grau HPLC e 20 mL de agua mili-Q. Essas
suspensdes foram filtradas em algodao e aplicadas em cartuchos de SPE (6 mL)
contendo 1 g de fase estacionaria ODS. Os cartuchos foram previamente ativados
com metanol (10 mL) e condicionados com agua mili-Q (15 mL). Apds a introducéo
de toda a amostra os cartuchos foram lavados com 15 mL de uma mistura de
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agua/metanol (9 : 1), e a fracado de interesse foi novamente concentrada e rediluida
em 500 uL de acetonitrila para as analises por HPLC e HPLC-MS.

3.8.2 - Método de pré-purificacao e concentracdao dos extratos de
Melia azedarach

Cada aliquota de 5 mL dos extratos da planta foi ressuspensa em 45
mL de agua mili-Q. A seguir, a suspensao foi passada em cartucho de SPE (6 mL)
contendo 1 g de fase estacionaria ODS, previamente ativado com 10 mL de metanol
e condicionado com 15 mL de agua mili-Q. O cartucho foi posteriormente lavado
com 10 mL de agua, e a fragao de interesse foi eluida com 5 mL de metanol.

3.9 - Otimizacao dos métodos de analise por HPLC

3.9.1 - Desenvolvimento de um método Unico para analise dos
extratos por HPLC

A otimizagdo do método cromatografico de analise foi realizada
utilizando-se uma coluna Luna 5 p C-18(2) 100A (25,0 x 0,46 cm d.i., 5 um de
didmetro do poro), da marca Phenomenex. O desenvolvimento do método
cromatografico foi realizado utilizando-se uma mistura conhecida de padrdes de
meroterpenos. Posteriormente, o0 método escolhido foi aplicado para a analise dos
extratos fungicos e da planta.

Tomando-se como base os procedimentos de Snyder ©% para
otimizacao da resolugao cromatografica, a fase movel utilizada no modo reverso
consistiu de agua, metanol e acetronitrila. A janela de comprimento de onda utilizada
na deteccao foi de 200 a 450 nm.

O volume de injecdo da mistura de padrdes foi de 5 yL. Os métodos
utilizados com a coluna de ODS foram:

- Método 1: Gradiente exploratério utilizando agua (A) e acetonitrila (B). Variagao do
gradiente: 5 - 100% de B em 60 minutos. Vazao: 1,5 mL min™".

- Método 2: Modo isocratico utilizando agua (A) e acetonitrila (B). Porcentagem de B:
47%. Tempo de corrida: 60 minutos. Vazao: 1,0 mL min™".

- Método 3: Modo isocratico utilizando agua (A) e metanol (B). Porcentagem de B:
57%. Tempo de corrida: 60 minutos. Vazao: 1,0 mL min™".

- Método 4: Modo gradiente utilizando agua (A) e metanol (B). Variagdo do
gradiente: 40 - 100% de B em 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™.

Escolhido o método cromatografico, todas as analises de interesse
foram realizadas acoplando-se a coluna analitica uma coluna guarda de ODS
(Security Guard, Phenomenex).
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3.9.2 - Método cromatografico para analise dos pontos da curva de
consumo da alizarina

Foi necessario desenvolver um método cromatografico para analise

dos pontos da curva de consumo da alizarina pelo fungo, visando a otimizacdo da
resolugdo cromatografica da banda relativa a alizarina. O método utilizado esta
descrito a seguir:
- Método 5: Fase estacionaria: coluna Luna 5 pu C-18(2) 100A (25 x 0,46 cm d.i., 5
um de didmetro do poro), da marca Phenomenex acoplada a uma coluna guarda de
ODS (Security Guard, Phenomenex). Fase movel: agua (A) e acetonitrila (B).
Variagdo do gradiente: 5 - 100% de B em 60 minutos. Vazao: 1,0 mL min™". A janela
de comprimento de onda utilizada na deteccao foi de 200 a 450 nm.

3.9.3 - Método cromatografico para as analises por LC-APCI-MS

No periodo das analises por LC-APCI-MS, a coluna de C-18 utilizada
para otimizagdo do método de separacao foi perdida. Por esta razao, utilizou-se uma
coluna Sinergy 4 y Fusion-RP 80A (25 x 0,46 cm d.i., 4 um de didmetro do poro),
Phenomenex. O método gradiente esta descrito na Tabela 3.3.

TABELA 3.3 - Método cromatografico utilizado nas analises por LC-APCI-MS.

Tempo %A %B %C %D Fluxo
(min) (dgua) (acetonitrila) (metanol) (isopropanol) (mL min™)
0,00 45,00 0,00 55,00 0,00 0,6
20,00 15,00 0,00 85,00 0,00 0,6
25,00 0,00 50,00 50,00 0,00 0,6
30,00 0,00 0,00 80,00 20,00 0,6
31,00 50,00 0,00 50,00 0,00 0,6
40,00 50,00 0,00 50,00 0,00 0,6
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3.9.4 - Condicoes experimentais do espectrometro de massas
usadas nas analises por LC-MS

As condi¢cdes de analise com o probe de ESI no modo positivo estao
apresentadas na Tabela 3.4 a seguir.

TABELA 3.4 - Condi¢des de analise utilizadas para as analises por LC-ESI-MS.

Experimento Full scan
Capilar 3,29 kV
Cone 29V
Extrator 4V
Lentes de radiofrequéncia 0,69V
Temperatura da fonte 150 °C
Temperatura do probe 350 °C
Fluxo de gas de dessolvatagao (N;) 621 Lh"

As condi¢bes de analise com o probe de APCI (LC-APCI-MS) no modo
positivo estdo apresentadas na Tabela 3.5 a seguir.

Os experimentos de ions produto (MS/MS) utilizando o probe de APCI
foram realizados com as mesmas condigdes citadas na Tabela 3.5, com energia de
colisdo de 24 eV.

TABELA 3.5 - Condigdes de analise utilizadas para as analises por LC-APCI-MS.

Experimento Full scan
Corona 3,10 Kv
Cone 25V
Extrator 5V
Lentes de radiofrequéncia 0,73V
Temperatura da fonte 150 °C
Temperatura do probe 350 °C
Fluxo de gas de dessolvatagao (N2) 401 L h

3.9.5 - Padroes inicial e final das analises cromatograficas

Todas as amostras analisadas foram diluidas em 500 pL de uma
solugdo contendo diazodiamida (padréo inicial) e antraceno (padrdo final). Estes
compostos foram escolhidos para servirem de referéncia em relagcdo a qualquer
mudanga nos tempos de retencéo dos picos cromatograficos. Ambas as substancias
possuem uma boa absor¢do na regido do espectro de ultravioleta (Figura 3.2),
caracteristica esta importante para a escolha de padrées a serem utilizados em
analises de HPLC com detector DAD.

Preparo da solugdo contendo os padrdes: 5 mg de cada padrao foi
adicionada num baldo volumétrico de 50 mL, e preenchido com acetonitrila até o
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volume marcado. A concentracdo final da solucéo foi de 100 ug mL™, relativa a cada

padrao.
NH
CN
H, ll\l/
H
Diazodiamida

Antraceno

&

200 225 250 275 300 325 350
nm

FIGURA 3.2 — Espectros de absorcdo da

respectivas estruturas moleculares.
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4 - Resultados e discussoes

4.1 - Isolamento de fungos endofiticos de Melia azedarach

Dos materiais botanicos coletados no dia 10 de Janeiro de 2006, foi
possivel o isolamento de apenas um fungo da epiderme, pois algumas das placas
incubadas com os tecidos da planta foram contaminadas por bactérias, e em outras,
alguns fungos com desenvolvimento mais rapido cresceram por toda a area
superficial do meio de BDA, e impediram a visualizagdo, o isolamento e o
desenvolvimento dos outros fungos existentes no material. A contaminagdo por
bactérias poderia ter sido evitada utilizando-se desde o inicio placas de Petri
contendo meio BDA e antibiético.

FIGURA 4.1 - Fotografias das partes superior (esquerda) e inferior (direita) da placa
de Petri com meio BDA contendo um fungo isolado a partir de pedagos da epiderme
de Melia azedarach, recolhidos no dia 10 de Janeiro de 2006.

Para evitar a contaminacdo das placas incubadas com os tecidos
botanicos na segunda tentativa de isolamento, os materiais recolhidos no dia 8 de
Fevereiro foram depositados em meio BDA contendo antibidtico tetraciclina. Apds a
incubacgao, as placas de Petri foram cuidadosamente examinadas, dia a dia, para
acompanhar o crescimento de todos os fungos. Quando um fungo se mostrava mais
desenvolvido, ele era imediatamente repicado para outra placa com BDA. Desta
forma, foi possivel isolar 5 fungos com aspectos diferentes. Suas fotos estéo
mostradas na Figura 4.2.

As espécies endofiticas isoladas nesta etapa do trabalho ainda nao
foram identificadas, porém foram todas conservadas em agua destilada e
adicionadas a micoteca do Labbiommi. O principal objetivo desta etapa foi tentar o
re-isolamento de espécies de Penicillium, discriminadas pelas suas caracteristicas
macroscopicas, visando um posterior cultivo em meio artificial a fim de checar a
producido ou nao de meroterpenos.

O fungo verde mostrado na parte superior direita da Figura 4.2 mostrou
um modo de crescimento e coloragdo muito semelhante a do P. brasilianum, com a
parte superior da placa verde e a parte inferior amarelada. Sua forma de
crescimento se deu por toda a area superficial do meio BDA, desenvolvendo pontos
verdes por toda a superficie. Desta forma, pode-se sugerir que se trata de um fungo
do género Penicillium, ou até mesmo da espécie P. brasilianum. Por esta razédo, ele
foi escolhido para o cultivo em meio artificial de arroz, a fim de verificar a produgao
ou n&o de meroterpenos.
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FIGURA 4.2 - Fotografias das partes superior (esquerda) e inferior (direita) das
placas de Petri com meio BDA contendo os diferentes fungos isolados a partir de
pedacos do cértex de Melia azedarach, recolhidos no dia 8 de Fevereiro de 2006.

4.2 - Desenvolvimento do método cromatografico para analise dos
extratos por HPLC

O desenvolvimento do método cromatografico para analise dos
extratos fungicos foi realizado em busca de uma melhor resolugdo cromatografica
dos compostos de maior interesse: os meroterpenos (Figura 4.3). O tempo total de
analise também foi levado em conta, a fim de se conseguir aliar uma boa resolugao
dos picos de cada meroterpeno a um tempo de analise razoavel.

Embora ndo seja necessaria uma resolugdo de linha de base para a
analise de compostos por LC-MS/MS, quando os mesmos apresentam caminhos de
fragmentagdo distintos [®®12  uma separacdo cromatografica razoavel é
interessante, pois a diferenciacdo de substancias de mesma classe pelos seus
respectivos tempos de retencdo € um parametro analitico que vem a somar, para a
identificagdo dos mesmos numa matriz complexa.

Estudos realizados explicam que a eficiéncia da separagéao
cromatografica, juntamente com a complexidade da matriz da amostra sao fatores
decisivos para o efeito de supressdo da ionizacdo em espectrometria de massas.
Este efeito € mais pronunciado quando se utiliza ionizagdo por electrospray, se
comparada com a técnica de APCI. Desta forma, a otimizagdo do método
cromatografico, incluindo a metodologia de preparo das amostras (pré-purificagao,

34



Resultados e Discussoes

concentracdo) sao determinantes para se conseguir uma boa sensibilidade nas
analises por LC-MS e LC-MS/MS [63%°,

PSP-1

PSP-2 PSP-3
CosH30s Co6H3605 CosHO
20H32011  AcO,
444.251189 444251189 556.194462
= '
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FIGURA 4.3 - Estruturas moleculares dos meroterpenos produzidos por P.
brasilianum, isolado como endofitico de M. azedarach .
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As primeiras tentativas de desenvolvimento do método cromatografico
foram realizadas em trabalhos anteriores, pela entdo aluna de doutorado Regina
Geris dos Santos “6° As fases estacionarias testadas nestes trabalhos foram,
primeiramente, uma coluna Hypersil 5-ODS (25 x 0,46 cm d.i., 5 ym de didmetro de
poro), e posteriormente uma coluna Phenyl-hexyl (Luna 5 u Phenyl-hexyl, 25 x 0,46
cm d.i., Phenomenex) acoplada a uma coluna guarda de ODS (Security Guard,
Phenomenex). O método gradiente que proporcionou resultados mais satisfatorios
esta descrito na Tabela 4.1 a seguir.

Um total de 10 padrdes de meroterpenos foram analisados
separadamente, por HPLC-DAD, seguindo o protocolo de analise descrito na Tabela
4.1. Seus respectivos tempos de retencdo e comprimentos de onda maximos
seguem descritos na Tabela 4.2.

Analisando os valores de tempo de retencao descritos na Tabela 4.2,
pode-se verificar que os resultados de separacédo ainda nao foram satisfatorios. Os
meroterpenos PSP 3, PSP 4, PSP 6 e PSP 8 apresentaram tempos de retencao
muitos préximos, assim como os meroterpenos PSP 9, PSP 13 e austina.

TABELA 4.1 - Eluigdo gradiente utilizada para otimizagado da separagao dos padrdes
de meroterpenos por HPLC-DAD. Fase estacionaria: Phenyl-hexyl acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: acetonitrila. Volume de injecéo:
35 pL. Monitoramento em 215 nm P,

Tempo (min) Porcentagem de B (%)
0,0 50,0
10,0 75,0
25,0 80,0
35,0 100,0

TABELA 4.2 - Tempos de retencao dos padrdes de meroterpenos e seus respectivos
comprimentos de onda maximos®.

Substancia T, (min) Amax (M)
PSP 1 19,02 200
PSP 2 20,82 200, 230 (sh)*
PSP 3 17,03 200, 236 (sh)
PSP 4 17,10
PSP 6 17,42 200, 236 (sh)
PSP 8 17,45 210
PSP 9 16,42 200
PSP 11 22,60 200, 220 (sh)
PSP 13 16,65 210, 260 (sh)

Austina 16,99 205, 240 (sh)

*Metodologia de analise: coluna Phenyl-hexyl acoplada a uma coluna guarda de ODS; fase moével:
acetonitrila (solvente B) e agua (solvente A); eluigéo g[;radiente descrita na Tabela 4.2. Volume de
injecao: 35 L, monitoramento em 215 nm. sh = ombro >
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Partindo desses resultados, escolheu-se usar uma coluna C-18 para a
separacao dos compostos de interesse. Os métodos cromatograficos desenvolvidos
estdo detalhados na secao 3.9.1 (pagina 29).

O primeiro método utilizado foi um gradiente exploratério (método 1) a
fim de verificar a forga do solvente necessaria para eluir os meroterpenos. A fase
movel utilizada foi uma mistura de agua e acetonitrila. Para o desenvolvimento do
método, duas substancias foram adicionadas a mistura de padrbes de meroterpenos
PSP-2, PSP-4, PSP-8, PSP-9, PSP 10, PSP-11 e PSP-12: os padrdes inicial e final
diazodiamida e antraceno, respectivamente. A Figura 4.4 mostra o resultado obtido
com este gradiente exploratério.

Analisando o cromatograma da Figura 4.4, é possivel notar que o
método gradiente utilizado ainda n&o possibilitou uma resolugdo adequada dos
meroterpenos presentes na mistura de padrées. Porém, foi possivel saber a forgca de
solvente adequada para eluir estes compostos. A partir dai desenvolveu-se um
método isocratico com 47% de acetonitrila (método 2, descrito na se¢éo 3.9.1) para
uma nova analise da mistura de padrdes. O resultado estda mostrado no
cromatograma da Figura 4.5.

Nesta Figura nota-se que o método 2 possibilitou uma melhora
significativa na resolugéo dos picos relativos a cada meroterpeno, porém nao foi
possivel ainda visualizar 7 picos relativos a cada padrao presente na mistura. Assim,
a proxima tentativa foi modificar a fase movel para agua e metanol, porém mantendo
a mesma forga relativa. O método testado foi o método 3 descrito na seg¢édo 3.9.1. A
Figura 4.6 ilustra os resultados conseguidos.

O cromatograma da Figura 4.6 mostra uma separagdo ainda melhor
utilizando metanol e agua como fase mével (método 3), quando comparado com o
método 2 , no qual foi usada uma mistura de acetonitrila e agua. Pelo método 3, foi
possivel visualizar seis picos referentes aos meroterpenos, enquanto que pelo
método 2 (Figura 4.5), apenas trés picos tiveram resolugcéo de linha de base. No
entanto, o tempo de analise pelo método 3 praticamente duplicou, sendo que o
ultimo pico eluiu em torno de 48 minutos. Além disso, o objetivo desta otimizagao era
uma posterior analise de extratos fungicos, nos quais existem compostos de
polaridades diferentes, e um método isocratico geralmente n&o resolve o problema
de extratos complexos, devido a forga do solvente utilizada durante toda a analise
nao permitir a eluicdo de todos os compostos nele presentes. Por essas razdes, o
proximo passo para otimizagdo do método cromatografico foi adaptar o método 3
isocratico para um meétodo final gradiente. Este método final € o método 4, e o
cromatograma da Figura 4.7 mostra o resultado obtido por este método. Os
meroterpenos utilizados neste teste foram aqueles com tempos de eluicdo mais
proximos (segundo os resultados da Tabela 4.2), ou seja, PSP-3, PSP-4, PSP-6,
PSP-8, PSP-9 e PSP-13.
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FIGURA 4.4 - Cromatograma da mistura de padrdes de meroterpenos PSP-2, PSP-
4, PSP-8, PSP-9, PSP 10, PSP-11 e PSP-12. Fase estacionaria: Luna 5 pu C-18(2)
100A. Bomba A: agua. Bomba B: acetonitrila. Eluicdo gradiente (método 1): de 5 a
100% de B em 60 minutos. Vazdo: 1,5 mL min". Volume de injecdo: 5 pL.
Monitoramento em 216 nm. (A) cromatograma mostrando toda a analise, (B) regiao
de eluicdo dos meroterpenos expandida.
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FIGURA 4.5 - Cromatograma da mistura de padrdes de meroterpenos PSP-2, PSP-
4, PSP-8, PSP-9, PSP 10, PSP-11 e PSP-12. Fase estacionaria: Luna 5 pn C-18(2)
100A. Bomba A: agua. Bomba B: acetonitrila. Eluic&do isocratica (método 2): 47% B
por 60 minutos. Vaz&do: 1,0 mL min™'. Volume de injecao: 5 yL. Monitoramento em
216 nm. (A) cromatograma mostrando toda a analise, (B) regido de eluicdo dos
meroterpenos expandida.

38



Resultados e Discussoes

150 Bl
1501 F 125

1004

1004
75

504

in 50+
25
o Py

o 10 20 30 40 50 60 70 20 25 30 35 40 45 50 55
Minutes Minutes

FIGURA 4.6 - Cromatograma da mistura de padrdes de meroterpenos PSP-2, PSP-
4, PSP-8, PSP-9, PSP 10, PSP-11 e PSP-12. Fase estacionaria: Luna 5 pu C-18(2)
100A. Bomba A: 4gua. Bomba B: metanol. Eluigéo isocratica (método 3): 57% B por
60 minutos. Vazdo: 1,0 mL min™. Volume de injecdo: 5 pL. Monitoramento em 216
nm. (A) cromatograma mostrando toda a analise, (B) regido de eluicdo dos
meroterpenos expandida.

O cromatograma da Figura 4.6 mostra uma separagdo ainda melhor
utilizando metanol e agua como fase mével (método 3), quando comparado com o
método 2 , no qual foi usada uma mistura de acetonitrila e agua. Pelo método 3, foi
possivel visualizar seis picos referentes aos meroterpenos, enquanto que pelo
método 2 (Figura 4.5), apenas trés picos tiveram resolugdo de linha de base. No
entanto, o tempo de analise pelo método 3 praticamente duplicou, sendo que o
ultimo pico eluiu em torno de 48 minutos. Além disso, o0 objetivo desta otimizagao era
uma posterior analise de extratos fungicos, nos quais existem compostos de
polaridades diferentes, e um método isocratico geralmente néo resolve o problema
de extratos complexos, devido a forca do solvente utilizada durante toda a analise
nao permitir a eluicdo de todos os compostos nele presentes. Por essas razbes, o
préoximo passo para otimizagdo do método cromatografico foi adaptar o método 3
isocratico para um método final gradiente. Este método final € o método 4, e o
cromatograma da Figura 4.7 mostra o resultado obtido por este método. Os
meroterpenos utilizados neste teste foram aqueles com tempos de eluigdo mais
proximos (segundo os resultados da Tabela 4.2), ou seja, PSP-3, PSP-4, PSP-6,
PSP-8, PSP-9 e PSP-13.
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FIGURA 4.7 - Cromatograma da mistura de padrdes de meroterpenos PSP-3, PSP-
4, PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-13. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A
acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigéo
gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume
de injegcdo: 5 pL. Monitoramento em 216 nm. (A) cromatograma mostrando toda a
analise, (B) regido de eluicdo dos meroterpenos expandida.

O método 4 permitiu a separacdo de 5 picos relativos aos
meroterpenos presentes na mistura, como pode ser visto pelo cromatograma da
Figura 4.7. Nao foi possivel a separagdo de todos os padrées da mistura, porém o
tempo de eluicdo dos compostos mostrou ser ideal para as analises posteriores por
LC-MS, visto que o ultimo pico de padrao eluiu antes de 28 minutos, ndo exigindo,
portanto, um tempo muito longo para cada corrida cromatografica.

Além disso, este seria um método viavel para as analises preliminares
dos extratos por HPLC-DAD, a fim de verificar a presenca de metabdlitos que
coeluam na regidao dos meroterpenos (entre 20 e 30 minutos), e também para a
comparagao do perfil metabdlico do fungo P. brasilianum em cada experimento.
Como este método cromatografico seria posteriormente utilizado para extratos
fungicos com diversos compostos polares adicionais, procurou-se manter a regiao
inicial do cromatograma sem os meroterpenos alvos. Este foi, portanto, o0 método
cromatografico adotado para todas as analises subsequentes por HPLC. As
excecgoes serao discutidas posteriormente.

Para as analises dos extratos acoplou-se a coluna de ODS uma
coluna-guarda de ODS, a fim de se evitar o entupimento da coluna analitica com
impurezas presentes nos extratos.Nesta etapa do trabalho nao foi possivel inferir
qual padrao de meroterpeno estava relacionado a cada pico eluido no
cromatograma da Figura 4.7, visto que todos os padrbées analisados possuiam um
espectro de absorgdo bastante semelhante entre si, conforme pode ser visualizado
pela Figura 4.8. Devido a problemas com o espectrdmetro de massas, as primeiras
analises foram realizadas utilizando-se apenas a detecgao por DAD.

Os espectros da Figura 4.8 mostram que as absor¢des destes
meroterpenos (assim como os demais ilustrados na Figura 4.3, pagina 35) se dao
em comprimentos de onda baixos, sendo este um fator adicional que dificulta sua
deteccao apenas por DAD. Seus espectros sdo caracteristicos de espécies quimicas
que nao possuem bons grupos cromaoforos.
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FIGURA 4.8 - Espectros de absorgdo no ultravioleta dos picos cromatograficos
relativos aos padrbes de meroterpenos PSP-3, PSP-4, PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-
13, ilustrados na Figura 4.7B.

4.3 - Cultivo do fungo P. brasilianum em diferentes meios de cultura
artificiais

4.3.1 - Analises por HPLC-DAD

Um total de 7 diferentes meios de cultura foram testados a fim de se
verificar sua viabilidade para o crescimento das células fungicas de P. brasilianum,
como também estudar uma possivel influéncia de cada meio na producdo de
diferentes metabdlitos secundarios, em especial, os meroterpenos.

No periodo das analises destes extratos fungicos, o espectrébmetro de
massas estava com problemas, por isso os unicos resultados obtidos nesta etapa
foram conseguidos através da deteccdo por DAD, procurando-se observar os
tempos de retencdo dos compostos presentes nas amostras, isto €, se existiam
compostos que eluiam no intervalo dos padrdes de meroterpenos segundo o método
cromatografico desenvolvido e aplicado, e também levando-se em conta os perfis de
absorgao dos mesmos.

Todos as amostras de extratos fungicos produzidos em meios sélidos
foram injetadas num volume de 5 uL, e as amostras de extratos produzidos em
meios liquidos foram injetadas num volume de 20 pL, pois estas apresentaram picos
cromatograficos pouco intensos, visualizaveis somente a maiores volumes.
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4.3.1.1 - Meio de arroz

O primeiro meio de cultura testado foi arroz, sendo o preparo do meio,
cultivo do fungo e extracdo dos metabdlitos descrito na parte experimental. A Figura
4.9 mostra o cromatograma dos extratos de arroz e a regido de eluicdo dos
meroterpenos expandida. Pode-se notar a presenca de diversos picos
cromatograficos eluindo entre 15 e 35 minutos. A analise dos espectros de absorgao
dos picos presentes nesta regido mostrou que, em sua grande maioria, eles
possuem um perfil de absor¢cdo muito semelhante entre si, e compativel ao dos
meroterpenos (Figura 4.8). As excegdes sao os espectros dos picos com tempos de
eluicdo em 15,79; 22,38; 23,11; 29,87; 32,46 e 32,98 minutos (Figura 4.10), que séo
os mais intensos do cromatograma. Os outros picos cromatograficos sdo menos
intensos e apresentam basicamente apenas um maximo de absorgdo, em torno de
200 nm. Esta absorcdo no ultravioleta é caracteristica dos meroterpenos de
interesse.
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FIGURA 4.9 - Cromatograma do extrato fungico de arroz. Fase estacionaria: Luna 5
u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B:
metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0
mL min™. Volume de injecdo: 5 pL. Monitoramento em 216 nm. (A) cromatograma
mostrando toda a analise, (B) regiao de eluigdo dos meroterpenos expandida.

Os cromdéforos existentes nos meroterpenos séo, em sua grande
maioria, grupos carbonila, sendo alguns deles conjugados com duplas ligacdes,
como nos meroterpenos PSP-3, PSP-4, PSP-6, PSP-8, PSP-10, PSP-12 e PSP-13.
Estes meroterpenos ndo possuem, assim, grupos cromoforos capazes de absorver
em altos comprimentos de onda.

Na Figura 4.9B, nota-se a presenca de dois picos cromatograficos com
tempos de retencao iguais aos dos padrbes analisados previamente (20,89 e 21,95
minutos). Seus espectros de absor¢ado sao igualmente idénticos aos mostrados na
Figura 4.8 (pagina 41). A presenga destes compostos com tempos de retengao
iguais e espectros de absor¢cdo semelhantes € um grande indicio da presenga
destes meroterpenos no extrato de arroz. Porém, a existéncia de outros compostos
com espectros de ultravioleta bastante semelhantes aos dos meroterpenos, mas
com tempos de retencéo ligeiramente diferentes, exige uma analise posterior de
suas massas moleculares, assim como estudos de suas fragmentagdes por
espectrometria de massas, para confirmacao destes resultados.
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FIGURA 4.10 - Espectros de absorcdo no ultravioleta relativos aos picos eluidos
entre 15 e 35 minutos (na Figura 4.9B), que apresentam padrées de absorgéo
diferentes dos meroterpenos.

4.3.1.2 - Meio de trigo

O fungo P. brasilianum foi cultivado também em trigo, sendo o
cromatograma do extrato produzido ilustrado na Figura 4.11.
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FIGURA 4.11 - Cromatograma do extrato fungico de trigo. Fase estacionaria: Luna 5
u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B:
metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0
mL min™. Volume de injecdo: 5 uL. Monitoramento em 216 nm. (A) cromatograma
mostrando toda a analise, (B) regiao de eluigdo dos meroterpenos expandida.

Observando a Figura 4.11, nota-se que no extrato fungico de trigo
ocorreu igualmente a producédo de varios compostos que eluem entre 15 e 35
minutos no cromatograma. Os espectros de absor¢cao de varios picos presentes
nesta regido sdo semelhantes aos dos meroterpenos. Entretanto, alguns picos,
como os de tempo de retencdo em 15,98; 16,38; 18,17; 22,92; 30,37; 32,94 e 34,19
minutos ndo possuem um perfil de absorcdo caracteristico dos compostos em
estudo (Figura 4.12), porém pode estar ocorrendo neles coelui¢do entre substancias
diferentes, distorcendo as bandas de absor¢do em questdo. O espectro em 34,70
minutos é relativo ao padréo final utilizado como referéncia.
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Desta vez, nenhum pico do extrato de trigo coincidiu em tempo de
retencdo exato aos dos padrdes analisados. Mesmo assim, este fato ndo descarta a
possibilidade de que os compostos padrdes estejam presentes no mesmo, isto
porque o padrao final antraceno também eluiu em um tempo de retengdo menor (em
torno de 0,45 minutos antes). Pequenas diferencas de temperatura da coluna ou
mesmo variagdes de condicionamento da mesma podem acarretar num
deslocamento dos picos cromatograficos. Por isso € importante sempre utilizar um
padrao de referéncia.
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22,92 min 30,37 min 32,94 min
200 225 250 275 300 325 350 225 250 275 300 325 350 225 250 275 300 325 350
nm nm nm
34,19 min

225 250 275 300 325 350
nm

FIGURA 4.12 - Espectros de absorcdo no ultravioleta relativos aos picos eluidos
entre 15 e 35 minutos (na Figura 4.11B), que apresentam padrées de absorgao
diferentes dos meroterpenos.

4.3.1.3 - Meio de milho

Outro meio de cultivo sdlido, desta vez o milho, foi utilizado como teste
para verificagdo do crescimento do fungo e sua producdo de meroterpenos. O
cromatograma do extrato produzido esta ilustrado na Figura 4.13. Mais uma vez
verifica-se a produgao de compostos de média a baixa polaridade pelo fungo, desta
vez em milho, como pode ser comprovado pelos cromatogramas da Figura 4.13 A e
B. No intervalo de eluigdo de interesse (de 15 a 35 minutos) existem varios picos
com espectros de ultravioleta idénticos aos dos meroterpenos de interesse, com
maximos em 200 nm, e outros com espectros diferenciados, como pode ser
verificado na Figura 4.14. De fato pode-se tratar de outras classes de compostos
com estruturas ausentes de bons grupos cromoforos, porém isto sé pode ser
concluido através da técnica de espectrometria de massas.

Neste extrato observou-se a presenca de um pico em 20,89 minutos
que coincidiu com o tempo de retencéo e espectro de absor¢édo de um dos padroes
analisados pelo mesmo método cromatografico (Figura 4.8, pagina 41). Outro pico
do extrato, em 21,71 minutos, pode ser relativo ao mesmo composto padrdo com
tempo de retengcdo 21,95 minutos, da analise da mistura de padrées em solvente
anteriormente realizada. Este fato devera ser confirmado, entretanto, por analises de
LC-MS.
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FIGURA 4.13 - Cromatograma do extrato fungico de milho. Fase estacionaria: Luna
5 n C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba
B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0
m Lmin™". Volume de inje¢do: 5 pL. Monitoramento em 216 nm. (A) cromatograma
mostrando toda a analise, (B) regido de eluigdo dos meroterpenos expandida.
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FIGURA 4.14 - Espectros de absorcdo no ultravioleta relativos aos picos eluidos
entre 15 e 35 minutos (na Figura 4.13B), que apresentam padrées de absorgéo
diferentes dos meroterpenos.

4.3.1.4 - Meios de caldo de arroz, filtrado do caldo de arroz e arroz
cozido

O fungo P. brasilianum foi cultivado em dois meios de cultura
produzidos através de arroz parboilizado: caldo de arroz, com e sem a adi¢cao de
glicose, e filtrado do caldo de arroz, com e sem glicose. A fungdo da glicose nestes
experimentos foi de servir como uma fonte adicional de carbono para o consumo do
fungo. Os modos de preparo, cultivo e extragcdo destes experimentos foram
anteriormente descritos nas secdes 3.4 e 3.5.

A Figura 4.15 mostra os cromatogramas dos extratos fungicos obtidos
através de partigdes liquido-liquido dos meios aquosos de caldo de arroz com e sem
glicose. Pelos cromatogramas observa-se que neste meio de cultura a produgéo de
metabdlitos secundarios se deu em menor quantidade, se comparada com 0s meios
sélidos estudados até entdo, tanto que nos cromatogramas A e D n&o expandidos
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da Figura 4.15, nao foi possivel visualizar outros picos além dos relativos aos
padrdes inicial e final.

Cabe relembrar que, para as analises, todos os extratos de meio
liquido testados foram injetados em quantidade quatro vezes maior do que os
extratos de meio solido e, mesmo assim, as intensidades dos picos cromatograficos
relativos aos meios liquidos permaneceram muito baixas. Foi possivel notar também
que a presenca de glicose no meio de cultura ndo causou nenhuma diferenca
aparente na produgdo de metabdlitos secundarios pelo fungo (nestas analises por
HPLC-DAD), ja que o numero de picos e suas distribuicdes no cromatograma sao
idénticas, tanto no extrato de caldo de arroz com glicose (A, B e C) quanto no extrato
sem glicose (D, E e F).

Todos os espectros de ultravioleta dos picos eluidos entre 15 e 35
minutos, nos extratos produzidos na presenga e na auséncia de glicose, se
mostraram idénticos entre si, possuindo um unico maximo de absor¢gdo em 200 nm.
Entretanto, nota-se que estas substancias possuem o mesmo perfil de absorcao de
alguns dos meroterpenos em estudo. Este € um indicio de que ocorreu sua
producao neste meio de cultivo, mesmo que em baixas quantidades.
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FIGURA 4.15 - Cromatogramas do extratos fungicos em caldo de arroz (partigao
com acetato de etila). Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecao:
20 pL. Monitoramento em 216 nm. (A) e (D): cromatogramas mostrando toda a
analise, (B) e (E): cromatogramas expandidos, (C) e (F): regides de eluicdo dos
meroterpenos expandidas.

Nos extratos miceliais produzidos em caldo arroz, com e sem glicose,
houve também a detecgcdo de metabdlitos secundarios, como pode ser visto pela
Figura 4.16. Pelos cromatogramas ilustrados, nota-se que os metabdlitos fungicos
detectados nos extratos miceliais estdo também em baixas concentragbes, dadas as
baixas intensidades dos picos. Ha uma pequena diferenciacdo em relagdo ao
numero de picos do cromatograma do micélio com glicose (Figura 4.16C) e sem
glicose (Figura 4.16F).
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FIGURA 4.16 - Cromatogramas do extratos fungicos em caldo de arroz (micélio).
Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS.
Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B
por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™". Volume de injecéo: 20 pL. Monitoramento em
216 nm. (A) e (D): cromatogramas mostrando toda a analise, (B) e (E):
cromatogramas expandidos, (C) e (F): regides de eluicdo dos meroterpenos
expandidas.

Nestes extratos de caldo de arroz foi possivel verificar também que os
espectros de ultravioleta dos picos eluidos entre 15 e 35 minutos, tanto nos extratos
produzidos na presenca quanto na auséncia de glicose, se mostraram idénticos
entre si, possuindo um unico maximo de absor¢cdao em 200 nm. Estas substancias
possuem o mesmo perfil de absorgédo de alguns dos meroterpenos em estudo.

O filtrado do caldo de arroz foi diluido em agua destilada e utilizado
também como meio de cultura artificial do fungo P. brasilianum. Os modos de
preparo, cultivo e extracdo foram especificados nas seg¢des 3.4 e 3.5. Neste
experimento estudou-se também a influéncia da adicdo de glicose na producao de
metabdlitos pelo fungo. A Figura 4.17 a seguir ilustra os cromatogramas dos extratos
obtidos a partir da particido deste meio liquido com acetato de etila.

Nota-se, através dos cromatogramas da Figura 4.17, que tanto no
filtrado de arroz com glicose quanto no sem glicose os picos dos compostos s&o
muito pouco intensos, mesmo com a inje¢ao de 20 yL de amostra. Mesmo que a
absorcao destes analitos sejam baixas no ultravioleta, o que pode ser comprovado
pelos seus espectros de absorgcdo, a quantidade dos mesmos nos extratos
provavelmente € muito pouca também. No cromatograma expandido F, pode-se
notar alguns picos diferenciados em relagédo ao cromatograma C, como os de tempo
de retencdo em 17,76; 18,19 e 30,54 minutos.

Os espectros de ultravioleta dos compostos eluidos na regidao dos
meroterpenos para o filtrado de arroz com e sem glicose sdo muito parecidos entre
si, € possuem um unico maximo de absor¢cao em 200 nm. Seus perfis de absorg¢ao
também coincidem com os dos padrées de meroterpenos analisados, fortalecendo a
hipétese de que estes analitos tenham sido produzidos neste meio artificial. Os
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extratos miceliais do cultivo em filtrado de caldo de arroz também foram analisados,
e seguem ilustrados na Figura 4.18.

Pelos resultados da Figura 4.18, observa-se que os extratos miceliais
do fungo cultivado no filtrado de caldo de arroz possuem também uma baixa
concentracdo de analitos, principalmente no meio de cultivo com glicose (Figura
4.18C). Provavelmente este meio, assim como os outros meios liquidos derivados do
arroz estudados, nao suprem as necessidades nutricionais para uma alta produgao
de metabdlitos pela espécie fungica, mesmo com a adi¢gao de glicose como fonte de
carbono. Porém, o crescimento da massa micelial nestes meios artificiais ocorreu de
forma satisfatoria.

Os espectros de ultravioleta dos compostos eluidos na regidao dos
meroterpenos, para os meios de filtrado de arroz (extrato micelial) com e sem
glicose, mostraram também um perfil muito semelhante entre si, com maximos em
200 nm. A unica excecao foi o espectro relativo ao composto eluido em 30,55
minutos, do extrato micelial sem glicose (Figura 4.18F), que apresentou também um
maximo de absorcdo menos intenso em torno de 245 nm, e um outro maximo ainda
menos intenso em 270 nm. Este espectro em questdo ndo se parece com nenhum
espectro dos meroterpenos de interesse, podendo-se tratar, portanto, de um
composto diferenciado presente neste extrato.
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FIGURA 4.17 - Cromatogramas do extratos fungicos em filtrado do caldo de arroz
(particdo com acetato de etila). Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada
a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Elui¢gado gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecao:
20 pL. Monitoramento em 216 nm. (A) e (D): cromatogramas mostrando toda a
analise, (B) e (E): cromatogramas expandidos, (C) e (F): regides de eluicdo dos
meroterpenos expandidas.
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FIGURA 4.18 - Cromatogramas dos extratos fungicos em filtrado do caldo de arroz
(micélio). Fase estacionaria: Luna 5 n C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda
de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a
100% B por 38 minutos. Vazdo: 1,0 mL min'. Volume de injecdo: 20 pL.
Monitoramento em 216 nm. (A) e (D): cromatogramas mostrando toda a analise, (B)
e (E): cromatogramas expandidos, (C) e (F): regides de eluicdo dos meroterpenos
expandidas.

O arroz cozido do qual se produziu o caldo de arroz foi também
inoculado com o fungo, com o objetivo de se verificar se ainda existiam, nos gréos,
nutrientes capazes de propiciar o crescimento fungico e a produgdo de
meroterpenos. O cromatograma do extrato fungico em arroz cozido esta mostrado
na Figura 4.19 (C e D). Foi possivel verificar a produgdo de varios metabdlitos
secundarios por P. brasilianum neste meio de cultivo, mesmo apos a extragdo do
caldo de arroz a partir dos seus graos. O perfil cromatografico deste extrato fungico
se mostra praticamente idéntico ao do experimento realizado anteriormente, em
arroz sem cozimento prévio, mostrado na Figura 4.9 (pagina 42). Os cromatogramas
destes dois experimentos seguem ilustrados na Figura 4.19, de maneira
comparativa.

Comparando os cromatogramas expandidos B e D da Figura 4.19, foi
possivel observar que existem poucas diferengas entre os dois no intervalo de 15 a
30 minutos. No extrato de arroz, por exemplo (cromatograma B), os picos em 16,84
e 17,56 minutos ndao aparecem na analise do extrato de arroz cozido, assim como o
pico em 32,46 minutos. Estas diferencas podem ser devido a producao de diferentes
metabdlitos pelo fungo nos dois meios ou mesmo a diferenga de compostos proprios
da matriz. Nao se pode deixar de lado o fato de esses diferentes estudos terem sido
realizados em periodos diferentes, durante os quais podem ter ocorrido mudangas
de temperatura, iluminacgao, diferengcas de umidade no meio de cultura, entre outros
fatores, que podem acarretar diferenciagdes no metabolismo fungico.
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FIGURA 4.19 - Cromatogramas dos extratos fungicos em arroz (A e B) e em arroz
cozido (C e D). Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™. Volume de injecdo: 5 pL.
Monitoramento em 216 nm. (A) e (C): cromatogramas mostrando toda a analise, (B)
e (D): regido de eluicao dos meroterpenos expandida.

No cromatograma do extrato de arroz cozido (Figura 4.19 C e D) os
espectros relativos aos picos com tempos de retengdo em 16,34; 18,14; 20,36;
22,91, 23,32; 24,17; 27,13 e 30,34 minutos (Figura 4.20) sdo muito diferentes dos
espectros dos meroterpenos de estudo; todos os outros apresentam um perfil de
absorcao semelhante ao dos compostos de interesse, cujos maximos de absorgéo
estdo apresentados na Tabela 4.2 (pagina 36). Esta semelhanga nas absor¢des dos
varios compostos presentes no extrato torna as analises dos meroterpenos por
ultravioleta menos confiavel, visto que os picos podem ser referentes a outras
classes de compostos, e ndo os meroterpenos.O espectro em 34,63 é relativo ao
padrao final utilizado na analise.
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FIGURA 4.20 - Espectros de absorcdo no ultravioleta relativos aos picos eluidos
entre 15 e 35 minutos, ilustrados na Figura 4.19D (arroz cozido), que apresentam
padrées de absorgao diferentes dos meroterpenos.

4.3.1.5 - Meio de leite de soja

O fungo P. brasilianum foi cultivado em leite de soja a fim de verificar a
viabilidade do uso deste meio de cultura. O cromatograma do extrato produzido a

partir da particdo do meio liquido com acetato de etila esta representado na Figura
4.21.
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FIGURA 4.21 - Cromatograma do extrato fungico em leite de soja (particdo com
acetato de etila). Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&do: 1,0 mL min™. Volume de injecdo: 20 uL.
Monitoramento em 216 nm. (A) cromatograma mostrando toda a analise, (B) regido
de eluicdo dos meroterpenos expandida.

Pelo cromatograma mostrado na Figura 4.21, nota-se que houve a
producao de varios metabdlitos fungicos neste meio de cultura, principalmente entre
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15 e 35 minutos, como pode ser observado pela Figura 4.21B expandida. Todos os
picos desta regido apresentaram espectros de absor¢do com maximos em 200 nm,
muito semelhantes aos meroterpenos. Porém, os seus tempos de retengdo nao
foram exatamente coincidentes aos dos padrdoes previamente analisados (Figura
4.8, pagina 41). O leite de soja mostrou ndo possuir nenhum composto interferente
na regido de eluicdo dos meroterpenos, como pode ser visto pelo grafico em
vermelho. Este foi 0 meio liquido que garantiu melhores resultados para a produgao
de metabdlitos secundarios pela espécie fungica, se comparado com os outros
utilizados.

Porém, nos meios soélidos, os extratos obtidos mostraram ser mais
complexos, pois o0s cromatogramas exibiram maior quantidade de picos,
principalmente nos extratos de arroz e trigo. Os picos cromatograficos destes
mostraram-se mais intensos, 0 que sugere uma maior quantidade dos compostos
presentes nas amostras.

O extrato micelial deste experimento também foi analisado, e seu
cromatograma segue ilustrado na Figura 4.22. Nele é possivel observar varios picos
relativos aos compostos produzidos pelo fungo neste meio liquido, e a maioria deles
eluem entre 15 e 35 minutos, como pode ser visto pela Figura 4.22B. Seus
espectros de absorgdo apresentam, na grande maioria, um uUnico maximo em 200
nm. As excegdes sao os espectros dos picos com tempos de retencéo 17,16; 17,64;
20,14 e 23,29 minutos (Figura 4.23).
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FIGURA 4.22 - Cromatograma do extrato fungico em leite de soja (micélio). Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™'. Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
(A) cromatograma mostrando toda a analise, (B) regido de eluicdo dos meroterpenos
expandida.

52



Resultados e Discussoes

17,16 min 17,64 min 20,14 min

200 225 250 275 300 325 350 200 225 250 275 300 325 350 200 225 250 275 300 325 350
nm nm nm

23,29 min

200 225 250 275 300 325 350
nm

FIGURA 4.23 - Espectros de absorcdo no ultravioleta relativos aos picos eluidos
entre 15 e 35 minutos, ilustrados na Figura 4.22B. (extrato de leite de soja — micélio),
que apresentam padrdes de absorcao diferentes dos meroterpenos.

4.3.1.6 - Meio Czapeck

O ultimo meio de cultura testado para o cultivo do fungo foi o meio
liguido Czapeck. A vantagem do uso deste meio de cultura € que seus extratos
geralmente ndo sdo muito complexos, o que facilita a visualizagcdo de alguma
diferenciagcdo que possa ocorrer no perfil metabdlico do fungo. Este fato pode ser
observado através do cromatograma apresentado na Figura 4.24 que se segue, do
extrato produzido pela particdo do meio com acetato de etila.
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FIGURA 4.24 - Cromatograma do extrato fungico em Czapeck (particdo com
acetato). Fase estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna-guarda
de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a
100% B por 38 minutos. Vazdo: 1,0 mL min". Volume de injecdo: 20 L.
Monitoramento em 216 nm. (A) cromatograma mostrando toda a analise, (B) regido
de eluicdo dos meroterpenos expandida.

O extrato fungico de acetato de etila produzido em meio Czapeck
apresenta picos com intensidades baixas, se comparado com os meios solidos
testados anteriormente. Seu perfil cromatografico € menos complexo, conforme o
esperado, como pode ser visto pelos cromatogramas apresentados na Figura 4.24.
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O cromatograma B expandido permite verificar a presenga de poucos compostos
que eluem na regido dos meroterpenos.

A maioria dos compostos deste extrato que eluem entre 15 e 35
minutos possui um perfil de absor¢ao semelhante ao dos padrées de meroterpenos
(Figura 4.8, pagina 41), com maximos em 200 nm. O pico em 19,22 minutos possui
também um maximo de absorcdo em 220 nm. O composto eluido em 25,86 minutos
possui um tempo de retencdo coincidente com o de um padrdo analisado
anteriormente, que elui em 25,89 minutos. O extrato micelial também foi analisado
por HPLC, sendo seu cromatograma ilustrado na Figura 4.25.
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FIGURA 4.25 - Cromatograma do extrato fungico em Czapeck (miceélio). Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
(A) cromatograma mostrando toda a analise, (B) regido de eluicdo dos meroterpenos
expandida.

O cromatograma do extrato micelial de Czapeck mostrou a presenga
de uma quantidade maior de diferentes analitos, se comparado com o extrato de
acetato de etila, embora seus picos também sejam pouco intensos, como pode ser
visto através da Figura 4.25. Varios compostos eluem na regido dos meroterpenos,
conforme apresentado na Figura 4.25B. Seus espectros de ultravioleta também se
mostraram semelhantes aos dos meroterpenos, exceto o pico em 27,15 minutos,
que apresentou dois maximos adicionais em 235 e 330 nm. Porém, nenhum deles
coincidiu em tempo de retencdo com os padrdes analisados previamente (Figura
4.8, pagina 41).

4.3.2 - Analises por HPLC-ESI-MS

4.3.2.1 - Analises dos padroes de meroterpenos

Nas primeiras analises de LC-MS, utilizou-se o modo de ionizagao por
ESI, pois, na época destas analises, o “probe” de APCI nao estava disponivel para
uso. Apesar de os meroterpenos em estudo serem ionizaveis tanto no modo positivo
quanto no modo negativo, optou-se pelo modo positivo visto que, em geral, este
modo de ionizagdo garante uma maior sensibilidade das analises, enquanto que o
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modo negativo traz uma maior informagdo estrutural das moléculas. A fase
estacionaria e o método cromatografico utilizados foram os mesmos das analises
por LC-DAD: coluna de ODS acoplada a uma coluna-guarda de ODS e o método 4,
descrito na segéo 3.9.1.

Inicialmente realizou-se a analise de uma mistura conhecida de
padrées de meroterpenos, a fim de se conhecer o tempo de retengcao preciso de
cada um. A mistura utilizada nesta analise continha os meroterpenos PSP-3, PSP-4,
PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-13, cujas estruturas moleculares foram mostradas
anteriormente na Figura 4.3 (pagina 35).

As Figuras 4.26 e 4.27 mostram os cromatogramas de ions
selecionados dos meroterpenos PSP-3, PSP-4, PSP-6 e PSP-8, PSP-9, PSP-13, os
cromatogramas de ions selecionados de seus adutos de sodio e os espectros de
massas de cada padrao analisado.

Os cromatogramas de ions-selecionados B, D e F da Figura 4.26
mostram que os adutos de sodio dos padrdes analisados foram uteis para a
confirmacdo dos tempos de retencdo reais dos mesmos, visto que, nos
cromatogramas de ions selecionados A, C e E, relativos as moléculas de
meroterpenos protonadas, ndo aparece apenas um unico pico, mas outros
provavelmente devido a impurezas presentes na mistura de padrdes. A coincidéncia
entre os tempos de retengédo dos picos presentes nos cromatogramas dos adutos de
sédio com um dos picos presentes em cada cromatograma das moléculas
protonadas da uma certeza maior em relacdo ao tempo de retencdo real dos
padrbes analisados.

Nos cromatogramas C e D da Figura 4.26, os picos referentes a m/z
459 com t. 28,14 minutos ([PSP4 + H]') em C, e m/z 481 com t. 27,37 minutos
(IPSP4 + NaJ]') em D ndo coincidem quanto ao tempo de retengdo. Porém, o
espectro de massas do pico cromatografico com t, 27,37 minutos (Figura 4.26D)
mostrou um pico bastante intenso de m/z 481, como pode ser visto no espectro
PSP-4 da Figura 4.26. Este fato fortalece a hipdtese de que o merotepeno PSP-4
tenha sido detectado na forma de aduto de sodio, e ndo como molécula protonada,
sendo este aduto bastante estavel devido a intensidade do pico de m/z 481, do
espectro de massas PSP-4. Portanto, provavelmente a espécie detectada no t; 28,14
minutos (cromatograma C) nao se trata do meroterpeno PSP-4 protonado.

O espectro de massas de PSP-3 também apresenta um pico muito
intenso referente ao seu aduto de sodio (m/z 579). O espectro de massas PSP-6
apresenta, além dos picos [M+H]" m/z 499 e [M+Na]* m/z 521, um pico de m/z 553,4
de maior intensidade, que provavelmente é devido a deteccdo da espécie
[M+MeOH+Na]".

Os adutos de sddio também foram uteis para confirmagao dos tempos
de retencdo dos meroterpenos PSP-8, PSP-9 e PSP-13, cujos cromatogramas de
ions-selecionados e espectros de massas estdo apresentados na Figura 4.27.
Porém, analisando os cromatogramas E ([PSP13 + H]" m/z 415) e F ([PSP13 + Na]”
m/z 437), observa-se que o pico em E ndo coincidiu em tempo de retengdo com
nenhum dos picos presentes em F. Somente com a analise de cada espectro de
massas foi possivel deduzir que o tempo de retengdo do meroterpeno PSP-13 é
28,16 minutos, detectado como um aduto de sdédio. Seu espectro de massas mostra
a presenca de um aduto ainda mais estavel: [PSP13 + MeOH + Na]" m/z 469.
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FIGURA 4.26 - Cromatogramas de ions selecionados dos meroterpenos PSP-3 (A),
PSP-4 (C) e PSP-6 (E) e de seus respectivos adutos de sodio (B, D e F). Abaixo, os
espectros de massas dos meroterpenos PSP-3, PSP-4 e PSP-6.
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FIGURA 4.27 - Cromatogramas de ions selecionados dos meroterpenos PSP-8 (A),
PSP-9 (C) e PSP-13 (E) e de seus respectivos adutos de sodio (B, D e F). Abaixo,
os espectros de massas dos meroterpenos PSP-8, PSP-9 e PSP-13.

Observando cuidadosamente os espectros de massas de PSP-4, na

Figura 4.26, e o espectro de PSP-8 na Figura 4.27, nota-se que os dois sao
idénticos, e apresentam picos relativos as espécies [PSP4 + Na]" m/z 481, [PSP8 +
H]" m/z 427 e [PSP8 + Na]’ m/z 449. Este fato indica que os meroterpenos PSP-4 e

PSP-8 coeluem num mesmo pico cromatografico. A andlise desta mistura de
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padrées por LC-DAD fortalece a hipétese pois, conforme visto na Figura 4.7 (pagina
40), existem apenas 5 picos cromatograficos na analise dos 6 meroterpenos.

A Tabela 4.3 a seguir apresenta os tempos de retencdo de cada
meroterpeno analisado via LC-DAD (equipamento de HPLC Shimadzu) e LC-ESI-MS
(equipamento de HPLC Waters), a partir da mistura dos padrées analisada. A
injecdo de cada padrao individualmente nao foi realizada porque ndo havia massa
disponivel de cada um dos meroterpenos puro.

TABELA 4.3 - Tempos de retencdo (HPLC-DAD e HPLC-ESI-MS) dos
meroterpenos .

Meroterpenos PM tg LC-DAD (min) tg LC-MS (min) [M+H]" [M+Na]’

PSP-3 556 21,95 22,6 557 579
PSP-4 458 26,58 27,37 459 481
PSP-6 498 20,89 21,56 499 521
PSP-8 426 26,58 27,39 427 449
PSP-9 460 25,89 26,70 461 483
PSP-13 414 27,29 28,16 415 437

"Analises realizadas aplicando-se o método 4, utilizando como fase estacionaria uma coluna Luna 5 p
C-18(2) acoplada a uma coluna guarda de ODS.

Pode ser observado, pelos dados da Tabela 4.3, que os tempos de
retencdo dos meroterpenos obtidos pela analise de HPLC-DAD sao diferentes em
relacdo aos mesmos obtidos pela analise de HLPC-ESI-MS. Isto se deve ao fato de
que os equipamentos de HPLC utilizados ndo foram os mesmos, ocasionando por
isso a diferenciacdo observada dos tempos de eluigcdo dos picos.

Sabendo-se os tempos de retencdo dos padrbes, o proximo passo foi
encontrar nos extratos fungicos substancias com tempos de retencdo e massas
iguais as fornecidas pela Tabela 4.3.

4.3.2.2 - Analises do extrato de arroz

A Figura 4.28 apresenta os cromatogramas de ions selecionados de
m/z relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sddio, e 0os espectros de massas
dos picos com tempos de retengao coincidentes aos da Tabela 4.3.

Observando os cromatogramas de ions selecionados da Figura 4.28,
pode-se notar a presenga de um pico em 22,61 minutos, relativo a uma espécie com
m/z 579. Estes dados coincidem exatamente com os relativos ao aduto de sédio do
meroterpeno PSP-3, como pode ser comprovado pelos resultados apresentados na
Tabela 4.3. Este é um forte indicio de que o meroterpeno PSP-3 realmente esteja
presente neste extrato fungico. As analises por HPLC-DAD mostradas na segao
4.3.1.1 ja indicaram uma provavel existéncia deste meroterpeno na amostra, devido
a presenca de um pico com t; 21,95 minutos e espectro de ultravioleta com maximo
em 200 nm (pagina 42). Além deste pico, foram detectados também outros dois,
ambos de m/z 445. Esta massa é referente aos meroterpenos PSP-1, PSP-2 e PSP-
11 produzidos por P. brasilianum. Estes padrées ndo foram analisados a fim de se
conhecer seus tempos de retengcdo. Porém, devido a grande intensidade de seus
picos no cromatograma de ions selecionados, e a coincidéncia de seus tempos de
retencdo também em outros extratos, como podera ser visto mais a frente, acredita-
se que alguns destes meroterpenos (ou até mesmo os trés) possam realmente estar
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presentes nas amostras. No entanto, com apenas estes resultados ndao se pode
afirmar que eles existam nos extratos fungicos.
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FIGURA 4.28 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sodio, encontrados em extrato de arroz. (A):
espectro de massas de [M+Na]" m/z 579 com t, 22,61 minutos. (B): espectro de
massas de [M+H]" m/z 445 com t. 23,38 minutos e (C): espectro de massas de
[M+H]" m/z 445 com t, 24,13 minutos. lonizacdo por ESI".

A Figura 4.29 apresenta os cromatogramas de ions selecionados do

branco do arroz, indicando a auséncia de picos referentes as espécies detectadas
no extrato com os mesmos tempos de retencdo. Desta forma, descarta-se a
possibilidade de que as espécies detectadas no extrato fungico de arroz sejam do
préprio meio de cultivo, pois elas estdo ausentes nos cromatogramas de ions
selecionados do extrato branco.
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FIGURA 4.29 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z 445 e m/z 579, no
branco de arroz. lonizagdo por ESI".

4.3.2.3 - Analises do extrato de trigo

A Figura 4.30 mostra os cromatogramas de ions selecionados de
alguns ions relativos a meroterpenos ou seus adutos de sédio, e os espectros de
massas dos picos com tempos de retengao coincidentes aos da Tabela 4.3 (pagina
58), detectados no extrato fungico de trigo.

Observa-se, no primeiro cromatograma de ions selecionados da Figura
4.30, a presenca de dois picos referentes a m/z 445 que eluem na regido dos
meroterpenos. Seus tempos de retencdo coincidem com os das mesmas espécies
detectadas no extrato de arroz, como pode ser visto pela Figura 4.28. Além destes
ions, outros com valores de m/z de interesse foram detectados: 437, que coincide
com a massa do aduto de sodio de PSP-13 e seu tempo de retencédo (28,18
minutos), 459 (tr 27,41 minutos) e 481 (i, 27,46 minutos), que podem estar
relacionados ao PSP-4, 557 e 579 (ambos com t; 22,57 minutos), que eluem com
tempo de retencdo semelhante ao do PSP-3, 427 (t; 27,43 minutos) e 449 (i, 27,38
minutos), podendo-se tratar do PSP-8, e os ions 499 e 521 (ambos com t. 21,49
minutos), que s&o um indicio da presenca do PSP-6 neste extrato.

Os espectros de massas dos picos cromatograficos de interesse,
apresentados na Figura 4.30, mostram que, com excecgao dos espectros relativos a
m/z 445 (E e F), todos os outros apresentam os picos dos supostos adutos dos
meroterpenos como 0s mais intensos do espectro. Em D, pode-se ver o pico do
provavel aduto de sdédio do PSP-13, de m/z 437 e também um pico referente a
[M+Na+MeOH]" m/z 469 de maior intensidade, circulado em azul. Pelo espectro C, a
hipotese de que os meroterpenos PSP-4 e PSP-8 estejam coeluindo fica reforgada,
pela presenca dos ions de m/z 427, 449 e 481 no mesmo espectro de massas. Em
B, pode-se notar a presenca de [M+H]" m/z 557 muito pouco intenso e seu aduto de
sodio [M+Na]” m/z 579, referentes ao PSP-3. Finalmente em A, observa-se os picos
de [M+H]" m/z 499, de [M+Na]" m/z 521 e de [M+Na+MeOH]" m/z 553, circulado em
azul, supostamente devido a presenga do meroterpeno PSP-6.
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URA 4.30 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
oterpenos ou seus adutos de sddio, encontrados em extrato de trigo. (A) a (F):
espectros de massas das espécies de interesse detectadas nos cromatogramas.

lonizagéo por ESI™.
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PT1_5ml 944 (24.267) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (936:951-(883:930+963:981)) 1: Scan ES+
100, 445.4 3.12¢6

F

LB

497.4
469.4 563.4
434 | 4004 7" sapa 20

PT1_5ml 906 (23.289) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (906:919-(876:897+931:977)) 1: Scan ES+
100, 445.4 4.406

=7 4344

423.5 485.3
. A g L7 DR

PT1_5ml 1095 (28.153) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (1091:1105-(1075:1086+1111:1124)) 1: Scan ES+
100~ <469.4 > 9.72e5

@ 535.4
2243 249.2 411 #55.5
,L161.217238 3 24927587 3533 i i |550.5 619.4

;
PT1_5ml 1065 (27.380) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (1061:1079-(1035:1049+1090:1107)) 1: Scan ES+
100+ 481.4 1.25e7

21 @ 532.4
427.5 J 518.41547.5
prrn b Ar

0 \ \ ey \ \
PT1_5ml 877 (22.543) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (872:886-(849:862+896:918)) 1: Scan ES+
1.62e7
100+ 579.5
<
4475 557.4 ¥595.4 611.5 677.5
; T T T : T T T ; T | T 4 i | T o AR T A —m
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 ggﬂ 575 600 625 650 675 700 725
PT1_5ml 833 (21.410) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (830:846-(807:824+856:872)) 1: Scan ES+
1004 3.54e6

A

<
(521.9537.4 s104
3835 405.4 k 561.4 [
0 T T T T r T 1 T T Gy S T T ) Y . Vo T T T T T — m/z
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725

FIGURA 4.30 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de
trigo. (A) a (F): espectros de massas das espécies de interesse detectadas nos
cromatogramas. lonizagéo por ESI”.

A Figura 4.31 ilustra os cromatogramas de ions selecionados do branco do trigo.
Nota-se que nestes cromatogramas ndo existe nenhum pico referente a ions com
valores de m/z citados na Tabela 4.3 (pagina 58) com tempos de retencéo
coincidentes. Desta forma, € possivel afirmar que as espécies de interesse
detectadas no extrato fungico de trigo ndo existem devido a substancias
caracteristicas do meio de cultura, mas sado de fato metabdlitos produzidos pelo

fungo.
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FIGURA 4.31 - Cromatogramas de ions selecionados do branco de trigo. lonizagao
por ESI".
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4.3.2.4 - Analises do extrato de milho

O extrato fungico de milho foi analisado via LC-ESI-MS e seus
cromatogramas de ions selecionados, assim como os espectros de massa dos picos
com tempos de retengado iguais aos dos meroterpenos estao ilustrados na Figura
4.32.

Pelos cromatogramas de ions selecionados da Figura 4.32 e os
espectros de massas (A) a (D), observa-se que alguns ions citados na Tabela 4.3
(pagina 58) estao presentes no extrato de milho, com tempos de retencéao iguais. O
ion de m/z 579 (espectro A), detectado em 22,62 minutos, pode indicar a presenga
do meroterpeno PSP-3 na amostra, e os ions de m/z 481 e 449 (espectro B),
indicam a presencga de PSP-4 e PSP-8, respectivamente, ambos coeluindo em torno
de 27,4 minutos. As analises anteriores do extrato de milho por HPLC-DAD ja
mostraram um pico cromatografico com mesmo espectro de absorgao e tempo de
retengcdo do PSP-3 (t. 21,71 minutos), o que fortalece a hipétese de este composto
ter sido produzido pelo fungo neste meio de cultura (sec¢do 4.3.1.3, pagina 44). Os
espectros C e D mostram a existéncia de espécies com m/z 445 que eluem entre 23
e 25 minutos no cromatograma. Como ja foi enfatizado anteriormente, ndo se pode
afirmar que estas espécies estao relacionadas aos meroterpenos PSP-1, PSP-2 ou
PSP-11, mas esta seria apenas uma hipotese.

O branco do milho (meio de cultivo ndo inoculado com o fungo) foi
também analisado, e os cromatogramas de ions selecionados estdo ilustrados na
Figura 4.33. Observa-se que nenhuma das espécies de interesse detectadas na
Figura 4.32, do extrato fungico de milho, estdo presentes nos cromatogramas do
branco. Portanto, pode-se afirmar que estes analitos sdo substancias realmente
produzidas pelo fungo.
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FIGURA 4.32 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sddio, encontrados em extrato de milho. (A) a (D):
espectros de massas das espécies de interesse detectadas nos cromatogramas.

lonizacédo por ESI*
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FIGURA 4.33 - Cromatogramas de ions selecionados do branco de milho. lonizagao
por ESI".

4.3.2.5 - Analises dos meios de caldo de arroz, filtrado do caldo de
arroz e arroz cozido

Os extratos fungicos de caldo de arroz foram analisados via LC-ESI-
MS a fim de se verificar a produgao de meroterpenos pelo fungo P. brasilianum
neste meio de cultivo.

A Figura 4.34 a seguir apresenta os cromatogramas de ions
selecionados da analise do extrato fungico de acetato de etila, produzido em caldo
de arroz sem glicose.
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FIGURA 4.34 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de caldo de arroz
sem glicose — partigdo com acetato de etila. lonizagéo por ESI".
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FIGURA 4.34 (CONTINUACAO) — Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de
caldo de arroz sem glicose — particido com acetato de etila. lonizagéo por ESI”.

Pela analise dos cromatogramas da Figura 4.34, é possivel notar que
nenhum dos picos cromatograficos detectados coincide em tempos de retengdo com
os meroterpenos citados na Tabela 4.3 (pagina 58). No cromatograma de ions
selecionados de [M+H]" 445 também nao foi detectada a presenca de espécies que
eluem na regido dos compostos de interesse.O extrato micelial deste experimento
também foi analisado, e os cromatogramas de ions selecionados estao ilustrados na
Figura 4.35 a sequir.
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FIGURA 4.35 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de caldo de arroz
sem glicose — micélio. (A): espectro de massa da espécie de interesse detectada no
cromatograma [M+Na]* 437. lonizag&o por ESI”.
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FIGURA 4.35 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de
caldo de arroz sem glicose — micélio. (A): espectro de massa da espécie de
interesse detectada no cromatograma [M+Na]* 437. lonizagéo por ESI”.

Como pode ser visto através dos cromatogramas da Figura 4.35, no
extrato micelial de caldo de arroz sem glicose também nao foi detectada nenhuma
espécie com m/z e tempo de retencado igual aos dos padrbes de meroterpenos.
Apenas no cromatograma de [M+Na]* 437 existe uma banda larga com seu maximo
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em 29,64 minutos, cujo espectro de massas esta representado na Figura 4.35A. De
fato, os ions de m/z 415 e 437, caracteristicos do meroterpeno PSP-13, aparecem
no espectro, porém, nado se pode afirmar precisamente o tempo de retengao deste
composto, visto que a base de sua banda cromatografica € muito larga, em torno de
7 minutos. Portanto, este composto pode ter eluido em 25 minutos ou até 31
minutos, tornando mais incerta a afirmacéo de que se trata do PSP-13 ionizado.

Estes resultados levam a conclusado de que é muito improvavel que os
meroterpenos de interesse tenham sido produzidos no meio de caldo de arroz sem
glicose. No entanto, ndo se pode descartar a hipotese de que eles possam existir
numa quantidade ndo detectavel nestas condi¢gdes de analise (ionizag&o por ESI), ja
que nas analises por HPLC-DAD os picos cromatograficos apareceram muito pouco
intensos, principalmente se comparados com os extratos de meios sélidos. Além
disso, os meroterpenos nao ionizam facilmente por ESI, o que pode ter diminuido
ainda mais a sensibilidade de detecc¢ao por esta técnica.

Os extratos fungicos produzidos no caldo de arroz com glicose também
foram analisados. Na Figura 4.36 seguinte estdo representados os cromatogramas
de ions selecionados da analise do extrato de acetato deste experimento.
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FIGURA 4.36 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de caldo de arroz
com glicose — partigdo com acetato. lonizagéo por ESI".
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FIGURA 4.36 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de
caldo de arroz com glicose — partigdo com acetato. lonizagéo por ESI".

Pode ser observado, pelos cromatogramas da Figura 4.36, que no
extrato de acetato de caldo de arroz com glicose nenhuma espécie relacionada aos
padrées de meroterpenos (com valores de m/z e t. semelhantes aos dos
meroterpenos) foi detectada. Os cromatogramas do extrato micelial deste mesmo
experimento encontram-se ilustrados na Figura 4.37.
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FIGURA 4.37 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de caldo de arroz
com glicose — micélio. (A) e (B): espectro de massa das espécies de interesse
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FIGURA 4.37 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados em extrato de
caldo de arroz com glicose — micélio. (A) e (B): espectro de massa das espécies de
interesse detectadas. lonizacdo por ESI”.

Como pode ser observado pelos cromatogramas e pelos espectros de
massas A e B da Figura 4.37, foram detectados alguns ions de interesse no extrato
micelial de caldo de arroz com glicose. No cromatograma de ions selecionados
[M+Na]® 579, em 22,76 minutos aparece um pico, e seu espectro de massas (A)
exibe os ions de m/z 557, 579 e 611, que podem estar relacionados ao meroterpeno
PSP-3, sendo m/z 557, o ion da molécula protonada, m/z 579 o aduto de sddio da
molécula e m/z 611 a molécula do meroterpeno ligada a uma molécula de metanol e
a um jon sodio. Nos cromatogramas de [M+Na]* 481 e [M+Na]" 449 existem picos
com tempos de eluicdo semelhantes aos dos meroterpenos PSP-4 e PSP-8, em
torno 27,4 minutos. O espectro de massas B apresenta os picos dos ions referentes
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a esses meroterpenos, circulados. Este resultado pode indicar que o fungo produziu
meroterpenos em meio de caldo de arroz com glicose.

Os extratos produzidos nos filtrados do caldo de arroz foram
igualmente analisados. A Figura 4.38 apresenta os cromatogramas de ions
selecionados da analise do extrato fungico de acetato de etila, do filtrado de caldo de
arroz sem glicose.
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FIGURA 4.38 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sddio, encontrados no extrato de filtrado de caldo
de arroz sem glicose — partigdo com acetato. lonizagéo por ESI™.
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FIGURA 4.38 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados no extrato de
filtrado de caldo de arroz sem glicose — particdo com acetato. lonizagéo por ESI.

Pelos cromatogramas da Figura 4.38, foi possivel constatar que
nenhum ion caracteristico dos meroterpenos de interesse, tanto os adutos de sédio
como as moléculas protonadas, foi detectado no extrato de acetato deste
experimento, nos tempos de retengdo citados na Tabela 4.3 (pagina 58). Desta
forma, pode-se dizer que, ou estes meroterpenos realmente nao foram produzidos
pelo fungo neste meio, ou eles estdo presentes em quantidades muito pequenas
neste extrato, por isso nao foram detectados nestas condicbes de analise
empregadas.

A Figura 4.39 a seguir ilustra os cromatogramas de ions selecionados
do extrato micelial do filtrado do caldo de arroz sem glicose. E como pode ser visto,
assim como no extrato de acetato de etila, no extrato micelial do filtrado de arroz
sem glicose também nao foi detectado nenhum ion caracteristico dos meroterpenos
em estudo. Este meio de cultivo provavelmente nao supriu as necessidades
nutricionais necessarias para a produgéo destes metabalitos pela espécie fungica.
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FIGURA 4.39 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sodio, encontrados no extrato de filtrado de caldo

de arroz sem glicose — micélio. lonizacéo por ESI".
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FIGURA 4.39 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sdédio, encontrados no extrato de
filtrado de caldo de arroz sem glicose — micélio. lonizagdo por ESI™.

Este meio de cultivo também foi testado com glicose adicional, e a
analise de seu extrato de acetato apresentou os seguintes resultados, ilustrados na
Figura 4.40.
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FIGURA 4.40 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sodio, encontrados no extrato de filtrado de caldo
de arroz com glicose — partigdo com acetato. lonizagéo por ESI”.
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FIGURA 4.40 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados no extrato de
filtrado de caldo de arroz com glicose — particdo com acetato. lonizacéo por ESI".
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Nenhum dos cromatogramas de ions selecionados apresentados na
Figura 4.40 mostrou picos na regido de eluigdo dos meroterpenos de interesse.
Mesmo com a adicdo de glicose ao meio, provavelmente as necessidades
nutricionais do fungo n&o foram supridas a fim de se produzir grandes quantidades
dos metabdlitos de interesse.

O extrato fungico micelial do filtrado de caldo de arroz com glicose foi
igualmente analisado, e seus cromatogramas estdo apresentados na Figura 4.41
que se segue.
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FIGURA 4.41 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados no extrato de filtrado de caldo
de arroz com glicose — micélio. lonizag&do por ESI”.
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FIGURA 4.41 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sdédio, encontrados no extrato de
filtrado de caldo de arroz com glicose — micélio. lonizagdo por ESI™.

Também no micélio ndo foi detectado nenhum ion relacionado aos
meroterpenos, como observado na Figura 4.41, ja que nenhum dos picos
cromatograficos presentes nos cromatogramas de ions selecionados mostrou
tempos de retengao semelhantes aos apresentados na Tabela 4.3 (pagina 58).

As andlises por LC-APCI-MS poderdo dar melhores resultados em
relacdo a sensibilidade das analises. No entanto, os resultados de LC-ESI-MS
mostram que os meios liquidos derivados do arroz nao foram muito adequados para
o cultivo da espécie P. brasilianum visando a otimizacdo da produgdo de
meroterpenos, provavelmente devido a falta de nutrientes necessarios para isso. O
unico extrato que mostrou a existéncia de ions caracteristicos de meroterpenos com
tempos de retengcdo semelhantes aos registrados na Tabela 4.3 foi o extrato micelial
do caldo de arroz com glicose (ver pagina 72, Figura 4.37). Nele, foram detectados
ions que podem estar relacionados aos meroterpenos PSP-4, PSP-8 e PSP-3. O
ultimo extrato deste experimento a ser analisado foi o extrato fungico de arroz
cozido. Seus cromatogramas de ions selecionados estéo ilustrados na Figura 4.42.
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FIGURA 4.42 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados no extrato de arroz cozido.
lonizag&o por ESI™.
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FIGURA 4.42 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados no extrato de
arroz cozido. lonizagéo por ESI”.

Conforme visto na Figura 4.19 (pagina 50), das analises do extrato de
arroz cozido por LC-DAD, o perfil cromatografico do extrato de arroz cozido mostrou-
se muito semelhante ao do extrato de arroz sem cozimento prévio. Neste extrato
foram detectados varios metabdlitos secundarios. Pelas analises de LC-ESI-MS,
porém, observa-se que no arroz cozido o unico ion detectado com m/z e tempo de
retencdo semelhante ao dos meroterpenos de interesse foi o ion de m/z 481, com
tempo de retencédo 27,26 minutos. Seu espectro de massas (A) apresenta um pico
de maior intensidade, relativo a esta espécie, que se acredita ser um aduto de sodio
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do meroterpeno PSP-4. Seu tempo de retengcdo, no entanto, estda um pouco
deslocado em relacdo ao encontrado pela analise da mistura dos padrbes: 27,37
minutos. No extrato fungico de arroz sem cozimento prévio, no entanto, foram
detectados outros ions com provavel relagdo com os meroterpenos.

4.3.2.6 - Analises dos extratos de leite de soja

O extrato fungico de acetato produzido em leite de soja também foi
analisado via LC-ESI-MS, e os cromatogramas de ions selecionados adquiridos
estdo ilustrados na Figura 4.43. Estes cromatogramas mostram que nenhum ion
relacionado aos meroterpenos foi detectado no extrato fungico de acetato produzido
em leite de soja. Os picos detectados nos cromatogramas de ions selecionados néo
possuem tempos de retengdo semelhantes aos encontrados para a mistura dos
padroes analisada (Tabela 4.3, pagina 58). Este fato pode ser resultado da nao
producao de meroterpenos pelo fungo, ou da existéncia de pouca quantidade dos
compostos neste extrato, quantidade esta ndo detectavel pela técnica analitica
utilizada
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FIGURA 4.43 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sodio, encontrados no extrato fungico de soja
(particio com acetato). lonizagéo por ESI”.
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FIGURA 4.43 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sodio, encontrados no extrato fungico
de soja (particdo com acetato). lonizacéo por ESI".

O extrato micelial deste experimento foi igualmente analisado, e a

Figura 4.44 apresenta os cromatogramas de ions selecionados adquiridos. Observa-
se que estes cromatogramas de ions selecionados do extrato micelial produzido em
leite de soja também ndo apresentaram nenhum ion relacionado aos meroterpenos
de interesse, em tempos de retengcéo semelhantes aos dos padrdes.

84



Resultados e Discussoes

soja_s_glicEml_etan4i Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
44.36 445
100 2.18e7

[M+H]" 445

46.28
T80 T nlan T 5000 20.00 25.00 30,00 3500 | 4000 | 45.00 50.00 55.00 6000 _
s_glicml_etan4i Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
27.56 34.68 481
1198 1424 1865 6.8 35.63 4536 55.02 56.89 1448695

105354 757

22.9924.07 62.39

+
M+Na]* 481
0 T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
soja_s_glic5ml_etan4i Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
4433 459
100
o1 653257 53.37 55.74 60.56 ©00¢5
157 552 924 1252 14.83158521.9193 492766 ° 773 33.6036.74
=1 +
+H]" 459
0 T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
soja_s_glic5ml_etan4i Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
579
100 3432 2.51e7
+ +
[M+Na]*579
0 T T T T T T T T T T T T 7 T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
soja_s_glic5ml_etan4i Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
557
100 53,37 + 1.81e6
[M+H]" 557
. 16.70 20.99  27.28 30.67 32.78 34.76 s5.7456.64 6231
185 500564  14.19°>'5 1883 38.59 5289 \ 20122 ;

44104703

0 T T T T T T T T T T T T T T T = Ti
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 me
soja_s_glicbml_etan4i Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
437
100 2969 3.63¢6

+
[M+Na]" 437
LEE 34.35 36.33
24.81 28.49 53.40 5561
1.802.50 749 11.011252 17551852 44.23 45 414811 61,59

500 | 1000 | 1500  20.00 25.00 30,00 35.00 40,00 4500 | 5000 | 5500 60.00
soja_s_glicbml_etan4i Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
44.33 415
100 3.85e7
[M+H]" 415
<
45.13 5330
0 TR T TTITT TR T OIS OIS RIS I TOITY OIS T T
soja_s_glicsmi_etandi Sm (Mn, 1x37 15.00 20.00 2500 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 661" Scan ES+
38.07 483
100 2.40e6
e as1e 09 FNA+NA]" 483
#7 55.1057-
62.13
0 T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
soja_s_glicbml_etan4i Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
23.09 461
1004 1.41e6
+
18.81
12.8014.16 461
241,10 3 574.67 10.00 25.30
0

Time
5.00 10.00 15.00 2000 | 2500 | 3000 3500 40,00 45.00 50.00 55.00 6000

FIGURA 4.44 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sédio, encontrados no extrato fungico micelial de
soja. lonizagéo por ESI".
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FIGURA 4.44 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sodio, encontrados no extrato fungico
micelial de soja. lonizagdo por ESI”.

4.3.2.7 - Analises dos extratos de Czapeck

O ultimo meio de cultura analisado foi o de Czapeck, e seus extratos
foram igualmente analisados por LC-ESI-MS. A Figura 4.45 apresenta os
cromatogramas de ions selecionados do extrato de acetato de etila. Este extrato de
meio liquido também mostrou ser pobre em meroterpenos, visto que nenhuma
espécie foi detectada com m/z e tempos de retencdo semelhantes aos dos
meroterpenos em estudo.

meiofungo3_acet_10ml Sm (Mn, 4x2) 1: Scan ES+
44.27 445
1004 4.07e7

[M+H]" 445

o "R hn in'on
meiofungo3_acet_10ml Sm (Mn, 4x2)
1009 3773 44.27
11.98 19321717 2112 ¢ 527592875

1500 | 2000 | 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 _
1: Scan ES+

53.12 9446 56.18 62.70

574 7.28

T T T T T T T T T T T T T T T
00 1000 1500 20 00 25 N0 3000 LY} 40 0n 45 0N /N 0N RA NN AN NN

FIGURA 4.45 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sodio, encontrados no extrato fungico de Czapeck
(particio com acetato). lonizagéo por ESI”.
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FIGURA 4.45 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sodio, encontrados no extrato fungico
de Czapeck (particido com acetato). lonizacdo por ESI".
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O extrato micelial deste experimento foi igualmente investigado via LC-
ESI-MS, e os cromatogramas resultantes estédo ilustrados na Figura 4.46 a seguir.
Nota-se também nestes cromatogramas a auséncia de ions relacionados aos
meroterpenos de interesse, visto que os tempos de retencdo dos picos detectados
nao coincidem com os apresentados na Tabela 4.3.
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FIGURA 4.46 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos ou seus adutos de sdodio, encontrados no extrato fungico de Czapeck
(micélio). lonizag&o por ESI”.
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FIGURA 4.46 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos ou seus adutos de sddio, encontrados no extrato fungico
de Czapeck (micélio). lonizagdo por ESI™.

4.3.3 - Analises por HPLC-APCI-MS

Apos o conserto de probe de APCI, todas as analises restantes foram
realizadas utilizando esta técnica de ionizagcdo. As analises ja feitas por ESI foram
repetidas, visto que haveria uma possibilidade maior de deteccdo dos meroterpenos
por APCI. Conforme pode ser observado pelas estruturas moleculares dos
meroterpenos em estudo, ilustradas na Figura 4.3 (pagina 35), estas moléculas nao
possuem sitios basicos ou acidos, e também sao moléculas de média a baixa
polaridade, o que dificulta sua ionizacdo em solugao, quando se utiliza o probe de
ESI. O probe de APCI, por sua vez, € uma boa alternativa para a ionizacao destes
compostos, pois ela ocorre na fase gasosa.

Desta forma, os resultados obtidos por LC-APCI-MS foram uteis para
confirmar a auséncia de meroterpenos em alguns extratos, e para detectar outros
meroterpenos nao detectaveis por LC-ESI-MS.
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4.3.3.1 - Analises dos padroes de meroterpenos

Infelizmente, no periodo em que se realizaram as analises por LC-
APCI-MS, a coluna analitica C-18 que foi utilizada para otimizacdo do método
cromatografico para separagao dos meroterpenos foi perdida. Por isso, optou-se por
usar uma coluna synergi para as analises seguintes.

Para o desenvolvimento do novo método cromatografico utilizou-se
uma mistura de padrdoes contendo os meroterpenos PSP-1, PSP-3, PSP-4, PSP-6,
PSP-8, PSP-9 e PSP-13. A Figura 4.47 apresenta os cromatogramas de ions
selecionados obtidos pela andlise de full-scan no modo positivo da mistura de
meroterpenos, e 0s espectros de massas dos picos cromatograficos.

Pelos espectros de massas da Figura 4.47, nota-se que, exceto em B’, os
picos de [M+H]" dos meroterpenos sdo os de maior intensidade em cada espectro. O
fato da n&o ocorrréncia de adutos de sddio destes compostos nas analises com o
probe de APCI é muito importante para os experimentos confirmatérios, de ions
produto, porque quanto maior a quantidade da molécula de interesse protonada,
maior sera, também, a quantidade de ions produto caracteristicos de cada
composto, aumentando a sensibilidade destas analises.

O espectro de massas B’, relativo ao meroterpeno PSP-4, € o unico que
apresenta o pico da molécula protonada menos intenso. Se este ion realmente esta
relacionado ao meroterpeno PSP-4, provavelmente este composto esta presente em
menor quantidade na mistura de padrdes. E possivel também que, devido &
coeluicao de trés dos padroes analisados — PSP-4, PSP-8 e PSP-9 — a ionizagao do
PSP-4 tenha sido suprimida, diminuindo a sensibilidade de deteccdo deste
composto. Uma outra possibilidade é que, na verdade, este ion de m/z 459 esteja
relacionado a alguma impureza presente na mistura de padroes.
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FIGURA 4.47 - Cromatogramas de ions selecionados dos meroterpenos PSP-1 (E),
PSP-3 (A), PSP-4 (B), PSP-6 (C), PSP-8 (D), PSP-9 (F) e PSP-13 (G). Abaixo, (A’ a
G’), seus respectivos espectros de massas. Analise por LC-APCI-MS no modo
positivo.
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FIGURA 4.47 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados dos
meroterpenos PSP-1 (E), PSP-3 (A), PSP-4 (B), PSP-6 (C), PSP-8 (D), PSP-9 (F) e
PSP-13 (G). Abaixo, (A’ a G’), seus respectivos espectros de massas. Analise por
LC-APCI-MS no modo positivo.

O recurso tandem (LC-APCI-MS-MS) também foi aplicado na analise
desta mistura de meroterpenos, a fim de se adquirir mais informacao estrutural a
respeito de cada composto, sendo possivel atribuir com maior certeza a existéncia
destes padrdes em extratos complexos. Os cromatogramas resultantes deste
experimento estdo mostrados na Figura 4.48.
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FIGURA 4.48 - Cromatogramas da mistura de padrées de meroterpenos obtidos via
LC-APCI-MS-MS.

Os espectros de massas dos meroterpenos PSP-1, PSP-3, PSP-4,
PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-13, obtidos via LC-APCI-MS-MS, estdo apresentados
na Figura 4.49, e os esquemas 4.1 a 4.6 trazem as propostas de fragmentagao
desses compostos.
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Pelos espectros de massas mostrados na Figura 4.49, pode-se ver que

nao foi possivel obter os ions produto do meroterpeno PSP-4, j4 que o espectro
obtido em seu tempo de retencéo ¢é igual ao do meroterpeno PSP-8.

A Tabela 4.4 mostra os tempos de retencdo dos padrdes de

meroterpenos determinados via LC-APCI-MS e LC-APCI-MS-MS.
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FIGURA 4.49 - Espectros de massas dos padrées de meroterpenos PSP-1, PSP-3,
PSP-4, PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-13, obtidos via APCI no modo positivo com 24
eV de energia de colisao.
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FIGURA 4.49 (CONTINUACAO) - Espectros de massas dos padrdes de
meroterpenos PSP-1, PSP-3, PSP-4, PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-13, obtidos via
APCI no modo positivo com 24 eV de energia de colisdo.

[M+H]* 415

o
m/z 347

ESQUEMA 4.1 - Proposta de fragmentagéao para o meroterpeno PSP-13.
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o
+og \
H
[M+H] 461
l- CH30H

o]

m/z 411

m/z 393

ESQUEMA 4.2 - Proposta de fragmentagao para o meroterpeno PSP-9.
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426 [M+H] 427 m/fz 357

498 [M+H] 499 m/z 457

m/z 439

ESQUEMA 4.4 - Proposta de fragmentagao para o meroterpeno PSP-6.
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[M+H] 557 m/z 539

l- CHyCOOH \ CHyCOOH

o]

|
/\0

m/z 497 m/z 479

l— CH,CO

m/z 437

ESQUEMA 4.5 -

Proposta de fragmentagao para o meroterpeno PSP-3.
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‘T\OH

(o}

\
o}
+

m/z 395

ESQUEMA 4.6 - Proposta de fragmentagao para o meroterpeno PSP-1.

TABELA 4.4 - Tempos de retencdo (LC-APCI-MS e LC-APCI-MS-MS) dos
meroterpenos analisados pelo método descrito na secio 3.9.3.

Meroterpenos PM tg LC-MS (min) tr LC-MS-MS [M+H]"
(min)
PSP-1 444 23,40 23,73 445
PSP-3 556 17,38 17,60 557
PSP-6 498 16,38 16,65 499
PSP-8 426 20,73 20,91 427
PSP-9 460 20,63 20,86 461
PSP-13 414 21,21 21,51 415

4.3.3.2 - Analises do extrato de arroz

Os extratos fungicos dos diferentes meios de cultura foram novamente
analisados com o intuito de tentar detectar outros meroterpenos além daqueles ja
detectados por LC-ESI-MS, visto que a técnica de ionizagdo por APCI se mostrou
mais eficiente para estes compostos.

A Figura 4.50 mostra os cromatogramas de ions selecionados da
analise de full scan do extrato fungico de arroz. Nela, os picos cromatograficos
apontados pelas flechas sao referentes aos ions de mesmo valor de m/z e com
tempos de retencado coincidentes aos dos meroterpenos citados na Tabela 4.4. No
cromatograma de ions selecionados [M+H]" 445 ndo se detectou nenhum ion com
tempo de retengdo semelhante ao do padrdo PSP-1. Os resultados desta analise
sugerem, entdo, a presenga dos meroterpenos PSP-3, PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-
13 no extrato de arroz. Em cada espectro de massas apresentado (relativo aos picos
cromatograficos marcados), o pico referente a [M+H]" esta circulado. Foi possivel
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notar que os espectros de massas dos ions de m/z 415, 461 e 427 sao similares,
pois seus picos cromatograficos coeluem.

A Figura 4.51 mostra os cromatogramas de ions selecionados do
branco do arroz. Estes cromatogramas confirmam a auséncia dos ions relacionados
aos meroterpenos de interesse que foram encontrados no extrato fungico de arroz
(Figura 4.50). Portanto, pode-se afirmar que estes compostos ionizados sao
metabdlitos do fungo P. brasilianum.

PAT30_LCCIFSPa3 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
100- 21,72 415

e

26,24 29,81

0
250 | 500 | 750 | 10,00 | 1250 | 1500 = 17,50 | 20,00 @ 22,50 | 2500 ' 2750 ' 30,00 = 32,50 3500 ' 37,50 = 40,00

PAT30_LCCIFSPa3 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

21,24 461

1001 6.20e7

+
15,31 +
22,89 26,42 27,65 012 [I\/I H] 461

"T250 | 500 | 7,50 | 1000 | 12,50 | 1500 | 17.50 | 2000 | 2250 = 2500 @ 27,50 30,00  32.50 3500 @ 37.50 = 40.00
PAT30_LCCIFSPa3 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

427
100+ 21’21/ 4,138

30,39

[ T T T T T T T T T T T

250 | 500 | 750 | 1000 | 1250 | 1500 = 17.50 | 2000 | 2250 | 2500 ' 2750 ' 3000 = 3250 3500 @ 3750 = 40.00
PAT30_LCCIFSPa3 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

499
100+ 16’83/ 1,75e8

+
, [M+H]" 499
]
30,19
250 | 500 | 750 | 1000 = 1250 = 1500 | 17,50 | 2000 | 2250 ' 2500 = 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 @ 37,50 40,00
PAT30_LCCIFSPa3 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
557
100 1781 2,04e8
+
19,60
[M+H]" 557
=
20,86
"T250 | 500 | 750 | 1000 | 1250 1500  17.50 = 20,00 = 2250 = 2500 27,50 30,00  32.50 3500 = 37,50 = 40.00
PAT30_LCCIFSPa3 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
18,64 445
100+ i [r 1+H]+ 4451.84e7
] 2117 93 852570 27,85 32,73
35,74 37,96
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
250 | 500 | 750 | 1000 = 1250 = 1500 | 17.50 | 2000 | 2250 ' 2500 = 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 ' 37,50 40,00
PAT30_LCCIFSPa3 627 (21,482) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (625:645-(575:600+691:703)) 1: Scan AP+
427,5 1,83e7
1004 .
+
[M+H]* 415
=
459,5
) 457,5\L 4915
0 W vl SEPUED | N -
PAT30_LCCIFSPa3 618 (21,172) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (613:633-(550:577+695:726)) 1: Scan AP+
3,38e7
1004 ©
+
: [M+H] 461
o]
459.5
415,53 45
e e A Siiauataiass

FIGURA 4.50 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de arroz e seus respectivos espectros de
massa. lonizagdo por APCI".
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PAT30_LCCIFSPa3 618 (21,172) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (611 :634-(570:589+655:676)) 1: Scan AP+
3,02e7
100

[M+H]" 427

459,5
o 41?,5 y
200 250 240260 " 280 300 | 320 340 | 360 " 380 400 | 430 440 460 480 500 | 520 | 540 560 580 " 600 620 | 640
PAT30_LCCIFSPa3 499 (17,095) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (479:504-(423:437+520:536)) 1: Scan AP+
439,5 2,02e7
1004 ’ +
e
3804 3945 531,5
e b JErahC ) k.
PAT30_LCCIFSPa3 514 (17,608) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (510:527-(465:477+545:560)) 1: Scan AP+
5575 1,76e7
1004 : +
M-+H]" 557
R 439,5 589,5
3645 380,5 596,6
0 SO U G e 5395 A £

FIGURA 4.50 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de arroz e seus respectivos
espectros de massa. lonizagéo por APCI".

PAT50_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2)
0,

10

%

1: Scan AP+
30,05 5 agég
[M+H]* 415 |
36,08
6,25 37,48

250 | 500 | 750 10,00 1250 = 1500 = 17,50 = 20,00 = 2250 2500 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 = 37.50 ' 40,00
PAT50_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
30,12 461
100- A 34,30 9,81e5
[M+H]+ 461 e 36,25 37,35 °
<] 39,40
0.27 341 6,49 9,87 15,41 17,94

Time
250 | 500 | 7,50 10,00 1250 1500 = 17,50 = 20,00 = 22,50 2500 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 = 37.50 ' 40,00
PAT50_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
29,30 427
"[M+H]* 427 |
[ B3
9.37 14,97

250 | 500 | 7,50 @ 10,00 12,50 ‘ ‘ ‘ ‘

1500 17,50 | 20,00 | 22,50 2500 @ 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500

37,50 | 40,00
PAT50_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
! 30,67 499
100 2,4567
M+H]" 499
]
37,17
250 | 500 | 750 | 1000 = 1250 @ 1500 = 17.50 = 20,00 ' 22550 2500 = 27,50 = 30,00 = 32,50 = 3500 37,50 40,00
PAT50_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
! 30,39 557
100 + 1,176
[M+H]* 557
9\0’
9401845 g5 710 92211041292 1582 17,74

250 | 500 | 7,50 10,00 1250 = 1500 17,50 = 20,00 ‘ ‘ "'3750 | 40,00

1: Scan AP+

2250 | 2500 | 27,50 | 30,00 3250 35,00

FIGURA 4.51 - Cromatogramas de ions selecionados do branco de arroz. lonizagao
por APCI".
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4.3.3.3 - Analises do extrato de trigo

O extrato fungico de trigo também apresentou alguns ions de interesse,
como pode ser visualizado pelos cromatogramas (picos marcados com flechas) e
espectros de massas da Figura 4.52.

PAT31_LCCIFSPa1 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
21,65 415
100 4,46e7
=
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T d
2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,50 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 37,50 40,00
PAT31_LCCIFSPa1 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
27,71 461
100 21,27 / 8,62e7
1520 M+H]" 461
=
25,02 26,06
0 T T T T T T T T T T 7 Time

250 | 500 | 7,50 1000 12,50 = 1500 = 17,50 = 20,00 = 22,50 2500 = 27,50 30,00 = 3250 @ 3500 ' 37.50 ' 40,00
PAT31_LCCIFSPa1 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

427
100 2124 g¢— 5,57e8

%
|

1176 26,02

0 T T T T T T

250 | 500 | 750 | 1000 12,50 = 1500 = 17,50 = 20,00 = 22,50 2500 27,50 30,00 = 3250 @ 3500 ' 37.50 ' 40,00
PAT31_LCCIFSPa1 Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

499
100 16,804— 2,23¢8

[M+H]" 499

%
|

24,44 30,72
0
250 500 750 | 1000 | 1250 | 1500 = 17,50 = 20,00 22,50 2500 27,50 = 30,00 32,50 = 3500 = 37,50 40,00
PAT31_LCCIFSPal Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
17,80 557
100 4,40e8
[M-+H]* 557
20,03 22,72
0
250 500 750 1000 | 1250 = 1500  17.50 20,00 22550 2500 ' 27,50 = 30,00 = 3250 3500 37,50 40,00
PAT31_LCCIFSPal Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
30,55 445
e 18,59 27,71 29,93 31,38 3,87e7
A 25,06 + +
1948 H| 445
R 21,34
(o T T T T 7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
2,50 5,00 750 1000 1250 1500 17,50 20,00 2250 2500 27,50 30,00 3250 3500 37,50 40,00
PAT31_LCCIFSPal 624 (21,409) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (623:647-(586:600+685:700)) 1: Scan AP+
1,88¢7
100- 4275
=] 459,5 [M+I I] 415
(4155) 457,5\‘ 4916
0 ey T \l T
PAT31_LCCIFSPal 607 (20,824) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (597:607-(571:586+639:651)) 1: Scan AP+
7,116
100- 4275
1 G55 [M+H]" 461
2054 2514 2654 457, 510,4
411,5 1
Ot e b A A A e AR R A e e e P M/Z
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620

FIGURA 4.52 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de trigo e seus respectivos espectros de
massa. lonizacao por APCI".
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PAT31_LCCIFSPa1 619 (21,237) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (613:628-(571:585+645:661)) 1: Scan AP+

100+ [ M + ] 42 7 427, 4,97e7
| B
459,5
0 —— -
PAT31_LCCIFSPat 499 (17,111) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (483:501-(435:450+517:529)) 1: Scan AP+
439,5 3,47e7
100+ }
+
. [M+I I] 499 (4995)
3804 3945 531,5
423 5 ’
0 e ‘ N
PAT31_LCCIFSPal 518 (17,765) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (513:526-(460:477+544:552)) 1: Scan AP+
557 4,32e7
" [M+H]" 557 ’
= 589,5
4395 L 596,6
0 -~ ‘ 4%? 7 G LS e

FIGURA 4.52 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de trigo e seus respectivos
espectros de massa. lonizagéo por APCI".

Como pode ser observado pelos cromatogramas de ions selecionados
e pelos espectros de massas da Figura 4.52, no extrato de trigo foram encontrados
também todos os ions relacionados aos padrées de meroterpenos citados na Tabela
4.4 (PSP-3, PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-13), exceto em relagdo ao PSP-1, como
pode ser visto pela auséncia de um pico cromatografico com mesmo tempo de
retengdo deste padrdo no cromatograma [M+H]" 445. A ionizagdo por APCI se
mostrou mais eficiente para a analise destes compostos, visto que, utilizando ESI,
néo foram detectados todos estes meroterpenos no extrato de trigo.

A amostra de branco do trigo foi igualmente analisada, e seus
cromatogramas de ions selecionados (Figura 4.53) mostram a auséncia de ions de
m/z e tempos de retencdo iguais aos dos meroterpenos. Este resultado comprova
que as substancias encontradas no extrato fungico de trigo sao relativas a
metabdlitos secundarios do fungo, e muito provavelmente aos padrdes em estudo.
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PAT69_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2)

[M+H]" 415

5,93

%
|

1: Scan AP+

16,35 18,43 1983

1004

%
|

100+

"T250 | 500 | 7,50 | 10,00 | 12,50 1500 17,50 = 20,00 = 22,50 ' 2500 27,50 = 3000 3250 = 3500 = 37.50 ' 40,00
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1,88¢6
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250 | 500 | 750 | 1000 12,50 = 1500 = 17,50 = 20,00 2250 2500 27,50 = 30,00 = 32,50 ' 3500 ' 37,50 40,00
PAT69_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
35,01 427
35,80 2,52¢6
31,42
30,74 32,89

[M+H]" 427

7,50

"T250 | 500 710,00

PAT69_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2)
100-

[M+H]" 499

1250 | 1500 17,50 | 20,00 22,50 | 2500 = 27,50 = 30,00 @ 32,50 = 3500 = 37.50 40,00
1: Scan AP+
30,49 499
3,26e6
32,96
33,98 37,91

0

250 | 500 | 750 10,00

PAT69_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2)

M+H]* 557

3,54

0 T T

1250 | 1500 | 17,50 | 20,00 22,50 | 2500 = 27,50 30,00 = 32,50 = 3500 = 37.50 40,00
1: Scan AP+
36,38 557
9,42¢5
32,07
30,87 33,16

17371813 2178

24,89

250 | 500 | 750 1000

FIGURA 4.53 - Cromatogramas de ions selecionados do branco de trigo. lonizagao

por APCI".

1250 | 1500 17,50 | 2000 22,50 = 2500 = 27.50 30,00 = 32,50 = 3500 = 37.50  40.00

4.3.3.4 - Analises do extrato de milho

O extrato obtido através do cultivo do fungo em milho foi igualmente
analisado via LC-APCI-MS, e os resultados mostrados na Figura 4.54 revelaram a
existéncia de ions provavelmente relacionados aos meroterpenos PSP-3, PSP-6,
devido a coincidéncia dos valores de m/z e tempos de
relacdo ao
foi detectado nenhum ion com m/z e tempo de retencao
iguais aos deste padrdo no extrato, ja que o ultimo espectro de massas da Figura

PSP-8, PSP-9 e PSP-13,
retencdo das espécies
meroterpeno PSP-1, ndo

selecionadas nos cromatogramas. Em

4.54, relativo ao pico cromatografico em 23,76 minutos (do cromatograma [M+H]
445), nao apresentou um pico com m/z 445.

A Figura 4.55 apresenta os cromatogramas do branco do milho, nos
quais nao foram detectados ions relacionados aos meroterpenos de interesse,
conforme ja era esperado.
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PAT29_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2)
1004

%
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/ 1: Scan AP+
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66 2604
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1004 2,78e7
[M+H]" 499
<]
31,20 35,27
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& 4595
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415,5 J
o] s S B manas sanes
PAT29_LCCIFSPa 624 (21,217) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (602:670-(508:577+718:791)) 1: Scan AP+
4275 7,00e6
100-
= 459,5 [ ]
457 4915
415,5
G\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\\\\l\\\\\\\\\\\\\m/z
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PAT29_LCCIFSPa 624 (21,217) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (617:635-(574:593+648:666)) 1: Scan AP+
1,46e7
100-
[M+H]" 427
461,5
4435
0 o Gl W

FIGURA 4.54 - Cromatogramas de

ions selecionados de m/z relativos aos

meroterpenos encontrados no extrato de milho e seus respectivos espectros de

massa. lonizacdo por APCI".
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A
PAT29_LCCIFSPa 523 (17,783) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (517:533-(457:476+543:561))
1004

@ e e
- [M+H]* 557

PAT29_LCCIFSPa 501 (17,034) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (485:501-(420:444+509:529))

1: Scan AP+
439,5 1,38e7
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22332514 284 380.4 3945

’ 4994
S N Ty of (s B D)
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FIGURA 4.54 (CONTINUACAO)

Cromatogramas de ions selecionados de m/z

relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de milho e seus respectivos
espectros de massa. lonizagéo por APCI".
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T T T T T T T T T T T T T 1 Time
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250 | 500 50
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1750 2000 | 2250 | 2500 @ 27,50
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%
|
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37,34
250 | 500 | 750 1000 = 1250 ' 1500 ‘
FSPa Sm (Mn, 4x2)

0,06

[M+H]* 557

50 | 500 750 | 1000 1250

1500 | 17,50 | 20,00 | 22,50 | 2500 @ 27.50 3000 = 32,50 = 3500 37,50 40,00

10661162 13 57 15141774

: 1000 1250 | 1500 = 17,50 = 20,00 = 2250 = 2500 ' 27.50
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FIGURA 4.55 - Cromatogramas de ions selecionados do branco de milho. lonizagao
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4.3.3.5 - Analises dos meios de caldo de arroz, filtrado do caldo de
arroz e arroz cozido

Como foi visto pelas analises dos extratos dos meios liquidos derivados
do arroz via LC-ESI-MS, na secdo 4.3.1.4, somente dois ions relacionados aos
padrées de meroterpenos foram detectados, no extrato micelial do caldo de arroz
com glicose. As novas analises com o probe de APCI, porém, trouxeram resultados
mais sensiveis em relagdo a existéncia ou ndo dos compostos de interesse nestes
meios.

A Figura 4.56 apresenta os cromatogramas de ions selecionados do
extrato de acetato do caldo de arrroz sem glicose, e os espectros de massas dos
picos com tempos de retencdo semelhantes aos dos meroterpenos. A presenca
neste extrato de ions com valores de m/z e tempos de retengcdo semelhantes aos
apresentados na Tabela 4.4 (pagina 98) é um forte indicio da produgdao de
meroterpenos pelo fungo neste meio de cultura. As analises por APCI permitiram a
deteccdo destes compostos, mesmo podendo eles estar em pequenas
concentracdes. Nota-se que no espectro de massas de [M+H]" 415, o pico relativo
ao meroterpeno protonado ndao é o de maior intensidade. O suposto pico do
meroterpeno PSP-9 (em 21,53 minutos, no cromatograma [M+H]" 461) esta
deslocado em torno de 1 minuto em relagdo ao tempo de retengao obtido para o
composto analisado na mistura dos padrdes. E também né&o foi possivel visualizar o
pico de m/z 461 no seu espectro de massas. No cromatograma de ions
selecionados [M+H]" 445, ndo foram detectados ions com tempo de retengéo
semelhante ao do padrdao de meroterpeno PSP-1 (t 23,73 minutos). Pelos
resultados apresentados, portanto, é possivel sugerir que apenas os meroterpenos
PSP-3, PSP-6, PSP-8 e PSP-13 estejam presentes neste extrato fungico.
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250 | 500 | 750 | 1000 | 1250 | 1500 = 17.50 = 20,00 = 22,50 = 2500 27,50 ' 30,00 ' 32,50 = 3500 = 37.50 40,00
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PAT40_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
M+H]" 427 ap 4
[M+H] | |

1,91 2,80

100

23,34 2543 3035 3381 3599

6,08 7,68 10,15 15,89.16,57

2“50 S.bO 7“50 ‘ 10,‘00 ‘ 12150 ‘ 15,‘00 ‘ 17150 ‘ 20,‘00 ‘ 22150 ‘ 25,‘00 ‘ 27150 ‘ 30,‘00 ‘ 32150 ‘ 35“00 ‘ 37150 ‘ 40“00

FIGURA 4.56 — Cromatogramas de ions selecionados de m/z realtivos aos
meroterpenos encontrados no extrato de de caldo de arroz sem glicose — particao
com acetato de etila, e seus espectros de massas. lonizagéo por APCI".
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PAT40_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2)

| [M+H]" 499

167 372 632

1: Scan AP+
30,70

250 500 1000 | 12550 | 1500 | 17,50

PAT40_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2)

" [M+H]" 557

1,80

17,98

7,45

40,00
1: Scan AP+

2000 22,50 | 2500 | 2750 30,00 3250 | 3500  37.50

3052 3387 5099

2,‘50 ‘ 5.60 ‘ 7,‘50 10100 12:50 15‘,00 ‘ 17150 ‘

20100 ‘ 22:50 25100 27150 30:00 ‘ 32150 ‘ 35,‘00 37150 40,‘00

PAT40_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
100+ + 22,18 7 3?42
r 1 I I 1 1 ;o€
[ ] 5 31,24 26.20
2 ,2037,94
18,80 27,86 32,71 A 39,04
054201 4,3 015 14,52 15 51 25,77 27,

0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Til
2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,50 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 37,50 40,00|me
PAT40_LCCIFSPa 648 (22,181) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (633:649-(579:616+672:744)) 1: Scan AP+
4275 4,45e4
1007 + 4455
IM+H]* 415
] 4595
223,1| 2333
: 2534 307,3 385,6 j
2757 w04 3724 (2153 4917 5605
0+
PAT40_LCCIFSPa 622 (21,292) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (615:639-(572:609+670:694)) 1: Scan AP+
4275 71704
I [M+H]" 461
=1 2253 4596
223’511 2333 2772 307639713393 37203017 4153 457’6\L
O-hhtbmss s cabetrnsatt Ao ropsnhl g mt o ottt bttt st rob bt e b e e Mz
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620
PAT40_LCCIFSPa 622 (21,292) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (620:638-(581:600+656:671)) 1: Scan AP+
8,85e4
"l [M+H]* 427 &
) 4595
2255 2757 307, 494
s Al U S L AN W L - 1
PAT40_LCCIFSPa 494 (16,916) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (491:499-(460:474+513:533)) 1: Scan AP+
100, 7y4+ 2,064
[M+H].499
o]
3576 3724
289,4 330,7 3918

551,4 579,8 596,4605,8

PAT40_LCCIFSPa 524 (17,942) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (516:531-(479:499+548:577)) 1: Scan AP+
@’ 9,69e4
"1 [M+H]* 557
® A 589,5
225,3
2431 359,5
RN G L) GO O L LI 106N

FIGURA 4.56 (CONTINUACAO) — Cromatogramas de ions selecionados de m/z

realtivos aos meroterpenos encontrados

no extrato de de caldo de arroz sem glicose

— particdo com acetato de etila, e seus espectros de massas. lonizacdo por APCI".

Da mesma forma que no extrato de acetato, no extrato micelial também
foram detectados ions provavelmente relacionados aos meroterpenos, como pode
ser visto pelos cromatogramas e espectros de massas da Figura 4.57. Apesar de os
cromatogramas de ions selecionados [M+H]" 461 e [M+H]" 415 apresentarem picos

com tempos de retencdo semelhantes

aos dos meroterpenos PSP-9 e PSP-13,

respectivamente, seus espectros de massas ndo mostraram os picos dos ions em
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questdo, como é observado nos espectros

[M+H]* 461 e [M+H]' 415. O

cromatograma de ions selecionados [M+H]" 445 também n&o apresentou nenhum
pico com tempo de retencdo coincidente ao do padrdao PSP-1. Com estes

resultados, pode-se dizer que é mais provavel a

existéncia dos meroterpenos PSP-

3, PSP-6 e PSP-8 no extrato micelial de caldo de arroz sem glicose. Pelos
resultados de full scan nada se pode falar sobre a existéncia dos meroterpenos
PSP-9 e PSP-13 neste extrato, visto que os picos dessas moléculas protonadas nao
apareceram nos seus respectivos espectros de massas.

PAT42_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
415
" [M+H] 415
. 15,36 21474
R® ) 39,77
125214,30 29,19
143 347 552 907972 1% 2345 2594
"T250 | 500 | 750 | 1000 | 1250 | 1500 | 17,50 | 20,00 | 22550 | 2500  27.50 = 30,00 @ 32,50 3500 = 37,50 ' 40,00

PAT42_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
461
"I [M+H]" 461

1,05 3,13 10,58 2642 2080 32093397
250 500 | 750 1000 | 1280 | 1500 | 1780 | 2000 | 2250 | 2500 | 2750 | 80.00 | 3250 | 8500 | 5750 | 4000
PAT42_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) e 1: Scan AP+

 [M+H] 427 JL e

250 500 | 750 | 1000
PAT42_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2)

1 [M+H]" 499

0,54 2,35

22‘,50 ‘

1250 | 1500 | 17,50 | 20,00

16,69

2500 | 2750 | 3000 3250 3500

3750 | 40,00
1: Scan AP+
499
8,52e5
30,59 3858

33,11 33,90

[o;
2,50 ‘ S,bO 7,50 ‘ 10100 ‘ 12,‘50 ‘ 15‘,00 ‘ 17,‘50 ‘ 20100 ‘ 22150 ‘ 25100 ‘ 27150 ‘ 30100 ‘ 32150 ‘ 35,‘00 ‘ 37150 ‘ 40,‘00
PAT42_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) A/ 1: Scan AP+
17,68 557
1004 5,116
[M+H]" 557
< 37,52
o] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,50 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 37,50 40,00
PAT42_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
18,50 445
1 [M+H]" 445
< 37,55
31,8532,71 35,81

15,32 16,42

1,02 7,20 9,62

[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,50 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 37,50 40,00
PAT42_LCCIFSPa 617 (21,095) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (613:633-(567:590+653:668)) 1: Scan AP+
427.6 7,33¢5
100+ ’
[M+H]* 415
R
459,6
457.,5
0 R ‘L \

Figura 4.57 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos

meroterpenos encontrados no extrato de caldo
seus espectros de massas. lonizagdo por APCI".
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PAT42_LCCIFSPa 617 (21,095) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (609:623-(576:588+644:656)) 1: Scan AP+
4276 9,4265
100+ ,
+
[M+H]* 461
R
459,6
0 L L RS R A A A R LN R LA LA AR A AN B LS B A L AN N A B LA AN A A LS KA NSRS RARAN NARR RN LAY KA MRS RRAAS AARRS KBNS /.
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 me
PAT42_LCCIFSPa 617 (21,095) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (606:628-(566:586+650:676)) 1: Scan AP+
7
100+ @ 8085
+
. [M+H]* 427
4596
0 y ASARARARMS
PAT42_LCCIFSPa 499 (17,066) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (468:507-(393:435+553:636)) 1: Scan AP+
439,5 3,165
1004 ,
+
[M+H]" 499
1 380,5 %67.5
J 2282 25742754 l 4256 § 4534 ,® 531,5 L 569.5
PAT42_LCCIFSPa 517 (17,680) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (499:528-(454:476+544:568)) 1: Scan AP+
5575 4,40e5
100+ < s )
+
.. [M+H]'557
589,6
380,5
S B G, < S . 22 -

FIGURA 4.57 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de caldo de arroz sem glicose —
micélio, e seus espectros de massas. lonizacdo por APCI".

Os extratos de caldo de arroz com glicose foram igualmente
analisados, e como pode ser visto pelos resultados apresentados na Figura 4.58, no
extrato de acetato foi possivel detectar todos os ions relacionados aos meroterpenos
da Tabela 4.4 (pagina 98) nos seus respectivos tempos de retencédo, exceto em
relacdo ao padrdao PSP-1, visto que seu cromatograma de ions selecionados nao
apresentou um pico caracteristico do composto. Os espectros de massas ilustrados
apresentam os picos dos ions de interesse, que estdo circulados. Dessa forma, é
possivel sugerir que os meroterpenos PSP-3, PSP-6, PSP-8, PSP-9 e PSP-13
tenham sido produzidos pelo fungo neste meio de cultura.
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1: Scan AP+
PAT41 LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2 37,49 415

¥l [M+H] 415

14,30
9,07.9,72 1252

29,19

1,43 3,47 552 23,45 2594
0 T ; A m B AR B L n L A sAAEL aa kR B RS A nasRsaRa RO huaas s
2,50 5,00 750 10,00 1250 1500 17,50 20,00 2250 2500 27,50 30,00 3250 3500 37,50 40,00
1: Scan AP+
AT41_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2 21,03 461

B IM+H]" 461

29,80 32,093397

1,05 3,13 10,58

Tim
250 500 | 750 | 1000 1250 = 1500 @ 17.50 20,00 2250 2500 = 27.50 = 30,00 3250 = 3500 37,50 40,00
PAT41_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

e a2 e

2,083,75 6,69 7,58

T T T T T T T T e

100+,

9,4611,00

[0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,50 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 37,50 40,00
PAT41 LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
0,06 499
100" + 3,36e6
1s[M+H]" 499
53
, 30,66 39,45
] 16,74 ; ;
362 533 112 864 41,07 12,20

250 | 500 | 750 = 10,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

1250 | 1500 | 17.50 | 20,00 | 22550 | 2500 = 27.50 = 30,00 @ 3250

3500 | 37,50 | 40,00
PAT41 LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
17,63 &~ 557
| [M+H]" 557
0,06 37,43

3,82 7,31 BN
0] T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,50 25,00 27,50

30100 32150 35‘,00 37,‘50 40‘,00
PAT41 LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
100 VV8 + 1 3342
,02€e
IM+H]" 445
&7 3,685,090 724 18,52 39,01
868 11,10 442 21,3321,94 2529 30,11 33,91

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
2,50 5,00 7.50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,50 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 37,50 40,00
1: Scan AP+
2,86e5
100+ 4275 e
+
. [M+H]" 415
459,5
491,5
369,5 1550 4414 m 557,3
0 T ke T ‘\L\ T
1: Scan AP+
3,14e5
1004 4275 €
+
... [M+H] 461
457,
N P D P
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\L\w“ﬂﬁ\\\‘\L\\\\\\\\\\\\\m/z
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620
1: Scan AP+
3,54e5
10 @ e

[M+H]" 427

457,5
4155 4435 h[461’5 489,5
ehae Nitre HE—4

FIGURA 4.58 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de caldo de arroz com glicose — partigdo com
acetato, e seus espectros de massas. lonizagéo por APCI".
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1: Scan AP+

499,4 9,10e4

100+ +
[M+H]" 499 w0
<]
531,5
2 aae 2075 21913074 55653 MDA 91T az5s a734 | 5154 |
1: Scan AP+
100- + @ 84095
[M+H]* 557
*7 589,5
439,5 539,5
0 Ty A

FIGURA 4.58 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de caldo de arroz com glicose —
particdo com acetato, e seus espectros de massas. lonizacédo por APCI".

No extrato fungico micelial de caldo de arroz com glicose foram
detectados também alguns ions de interesse, como pode ser visto na Figura 4.59.
Os picos cromatograficos apontados pelas flechas e seus respectivos espectros de
massas destacam a presenca de ions relativos aos meroterpenos PSP-3, PSP-6,
PSP-8, PSP-9 e PSP-13.

PAT45_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

[|\/|+|-|]+ 415 AT

21,43
12 16,61

32,78 33,94 34,59

6087585 90 11,04 1237

0
TT250 | 500 | 750 | 10,00 12,50 | 1500 | 17,50 | 20,00 22550 | 2500 | 27.50 30,00 32,50 3500  37.50 ' 40,00
PAT45_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) + 1: Scan AP+
37,43 461
100- [M+H] 461 / 1,23¢6
0, 15,24 21,33

e

2,49 3,72

6,73 7,27 g0 11,24 12,23 31,9934,73 36,27

[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
250 | 500 | 750 | 1000 | 12550 | 1500 1750 | 2000 | 22550 | 2500 = 27.50 | 30,00 | 32,50 = 3500 = 37:50 = 40.00
PAT45_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
0,06 37,47 427
100- + / 5,26¢6
M+H]" 427 2119
0,85 38,36

= 2,083,75
669758 9,4611,00
15,62

250 | 500 = 750 1000 = 1250 1500 1750 ‘ ‘ ‘ ‘

20100 22150

2500 | 27,50 | 3000 32,50 | 3500 37,50 40,00
PAT45_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
100,0:06 + 499
. 3,36¢6

1,05 J:M+H] 499 / 37,47
1,5
e\° ’ 16,74 39,45
3,62 5,33 7,72 8,64 11,07 12 20

77250 | 500 | 750 | 10,00 1250 = 1500 17,50 = 2000 22550 = 2500 2750 = 3000 3250 3500  37.50  40.00
PAT45_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
17 557
’GSA/ 1,26e7

™ [M+H]*557

37,43

"T250 | 500 | 750 | 10,00 | 1250 | 1500 | 17,50 = 20,00 = 22550 ' 2500 @ 27.50 30,00 = 3250 = 3500 ' 37.50 40,00

3,82 7,31

FIGURA 4.59 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de caldo de arroz com glicose — micélio, e
seus espectros de massas. lonizagdo por APCI".
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PA145_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

w0% [M+H]" 445 ek

368509 724500 4410

14,42 21,3321,94 2529

0

Time
250 | 500 750 | 10,00 1250 = 1500  17.50 = 20,00 = 22,50 = 2500  27.50 = 30,00 = 32,50 3500 = 37,50 40,00

PAT45_LCCIFSPa 619 (21,190) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (617:637-(570:603+672:716)) 1: Scan AP+

| [M+H]* 415

459,5

4915
1 557,4
0 aaay b
PAT45_LCCIFSPa 619 (21,190) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (608:648-(509:582+688:746)) 1: Scan AP+
4275 2,22e5
1004 ,
+
[M+H]* 461
=] 4595
2554 3535 36953575 4154 ) 4415 :.@

Obrrprrrrrr e e e e b b e b I e miz
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620
PAT45_LCCIFSPa 619 (21,190) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (611:628-(579:590+651:667)) 1: Scan AP+
100+ 3,54e5

+
[M+H]" 427
= 4575
41551 4435 u‘461,5 489,5
0 e S Qe
PAT45_LCCIFSPa 498 (17,053) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (481:499-(439:454+513:532)) 1: Scan AP+
100, %994 9,10e4
+
[M+H]" 499 4394
2575 3074 371,4380,4 531s
2231 5 279,1 307, 4380,4 391,7
Ot thebsitt g o 205 e b s e K AT3E R 5134 L
PAT45_LCCIFSPa 516 (17,668) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (498:529-(427:474+563:602)) 1: Scan AP+
100+ 8,40e5
+
[M+H]" 557
<]
589,5
439,5 539,5
0 ey el

FIGURA 4.59 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de caldo de arroz com glicose —
micélio, e seus espectros de massas. lonizagdo por APCI".

Os extratos de filtrado do caldo de arroz, analisados por LC-APCI-MS
também mostraram a presenga de alguns meroterpenos. A Figura 4.60 ilustra os
cromatogramas de ions selecionados e o0s espectros de massas da analise do
extrato fungico de acetato de etila, do cultivo em filtrado de caldo de arroz sem
glicose. Observando o cromatograma de ions selecionados de [M+H]" 415, nota-se
que nao foi detectado nenhum ion com este valor de m/z na regido de eluigdo dos
meroterpenos. No cromatograma de [M+H]" 445, n&o existe nenhum pico
cromatografico com tempo de retengédo 23,73 minutos, que é o tempo de retengéo
do padrdo PSP-1. O cromatograma de [M+H]" 461 apresenta um pico intenso em
21,13 minutos, porém seu espectro de massas nao mostra um pico relativo a um ion
de valor de m/z 461. Os outros cromatogramas e espectros de massas sugerem a
existéncia dos meroterpenos PSP-3, PSP-6 e PSP-8 neste extrato fungico, devido a
deteccao de ions com m/z 557, 499 e 427.
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PAT38_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

1007 [M +H]+ 415 30,01 37.38 4,7‘31;2

38,17

%

2,42 3,61

6,38 730 g 55 11,19 1310 1539 16211826 21,37 5347 2625 2823

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
2,50 5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,50 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 37,50 40,00
PAT38_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
w [M+H]* 461 e 40865
15,26 :
11,20 21,91 30,93
=1 4,06.467522658 873 11,91 28,78

25,29

¢ Time
250 | 500 = 750 = 1000 = 1250 = 1500 = 17.50 2000 2250 = 2500 = 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 ' 37.50 40,00

PAT38_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

v [M+H]* 427 21,13 35506

0
250 | 500 = 750 | 1000 = 1250 = 1500 = 17.50 2000 2250 2500 = 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 ' 37.50 40,00
PAT38_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
30,65 499
o [M+H]* 499 _

16,79

1,15

250 | 500 = 750 | 10,00 = 1250 = 1500 = 17.50 2000 = 2250 = 2500 = 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 ' 37.50 40,00
PAT38_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

1004 [M+H]+ 557 17,71 21506

39,12
0,06 ,
2,04344 467 4

0
250 | 500 | 750 = 1000 = 1250 1500 17,50 20,00 = 2250 = 2500 = 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 ' 37.50 @ 40,00

PAT38_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

445
1007 [M+H]+ 445 18,57 37,38 3,65e5

18,02 ,
39,22
0,20

129 347 617 73345 1007 1474 1680 2519 2772

[ Time
250 | 500 = 750 | 1000 = 1250 = 1500 = 17.50 20,00 2250 = 2500 = 27,50 = 30,00 = 3250 = 3500 ' 37.50 40,00
PAT38_LCCIFSPa 616 (21,060) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (611:630-(558:586+663:704)) 1: Scan AP+

1007 [M + H] + 46 1 4275 3,325

%
|

459,6
509,6

(0] m/z
200 | 220 | 240 | 260 280 | 300 | 320 ' 340 | 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 | 600 620
PAT38_LCCIFSPa 616 (21,060) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (610:627-(563:586+645:674)) 1: Scan AP+

"l [M+H]* 427 < |

459,6
0 LA

509,6

PAT38_LCCIFSPa 495 (16,928) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (478:499-(408:445+541:594)) 1: Scan AP+

439,5 1,385
™ [M+H]* 499
380,4 / 557,6
254 2yS PT03 3074 1 4235 53114 -

%
|

PAT38_LCCIFSPa 520 (17,783) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (511:524-(467:478+547:557)) @ 1: Scan AP+

1004 [M+H]+ 557 2,20e5

%
|

589,5

4394
SUES hrad bardd

FIGURA 4.60 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de filtrado de caldo de arroz sem glicose —
particdo com acetato, e seus espectros de massas. lonizagéo por APCI*
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O extrato fungico micelial do filtrado de caldo de arroz sem glicose foi
igualmente analisado (Figura 4.61) e em todos os cromatogramas de ions
selecionados adquiridos, exceto no de [M+H]" 445, foi possivel observar picos de
ions provavelmente relacionados aos meroterpenos da Tabela 4.4 (pagina 98), com
tempos de retengcdo semelhantes. Porém, o espectro de massas do pico com tempo
de retengdo 21,06 minutos, do cromatograma de [M+H]" 461, ndo apresentou
nenhum ion com m/z 461. Desta forma, € muito provavel que somente os
meroterpenos PSP-13, PSP-8, PSP-6 e PSP-3 estejam presentes neste extrato.

PAT39_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
. 29,97 37,45 415
100 1 4,25e5
[M+H]* 415 X
39,06

15,29
17,37 20,38

0,67 317 5,05

8,12 9,42

0

"T250 | 500 | 750 | 10,00 1250 = 1500 = 17,50 = 2000 ' 22550 | 2500 = 2750 = 30,00 = 32,50 = 3500 ' 37,50 ' 40,00
PAT39_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
100- 21,064/ 461

[M+H]* 461 6

1,94 2,83 515 679 g 70

29
26,11 27,99
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FIGURA 4.61 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de filtrado de caldo de arroz sem glicose —
micélio, e seus espectros de massas. lonizacdo por APCI".
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FIGURA 4.61 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de filtrado de caldo de arroz sem
glicose — micélio, e seus espectros de massas. lonizagéo por APCI".

Alguns ions relacionados aos meroterpenos também foram detectados
nos extratos fungicos de filtrado de caldo de arroz com glicose. O extrato de acetato
deste experimento foi analisado via LC-APCI-MS, e os cromatogramas de ions
selecionados e os espectros de massas dos ions de interesse estao ilustrados na
Figura 4.62.
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FIGURA 4.62 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de filtrado de caldo de arroz com glicose —
particio com acetato, e seus espectros de massas. lonizacédo por APCI".
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FIGURA 4.62 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de filtrado de caldo de arroz com
glicose — partigdo com acetato, e seus espectros de massas. lonizagéo por APCI".

Pela Figura 4.62 pode-se ver que no extrato de acetato do filtrado de
caldo de arroz com glicose foi possivel a deteccdo de todos os ions caracteristicos
dos meroterpenos da Tabela 4.4, em seus respectivos tempos de retengao, exceto
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em relacdo ao ion do meroterpeno PSP-1 (m/z 445, em 23,73 minutos), cujo
cromatograma de ions selecionados ndo mostrou um pico caracteristico do mesmo.
Em todos os espectros de massas dos picos sinalizados nos cromatogramas
observou-se o pico de m/z de interesse. Portanto, esses dados sugerem que o fungo
P. brasilianum tenha produzido os meroterpenos PSP-3, PSP-6, PSP-8, PSP-9 e
PSP-13 neste meio de cultivo.

O extrato micelial deste experimento também foi analisado. Seus
cromatogramas de ions selecionados, assim como os espectros de massas dos
picos de interesse estdo ilustrados na Figura 4.63.
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FIGURA 4.63 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de filtrado de caldo de arroz com glicose —
micélio, e seus espectros de massas. lonizagdo por APCI".
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FIGURA 4.63 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de filtrado de caldo de arroz com
glicose — micélio, e seus espectros de massas. lonizagdo por APCI".

Nos cromatogramas apresentados na Figura 4.63 foram igualmente
detectados ions caracteristicos dos meroterpenos em estudo, exceto o de m/z 445,
com t. 23,73 minutos, relativo ao PSP-1. Nos espectros de massas dos picos de
interesse também foi possivel visualizar os ions com m/z de interesse, exceto no
espectro de [M+H]" 461. Desta forma pode-se supor que neste extrato existam os
meroterpenos PSP-13, PSP-8, PSP-6 e PSP-3.

Por fim, foi analisado o extrato fungico em arroz cozido, para verificar a
presengca de meroterpenos. A Figura 4.64 apresenta os resultados conseguidos.
Seus cromatogramas de ions selecionados mostram que o extrato de arroz cozido &
uma mistura mais complexa, pois existem mais picos no cromatograma, além
daqueles que eluem na regido dos meroterpenos. Muitos destes compostos
existentes no extrato de arroz sao caracteristicos do proprio meio de cultura, que
contém muito mais substancias se comparado com os meios liquidos. No extrato de
arroz cozido foram detectados todos os ions caracteristicos dos meroterpenos da
Tabela 4.4 (pagina 98), tanto nos cromatogramas quanto nos espectros de massas.
Porém, os picos cromatograficos de interesse em [M+H]" 415 e [M+H]" 461 estdo
mais alargados, provavelmente devido a ionizagdo de compostos interferentes
juntamente com os de interesse. Com este alargamento dos picos, nao foi possivel
saber o tempo de eluicdo preciso dos ions de interesse. No cromatograma de
[M+H]" 445, mais uma vez nao foi detectado um ion com tempo de retengéo 23,73
minutos, caracteristico de PSP-1. Portanto, mesmo com a perda de alguns
nutrientes durante o processo de fervura do arroz, ele ainda manteve os nutrientes
necessarios para o fungo produzir estes metabalitos.
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FIGURA 4.64 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato fungico de arroz cozido, e seus espectros de
massas. lonizagdo por APCI".
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FIGURA 4.64 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato fungico de arroz cozido, e seus
espectros de massas. lonizagéo por APCI".

4.3.3.6 - Analises dos extratos de leite de soja

Os extratos produzidos em leite de soja também foram investigados
quanto a existéncia de meroterpenos, via LC-APCI-MS. Pelos cromatogramas da
analise do extrato de acetato (Figura 4.65), observa-se que o meio de leite de soja é
também bastante complexo, pois apresenta varios picos cromatograficos em cada
cromatograma de ions selecionados. Nos cromatogramas de [M+H]" 415 e [M+H]"
445 nado se observou nenhum pico caracteristico de meroterpenos. No
cromatograma de [M+H]" 461 pode-se visualizar um pico pouco intenso em 21,29
minutos. Seu espectro de massas, mostra um pico relativo a m/z 461 também pouco
intenso, que pode estar relacionado ao PSP-9. Os outros ions caracteristicos dos
meroterpenos da Tabela 4.4 (pagina 98) aparecem mais intensamente nos seus
respectivos cromatogramas de ions selecionados e nos espectros de massas, dando
fortes indicios da presenga destes compostos neste extrato fungico. Desta forma, é
possivel que os meroterpenos PSP-3, PSP-6, PSP-8 e PSP-9 estejam presentes
neste extrato.

120



Resultados e Discussoes

PAT26_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+

1004

[M+H]+ 415 28,44 29,83 1,1‘1‘3

3085 34’9535,83

36,51 38,38

630 742 4088

0

250 | 500 | 750 1000 | 1250 @ 1500 @ 17.50 @ 20,00 22,50 = 2500 27,50 © 30,00 = 3250 @ 3500 « 37.50 40,00
PAT26_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
100+

[M+H]* 461 | 2 ot

29,80
30,85 34,8835,80

8,50 94944 g 38,3839,26

Time

250 | 500 | 750 1000 | 1250 = 1500 @ 17.50 @ 20,00 22,50 = 2500 27,50 = 30,00 = 3250 @ 3500 = 37.50 ' 40,00
PAT26_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
100- 28,44 427

1,84e7

- [M+H]* 427,

6,37 7,35
8,47

3081 31,90
34,92358335 35 39,60

0
250 | 500 | 750 | 1000 | 1250 @ 1500 = 17.50 = 2000 22550 ' 2500 = 2750 = 3000 = 32,50 3500  37.50 @ 40,00
PAT26_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
1004 30,78 3 2?22
M+H]* 499 16,78 & ’
1
0,06 [ ] 31,90
me 1,35 525 6,26 749 : 34,9235,83 38 48 39 56
10,64 B s )
13,35
0
250 | 500 | 750 | 1000 = 1250 @ 1500 = 17.50 = 2000 22550 = 2500 = 27,50 @ 30.00 = 32,50 3500 37,50 @ 40,00
PAT26_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) 1: Scan AP+
557
100+ 17,76 &~

0,06 M + H,]o

207

844 1047, 55 2590 27,18 38,38 39,60

3,99

0 T T T T e e e e T e ey
) 2§o U500 750 | 1000 1250 | 1500 1750 | 2000 | 2250 | 2500 2750 = 30,00 3250 = 3500 37,50 = 40,00
PAT26_LCCIFSPa Sm (Mn, 4x2) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1: Scan AP+
§ + 28,41 445
o [M+H]* 445 L we
) 5,25 6,30 15,18 18,54 25,90 27,22 Ao~ 30,85 34.95
< 1\1,522,37 7.38 10,57 1132 36,44 38 38
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
250 | 500 | 750 | 1000 1250 1500 17,50 @ 20,00 @ 22,50 = 2500 27,50 = 30,00 = 32,50 = 3500 37,50 40,00
PAT26_LCCIFSPa 628 (21,320) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (609:628-(524:578+658:706)) 1: Scan AP+
427,5 3,76e5
1004 + ’
[M+H]* 461
459,6
o 27Z,5 4(_)1, 3 ,
200 250 240 260 | 280 | 300 | 320 340 | 360 | 380 | 400 | 430 | 4k0 | 460 480 | 500 | 520 | 540 | 560 580 | 600 620 -
PAT26_LCCIFSPa 628 (21,320) Sm (Mn, 4x1,00); Cm (615:636-(543:595+662:738)) @ 1: Scan AP+
4295
100+ + ’
[M+H]* 427
[ B
459,6
277,4 415,6
0 A A

FIGURA 4.65 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de leite de soja — particdo com acetato, e seus
espectros de massas. lonizagéo por APCI*
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FIGURA 4.65 (CONTINUACAO)- Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de leite de soja — particdo com
acetato, e seus espectros de massas. lonizagédo por APCI".

Ja no extrato micelial de leite de soja, os cromatogramas de ions

selecionados e os espectros de massas de sua analise (Figura 4.66) revelam a
presenca de ions caracteristicos dos meroterpenos PSP-3, PSP-6, PSP-8 e PSP-13.
O espectro de [M+H]" 461 ndo mostra nenhum pico relativo a este ion, portanto, n&o
se pode sugerir que o meroterpeno PSP-9 esteja presente no extrato somente com
estas analises de full scan. Da mesma forma, o ion de m/z 445 e t;. 23,73 minutos,
relativo ao padrao PSP-1, ndo foi detectado no cromatograma de ions selecionados
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FIGURA 4.66 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de leite de soja — micélio, e seus espectros de
massas. lonizagéo por APCI".
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FIGURA 4.66 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de leite de soja — micélio, e seus
espectros de massas. lonizagéo por APCI".
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4.3.3.7 - Analises dos extratos de Czapeck

O ultimo extrato fungico analisado por LC-APCI-MS foi o produzido em
meio Czapeck. A Figura 4.67 seguinte apresenta os cromatogramas de ions
selecionados do extrato de acetato deste meio. E possivel notar que nenhum ion
caracteristico dos meroterpenos de interesse foi detectado neste extrato de acetato,
fato este inesperado.

Igualmente, nos cromatogramas de ions selecionados da analise do
extrato micelial de Czapeck (Figura 4.68) também nao foram encontrados ions
caracteristicos dos meroterpenos.

Estes resultados foram semelhantes aos das analises realizadas por
LC-ESI-MS, na Secgdo 4.3.2.7 (pagina 86), pelas quais também n&o foram
detectados ions relacionados aos meroterpenos em estudo. Esperava-se,
entretanto, a detecgdo destes compostos neste extrato fungico, ja que resultados
anteriores mostraram que o fungo P. brasilianum foi capaz de produzir alguns
meroterpenos em meio Czapeck “®!. Apesar da ndo deteccdo destes ions neste
experimento, verificou-se um étimo crescimento de massa fungica.
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FIGURA 4.67 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de Czapeck — particido com acetato. lonizagao
por APCI".
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FIGURA 4.67 (CONTINUACAO) - Cromatogramas de ions selecionados de m/z
relativos aos meroterpenos encontrados no extrato de Czapeck — particdo com
acetato. lonizagéo por APCI*
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FIGURA 4.68 - Cromatogramas de ions selecionados de m/z relativos aos
meroterpenos encontrados no extrato de Czapeck — micélio. lonizagéo por APCI”
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4.3.4 - Comparagao entre os meios de cultura e producao de
meroterpenos

Para fins comparativos, as Tabelas 4.5 e 4.6 apresentam os
meroterpenos encontrados em cada extrato analisado, baseado nos ions com
valores de m/z e t; conhecidos, encontrados nestas amostras, e comparando com a
analise dos padrdes feita anteriormente. A Tabela 4.5 apresenta os resultados
adquiridos via LC-ESI-MS, e a Tabela 4.6, os resultados de LC-APCI-MS.

TABELA 4.5 - Provaveis meroterpenos encontrados nos extratos analisados via LC-
ESI-MS, no modo positivo.

Extrato fingico PSP-3 PSP-4 PSP-6 PSP-8 PSP-9 PSP-13 T‘{g
Arroz X X
Trigo X X X X X X
Milho X X X X

Caldo de arroz sem
glicose (particao
acetato)
Caldo de arroz sem
glicose (micélio)
Caldo de arroz com
glicose (parti¢ao
acetato)
Caldo de arroz com
glicose (micélio)
Filtrado do caldo de
arroz sem glicose
(particao acetato)
Filtrado do caldo de
arroz sem glicose
(micélio)
Filtrado do caldo de
arroz com glicose
(particao acetato)
Filtrado do caldo de
arroz com glicose
(micélio)

Arroz cozido X
Leite de soja
(particao acetato)
Leite de soja
(micélio)
Czapeck (particao
acetato)

Czapeck Smicélio!
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TABELA 4.6 - Provaveis meroterpenos encontrados nos extratos analisados via LC-
APCI-MS, no modo positivo.

Extrato fungico PSP-1 PSP-3 PSP-6 PSP-8 PSP-9 PSP-13
Arroz X X X X X
Trigo X X X X X
Milho X X X X X
. Caldo de arroz sem X X X X
glicose (partigéo acetato)
Cal_do de arroz sem X X X
glicose (micélio)
. Caldo de arroz com X X X X X
glicose (particao acetato)
CaIQO de arroz com X X X X X
glicose (micélio)
Filtrado do caldo de arroz
sem glicose (particao X X X
acetato)
Filtrado dp caldo Qg arroz X X X X
sem glicose (micélio)
Filtrado do caldo de arroz
com glicose (particao X X X X X
acetato)
Filtrado dp caldo de arroz X X X X
com glicose (micélio)
Arroz cozido X X X X X
Leite de soja (particao X X X X
acetato)
Leite de soja (micélio) X X X X
Czapeck (particao
acetato)

Czapeck (micélio)

Comparando os dados das Tabelas 4.5 e 4.6, é possivel dizer que a
técnica de ionizacdo por APCI permitiu uma maior sensibilidade das analises dos
extratos fungicos em relagdo aos meroterpenos pois, mesmo nos meios liquidos
produzidos a partir do arroz, onde a concentragcao de metabdlitos € muito menor do
que nos meios solidos (isso pode ser visto pelas analises de LC-DAD), foi possivel
detectar varios ions caracteristicos dos meroterpenos de interesse.

Apesar de este estudo ter sido realizado de maneira qualitativa, &
possivel notar que nos meios derivados do arroz (caldo de arroz e filtrado do caldo
de arroz) com glicose, foi detectada uma maior variedade de meroterpenos,
somando os resultados do extrato de acetato e do micélio. Isto pode ser melhor
visualizado pelos dados da Tabela 4.6. Estes resultados mostram que a quantidade
de fonte de carbono presente no meio de cultura é um fator limitante para a
otimizacdo da producao de meroterpenos por P. brasilianum, apesar de o
crescimento de massa fungica ocorrer de maneira satisfatéria tanto na auséncia
quanto na presencga de glicose adicional.

Todos os meios analisados, exceto o Czapeck, mostraram ser
adequados para o cultivo do fungo visando a produgao de meroterpenos. Este nao
foi um resultado esperado, como ja explicado anteriormente, visto que o meio de
Czapeck preparado contém fontes de vitaminas, sais minerais, nitrogénio
(aminoacidos), fontes de carbono, enfim, os nutrientes necessarios para um
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desenvolvimento normal do fungo, assim como os outros meios utilizados no estudo.
Porém, ndo se pode deixar de lado o fato de que estes experimentos ndo foram
todos realizados numa mesma data. Portanto, no caso dos extratos de Czapeck,
existe uma possibilidade de que no periodo do cultivo algum problema possa ter
ocorrido, ou com a cepa fungica utilizada para inoculagéo, ou mesmo com condi¢des
de temperatura, umidade e outras variaveis passiveis do ambiente.

4.4 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presencga de substratos exégenos

Como ja foi discutido na Introdugdo, os meroterpenos produzidos pelo
fungo endofitico P.brasilianum possuem uma grande semelhanca estrutural com o
meroterpeno austina, isolado das culturas de Aspergillus ustus ©®. Desta forma,
acredita-se que alguns destes meroterpenos sejam precursores biossintéticos da
austina, assim como de outros meroterpenos analogos. Consequentemente,
acredita-se que o acido 3,5-dimetilorselinico seja também o precursor destes
meroterpenos, assim como é o precursor da austina 1.

Por esta razao surgiu a idéia de adicionar ao meio de cultura fungica
diferentes aditivos exdgenos derivados do acido benzdico, para verificar se estas
substancias poderiam ser utilizadas pelo fungo para produgcao de meroterpenos.

Em relagdo aos outros aditivos (alizarina, resina, acido oleandlico), o
principal objetivo foi verificar sua influéncia no metabolismo fungico em geral, e uma
provavel modificagdo estrutural destes composotos pelo fungo. Em outro trabalho
realizado em nosso grupo de pesquisa, pela aluna de doutorado Bianca Ferreira da
Silva, o fungo P. brasilianum mostrou-se capaz de biotrasformar a 1-indanona,
realizando tanto uma hidroxilagdo quanto uma reagdo de Baeyer Villiger *), como
pode ser visto no esquema 4.7. Estes resultados foram motivadores para estes
experimentos.

0
@d B. Villiger @10;]40
_—
1-indanona
Hidroxilagao
0
OH

ESQUEMA 4.7 - Biotransformagdes realizadas pelo fungo P. brasilianum, endofitico
de M. azedarach.
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Os primeiros aditivos testados foram: acido benzdico, acido salicilico,
acido oleandlico, resina e alizarina. Estes experimentos foram realizados em
batelada. Portanto, seus extratos foram comparados com os extratos do
experimento branco feitos na mesma época. Os outros aditivos testados foram
comparados com os outros extratos de branco.

E importante salientar que a escolha do meio de cultura para o estudo
da influéncia dos substratos exégenos, Czapeck, e o préprio cultivo do fungo com
estes substratos foi realizada anteriormente as analises de LC-MS dos testes de
meios de cultura (Secao 4.3), em razdo da quebra do equipamento de
espectrometria de massas. Portanto, os unicos resultados conhecidos do cultivo de
P. brasilianum foram relativos a tese de doutorado de Regina Geris dos Santos ¢}
que comprovaram ser este meio adequado para a produ¢cdo de meroterpenos pela
espécie endofitica.

4.4.1 - Analises por HPLC-DAD

4.41.1 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presencga de acido benzdico

Inicialmente os extratos fungicos do experimento com acido benzdico
foram analisados por LC-DAD, para se conhecer seus perfis cromatograficos. A
Figura 4.69 mostra os cromatogramas obtidos do extrato de acetato de etila deste
experimento, em comparagdo com 0 mesmo extrato do branco que, neste caso, é o
extrato fungico sem a adicdo de acido benzéico ao meio. Um cromatograma do
padrdo de acido benzdico também estd mostrado na Figura 4.69. Observando os
cromatogramas A e C, nao foi possivel notar uma diferengca muito marcante entre o
experimento com o acido benzdéico e o branco. Porém, os cromatogramas
expandidos B e D faciltam a visualizagdo de algumas diferengas no perfil
cromatografico dos dois extratos. A regido do cromatograma B circulada (entre 10 e
19 minutos), do extrato branco, apresenta um maior numero de picos
cromatograficos, se comparado com a mesma regido do cromatograma D, do
experimento com acido benzoéico. No cromatograma D existem dois picos de maior
intensidade, circulados, que ndo aparecem no extrato branco.

Os comprimentos de onda maximos dos picos do padrao de acido
benzdico e das regides circuladas no cromatograma estdo apresentados na Tabela
4.7. Através desta tabela é possivel notar que o padrdao de acido benzéico nao foi
detectado no extrato fungico cultivado na presenca do mesmo. E importante
esclarecer que foi feito um extrato de acetato de etila a partir de uma mistura do
meio Czapeck mais acido benzodico, para verificar o tempo de retengao deste padrao
na matriz. Porém, neste extrato nao foi detectado o acido benzéico, provavelmente
por ele ter permanecido na fase aquosa.

Os compostos detectados na regiao entre 10 e 19 minutos, no extrato
do branco, nao foram detectados no extrato do experimento com o acido benzdico. E
os compostos detectados no extrato do experimento com o aditivo também nao
foram encontrados no branco, como pode também ser observado pelos dados da
Tabela 4.7. Estes resultados mostram que realmente ocorreu uma diferenciacéo no
metabolismo fungico. Nota-se também que em ambos os extratos, a absor¢cdo dos
compostos € baixa, com Amax 200 nm.
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FIGURA 4.69 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenca de acido benzdico. E — cromatograma do padrdo de acido benzdico.
Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS.
Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B
por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min”'. Volume de injecdo: 20 yL. Monitoramento em
216 nm.
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TABELA 4.7 - Anax do padrao de acido benzoico e dos picos presentes nas regides
circuladas dos cromatogramas da Figura 4.69.

tx (min) Padré9_ ac. Meio+ ’M.eio+fung’o_ + Armax (NM)
benzdico fungo acido benzédico

14,09 X 200, 226
10,26 X 200
11,58 X 200
12,15 X 200
12,90 X 200
13,65 X 200
14,04 X 200
14,17 X 200
14,83 X 200
15,61 X 200
16,05 X 200
18,14 X 200
19,22 X 200, 215
19,61 X 200, 215
27,86 X 200, 310

Os extratos miceliais do branco e do experimento com o acido
benzdéico também foram analisados por LC-DAD, e seus cromatogramas seguem
ilustrados na Figura 4.70. Nota-se que nos extratos miceliais também se observou
alguma diferenga entre o branco e o experimento com o acido benzéico. O extrato
do branco apresentou um maior numero de picos cromatograficos entre 14 e 20
minutos (regido circulada, no cromatograma B), e este fato leva a acreditar que o
acido benzoico influenciou de alguma maneira o metabolismo fungico.

Os maximos de absorgcdo dos picos cromatograficos situados nesta
regido, nos dois extratos miceliais, estdo apresentados na Tabela 4.8.
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FIGURA 4.70 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presencga de acido benzdico. E — cromatograma do padrdo de acido benzdico. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vazao: 1,0 mL min™". Volume de injecao: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.8 - Anax do padrao de acido benzoico e dos picos presentes nas regides

circuladas dos cromatogramas da Figura 4.70.
Padrao ac. Meio+ Meio+fungo +

tr (min) benzdico fungo acido benzéico Amax (nm)
14,09 X 200, 226
14,78 X 200
15,59 X 200
15,89 X 200
16,65 X 200
18,20 X 200
18,73 X 200
19,20 X 200, 215
19,47 X 200, 215

4.41.2 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presenca de acido salicilico

Os cromatogramas do extrato de acetato de etila do experimento com
acido salicilico estao ilustrados na Figura 4.71 a seguir, juntamente com o extrato de
acetato do branco e com o cromatograma do padrdao de acido salicilico. Nos
cromatogramas B e D é possivel notar algumas diferengas entre o extrato de acetato
do branco e do experimento com &acido salicilico. As regides com perfis mais
diferenciados estao circuladas.

Os maximos de absorgéo dos picos cromatograficos diferenciados e do
padrao de acido salicilico estdo apresentados na Tabela 4.9. Estes dados confirmam
que de fato houve diferenciacao entre os dois extratos comparados. No extrato de
acetato do experimento com o aditivo nao foi detectado o acido salicilico. No extrato
do branco existe uma maior numero de compostos que eluem entre 10 e 20 minutos,
se comparado com o extrato do acido salicilico. E novamente os compostos destes
extratos exibem maximos de absor¢des em 200 nm.
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FIGURA 4.71 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presencga de acido salicilico. E — cromatograma do padrao de acido salicilico.
Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS.
Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B
por 38 minutos. Fluxo: 1,0 mL min™. Volume de injecdo: 20 yL. Monitoramento em
216 nm.
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TABELA 4.9 - A\nax do padrao de acido salicilico e dos picos presentes nas regides
circuladas dos cromatogramas da Figura 4.71.

tx (min) Pad_ré’o. ac. Meio+ ’Mgio+fur.|g|’q + Armax (NM)
salicilico fungo acido salicilico

10,26 X 200
10,54 X 200, 230, 296
11,58 X 200
12,15 X 200
12,90 X 200
13,65 X 200
14,04 X 200
14,17 X 200
14,83 X 200
15,61 X 200
16,03 X 200
18,14 X 200
19,22 X 200, 215
19,63 210
32,41 X 200
33,41 X 200

O extrato micelial com acido salicilico também foi analisado por LC-
DAD, e comparado com o extrato micelial do branco. A Figura 4.72 ilustra esses
cromatogramas. Aparentemente os cromatogramas expandidos B e D apresentam
algumas diferencas nas regides circuladas. A analise dos espectros de ultravioleta
destes picos diferenciados apresentou os maximos de absorcdo apresentados na
Tabela 4.10.

Pelos dados da Tabela 4.10, observa-se que o extrato micelial com
acido salicilico apresentou um pico cromatografico com t. 9,62 minutos, com um
perfil de absor¢do muito semelhante ao do padrao de acido salicilico, porém com
seus maximos de absorcdo um pouco deslocados para comprimentos de onda
menores. E o t. (9,62 minutos) deste pico também esta um pouco deslocado em
relacdo ao do padrao (10,54 minutos). Entre 10 e 19 minutos foram detectados mais
picos cromatograficos no branco do que no experimento com o acido salicilico.
Porém, apds 19 minutos, aparentemente os picos encontrados nos extratos do
branco e do experimento com aditivo parecem apenas estar um pouco deslocados,
porém eles apresentam os mesmos perfis de absorcao.
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FIGURA 4.72 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presencga de acido salicilico. E — cromatograma do padrao de acido salicilico. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vazao: 1,0 mL min™". Volume de injecao: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.10 - Anax do padrao de acido salicilico e dos picos presentes nas regides
circuladas dos cromatogramas da Figura 4.72.

tx (min) Pad_ré’o. ac. Meio+ ’Mgio+fur.|g|’q + Armax (NM)
salicilico fungo acido salicilico

8,15 X 200
9,62 X 200, 225, 280
10,54 X 200, 230, 296
13,75 X 200
14,78 X 200
15,59 X 200
16,13 X 200
16,65 X 200
18,20 X 200
18,73 X 200
19,20 X 200, 215
19,72 X 200, 215
20,29 X 200, 220
20,86 X 200
21,19 X 200
22,49 X 200
22,62 X 200, 220
23,17 X 200, 220
23,82 X 200
24,34 X 200

4.41.3 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presencga de acido oleandlico

O padrao de acido oleandlico disponivel para os experimentos estava
presente numa mistura de trés compostos, que puderam ser visualizados por
plaquinha de CCD. Por esta razdo, o acido oleandlico foi purificado por CC,
conforme citado na secdo 3.6.2. O composto purificado foi analisado por RMN 'H
(Figura 4.73) e "*C(Figura 4.74).

No espectro de RMN 'H do &cido apds a purificagdo (Figura 4.73) foi
possivel observar a presenga de um sinal em 8y 5,27 referente a uma hidrogénio
olefinico atribuido ao H-12. Na regido blindada do espectro, péde-se observar a
presenca de sete singletos de metila relativos ao acido oleandlico (d4 0,76; 0,78;
0,91; 0,93; 0,95; 1,13; 1,27).

No espectro de RMN "°C (figura 4.74) nao foi possivel observar o sinal
de atribuido ao carbono carbonilico C-28; podé-se observar dois sinais de carbono
sp2, (0¢c 144,0 e 122, 5) que foram atribuidos aos carbonos C-12 e C-13; e um sinal
referente ao carbono carbindlico em d¢ 79,1 foi observado. Os valores observados
no deslocamento quimico de carbono foram comparados com os da literatura *® e a
partir dos dados obtidos, p6de-se concluir que a substancia era de fato o acido
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oleandlico, porém ainda com algumas impurezas. Os dados espectroscopicos da
Tabela 4.11 sdo referentes ao espectro de RMN "C do acido oleandlico.
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FIGURA 4.73 - (A) Espectro de RMN "H (200MHz, CDCls) do acido oleandlico apds
a purificagado. (B) Ampliagdo do espectro A.
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FIGURA 4.74 - (A) Espectro de RMN '*C (200MHz, CDCls) do acido oleandlico apos
a purificagao. (B) Ampliacdo do espectro A.
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TABELA 4.11 - Dados de RMN "*C do acido oleandlico. * CDCI3, ** DMSO 681,
#
carbonos &¢ acido oleandlico &¢ lit. acido oleandlico

1 38,5 38,3
2 27,9 27,9
3 78,0 78,0
4 39,2 39,2
5 55,4 55,7
6 18,4 18,4
7 33,1 33,2
8 39,4 39,6
9 47,8 47,9
10 37,0 37,3
11 23,7 23,7
12 122,5 122,5
13 144,0 144,7
14 42,5 421
15 28,8 28,2
16 23,7 23,7
17 46,6 46,6
18 41,8 41,9
19 46,7 46,4
20 30,7 30,8
21 33,9 34,1
22 33,0 33,2
23 28,2 28,2
24 16,5 16,4
25 15,6 15,4
26 17,2 17,3
27 26,0 26,1
28 180,1
29 32,9 33,2
30 23,6 23,7

Apo6s a purificacdo, o acido oleandlico foi utilizado como aditivo no
cultivo da espécie fungica.

O extrato fungico de acetato de etila do experimento com acido
oleandlico foi inicialmente analisado por LC-DAD, e comparado com o extrato de
acetato do experimento branco, para verificar alguma diferenciagcao entre os perfis
cromatograficos. Estes cromatogramas, junto com o do padréo de acido oleandlico,
estdo mostrados na Figura 4.75. O cromatograma D mostra dois picos circulados, de
maior intensidade, detectados no extrato com o acido oleandlico. Pode-se notar
também que na regido entre 10 e 20 minutos o cromatograma do branco apresenta
mais picos cromatograficos que o extrato do experimento com aditivo. Portanto,
houve uma diferenciagao entre estes dois extratos analisados. O acido oleandlico foi
detectado no extrato com este aditivo, como pode ser visto, em D, com t; 40,49
minutos.

Os t; e os comprimentos de onda de absor¢cdo dos picos eluidos nas
regides citadas acima estdo apresentados na Tabela 4.12 seguinte, onde pode-se
notar também a diferenciacéo entre os extratos analisados.
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FIGURA 4.75 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenga de acido oleandlico. E — cromatograma do meio + acido oleandlico.
Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS.
Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B
por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min”'. Volume de injecdo: 20 yL. Monitoramento em
216 nm.
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TABELA 4.12 - Amax do padrao de acido oleandlico e dos picos presentes nas regides
circuladas dos cromatogramas da Figura 4.75.

tx (min) Meio +ac. Meio+ ] I\I.Ieio+fungf>.+ Armax (NM)
oleandlico fungo acido oleandlico

10,26 X 200
10,33 X 200
11,58 X 200
12,15 X 200
12,90 X 200
13,65 X 200
14,04 X 200
14,23 X 200
14,83 X 200
15,61 X 200
16,09 X 210
18,14 X 200
18,55 X 200
19,22 X 200, 215
19,70 210
27,94 X 200, 310
40,64 X X 200

O extrato micelial deste experimento foi igualmente analisado por LC-
DAD, e comparado com o extrato micelial do experimento branco. Os
cromatogramas resultantes estdo ilustrados na Figura 4.76. Novamente,
comparando os cromatogramas dos dois extratos, foi possivel notar uma
diferenciacao do perfil cromatografico, principalmente na regiado circulada. O extrato
do branco possui mais compostos eluindo nesta regido do que o extrato do
experimento com acido. Os maximos de absor¢cédo dos picos situados nesta regiao,
tanto do branco quanto do experimento com o acido, estdo mostrados na Tabela
4.13, e apresentam em geral um perfil semelhante, com maximos em 200 nm.
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FIGURA 4.76 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de acido oleandlico. E — cromatograma do meio + acido oleandlico. Fase
estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vazao: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 uL. Monitoramento em 216 nm.

143



Resultados e Discussoes

TABELA 4.13 - Amax do padrao de acido oleandlico e dos picos presentes nas regides
circuladas dos cromatogramas da Figura 4.76.

tx (min) Padr59 ac. Meio+ ] I\I.Ieio+fungf>.+ Armax (NM)
oleandlico fungo acido oleandlico

27,16 X 200, 235, 325
27,95 X 200, 325
27,85 X 200
28,45 X 200
29,32 X 200
29,69 X 200
30,65 X 200
30,72 X 200
31,52 X 200
32,32 X 200
33,76 X 200
40,64 X 200

4.41.4 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presenca da resina de Pinus taeda

Outro aditivo utilizado nesta parte do trabalho foi uma resina extraida
de Pinus taeda. Esta resina contém triterpenos, sesquiterpenos e outros compostos
com cadeias insaturadas. Pelo espectro de RMN-C' desta resina (Figura 4.77)
pode-se notar varios sinais entre & 100 e 150, regido esta do espectro onde
aparecem os sinais de carbonos insaturados.

A Figura 4.78 apresenta os cromatogramas de LC-DAD do extrato
fungico de acetato com resina, comparado com o mesmo extrato do branco, e com o
extrato de meio + resina. Observando cuidadosamente os cromatogramas
expandidos B, D e F, pode-se notar a presenca de picos em D, no extrato fungico
com resina, que ndo aparecem nem no extrato do branco (B) nem no extrato de
meio + resina (F). A Tabela 4.14 apresenta de maneira organizada os diferentes
picos encontrados em cada extrato de acetato analisado, com seus maximos de
absorcao. Por esta tabela é possivel observar melhor as diferengas entre eles.
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FIGURA 4.77 - Espectro de RMN "*C (200MHz, CDCls) da resina de Pinus taeda.
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FIGURA 4.78 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — - cromatogramas completo e expandido do extrato
fungico na presenga de resina. E e F— cromatograma do meio + resina. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.14 - A\nax do extrato do meio + resina e dos picos presentes nas regides
circuladas dos cromatogramas da Figura 4.78.

iy ooy Moo tngo oy
10,26 X 200
10,33 X 200
11,58 X 200
12,15 X 200
12,90 X 200
13,65 X 200
14,04 X 200
14,83 X 200
15,68 X 200
16,14 X 200
16,20 X 200, 210
18,14 X 200
19,22 X 200, 215
19,81 X 200, 215
25,82 X 200
28,12 X 200, 310
28,63 X 200
29,11 X 200
29,72 X 200
30,53 X 200
31,64 X 200
32,04 X 200
32,39 X 200
33,83 X 200
34,71 X 200

A diferenciagao observada nos cromatogramas dos extratos mostrados
na Figura 4.78 leva a conclusdo de que a resina de Pinus também influenciou de
alguma maneira o metabolismo fungico, fazendo com que outros compostos tenham
sido produzidos pela espécie neste meio.

O extrato micelial do experimento com resina também foi analisado por
LC-DAD, e comparado com o mesmo extrato do branco. Os cromatogramas
resultantes estdo ilustrados na Figura 4.79. As regides dos cromatogramas
expandidos B e D foram as que mostraram uma maior diferenciacdo entre si,
comprovando a modificagcdo do metabolismo fungico com a adi¢do da resina ao
meio de cultivo. Para melhor visualizagdo, os maximos de absor¢do de cada pico
eluido nestas regides dos cromatogramas, tanto do extrato micelial branco quanto
do extrato com resina e do meio + resina estdo especificados na Tabela 4.15 a
sequir.

147



Resultados e Discussoes

1000+ Meio + fungo (micélio) A B |
1 F 801 .
8001
601
6001
400 404
200 201
o,y - - Je B
0] Meio + fungo (micélio) ¢
n l‘: 1 ‘n 1 ‘E ;n ‘)‘R a‘n ‘l‘ R in A‘R 1 ‘n 1 ‘R ')‘n ’)‘R 'zh '%‘ R A‘n A‘ R
10004 Meio + fungo + resina C D
1 (m|Ce||O) 3 2004
8001 F
6001 F 1501
4004 F 100+
ol Meio + fungo + resina
] 0- (micélio)
o 10 20 30 40 10 15 20 25 30 35 40 45
1000 N . L 100 - : 2
Padréo resina E Padréo resina F
8001 80-
6001 601
4001 401
200 201
0,.._‘
0,
o 10 20 30 40 10 20 30 40
Minutes Minutes

FIGURA 4.79 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de resina. E e F— cromatograma do meio + resina. Fase estacionaria: Luna
5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba
B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0

mL min™. Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.15 - A\nax do extrato do meio + resina e dos picos presentes nas regides

circuladas dos cromatogramas da Figura 4.79.

tx (min) Pad.réo Meio+ Meio+f|_Jngo + Armax (NM)
resina fungo resina

16,14 X 200
16,27 X 200, 210
22,61 X 200
22,62 X 200
22,94 X 200, 275
23,02 X 200
23,32 X 200, 225
24,05 X 200, 270
24,34 X 200
24,73 X 200
24,98 X 200
25,06 X 200
25,53 X 200
25,73 X 200
25,78 X 200
26,11 X 200

4.4.1.5 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presenca de alizarina

Os extratos do experimento com alizarina foram da mesma forma
analisados, primeiramente por LC-DAD, a fim de visualizar as modificagdes
ocorridas no perfil cromatografico dos mesmos. O cromatograma do extrato de
acetato do experimento com alizarina esta mostrado na Figura 4.80 a seguir, e
comparado com o0 mesmo cromatograma do extrato branco e do extrato do meio +
alizarina.

De todos os aditivos testados, a alizarina foi 0 que mostrou uma maior
influéncia no metabolismo fungico, como pode ser facilmente visualizado pelos
cromatogramas C e D da Figura 4.80. Varios picos cromatograficos diferentes foram
detectados no extrato fungico com alizarina, se comparado com o extrato do branco
(A e B). Os maximos de absorcdo dos picos eluidos nas regides circuladas do
cromatograma C estdo citados esquematicamente na Tabela 4.16 a seguir, e
comparados com 0s maximos dos picos encontrados no cromatograma B.
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FIGURA 4.80 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenca de alizarina. E — cromatograma do meio + alizarina. Fase estacionaria:
Luna 5 pu C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua.
Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos.

Vaz&o: 1,0 mL min™. Volume de injecado: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.16 - Ayax do extrato do meio + alizarina e dos picos presentes nas regides

circuladas dos cromatogramas da Figura 4.80.

tx (min) I\{Ieio. + Meio+ Meio_+fu.ngo + Amax (NM)
alizarina fungo alizarina
10,26 X 200
10,26 X 200, 215
11,58 X 200
12,15 X 200
12,63 X 200, 340
12,90 X 200
13,65 X 200
14,04 X 200
14,83 X 200
15,29 X 200
15,61 X 200
16,03 X 200, 215, 290
18,14 X 210
19,03 X 200, 220
19,22 X 200, 215
19,64 X 215, 290
200, 220, 280,
25,12 X 330
X 200, 250, 264,
25,24 280, 330
25,62 X 200, 220
25,85 X 200
200, 220, 285,
27,80 X 330

Dos varios picos cromatograficos e seus maximos de absorgao
apresentados na Tabela 4.16, os que mais chamam a atengdo sédo os picos de t;
25,12 e 27,80 minutos que possuem dois maximos de absor¢do na mesma regiao
espectral dos maximos do padrao de alizarina, com t. 25,24 minutos. Este fato pode
ser um indicio da ocorréncia de alguma modificacdo estrutural na molécula de
alizarina, provavelmente realizada pelo fungo P. brasilianum.

O extrato micelial deste experimento também foi investigado por LC-
DAD. Os cromatogramas do micélio deste experimento estéo ilustrados na Figura
4.81, e comparados com o cromatograma micelial do branco. Através destes
resultados apresentados € possivel visualizar nitidamente varios picos nos
cromatogramas do extrato micelial (C e D) do experimento com alizarina que nao
existem no cromatograma do branco (A e B). As regides dos cromatogramas que
apresentam estas diferenciagdes estdo circuladas. Alguns picos cromatograficos
destas regides foram investigados em relagédo aos perfis de absorgao. A Tabela 4.17
mostra os maximos de absorgao destes picos cromatograficos.
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FIGURA 4.81 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — - cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenca de alizarina. E e F— cromatograma do meio + alizarina. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.17 - Anax do extrato do meio + alizarina e dos picos presentes nas regides
circuladas dos cromatogramas da Figura 4.81.

tx (min) Meio + Meio+ Meio+fungo + Amax (NM)
alizarina fungo alizarina
15,59 X 200
16,00 X 200, 210
16,65 X 200
1754 X 20%8%?%3%60’
18,20 X 200
18,24 X 200, 22%(()) 257,
18,73 X 200
o EEm
19,20 X 200, 215
19,59 X 200, 215, 286
20,29 X 200, 220
21,19 X 200
22,62 X 200, 220
22,94 X 200, 275
23,04 X 200, 220
23,51 X 200, 220, 273
24,34 X 200
200, 250, 280,
25,13 X 307
X 200, 250, 264,
25,24 280, 330
<
25,78 X 200
26,11 X 200
27,16 X 200, 235, 325
27,62 X 210, 240, 325
27,85 X 200
28,19 X 205, 240, 294

Devido a grande mudanca do metabolismo fungico na presenga da
alizarina, levando a producao de diversos outros metabdlitos pelo fungo neste
experimento, foi dada uma maior atengdo a este substrato, e uma curva de
desaparecimento da alizarina foi realizada, durante um periodo estipulado de cultivo
do fungo na presenca deste aditivo. Os pontos escolhidos para a curva de
desaparecimento foram: dias 0, 2, 4, 7, 10, 15 e 25. Cada ponto foi realizado em
triplicata. A Figura 4.82 traz a curva resultante deste experimento.
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FIGURA 4.82 - Curva de desaparecimento da alizarina durante o cultivo do fungo P.
brasilianum.

O perfil da curva da Figura 4.82 nao foi precisamente o que se
esperava como resultado. O ponto do dia 0, por exemplo, deveria ser o de maior
area relativa, pois foi o ponto em que o fungo ficou por menos tempo em contato
com a alizarina do meio, ndo havendo tempo suficiente para o consumo deste
aditivo. Porém néo foi o que se verificou. A regido da curva que mostrou um perfil
mais adequado foi entre 2 e 10 dias, mesmo assim os erros relativos destes pontos,
mostrados pelas barras de erros da Figura, sdo muito altos, principalmente o do
terceiro ponto.

De fato esta foi uma primeira tentativa da realizagdo do estudo de
desaparecimento deste substrato. Por esta raz&o varios erros podem ter sido
cometidos e descobertos. A primeira causa possivel de erro descoberta foi durante o
cultivo do fungo. Ocorreu diferenciagdo de massa fungica crescida num mesmo
periodo de tempo, nos diferentes erlenmeyers cultivados, isto €, o metabolismo de
cada cultura fungica estava diferenciado. Outro foi a perda de alizarina devido a sua
interacdo com a vidraria, causando perdas desde o periodo de cultivo, pois os
erlenmeyers onde o meio foi adicionado ficaram com coloragdo roxeada, mesmo
apo6s a lavagem desta vidraria. As vidrarias utilizadas para particionamento e
preparo de amostras também ficaram sujas de alizarina, pois ela se ligou fortemente
ao vidro. Uma possivel solugdo para esta causa de erro seria utilizar um outro
material para manipulagdo deste extrato, ou mesmo utilizar um vidro previamente
lavado, por exemplo, com silicone ou outro material, para diminuir esta forte
interacdo do substrato com o vidro. Um outro possivel erro de manipulagao foi o uso
de algodao para filtragem dos extratos de alizarina ressuspensos, como foi descrito
previamente na sec¢ao de preparo de amostras. Nao € possivel prever a quantidade
certa de material que se perde durante cada filtragem com algodéao.
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Ter uma idéia dos possiveis passos a serem aperfeicoados para o
desenvolvimento de um experimento ja € uma grande vantagem conseguida com a
primeira tentativa realizada.

O extrato fungico conseguido com o cultivo em alizarina foi reunido e
analisado em placa de CCD de fase normal. Comparando o extrato do experimento
branco (meio de cultura mais o fungo, sem aditivo), com o padrdo de alizarina e o
extrato fungico com alizarina, foi visualizada no extrato com alizarina uma banda de
coloragcao semelhante ao padrdo, que nido apareceu, por sua vez, no extrato do
branco. Esta placa de CCD esta mostrada na Figura 4.83 a seguir.

FIGURA 4.83 - Placa de CCD mostrando os perfis de eluicdo do padréo de alizarina
(AP), do experimento branco (B), e do extrato com alizarina (AC).

Apos a visualizagdo desta banda cromatografica intensa no extrato
com alizarina, todo o extrato foi separado por CC com fase estacionaria de silica
flash, e as fragbes de interesse conseguidas foram separadas por CCDP.

Algumas fragbes finais que mostraram wuma Unica banda
cromatografica em placa de CCD foram analisadas posteriormente por RMN. A
fracao 1-175D, cuja massa total conseguida foi de apenas 3 mg, mostrou resultados
interessantes pela analise de RMN "H. Seu espectro esta ilustrado na Figura 4.84.
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FIGURA 4.84 - Espectro de RMN "H da fracdo 1-175D (400 MHz, acetona-ds). (A)
Espectro completo; (B) Regido entre 7 e 8 ppm ampliada.

O espectro de RMN 'H da fracdo 1-175D (Figura 4.84) foi comparado

com o espectro de RMN 'H do padrdo comercial de alizarina utilizado nos
experimentos, que esta ilustrado na Figura 4.85.
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FIGURA 4.85 - Espectro de RMN 'H da alizarina (400 MHz, acetona-ds). (A)
Espectro completo; (B) Regido entre 7 e 8 ppm ampliada.

O espectro da Figura 4.85 apresentou dois dubletos referentes aos
hidrogénios H-3 (& 7,31) e H-4 (& 7,78), um duplo duplo dubleto correspondente aos
hidrogénios H-6 (& 7,91) e H-7 (& 7,96) e um duplo dubleto correspondente aos
hidrogénios H-5 (5 8,32) e H-8 (5 8,27). Estes dados de RMN 'H para a alizarina
foram comparados com os dados da Literatura %

O espectro de RMN "H da fragdo 1-175D (Figura 4.84) apresentou dois
dubletos, cada um integrando para 1 hidrogénio, com deslocamentos quimicos de &
7,70 e & 7,11. Comparando os sinais destes dois dubletos com os dubletos do
espectro de RMN 'H da alizarina (Figura 4.85), é possivel notar uma similaridade em
seus deslocamentos quimicos. Devido a pequena quantidade de material
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conseguido da fragdo 1-175D, nao foi possivel realizar outros experimentos para
confirmacdo da estrutura deste composto, que aparece como composto minoritario
da mistura, como pode ser confirmado devido a baixa intensidade dos sinais, se
comparado com os sinais encontrados na regido de 6 0,5 - 2,5 do espectro da Figura
4.84. Nao foi possivel sua analise por espectrometria de massas também, devido a
problemas no aparelho. Desta forma, o que se pode presumir € que se trata de um
composto com um anel C semelhante ao da alizarina. Provavelmente, a estrutura da
alizarina foi modificada pelo fungo.

4.4.1.6 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presenca de acido 2,5-dihidroxibenzéico

Os ultimos seis estudos com substratos foram realizados no mesmo
periodo de tempo, em batelada. Portanto, um novo experimento branco, de cultivo
do fungo sem nenhum aditivo, foi utilizado para comparagao, visto que é possivel
ocorrer alguma diferenciacdo metabdlica durante periodos diferentes de cultivo da
mesma cepa fungica.

O proximo experimento analisado foi com o acido 2,5-
dihidroxibenzéico. Os cromatogramas de LC-DAD dos extratos de acetato do
branco, do padrao de acido e do experimento com este aditivo estdo mostrados na
Figura 4.86 e através dos mesmos é possivel visualizar facilmente uma
diferenciagcao entre o perfil cromatografico do experimento branco (A e B) e do
experimento com o acido 2,5-dihidroxibenzdico (C e D). As regides circuladas séo
onde aparecem as principais modificagdes.

A Tabela 4.18 apresenta os maximos de absorgdo de alguns picos
eluidos nas regides circuladas dos cromatogramas da Figura 4.86, tanto do
experimento com acido quanto do branco. Ao contrario do que foi observado em
todos os extratos anteriores, desta vez a maioria dos picos possuem perfis de
absorc¢ao diferenciados, com mais de um maximo de absorgéo.
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FIGURA 4.86 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presencga de acido 2,5-dihidroxibenzdico.E — cromatograma do padrao de acido
2,5-dihidroxibenzoico. Fase estacionaria: Luna 5 pu C-18(2) 100A acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injegao:
20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.18 - Anax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.86, do extrato do meio + acido 2,5-dihidroxibenzdico e do branco.

Meio+fungo +

Padrao ac. 2,5- Meio+

tr (MiN) " yihidroxibenzéico fungo dihid?cﬁ(.igésn_zéico Amax (NM)
6,60 X 205
7,20 X 210, 230, 320
7,42 X 200, 235
8,09 X 200
8,28 X 200, 220
11,65 X 220, 225, 295
12,00 X 200
12,21 X 200, 225, 295
12,61 X 200
12,81 X 200, 245, 280
15,56 X 210
15,63 X 200, 220, 285
200, 225, 250,
15,90 X 280
16,03 X 210, 290
16,29 X 220, 295
17,28 X 200, 250, 280
200, 225, 250,
17,82 X 290
200, 220, 250,
18,04 X 290
18,42 X 200, 225
18,67 X 200, 220
18,75 X 200, 270
21,47 X 200, 225
22,25 X 200
2243 X 200
22,51 X 200, 225, 300

O extrato micelial do experimento com acido 2,5-dihidroxibenzodico foi
igualmente analisado por LC-DAD, e comparado com o mesmo extrato do
experimento branco (Figura 4.87). Comparando os cromatogramas do branco (A e
B) e do experimento com o acido (C e D), nota-se uma diferenga menos marcante
entre os dois extratos, se comparados com os extratos de acetato dos mesmos
experimentos (Figura 4.86). Porém alguns picos diferentes foram detectados e
circulados. Seus maximos de absorcao estdo apresentados na Tabela 4.19.
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FIGURA 4.87 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de acido 2,5-dihicroxibenzoico. E — cromatograma do padrao de acido 2,5-
dihicroxibenzdico. Fase estacionaria: Luna 5 n C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 L.
Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.19 - A\nax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.87, do extrato do meio + acido 2,5-dihidroxibenzdico e do branco.
Meio+fungo +

Padrao ac. 2,5- Meio+

t= (MIN)  Jihidroxibenzéico fungo dihid?c&itzn,esn_zéico Amax (Nm)
7,20 X 210, 230, 320
10,30 X 200, 260
10,62 X 200
10,91 X 200
11,38 X 200
11,69 X 200, 220
11,79 X 200, 220
12,04 X 200, 220
12,26 X 200, 220
15,04 X 200
16,32 X 200, 220
16,78 X 200, 220, 290
17,31 X 200, 240, 280
17,85 X 200, 240, 280
21,27 X 200
21,98 X 200

4.41.7 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presencga de acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzéico

QOutro derivado de acido benzdico, o acido 2,6-dihidroxi-4-
metilbenzdico, foi adicionado ao meio de cultura para crescimento do fungo P.
brasilianum, a fim de se verificar produ¢ao de novos compostos pelo fungo e
verificar a influéncia deste aditivo no metabolismo fungico.

O extrato de acetato deste experimento foi investigado via LC-DAD, e
comparado com o extrato de acetato do branco. A Figura 4.88 apresenta estes
cromatogramas de forma comparativa, e o cromatograma do padrao de acido 2,6-
dihidroxi-4-metilbenzdico.
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FIGURA 4.88 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presencga de acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzéico. E — cromatograma do padréo de
acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzoico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A
acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo
gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume
de injegao: 20 yL. Monitoramento em 216 nm.

O cromatograma do extrato de acetato com acido 2,6-dihidroxi-4-
metilbenzéico (Figura 4.88 C e D) mostraram uma pequena diferenciagdo em
relacdo ao comatograma do branco (Figura 4.88 A e B), na regido entre 25 e 30
minutos, como mostra a regido circulada do cromatograma D. Estas mudangas
podem ser melhor analisadas pelos perfis de absor¢cdo de cada pico eluido nesta
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regidao, do extrato branco e do extrato com acido. A Tabela 4.20 apresenta os
maximos de absorgéo de cada pico destas regides dos cromatogramas.

TABELA 4.20 - Amax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas
da Figura 4.88, do extrato do meio + acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzdico e do branco.

Meio+fungo + Amax (NM)

tr Padrao ac. 2,6-dihidroxi-4- Meio + ac. 2.6-dihidroxi-4-

(min) metilbenzdico fungo metilbenzéico

12,94 X 219, 290
25,21 X 200
25,45 X 200
26,15 X 200
26,46 X 210, 225
26,66 X 200
27,10 X 200
27,33 X 200
27,53 X 200, 230
27,74 X 200
28,14 X 200
28,50 X 200
28,95 X 200
29,54 X 200
30,06 X 200
30,68 X 200

O extrato do micélio foi da mesma maneira analisado por LC-DAD e
comparado com o extrato micelial do branco (Figura 4.89). A analise dos
cromatogramas resultantes mostrou picos diferenciados entre os extratos miceliais
do branco e do experiemento com acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzodico, nas regides
circuladas. A analise dos espectros de absorcido de cada pico confirmou que apenas
nesta regido existem alguns poucos picos diferenciados, entre os dois extratos. A
Tabela 4.21 traz os maximos de absor¢ao de cada pico eluido nesta regido, dos dois
extratos comparados, e do padrao de acido.
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Figura 4.89 - Extratos do micélio. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenga de acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzoéico. E — cromatograma do padrdo de
acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzdéico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A
acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo
gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume

de injegao: 20 yL. Monitoramento em 216 nm.
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Tabela 4.21 - Anax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.89, do extrato do meio + acido 2,6-dihidroxi-4-metilbenzdico e do branco.
Padrao ac. 2,6- Meio+fungo +

t (Min) dihidroxi-4- Meiot ¢ 2 6-dihidroxi-4- Amax (NM)
metilbenzdico fungo metilbenzdico

12,94 X 210, 250, 310
21,27 X 200
21,35 X 200
21,81 X 200
21,85 X 200
22,09 X 200, 220
22,21 X 200, 220
22,40 X 200
22,95 X 200

4.41.8 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presencga de acido 3,5-dinitrosalicilico

Outro aditivo, o acido 3,5-dinitrosalicilico, foi utilizado nestes estudos. O
extrato de acetato do cultivo do fungo na presenga deste acido foi analisado e
comparado com o extrato do branco. Pelos cromatogramas da Figura 4.90 observa-
se que ocorreram algumas mudangas na produgdo de compostos pelo fungo na
presenca do acido também, pois o perfil cromatografico do extrato do branco (A e B)
esta ligeiramente diferente em relacdo ao do extrato com o aditivo (C e D), nas
regides circuladas.

A Tabela 4.22 apresenta os maximos de absor¢cdo dos picos
cromatograficos diferenciados dos dois extratos de acetato e do padrao de acido
3,5-dinitrosalicilico. Mais uma vez nota-se perfis de absor¢do com mais de uma
maximo, nos picos destes extratos.
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FIGURA 4.90 - Extratos de acetato. A e B - cromatogramas completo e expandido
do extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico
na presenga de acido 3,5-dinitrosalicilico. E — cromatograma do padréao de acido 3,5-
dinitrosalicilico. Fase estacionaria: Luna 5 pu C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 L.
Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.22 - A\nax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.90, do extrato do meio + acido 3,5-dinitrosalicilico e do branco.

tr (min) Pgdréo ag.’3,5- Meio+ Meio.+fungo +o A (NM)
dinitrosalicilico fungo ac. 3,5-dinitrosalicilico

8,09 X 200
8,28 X 200, 220
11,32 X 200, 220
11,33 X 200, 225
11,64 X 200, 225
11,65 X 220, 225, 290
12,19 X 200, 220
12,21 X 200, 220
17,63 X 200, 225, 340
20,31 X 200
20,80 X 200, 330
21,38 X 200
21,47 X 200, 220
28,36 X 200

Assim como nos extratos de acetato, nos cromatogramas dos extratos
miceliais do experimento e do branco (Figura 4.91) foram verificados alguns picos
diferenciados, provando que a presenca do acido 3,5-dinitrosalicilico durante o
crescimento fungico influenciou de alguma forma o metabolismo da espécie. As
analises por HPLC nao confirmam as classes dos compostos presentes em cada
extrato, porém pelos espectros de absorgao é possivel verificar que os metabdlitos
do extrato branco séo diferentes dos metabdlitos produzidos no meio com acido
(Tabela 4.23).
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FIGURA 4.91 - Extratos miceliais. A e B - cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de acido 3,5-dinitrosalicilico. E — cromatograma do padréo de acido 3,5-
dinitrosalicilico. Fase estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™'. Volume de injecéo: 20 L.
Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.23 - Anax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.91, do extrato do meio + acido 3,5-dinitrosalicilico e do branco.

tr (min) Pgdréo ag.’3,5- Meio+ Meio.+fungo +o A (NM)
dinitrosalicilico fungo ac. 3,5-dinitrosalicilico

8,14 X 200
9,26 X 200,225
9,71 X 200, 220
10,30 X 200, 260
12,65 X 200, 220
12,66 X 200, 245, 280
13,17 X 200, 220
13,33 X 200, 245, 280
15,22 X 200
15,32 X 200
16,09 X 200
17,63 X 200, 225, 340
18,50 X 200, 220
18,79 X 200
20,16 X 200
20,63 X 200
20,85 X 200
21,27 X 200
22,09 X 200, 220
22,58 X 200, 220
23,41 X 200, 225, 275
23,89 X 200

4.4.1.9 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presenca de acido 3,5-dinitrobenzdico

Os extratos obtidos através do cultivo de P. brasilianum na presenca de
acido 3,5-dinitrobenzdico foram investigados por LC-DAD, para se conhecer o perfil
cromatografico dos mesmos. A Figura 4.92 ilustra comparativamente os
cromatogramas dos extratos de acetato, do branco e do experimento com o acido.

Comparando os cromatogramas A e B do extrato branco com os
cromatogramas C e D do extrato do experimento com acido, ndo existem diferengas
nitidas entre eles. Porém, analisando os espectros de absor¢cdo de cada pico
cromatografico, foi possivel encontrar alguma diferenca entre os dois extratos na
regido circulada, do cromatograma B. A Tabela 4.24 apresenta os maximos de
absorgao destes picos em questao, e também do extrato com substrato.
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FIGURA 4.92 - Extratos de acetato. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presencga de acido 3,5-dinitrobenzdico. E — cromatograma do padrao de acido 3,5-
dinitrobenzéico. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vazdo: 1,0 mL min™. Volume de injecdo: 20 pL.

Monitoramento em 216 nm.
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TABELA 4.24 - \nax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.92, do extrato do meio + acido 3,5-dinitrobenzdico e do branco.

Meio+fungo +

Padrao ac. 3,5- Meio+

tr (min) dinitrobenzéico  fungo dinitar]gbgfz_éico Amax (Nm)

13,26 X 200, 240
200, 225, 250,

15,93 X 280
20,41 X 200
20,75 X 200
21,16 X 200, 330
21,65 X 200
22,43 X 200,
22,76 X 200
22,79 X 200, 220
23,22 X 200, 225

O extrato micelial do experimento com acido 3,5-dinitrobenzdico
também foi analisado por LC-DAD, e seu cromatograma se encontra ilustrado na
Figura 4.93. A diferenciagcao entre os extratos miceliais do branco (A e B) e do
experimento com acido 3,5-dinitrobenzéico (C e D) ndo foi muito grande. As
diferengas entre estas amostras s6 sao mais nitidas com a analise dos espectros de
absor¢cdo de cada pico cromatografico. Na Tabela 4.25 estdo organizados os
maximos de absorcdo dos picos que se mostraram diferenciados, entre os dois
extratos em questéo, e também do padrao de acido 3,5-dinitrobenzdico.
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FIGURA 4.93 - Extratos miceliais. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presencga de acido 3,5-dinitrobenzadico. E — cromatograma do padrao de acido 3,5-
dinitrobenzdico. Fase estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna
guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4):
40% a 100% B por 38 minutos. Vazao: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 L.
Monitoramento em 216 nm.
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Tabela 4.25 - Anax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.93, do extrato do meio + acido 3,5-dinitrobenzdico e do branco.

Meio+fungo +

Padrao ac. 3,5- Meio+

R (Min)  Ginitrobenzaico fungo dinitar]gbgfz_éico Amax (NM)
8,23 X 200
10,22 X 200
10,30 X 200, 260
13,26 X 200, 240
16,36 X 200, 210, 280
19,01 X 200
21,27 X 200
21,96 X 200
22.09 X 200, 220

4.4.1.10 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presenca de acido ferulico

Os extratos do experimento com acido ferulico foram analisados por
LC-DAD, a fim de se verificar alguma diferenciagédo entre seus perfis cromatograficos
e os dos extratos brancos. A Figura 4.94 mostra comparativamente os extratos de
acetato do experimento com aditivo e do branco, assim como o cromatograma do
padrao de acido ferulico. Comparando os cromatogramas A e B do extrato branco
com os cromatogramas C e D do experimento com acido ferulico, observa-se
nitidamente dois picos diferentes no cromatograma D, que estao circulados. Seus
tempos de retencdo séo 6,70 e 28,36 minutos. Seus maximos de absorcao estao
apresentados na Tabela 4.26 a seguir, juntamente com os maximos de outros picos
que também se mostraram diferenciados, entre os extratos analisados.
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Figura 4.94 - Extratos de acetato. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de acido ferulico. E — cromatograma do padrao de acido ferulico. Fase
estacionaria: Luna 5 u C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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Tabela 4.26 - Anax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas
da Figura 4.94, do extrato do meio + acido ferulico e do branco.

tr (min) Padréo ac. ferdlico %i'g; M:é.o;-;‘tsgl?cc:; Amax (NM)
516 X 200, %2150, 280,
6,70 X 210
7,42 X 200, 235
7,42 X 200, 235
8,19 X 200
8,28 X 200, 220
10,61 X 200
11,65 X 220, 225, 290
12,16 X 200
12,21 X 200, 225, 290
12,81 X 200
12,81 X 210, 245, 280
15,64 X 200, 220, 285
15,74 X 210
15,93 X 200, 22?350 250,
18,94 X 210, 260
210, 220, 250,
28,36 X 290

O extrato micelial do experimento com acido ferulico também foi
analisado por LC-DAD (Figura 4.95), e comparado com o mesmo extrato do
experimento branco. Os cromatogramas dos extratos miceliais do branco (A e B) e
do experimento com acido ferulico (C e D) mostraram alguma diferenciagcdo nos
perfis cromatograficos, na regido entre 8 e 23 minutos circulada no cromatograma D,
porém nada se pode falar a respeito da classe dos compostos detectados nestas
andlises. A Tabela 4.27 a seguir exibe os maximos de absorcdo dos picos
cromatografico eluidos nesta regiao.
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FIGURA 4.95 - Extratos miceliais. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de acido ferulico. E — cromatograma do padrdao de acido ferulico. Fase
estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma coluna guarda de ODS. Bomba
A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente (método 4): 40% a 100% B por 38
minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecdo: 20 uL. Monitoramento em 216 nm.
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Tabela 4.27 - Anax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.95, do extrato do meio + acido ferulico e do branco.

tr (min) Padrao ac. ferulico 'Xﬁ'gg M:é_o;gl;gl?cc:r Amax (NmM)
516 X 200, %1150 280,
8,16 X 200
10,30 X 210, 260
10,54 X 200
10,91 X 200
15,36 X 200
16,78 X 200, 220, 290
17.93 X 200, 222855 250,
21,83 X 200
23,45 X 210, 225

4.4.1.11 - Estudo do metabolismo secundario de P.brasilianum na
presenca de 2’,4’,6’-trihidroxiacetofena

O Jdltimo aditivo estudado foi a 2’,4’,6’-trihidroxiacetofena. O
cromatograma de LC-DAD do extrato de acetato deste experimento estd mostrado
na Figura 4.96, junto com o extrato de acetato do branco e o cromatograma do
padrdo. Comparando os cromatogramas dos extratos do branco (A e B) e do
experimento com a acetofenona (C e D), é possivel notar alguma diferenciagcado na
regido circulada do cromatograma D. Este fato pode ser mais facilmente verificado
com a analise dos maximos de absorg¢ao de cada pico cromatografico. A Tabela 4.28
apresenta estes dados de absorcédo do padrao de acetofenona, do extrato branco e
do extrato com acetofenona.
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Figura 4.96 - Extratos de acetato. A e B cromatogramas completo e expandido do
completo e expandido do extrato fungico na
E — cromatograma do padrao de 2',4°,6'-
Luna 5 pu C-18(2) 100A acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecao:

extrato branco. C e D — cromatogramas
presenca de 2’,4’,6’-trihidroxiacetofena.
trinidroxiacetofena. Fase estacionaria:

20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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Tabela 4.28 - Anax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas

da Figura 4.96, do extrato do meio 2',4’,6’-trihidroxiacetofena e do branco.

Padrdo 2',4',6- Meio+ Meio+fungo +

tr (min) trinidroxiacetofena  fungo trihi drg);iégfe’iofena Amax (nm)
7,71 X 200, 220
11,63 X 200, 225, 295
11,65 X 200, 225, 295
12,37 X 220, 290
18,91 X 200
19,47 X 200
19,99 X 200
20,07 X 200
20,29 X 200
20,81 X 200
21,32 X 200
21,47 X 200, 225
22,43 X 200
22,42 X 200

O extrato do micélio com acetofenona também foi analisado via LC-
DAD, e seu cromatograma comparado com o do experimento branco (Figura 4.97).
A regido circulada do cromatograma D € onde se encontram as principais
diferenciagdes entre o extrato do branco (A e B) e o extrato do experimento com o
aditivo. A Tabela 4.29 apresenta os maximos de absor¢ao dos picos eluidos nesta
regido, dos cromatogramas B e D, e do padrao de acetofenona.
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Figura 4.97 - Extratos miceliais. A e B cromatogramas completo e expandido do
extrato branco. C e D — cromatogramas completo e expandido do extrato fungico na
presenca de 2’,4’,6'-trihidroxiacetofena. E — cromatograma do padrao de 2’,4’,6-
trinidroxiacetofena. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluigdo gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injegao:

20 pL. Monitoramento em 216 nm.
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Tabela 4.29 - Anax dos picos presentes nas regides circuladas dos cromatogramas
da Figura 4.97, do extrato do meio 2',4’,6’-trihidroxiacetofena e do branco.

Padrdo 2',4',6- Meio+ Meio+fungo +

tR (MIN) trihidroxiacetofena fungo trihidrg);i‘gfe:ofena Amax (NM)
7.06 X 200, 220
8,11 X 200
9,32 X 200, 225
9,71 X 200, 220
10,30 X 200, 260
11,24 X 900
11,57 X 200, 220
11,79 X 200, 220
12,04 X 200, 220
12,15 X 200, 220
12,37 X 220, 290
12,65 X 200, 220
15,79 X 200, 22%%, 250,
21,27 200, 330

4.4.2 - Analises por HPLC-APCI-MS e HPLC-APCI-MS-MS

Todos os extratos fungicos obtidos durante o estudo metabdlico de P.
brasilianum na presenga de substratos exégenos foram avaliados quanto a presenga
dos meroterpenos de interesse, por HPLC-APCI-MS e HPLC-APCI-MS-MS, ambas
no modo positivo de ionizacido. Estas analises foram realizadas apos as de HPLC-
DAD. O experimento de HPLC-APCI-MS-MS realizado foi o de monitoramento
selecionado de reagao (SRM), com cinco canais de monitoramento. Foram
monitoradas as transigdes: 415 — 365, 427 — 329, 461 — 393, 499 — 457 e 557 — 479.
Estas transigdes sao relativas aos principais fragmentos dos meroterpenos PSP-13,
PSP-8, PSP-9, PSP-6 e PSP-3 (ver paginas 94 a 98). O experimento de SRM
certifica a existéncia ou ndo dos compostos em questdo monitorados, visto que
detecta o composto por seu tempo de retengao, sua massa molecular total e por seu
padrao de fragmentagéo.

Os unicos extratos em que foram detectados os meroterpenos
monitorados foram naqueles produzidos na presencga de acido ferulico (extratos de
acetato e micelial) (Figuras 4.98 e 4.99). Os picos assinalados com flechas,
apresentados nos cromatogramas das Figuras 4.100 e 4.101 revelam a presenca
dos meroterpenos PSP-8 e PSP-3 nestes extratos. Como estes meroterpenos foram
detectados via SRM, é muito improvavel que se tratem de outras classes de
compostos.

Nos extratos com outros substratos exégenos nenhum meroterpeno foi
detectado, inclusive os brancos foram analisados, e nenhum ion caracteristico
destas substancias foi encontrado. Desta forma, ndo se pode afirmar que o fungo P.
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brasilianum deixou de produzir os meroterpenos por razdo da influéncia destes
aditivos no meio.

PAT7 LCCIMRMat Sm (Mn, 4x2) / 1: MRM of 5 Channels AP+
100 17,28 4049 557 > 479
075 198 59 695835 10,8911,53 2790 3133 3494 35%3g61 ¥
xR
250 500 750 1000 1250 1500 1750 = 2000 = 2250 2500 27,50 = 3000 = 3250 = 3500 37,50
PAT7 LCCIMRMat Sm (Mn, 4x2) 1: MRM of 5 Channels AP+
499 > 457

100, 149382479723 8471118 12,16 1524 1750 1964 2278 02571 2866 9278 3429 3734 452
WSRO NSNS v v PRGN e g o VN PPN =v-: SV vin NI ou AU IO S oA bV

%

250 500 750 1000 1250 1500 = 17,50 = 2000 = 2250 = 2500 = 27,50 = 3000 3250 3500 37,50
PAT7 LCCIMRMat Sm (Mn, 4x2) 1: MRM of 5 Channels AP+

100, 206361508671 846 11671357 17351811 1962 22,76 26,86 28,82 30,8954 3504 360 1725

%

250 500 750 1000 1250 1500 17,50 = 2000 = 2250 2500 = 27,50 = 3000 3250 3500 37,50
PAT7 LCCIMRMat Sm (Mn, 4x2) 1: MRM of 5 Channels AP+

20,68 427> 329
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2000 2250 | 2500 27,50 | 30,00
Figura 4.98 - Cromatogramas do experimento de SRM com o extrato de acetato do
experimento com acido ferulico. Transigdes monitoradas: 415 - 365, 427 — 329, 461

— 393,499 — 457 e 557 - 479.
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FIGURA 4.99 — Cromatogramas do experimento de SRM com o extrato micelial do
experimento com acido ferulico. Transigcdbes monitoradas: 415 - 365, 427 — 329, 461
— 393, 499 — 457 e 557 — 479.

4.4.3 - Discussoes sobre o estudo do metabolismo secundario de
P.brasilianum na presenc¢a de aditivos exégenos

Conforme reportado no inicio da secdo 4.4, os objetivos principais
desta parte do trabalho com os substratos foram verificar se estas substancias
poderiam ser utilizadas pelo fungo para produgdo de meroterpenos, e também
estudar uma possivel biotransformagdo na estrutura do substrato, realizada pelo
fungo P. brasilianum, além de verificar a influéncia de cada aditivo na diferenciacéo
metabdlica do fungo. Inicialmente todos os extratos produzidos com os aditivos
foram investigados por LC-DAD, e foi concluido que todos os aditivos causaram
alguma mudanca no perfil metabdlico do fungo, visto que os extratos produzidos na
presenca destes eram diferentes, isto €, possuiam outros compostos além dos
encontrados no extrato do experimento sem aditivos (branco). Os perfis de absorgao
de cada pico cromatografico foram investigados, confirmando este fato. Entretanto,
as analises por LC-DAD nao possibilitaram informag¢des adicionais como, por
exemplo, de que estrutura se tratava cada composto produzido.

Acidos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas. Eles estdo
conectados a diversas fungdes, como sintese de proteinas, atividade enzimatica,
fotossintese, crescimento da planta entre outros. Varios acidos benzodicos sao
conhecidos por terem a funcdo de compostos defensivos frente um ataque de
microorganismos, ou de serem acumulados nos tecidos das plantas sob condigdes
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de stress. Entre esses acidos, estdo o acido ferulico, acido salicilico, acido p-
hidroxibenzdico, entre outros. Algumas antraquinonas séo sintetizadas, também,
apos o contato da planta com eliciadores bidticos, e elas tém funcao de fitoalexinas.
Ainda, algumas plantas, na presenca de eliciadores, produzem triterpenos, como o
acido oleandlico e ursdlico ['®". Provavelmente, o fato dos aditivos escolhidos no
estudo terem sido adicionados no meio de cultura fungico, pode ter sinalizado
alguma resposta metabdlica do microorganismo, como uma defesa contra
fitoalexinas ou outras respostas do meio frente a presenga deste fungo. Uma
hipotese para a modificagao no perfil cromatografico destes diferentes extratos, em
relacdo ao branco, seria essa: a produgcdo de compostos pelo fungo que agiriam
como uma defesa deste microorganismo contra o “ataque” do seu hospedeiro, no
caso, um ataque artificial, ocasionado pela adigdo destes substratos ao meio de
cultura do fungo.

A investigagdo sobre a produgdo de meroterpenos pelo fungo nestes
meios de cultura com os aditivos foi realizada somente em relacdo aos padrdes
previamente isolados de culturas de P. brasilianum “®!, e ndo em relacdo a novos
meroterpenos que poderiam ter sido produzidos pela incorporacao destes substratos
na estrutura meroterpenoidica. E foi constatado que os meroterpenos conhecidos
nao foram encontrados nem no branco nem nos extratos com os aditivos, exceto nos
extratos fungicos do experimento com acido ferulico. Nao se pode concluir que a n&o
producdo dos meroterpenos nos outros aditivos tenha sido influenciada pelos
substratos exdgenos adicionados ao meio, visto que os extratos do experimento
branco ndo mostraram também a presenca dos mesmos. O fato da deteccido dos
meroeterpenos PSP-3 e PSP-8 nos extratos do experimento com acido ferulico
indica que este acido teve influéncia sobre a producédo destes compostos de alguma
forma, pois foi o unico experimento que mostrou estes resultados.

Estes estudos ndo puderam ser aprofundados e concluidos em razao
de alguns problemas acontecidos com o espectrobmetro de massas do nosso
laboratério. Este aparelho ficou parado durante aproximadamente 11 meses, devido
a um problema na bomba de vacuo, e afetou o desenvolvimento dos trabalhos do
grupo. Apdés seu conserto, entdo, varios wusuarios precisaram utiliza-lo,
congestionando a rotina de analises, visto que se trata de um aparelho multi-usuario.

4.5 - Estudo dos limonodides nos extratos de Melia azedarach

Foi realizada uma analise para deteccdo de limondides nos mesmos
tecidos de M. azedarach em que se isolou os diversos fungos mostrados na segéao
4.1 (pagina 33). A intenc&o desta analise foi verificar se, no periodo de isolamento
dos fungos, estava ocorrendo a produgao de limondides pela planta, e comparar
estes resultados com os da analise da produgao de meroterpenos pelo fungo isolado
destes mesmos tecidos (Seg¢do 4.6 seguinte). Se ambos os resultados fossem
positivos, algumas indagagbes poderiam ser realizadas como, por exemplo, se
houve realmente troca de material genético neste periodo, ou se a nao produgao de
limondides pela planta no determinado periodo de coleta implicaria também na nao
producao de meroterpenos pelo fungo endofitico isolado.

Os extratos etandlicos da epiderme e do cortex de M. azedarach foram
analisados por LC-APCI-MS a fim de se detectar ions de valores de m/z iguais aos
dos limondides produzidos por esta espécie. Pelas analises de full scan realizadas
procurou-se encontrar ions de m/z 721 e 533, relativos as moléculas protonadas dos
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limondides L1 e L2 respectivamente, cujas estruturas moleculares estao ilustradas
na Figura 4.100.

@)
N
AcO™ 7™
MeOZC -'—O AcO
L1
L2
MM 720
MM 532

FIGURA 4.100 - Estruturas moelculares dos limondides L1 e L2.

A Figura 4.101 mostra os espectros de ions selecionados das analises
de full scan dos extratos etandlicos da epiderme e do cértex de M. azedarach.
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FIGURA 4.101 - Cromatogramas de ions selecionados dos extratos da epiderme e
do cortex de M. azedarach. lonizagéo por APCI".
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Pela Figura 4.101, pode-se notar um pico bastante intenso no
cromatograma de ions selecionados [M+H] 721, do extrato da epiderme da planta, e
seu espectro de massas (A) apresentou um pico relativo ao ion de m/z 721, que esta
circulado. Este ion pode indicar a presenca do limondide L1 neste extrato.

O limondide L1 é a azadiractina, geralmente encontrada em plantas da
familia Meliaceae e que é conhecida por suas propriedades inseticidas °*°",

4.6 - Analise do extrato fungico da cepa isolada de Melia azedarach,
cultivada em arroz

A cepa isolada de Melia azedarach foi cultivada em arroz a fim de
verificar se ela era capaz de produzir meroterpenos, da mesma forma que a espécie
P. brasilianum. Esta cepa mostrou uma forma de desenvolvimento e coloragao
bastante semelhantes a da cepa de P. brasilianum, por isso o interesse neste
estudo.

A Figura 4.102 mostra os cromatogramas de LC-DAD do extrato desta
cepa em arroz, utilizando como fase estacionaria uma coluna C-18, acoplada a uma
coluna-guarda de C-18, e como método cromatografico o método 4, descrito na
secdo 3.9.1.

A | B
3001 L 2001
150+
200+ F
1 1004 :
100+ F
] [ 50+ r
O,ﬁ_l
5 10 15 20 25 30 35 40 45 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Minutes Minutes

FIGURA 4.102 - Cromatograma do extrato da cepa isolada de Melia azedarach,
cultivada em arroz. Fase estacionaria: Luna 5 p C-18(2) 100A acoplada a uma
coluna guarda de ODS. Bomba A: agua. Bomba B: metanol. Eluicdo gradiente
(método 4): 40% a 100% B por 38 minutos. Vaz&o: 1,0 mL min™". Volume de injecao:
5 uL. Monitoramento em 216 nm. (A) cromatograma mostrando toda a analise, (B)
regido de eluicdo dos meroterpenos expandida.

Analisando os cromatogramas A e B da Figura 4.102 é possivel notar a
presenca de alguns picos cromatograficos na regidao de eluicdo dos meroterpenos de
interesse (entre 20 e 30 minutos). A analise dos espectros de absorgédo destes picos
cromatograficos (Figura 4.103) permite uma melhor conclusao sobre a caracteristica
estrutural destes compostos eluidos entre 20 e 30 minutos.
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FIGURA 4.103 - Espectros de absorgdo no ultravioleta dos picos cromatograficos
eluidos entre 15 e 35 minutos, do extrato da cepa isolada de Melia azedarach,
ilustrados na Figura 4.102B.

Observando os espectros de UV da Figura 4.103, e comparando com
os espectros de UV dos padrdes de meroterpenos PSP-3, PSP-4, PSP-6, PSP-8,
PSP-9 e PSP-13, mostrados na Figura 4.8 (pagina 41), é possivel notar que alguns
dos espectros da Figura 4.103 sdo semelhantes aos dos meroterpenos citados (os
de t. 16,87; 24,22; 25,01; 30,51; 32,07 e 33,70 minutos), porém os tempos de
retencao destes picos nao correspondem aos dos padroes analisados.

Para se conhecer as massas das substancias presentes neste extrato,
realizou-se uma analise de full scan, com ionizacdo no modo positivo. O método
cromatografico utilizado para esta analise foi o0 mesmo das outras analises por LC-
APCI-MS (sec¢do 3.9.1). Os cromatogramas de ions selecionados desta analise
estdo mostrados na Figura 4.104.
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FIGURA 4.104 - Cromatogramas de ions selecionados das massas dos

meroterpenos encontradas no extrato da cepa isolada de Melia azedarach cultivada
em arroz. lonizagéao por APCI".

Comparando os tempos de retengcdo dos picos detectados nos
cromatogramas da Figura 4.104 com os tempos de retengdo encontrados para os
padrbées de meroterpenos analisados pelo mesmo método cromatografico (Tabela
4.4, pagina 98), pode-se concluir que estes picos nao se referem as moléculas dos
padrdes protonadas, e sim a outros ions. Portanto, pode-se dizer que esta cepa nao
produziu os meroterpenos de interesse no meio de arroz (em concentracdes
detectaveis pelo método utilizado). Varios fatores podem explicar a nao producao de
meroterpenos por este fungo, entre eles, as condigdes de cultivo no periodo de
estudo (temperatura, luz entre outras) ou até mesmo o fato de este fungo nao ser
realmente da espécie P. brasilianum.
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5 - Conclusoes

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que as técnicas
de LC-MS e LC-MS-MS permitiram a analise de meroterpenos em matrizes
complexas, sem a necessidade de um tratamento de amostras demorado e
complexo. A técnica de ionizacdo por APCI se mostrou mais adequada para estes
compostos, garantindo uma melhora consideravel na sensibilidade das analises.

Todos os meios de cultura testados para cultivo de P. brasilianum
permitram o crescimento da massa fungica e producdo dos metabdlitos de
interesse, exceto no meio de Czapeck. Porém, nos meios solidos de arroz, milho e
trigo, os picos cromatograficos detectados tiveram maior intesidade, nas analises por
LC-DAD. E nas analises por LC-ESI-MS, foi possivel detectar os meroterpenos
nestes extratos de meios soélidos também, provavelmente devido a maior
concentragdo dos metabdlitos fungicos de interesse nestes extratos. Entretanto,
estes meios solidos possuem um perfil muito mais complexo que os meios liquidos,
devido a maior quantidade de substancias neles presentes.

Todos o0s substratos exdgenos estudados mostraram interferir no
metabolismo fungico, porém os extratos do experimento com alizarina foi o que mais
se mostrou diferente em relagdo ao branco. Por esta razao, seu extrato foi reunido e
submetido a uma separacéo por CC e CCDP. Uma das fragbes conseguidas apos
este tratamento do extrato, a fracdo 1-175D, apresentou em seu espectro de RMN
'"H dois dubletos com deslocamentos quimicos de d 7,70 e & 7,11, e por isso
acredita-se que na estrutura deste composto exista um anel semelhante ao anel C
da alizarina. Provavelmente, devido a uma modificagdo estrutural da alizarina
realizada pelo fungo. Posteriormente serdo realizadas analises por massas para se
determinar a massa molecular deste composto, e também para se conhecer seu
padrao de fragmentagéo.

Os unicos extratos dos experimentos com aditivos nos quais foram
detectados meroterpenos (PSP-3 e PSP-8) ou compostos com estruturas muito
semelhantes a eles foi nos extratos com acido ferulico. Este é um resultado muito
interessante e, provavelmente trara informacdes valiosas a respeito da biossintese
destes meroterpenos.
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