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espécies do género Trichoderma, além de ser realizado também o estudo de plantas
hospedeiras, como Cupressus lusitanica e Melia azedarach. Através de analises por
GC-MS e metodologias de calculos de indices de reteng&o, foram identificados
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos nos oleos essenciais tanto da planta
como dos fungo endofiticos. Compostos semelhantes ao 6leos essencial da planta
e microorganismo associados levaram a crer na existéncia de interacdes
bioquimicas. Reacbdes de transesterificacdo acida foi utilizada para extracdo de
compostos lipidicos, que foram identificados, caracterizados e quantificados pela
técnicas de GC-MS, GC-FID e RMN 'H. Perfis de ésteres metilicos de acidos graxos
diversificados foram encontrados de acordo com a espécie utilizada, levando a
montar uma classificagcdo quimio-taxondmica. Dados de quantificacdo de acordo
com a norma EN 14 103 mostraram que dois fungos endofiticos podem ser
considerados uma fonte promissora de biocombustiveis. Ensaio anti-fungicos do
Oleo essencial de Cupressus lusitanica foram realizados contra fungos endofiticos
associados mostrando haver importancia dos compostos volateis na relagao planta-

microorganismo endofitico.
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ANALYSIS OF CONSTITUENTS FIXED AND VOLATILE OF ENDOPHYTIC FUNGI
OF THE GENUS Penicillium AND Xylaria AND THEIR HOST PLANTS. Was
conducted the study of chemical constituents volatiles and fixed of endophytes fungi.
For this, we used the Penicillium griseoroseum, Penicillium brasilianum, Xylaria
(NICL3) and different species of the genus Trichoderma, was also carried out a study
of host plants, such as Cupressus lusitanica and Melia azedarach. Through analysis
by GC-MS and methodologies for calculations of retention indices were identified
monoterpenes, sesquiterpenes and diterpenes in the oils of plant and fungus.
Compounds similar to essential oils of plants and associated microorganisms led to
believe in the existence of biochemical interactions. Transesterification acid reactions
was used for extraction of lipid compounds that were identified, characterized and
quantified by techniques GC-MS, '"H NMR and GC-FID. Profiles of methyl esters of
fatty acids were found varied according to the species used, leading to mounting a
chemo-taxonomic classification. Data quantification according to EN 14 103 showed
that two endophytic fungi can be considered a promising source of biofuels. Anti-
fungal assays of essential oil of Cupressus lusitanica were performed against
endophytes be showing the importance of volatile compounds in the plant-endophytic

microorganism.
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Andlise dos Constituintes Fixos e Voldteis de Fungos Endofiticos dos Géneros Penicillium e
Xylaria e suas Plantas Hospedeiras

11. FUNGOS

Os fungos possuem uma grande Vvariedade de formas,
comportamentos e clicos de vidas e, por este motivo, sdao de dificil definicao
(Webster, 1989). Entretanto, algumas caracteristicas biolégicas sao intrisecas e bem
peculiares como o fato de serem organismos eucarioticos desprovidos de clorofila e
heterotréficos. Morfologicamente, sdo filamentosos e ramificados, onde esses
filamentos, denominados também de hifas, apresentam parede celular constituida
basicamente por quitina, resultando em uma massa micelial, o qual pode ser de dois
tipos bem distintos: ou resulta em um tecido de biomassa bem compacto, como
observado para os cogumelos, ou através de uma rede micelial mais maleavel e
bem frouxa. O sistema reprodutivo é caracterizado por esporulacdo no meio
ambiente, com algumas excec¢des na natureza (Pelczar, 1997, Tortora et al., 2006,
Webster, 1989).

De modo geral, fungos sao classificados mediante algumas

caracteristicas, onde as principais sao:

» Caracteriticas dos esporos sexuais e/ou corpos de frutificacdo durante o ciclo

reprodutivo;
» Caracteristicas morfologicas do micélio e/ou suas células.

Do ponto de vista reprodutivo, em sua maioria, tanto a reproducao
sexuada quanto a reprodugédo assexuada de fungos ocorre por meio da germinagao
de esporos no ambiente, processo esse conhecido por esporulagédo. Estes esporos
germinados podem sobreviver a periodos extensos de condigbe drasticas de
temperatura, radiagdo e a compostos toxicos, o que justifica a disseminagdo dos
fungos em diversos ambientes (Pelczar, 1997, Tortora et. al., 2006, Waolken et al,
2003).
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Dentre os microorganismos conhecidos, os fungos foram os primeiros a
habitar o planeta e se tornaram presentes nos diversos ambientes sendo distribuidos

atualmente em todo o planeta.

Além dessas caracteriticas, os fungos apresentam a capacidade de
decompor e utilizar uma grande variedade de substratos, sendo eficientes na
conversao de nutrientes em material celular. Em condicbes de excesso de
nutrientes, os diversos produtos de decomposicido podem ser excretados ao meio
ambiente, enquanto que substancias de reserva energética, como carbohidratos e

Ipiidios, acumulam-se ao redor do micelio (Pelczar, 1997).

1.1.1. FUNGOS E IMPORTANCIA AO HOMEM

A compreensdao dos mecanismos de acédo dos fungos € de extrema
importancia para os diversos setores da sociedade, uma vez que estes estdo
envolvidos em uma gama de processos de natureza industrial e farmacéutica, além
do uso em industrias agrotoxicas, na decomposigdo de matéria organica e também

no desenvolvilmentos de patologias de plantas e animais.

De maneira geral, os fungos podem trazer tantos beneficios quanto
prejuizos a humanidade. Diversos exemplos dessas relagées sdo conhecidos na

sociedade.

A levedura Saccharomyces cerevisiae € empregada em escala
industrial em diversos processos fermentativos, especialmente na produgao de
vinhos, cervejas e paes (Pelczar, 1997). Na industria farmacéutica, apresentam uma
importancia de destaque devido a habilidade de reduzir varias etapas reacionais na
sintese de medicamentos. Exemplos nao faltam na literatura, como a producdo de
riboflavina por fermentacao através do fungo Ashbya gossipi (Pelczar, 1997), além

do uso do fungo Tolyplocadium niveum na producdo de fonte primaria de
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Cyclosporin®, aplicavel em pacientes transplantados evitando a rejeicdo de 6rgaos
(Adrio et al, 2003). Também sao usadas diversos fungos como fontes de produtos
farmacéuticos, como a penicilina e o Mevacor® (Santos, 1999, Arora, 1992). Fungos
dos géneros Aspergillus, Penicillium, Mucor e Rhizopus ocupam uma posi¢cado de
destaque na producdo de compostos farmacéuticos e na produgao de enzimas que
sao importantes para outros tipos de processos, especialmente para processos
alimenticios (Pelczar, 1997, Adrio et al, 2003).

Quando saprofitas, alguns fungos, como Rhizopus stolonifer,
decompdem residuos de plantas e animais, liberando CO, na atmosfera e
retornando ao solo compostos nitrogenados e outras substancias que sao essenciais
para a fertilidade do solo. No entanto, podem causar também prejuizos, ja que sao
capazes de decompor ndo s6 materia organica morta, mas também outros materiais,
como tecidos, tintas, papeldao, ceras, petréleo e madeira. Fora isso, infectam
alimentos produzindo micotoxinas que causam problemas de alto valor comercial.
Isso ocorre pela habilidade destes organismos crescerem sob condi¢cdes diversas
além de apresentar uma cinética rapida de crescimento (Raven, Evert e Eichhorn,
1992).

Fungos também associam-se a outros organimos, como, por exemplos,
as plantas, trazendo interagdes benéficas, como as micorrizas, ou maléficas, agindo
como patogenos.

Além disso, os fungos tém sido alvo de interesse de pesquisa nas

diversas areas da ciéncia.

1.2. INTERACAO PLANTA — MICROORGANISMO

A associagdo entre os seres vivos € um\ condicdo vital para que
determinada espécie, incapaz de conseguir por si proprio 0os seus meios de
sobrevivéncia, possa adquirir suas fontes de energia, incluindo nutrientes e protecéo

contra predadores. Como ja mencionado anteriormente, os fungos podem
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apresentar uma rede de relagdes com outros micro-organismos e/ou organismos
superiores, como as plantas, as quais servem como hospedeiros.e onde se

encontram mais frequentemente associados (Zoberi, 1972, Black, 2002).

Os micro-organismos apresentam diferentes tipos de associagbes ou
interacbes com as plantas, podendo ser de natureza neutras, benéficas ou
maléficas. As neutras sdo aquelas onde se observa o crescimento de ambos os
organismos, mantendo o neutralismo, sem haver a competicdo por qualquer
alimento e nem haver outro tipo de inibicdo. As relacbes benéficas sdo aquelas
conhecidas também por simbidticas que € caracterizada pelo fato de planta e
microorganismo obter vantagens através da associagdo. A maneira da
manisfestacdo dessa relacéo € variada. Um exemplo de uma relacao deste tipo séo
os liquens, que resultam da relagao entre fungos e algas. Sabe-se que nesta relagéo
os fungos obtém nutrientes a partir das algas, e estas beneficiam-se pela
propriedade das paredes celulares dos fungos capazes de reter agua. Além dessa
relagdes simbidticas, podem ocorrer também uma relacdo de comensalismo, que é
caracterizada pelo fato de apenas um organismos se beneficiar em detrimento ao
outro (Pelczar, 1997, Souza, 2004). Ja as relagdes maléficas, também conhecida
como uma interagcdo patogénica, sao definidas pela caracteristica de um organismo
atingir o outro de modo reverso (Pelczar, 1981, Agrios, 1988). Este tipo de interagéo
pode levar a infeccdo de plantas por patdégenos, e vem sendo reconhecido e
considerado como um dos mais altos niveis de parasistismo existentes (Magnani,
2002).

Uma interagdo planta-micro-organismo nao resulta apenas em
patologia. Sendo assim, o estudos de associagdes e interagdes envolvendo os
micro-organismos € importante para a manutencdo do equilibrio inter-espécies

contribuindo para a preservagcdo do meio-ambiente (Campos, 2005).
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1.2.1. ASSOCIACAO PLANTA-FUNGO ENDOFITICO

No sentido literal, o termo endofitico (do grego endon, no interior de;
phyton, planta) significa “dentro da planta” . A aplicagdo deste termo no meio
académico € tdo ampla quanto os diversos conceitos existentes na literatura,
podendo ser aplicado a bactérias (morandi, 1996, kobayashi et al, 2000) fungos
(Morandi, 1996, Stone, 2000) e algas (Peters, 1991).

O termo endofitico foi mencionado inicialmente por DE BARRY (1866)
e foi aplicado com a finalidade de fazer uma distingdo entre fungos patégenos de
plantas. Entretanto, estudos detalhados mostraram que existem alguns patégenos
que vivem de forma latente no interior dos tecidos de seu hospedeiros. Esta
observacgao levou Petrini (1992) a definir da forma mais aceita no meio académico
que “micro-organismos endofiticos sdo aqueles que durante seu ciclo de vida
colonizam os tecidos internos de seus hospedeiros, sem Ihes causar sintomas”. A
associagao pode ser mutualistica ou de laténcia do patdégeno. Acredita-se que estas
interagbes parecem ser benéficas a ambos os organismos, uma vez que plantas

apresentam espécies endofiticas espalhadas em todos os seu érgéaos.

Apesar disso, a definicdo de micro-organismos endofiticos € ainda
bastante polémica. Essa definicdo € frequentemente usada de acordo com as
particularidades das areas de estudos. Muitas areas usam os termos endofitico e

patogénico para designar dois tipos de associagdes diferentes.

Conforme a interagdo € positiva, onde ndo ha desenvolvimentos de
sintomas de doengas no hospedeiro na qual € mais comum o uso do termo
endofitico, ou negativa, com prejuizo para o hospedeiro que €& denominada
patogénica (Saikkonen, 1994, Fellous, 2009).

O grupo LaBioMMi usa o termo endofitico para designar o habitat de
onde o micro-organismo foi obtido. Usando metodologias que garantam a assepsia
da superficie do vegetal, ao inocular esse material em meios de cultura artificiais, os

6
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micro-organismos vivendo no interior (endo) da planta (fito) sdo obtidos. O termo
fitopatdégeno deve ser associado a uma consequéncia negativa (para o hospedeiro)
da interacdo entre a planta e o micro-organismo, porém isso nao €& verificado

somente pela metodologia de isolamento.

As plantas sdo capazes de responder de diversas maneiras ao ataque
por micro-organismos. As maneiras mais conhecidas sdo o estabelecimento de
barreiras fisicas (enrijecimento da parede celular com acumulo de ligninas) e
quimicas (producéao de fitoalexinas). A indugédo da biossintese de fitoalexinas € uma
das possiveis maneiras para promover o aumento da produgdo de metabdlitos
secundarios em plantas (Mandal, 2007, Keen, 1982, Paxton, 1981, Desjardins, 1981)
Por sua vez, o micro-organismo invasor pode degradar enzimaticamente essas
barreiras, estabelecendo uma verdadeira “batalha” quimica, dificultando a
identificacdo das fitoalexinas como metabdlitos finais produzidos pelo hospedeiro
(Snyder, 1990, Soby, 1996) (Figura 1.1).

i e

Figura 1-1 - llustragao hipotética da interagao bioquimica entre fungos e plantas. (A) o
contacto do fungo com a planta induz a biossintese de fitoalexinas; (B) o fungo detoxifica

essas fitoalexinas.

Fisiologicamente, os fungo endofiticos apresentam e utilizam as
mesmas estratégias de penetracdo ao hospedeiro que os fungos patogenos. A
planta responde a invasdao com seus mecanismos de defesa e reconhecimento,

7



Andlise dos Constituintes Fixos e Voldteis de Fungos Endofiticos dos Géneros Penicillium e
Xylaria e suas Plantas Hospedeiras

tornando as infecgdes endofiticas localizadas, evitando que atinjam outras partes
das plantas (Petrini, 1992, Paschoalati, 1998).

Do ponto de vista taxonémico, as espécies de endofiticos isoladas e
identificadas, em sua maioria, sao pertecente a classe dos Ascomicetos,

Deuteromicetos, Basidiomicetos e Oomicetos (Petrini, 1992).

1.3. METABOLITOS SECUNDARIOS DE FUNGOS ENDOFITICOS

Como fruto da interagdo mutualistica, fungos endofiticos apresentam a
capacidade de conferir determinadas vantagens a planta hospedeira. Uma dessas
vantagens € de atuar como um armazém de novas substancias, denominadas de
metabdlitos secundarios, as quais podem apresentar atividades biolégicas
relevantes (Suryanan, 1998), desempenhando algum papel importante para o

hospedeiro associado com alguma fung&o ecoldgica significante (Boyle, 2001).

Para muitos micologistas, a produgdo de metabdlitos secundarios in
vivo é de grande importancia na interagcdo metabdlica entre fungo e a planta
hospedeira € demonstram que a colonizagdo endofitica melhora a adaptacao
ecolégica do hospedeiro devido ao aumento da tolerancia ao estresse e pela
producdo de metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana contra
fitopatdogenos e predadores (Schulz, 2005, Tan, 2001). Além da produgao in vivo,
Demain (1980) sugeriu que os fungos endofiticos apresentam a capacidade de
produzir estes mesmos metabdlitos secundario in vitro, apresentando a mesma

funcdo na natureza.

De fato, estudos com metabdlitos secundarios de micro-organismos
endofiticos, especialmente fungos, se tornam importantes por se mostrarem uma
fonte simples e segura de compostos que supram a necessidade humana nas mais
diversas areas. Exemplos nao faltam: sdo empregados na industria farmacéutica, na

producao de compostos bioativos, sendo diversos fungos endofiticos responsaveis
8
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pela producdo de antibidticos e outros metabdlitos secundarios com as mais
diversificadas propriedades farmacdlogicas; na industria agrotoxica sao uma
importante fonte de compostos capazes de realizar controle de praga e pestes, além
de serem bioherbicidas naturais. Sdo fortes biocatalisadores, principalmente em
processos “limpos”, defendidos pela quimica verde, ja que muitos destes micro-
organismos sao utilizados em biorremediacdo do solos, através de reagcbes bem
especifcas, possibilitando detoxificacdo de possiveis poluentes de solos. Sdo uma
fonte bastante aplicavel em processos biotecndlogicos, constantemente sendo
importantes ferramentas no estudo de engenharia genetica de plantas, atuando
como vetores na introducédo de novos genes sintéticos que atuem tanto no controle
bioldgico de pragas como no processo de nutricdo de planta; além do uso difundido

em processos fermentativos de bebidas e alimentos (Strobel, 2004).

O numero de fungos endofiticos é inestimavel, podendo existir cerca de
milhares de espécies distribuidas em cerca de 80 % das plantas vasculares (Strobel,
2004). Os produtos naturais sao fontes importantes de novos produtos farmacéuticos
(Proudfoot, 2002) e, considerando que cerca de 30 % do medicamentos sédo de
origem fungica e que apenas 5 % dos fungos foram descritos na literatura, estes
micro-organismos se apresentam como uma fonte potencial de obten¢cdo de novos

farmacos.

Outro aspecto interessante a respeito da interagdo planta — fungo
endofitico, o qual esta intimamente relacionado com a produgao de metabdlitos
secundarios, € o fendmeno conhecido por “Transferéncia Genética Horizontal”.
Definido pela a habilidade que alguns fungos endofiticos adquiriram de produzir as
mesmas substancias produzidas pelas plantas e € explicado pela troca de material
genético entre células ou genomas néao relacionados entre fungo endofitico e planta
hospedeira (Brown, 2003). Diversos relatos na literatura vem justificando e dando

sustentabilidade a esta teoria.

O fungo Giberela fugikuroi, um endofitico, associado a planta
Cucumbita maxima, produz, assim como a propria planta, diversos derivados do

acido giberélico, ilustrado na Figura 1-2 a seguir. Diversos destes diterpenos séo
9
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conhecidos na literatura por apresentar forte atividade hormonal no crescimento de
plantas (Alexopoulos, 1996). Hoje ¢€é conhecido que fungos produzem uma

variedade de giberelinas (Harborne, 1993).

Figura 1-2 - Estrutura do acido giberélico.

No inicio da década de 90 foi descoberto que o fungo Taxomyces
andrenae, um endofitico isolado de Taxus brevifolia, produz paclitaxel (Taxol ®)
(Figura 1-3) em meio de cultura artificial na auséncia de células da planta hospedeira
(Stierle, 1995). Essa descoberta causou um forte impacto na comunidade académica
devido as fortes propriedades anticancerigenas diferenciadas apresentadas para
esse diterpeno. O rendimento obtido de taxol a partir da planta T. brevifolia € muito
baixo, chegando a ser uma quantidade inferior 0.02 % de material da planta seca.
Devido a grande demanda dessa substancia, principalmente, por razdes ecoldgicas,
a planta ndo se tornou a fonte mais viavel e sustentavel para a producédo de taxol.
Muitas outras espécies de fungos produtores de taxol em rendimentos bastante
razoaveis foram isolados dos tecidos de T. Brevifolia e também de outras espécies
do género Taxus (Strobel, 1996, Li, 1996).
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Figura 1-3 - Estrutura quimica do Taxol.

Ha ainda alguns outros dados sobre a biossintese de taxoides por
fungos endofiticos. Por exemplo, o fungo Periconia sp, um endofitico isolado de
Torreya grandifolia, planta da mesma familia do género Taxus, e que produz taxol
quando recém isolado e cultivado em meio artificial. A biossintese de taxol diminui a
medida em que ocorrem sucessivas transferéncias do fungo de meios de cultura.
Entretanto, € reativada com a adicdo de estimulantes como acidos carboxilicos e
fendis, sendo o acido benzodico o melhor estimulante (Li, 1998). Outro fungo,
Pestalotiopsis guepinii, um endofitico em Wollemia nobilis, uma espécie da familia
ARAUCARIACEAE, nao relacionada com Taxus, € também produtor de taxol. No
mesmo sentido, o fungo Seimatoantlerium tepuiense gen. nov. foi relatado
recentemente como o primeiro caso de um fungo epifitico produtor de taxol, isolado
de Maguireothamnus speciosus, uma RUBIACEAE (Strobel, 1997, Strobel, 1999).

De modo reverso, também pode ser observado de transferencia genética do
fungo para a planta também é observado. Evidéncias experimentais ndo faltam na
literatura. O exemplo mais conhecido e difundido sdo os tricotecenos macrociclicos,
cuja estrutura esta representada na Figura 1-4 e isolados principalmente da planta
Baccharis megapotamica, exclusivamente de planta fémea (Jarvis, 1988). Essas
substancias sdo conhecidas como micotoxinas produzidas pelas espécies de fungos
dos géneros Fusarium e Myrothecium, que podem ser isolados do solo em torno da

planta.
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Figura 1-4 - Tricocetenos macrociclicos.

Ainda ndo ha opinido definida a respeito da origem dessas micotoxinas.
Ha sugestdes de que os fungos do solo produzem os tricotecenos e a planta os
absorve . Em favor dessa hipdtese, esta o fato de que plantas geneticamente
relacionadas, B. megapotamica macho e B. dracunculifolia, ndo acumulam
tricotecenos mesmo quando coletadas na mesma regiédo e em convivéncia com 0s
fungos produtores (Jarvis, 1987). Por outro lado, a grande quantidade de
tricotecenos nos diferentes 6rgaos da planta tem indicado a planta como a produtora
das micotoxinas. Tricotecenos macrociclicos foram também isolados de outra

espécie de Baccharis (B. coridifolia DC).

Os trés casos discutidos acima tém motivado pesquisadores a
investigar os mecanismos desse fendmeno bioquimico-ecoldgico. Embora ainda nao
seja unanimemente aceito, este fendmeno tem sido interpretado do ponto de vista
bioquimico, como sendo uma “transferéncia genética horizontal” (TGH) entre plantas
e fungos (Horr, 1997).

Nos trabalhos que vém sendo realizados no DQ-UFSCar, visando
contribuir para essas investigacdes, tenta-se encontrar a reproducéo desse modelo
de associagao fungo-planta. Foram escolhidas algumas plantas, sobre as quais sua
fitoquimica ja foi estudada em consideravel extensdo. De uma dessas plantas, Melia
azedarach, uma Meliaceae, foi obtida uma larga cole¢cdo de fungos endofiticos de
seus frutos, folhas, galhos e raizes (Santos, 2003). Os fungos dos géneros

Penicillium e Aspergillus foram os que se destacaram como principais hospedeiros
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dessa planta. O principal resultado obtido, que possa refletir uma interagao
genbmica entre a planta e o fungo, foi o isolamento e a identificacdo de
meroterpendides (substancias que possuem um sistema biossintético misto a partir
de unidades terpénicas e policetidicas) de extratos de um fungo endofitico,
Penicillium brasilianum, em Melia azedarach. A semelhanga estrutural entre os
meroterpenos e os limondides (Figura 1-5), os quais sdo substancias tipicas de
Meliaceas, € algo destacavel. Os limondides sao triterpendides bastante modificados
por oxidagdes do tipo Baeyer-Villiger, sendo essa a principal semelhanca estrutural
com os meroterpendides, o que leva a supor que o sistema enzimatico usado pelos

dois organismos tem a mesma origem genética (Santos, 2003, Fill, 2009).

Figura 1-5 - Estruturas moleculares dos meroterpenos isolados de Penicillium brasilianum (1-

3) e dos limonéides (4-6) caracteristicos de Meliaceas (Santos, 2004).

Além disso, vem sendo realizados trabalhos baseados na investigacéo
da biossintese de amidas bis-fenilpropanoidicas pela adicdo aminoacidos ao meio
de cultura do fungo Penicllium brasilianum. A biosintese destas substancias, cujas
estruturas estdo representadas na Figura 1-6, é importante pelas diversas atividades

biolégicas relacionadas para este tipo de substancia (Fill, 2009).
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Figura 1-6 - Brasiliamidas obtidas a partir do estudo de biossintese pelo fungo Penicillium

brasilianum.

Também foi realizado a identificacdo de citocalasinas (Figura 1-7),
poderosas micotoxinas produzidas por um fungo endofitico da espécie de Xylaria,
isolado da planta Cupressus lusitanica.(Amaral, 2009).

Figura 1-7 - Exemplo de Citocalasina isolada do fungo Xylaria, endofitico isolado de Cupressus

lusitanica.

Dentre as classes de metabdlitos secundarios conhecidas na literatura,

duas delas se mostraram mais importantes na realizagdo deste trabalhos:
1 — Metabdlitos Volateis, estudados sob a forma de dleo essencial;

2 — Metabdlitos Fixos, aqueles ligados quimicamente a parede do micélio e

extraidos por meio de reacdes de transesterificacdo acida ou basica,;
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1.3.1. METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATEIS

Dentro das diversas classes de metabdlitos secundarios existentes, ha
um grande interesse pela quimica de metabdlitos volateis. Os metabdlitos volateis
sdo importantes e sado definidos como aquelas substancias com alta pressao de
vapor e que sao facilmente perceptiveis a érgdos sensoriais, especialmente o olfato.
Sao responsaveis por comunicagao quimica através de moléculas com massa
aproximada de 300 Da, facilmente carreadas pela agua e pelo ar. Os compostos
volateis sdo a base das respostas sexuais e comportamentais e sédo utlizados nas
interagbes entre organismos vivos para aquisigdo de alimento ou atragao do parceiro
sexual, em interacdes sociais diarias, para a demarcacgao de territorio, repeléncia de
um inimigo ou outros tipos de perigo. Para os seres humanos, compostos volateis
nao veiculam mensagens, mas sao utlizados em industrias de aromatizantes e

perfumaria (Turim 1996).

Sob o prisma da ecologia quimica, os metabdlitos volateis
desempenham um papel fundamental e, dentro deste universo, alguns termos foram
criados. O mais difundido atualmente é o termo feroménio, o qual se refere a
compostos quimicos que atuam como vetores de comunicagao entre individuos de

mesma espécie (Oldham e Boland, 1996).

Do ponto de vista da quimica de produtos naturais, os metabdlitos
volateis s&o conhecidos como 6leos essencias e sdo definidos como substancia
odoriferas amplamente usadas na industria de perfumaria, no setor farmacéutico e

na area de nutricdo (De Castro, 1999).

Estes O6leos essenciais sao constituidos por uma mistura de,
aproximadamente, 200 compostos, os quais sado divididos em duas partes. A
primeira parte, considerada a mais volatil, constitui cerca de 90 a 95 % do total do
oleo essencial e é constituida, basicamente, por monoterpenos e sesquiterpenos e
seus derivados oxigenados, podendo apresentar diversas fungées como aldeidos,

derivados aromaticos, alcoois e ésteres. A segunda parte, considerada a menos
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volatil, é constituida por cerca de 5 a 10 % do Odleo total e caracteriza-se
quimicamente pela presenca de compostos de massas moleculares maiores e
termicamente mais estaveis, sendo composta por hidrocarbonetos de cadeia longa,
acidos graxos, esterdides, carotendides, cumarinas e diterpenos. Na fracdo mais
volatil, os terpenos sédo, em geral, compostos insaturados de facil decomposi¢céo
pela acédo da luz, do calor e do oxigénio, produzindo compostos indesejaveis, que
alteram o aroma original. A fragdo oxigenada é altamente odorifera e a principal

responsavel pelos aromas caracteristicos do 6leo (De Castro, 1999).

A exploracao de 6leos essenciais comecgou, historicamente, no Oriente,
varios anos antes de Cristo, tendo bases de producéo na Pérsia, india, Egito e em
outros paises da regido. No decorrer do tempo surgiram destilarias de O6leos
essenciais pelo mundo afora, mas somente com o advento da quimica fina a
atividade tomou impulso, permitindo a manipulagdo de produtos com varias

aplicagdes cientificas (Chaves, 1994).

Os dleos essenciais podem ser usados brutos ou como fontes de
importantes precursores na sintese organica. Neste caso, os 6leos que contém uma
porcentagem alta de um unico composto sdo usados para a obtengdo de um
determinado composto isolado.e localizam-se nos espacos intercelulares ou nas
bolsas oleiferas, presentes praticamente em todas as partes da planta, embora cada
tipo os possua em regides definidas: embrides, flores, folhas, cascas, talos, frutas,
sementes, madeira, raizes, rizomas e, em algumas arvores, nos exsudatos de oleo-

resinosos (Zamboni, 1983).

A principal evidéncia para a suposi¢cao de que os componentes dos
Oleos essenciais ndo sao fontes importantes de energia para a planta é o fato de que
os O6leos nao sao transportados para o caule. Sabe-se que muitos de seus
constituintes estdo diretamente envolvidos nos mecanismos que permitem a

adequacao do produtor a seu meio.

Existem trabalhos demonstrando que a toxidade de alguns

componentes dos Oleos volateis constitui uma protecdo contra predadores e
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infestantes. Mentol e mentona, por exemplo, sao inibidores do crescimento de varios
tipos de larvas (Rodrigues & Healey, 1984). Também existem evidéncias de que
alguns insetos utilizam 6leos volateis seqliestrados de plantas para defenderem-se
de seus predadores. Assim, os vapores de certas substancias como citronelal,
utilizado por formigas, e a-pineno, utilizados por cupins, podem causar irritagao

suficiente em um predador para fazé-lo desistir de um ataque (Harbone, 1988).

No processo de obtencdo dos Oleos essenciais, as etapas de
isolamento, concentragao e purificacdo sdo fundamentais tendo em vista o amplo
uso destes processos ha varios anos. Os processos mais utilizados para a obtengao
dos Oleos essenciais sdo baseados no arraste por vapor e/ou extragdo com
solventes organicos (Sides, 2000). Atualmente, os métodos industriais para a
obtencdo dos 6leos essenciais sao a destilagdo fracionada a vacuo, a extragao

seletiva com solvente e a separacdo baseada em métodos cromatograficos.

A composicao dos o6leos essencias depende do método de extragao
utilizado. Sendo assim, as técnicas utilizadas atualmente oferecem varias vantagens
individuais, mas também sofrem de algumas limitagcdes especificas. Um problema
comum a qualquer método de extragcdo empregado € a deterioragdo do aroma do
O0leo com a producdo de substancias conhecidas como artefatos (substancias
conhecidas por nado apresentar uma origem natural). Com isso, € aconselhavel
sempre empregar condigdes brandas, ja que assim evita oxidag¢des, degradagdes

térmicas e/ou alteracdo quimicas.

1.3.1.1. METODOS DE EXTRACAO

Grande parte dos 6leos essenciais sdo preparados usando-se varias

técnicas de destilagdo a vapor, as quais podem ser agrupadas em 2 categorias:
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a) Método direto, também conhecido como o arraste a vapor, e baseia-se no
preenchimento de um recipiente com o material a ser extraido e o vapor,

que é introduzido na base, mistura-se com os compostos volateis,

b) Método indireto, conhecido por hidrodestilagdo, e baseia-se no
preenchimento do material com agua e depois se permite 0 aquecimento
até a temperatura de ebulicdo da agua de forma que os compostos
organicos volateis sdo arrastados pelo vapor, o qual €& condensado,

separando em agua e Oleo essencial.

Um incoveniente no uso da destilacdo é que pode ocorrer a
descomposi¢cao do compostos termolabeis. Uma solugdo para este tipo de
conveniente € o uso da destilagdo a vapor a vacuo. A aparelhagem utilizada para

uma destilagdo a vapor esta representada na Figura 1-8.

Figura 1-8 - Esquema de destilagao a vapor (hidrodestilagao).

Alem desses métodos classicos, uma técnica bem utilizada para a
captacdo de volateis é aquela em que se baseia na amostragem estatica e dinamica
do espaco livre. Os méritos destas técnicas ja sdo reconhecido ha algum tempo e,
atualmente, tornaram-se o método preferido para a captura de volateis,

principalmente em estudos de ecologia quimica (Raguso, 1998, Agelopoulos, 1998).

No procedimento original, a amostragem estatica do espacgo livre
(conhecida comumente por “headspace” estatico), permite-se que a fase liquida e o
vapor de uma amostra entrem em equilibrio no espaco livre de um recipiente
fechado e a uma temperatura controlada e assim um volume pequeno e bem

definido deste espaco livre é retirado através de condi¢cdes especiais € sdo entao
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analisados diretamente. Além de facil e rapido, este método é provavelmente o mais
simples, sendo a técnica mais utilizada, principalmente em analises de campos. O
principal inconveniente da técnica € a diluicdo da amostra, o que acarreta perda na
sensibilidade da analise. Além disso, ha diferengas na composi¢cédo da fase gasosa e

da matriz utlizada.

Outro método conhecido de amostragem do espagco € o conhecido
método de amostragem do espacgo livre (“headspace” dindmico), que também é
conhecido como método de purga e captura, que permite que um gas inerte remova
os compostos volateis da matriz (que seria a purga), onde sado arrastados para
serem coletados de varias formas (que seria a captura). Neste método, o equilibrio
entre a amostra e o espaco livre é alterado a todo momento e, concentrando os
compostos volateis em um adsorvente, o torna aplicavel a uma faixa muito mais
ampla de materiais. Os detalhes do procedimento apresentam particularidades de

acordo com a o tipo de “trap” utilizado, podendo ser criogénico ou com adsorventes.

Neste método, os compostos volateis podem ser recuperados com
bons rendimentos através de dessorgdo térmica, técnica esta que, embora seja
aplicavel a vasta quantidade de composto, podem causar mudangas moleculares em
composto termolabeis. Outra técnica que pode ser utilizada e € mais viavel para
extragdo dos compostos é o uso de dessorgao (eluicdo) com solvente organico, que
apresenta apenas o inconveniente que € a dependéncia da polaridade do solvente,

que pode causar a perda de alguns compostos volateis.

A abordagem baseada no “headspace” dindmico apresenta vantagens
como o fato dos extratos dos compostos volateis serem mais limpos se comparado
com os extratos obtidos a partir da extragdo com solvente ou pelos métodos de
destilagdo, facilidade em dessorver os volateis capturados em polimeros
adsorventes porosos diretamente na porta de injecdo do cromatografo, além de
maior flexibilidade em acondicionar as amostras em recipientes de varios tamanhos.
A principal critica a este método ¢ a facilidade de contaminacgao. A Figura 1-9 ilustra

uma extragao deste tipo.
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Figura 1-9 - Esquema geral para extragdo de compostos volateis através de headspace

dinamico.

1.3.1.2. ATIVIDADES BIOLOGICAS

Dentre os metabdlitos secundarios estudados e obtidos a partir da
quimica de produtos naturais, os Oleos essenciais apresentam uma posicdo de
destaque no que se refere a propriedade de atividade bioldgica relacionada aos
compostos existentes no 6leo. De forma geral, os 6leos essenciais encontram sua
maior aplicagao biolégica no que se refere como potentes agentes microbianos. Esta
propriedade, de certa maneira, representa 0 que seria uma extensao da propria
funcdo que exercem nas plantas, promovendo uma ag¢ao de defesa contra bactérias

e fungos fitopatogénicos (Janssen, 1987; Silva, 1992).

A avaliagao da atividade bioldgica inclui a investigacdo da atividade
farmacoldgica e toxicologica de substancias isoladas, fragdes obtidas ou do dleo
puro e natural e tem a finalidade de identificar qual ou quais substancias s&o
responsaveis por algum efeito observado. Trabalhos na literatura, como os
realizados por Lobato, (1989) relatam os resultados de ensaio de agao bactericida
com cerca de 175 6leos essenciais visando a desinfeccido de ambientes domésticos
e hospitalares. Entre os grupos de substancias responsaveis pelas atividades

antibacterianas observadas, estdo alcoois monoterpénicos, tais como linalol, geraniol
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e a-terpineol, além de 6xidos como ascaridol e 1,8-cineol. Timol, carvacrol, eugenol

e safrol apresentam também elevada atividade bioldgica.

Normalmente a atividade bioldgica é atribuida a uma unica substancia
mas ha casos em que algum tipo de atividade existe, ndo pela presenga de algum
composto isolado, mas sim pela mistura de composto referente ao 6leo bruto.
Trabalhos na literatura, como o realizado por Lobato (1989), mostram o ensaio para
avaliagao de atividade antimicrobiana. Neste trabalho, foi descrito ensaios com 14
Oleos essenciais contra 9 diferentes tipos de bactérias. Trés destes Oleos
apresentaram atividade, entre eles um proveniente de uma espécie de Piperaceae,
Piper hispidinervium, cujo principal componente € o safrol. Comprovou-se, apds o
fracionamento do referido 6leo, que o responsavel pela atividade bacteriana é o
safrol. No entanto, acredita-se que o efeito bacteriano observado esteja sendo
potencializado pela presenca de pequena quantidade de um derivado de mentol
nao-identicado, além da presenca de d-elemeno, pois fracbes que continham esse
composto também apresentaram atividade tdo boa ou melhor do que as fracbes
referente a presencga de safrol. Além disso é citado um grande numero de atividade

microbiana para a e -pineno e limoneno (Chalcat, 2000; Neirotti, 1996).

Alguns Oleos também apresentam acgédo anti-inflamatéria, que, em
muitos casos, € causada pelo metabdlito a-bisabolol, principalmente obtido a partir
do oOleo essencial da camomila (Matricaria chamomilla). O rendimento em Oleo
essencial da camomila é baixo e a concentracdo de a-bisabolol neste é variavel,
geralmente entre 0 a 30 % do dleo, o que justifica seu valor comercial elevado. No
entanto, estudos revelaram que este constituinte € o principal responsavel pela
atividade anti-inflamatoria observada no o6leo essencial (Jellinek, 1984). O a-
bisabolol preparado sinteticamente, neste caso como uma mistura racémica (),
também apresenta atividade biolégica, no entanto menor que o obtido naturalmente,
que é a forma (-). Este composto obtido sinteticamente € mais utilizado na industria
de cosméticos. Para uso especifico, o isbmero obtido naturalmente, promove

melhores resultados, o que justifica a importanica deste metabdlito (Jellinek, 1984).
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Além desse tipo de atividade anti-inflamatdria, 6leos essenciais
também apresentam outro tipo de atividade farmacdlogica. Recentemente, foi
veiculado no programa Globo Repérter a forte e importante atividade bioldgica
apresentada para o O6leo essencial de uma espécia de laranja, conhecida
popularmente por laranja da terra (Figura 1-10). O uso de 200 kg de fruta, seja a
matéria usada a fruta nova ou bagacgo, € capaz de produzir cerca de 1 kg de d6leo
que apresenta diversas aplicagdes farmacoldgicas, como o tratamento de ulcera e
gastrite, ndo s6 no tratamento das lesbes no estbmago, mas também na melhora
dos tecidos internos do 6rgéo, diminuindo em cerca de 75 % a ulcera. Acredita-se
que esta impressionante atividade deste 6leo no tratamento seja devido a grande
diversidade e mistura de monoterpenos presente no oleo essencial. Um resultado
importante e promissor dos ensaios realizados com este dleo essencial de laranja da
terra € que ele mostra cerca de 60 % mais eficiente que o medicamento sintético.
Outros estudos devem ser realizados para a confirmacdo se realmente esta
atividade deve-se pela mistura dos compostos ou se algum composto isolado é

responsavel por isso (Globo Reporter, 2010).

Figura 1-10 - Espécie de laranja, conhecida popularmente como Laranja da terra.

Oleos essencias apresentam outros tipos de atividades bioldgicas,
como atividade terapéutica em tratamentos de aromaterapia, atividades antifungica e
antibactericida contra diferentes tipos de fungos e bactérias, atividade anti-séptica,
sao usados como precursores naturais de outros tipos de compostos, aditivos de
alimentos, bebidas e cosméticos, além de atividades anti-inflamatdrias,

dermatoldgicas, antidiurética, entre outras (Brito, 2009).
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O mercado de d6leo essencal no Brasil € bem intenso. Nos ultimos 20
anos, observou-se um crescimento quadruplicado, movimentando altos valores
agregados ao 6leos exportados, chegando a casa dos 27 milhdes de ddlares anuais.
A Tabela 1-1 mostra um resumo da movimentagao econémica de 6leos essencias no

Brasil em exportacdes.

Tabela 1-1 - Exportacoes dos 6leos essenciais nos anos de 1970 e 2002

5 1970 — EXPORTAGOES 2002 — EXPORTAGOES
LEO
Us$ QUANT. (t) Us$ QUANT. (t)
Mentha
_ 13.257.000 1.486 321.272 13
arvensis
Hortela-
3.415.984 1.485 54.001 0.588
pimenta
Pau-rosa 1.290.074 288 1.041.292 23
Laranja 45,310 82 17.177.408 20.342
Demais 6leos 8.534.632 2.427 9.272.294 1.351
Total 26.534.000 5.768 27.866.267 21.730

1.3.1.3. METABOLITOS VOLATEIS DE FUNGOS ENDOFITICOS

Substancias volateis de fungos tém sido amplamente estudadas sob
diversos aspectos. Varias espécies de fungos produzem substancias volateis
especificas, sendo utilizadas como marcadores taxondmicos da espécie, inclusive
diferenciando linhagens toxicogénicas de nao-toxicogénicas. O crescimento de
certos fungos em alimentos, como por exemplo Aspergillus flavus, pode provocar
grandes prejuizos, manifestados pela deterioragcdo, surgimento de micotoxinas e
esporos com grande potencial alergénico. A inalagdo de esporos de fungos de graos
mofados é perigosa (Rylander, 1986) e investigagdes tem revelado que volateis de

fungos podem causar danos para a respiragao organica de seres vivos (Larsen,
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1998). Volateis de fungos sdo também importantes como aromatizantes de muitos

alimentos fermentados (Kinderlerer, 1989).

Os estudos de substancias volateis de fungos endofiticos s&o raros na
literatura. Entretanto, os poucos trabalhos existentes mostram que estes micro-
organismos sao uma fonte bem promissora para este tipo de substancias. O fungo
Muscodor albus é um endofitico isolado de Cinnamomum zeylanicum (Worapong,
2002). Este fungo é um potente inibidor de varios fungos e bactérias pela produgéo
de uma mistura de compostos volateis. A maioria destes compostos é sintetizada ou
adquirida e sao formulados até uma mistura artificial. Esta mistura ndo apenas imita
os efeitos antibioticos dos compostos volateis produzidos pelo fungo mas também é
usado para confirmar a identidade da maioria dos compostos volateis emitido pelo
microorganismo (Strobel, 2001). Cada um das cinco classes de compostos volateis
produzido pelo fungo apresentam diversos efeitos antimicrobianos contra fungos e
bactérias, mas nenhum dele se mostrou letal. Entretanto, podem causar morte em
um vasto numero de plantas e fungos patogénicos, ou mesmo em seres humanos. A
classe de compostos inibitérios mais efetivo sdo os ésteres, onde o acetato de
isoamila foi o mais ativo biologicamente. Além disso, a composicdo do meio de
cultura influencia drasticamente no tipo e a concentracdo dos compostos volateis
que sao produzidos (Ezra, 2003). A mistura destes compostos volateis também pode
ser usada para tratamento de sementes, frutas e outras partes das plantas quando

armazenadas ou enquanto sao transportadas (Worapong, 2002).

Outro fungo produtor de volateis antibidticos € o fungo Muscodor
roseus. Obtido de diversas plantas crescente no territério norte da Australia, este
fungo é efetivo na causa de inibicdo e até morte de fungos e bactérias patogénica,

assim como o fungo Muscodor albus (Worapong, 2002).

Nado sdo apenas fungos endofiticos do género Muscodor que s&o
capazes de produzir compostos volateis antibiéticos. Um exemplo disso é o fungo
Gliocladium sp. Os componentes volateis produzidos por este fungo sao totalmente
diferentes aos produzidos tanto pelo fungo M. albus como pelo fungo M. roseus

(Strobel, 1997). Os compostos volateis inibidores mais abundantes do Gliocladium
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sp. sdo da classe dos anulenos, que sdo comumente usado como combustiveis e
que foram descoberto como produtos naturais a partir desse fungo (Stinson, 2003).
Entretanto, este fungo n&o apresenta atividade tao boa e satisfatéria como os fungos

do género Muscodor (Stinson, 2003).

1.3.2. METABOLITOS FIXOS

Outra classe de metabdlitos secundarios importante para o estudo de
metabdlitos secundarios sdo os conhecido metabdlitos fixos. Do ponto de vista de
definicdo, este metabdlitos fixos podem ser divididos e classificados em duas formas

distintas:

| — os metabdlitos fixos que sao facilmentes extraidos pelo uso de solventes

organicos, e que fazem a base da Quimica de produtos naturais;

Il — os metabdlitos fixos que estdo quimicamente ligados a parede celular,
onde a Figura 1-11 faz uma representacdo da disposi¢do destes metabdlitos na

parede celular.

Considerando esta divisdo, o estudo de metabdlitos fixos ligados
quimicamente a parede celular (que a partir de agora sera referido apenas como
metabdlitos fixos) se mostra importante. Do ponto de vista biolégico, estes
metabdlitos fixos sao classificados como compostos lipidicos, que € um grupo de
diversos tipos de metabdlitos caracterizado de acordo com sua quimica e
apresentam caracteristica fisica princiapal a insolubilidade em agua. As fungdes
biolégicas dos lipidios sdo diversas assim como sua quimica. Oleos e gorduras s&o
as principais formas armazenadoras de energia em muitos organismos. Fosfolipidios
e esteroides s&o os elementos estruturais majoritarios de membranas biologicas.
Outros lipidios, que estdao presentes relativamente em pequenas quantidades,
apresentam papel crucial em diversos processos bioldgicos, como cofatores de

enzimas, transportadores de elétrons, pigmentos absorvedores de luz, agentes
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emulsificantes no trato digestivo, além de serem promissores hormébnios e

mensageiros intracelulares (Lenninger,2000)

Dentre os metabdlitos fixos, os principais s&o os acidos graxos, acidos
carboxilicos com cadeia carbénica variando entre 12 e 36 atomos de carbono. Em
diversos acidos graxos, esta cadeia pode ser ramificada e totalmente saturada. Em
outros casos, a cadeia pode conter uma ou mais ligagdes duplas. Os acidos graxos
mais comum ocorrem em uma cadeia de 12 a 24 atomos de carbono, que resulta do
processo biosintético deste compostos, o qual envolve a condensagao de unidades
acetato (Dewick,1997). Em micro-organismos, estes acidos graxos costumam esta
dispostos quimicamente ligada a membrana celular, cuja Figura 1-11 mostra uma

representacédo da forma que estao dispostos na membrana celular.

' DB D D e

Figura 1-11 - Mistura de acidos graxos saturados e insaturados na parede celular (Lenninger,
2000).

As propriedades fisicas de acidos graxos, e que pode ser também
estendido a compostos lipidicos em geral, sdo determinadas pelo tamanho da
cadeia carbbnica e também pelo grau de insaturagdo. A temperatura ambiente (25
°C), acidos graxos saturados com cadeia carbbnica entre 12 e 24 atomos de
carbono apresentam consisténcia de cera, enquanto os insaturados similares sao

oleos(Lenninger,2000).

Em vertebrados, os acidos graxos livres (ndo esterificados) circulam no
sangue ligados covalentemente a uma proteina transportadora, geralmente

albumina. No entanto, os acidos graxos estao presentes no plasma do sangue como
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derivados de acido carboxilico, como ésteres ou amidas. Sem o grupo carboxilato,
estes derivados de acidos graxos sao geralmente menos solUveis em agua que os
acidos graxos livres. Além de acidos graxos, ha diversas outras classes de

compostos, como esteroides, triacilglicerois e esterdides (Lenninger,2000).

Triacilglicerdis (Figura 1-12) sdo os compostos lipidicos mais simples e
sdo constituidos por trés ésteres de acidos graxos ligados a molécula de glicerol.
Muitos dos triacilgliceréis ocorrem como mistura e podem conter 2 ou mais acidos

graxos diferentes.

Figura 1-12 - Triacilglicerol contendo 3 acidos graxos diferentes ligado ao glicerol. Na figura,

tem-se, respectivamente, Acido Stearico, Acido Linéleico e Acido Palmitico.

Esterdides sao estrutura lipidicas presentes nas membranas de muitas
células eucaridticas. A estrutura caracteristica deste tipo de composto € nucleo
esteroidal, composto por quatro anéis fundidos, sendo 3 anéis de 6 carbonos € um
com 5 atomos de carbono. Este nucleo é planar e é relativamente rigido e os anéis
fundidos ndo permite a rotacdo sobre ligagdes C-C. Diversos esterdides séao
conhecidos. Dentre eles, o colesterol € o esterdides mais comum em tecidos
animais. Esteroides similares s&do encontrados em outros organismos eucarioticos:
estigmasterol em plantas e ergosterol em fungos, por exemplo. Bactérias n&o sao
capazes de sintetizar esterdides, mas algumas espécies sdo capazes de incoporar
esteréides exdgenos em suas membranas (Lenninger, 2000). As estruturas dos

esteroides citados estao representadas na Flgura 1-13.
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HO HO

Figura 1-13 — Estruturas quimicas dos esterdides: 1) Estigmasterol, comumente encontrado
em plantas; 2) Ergosterol, comumente encontrado em fungos.

1.3.2.1. APLICACOES

Compostos lipidicos apresentam uma diversidade de aplicacdo. No
corpo humano, eles tem a principal funcdo de evitar a perda de agua pelo
organismos, além do valor energético associado a estes compostos (Lenninger,
2000). Dentre as aplicagbes referentes a estes tipos de compostos, destacam-se a
atividade farmacoldgica e aplicacdo destinada a produgdo de biocombustiveis.sob
forma de biodiesel,sendo a aplicagao mais rentavel atualmente em termos do uso de

compostos lipidicos.

Biodiesel, do ponto de vista quimico, € um biocombustivel derivado de
monoalquil éster de acidos graxos de cadeia longa, provenientes de fontes
renovaveis (Abreu, 2004), possuindo propriedade fisico-quimicas similares ao 6leo
diesel de petréleo. Pelas suas caracteristicas € um substituto natural ao diesel,
podendo ser produzidos a partir de Oleos vegetais, gorduras animais e Oleos
utilizados em frituras de alimentos (Cruz, 2006). Embora alguns autores definam
biodiesel como um tipo de biocombustivel, outros adotam de forma genérica o termo
biodiesel a qualquer tipo de biocombustivel que possa substituir o diesel em uma
matriz energética. Desta forma, 6leos vegetais in natura, puros ou em misturas, e

biodleos sao também denominados de biodiesel (Ramos, 2003).
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Os dleos e gorduras sao substancias insoluveis em agua, podendo ser
de origem animal, vegetal ou mesmo microbiana (Moretto, Fett, 1998).e sao,
predominantemente, derivados de acidos graxos saturados e insaturados e

apresentam-se na fase liquida a temperatura ambiente.

Sao produzidos mediante reacao de transesterificagao entre metanol e
diferentes 6leos nativos do Brasil, especialmente soja, mamona e algodao (Abreu,
2004). Estes acidos graxos possuem longas cadeias de carbono, com variado
numero e posicao das ligagdes duplas nestas cadeias. O 6leo necessita de algumas
modificagdes quimica para ser utilizado nos motores a diesel, tais como
transesterificagcado, emulsificagao, esterificacdo e craqueamento térmico e catalitico.
Entre estes processos, a transesterificacido e a esterificacdo sdo as reacbes mais

importantes para produzir biodiesel (Lang, 2001, Meher, 2006, Oliveira, 2006)..

O biodiesel € normalmente produzido por uma reacao catalitica de
transesterificacdo de o6leos ou gorduras, produzindo uma mistura de ésteres
alquilicos de baixa massa molar, tendo a glicerina como subproduto. A reagao de
transesterificagdo de triglicerideos é representada na Figura 1-14 (Ma, 1999,
Fukuda, 2001, Gerpen, 2005).

0
Ry Ry

0 0 0 HO

> Cat
0 H ~=— l t OH
+ 3 Rm/ 3 . O/Rm

0 HO

R, m=1a3C
n=10a26C
0

Figura 1-14 - Reacgéao de transesterificagao de 6leos vegetais.
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Somente alcodis simples, tais como metanol, etanol, propanol e butanol
podem ser usados na transesterificagcdo. Segundo a literatura, a produgao de
biodiesel pelo rota metilica € mais econémica e mais produtiva se comparada com
as demais rotas, especialmente a rota etilica. O metanol € mais frequéntemente
utlizado por razdes de natureza fisica e quimica (cadeia curta e polaridade). Apesar
de muitas pesquisas com Biodiesel atualmente utilizarem o etanol devido a baixa
toxicidade e ser proveniente de fontes renovaveis (Silva, 2005), todos os paises que

utilizam biodiesel o faz por via metilica (Santos, 2008).

1.3.2.1.1. MECANISMOS DE REACOES DE TRANSESTERIFICACAO

A reacao de transesterificacdo € a mais usada para a producido de
biodiesel e € composta de trés reacdes consecutivas e reversiveis, nas quais sao
formados diglicerideos e monoglicerideos como intermediarios (reag¢des (1), (2) e (3)
da Figura 1-15) (Freedman, Butterfield, Pryde, 1986). Além disso, estas reag¢des séo
realizadas mediante a presenga de um catalisador, geralmente acidos e bases de
Bronsted, sendo os principais hidroxidos e alcodxidos de metais alcalinos e os

acidos sulfurico, fosfoérico e cloridrico (Suarez, 2007).
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Figura 1-15 - Reagdes de transesterificagao de trigliceridios.

Na Figura 1-16 é mostrado o mecanismo que explica o uso de

catalisadores basicos na reagdo de transesterificagdo de triglicerideos (Suarez,
2007).

CH,0H + B CH,0- +  BH+
CO
o
+ CH30- ,>
R; OR, —_—
Ry OR,
OCH;

o}
)J\ CHs; +  R,0-
R; o

Figura 1-16 - Mecanismo de reagao para tranesterificagao em catalise basica.
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A reacao ocorre por meio de uma espécie ativa, que é o alcoxido e é
formado pela reacdo do alcool com a base. No caso dos catalisadores serem
hidroxidos alcalinos, mais utilizados nas industrias, forma-se também agua que leva
a reacgOes secundarias de hidrolise e saponificagdo, o que justifica os melhores
rendimentos (Meneghetti, 2006, Vicente, 2004). Entdo a carbonila de um triglicerideo
sofre um ataque nucleofilico do alcéxido, levando a formagao de um intermediario
tetraédrico. Este intermediario sofre uma eliminagao formando o éster de acido graxo
e 0 anion, o qual regenera a base de partida por meio de desprotonagao (Suarez,
2007). Na primeira reagao ocorre a formacéo de um diglicerideo, onde sofre uma
nova reagao para a formagao de um monoglicerideo, que por processo similar, forma
finalmente a glicerina. O uso de reagbes de transesterificagdo em meio basico
apresenta inconvenientes, como, por exemplo, a formacao de enolatos através da
reagcao do hidrogénio acido a-carbonilico com a espécie basica, o que diminui o

rendimento final da reacgao.

Além desse tipo de reagdo em meio basico, utiliza-se &acidos de
Bronsted-Lowry como catalisadores, onde os mais usados sdo os acido sulfurico e
cloridrico (Schuchardt, Sercheli, Vargas, 1998). A Figura 1-17 mostra o mecanismo

que explica a formagao dos ésteres metilicos utilizando catalise acida.
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Figura 1-17 - Formagao de ésteres metilicos usando catalise acida.

O mecanismo de formacdo € explicado através de um ataque
eletrofilico da carbonila do triglicerideo a espécie acida H*, formando uma espécie
que, por deslocamento de elétrons, forma um carbocation. Este carbocation sofre um
ataque nucleofilico de uma molécula de alcool, formando um intermediario
tetraédrico. Entdo ocorre a eliminacdo de um diglicerideo e um éster de acido graxo,
juntamente com a regeneragao da espécie catidnica. Por processos similares, séo

formados os monoglicerideos e a glicerina.

1.3.3. METABOLITOS FIXOS DE FUNGOS ENDOFITICOS

Como ja escrito, grande parte dos metabdlitos fixos, aqueles que estao
ligados diretamente a parede celular, sdo de natureza lipidica (Lenninger, 2000). Em
micro-organismos, isso néo € diferente. Varios micro-organismos oleaginosos, tais

como leveduras, fungos, bactérias e microalgas podem acumular alto nivel de
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lipideos em sua biomassa (Meng, 2009, Chisti, 2007, Illlman, 2000, Gouda, 2008,
Papanikolaou, 2004, Vicente, 2009). Dentres estes organismos, fungos e leveduras
tem sido condiserada uma fonte potencial para uma larga produ¢ao de compostos
lipidicos. A Tabela 1-2 lista um resumo de conteudo lipidico de alguns micro-

organismos.

Tabela 1-2 - Conteudo lipidico de micro-organismos oleaginosos (Vicente, 2010).

MICRO-OGANISMOS CONTEUDO LirPiDICO (%)
Chlorella vulgaris 40-60
Chlorella. emersonii 63
MICROALGAS
Mannochoris sp. 38-68
Schizochytrium sp. 50-77
Aspergillus oryzae 57
Cunninghamella echinulata 40-47
FUNGOS
Mortierella isabellina 68-86
Mucor circinelloides 20
Lypomices starkegi 64
LEVEDURAS
Rhodotula glutinis 72
Gordonia sp. 93
BACTERIAS
Rhodococus opacus 96

A producao de lipideos depende de varios fatores como espécie do
micro-organismo, pH do meio, tempo, temperatura, aeragao, nutrientes, etc. (Arora,
1992, Griffin, 1994).

Os lipideos produzidos pelos fungos podem ser extraidos dependendo
de sua complexidade estrutural. Para os lipideos simples, que encontram-se livres
no interior das células, os processos de extracdo incluem a utilizacdo de solventes
apolares a frio, como hexano e heptano; enquanto os lipideos mais complexos
necessitam de solventes mais polares (Christie, 1989). As vezes, se faz necessario o

uso de processos extrativos acidos (Crhistie, 1987).
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Por apresentarem uma susceptibilidade relacionada a degradagéao por
enzimas liberadas durante a extracdo e a instabilidade de suas insaturacdes por
processos de oxidacdo e temperatura, os cuidados durante os procedimentos de
extracdo e conservagao sido importantes para a manutengao das estruturas intactas
para a analise das mesmas. Entre estes cuidados, pode-se citar o0 uso de
isopropanol (inibidor de atividade enzimatica) e a manipulagdo em atmosferas
inertes que podem ajudar na conservagao das estruturas lipidicas (Christie, 1989,
Arora, 1992).

De forma geral, os micro-organismos sao classificados e diferenciados
através do estudo microscépico de sua morfologia e estruturas celulares (Silva,
1998), sendo necessario o conhecimento de seus ciclos de vida, incluindo fases de
crescimento e reproducdo através dos esporos sexuais e assexuais e suas
estruturas de suporte (Arora, 1992). Quando ndo se conhece estas caracteristicas,
torna-se dificil identificar e classificar um determinado microorganismo (Fenselau,
1994).

Como formas alternativas de estudos de micro-organismos, tem-se
desenvolvido o estudo de caracterizagao através de marcadores quimiotaxondmicos
(Silva, 1998). Esses marcadores quimiotaxondmicos sao substancias quimicas de
estrutura definida que podem ser extraidas das células e serem entdo identificadas
por métodos analiticos especificos, variando qualitativamente e quantitativamente
entre os diferentes micro-organismos, sendo um importante parametro para

identificacao e classificagao taxondmica (Fenselau, 1994, Gunstone, 1995).

Dentre os marcadores quimiotaxondmicos de micro-organismos que se
tem estudado, destacam-se a sequéncia de acidos nucleicos e de DNA e RNA, os

perfis protéico, de lipideos complexos el de acidos graxos (Silva, 1998).

Metodologias como a espectrometria de massas tem contribuido para a
andlise de lipideos de diferentes populagdes de micro-organismos. Os
procedimentos incluem o isolamento, o tipo de extragcdo e analise do extrato. A

identificacdo se faz pela presenga da classe de lipideos como componentes
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majoritarios (Fenselau, 1994). Além disso, a quantificagcdo também é importante

tanto para diferenciacdo como para a classificagao do microorganismo.

O estudo do perfil dos &cidos graxos livres ou presentes nos
glicerideos também tem larga utilizagdo. Entretanto, apresenta um incoveniente:
como sao compostos muitos variaveis, a reprodutibilidade depende de um controle
das condig¢des de crescimento, tempo de incubacédo e meio de cultura utilizado, além
de ser necessario um método padronizado dos métodos de extragao, derivatizacéo e
analises (Silva, 1998, Fenselau, 1998, Gunstone, 1995).

Como exemplo, tem-se a diferencas de acidos graxos presentes nas
bactérias, como acidos graxos ciclicos. Em varios micro-organismos, verifica-se a
presenca de acidos graxos poli-insaturados, o que € ausente em bactérias. A Figura
1-18 mostra as diferenciacbes entre espécies de micro-organismos e o perfil de

acidos graxos presentes em cada tipo (Arora, 1992, Fenselau, 1994).

ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

I ACIDOS GRAXOS MONOINSATURADOS

BACTERIAS FUNGOS

ACIDOS GRAXOS RAMIFICADOS

ACIDOS GRAXOS CiCLICOS

Figura 1-18 — Acidos graxos produzifos por micro-organismos.

Além disso, a literatura apresenta métodos de classificagcdo e
diferenciagado pela simples presenca ou nao de determinados acidos graxos na

composi¢cado de micro-organismos (Stahl, 1996) .

Em alguns casos, estes compostos sdo extraidos mediante o uso de
reacbes semelhantes a ja discutidas para os metabdlitos de plantas:
transesterificagdo em catalise acida ou basica. Os compostos sao entdo obtidos em
forma de ésteres metilico, se usado o metanol como agente transesterificante, ou
ésteres etilicos, se for usado etanol (Santos, 2008). Estes ésteres metilicos em

micro-organismos, especialmente em fungos endofiticos, vem apresentando
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aplicagbées bem interessantes, além da importancia ja destacada como marcadores
quimiotaxondmicos, diferenciando espécies distintas de fungos (Chen, 2001, Stahl
1996). Algo que vem chamando a atengao é o fato da aplicagdo como matrizes
novas e promissoras em processos que envolvem a produgao de biocombustiveis
(Vicente, 2010).

A qualidade de um biodiesel depende da composigcédo de acidos graxos
de um determinado material e, consequentemente, ndo € todo micro-organismos que
pode ser usado como uma fonte segura para a produgdo de biodiesel. Umas das
vias para gerar micro-organismos com composic¢ao lipidica ideal para a produgao de
biodiesel pode ser feita através da manipulagdo de genes chaves, que € realizada
com o intuito de aumentar o teor de acidos graxos tornando aplicavel para um
biodiesel de alta qualidade (Durrett 2008, Pinzi, 2009). Diversos micro-organismos
sao exemplos do estudo de manipulagao génica para aplicagdo em biocombustiveis
e sdo citados na literatura. Mucor circinelloides foi o primeiro microorganismo
estudado com esse intuito (Ratledge, 2004). Com o conhecimento do seu genoma e
da manipulagdo de genes chaves, foi possivel descobrir outras espécies,
especialmente do género Mucor (Zhang, 2007). Na grande maioria desses estudos,
os compostos lipidicos sdo obtidos sob forma de ésteres metilicos de acidos graxos
por meio de catalise acida (Vicente, 2009). Outros estudos mostraram que fungos do
género Fusarium e Trichoderma sdo fontes promissoras como produtores de

compostos lipidicos, especialmente acidos graxos (Chen, 2000).
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1.4. METODOLOGIAS DE ANALISE

1.4.1. iNDICE DE RETENGAO

A tecnologia atualmente disponivel para o estudo destes tipos de
compostos, especialmente substancias organicas volateis sob forma de odleo
essencial, ainda ndo é suficientemente confiavel para uma identificagdo segura pois
ha uma grande semelhanga entre os espectros de massas para cada componente.
Por este motivo, faz-se necessario o uso de ferramentas auxiliares que permitam
colaborar na identificacdo dos compostos. Uma dessas ferramentas auxiliares mais
usadas € conhecida como indice de retengcdo, que usada juntamente com a
espectrometria de massas torna-se uma importante parametro para a identificacao
de compostos. Um advento que tornou essas medidas de indices de retencdo mais
usual e mais confiaveis foi o surgimento das colunas capilares de fase quimicamente
ligada. O uso destas colunas tornou a obtengcdo de cromatogramas em tempos de
retencdo mais reprodutiveis e possibilitou uma maior confiabilidade das medidas de
indices de retengao. Estas medidas podem ser obtidas de duas formas distintas
conforme a caracteristica do 6leo essencial obtido: se o 6leo apresenta uma baixa
complexidade e diversidade de compostos, é preferencialmente utilizado o sistema
de indice de retengdo isotérmico (onde a rampa de aquecimento do cromatégrafo
gasoso € realizada a uma temperatura constante); nos casos onde se tem um 6leo
essencial com uma vasta complexidade e diversidade de compostos, é mais usado o
método baseado em uma programacdo de temperatura linear, pois a comparagao

com os dados de retengao se torna mais precisa e reprodutivel.

Dentre os indices de retencdo conhecidos e usados na literatura, o
mais usado para substancias volateis é o conhecido indice de Kovats (KI) (Adams,
2001). Inicialmente proposto em 1958, € uma das ferramentas mais usuais e

compara dados de retencao de diferentes compostos obtidos por varios autores em
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diferentes condi¢cdes. A relagcado inicialmente utilizada por Kovats € uma relagao
logaritmica e utiliza como padrado de referéncia uma mistura de hidrocarbonetos
homolégos de cadeia linear entre 9 e 25 atomos de carbono.O Kl pode ser calculado

para cada composto presente nos 6leo essenciais pela seguinte equacao de Adams:

KI(x) = 100 l( log RT(x) — log RT P(z+ 1) )]

log RT P(z+ 1) — log RT P(z)

Onde:

e Kl (x) : indice de retencdo de um composto X;
e RT (x): Tempo de retengéo do composto X;
e RT P(2): Tempo de retencéo do hidrocarboneto que elui antes do compostos;

e RT P(Z+1): Tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui depois do

composto;

No entanto, esta relagao apresenta um incoveniente de ser reprodutivel
apenas em uma condigdo cromatografica bem definida e sob condi¢des intrumentais
bem especificas, como tipo e tamanho da coluna, condigbes de aquecimento, vazao

de gas e etc. Condigdes estas que tornam o emprego desta relagdo limitada.

Posteriormente, modificagbes foram sendo realizadas nesta relagéo. E
dentro das modificacbes feitas, a que mostrou melhores parametros tornando os
dados de retencdo mais reprodutiveis e confiaveis para substancias volateis foram
as modificacdes feitas por Van den Dool e Kratz (Van den Dool e Kratz, 1963). Esta
relacdo, também baseada no uso de uma mistura de hidrocarbonetos homoldgos de
cadeia linear entre 9 e 25 atomos de carbono como padrao de referéncia, é obtida
de duas formas conforme o método cromatografico utilizado, o que torna a escolha

do método de analise empregado como umas das etapas fundamentais
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A primeira forma de obtencao desta relacdo € mais utilizada para 6leos
essenciais de composicdo menos complexas e é baseada numa relagao que € mais
empregada para o método de retengao isotérmico, onde a temperatura programada
é constante, também baseada numa relagéo logaritmica: A equacdo a seguir mostra

esta relagao:

logTx — log(Tn—1)

KI(x) =100[Cn— (Cn—1)] x logTn — log(Tn — 1)

+ 100 (Cn—-1)

Onde:

e Kl (x) : indice de retencdo de um composto X;

e T x: Tempo de retengcdo do composto X;

e (Tn-1): Tempo de retengao do hidrocarboneto que elui antes do composto X;
e Tn: Tempo de retencédo do hidrocarboneto que elui depois do composto X;

e Cn: Numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois do compoto X;

¢ (Cn-1): Numero de carbonos que elui antes do composto X.

Outro tipo de relagdo € a que se baseia em um método crotografico
baseado em programagado de temperatura linear, onde é também conhecida como
indice de Retencdo Alternativo e é definida de acordo com a seguinte relacdo, onde
a relagao deixa de ser logaritmica e € conhecida por Equag¢ao de Van den Dool e

Kratz:

Tx— (Tn—-1)

100 (Cn —1
Tn— an—p| 100n-1

KI =100[Cn— (Cn—-1)] X [

Onde:

e Kl (x) : indice de retencdo de um composto X;

e T x: Tempo de retencdo do composto X;
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e (Tn-1): Tempo de retencédo do hidrocarboneto que elui antes do composto X;
e Tn: Tempo de retencao do hidrocarboneto que elui depois do composto X;
e Cn: Numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois do compoto X;

¢ (Cn-1): Numero de carbonos que elui antes do composto X.

Este tipo de relacdo se torna bem confiavel e obtem indices utilizando
tanto colunas apolares (aquelas em que apresentam de 1% a 5% de fase
quimicamentte ligada) tanto em colunas polares (aquelas que apresentam até 20 %
de fase quimicamente ligada), desde que sejam iguais as condi¢des de
programagao. Estas relacdes de indices de retengcdo n&o sao usadas apenas com o
uso de hidrocarbonetos lineares como padrao de referéncia, mas também em outros
tipos de compostos como padrdes internos, como uma mistura de ésteres etilicos
homologos ou cetonas homoélogas. Além disso, diversos compostos podem ser
determinados através do uso do calculo de indice de retengcdo além dos ja
tradicionais compostos volateis e de Oleos essenciais, como haletos alifaticos,
alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos,
além de outras classes (Kovats, 1958, Kovats, 1959, Van Den Dool e Kratz, 1963,
Perry, 1984).

1.4.2. CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

Tanto os compostos obtidos para substancias volateis sob forma de
Oleos essencias como os metabdlitos fixos apresentam a caracteristica de serem
facilmente volatilizaveis e termicamente estaveis. Estas caracteristicas tornam estes
compostos como 0s pioneiros no uso da técnica de cromatografia gasosa,
permanecendo até os dias atuais como a principal ferramenta dos quimicos
analiticos desta area. Diversos s&o os fatores que justificam o uso da técnica de

cromatografia gasosa para analise destes compostos, como uma ampla
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aplicabilidade, sensibilidade, rapidez nas analises, boa precisdo quantitativa e um

alto poder de resolugao.
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Figura 1-19 - Esquema de um Cromatografo em Fase Gasosa acoplado a Espectrometro de

Massas.

O principio basico de operagdo de um cromatografo em fase gasosa
envolve a volatilizagdo de uma amostra no injetor, a separagao dos componentes da
mistura numa coluna apropriada e a detecgédo de cada um deles por um detector.
Uma caracteristica importante da técnica € o uso de um gas para arrastar a amostra
do injetor até o detector passando por uma coluna. Este gas de arraste deve ser
inerte e ndo pode ser adsorvido pela fase estacionaria da coluna utilizada. Em geral,
0s gases sao hélio (He), hidrogénio (Hz) e nitrogénio (N;), sendo o mais utilizado o
hélio (He) (Skoog, 2006). O principio de operacdo de um cromatégrafo em fase

gasosa pode ser observado na Figura 1-19.

Num cromatografo em fase gasosa, a etapa de separagdo dos
compostos ocorre dentro de uma coluna aquecida, a qual contém uma fina camada
de substancia quimica liquida nao volatil, chamada de fase. As colunas capilares
empregadas proporcionam poder de resolugdo e reproducdo mais satisfatorios,
especialmente para misturas mais complexas de 6leos essencias. Estas colunas sao
constituidas por silica pura fundida, garantindo maior eficiéncia, inércia e
longevidade quando comparadas as usadas antigamente, que eram constituidas de
vidro. As colunas mais utilizadas, e que sao destinadas a aplicagdes gerais, séo as

colunas constituidas de dimetilsiloxano (DB-1 ou equivalentes) e as constituidas de 5
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% de fenil/ 95 % dimetilsiloxano (DB-5 ou equivalentes), que sdo um pouco mais
polares. Um outro ponto importante nas colunas é a espessura da camada de fase
estacionaria, onde as que possuem 0,3 pm sao as melhores para compostos que
apresentam alta temperatura de ebulicdo enquanto as colunas com fase de 1,0 um
sdo mais viaveis em apresentar uma melhor retencdo para substancias com

temperaturas de ebulicdo menores.

Além disso, o acoplamento cromatografia gasosa — espectrometria de
massas € perfeito devido a diversos fatores. Os sistemas de aquisicao de dados em
espectrometria de massas junto com as bibliotecas de pesquisas, modelos de
reconhecimento e o auxilio software de interpretacdo espectral sdo importantes para
a determinacdo e identificagdo dos compostos, que € realizada a partir de
fragmentagdes que séo induzidas pela técnica de ionizagdo baseado em ionizagao

de elétrons (impacto eletrénico).

1.4.2.1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma técnica que data do inicio do
século XX, com a descoberta do elétron por Thomson e dos isotdépos estaveis por
Aston (Watson, 1997).

Ao longo dos tempos, a espectrometria de massas sofreu um grande
processo de avancos no que se refere ao desenvolvimento da técnica, podendo
analisar uma grande variedade de substancias orgéanicas micromoleculares polares
e apolares, macromoléculas, além de substancias inorganicas e metalicas. A
sensibilidade da técnica permite a analise das amostras em baixas concentragoes,

na ordem de picomol (pmol) a fentomol (fmol) (Siuzdak, 1996).

O desenvolvimento do uso da técnica de espectrometria de massas foi

impulsionado por basicamente 3 fatores:
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1. O acoplamento perfeito com técnicas de separagdo cromatografica

(cromatografia gasosa, liquida e eletroforese);
2. O surgimento e desenvolvimento de novas técnicas de ionizagao;
3. Desenvolvimento de computadores e aplicativos.

Estas caracteristicas promovem, em muitos casos, a identificacdo de
substancias sem a necessidade de isolamento, através da comparagao com perfis
de fragmentagao obitdos de estudos de padrdes ou por comparagdo com bibliotecas

digitais que contém os espectros de diversas substancias.

Entre as técnicas de ionizagdo, as mais comuns sdo O impacto
eletrénico (El), ionizagdo quimica (Cl), ionizagdo quimica por dessorgdo (DCI),
bombardeamento com atomo acelerado (FAB), electrospray (ESI), ionizagdo quimica

a pressao atmofésrica (ApCl), entre outras (Murgu, 1998).

Dentre as técnicas descritas acima, a que se mostrou melhor e que foi
utiizada no presente trabalho foi a técnica de impacto eletrénico, técnica de
ionizacao classica dentro da espectrometria de massas, por ser a técnica ideal para
gerar ionizagdo nas moléculas estudadas. A ionizagdo ocorre com excesso de
energia levando a um alto grau de fragmentagao. Além disso, a técnica apresenta
um acoplamento perfeito com a cromatografia em fase gasosa (GC-MS), onde
podem ser analisada substancias de baixa massa molecular (600 Da) e que sejam
volateis ou facilmente volatilizaveis. As vezes, é necessario o uso de reacdes de
derivatizacdo que possibilitam modificar a caracteristicas da amostra e torna-la

analisavel por GC-MS.
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Figura 1-20 — Esquema instrumental e teérico do processo ocorrido em uma fonte de ionizagao

por impacto eletrénico (Silverstein, 1998).

Os compostos sao geralmente analisados mediante a Figura 1-20, que
pode ser explicada pela seguinte forma: a amostra entra na fonte de ionizagao por
meio do sistema de inje¢do, que, normalmente, € constituido de uma coluna capilar,
onde ocorre a separacdo dos compostos. Cada composto entra na fonte de
ionizagdo separadamente e sofre um bombardeio de elétrons, geralmente causado
por um filamento constituido de um metal (geralmente rénio). Ao sofrer o choque,
cerca de 5 % sao ionizados por meio da retirada de um elétron, os demais séo
descartados por meio de um sistema de vacuo. Os ions sao entdo levados a um
sistema de captura para o analisador, passando antes por dois sistemas de lentes
que ajudam a acelerar e focalizar os ions formados e leva-los ao analisador, onde

sao detectados por meio dos fragmentos formados (Silverstein, 1998)

Uma ferramenta bastante util para a identificacdo de substancias é o
método conhecido por monitoramento seletivo de ions (SIM) através da técnica de
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espectrometria de massas acoplada a cromatografia em fase gasosa (GC-MS). O
uso desta técnica oferece a vantagem de identificar de forma rapida e precisa os
componentes minoritarios de uma mistura complexa (Velter, 2007), inclusive
prevendo problemas de adulteracdo e possibilitando o uso de marcadores em
diversas matrizes, como em farmacos e produtos naturais (Engel, 1987; Rodrigues,
2007).. Através de ions caracteristicos da fragmentacdo de determinados
compostos, pode-se prever a classe e subclasse quimica a qual sao pertecente,
tornando a analise mais confiavel e facilitando o tratamento de dados. Na quimica de
produtos naturais, diversos compostos podem ter sua classe determinada apenas
pela simples presencga de um ion molecular e/ou de ions fragmentos, onde a Tabela
1-3 mostra alguns exemplos (Bienman, 1962; Budkiewicz, 1987; Hagen, 1999)

Tabela 1-3 - ions caracteristicos de classes e subclasses de compostos organicos (Bienman,
1962; Budkiewicz, 1987).

Classes e Subclasse de Compostos lons Caracteristicos (m/z)

Monoterpenos
Monoterpenos oxigenados
Sesquiterpenos
Sesquiterpenos oxigenados
Diterpenos
Diterpenos oxigenados
Esteres metilicos de acidos graxos
Esteres etilicos de acidos graxos
Esterdides
Triterpenos lupanos
Triterpenos oleananos

Hidrocarbonetos saturados

136 (M™), 121, 93
154 (M™), 136,121, 91
204 (M™), 189, 161, 91
220 (M™), 205, 159, 91

272 (M™), 257, 229, 105
286 (M™), 271, 201, 175
74 (Bl), 87, 143
88 (Bl), 101, 157
432 (M™), 417, 109
189 (BI), 121
218 (Bl)

57 (Bl)

Legenda: (M™) = ion molecular; (Bl) = ion base.
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O Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos tem
como enfase em seu estudos as interagdes entre plantas e micro-organismos. Os
fungos escolhidos para se realizar esse estudo e desenvolvimento de trabalho foram
os fungos Penicillium brasilianum, Penicillium griseoroseum, Xylaria (NICL3) e
espécie em conserva de Trichodherma, representados na Figura 2-1. O estudo
destes fungos é justificado por varios fatores: primeiro, por que sdo os fungos mais
estudados do laboratério e que ja se conhece bem grande parte do estudo
metabdlico deles; segundo, a tematica abordada para este estudo € inédita para
estes fungos, o que colabora para um maior conhecimento do metabolismo dos
mesmos, e por fim, contribuir e melhorar o estudos de metabdlitos volateis e fixos de
fungos endofiticos, ja que os estudos existentes atualmente sdo bem poucos, o que

torna um promissor campo de estudo e conhecimento.

Penicillium griseoroseum [as

Fungos
Endofiticos

Trichordherma

Penicillium brasilianum

Figura 2-1 - Fungos endofiticos estudados neste trabalho.

Como mencionado anteriormente, no LaBioMMi ja vem sido realizado
diversos estudos a respeitos de fungos endofiticos. Com este trabalho, pretende-se
alcancgar os seguintes objetivos listados a seguir:
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» Isolamento dos micro-organismos endofiticos;

» Cultivagdo dos micro-organismos em diferentes meios de cultura com a
finalidade de otimizar o melhor meio para a producdo de compostos
organicos volateis;

» Otimizacdo da extracdo, filtracdo e analise das substancias volateis
extraidas;

» Aplicacdo das metodologias de analise para identificagdo dos metabdlitos
volateis dos fungos endofiticos e das plantas hospedeiras;

» Desenvolvimento de metodologia de extracdo dos metabdlitos fixos de
fungos endofiticos;

» Desenvolvimento e aplicagdo de metologias de analise, identificacdo e
quantificacdo dos metabdlitos fixos extraidos dos fungos endofiticos;

» Montar um perfil cromatografico caracteristico de cada espécie de fungos
endofitico;

» Otimizar as condi¢gbes de analise por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas;
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3.1 — EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

a. CROMATOGRAFO EM FASE GASOSA

As analises por cromatografia em fase gasosa foram realizadas em um
cromatégrafo CARLO ERBA GC 8000 series, SHIMADZU GC-17A e SHIMADZU GC
2010 FID.

b. ESPECTROMETRO DE MASSAS

Os espectros de massas foram adquiridos em dois equipamentos: o
espectrometro MICROMASS Platform I, e o espectrdbmetro SHIMADZU GCMS-
QP5000, ambos equipados com a interface por impacto eletronico (El).

c. COLUNAS CROMATOGRAFICAS

As analises foram realizadas utilizando duas colunas: uma coluna J&W
Scientific DB1 (30 m x 0,25mm x 0,25 pm) para analises de espectrometria de
massas (GC-MS); e uma coluna STABLIWAX 20M (30 m x 0,32 mm x 0,25 ym) para

analise por ionizacao e detecgao em chama (GC-FID).
d. SOFTWARES UTILIZADOS

Foram utilizados dois softwares conforme o equipamento utilizado: o
software MICROMASS MassLynx 2.1 e a Biblioteca de Dados MICROMASS
MassLynx Library NIST para os espectros obtidos no equipamento MICROMASS, e
o software SHIMADZU CLASS 5000 e a Biblioteca de Dados SHIMADZU Library
NISTO8.

e. ESPECTROMETRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de RMN foram obtidos nos espectrometros Bruker ARX
200 e AVANCE DRX 400, operando a 4,7 e a 9,4 Tesla, respectivamente.
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f. ESTUFAS DE SECAGEM E ESTERILIZACAO

Para secagem de vidrarias e esterilizacdos de placas de Petri foram
utilizadas as estufas FANEM-315 SE.

g. AUTOCLAVES VERTICAIS

Para esterilizacdo de meios de culturas foram utilizados as autoclaves
PHOENIX AV 75 e PHOENIX AV 30.

h. CAMARA DE FLUXO LAMINAR

Os micro-organismos estudados foram manipulados em um fluxo
laminar VECO VL FS-12 M.

3.2 — MATERIAIS UTILIZADOS

a. SUPORTE PARA CROMATOGRAFIA

As separagoes cromatograficas em colunas foram realizadas utilizando

como fase estacionarias:
» Silica gel 60 (70-230 mesh) Merck;

» Silica gel 60 (230-400 mesh) Merck;

b. CARTUCHO DE EXTRAGCAO POR FASE SOLIDA (SPE)

Foram realizadas separagdes cromatograficas em cartuchos de
Extracdo de Fase Solida (SPE) SUPELCO SI de 3 mL com e 5 mL com,

respectivamente, 500 mg e 1g de silica como fase estacionaria.
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c. ELUENTE PARA CROMATOGRAFIA

Nas eluicbes cromatograficas foram utilizados solventes P.A. (Merck e

Synth) e solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar.

d. SOLVENTES UTILIZADOS PARA OBTENGCAO DE ESPECTROS DE RMN

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando solventes deuterados da
Merck e Aldrich (98,0 - 99,9 %).

e. MATERIAIS E REAGENTES PARA MEIO DE CULTURA

Para a produgdo e preparo dos meios de culturas BDA (batata-
dextrose-agar), CZAPECK’'s e meio sdlidos realizados, foram utilizados os seguinte

reagentes e materiais:

e batata e NaNO;

e dextrose e extrato de levedura

e Ky;HPO, e agar bacteriolégico

e MgSO,. 7H0O e arroz “uncle ben’s”

e FeSO4.7H0 e milho do tipo canjica branca
e KCI e trigo

f. PADROES INTERNOS UTILIZADOS

Nas analises de GC-MS e GC-FID, foram utilizados os seguintes

padrdes internos:

e n-nonano (CgHaop) e n-nonadecano (C1gH40)

e n-decano (CqoHz2) e n-eicosano (CyoHa42)
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e n-undecano (C11H24) n-heneicosano (Cz1Ha4)

e n-dodecano (C12H2s) n-docosano (CyoHae)

e n-tridecano (Cq3Hzs)

n-tricosano (Ca3Has)

e n-tetradecano (Cq4H30) n-tetracosano (Cz4Hs0)

e n-pentadecano (CsH32)

n-pentacosano (CasHsy)

¢ n-hexadecano (CigHaz4)

heptadecanoato de metila (C1gH3602)

e n-heptadecano (C17H3s) miristato de metila (C15H3205)

e n-octadecano (CigHss)

nervonato de metila (C2s5Hs5002)

3.3 — METODOLOGIAS DE TRABALHO UTILIZADAS

a. FUNGOS ENDOFITICOS ESTUDADOS
Os fungos endofiticos estudados nesse trabalho foram os fungos
Penicillium brasilianum, Penicillium griseoroseum, Xylaria (NICL3) e diferentes
conservas de fungo Trichodherma. Os fungos usados neste trabalho estao ilustrados

na Figura 3-1 a seguir.

Penicillium griseoroseum [j

Trichordherma

Penicillium brasilianum

Figura 3-1 - Fungos endofiticos estudados.
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b. PREPARO DE PLACAS PARA ISOLAMENTO DE MICRO-ORGANISMOS

ENDOFIiTICOS

Para o isolamento e cultivo dos fungos Penicilium brasilianum,
Penicilium griseoroseum e Xylaria (NICL3) foi utlizada a técnica de inoculagdo em
placas de BDA (batata-dextrose-agar) que baseia-se no uso de 200 gramas de
batatas, 40 gramas de dextrose e 15 gramas de agar para 1 litro de agua destilada.
A massa de batata é entdo cozida em agua destilada e filtrada, obtendo-se apenas o
caldo de infusdo. Ao caldo é adicionado agua, dextrose e agar e esterilizado em
autoclave por 15 minutos. Apos o tempo de esterilizagdo, 0 meio € manipulado em

camara de fluxo laminar.

Apos secagem do meio sobre as placas, o microorganismo é entéo
repicado em uma pequeno pedag¢o de uma placa mais antiga e inoculado no centro
de uma placa mais nova. As placas com micro-organismos sao entdo vedadas e
armazenadas em estufa do tipo BOD. O tempo de cultivo variou conforme as
caracteristicas de crescimento dos fungos, sendo o periodo variado entre 8 e 12

dias.

c. PREPARO DE MEIO LiQuiDo CZAPECK s ENRIQUECIDO COM EXTRATO

DE LEVEDURA

Este meio foi obtido da seguinte forma: em um bequer adicionou-se 3,0
g NaNOs, 1,0 g de KoHPOy4, 0,5 g de MgSO4 - 7 H,0, 0,5 g de KCL e 0,01 g de
FeSO, - 7 H,O e 1L de agua destilada, onde essa mistura foi agitada até ocorrer a
completa dissolugdo dos sais. Em seguida, adicionou-se 30 g de glicose e uma nova
agitacéo foi realizada para dissolugao da glicose adicionada. Apds isso, adicionou-se
20 g de extrato de levedura e homogeneizou o sistema. Em seguida, transferiu-se
cerca de 100 mL para erlenmeyers de 250 mL e armazenou-se em autoclave para

esterilizacdo durante 15 minutos. Apds esterilizados e resfriados a temperatura
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ambiente, os erlenmeyers com meio pronto foram levados a camara de fluxo laminar

previamente esterilizados onde 0s micro-organismos puderam ser inoculados.

d. HIDRODESTILACAO DAS FOLHAS DE Cupressus lusitanicus

Para este experimento foi coletado cerca de 50 g de folhas de
Cupressus lusitanicus, Estas folhas foram cortadas em pequenos pedagos e
tranferidas para um baldo de fundo redondo de 2 L, onde adicionou-se 1 L de agua
destilada. Apds isso, adaptou-se um extrator do tipo Clevenger e manteve-se a
extragdo das substancia volateis por aquecimento do banho de folhas a uma
temperatura de 100 °C durante um periodo de 3h. Os compostos organicos volateis
eram extraidos com eter etilico, e apds o fim da destilacao, foi realizado extracao
liquido-liquido para obtencédo do d6leo. Apds isso, o 6leo era armazenado a -22 °C
até a realizacdo de analise por GC-MS. A Figura 3-2 ilustra a sistematica utilizada

para extracado de 6leo essencial por hidrodestilacao.

e. HIDRODESTILACAO DAS FOLHAS DE Melia azedarach

Para este experimento foi coletado cerca de 50 g de folhas e frutos de
Melia azedarach, Estes materiais foram tranferidos para um baldo de fundo redondo
de 2 L, onde adicionou-se 1 L de agua destilada. Apds isso, adaptou-se um extrator
do tipo Clevenger e manteve-se a extragdo das substancias volateis por
aquecimento do banho de folhas e fruto a uma temperatura de 100 °C durante um
periodo de 3h. Os compostos organicos volateis eram entdo extraidos com eter
etiilico, e apés o fim da destilacdo, foi realizado extracido liquido-liquido para
obtencao do 6leo. Apds isso, 0 Oleo era armazenado a -22 °C até a realizagao de

analise por GC-MS.
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Figura 3-2 - Sistema de hidrodestilagao utilizando o aparelho de Clevenger.

f. HIDRODESTILACAO DE FUNGOS ENDOFiTICOS EM MEIO LiQuibo

CzAPECK

Este meio foi obtido da seguinte forma: em um bequer adicionou-se 3,0
g NaNOg3, 1,0 g de KoHPOy4, 0,5 g de MgSO,4 - 7 H20, 0,5 g de KCL e 0,01 g de
FeSO, - 7 H,O e 1L de agua destilada, onde essa mistura foi agitada até ocorrer a
completa dissolugdo dos sais. Em seguida, adicionou-se 30 g de glicose e uma nova
agitacao foi realizada para dissolugao da glicose adicionada. Apds isso, adicionou-se
20 g de extrato de levedura e homogeneizou o sistema. Em seguida, transferiu-se
cerca de 1 L do meio pronto para balées de fundo redondo de 2 L e armazenou-se
em autoclave para esterilizacdo durante 15 minutos. Apds esterilizados e resfriados
a temperatura ambiente, os baldes com meio pronto foram levados a camara de
fluxo laminar previamente esterilizados onde os micro-organismos puderam ser
inoculados. a temperatura ambiente e os fungos endofiticos pudessem ser
inoculados. Apds a inoculagdo, os fungos foram deixado em crescimento por 14
dias, onde entdo eram submetidos a hidrodestilagdo com um aparato de clevenger
usando eter etilico para extragao das substancias volateis. Foi realizado também
hidrodestilagdo apenas do meio CZAPECK's (sem fungo endofitico inoculado) como
controle. Apos o fim da destilacdo, os compostos volateis eram armazenados em

freezer a -22 °C até a realizagéo de analise por GC-MS.
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g. HIDRODESTILAGCAO DE FUNGOS ENDOFITICOS EM MEIO SOLIDO ARROZ

Em baldo de fundo redondo de 2L, foi adicionado 270 g de arroz e 250
mL de agua destilada. Em seguida, armazenou-se os baldes em autoclave para
esterilizagdo durante 25 minutos a 120 °C e 1 atm de pressédo. Aguardou-se um
periodo de 24 h e realizou-se nova esterilizacdo durante 25 minutos a 120 °C e 1
atm de pressdo. Apds o periodo de esterilizagao, os balbes foram levados para a
camara de fluxo laminar onde os fungos puderam ser inoculados e foi deixado em
crescimento por um periodo de 14 dias. Apdés o periodo de crescimento, foi
adicionado ao baldes cerca de 800 mL de agua destilada e foi realizada a
hidrodestilagao usando éter etilico para extracdo dos compostos volateis. Apds o fim
da destilacdo, os compostos volateis extraidos foram armazenados em freezer a -22

°C até a realizacdo de analise via GC-MS.

h. EXTRACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS DE FUNGOS ENDOFITICOS PELO

METODO DE AERACAO

Em erlenmeyers de 1000 mL, foi adicionado 100 g de material sélido
(arroz, canjica e trigo) e 170 mL de agua destilada. Os erlenmeyers foram entéo
transferidos para autoclave onde foram esterilizados por 25 minutos a 120 °C e 1
atm de pressdo. Apdés um periodo de 24h, os erlenmeyers foram esterilizados
novamente por 25 minutos a 120 °C e 1 atm de pressao. Apos isso, os erlenmeyers
foram levados a camara de fluxo laminar onde os fungos foram inoculados e deixado
em crescimento por um periodo de 14 dias a temperatura ambiente e na auséncia de
luz. Apds o crescimento, foi adaptado um sistema onde pode ser passado gas Nz
para arraste das substancias volateis e adsorvidos em uma camada de carvao ativo
durante 1h. Apds esse periodo, os compostos volateis foram extraidas com éter
etilico ou diclorometano e analisados por GC-MS. Foi usado também erlenmeyers
apenas com o meio sélido (arroz, canjica ou milho) como controle. A Figura 3-3

mostra a sistematica usada para realizagao da extragao por aeracéao.
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Figura 3-3 - Sistema de aeragao para a captagao de volateis.

i. ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA — ESPECTROMETRIA

DE MASSAS PARA SUBSTANCIAS VOLATEIS
Para o estudos de substancias volateis extraidas tanto de fungos
endofiticos como extraidas da planta de Cupressus lusitanicus foi utlizado a técnica
de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

nas condi¢des ilustradas pela Figura 3-4 a seguir:
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ANALISE DE METABOLITOS VOLATEIS

290°C

> RAMPA DE TEMPERATURA:

5 minutos

7 °C /min

5 minutos

TEMPERATURA DO INJETOR: 180 °C
TEMPERATURA DA INTERFACE 280 °C
TEMPERATURA DA FONTE DE IONIZAGAO: 180 °C

VOLUME DA INJEGAO : 2 uL

YV V V V VY

MoDo DE IONIZAGAO: EI”
> FAIXA DE DETECCAO DE MASSAS: m/z 50 a 750 Da.

Figura 3-4 - Método cromatografico utilizado na analise por GC-MS para substancias volateis.

j. EXTRACAO DE COMPOSTOS FIXOS DE FUNGOS ENDOFITICOS
O estudo de compostos fixos pode ser realizado de diversas formas.
Entretanto, neste trabalho, foi realizado um metodologia inédita usando reacgéao direta
com o micélio de fungos endofiticos. A reagao utilizada para este estudo foi a
metandlise acida, onde pretendia-se obter uma variedades de compostos metilados

proveniente da parede micelial dos fungos.

O procedimento para reagao consistia inicialmente no processo de
crescimento do fungo em meio liquido CZAPECK's durante 8 dias. Depois disto, o
fungo foi submetido a uma filtracdo onde ocorria a separagao do micélio do meio de
cultura. Em cada micélio filtrado, adicionou-se 100 mL de MeOH, deixando em
extragao por um periodo de 24 h. Apds o periodo de extragao, o fungo foi novamente
filtrado, separando o micélio da fase organica extraida em metanol. Em seguida, o

micélio era deixado em estufa para secagem por um periodo de 24h.
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Com o micélio seco, foi realizada a reagcao de metandlise acida. Foi
usado a biomassa micelial seca. Adicionou 150 mL de MeOH e 10 mL de HCI,
concentrado na mistura reacional que foi deixada em refluxo por 24, sendo filtrada
no final. A fase orgénica foi entdo concentrada em rotaevaporador. O concentrado
foi entdo neutralizado com a adigdo de gotas de solugédo saturada de Na,COs. Apos
isso, o produto reacional foi submetido a uma extragao liquido-liquido com agua e
éter. A fase etérea foi entdo concentrada em rotaevaporador. O protocolo utilizado
para a realizacao de metandlise acida com micélio dos fungos endofiticos esta

representado na Figura 3-5.
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8 a 14 dias de
crescimento

|
M=10al6g
Metanolise
N32C03
B
Filtragdo
i - —_—

«MeOH;
oHC|;

e24h

Figura 3-5 - Esquema do Protocolo para Extragao dos Metabélitos Fixos

Com esta metodologia, foram realizadas rea¢gées com uma diversidade
de fungos endofiticos encontrado na micoteca do LaBioMMi (Laboratério de

Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos), listados a seguir:

» Penicillium griseoroseum; » PAOE (Penicillium cultivado em
milho);

» Penicillium brasilianum; » Trichodherma harvezionum;

» Xylaria (NICL3) » Trichodherma T21;
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» Trichodherma T27; » Trichodherma T19;
» Trichodherma T25; » Trichodherma T13.

k. FRACIONAMENTO POR EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

Com posse dos extratos obtidos da reacdo de metandlise acida em
meio acido, estes foram submetidos a montagem de um perfil cromatografico
baseado num fracionamento por extragédo por fase solida (SPE) utilizando cartuchos
com fase estacionaria silica-gel. O fracionamento consistiu da separagédo de uma
pequena quantidade de massa (cerca de 15 a 40 mg) de produto obtido proveniente
na reagdo com o micélio. Para a eluicdo cromatografica, foi usado uma pequena
quantidade de solventes grau HPLC (cerca de 3 a 5 mL dependendo do volume do
cartucho usado para o fracionamento). O fracionamento consistiu das seguintes

etapas:

Condicionamento do Cartucho SPE com silica com Hexano 7 mL.

)
2) Ativagéo do Cartucho com Diclorometano 7mL.
3) Aplicagdo da Amostra dissolvida em Diclorometano.
4) Eluicdo com 5 mL de:

» Diclorometano 100%
Diclorometano — Eter 9:1
Diclorometano — Eter 1:1
Eter 100%

MeOH 100% (apenas como limpeza e lavagem do cartucho).

YV V VYV V

OBS: Todos os solventes utilizados para este fracionamento foram solventes grau
HPLC.
Este fracionamento foi realizado para todos os produtos de reacéo
obtidos a partir da metandlise acida com o micélio dos fungos listados anteriormente.
Para analise via GC-MS, os extratos fracionados por SPE foram

diluidos até a concentragcdes na ordem de ng / uL (ppm).
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. ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA — ESPECTROMETRIA

DE MASSAS PARA METABOLITOS FIXOS
Para os estudos de metabdlitos fixos extraidas a partir da reacdo de
metandlise com o micélio, foi realizado otimizagcdo de um método de separacao das
substancias com micro-organismos endofiticos, com a finalidade de realizar um
estudo deste metabdlitos e aplicar um método satisfatorio para analise em GC-MS. A

Figura 3-6 ilustra o método utilizado para a analise destas substéancias.
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ANALISE DE METABOLITOS FIXOS

> RAMPA DE TEMPERATURA:

320°C

5 minutos

TEMPERATURA DO INJETOR: 250 °C
TEMPERATURA DA INTERFACE 280 °C
TEMPERATURA DA FONTE DE IONIZACAO: 180 °C

VOLUME DA INJEGAO : 2 L

vV V V VYV VY

MoDo DE IONIZAGAO: EI
» FAIXA DE DETECCAO DE MASSAS: m/z 50 a 750 Da.

Figura 3-6- Método cromatografico usado no GC-MS para analise de substancias fixas

extraidas a partir da reagao de metanélise com o micélio.

m. QUANTIFICACAO DE ESTERES METILICOS POR CG-FID
A quantificacdo de ésteres metilicos foi realizada seguindo a norma EN
14103 destinada a condicdes de analise de biodiesel. E utilizado a quantificacdo
comparando a area de todos as bandas cromatograficas existente entre a banda do
padrdo de miristato de metila (C14) e nervonato de metila (C24.1) em relacdo a area
do padrao de heptadecanoato de metila (C47.0). A analise é realizada de acordo com

as seguintes condi¢des representadas pela Figura 3-7.
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QUANTIFICACAO DE ESTERES METILICOS

> RAMPA DE TEMPERATURA:

200°C

30 minutos

» TEMPERATURA DO INJETOR: 250 °C
» TEMPERATURA DE IONIZACAO E DETECCAO POR CHAMA: 250 °C
» VOLUME DA INJECAO : 1 uL

Figura 3-7 - Método cromatografico usado no GC-FID para andlise e quantificagdo de ésteres

metilicos.

A determinacdo do conteudo de ésteres metilicos é feita baseada em

uma relagéao de porcentagem usando a seguinte formula:

(At — Api)
_ be

Cbiodiesel =
lodiese Api

Cpi

Onde:

e At : Somatdrio da area total dos picos dos ésteres metilicos entre do padréao de

miristato de metila (C14) e nervonato de metila (Cz4:1) ;
e Api: Area do pico do ésteres metilico heptadecanoato de metila;

e Cpi: Concentracdo em mg/mL do padrdo de heptadecanoato de metila

injetado;
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Nn. ENSAIO ANTIFUNGICO

O dleo essencial obtido da planta Cupressus lusitanica foi submetido
ao ensaio de inibicdo antifungica contra alguns fungos endofiticos isolados a partir
da mesma planta. O ensaio consiste da deposicdo de cerca de 400 uL do dleo
dissolvido em etanol em diferentes concentracoes:

» 0 ppm de 6leo essencial,
100 ppm de dleo essencial;
250 ppm de dleo essencial;
500 ppm de 6leo essencial,

750 ppm de 6leo essencial;

YV V V VYV V

1000 ppm de dleo essencial.
A Figura 3-8 ilustra e resume de que forma o ensaio com o 06leo

essencial de Cupressus lusitanica foi realizado.

Adi¢io do
microoganismos

Adicfio das
Polzf::;‘b:a solucties de dleo
P essencial

Figura 3-8 - Ensaio antifingico com éleo essencial de Cupressus lusitanica.

Cada concentracao era ensaiada em triplicata. A concentragao minima
inibitéria foi definida como a menor concentracdo onde se observa inibicdo
satisfatoria do crescimento do fungo. O potencial de inibicdo era calculado mediante
0 porcentual de inibicdo da maior concentracdo comparado com o crescimento do

fungo na placa controle, que seria aquela onde foi depositado 0 ppm do dleo.
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No decorrer deste trabalho, um fato que chamou bastante atencao e
gerou curiosidade foi a existéncia e identificagdo de compostos terpénicos em
fungos. Classificados como organismos inferiores, metabdlitos encontrados em
micro-organismos € em micro-organismos associado a plantas s&o derivados de
uma origem biossintética a partir do caminho policetideo (Gunatilaka, 2006). De fato,
dos diversos produtos naturais caracterizados e isolados a partir de micro-
organismos, cerca de 60 %, sdo metabdlitos produzidos a partir da origem
biossintética policetidica, o que contribuiu durante muito tempo para se acreditar que
0 metabolismo de micro-organismos era exclusivamente do caminho policetidico. O
surgimento de metabdlitos em outros caminhos biossintéticos causavam enormes
confusdes e eram vistos com grandes restrigdes dentro do meio académico (Manly,
2002; Schmeda-Hirschmann, 2005; Dai, 2001; Krohn, 1997; Parisi, 1993; Kusano,
2000). Entretanto, diversas evidéncias da literatura, algumas ja mostrada neste
trabalho, vem mudando esta visdo. Dentre as classes de origens biossintética, a
classe do caminho mevalonato é a segunda mais predominante no metabolismo de
micro-organismos, especialmente aqueles associados a plantas (Kim, 2004; Li,
2001; Harper, 2003). Neste dado, incluem-se sesquiterpendides, diterpendides,
triterpendides e esterdides, com diversas propriedades bioativas, ilustrados na

Figura 4-1 (Li, 2001), o que justifica os compostos identificados neste trabalho.

N Q R,

OH

HOOC

HO

Figura 4-1 - Compostos terpénicos bioativos isolados de micro-organismos associados a

plantas.
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Sendo assim, o estudo aqui realizado foi dividido em duas partes: a
primeira relacionada aos metabdlitos volateis, onde foi subdividida de acordo com o
método de extragdo realizado, e a segunda relacionada aos metabdlitos fixos. Por

fim, sera apresentado o resultado do ensaio anti-fungico realizado.

4.1 — METABOLITOS VOLATEIS

As analises deste trabalho, foram realizadas em uma rampa de
aquecimento linear de temperatura e a identificacdo dos compostos foi realizada
baseada na relacdo de Van den Dool & Kratz, que é aplicada geralmente para
identificacdo em métodos cromatograficos como o utilizado no trabalho (Van den
Dool e Kratz, 1963).

Tx— (Tn—-1)

KI =100[Cn— (Cn—1)] X Tn— (Tn—1)

+ 100 (Cn—1)

Onde:

e Kl (x) : indice de retencdo de um composto X;

e T x: Tempo de retengcdo do composto X;

e (Tn-1): Tempo de retengao do hidrocarboneto que elui antes do composto X;
e Tn: Tempo de retencédo do hidrocarboneto que elui depois do composto X;

e Cn: Numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois do compoto X;

¢ (Cn-1): Numero de carbonos que elui antes do composto X.

Os resultados aqui mostrados serdo mostrado fazendo uma relagao

entre os fungos endofiticos e sua planta hospedeira.
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4.1.1. — METABOLITOS VOLATEIS EXTRAIDOS POR HIDRODESTILACAO

4.1.1.1 - Cupressus lusitanica e Xylaria (NICL3)

Inicialmente, foi realizado o estudo do dleo essencial extraido da planta
Cupressus lusitanica e de um fungo endofitico, identificado como Xylaria (NICL3),

ilustrados na Figura 4-2.

Figura 4-2 - Cupressus lusitanica e o fungo endofitico associado Xylaria (NICL3)

A planta Cupressus lusitanica, comumente conhecido Cipreste
Mexicano e Cedro de Portugal, € uma planta da familia CUPRESSACEAE nativa da
Ameérica Central e € uma produtora de uma diversidade de metabdlitos secundarios,
especialmente compostos terpénicos, mostrado na Figura 4-3 (Kuiate, 2006). A
ampla utilizagdo de Cupressus lusitanica no combate de doenga promoveu o
interesse de pesquisadores na investigacao de sua constituicdo quimica. Grande
parte dos compostos ativos sao diterpenos de diversos esqueletos, como pimaranos,
labdanos, abietanos e kauranos, que sao os principais responsaveis pela atividade
antidermatofitica (Zhao, 2003)
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Figura 4-3 - Diterpenos isolado de Cupressus lusitanica (Adams, 1997).

A anadlise do dleo essencial de Cupressus lusitanica por GC-MS
mostrou uma complexidade de substdncias aromaticas, conforme observado na
Figura 4-4.

VOCs C. lusitanicus - Florim
FsvCL1 Scan El+

1009 149e8
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400 600 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00

Figura 4-4 - Cromatograma de ions totais por GC-MS referente a analise de 6leo essencial de

Cupressus lusitanica extraidas pelo método da hidrodestilagao.

Fazendo uma selegéo e filtragem por massas, é possivel pré-identificar
a que classe pertence determinados compostos, conforme mostra a Tabela 1-3
(Bienman, 1962; Budkiewicz, 1987). Realizando uma selecdo de ions de m/z 136 e

154, referente a presenca de monoterpenos e monoterpenos oxigenados, € possivel
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identificar uma mistura de diferentes compostos, mostrado a partir do cromatograma

na Figura 4-5 a sequir.

VOCs C. lusitanicus - Florim
FSVCL1 Sm (Mn, 2x3);Sm (Mn, 2x3) Scants
o0,
[\
\ [ \
[
| \ | ‘\
| \ | \ 698 1151
| [ ,A\ 833
| [\ 3e \
| | \ Al
| | VA | a
[
| | | “‘ |
% | \ | | | \
| \ | \ | | 018 [
‘\ \ | | | \
| | [\ [
| \ | | [\ [
/ | \ | [ [\
| \ | \ / | | [ \
| \ \ | \ | \ [\ |
“ Vo \ / \ |
/ \ \ \ | \ [ |
| \ \ / \ | Vo | \
/ \ \/J \ bﬁ \ 101 | \
/ 1061 /
Y, \J WA, —
= — Time
©o0 550 560 750 550 560 7000 100 7200 300
VOCs C. lusitanicus - Florim
FSVGLT Sm (Mn.2x3)
1009 18
N
7;1 |
f\ I
M .
[ [
| \‘ [
| |
| |
[
| |
|
% ‘\ ‘ ||
|
| |
|
|
[ |
| | |
| | |
[ | |
|
\
[ [
| \ | |
\ | |
/ \\
J \ . |
Tim
5o 550 500 5o 5600 900 000 T1.00 200 7300

Figura 4-5 - Cromatograma de ions selecionados da analise do 6leo essencial de Cupressus
lusitanica extraidos pelo método da hidrodestilagdao. a) Cromatograma de ions m/z 136. b)

Cromatograma de ions m/z 154.

Além disso, foi possivel identificar outros compostos no éleo essencial
de Cupressus lusitanica, como sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, com
relacdo m/z 204 e 220 respesctivamente, e diterpenos e diterpenos oxigenados, com

relacdo m/z 272 e 286, conforme mostra a Figura 4-6 (Bienman, 1962; Budkiewicz,

1987).
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VOCs C. lusitanicus - Florim
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Figura 4-6 — Cromatograma de ions selecionados do 6leo essencial de Cupressus lusitanica. 1)

Cromatograma de ions m/z 204. 2) Cromatograma de ions m/z 220. 3) Cromatograma de ions

m/z 272. 4) Cromatograma de ions m/z 286.

A identificacdo destes compostos foi realizada por meio do calculo de
indice de Kovats, por meio do uso da equagao de Van den Dool & Kratz, cujo indices

de cada componente estao listados na Tabela 4-1.

Tabela 4-1 - indice de Kovats para os compostos presentes no éleo essencial de Cupressus

lusitanica.
BANDA TEMPO DE INDICE DE INDICE DE
. RETENCAO KOVATS KOVATS SUBSTANCIAS
CROMATOGRAFICA (min) CALCULADO  TEORICO
1 4.38 978,1 979 1
2 5.63 1038,1 1037 2
3 6.33 1068,8 1063 3
4 6.81 1089,9 1088 4
5 6.98 1097,3 1096 5
6 7.41 1114,0 1117 6
7 8.31 1148,1 1144 7
8 8.63 1160,2 1158 8
9 9.13 1179,1 1180 9
10 9.51 1193,5 1194 10
11 9.68 1200,0 1200 1
12 9.88 1207,3 1208 12
13 10.06 1214,0 1215 13
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Cont. Tabela 4-1 - indice de Kovats para os compostos presentes no 6leo essencial de

Cupressus lusitanica.

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
55
58

Xylaria e suas Plantas Hospedeiras

10.28
10.38
10.58
10.68
11.61
11.81
11.98
12.36
12.53
12.76
12.81
13.06
13.28
13.91
14.26
14.64
14.91
15.14
15.34
15.61
15.81
16.26
16.39
16.77
16.94
17.24
17.52
17.62
17.69
17.94
18.24
18.44
18.49
18.67
18.80
19.34
19.45
19.57
19.72
19.77
19.92
20.25
20.45
20.52
20.65

1222,1
1225,8
1233,2
1236,9
1271,2
1278,5
1284,2
1298,8
1305,1
1313,6
1315,7
1324,7
1332,8
1356,0
1369,0
1383,0
1392,9
1401,5
1409,2
1418,8
1426,1
1444,7
1449,8
1461,6
1467,8
1482,6
1493,4
1497,3
1500,0
1510,0
1522,0
1530,0
1532,0
1539,2
1544,4
1566,0
1570,4
1575,2
1581,2
1583,2
1589,2
1602,5
1611,0
1613,9
1619,4

1217
1129
1230
1237
1267
1272
1285
1290
1299
1310
1316
1327
1329
1355
1369
1383
1387
1402
1410
1416
1423
1443
1447
1460
1466
1485
1494
1496
1504
1512
1522
15632
1535
1539
1544
1567
1572
1573
1576
1583
1587
1601
1608
1613
1619

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
55
58
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Cont. Tabela 4-1 - indice de Kovats para os compostos presentes no 6leo essencial de

Cupressus lusitanica.

59 20.75 1623,7 1624 59
60 20.90 1630,0 1629 60
61 21.22 1643,6 1643 61
62 21.35 1649,1 1648 62
63 21.47 1654,2 1658 63
64 22.02 1677,5 1680 64
65 22.40 1693,6 1690 65
66 24.90 1804,6 1813 66
67 25.25 1820,8 1815 67
68 25.48 1831,4 1840 68
69 25.72 1842,6 1850 69
70 26.10 1860,2 1870 70
71 26.40 1874,0 1894 71
72 26.65 1884,9 1900 72
73 26.85 1885,6 1934 73
74 27.35 1918,6 1962 74
75 28.25 1961,7 2057 75
76 28.33 1965,5 2088 76
77 29.15 2005,2 2154 77
78 29.70 2030,1 2270 78
79 30.00 2049,2 2344 79
80 30.28 2063,8 2446 80
81 30.60 2080,4 2456 81
Para a identificacdo das substancias extraidas,

cada pico foi

processado gerando um espectro de massas por ElI*, onde se comparou com a

biblioteca do aparelho e com os biblioteca de substancias volateis (Adams, 2001).

Os compostos identificados estao listado a seguir, conforme mostra a Figura 4-7.
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Figura 4-7 - Substancias volateis extraidas do 6leo essencial de Cupressus lusitanica pelo

método da hidrodestilagao.

O perfil cromatografico das substéncias identificadas no odleo de
Cupressus lusitanica se mostrou importante em diversos compactos e diversos
artigos na literatura evidenciam isso. A primeira caracteristica importante € a
comparagao entre os Oleos essencias extraidas em diferentes lugares, mostrado
pela Figura 4-8. Isto pode ser explicado através das condi¢des climaticas e de solo
onde a planta foi extraida, evidenciando assim que fatores externos modificam o

metabolismo da planta (Cheraif, 2007).
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Figura 4-8 - Cromatograma de 6leo essencial de Cupressus lusitanica. a)Cupressus lusitanica

sulamericana. b) Cupressus lusitanica européia (Cheraif, 2007).

Outro dado importante foi a detecgao dos monoterpenos existentes no

oleo essencial de Cupressus lusitanica, conforme mostra a Figura 4-9. Em trabalhos

de tratamentos com elicitor fungico em cultura de células de Cupressus lusitanica, os

resultados indicaram que a mistura de monoterpenos volateis e nao volateis é

responsavel pelo primeiro mecanismo de defesa da planta contra patogénicos,

mostrando a importancias da produgédo destes compostos para a planta (De Alwis,

2009).
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Figura 4-9 - Monoterpenos
Alwis, 2009).

identificados em células elicitadas de Cupressus lusitanica (De
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O dleo essencial € um importante fator para a caracterizagao
qguimiotaxonomica do género Cupressus. Um exemplo disso € a diferenciagao entre
duas espécies de Cupressus: Cupressus lusitanica, conhecida popularmente como
Cipreste Mexicano ou Cedro de Portugal, e Cupressus sempervirens, conhecida
como Cipreste Italiano ou Cedro bastardo. A constituicdo quimica do 6leos
essenciais das plantas € bem diferente e as propriedades biolégicas também séao
diversificada. Esta diversificacdo de atividades é justificada principalmente pela
presenca de 2 diterpenos no 6leo essencial de Cupressus lusitanica, que confere
melhor bioatividade (Barletta, 1996). O primeiro diterpeno importante presente no
Oleo essencial de Cupressus lusitanica € o abietadieno, (Figura 4-10) que é um
potente composto com propriedades antifungica e antimicrobiana, especialmente
contra bactérias gram-positivas, além de conferir propriedades terapéuticas, como
anti-stress (Keeling, 2006; Lee, 2006).
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Figura 4-10 — Estrutura, Espectro de Massas e Fragmentac¢ao do abietadieno.

O outro diterpeno é o totarol, (Figura 4-11) um importante composto
com potente atividade antibacteriana e propriedades anti-oxidante, além de possuir
acdo anti-radicais livres. E usado também em diversas propriedades dermatélogicas
e higiénicas, onde atua como tratamento de acne e eliminacdo das bactérias
causadores de carie dentaria. E um fitoquimico ativo contra Staphylococus aureus,
um dos principais causadores de infeccdes hospitalares e bastante resistente contra
penicilina e outros antibiéticos derivados. E também um potente antifangico, o que
explica a resisténcia da madeira do pinheiro contra a agdo de fungos, além de ser
anti-inflamatério e anticancerigeno, atuando na inibicdo do desenvolvimentos de
células cancerigenas, especialmente as de cancer de pele (Hanson, 2002; Apsimon,
1992; Ying, 1991; Jiang, 2002; Pinto, 1988).
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VOCs C. lusitanicus - Florim
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Figura 4-11 — Estrutura, Espectro de Massas e Fragmentagao do Totarol.

Adicionalmente, foi realizada a identificacdo dos constituintes do 6leo

essencial do fungo endofitico, identificado como Xylaria (NICL3) e isolado das folhas

de Cupressus lusitanica, cultivados em dois meios de cultura distintos: o meio liquido

CZAPECK’s e o meio solido arroz. Os cromatogramas estao representados na

Figura 4-12
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VOCs Xylaria (NICL5) - injecao apos secagem em capela - Florim
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Figura 4-12 - Cromatograma do 6leo essencial de Xylaria (NICL3) extraido pelo método da
hidrodestilagdo. 1) Meio liquido CZAPECK's. 2) Meio sélido arroz.

A partir dos dados cromatografico, pode-se verificar que a composi¢cao
do meio de cultura a que o fungo é submetido gera modificagdes significativas no
metabolismo do fungo. Esse fato observado vem sendo evidenciado em diversos
estudos na literatura. Alguns estudos mostram que as alteragdes das condi¢des do
meio de cultura podem alterar completamente o metabolismo de alguns micro-
organismos (Figura 4-13). Esta abordagem pode levar a uma variedade de novos
metabdlitos secundarios (Bjorn, 2002). Estudos realizados no grupo LaBioMMi (Fill,
2006) mostraram que as alteragdes das condi¢gdes do meio de cultura modificam o
metabolismo do fungo P. brasilianum, onde se observa os diferentes perfis
cromatograficos para este microorganismo cultivado em diferentes meios de cultura

COMo arroz, canjica, soja e trigo
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Figura 4-13 - Diferentes perfis cromatograficos quando o fungo P. brasilianum foi cultivado em

diferentes meios de cultura.

A abordagem de modificagbes nas condigdes de cultura do micro-
organismos representa uma ferramenta poderosa para elucidar o metaboloma dos
diferentes micro-organismos. Isto inclui a detecgao e identificagdo do maior numero
possivel de metabdlitos secundarios produzidos. Embora uma alteragao sistematica
nos parametros de cultivo possa ser aplicada para varios micro-organismos, a
abordagem é aleatoria, ndo permitindo gerar regras que seriam comuns a todos os
micro-organismos, ja que cada um tera uma resposta particular determinada pelo

seu genoma (Bjorn, 2002).

Na abordagem do 6leo essencial do fungo endofitico Xylaria (NICL3)
em meio CZAPECK's e meio sélido, as modificagdes e caracteristicas de cada meio
causaram modificagbes no metabolismo do fungo, o que pode ser justificado pelas

fontes de nutrientes utilizadas.

No d6leo essencial do fungo Xylaria (NICL3) de meio liquido
CZAPECK's foi possivel identificar uma diversidade de compostos sesquiterpénicos
e sesquiterpénicos oxigenados, através de relagdes m/z 204 e 220, respectivamente,

ilustrado na Figura 4-14.

84



Andlise dos Constituintes Fixos e Voldteis de Fungos Endofiticos dos Géneros Penicillium e
Xylaria e suas Plantas Hospedeiras

VOCs Xylaria (NICL5) - injecao apos secagem em capela - Florim
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Figura 4-14 - Cromatograma de ions selecionados do 6leo de Xylaria (NICL3) em meio
CZAPECK'’s selecionados. 1) ions m/z 204. 2) ions m/z 220.

Através do calculo de indice de Kovats e comparacéo da biblioteca de

massas, foi possivel identificar a misturas de sesquiterpenos no 6leo essencial de

Xylaria (NICL3), sendo representados na Tabela 4-2.

Tabela 4-2 - Substancias identificadas do fungo Xylaria (NICL5) em meio CZAPECK’s extraidas

pelo método da hidrodestilagao.

B ANDA TEMPODE  INDICES DE IN%EES A
CROMATOGRAFICA RE(Tr'rE]'i\'r%AO c AKLCC)Z\L/JAL-,I‘:\SDO KovATS SUBSTANCIAS
TEORICO

1 15.39 1411,6 1412 1
2 15.75 1424,7 1420 2
3 15.79 1427,2 1431 3
4 15.89 1432,8 1434 4
5 16.21 1442,2 1443 5
6 16.66 1460,8 1463 6
7 16.90 1469,8 1467 7
8 17.16 1477,4 1477 8
9 17.54 1494,6 1494 9
10 17.73 1502,5 1502 10
1 17.84 1510,8 1512 1
12 18.15 1515,7 1515 12
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Cont. Tabela 4-2 - Substancias identificadas do fungo Xylaria (NICL5) em meio

CZAPECK’s extraidas pelo método da hidrodestilagao.

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

18.22
18.32
18.64
19.03
19.83
20.28
20.66
20.98
2218
25.25
27.22
27.65
28.14

1522,4 1522
1528,9 1531
1538,5 1539
1553,6 1552
1588,4 1587
1601,8 1598
1618,6 1620
1633,2 1630
1682,0 1682
1920,4 -
2096.4 -
2102,8 -
2150,6 -

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

Com posse dos dados de indices de Kovats e bibliotecas de massas do

equipamento,

as substancias foram identificadas,

representadas na Figura 4-15 a seguir.

cuja substancias estédo
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Figura 4-15 - Substancias volateis identificadas no fungo Xylaria (NICL3) em meio liqudo

CZAPECK's extraidas pelo método da hidrodestilagao.

A hidrodestilagdo do fungo Xylaria (NICL3) por meio sélido mostrou
uma composi¢ao maior de compostos se comparado com a extracado dos compostos
realizado no meio CZAPECK's (Figura 4-16). Isto pode ser explicado pela fonte mais
elaborada de carbono do meio arroz, que pode causar mudangas no metabolismo do

fungo, fazendo produzir outros tipos de compostos.
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Vocs xylaria meio arroz - Inj.1- Florm

Figura 4-16 - Cromatograma de ions totatis do 6leo essencial de Xylaria (NICL3) no meio sélido

arroz extraido pelo método da hidrodestilagao.

Baseando-se na mesma forma que foi realizada o tratamento dos
dados do cromatograma dos 6leos essenciais de Cupressus lusitanica e do 6leo
essencial de Xylaria (NICL3) em meio liquido, foi realizado o tratamento dos dados
dos dleo essencial extraido de Xylaria (NICL3) em meio sélido. Calculos de indices
de retencdo de Kovats e comparacdo com bibliotecas de massas possibilitaram
identificar as substancias presente no 6leo essencial do fungo Xylaria (NICL3) em

meio soélido. A Tabela 4-3 resume os indices calculados para este oOleo.

Tabela 4-3 - indice de Kovats para os compostos presentes no éleo essencial do fungo Xylaria

(NICL3) em meio sélido.

BANDA TEMPO DE INDICE DE INDICE DE
- RETENCAO KOVATS KOVATS SUBSTANCIAS
CROMATOGRAFICA (min) CALCULADO  TEORICO
1 4.20 967,8 967 1
2 4.42 981,0 976 2
3 4.90 1006,1 1002 3
4 5.58 1035,9 1034 4
5 6.28 1066,6 1064 5
6 6.48 1075,4 1080 6
7 6.93 1095,1 1093 7
8 7.38 1112,8 1117 8
9 7.51 1120,6 1122 9
10 8.43 1152,6 1152 10
11 8.81 1167,0 1166 11
12 9.26 1184,0 1184 12
13 9.48 1192,4 1193 13
14 9.83 1205,5 1197 14
15 10.13 1210,6 1205 15
16 12.21 1293,3 1293 16
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Cont. Tabela 4-3 - indice de Kovats para os compostos presentes no 6leo essencial do

fungo Xylaria (NICL3) em meio sélido.

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46

13.66
14.46
14.76
15.31
15.41
15.74
15.81
15.89
16.21
16.66
16.89
17.12
17.54
17.74
17.84
18.07
18.24
18.34
18.64
19.02
19.89
20.22
20.62
20.95
2214
25.22
27.25
27.63
28.10
29.63

1336,8
1376,8
1389,4
1408,4
1411,9
1424,7
1427,4
1432,5
1442,8
1460,2
1469,1
1477,9
1494,2
1502,0
1510,0
1515,2
1522,0
1528,0
1538,0
1553,2
1588,0
1601,2
1618,2
1633,8
1682,6
1920,6
2096,2
2102,2
2150,2
2030,5

1330
1376
1390
1408
1412
1421
1431
1434
1443
1460
1467
1477
1494
1502
1512
1515
1522
1531
1539
1552
1587
1601
1619
1632
1682

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

Através da comparacao de dados de espectrometria de massas tanto

com a biblioteca do aparelho como com a biblioteca de substancias volateis (Adams,

1995), pode-se confirmar as substancias identificadas, cujas estruturas identificadas

estdo representadas na Figura 4-17.
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Figura 4-17 - Estruturas identificadas no 6leo essencial de Xylaria (NICL3) extraidas pelo

método da hidrodestilagao.

O estudo de Oleos essenciais extraidos a partir de plantas,
especialmente plantas aromaticas, € um estudo bem difundido e vem sendo umas
das areas mais estudadas dentro da Quimica de Produtos Naturais, sendo

justificado pela variedade de aplicagdes e usos nas diversas areas que supram a
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necessidade humana (Moyler, 1997). Dentre elas, pode ser citada, além da atividade
terapéutica, atividades antifungicas (Tavares et al, 2008), antibactericidas (Firas,
2008), antibioticas (Rodrigues et al, 2009), dermatoldgicas (Comai et al, 2010), anti-
inflamatorias (Guerrini et al, 2009) e citotoxicas (Conforti et al, 2009; Loizzo et al,
2010). Entretanto, estudos de dleos essencias em outros organismos é ainda um
estudo relativamente novo, ja que ndo ha muitos relatos na literatura que tratem a
respeito disso. Sendo assim, 0os micro-organismos apresentam-se como uma fonte

promissora para estudos relativo a tematica de 6leos essenciais (Strobel, 2004).

Como mostrado nos dados de identificagdo das substancias, observa-
se que o fungo de Xylaria (NICL3) um forte produtor de compostos sesquiterpénicos,

onde alguns deles estéo representados na Figura 4-18.

Figura 4-18 - Sesquiterpenos identificados no 6leo essencial do fungo Xylaria (NICL3).

As espécies de fungos endofiticos Xylaria sado conhecidas como
produtores de metabdlitos secundarios, incluindo isocumarina (Tansuwan et al,
2007; Pongcharoen, et al, 2007), citocalasinas (Pongcharoen, et al, 2007; Espada et
al, 1997; Abate et al, 1997), xantonas (Healy et al, 2004), xylocetais (Lin et al, 2001;
Xiabo et al, 2006; Liu et al, 2006) e sesquiterpenos (McDonald et al, 2004) que
contribuem para a sua classificacéo e identificacdo neste género. A producao destes

terpendides corrobora para classificar o fungo na familia Xylariaceae.
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Em trabalhos anteriores do grupo LaBioMMi, foi realizado o estudo do
metabolismos deste fungo, onde ja foi reportados o isolamento e a caracterizagao
por meio de técnicas espectrocospicas (EM, RMN 'H e *C, IV) de alguns

sesquiterpenos eremophilanos isolados do mesmo fungo. (Amaral,2010).

Q o
O, o
o o
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o
o,
o
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///ﬂ/

Figura 4-19 - Sesquiterpenos eremophilanos isolados de Xylaria (NICL3) (Amaral,2010).

Este tipo de esqueleto sesquiterpénico é muito semelhante ao
esqueleto dos sesquiterpenos identificados através de calculos de indice de
retencdo de substancias volateis. Este dado leva a crer na hipétese que o uso de
calculos de indice de retencdo se mostrou uma ferramenta confiavel para a detecgao

dos compostos no oleo essencial extraidos a partir deste fungos.

Além disso, sesquiterpenos apresentam um processo fragmentativo
bem parecido e semelhantes entre as estruturas identificadas. O espectro na Figura

4-20 a seguir ilustra bem isso.
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Vocs xylaria meio arroz - Inj.1- Florim
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Figura 4-20 - Espectro de massas para a componente no tempo 14,762 minutos.

O espectro de massas mostrado acima é um tipico espectro do que

seria um composto sesquiterpénico. A relagdo m/z 204 é uma massa tipica de um

hidrocarboneto sesquiterpénico, conforme mmostra a Tabela 1-3 (Bienman, 1962;

Budkiewicz, 1987). Através da analise dos espectro de massas é possivel identificar

a perda de 15 Da que seria referente a perda de um radical metila. Além disso,

ocorre outras perdas de unidade de massas que se referem a rearranjos, mas o que

caracteriza ainda mais sao as sucessivas perdas de 14 Da que se refere a perdas

sucessivas de grupos metilénicos (CHz). O mecanismo de fragmentagao na Figura

4-21 mostrado a seguir ilustra o que seria a fragmentacao geral de sesquiterpenos.
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Figura 4-21 - Proposta de fragmentagao de sesquiterpenos.

)

Além de compostos sesquiterpénicos, foi também identificado
compostos diterpénicos no oleo essencial de Xylaria (NICL3) crescido em meio
solido, sendo a primeira vez que é reportado a identificagao de diterpenos neste
fungo Xylaria (NICL3). As caracteristicas deste composto ja foram discutidas e

apresentadas durante a discussao do 6leo essencial de Cupressus lusitanica.

Uma caracteristica interessante observada para fungos endofiticos séo
as relagdes que podem apresentar com as plantas hospedeiras. Uma teoria vem
sido levantada a respeito desta relacdo € conhecida como “Transferéncia Genética
Horizontal” e é definida como a habilidade que micro-organismos endofitico e planta
tem de copiar o codigo genético um do outro e assim produzir metabdlitos
secundarios em comum. Diversos relatos na literatura vem dando sustentabilidade a
esta teoria. Alguns exemplos desta teoria foram mostrados durante a introdugéo
deste trabalho (Horr, 1997).

Um fato interessante obtido durante a realizacdo deste trabalho foi a
identificacdo de substancias tanto no 6leo essencial de Cupressus lusitanica como
no oleo essencial do fungo endofitico, isolado desta planta, Xylaria (NICL3). A
Tabela 4-4 lista os dados de retengdo dos compostos encontrados em comum tanto

para o oleo essencial de Cupressus lusitanica e do fungo Xylaria (NICL3).

94



Andlise dos Constituintes Fixos e Voldteis de Fungos Endofiticos dos Géneros Penicillium e
Xylaria e suas Plantas Hospedeiras

Tabela 4-4 - Dados de Retencdao paras as substancias encontradas em comum ao dleo

essencial de Cupressus lusitanica e do fungo Xylaria (NICL3).

L Xylaria em meio Xylaria em meio
Cupressus lusitanica . -
liquido sélido
SuBSTANCIAS TEMPODE INDICEDE TEMPODE INDICEDE TEMPODE INDICE DE

RETENGAO KOVATS RETENGAO KOVATS RETENGAO KOVATS

(min) (KI) (min) (KI) (min) (KI)

1 7.41 1114,0 7.51 1116,0 - -

2 9.68 1200,0 9.48 1199,2 - -

3 12.76 1313,6 10.13 1210,6 - -

4 16.26 14447 16.21 1442,8 16.21 1442,8
5 17.52 1493,4 17.49 14921 17.49 14921
6 18.24 1522,0 18.24 1522,0 18.24 1522,0
7 18.67 1539,2 18.64 1539,0 18.64 1539,0
8 19.92 1589,2 19.89 1589,0 19.89 1589,0
9 20.25 1602,5 20.22 1601,2 20.22 1601,2
10 21.35 1649,1 21.31 1648,6 21.31 1648,6
1 26.65 1884,9 26.75 1886,9 26.80 1887,9

A partir dos dados de retencdo acima, as estruturas foram identificadas

e mostradas na Figura 4-22.
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SR

Figura 4-22 - Compostos identificados em comum para o 6leo essencial de Cupressus

lusitanica e o fungo Xylaria (NICL3).

A identificacdo deste compostos tanto no 6leo essencial da planta
como do fungo levaram a acreditar na existéncia de uma interagao a nivel bioquimico
planta-micro-organismos endofiticos. Este tipo de fato ja foi encontrado em

experimentos realizados em trabalhos anteriores do grupo LaBioMMi (Pereira, 2004)

4.1.1.2 — Penicillium griseoroseum

Outro fungo submetido a estudo de substancia volateis foi o fungo
identificado como Penicillium griseoroseum, isolado das folhas de café (Coffea
arabica), representado na Figura 4-23. Poucos trabalhos veem sendo realizados
com este fungo. Dessa maneira, ndo ha indicativos claros sobre sua forma de
associacdo com a planta nem sobre sua maneira de lidar com constituintes quimicos
do hospedeiro (Silva, 2009).
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Figura 4-23 - Fungo Penicillium griseoroseum, isolado a partir de Coffea arabica.

A extracdo de Oleo essencial deste fungo, assim como para o fungo
Xylaria (NICL3), foi realizada por hidrodestilagcdo utilizando meio liquido
CZAPEC4K’s e meio solido arroz, cujos cromatogramas mostrado na Figura 4-24

representam o extrato de 6leo essencial obtido.

Vocs P. griseoroseum meio arroz - Inj.2- Florim
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Figura 4-24 - Cromatogramas de 6leos essenciais de Penicillium griseoroseum extraidos pelo
método da hidrodestilacao. 1) Meio Liquido CZAPECKSs. 2) Meio sélido arroz.

Conforme ja observado para o fungo Xylaria (NICL3), diferengas entre os
Oleos essenciais do fungo em diferentes meios de cultivos. Além disso, foi observado
compostos de baixo peso molecular extraidos em ambos os meios. Por este fungos
apresentar um odor caracteristico, acredita-se que esta substancias de baixo peso

molecular sejam as responsaveis pelo odor caracteristico.
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indices de retengdo também foram calculados para as substancias
presentes nos Oleos essenciais de Penicillium griseoroseum. Entretanto, nem todas
foram confirmadas por indices de retencdo e comparada com a biblioteca de
substancias volateis. As estruturas identificadas foram confirmadas através da

comparagao com espectros da biblioteca NIST do aparelho.

O dleo essencial extraido do meio CZAPECKs pode ser dividido em
duas partes. A primeira parte constituida de compostos de baixo peso molecular,

ilustrado pela zona ampliada do cromatograma mostrado na Figura 4-25 seguir.

P.griseo_hidrodestilacao_ brancol - temp. do injetor 180_1
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Figura 4-25 - Cromatograma ampliado na regido de 3,00 a 9,00 minutos do 6leo essencial de

Penicillium griseoroseum.

Apesar dos calculos de indices de retengao, estes compostos , cujas
bandas cromatograficas listadas acima na Figura 4-25, ndo puderam ser
identificados apenas por seus indices de Kovats. Nessa regido foram identificados 9
compostos cujo indices de Kovats nao apresentavam correlagbées com espectros de
massas. Entretanto, o uso da biblioteca do aparelho possibilitou identificar quais
seriam estes 9 compostos. Dentre os 9 compostos identificados, dois deles se
mostraram mais interessantes, cuja bandas cromatograficas, conforme mostra a
Figura 4-26, apresentaram tempo de retencédo de 5,43 e 5,75 minutos, cujos

espectros de massas estao representados na Figura 4—26 a seguir.
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Figura 4-26 - Cromatograma e Espectros de Massas do Oleo Essencial de Penicillium
griseoroseum. 1) Regido do cromatograma com as duas substincias de interesses. 2)
Espectros de massas da banda cromatografica em 5,43 minutos. 3) Espectro de massas da

banda cromatografica em 5,75 minutos.

Conforme observado na Figura 4-o0 acima, os espectros de massas,
apesar de apresentarem tempos de retencdo bem diferentes, todavia sdo muitos
semelhantes. Através da biblioteca do aparelho, estas duas bandas foram atribuidas
serem referentes a presenca de Tiglato de Etila, o que € mostrado na Figura 4-27 a

seqguir.
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Figura 4-27 - 1) Espectros de Massas gerado pela biblioteca do aparelho para as duas

substancias em questao. 2) Estrutura sugerida: Tiglato de Etila.

Dados na literatura sugeriram explicagoes para este fendmeno. Sabe-
se na literatura que espectros de massas de alcenos cis e trans gerados por impacto
eletrébnico sdo semelhantes e ndo diferem em nada em termos de ions gerados,
apenas na intensidade do ions (McLafferty, 1993). Esta informagéo levou a sugerir
que na verdade estas duas substancias tratam-se de dois isbmeros cis-trans da
substancias citada, sendo conhecidas como Tiglato de Etila e Angeloato de Etila,

mostradas na Figura 4-28.

0 H o]
! \ 0/\ )ﬁ/\ko/\
Angeloato de Etila Tiglato de Etila
Tr = 5,45 minutos Tr = 5,75 minutos

Figura 4-28 - Estruturas identificadas de Angeloato de Etila e Tiglato de Etila.
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Os tempos de retencgao atribuidos e justificados através da intensidade
do ion de relacdo m/z 113. O tiglato de etila apresenta um p-hidrogénio cis a
carbonila que pode formar uma ligagao de hidrogénio com a carbonila. No Angeloato
de Etila, o f~hidrogénio encontra-se na posi¢ao trans a carbonila, o que dificultaria a
formagdo desta ligacdo de hidrogénio. A formagado desta ligagdo de hidrogénio
tornaria este ion de m/z 113 mais estavel no tiglato de etila do que no angeloato de

etila.

Tiglato e angeloato de Etila sdo substancias que até agora ndo haviam
sido reportadas para fungos. Essas substancias sdo encontradas em materiais em
putrefacdo. Podem ser produzidos a partir de esterificagdo de seus acidos analogos
com etanol. Além disso sdo substancias que apresentam atividade biolégica no
sentido de causar efeitos irritantes em tecidos ulcerados e escamosos em coelhos e
ratos. Também €& a primeira vez que estas substancias sado encontradas como
substancias volateis (1988). Na Figura 4-29 a seguir séo apresentadas propostas de

fragmentacao referentes a formagao dos ions.
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Figura 4-29 - 1) Proposta de fragmentagao da formagao de ions do Tiglato de Etila. 2) Proposta

de fragmentacgao da formacgao de ions do Angeloato de Etila.

Além desses compostos, foram identificados outros compostos de

baixo peso molecular, cujas estruturas estdo representadas a seguir.
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O /\/\)T\ O
/\)J\O/\ X OH /\(\f
Tempo de Retencdo: 3,68 min Tempo de Retengdo: 3,75 min Tempo de Retengio: 3,98 min
Massa: 116 Da. Massa: 114 Da. Massa: 116 Da.

Tempo de Retengéo: 4,23 min

Massa: 114 Da. Tempo de Retencéo: 4,58 min Tempo de Retengéo: 6,43 min
Massa: 130 Da. Massa: 130 Da.

\/\/\O/\/\

Tempo de Retencdo: 7,80 min
Massa: 142 Da.

Figura 4-30 - Compostos de baixo peso molecular identificados no éleo essencial de

Penicillium griseoroseum.

Demais compostos também puderam ser identificados no 6leo
essencial de Penicilium griseoroseum em meio liquido. Monoterpenos (de relagéo
m/z 136), sesquiterpenos (de relagdo m/z 204) e, principalmente, diterpenos (de
relacdo m/z 272) foram identificados (Bienman, 1962; Budkiewicz, 1987). A Figura 4-

31 a seguir resume os compostos identificados.
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Figura 4-31 - Cromatogramas para identificagao de compostos terpénicos no 6leo essencial de
Penicillium griseoroseum. 1) Monoterpenos com relagdo m/z 136. 2) Sesquiterpenos com

relagao m/z 204. 3) Diterpenos com relagao m/z 272.

A partir dos dados de tempos de retencdo, também foi realizado

calculos de indices de retencao, que estio apresentados na Tabela 4-5 a seguir.

Tabela 4-5- indices de retengéo calculados para o fungo Penicillium griseoroseum.

BANDA I .
CROMATOGRAFICA (min) CALCULADO  TEORICO
1 11.49 1266,7 1266 1
2 17.94 1510,0 1510 2
3 18.09 1516,6 1516 3
4 18.21 1520,8 1520 4
5 18.26 1522,8 1522 5
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Cont. Tabela 4-5- indices de retengdo calculados para o fungo Penicillium

griseoroseum.

6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

18.41
21.64
21.79
21.97
22.22
22.42
23.12
23.29
23.52
23.72
24.32
24.54
25.02
25.22
26.19
26.37
26.52
2717
27.42
27.57

1528,8
1661,4
1667,9
1675,4
1686,0
1694,9
1725,3
1732,8
17431
1752,0
1778,6
1788,4
1810,1
1819,1
1864,3
1872,6
1879,6
1910,0
1922,0
1929,1

1528
1661
1667
1675
1680
1694
1725
1732
1743
1752
1778
1788
1810
1819
1864
1872
1879
1910
1922
1929

Os compostos foram entao identificados por comparacao de bibliotecas

de massas tanto do aparelho como de indices de Kovats, possibilitando identificar as

estruturas presentes. A Figura 4-32 a seguir mostra as estruturas identificadas

presentes no 6leo essencial de Penicillium griseoroseum.
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19

Figura 4-32 - Compostos identificados por indice de retencdo no 6leo essencial de Penicillium

griseoroseum.
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O que chamou atencdo na analise deste O6leo essencial foi a
identificacdo de uma mistura de compostos diterpénicos. S&o raros trabalhos na
literatura, estudos relacionados a Oleos essenciais qie apresentam uma
complexidade de compostos diterpénicos como este fungo. Como este fungo € um
dos mais recentes no laboratério, sdo poucos os trabalhos relacionados a seu
metabolismo foram realizados. Esta foi a primeira vez que estes terpenos vem sido
reportados para este fungos. Dados da literatura mostram que diterpenos sao
compostos que apresentam uma extensiva e diversas lista de atividades bioldgicas
(Li, 1992), o que leva a acreditar na hipotese que o oleo essencial deste fungo possa
apresentar atividade semelhantes ou até melhores que diterpenos isolados. Para

confirmar este fato, ensaios de atividas biolégicas devem ser realizados.

Os espectros de massas apresentados para os diterpenos identificados
no Oleo apresentaram uma semelhanga muito grande a nivel de padrao de
fragmentacao, o que leva a crer que o mecanismo fragmentativo € semelhante ao ja
mostrados anteriormente, apenas com diferencas em termos da posicao da perda de

agua.

Monoterpenos identificados também mostraram semelhangas no seu
padrdao de fragmentagdo. O monoterpenos identificado no tempo de 11,49 minutos
foi identificado com um indice de retengcao de Kovats 1266.7 apresenta o seguinte

espectro de massas e padrao de fragmentacgéao, representado pela Figura 4-33:
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Figura 4-33 - 1) Espectro de massas da substancia em 11,49 minutos. 2) Proposta de

fragmentagao para a substancia identificada.

Por meio do mecanismos de fragmentacdo pode se justificar a
estabilidade dos ions formados. O pico do ion base m/z 68 & formado por um
rearranjo do tipo Retro-Diels-Alder. Este rearranjo gera duas estruturas conjugadas
idénticas. Esta conjugacdo confere a estrutura uma alta estabilidade, o que

justificaria o fato do ion m/z 68 ser o ion base.

Substéncias semelhantes foram encontradas no oOleo essencial de
Penicillium griseoroseum em meio soélido. Diferengcas foram encontradas em termos
de concentragcdo das substéncias, onde o Tiglato de Etila e Angeloato de Etila se

apresentaram em altas proporgcdes. No extrato do oleo essencial de Penicillium
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griseoroseum em meio solido, também poderam ser identificados ésteres metilicos e

etilicos.

Um exemplo de éster metilico identificados

é a banda em 25,36

minutos, cuja regiao do cromatograma esta mostrada no cromatograma e espectros

de massas s&o mostrados na Figura 4-34 a seguir.

Vocs P. griseoroseum meio arroz - Inj.2- Florm

| \
Y e N Vs ~ A NN e~ AN N A N
Vocs P. griseoroseum meio arroz - Inj.2- Florim
FSVPGA2 874 (25.356)Cm (873:876) Scan El+
1004 74 595e4
87
o]
55
57 69 |75
75 a3 143
70 54 8891 149
59 97
82 227
‘ ‘5‘ 6‘7 1 ﬁ (( 101 129 207 2‘70
0 T T T T ‘ T T \‘ T T ‘\ T T T T T T T T T T T T T T T Dalk
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
PSR 74 (353551 Cm 7307 005 050+000 04T _
2| Ton o = oe ] = Tz 142[1% i em 1n 1 1207 2o mm ] o320 TP e S
r _ | T |es el = I 199 i 290 Fill
- |7 1 les Srven S DU - S N PSRy - o
3 = [ Ta T I T i P> TRl =

Figura 4-34 - Regiao do Cromatograma onde foram identificado ésteres metilicos. 1)

Cromatograma da regiao da banda em 26,33 minutos. 2) Espectros de

massas para a banda em
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25,36 minutos. 3) Espectro de massas gerado pela biblioteca do aparelho. 4) Estrutura

proposta.

Além de esteres metilicos, foram identificados ésteres etilicos, como o

apresentado na banda em 26,33 minutos, cujo cromatograma e espectros de

massas sao mostrado na Figura 4-35 a seguir.
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Figura 4-35 - Regidao do Cromatograma onde foram identificado ésteres metilicos. 1)
Cromatograma da regiao da banda em 26,33 minutos. 2) Espectros de massas para a banda em
25,36 minutos. 3) Espectro de massas gerado pela biblioteca do aparelho. 4) Estrutura

proposta.

Esteres etilicos sofrem um processo de fragmentagdo bem

caracteristico, que é representado na Figura 4-36 a seguir.
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Figura 4-36 — Proposta de Fragmentacgao do éster etilico identificado na banda cromatografica
de 26,33 minutos.

O mecanismo de fragmentagdo € explicado da seguinte forma:
inicialmente ocorre a ionizagdo da carbonila. Nessa etapa, ocorre um rearranjo do
tipo McLafferty onde o hidrogénio y migra para a carbonila e ocorre a subsequente

clivagem da ligagao a-B, formando o ion m/z 88 como ion base. Numa segunda
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etapa, ao migrar o hidrogénio y, ocorre um rearranjo de hidrogénio do tipo 1,2 e
clivagem homolitica da ligagdo adjacente, o que explicaria a formagédo do ion m/z
101. Numa terceira etapa, ocorreria um rearranjo de hidrogénio do tipo 1,6 e
clivagem homolitica da ligagado adjacente, o que justificaria a formagao do ion m/z
157.

Outros ésteres metilicos e etilicos em menores concetracbes também
foram identificados no oleo essencial de Penicillium griseoroseum em meio arroz. A
Figura 4-37 a seguir lista estes ésteres identificados no 6leo essencial de Penicillium

griseoroseum.

Figura 4-37 - Esteres metilicos e etilicos identificados no 6leo essencial de Penicillium

griseoroseum em meio arroz.

4.1.1.3 — Penicillium brasilianum e Melia azedarach

Foi realizado o monitoramento do 6leo essencial de Melia azedarach a
partir de suas folhas e frutos e do fungo endofitico associado Penicillium brasilianum.

Estes organismos estao ilustrado na Figura 4-38.
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Figura 4-38 - Melia azedarach e o fungo endofitico associado Penicillium brasilianum.

Sendo assim, foi realizada a extragdo de 6leo essencial das folhas de e
frutos de Melia azedarach e do fungo Penicillium brasilianum em meio liquido e
sélido, cujos cromatogramas apresentados na Figura 4-39 abaixo representam as

analises destes 6leos essenciais extraidos.

VOCs Melia Azedarach frutos ¢ - Florim
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Figura 4-39 - Cromatograma do d6leo essencial extraido de Melia azedarach e Penicillium
brasilianum. 1) Cromatograma de dleo essencial extraido dos frutos de Melia azedarach. 2)
Cromatograma de dleo essencial extraido das folhas de Melia azedarach. 3) Cromatograma de

oleo essencial extraido de Penicillium brasilianum em meio sélido. 4) Cromatograma de dleo

essencial extraido de Penicillium brasilianum em meio liquido.

113



Andlise dos Constituintes Fixos e Voldteis de Fungos Endofiticos dos Géneros Penicillium e
Xylaria e suas Plantas Hospedeiras

Através dos dados cromatograficos para os Oleos essenciais de
Penicillium brasilianum e Melia azedarach, observa-se que estes nao sao fontes
promissoras de Oleos essenciais em termos de complexidade de componentes, ja
que apresentaram uma baixa diversidade de compostos, exceto pela extracdo do
6leo de Penicillium brasilianum em meio arroz, que apresentou uma diversidade
satisfatéria de compostos. O éleo essencial do fungo extraido a partir do meio liquido

nao apresentou compostos volateis em sua composi¢cao

Apesar disso, foi realizada a identificagdo conforme .a metolodiga
utilizada para os O6leos anteriores, utilizando calculos de indices de retengdo e

comparagao com bibliotecas especificas.

Inicialmente foi realizado calculos de indices de retengcdo para o 6leo
essencial das folhas e do frutos de Melia azedarach, planta hospedeira do fungo
Penicillium brasilianum, onde os dados calculados estéo listados na Tabela 4-6 a

sequir.

Tabela 4-6 - indices de retengao calculados para o 6leo essencial de Melia azedarach.

BANDA TEMPO DE INDICE DE INDICE DE
- RETENCAO KOVATS KOVATS SUBSTANCIAS
CROMATOGRAFICA (min) CALCULADO  TEORICO
Oleo essencial das folhas de Melia azedarach
1 15.56 1432,4 1431 1
2 17.56 1493,1 1493 2
Oleo essencial dos frutos de Melia azedarach
3 17.93 1520,0 1510 3
4 18.23 1532,0 1532 4
5 18.48 1555,2 1550 5

Com os dados de retencdo para cada uma das bandas identificadas, foi
possivel realizar a identificagdo dos compostos presentes no 6leo essencial como

pertecentes a classe dos sesquiterpenos, mostrado na Figura 4-40 abaixo.
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Figura 4-40 —Sesquiterpenos identificados no 6leo essencial de Melia azedarach.

Com isso, foi realizado também a identificacdo através de calculo de
retencdo do Oleo esssencial de Penicillium brasilianum em meio sélido, onde a

Tabela 4-6 e Figura 4-1 resumes os dados cromatograficos e de retengéo.
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Figura 4-41 - Cromatograma do dleo essencial de Penicillium brasilianum. 1) Cromatograma de
ions m/z 220. 2)Cromatograma de ions m/z 204.
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Tabela 4-7 - indices de retencdo calculados para o 6leo essencial de Penicillium brasilianum

em meio arroz.

BANDA A - T—
CROMATOGRAFICA (min) CALCULADO  TEORICO

1 3.66 936,7 935 1

2 3.87 948,8 938 2

3 4.05 959,1 952 3

4 4.93 1008,1 1007 4

5 5.25 1022,3 1021 5

6 6.40 1072,8 1070 6

7 6.58 1080,7 1080 7

8 7.10 1102,2 1102 8

9 7.25 1107,9 1108 9

10 7.48 1108,7 1110 10
11 7.61 1121,5 1121 11
12 9.33 1186,7 1186 12
13 9.51 1193,5 1193 13
14 9.88 1207,3 1205 14
15 12.88 1318,0 1318 15
16 14.31 1370,8 1370 16
17 14.36 1372,7 1373 17
18 14.49 1377,4 1378 18
19 14.54 1379,3 1381 19
20 15.33 1408,8 1408 20
21 15.76 1425,4 1421 21
22 15.94 1432,4 1432 22
23 16.07 1437,4 1441 23
24 16.29 1445,9 1446 24
25 16.39 1449,8 1450 25
26 16.54 1455,5 1455 26
27 16.79 1465,2 1466 27
28 16.92 1470,2 1471 28
29 17.42 1489,5 1473 29
30 17.62 1497,2 1497 30
31 18.07 1515,2 1510 31
32 18.19 1520,0 1517 32
33 18.39 1528,0 1530 33
34 18.74 1542,0 1543 34
35 19.07 1555,2 1560 35
36 19.52 1573,2 1575 36
37 19.62 1577,2 1578 37
38 19.87 1587,2 1588 38
39 19.97 1591,2 1598 39
40 20.27 1603,3 1601 40
41 20.47 1611,8 1614 41
42 20.74 1623,3 1623 42
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Cont. Tabela 4-7 - indices de retengido calculados para o éleo essencial de Penicillium
brasilianum em meio arroz

43 21.02 1635,1 1631 43
44 21.30 1647,0 1650 44
45 21.47 1654,2 1652 45
46 21.60 1659,7 1659 46
47 21.90 1672,4 1672 47
48 2212 1681,7 1683 48
49 22.27 1688,1 1690 49
50 22.54 1699,5 1702 50
51 22.62 1703,1 1705 51
52 22.70 1706,3 1710 52

Cada componente foi identificada a partir da comparacédo dos dados de
retencdo com bibliotecas especificas, onde as estruturas identificadas estéo

representadas na Figura 4-42.
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Figura 4-42 - Compostos identificados no 6leo esssencial de Penicillium brasilianum.

A identificacao dos compotos a partir dos dados de retencao e dados
de espectros de massas permitiu identificar compostos com diferencas estruturais se
comparado com os compostos identificados no oleo essencial de Cupressus

lusitanica, Xylaria (NICL3) e Penicillium griseoroseum.

Os sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, de relagdo m/z 204 e

220 (Bienman, 1962; Budkiewicz, 1987) respectivamente, identificados no d6leo de

119



Andlise dos Constituintes Fixos e Voldteis de Fungos Endofiticos dos Géneros Penicillium e
Xylaria e suas Plantas Hospedeiras

Penicillium brasilianum apresentaram um esqueleto carbdnico formado por dois
anéis fundidos, o primeiro anel de 7 &tomo de carbono e o segundo por 5 atomos de
carbono, enquanto os sesquiterpenos identificados no demais 6leos apresentaram
um esqueleto carbbénico por dois anéis de seis fundidos. Este tipo de observacao
permite entao assim criar uma classificacdo taxondmica a partir dos compostos

identificados em seus 6leos essenciais.

Da mesma forma que foi identificada no 6leo essencial de Cupressus
lusitanica e Xylaria (NICL3), compostos iguais foram identificados tanto para o éleo
essencial de Penicillium brasilianum e das folhas e frutos de Melia azedarach, cujo

dados estao apresentados na Tabela 4-8 e Figura 4-43 a seguir.

Tabela 4-8 - Dados de Retencao paras as substincias encontradas em comum ao dleo

essencial de Melia azedarach e do fungo Penicillium brasilianum.

Folhas de Melia Frutos de Melia Penicillium

azedarach azedarach brasilianum
SUBSTANCIAS TEMPODE  INDICE DE TEMPO DE iNDICEDE  TEMPO DE INDICE DE
RETENGAO KOVATS RETENGAO KOVATS RETENGAO KOVATS

(min) (K1) (min) (K1) (min) (K1)
1 15.56 1432,4 - - 15.76 1425,4
2 17.56 1493,1 - - 16.39 1449,8
3 - - 17.93 1520,0 17.62 1497,2
4 - - 18.23 1532,0 18.07 1515,2
5 - - 18.48 1555,2 18.19 1520,0

Sendo assim, acredita-se também que ocorra uma interagao
bioquimica entre planta e microorganismo, o que justificaria o fato de se encontrar

estes compostos tanto no 6leo essencial da planta como no do fungo.
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Figura 4-43- Compostos identificados em comum para o 6leo essencial de Melia azedarach e o

fungo Penicillium brasilianum.

Foi realizado também um estudo cinético de extracdo de volateis do
fungo Peniciilium brasilianum em meio arroz a fim de se determinar o tempo 6timo
para extracao. Este estudo foi realizado em triplicata e foram coletados pontos no
tempo de 5 em 5 dias a partir da inoculacdo do micélio. O grafico a seguir mostra
que o tempo 6timo para a extragdo foi em 10 dias, ja que a concentragcédo e area

relativa se mostraram superiores em relacédo aos tempos de 5 e 15 dias .
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Figura 4-44 - Gréafico de produgcdo de compostos volateis pelo fungo Penicillium brasilianum

em meio arroz.

Dessa maneira, também observa-se que no intervalo de tempo de 5 a
10 dias ha um aumento na taxa de produgao de compostos volateis, e a partir do

tempo de 11 dias ha uma queda na taxa de produgcao de compostos volateis.

4.1.2. — METABOLITOS VOLATEIS EXTRAIDOS POR AERACAO

Outra técnica utilizada para a captacdo de volateis foi a técnica
conhecida por aeragcdo, uma espécie de “headspace” dindmico que consiste na
passsagem de um ar inerte através de um analito e captagdo dos volateis em um
adsorvente especifico, geralmente um carvao ativo ou polimero especificos. Neste
trabalho, foi utilizado carvéo ativo por diversos fatores como precgo e disponibilidade.
Os volateis sao entdo desorvidos do adsorvente por eluigdo com solvente organico,

geralmente éter etilico. Esta técnica foi entao aplicada para monitoramento dos
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fungos Penicillium griseoreum, Penicillium brasilianum e Xylaria (NICL3) em

diferentes meios sélidos (arroz, trigo e canjica).

Figura 4-45 - Fungos Xylaria (NICL3), Penicillium griseoroseum e Penicillium brasilianum

submetidos a extragdo de volateis por aeragao.

O monitoramento dos extratos volateis por aeracdo dos fungos
Penicillium griseoroseum, Penicillium brasilianum e Xylaria (NICL3) por GC-MS
mostraram caracteristicas que variaram de acordo com o fungo e sua caracteristica
de reproducdo. Os cromatogramas na Figura 4-46 a seguir ilustram os extratos

volateis obtidos para os fungos.
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Figura 4-46 - Cromatograma dos extratos volateis obtidos por aeragdao dos fungos: 1) Xylaria
(NICL3); 2) Penicillium griseoroseum; 3) Penicillium brasilianum.

A partir dos dados de cromatografia, observa-se que o fungo Xylaria

(NICL3) n&o apresentou compostos volateis que pudessem ser atribuidos a esta
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técnica, enquanto os fungos Penicillium griseoroseum e Penicillium brasilianum
apresentaram uma diversidade de compostos. Isto pode ser justificado devido as
caracteristicas de reproducdo dos fungos. Os fungos do género Penicillium
apresentam como caracteristica reprodutiva a producao de esporos, o que facilitaria

a propagacao de substancias volateis no ambiente.
4.1.2.1. - Penicillium griseoroseum

A extracdo de compostos volateis por aeracgao foi realizada também em
diferentes meios, com o objetivo de avaliar como o meio utilizado influenciaria na
producdo dos compostos volateis. Para isso, foi entdo utilizado trés meio sélidos
distintos: meio arroz, meio trigo e meio canjica. Os cromatogramas apresentados na
Figura 4-47 a seguir mostram os extratos obtidos para a extragdo dos compostos

volateis do fungo Penicillium griseoroseum nos diferentes meios utilizados.

P.gri_aeracao_arroz_5dias_ Florim
100+

‘\
o
M
Omw R:Mw ,K\,JLVJLJ,\‘JL“'F—,

T

100+

0% T T T T T T T T T T T T T T T T T T

100

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
500 750 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 42.50

= Time

Figura 4-47 - Cromatograma do extrato de compostos volateis por Aeragdo do fungo
Penicillium griseoroseum nos meios : 1) Arroz; 2) Canjica; 3) Trigo.
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Conforme mostra os dados de cromatografia, observa-se que o meio

utlizado nao influenciou no tipo dos compostos volateis produzidos, o que leva a crer

os compostos produzidos sdo uma caracteristica propria do fungo. Os tipos de

compostos produzidos também foram bem diferentes do observado no odleo

essencial, sendo, predominatemente, compostos por hidrocarbonetos. Um exemplo

disso é a banda no tempo 30,36 minutos, cuja regido do cromatograma e espectro

de massas estao representados na Figura 4-48 a sequir.
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Figura 4-48 - 1) Cromatograma da banda em 30,36 minutos. 2) Espectros de massas para a

componente da banda. 3) Espectro de massas gerado pela biblioteca do equipamento. 4)

Estrutura do hidrocarboneto.

Outros hidrocarbonetos foram identificados no extrato de compostos volateis

do fungo Peniciillium griseoroseum, cuja estruturas estado representadas na Figura 4-

49 a segquir.
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Figura 4-49 - Hidrocarbonetos identificados no extrato de compostos volateis de Penicillium

griseoroseum.

A identificacdo de hidrocarbonetos condiz com estudos realizados
anteriormente dentro do LaBioMMi. O mesmo tipo de estudo foi realizado para
fungos Arpegillus flavus e Nigrospora sp que mostraram, em sua constituicdo, uma
mistura de hidrocarbonetos homoldégos, além de compostos fendlicos (Pereira,

2004). Este tipo de observagao condiz com o que foi encontrado para este fungo.

4.1.2.2. — Penicillium brasilianum

A mesma abordagem de extragdo utilizada para o fungo Penicillium
griseoroseum foi utilizada para o fungo Penicillium brasilianum. A extracdo de
compostos volateis em meio soélido como canjica e trigo foi realizada. Os
cromatogramas na Figura 4-50 mostram a composi¢do do extrato de compostos

volateis deste fungo.
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Figura 4-50 - Cromatograma do extrato de compostos volateis por aeracio do fungo
Penicillium brasilianum em: 1) Canjica; 2) Trigo.

Como ja observado para o fungo Penicillium griseoroseum, o meio
utilizado ndo mostrou influéncia no extrato dos compostos volateis do fungo
Peniciillium brasilianum. Diferenciacbes foram encontradas no tipo de compostos
obtidos. Neste fungo, foram encontrados sesquiterpenos, de relagdo m/z 204, e
hidrocarbonetos, de relacdo m/z 57 de ion base. Os cromatogramas na Figura 4-51

representam a regido onde os compostos foram identificados.
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Figura 4-51 - Cromatograma de ions selecionados do fungo Penicillium brasilianum.1)
Cromatograma de ions m/z 57 referente a hidrocarbonetos. 2) Cromatograma de ions m/z 204

referente a sesquiterpenos.
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Os compostos sesquiterpénicos foram identificados por meio de calculo
de indices de retengdo de Kovats, onde a Tabela 4-9 e Figura 4-52 resumem o0s

compostos identificados e estruturas identificadas abaixo.

Tabela 4-9 - indices de retengdo dos compostos sesquiterpénicos no extrato de compostos
volateis do fungo Penicillium brasilianum.

S TEMPO DE INDICE DE iNDICE DE A
CROMATOGRAEICA  RETENGAO KOVATS KOVATS SUBSTANCIAS
(min) CALCULADO TEORICO
1 14.50 1376,7 1377 1
2 15.95 1432,8 1432 2
3 16.83 1455,9 1460 3
4 17.58 1495,3 1490 4
5 18.13 1517,2 1520 5
6 18.73 1541,2 1550 6

Figura 4-52 - Sesquiterpenos identificados no extrato de compostos volateis de Penicillium
brasilianum.

A identificacdo de compostos sesquiterpénicos em extragcdes por
aeragobes é inédita. Nos trabalhos anteriores, dentro do grupo LaBioMMi, ndo foram
identificados sesquiterpenos em outros fungos, o que mostra a importancia do uso
desta técnica para a caracterizagdo de compostos volateis. Os hidrocarbonetos

identificados estao listados na Figura 4-53.
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Figura 4-53 - Hidrocarbonetos identificados no extrato de compostos volateis do fungo

Penicillium brasilianum.

4.2 — METABOLITOS FIX0S

Outro alvo de estudo deste trabalho foi a extracdo dos metabdlitos
fixos, que nesse trabalho foram definidos como aqueles metabdlitos secundarios que
estdo ligados quimicamente a parede micelial dos fungos. Nesta etapa do trabalho,
foram utilizados para este estudo os fungo Penicillium brasilianum, Penicillium
griseoroseum, Xylaria (NICL3) e varias conservas de diferentes espécies de

Trichodherma.

Grande partes dos metabdlitos fixos s&o de natureza lipidica
(Lenninger, 2000). Em micro-organismos, isso nado € diferente. Varios micro-
organismos oleaginosos, tais como leveduras, fungos, bactéria s e microalgas
podem acumular alto nivel de lipideos em sua biomassa (Meng, 2009, Chisti, 2007,
lllman, 2000, Gouda, 2008, Papanikolaou, 2004, Vicente, 2009). Dentres estes
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organismos, fungos e leveduras tem sido condiserado uma fonte potencial para uma

larga producao de compostos lipidicos.

Na maioria dos casos, o 6leo de micro-organismos esta na forma de
triglicérideos, que sao também o principal componente de dleos vegetais e gorduras
animais. Geralmente, a reacdo de transesterificacdo é realizada com metanol na
presenca de um catalisador basico (por exemplo, hidroxido de de sodio ou potassio
ou Metdéxido de sbdio). No entanto, o uso de catalisadores basicos na
transesterificagdo de Oleos vegetais e gorduras animais, levanta varias
desvantagens, tais como baixo rendimento na produgcdo de compostos lipidicos e
complicagcdes nas etapas de purificacdo e separacdo devido a formacao de sabao
nas reagdes de neutralizacdo (Vicente, 2004). No entanto, isto pode ser resolvido
com o uso de catalisadores acidos, como acido cloridrico e acido sulfurico. A catalise
acida em presenga de metanol produz uma grande quantidade de ésteres metilicos,
aumentando a produgao de biodiesel (Formo, 1954). Neste trabalho, a reagcédo de
transesterificacdo foi realizada na presengca de metanol e acido cloridrico,

representado na Figura 4-54.
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Figura 4-54 - Formacgao de ésteres metilicos usando catalise acida.
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Os extratos de produtos de reagao de transesterificagdo em meio acido
foram analisados por técnica cromatograficas, como GC-MS e GC-FID, e técnicas

espectrocdspica, como RMN 'H.

Inicialmente os extratos foram submetidos a analise de RMN 'H, para
que pudessem ser caracterizados. O espectro de ressonancia para o extrato do
produro de transesterificagdo acida do fungo Xylaria (NICL3) esta representado na

Figura 4-55 a seguir.
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Figura 4-55 - RMN "H do produto de transesterificagio acida do fungo Xylaria (NICL3).

A presenga do singleto em & 3,58 é referente a presenga de
hidrogénios metoxilicos. O tripleto em & 0,86 ocorre pela presenca de hidrogénios
metilicos terminais, singletos em & 1,58 e 1,29 justificam a presenca de hidrogénios

metilénicos. O tripleto em & 2,25 refere-se a hidrogénios metilénicos a-carbonilicos.

Tabela 4-10 - Sinais de RMN 'H para o produto de transesterificagio do fungo Xylaria (NICL3).

H o (ppm) Multiplicidade
1 0,86 Tripleto
2 1,29 Singleto
3 1,58 Singleto
4 2,25 Tripleto
5 3,58 Singleto
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Esses sinais levaram a montar a seguinte estrutura parcial, referente a

ésteres metilicos de acidos graxos, mostrados na Figura 4-56.

:’c e \/%)L e

Figura 4-56 — Estrutura parcial identificada para o produto de transesterificagao acida do fungo
Xylaria (NICL3).

Além desses sinais, foi possivel identificar um multipleto na regido de &
5,38, conforme mostra a Figura 4-57 referente a presenca de hidrogénios de ligacao

dupla, o que confirma a presenga de compostos insaturados no produto reacional.
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Figura 4-57 - RMN 1H na regiao de 5,38 do extrato do fungo Xylaria (NICL3)

Dados de espectrometria de massas confirmaram esta estrutura a

partir de ions diagndsticos, conforme mostra o espectro a seguir.
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Figura 4-58 - Espectro de massas por impacto eletrénico de um composto lipidico do fungo
Xylaria (NICL3).

Por meio da analise de espectrometria de massas por impacto

eletrénico, foi possivel confirmar que as estruturas realmente se tratavam de ésteres

metilicos. A presenca dos ions de m/z 74, 87 e 143 sao caracteristicos da

fragmentacao por impacto eletrénico de ésteres metilicos (McLafferty, 1993). A

proposta de mecanismo de fragmentagao esta mostrada na Figura 4-59.
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Figura 4-59 - Proposta de fragmentacao de ésteres metilicos de acidos graxos.

O mecanismo de fragmentagao ¢ justificado inicialmente pela ionizagao

da carbonila. Nessa etapa, ocorre um rearranjo do tipo MaclLafferty onde o
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hidrogénio y migra para a carbonila e ocorre a subsequente clivagem da ligagéo a-f3,
formando o ion m/z 74 como ion base. Numa segunda etapa, ao migrar o hidrogénio
Y, ocorre um rearranjo de hidrogénio do tipo 1,2 e clivagem homolitica da ligagao
adjacente, o que explicaria a formagao do ion m/z 87. Numa terceira etapa, ocorreria
um rearranjo de hidrogénio do tipo 1,6 e clivagem homolitica da ligagdo adjacente, o

que justificaria a formacao do ion m/z 143

O mesmo padrdo de espectro de RMN 'H foi obtido para os demais
fungos que foram submetidos a reacao de transesterificagao acida do micélio, o que
mostra que a reacao foi eficiente para a extracido dos compostos lipidicos da parede

micelial.

Por se tratar de uma mistura reacional, estes compostos lipidicos foram
obtidos em forma de mistura. Esta mistura variava de micélio para micélio ja que os
niveis de lipidios de microorganismos variam conforme o género e a espécie. Este é
um importante parametro para classificagao taxonémica de micro-organismos. Perfis
e concentracdo de ésteres metilicos sao utilizados como classificadores

taxondémicos, conforme mostra a Tabela 4-11 (Stahl, 1996)
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Tabela 4-11 - Classificagdao taxonomica de fungos endofiticos baseados em niveis lipidicos
(Stahl, 1996)

% do conteudo de acido graxo total

Fungos
C12:0 C14:0 C15:0 C16:0 C16:1 C18:0
Pythium sp. 0,38 7,37 - 13,07 14,93 1,42
Cunninghamellaelegans - 1,02 - 19,73 1,56 3,40
Montirella isabelina - 1,44 - 24,78 4,77 1,57
Rhizopus stolonifer - 1,14 0,48 21,01 0,60 9,19
Chaetonium perlucidum - - 0,42 18,95 T 6,76
Emericella spectobillis - T 16,0 0,45 - 4,53
Cyathus stercocus - 0,33 0,61 15,66 2,08 2,15
Gleophyllum traebum - 0,31 14,57 - - 2,57
Aspergillus alliaceus - - 15,74 - - 5,32
Penicillium paraherquei 0,29 0,80 13,73 0,46 2,42 3,30
Penicillium restrictum 0,34 0,22 19,52 0,34 0,43 7,23
Penicillium simplicissimum 0,49 0,61 16,93 0,39 0,77 5,90

Legenda: T= quantidades tracos, - = ndo determinado.

Outra caracteristica dos compostos lipidicos € a que se refere a seu
alto valor energético. Mistura de ésteres metilicos de acidos graxos sao importantes,
especialmente na area de biocombustiveis, ja que s&o a forma quimica caracteristica
do biodiesel. Sendo assim, este trabalho também remete a produgao de biodiesel a

partir de uma fonte relativamente nova, que seria os micro-organismos endofiticos.

A seguir serao discutidos os perfis cromatograficos dos fungos que

foram submetidos a extracdo de compostos lipidicos por transesterificacdo acida.

4.2.1. — Xylaria (NICL3)

O fungo de Xylaria (NICL3), com os dados de ressonancia foram
mostrados anteriormente, foi o fungo que apresentou os maiores niveis de
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compostos lipidicos ligados a parede micelial. O cromatograma na Figura 4-60

mostra o perfil quimico dos compostos lipidicos extraidos.
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Figura 4-60 - Cromatograma para o produto de transesterificagdo acida do fungo Xylaria

(NICL3). 1) Cromatograma de ions m/z 74. 2) Cromatograma de ions totais.

Os cromatogramas acima mostram que grande parte dos compostos
identificados sao ésteres metilicos de acidos graxos, através da relagao m/z 74, ions
base de ésteres metilicos. Diversos ésteres metilicos fazem parte do produto de

transesterificagdo, como os representado na Figura 4-61.

Xylaria sp (MA) SPE Dicloro 100% - Florim

FSXSMA 1135 Scan El+
- 277e6

87

83

185
213 241

7‘\ T | |

3 T TP T e e e e e e e e e er e e et rpererprererrrerrrer ey Dade
50 60 70 80 | 90 oo 110 120 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 ' 160 | 200 ' 210 ' 220 230 240 250 260 270 280 280 | 300 | 310 320 330 340 350 ' 360

s
L
7

N e

—3 2

2

137



Andlise dos Constituintes Fixos e Voldteis de Fungos Endofiticos dos Géneros Penicillium e
Xylaria e suas Plantas Hospedeiras

FSXSMA 1136 (31.912) Cm (1134:1138)
74

100 27766
a7
%-| 143
149 354
a7
an
E 1111915 32 87 185 92 285 355
= - Tazs|130 157 200 213 241 256 283 283 312 323
ol “h\\h“ et et e L T LT amlree [P0 212a0 2zmam Pl PP P (029 207oe |77 TT95 asonyy [ 5% e
F:788 NIST 48770: DOCOSANOIC ACID, METHYL ESTER
74 Hit 1
100+
a7
% 43 354
75
a557
S
41 ) 143
3 83 a7 355
= | (88 T 4 129 144 199 255 ot 5
o [ \‘ 111 T [ A AN R R S A 7256 252 27 | i e
Ranas T T T k] pPamas Sasta Aaaseeasss Ty Ty T T i o mrz
20 20 &0 =0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 =00 320 340 260

Figura 4-61 — 1) Espectro de massas da componente no tempo 31,91. 2) Espectro de massas
gerado pela biblioteca do equipamento. 3) Estrutura do éster metilico.

No extrato de produto de transesterificagdo deste fungo, observa-se

que os ésteres metilico sao de ésteres de alta massa molecular, com mais de 300
Da.
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Figura 4-62 - Esteres metilicos do fungo Xylaria (NICL3).
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Além de ésteres metilicos foi possivel identificar outros compostos
referentes a bandas 38,07 e 38, 44 minutos, cujas

lipidicos, como esterdides,
bandas do cromatograma estao representadas na Figura 4-63
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Figura 4-63 — 1) Cromatograma da regiao de esterdéides. 2) Espectro de massas da componente
em 38,07 minutos. 3) Espectro de massas gerado pela biblioteca do equipamento. 4) Estrutura
proposta para o esterdide. 5) Espectro de massas da componente em 38,45 minutos. 6)
Espectro de massas gerado pela biblioteca do equipamento. 7) Estrutura proposta para o

segundo esteréide.

Esterdides sdo compostos lipidicos de alto valor energético associados
a parede de plantas, animais e microorganismos (LENNINGER, 2000). Um dos
esterdides identificados € o ergosterol, que é considerado um marcador quimio-
taxondmico, geralmente associado a micro-organismos, especialmente fungos
endofiticos. Estes compostos apresentam uma fragmentagdo bem caracteristica,

cujo mecanismo esta representado na Figura 4-64.
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Figura 4-64 - Proposta de fragmentacgao para o ergosterol.

Dessa forma, foram identificados ésteres metilicos de alto peso
molecular e esterdides para o fungo Xylaria (NICL3), onde a Figura 4-65 a seguir

ilustra alguns destes compostos identificados.
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Figura 4-65 - Esteres metilicos de acidos graxos e esteréides encontrados no fungo de Xylaria
(NICL3).

4.2.2. — Género Penicillium

O estudo de transesterificacdo acida também foi realizado com fungos
endofiticos do género Penicillium. Os fungos Penicillium griseoroseum, Penicillium
brasilianum e Penicillium PAOE foram submetidos a reagao de transesterificagcao
com metanol na presenca de &cido. As andlises de RMN 'H mostraram o mesmo
perfil de espectro ao que foi apresentado ao fungo de Xylaria (NICL3), o0 que mostra
a Figura 4-66.
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Figura 4-66 - Espectros de RMN 'H para os produtos de transesterificagdo dos fungos do
género Penicillium. 1) Penicillium PAOE; 2) Penicillium griseoroseum; 3) Penicillium

brasilianum.

Este tipo de perfil de espectro de RMN 'H mostra que os compostos
obtidos s&do predominantemente ésteres metilicos de acidos graxos, como ja
identificado no fungo de Xylaria (NICL3).

Os dados de espectrometria de massas por impacto eletrénico,
confirmaram a predominancia de ésteres metilicos nos extratos de produtos de
transesterificacdo acida dos fungos do género Penicillium. ions m/z 74, 87 e 143 se
apresentaram constantes nas bandas cromatograficas, como mostra um dos

espectros de massas da componente do fungo Penicillium brasilianum.
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Figura 4-67 - Espectro de massas da componente no tempo 25,09 minutos do produto de

transesterificagao do fungo Penicillium brasilianum.

Dados de cromatografia permitiram ver de que forma estes ésteres
metilicos de acidos graxos estao dispostos em cada fungo, conforme Figura 4-68. A
analise seletiva para de ions m/z 74, ions base de ésteres metilicos de acidos

graxos, mostram as diferengas entre as espécies.
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Figura 4-68 - Cromatograma dos extrato dos produtos de transesterificagdo dos fungos do
género Penicillium. 1) Penicillium PAOE; 2) Penicillium griseoroseum; 3) Penicillium
brasilianum.
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Diferengas foram encontradas em termos de niveis e tipos de ésteres
metilicos de acidos graxos entre as espécie dos fungos Penicillium. Estas diferencas

permitem fazer uma classificagdo quimiotaxonémica baseada no ésteres metilicos

identificados (Figura 4-69).

/O\I‘/\/\/\/\/\/\l/\
o 270 Da

Figura 4-69 - Esteres metilicos comumente encontrados em fungos do género Penicillium.

Esterbéides também foram encontrados nos fungos Penicillium

griseoroseum e Penicillium brasilianum, mostrados na Figura 4-70 a seguir com suas

respectivas propostas de fragmentagéao.

Massa = 412 Da
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Figura 4-70 - Esterdides identificados no produto de transesterificagdo acida dos fungos

Penicilllium brasilianum e Penicillium griseoroseum.1) Esterdide identificado para o fungo
Penicillium brasilianum. 2) Proposta de fragmentacdo do esteréide do fungo Penicillium
brasilianum. 3) Esterdide identificado no fungo Penicillium griseoroseum. 4) Proposta de

fragmentacao do esterdide do fungo Penicillium brasilianum.

4.2.3. — Género Trichoderma

Fungos do género Trichodherma também foram submetidos a reac&o
de transesterificagcao acida para extracdo de compostos lipidicos. Para isto, foram
usados conservas em meios sélidos dos fungos Trichodherma harvezionum,
Trichodherma T27, Trichodherma T25, Trichodherma T21, Trichodherma T19 e
Trichodherma T13, onde os espectros de RMN 'H (Figura 4-71) mostram o perfil

semelhante aos ja identificados para os demais fungos.
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Figura 4-71 - Espectro de RMN 1H dos SFgawutos de transesterificacdo acida de fungos do
género Trichodherma. 1) Trichodherma harvezionum. 2) Trichodherma T27. 3) Trichodherma
T25. 4) Trichodherma T19. 5) Trichodherma T13.

Dados cromatograficos indicam que a composicdo de compostos
lipidicos na parede micelial s&o bem baixas em termos de concentragdo e variedade

de ésteres metilicos de acidos graxos. Os cromatogramas de ions m/z 74 a seguir
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ilustram essa observacdo em termos dos compostos lipidicos dos fungos deste

género, conforme mostra a Figura 4-72.
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Figura 4-72. - Cromatograma de ions m/z 74 de fungos do género Trichodherma. 1)
Trichodherma harvezionum. 2) Trichodherma T27. 3) Trichodherma T25. 4) Trichodherma T21.
5) Trichodherma T19. 6) Trichodherma T13.

Além desse tipo de compostos, foram identificados uma mistura de
hidrocarbonetos homologos em algumas espécies dos fungos deste género. Os
cromatogramas de ions m/z 57 (Figura 4-73), ions base em espectros de massas de
hidrocarbonetos, mostra essas misturas de hidrocarbonetos homodlogos em

diferentes espécies do fungo Trichodherma.
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Figura 4-73 - Cromatograma de ions m/z 74 de fungos do género Trichodherma. 1)
Trichodherma harvezionum. 2) Trichodherma T25. 3) Trichodherma T21. 4) Trichodherma T19.
5) Trichodherma T13.

A identificacdo de misturas de hidrocarbonetos homdélogos nos fungos
de género Trichodherma, inicialmente, causou espanto, ja que através dos
mecanismos de reacido de transesterificacdo acida com metanol e acido cloridrico
nao ha justificativa que expliquem a extracdo deste tipo de compostos. A Unica
justificativa plausivel € a ocorréncia de algumas falhas durante o processo de
extracdo. Estes fungos estavam disponiveis na micoteca do LaBioMMi sob forma de
conservas solidas. Estas conservas solidas foram submetidas diretamente a reacao
de transesterificacdo acida, sem passar pela etapa de pré-extragdo em metanol.
Acredita-se entdo que estes hidrocarbonetos fosse extraidos durante a reacéo por
nao passar por esta etapa e, durante a particao com éter etilico, eram levados a fase

apolar, onde seriam detectados na analises por GC-MS.
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Um exemplo de hidrocarboneto identificado nos fungos do género
Trichodherma é o correspondente a banda cromatograica no tempo de retengao de

31,60 minutos, cujo espectro de massas esta representado na Figura 4-74 a seguir.
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Figura 4-74 - Espectro de massas da componente no tempo de retengédo de 31,60 minutos.

Hidrocarbonetos exibem uma tendéncia de sofrer rearranjos aleatérios
em que as posigdes dos atomos de hidrogénio e o arranjo da cadeia carbdnica
sofrem modificacbes. Isto € mais acentuado em alcanos, em que ionizacdo de
ligacbes & seguida pela clivagem da ligacdo C-C produzem ions de alquila.
Espectros de massas de hidrocarbonetos s&do bem caracteristico a apresentam
como caracteristica fundamental uma espécie de curva logaritmica. Suas
fragmentagdes sdo regidas por clivagem homoliticas de ligagdes sigmas, conforme
mostra a Figura 4-75.
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Figura 4-75 - Proposta de fragmentagao de hidrocarbonetos.

Os hidrocarbonetos identificados no fungos do género de Trichodherma

estao listado na Figura 4-76.
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Figura 4-76 - Hidrocarbonetos identificados em fungos do género Trichodherma.
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4.2.4. — Quantificagdo de Esteres Metilicos

Foi realizado também a quantificacdo de ésteres metilicos de acidos
dos fungos Penicillium brasilianum, Penicillium griseoroseum, Xylaria (NICL3) e as
conservas de diferentes espécies do género Trichodherma que foram submetidos a

reacao de transesterificacdo acida.

Sabe-se, atualmente, que estes ésteres metilicos em micro-
organismos, especialmente em fungos endofiticos, vem apresentando aplicagdes
bem interessantes, além da importancia ja destacada como marcadores
quimiotaxondmicos, diferenciando espécies distintas de fungos (Chen, 2001, Stahl
1996). Algo que vem chamando bastante atengcédo é o fato da aplicagdo como
matrizes novas e promissoras em processos que envolvem a produgdo de

biocombustiveis (Vicente, 2010)

Apesar da diversidade de matérias-primas utilizadas para a producao
de biodiesel, até 2008 ele era obtido principalmente a partir de plantas oleaginosas,
como soja € mamona, ou por gordura animal. Além disso, a produgdo vem
crescendo muito, tanto em paises desenvolvidos como em paises em

desenvolvimento, causando em alguns casos impactos no ecossistemas.

A Agéncia Nacional de Petroleo (ANP), érgdo nacional responsavel
pela regulamentacgéo de leis e normas sobre combustiveis no Brasil, vem publicando
resolugdes e leis que regulamentam a caracterizagdo e a comercializagdo do
biodiesel. A Resolugdo 42 regulamenta as técnicas analiticas para a caracterizagao
do biodiesel (Durrett, 2008). Entre as propriedades, a resolugdo determinava a
quantificacdo do teor de ésteres graxos sem fixar valor minimo. O método
cromatografico com padronizagao interna e calibragdo por um ponto, descrito na

norma europeia EN 14 103, foi adotado como técnica quantitativa (Li, 2008).

Diversas técnicas tem sido empregadas na determinagcéo do teor de

ésteres em biodiesel. Cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em chama
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(GC-FID), Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) e
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono (RMN '"H e RMN *3C) sao
alguns dos exemplos mais usados (Meher, 2006; Chisti, 2007; lliman, 2000). Dentre
as técnicas utilizadas, a norma européia EN 14 103 indica a cromatografia gasosa
com detector por ionizagdo em chama (GC-FID) com o uso de padrdo interno e
quantificacdo por um ponto. Geralmente, utiliza-se o heptadecanoato de metila como
padrao interno e o método quantifica ésteres metilicos com cadeia de 14 a 24

atomos de carbonos, saturados ou insaturados (Meng, 2009).

Em termos de rendimentos reacionais, observa-se variagao entre as
espécies de fungos utilizadas para a reagao de transesterificacdo acida. A Tabela 4-

12 lista os rendimentos em termos de massa do produtos de transterificacdo acida.

Tabela 4-12 - Rendimento de transesterificagdo acida de fungos endofiticos.

Fungos endofiticos Massa Micelial (g) Massa de Produto (g)
Xylaria (NICL3) 14 1,32
Penicillium PAOE 12 1,15
Penicillium brasilianum 14 1,20
Penicillium griseoroseum 14 1,45
Trichodherma T19 12 0,85
Trichodherma T25 12 0,95
Trichodherma T27 12 1,31
Trichodherma harvezionum 12 1,10

A analise através de GC-MS foi possivel identificar alguns ésteres
obtidos a partir de amostras de fungos endofiticos e compara-lo com base nos niveis
encontrados em cada um dos micro-organismos. Foram identificado ésteres
metilicos do acido palmitico, estearico, oléico, linoléico e linolénico nos produtos de
transesterificagdo acida com os fungos endofiticos estudados. Estes ésteres

metilicos de acidos graxos s&o considerado o mais importante ésteres metilicos
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presentes em biocombustives (Helwani, 2009). Além disso, este niveis foram
comparados a biodiesel de soja, um dos biocombustiveis mais empregados
atualmente (Helwani, 2009). A Tabela 4-13 apresenta as caracteristicas de ésteres

metilicos de diferentes espécies de fungos endofiticos.

Tabela 4-13 — indices de ésteres metilicos de fungos endofiticos.

Esteres Metilicos de Acidos Graxos (%)

Fungos Endofiticos Palmitico Estearico Oleico Linoléico Linolénico
(C16:0) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3)
Xylaria (NICL3) 15,50 8,76 26,50 49,58 7,78
Penicillium (PAOE) 33,25 5,20 13,80 43,51 2,94
Penicillium brasilianum 26,40 6,04 13,90 44,60 0,94
Penicillium
29,90 7,58 10,10 29,45 2,10
griseoroseum

Trichodherma T19 53,05 - 10,66 1,41 0,92
Trichodherma T 25 31,20 3,39 28,55 23,33 4,73
Trichodherma T27 30,94 1,59 21,74 13,00 0,34
Soja 11,29 3,54 22,45 54,62 8,11

Entre as amostras de fungos endofiticos, existem alguns fungos, que
foram identificados como uma fonte promissora de ésteres metilicos, com
concentragdes similares de ésteres metilicos de biodiesel de soja. Variagées no teor
de ésteres metilicos sdo observados para as diferentes espécies de fungos
endofiticos, sendo utilizado como um importante classificador taxonémico de micro-
organismos (Chen, 2001). O fungo endofitico identificado como Xylaria (NICL3)
apresentou teores de ésteres metilicos semelhante ao encontrado na soja, o que
indica que poder apresentar caracteristicas semelhantes de um biocombustivel
produzido a partir de uma fonte vegetal. O fungo Penicillium (PAOE) também
apresentou concentragbes proximas do valor ao observado para biodiesel de soja.
Nesse sentido, a busca de linhagens especificas deste fungos endofiticos podem

apresentar promissoras fontes de biocombustivel.
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A quantificacdo dos ésteres metilicos foi realizada de acordo com a
Norma Européia EN 14 103 a qual aconselha que a quantificacdo dos ésteres
metilicos deve ser realizada por cromatografia gasosa com detector de ionizagéo de
chama (GC-FID), utilizando padréo interno e quantificagdo por um ponto. Para essas
condicbes, o0 cromatograma € integrada no intervalo 1,0-20,0 minutos,
correspondente ao tempo de retencdo de miristato de metila (C 14:0) e nervonate
metila (C 24:1), respectivamente. Esta area abrange os picos de maior parte dos
ésteres metilicos de acidos graxos e €& considerado o intervalo ideal para a
compostos de biodiesel.

A Figura 4-77 mostra os cromatogramas e regiao de integragao para a

quantificacdo dos ésteres metilicos dos fungos endofiticos.

Figura 4-77 — Cromatograma obtido por GC-FID para os produtos de transesterificagdo acida
dos fungos endofitico: 1) Xylaria (NICL3); 2) Penicillium PAOE; 3)Penicillium brasilianum; 4)
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Penicillium griseoroseum; 5) Trichodherma T19; 6) Trichodherma T25; 7) Trichodherma T27; 8)

Trichodherma harvezionum.

A quantificagdo das amostra dos fungos endofiticos esta representada
na Tabela 4-14 e foi comparada em relagdo ao biodiesel de soja, considerado um

dos melhores biodiesel obtido a partir de fonte vegetal.

Tabela 4-14 — Concentragdo de Esteres metilicos de fungos endofiticos.

Fungos endofiticos Concentragdo de ésteres meilicos (%)
Xylaria (NICL3) 91,0
Penicillium PAOE 83,1
Penicillium brasilianum 50,8
Penicillium griseoroseum 40,5
Trichodherma T19 67,8
Trichodherma T25 11,6
Trichodherma T27 40,1
Trichodherma harvezionum 40,4
Biodiesel de soja 90,7

De acordo com a norma européia EN 14 103, para uma determinada
matriz ser condiderada um biodiesel, ela precisa apresentar concentragao de ésteres
metilicos superiores a 90 %. A partir dos dados da Tabela 4-10, observa-se que a
grande maioria dos fungos endofiticos ndo apresentaram uma concentracdo de
ésteres metilicos suficientemente satisfatéoria para serem considerados
biocombustiveis. Entretanto, um fungo xylarioso, identificado como Xylaria (NICL3),
apresentou uma concentragdo bem elevada e proxima do que seria aquela esperada
para um biodiesel ideal e pode ser perfeitamente aplicado em biocombustiveis. Este
fato mostra que a metodologia utilizada foi efetiva para extracdo de ésteres metilicos
de fungos endofiticos e motiva este tipo de estudos em fungos com essa
caracteristica xylariosa (ndo produtor de esporos).
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4.3 — ENSAIOS BIOLOGICOS

Os Oleos essenciais sdo conhecidos por terem uso e aplicagdes em
diversas atividades biolégicas em busca de satisfazer as necessidades humanas
(Moyler, 1997). Entre estes estdo antifungicos (Tavares et al, 2008), antibacteriana
(Firas, 2008), antibidtico (Rodrigues et al, 2009), dermatoldgicas (Comai et al, 2010),
anti-inflamatdérios (Guerrini et al, 2009) e citotoxica (Conforti et al, 2009; Loizzo et al,
2010).

Das atividades anti-fungicas ja realizadas para diversos 6leos
essenciais, o que chama atencdo € que cerca de 90 % sao realizado com micro-
organismos que habitariam as plantas de formas externas, ou seja, seriam mais

comumente utilizadas aos fungos epifiticos.

Sendo assim, neste trabalho, foi entao realizado o estudo de ensaio
antifungico do 6leo essencial de Cupressus lusitanica frente a trés fungos endofiticos
associados a esta planta: Xylaria (NICL3), Guignardia sp e Xylaria (NICL5), ilustrado
na Figura 4-78. Este € o primeiro ensaio anti-fungico que é realizado contra fungos

endofiticos associados a uma determinada planta.

Figura 4-78 - Fungos endofiticos submetidos ao ensaio antifliingico com o 6leo essencial de
Cupressus lusitanica: 1) Guignardia sp; 2) Xylaria (NICL3); 3) Xylaria (NICL5).

Vale ressaltar que este ensaio nao foi realizado com o objetivo de
buscar oleos essenciais que apresentassem forte atividade anti-fungica mas sim de

entender melhor como o éleo essencial de Cupressus lusitanica influencia na relagéo
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planta-fungos endofiticos frente a seus fungos associados. Dados publicados na
literatura mostram que monoterpenos volateis sdo os primeiros mecanismos de
defesa da planta Cupressus lusitanica frente ao ataque de fungos patogénicos. Esta
observagdo motiva e justifica ainda mais a realizagdo deste ensaio. O resultado

deste ensaio esta mostrado na Figura 4-79.

Figura 4-79 - Ensaio do éleo essencial de Cupressus lusitanica nas concentragoes de 0, 100,
250, 500, 750, 1000 ppm contra os fungos endofiticos associados: 1) Xylaria (NICL3); 2)
Guignardia sp; 3) Xylaria (NICL5).
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A Tabela 4-15 resume os dados obtidos no teste antifungica contra
Xylaria (NICL3), Guignardia sp e Xylaria (NICL5) em termos de concentragdo minima

inibitoria e potencial de inibicao do 6leo essencial de Cupressus lusitanica.

Tabela 4-15 — Atividade antifingica do oleo essencial de Cupressus lusitanica contra fungos
endofiticos associado.

Concentragdo Minima
Fungos Endofitico Potencial de Inibigc&o (%)
Inibitéria (ppm)

Xylaria (NICL3) 500 68,0
Guignardia sp 250 70,2
Xylaria (NICL5) 250 65,0

Segundo os resultados apresentados na Tabela 4-13, o 6leo essencial
de Cupressus lusitanica mostrou moderada atividade contra o crescimento de fungos
endofiticos associados. Isto seria um forte indicio de que os compostos volateis do
oleo essencial seria importante no controle do crescimento de micro-organismos nos
tecidos internos da planta. Relatos da literatura mostram que monoterpenos volateis
sdo importantes e atuam como os mecanismos primarios de defesa da planta contra
as invasbes patogénicas (Alwis et al, 2009). Isto confirma a hipotese de que os

compostos volateis sdo importantes para as interagcdes bioquimicas desta planta.
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Foram estudados metabdlitos secundarios volateis e fixos de quatro
géneros de fungos endofiticos e duas plantas hospedeiras: os fungos Xylaria
(NICL3), endofitico associado da planta Cupressus lusitanica, Penicillium
brasilianum, endofitico associado a Melia azedarach, Penicillium griseoroseum e

conservas de diferentes espécies de fungos Trichodherma.

As técnicas de identificacdo por indice de retencao de Kovats e CG-EM
se mostraram importantes para a identificacdo dos metabdlitos secundarios volateis

e fixos dos micro-organismos e plantas.

O 6leo essencial de Cupressus lusitanica mostrou uma constituicao
diversificada de monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos que, de acordo com

dados na literatura, apresentam importancia nas interagdes biologicas da planta.

O dleo essencial do fungo Xylaria (NICL3) apresentou diversidade de
sesquiterpenos que mostraram estruturas condizentes com trabalhos anteriores

dentro do grupo LaBioMMi.

Compostos semelhantes foram encontrados no 6leo essencial de e
Cupressus lusitanica, o que leva a acreditar na ocorréncia de interagées bioquimicas

entre planta e microorganismo.

O O6leo essencial de Penicillium griseoroseum mostrou uma
composi¢cao de compostos de baixo peso molecular e de uma mistura variada de

diterpenos, reportados pela primeira vez para este fungo.

O Oleo essencial de Penicillium brasilianum apresentou em sua
constituicdo sesquiterpenos diferenciados, alguns deles identificados no o6leo
essencial de Melia azedarach, o que sugere interagdes bioquimicas entre planta e

microorganismo.

A técnica de aeragdao foi capaz de identificar sesquiterpenos e
hidrocarbonetos homoldgos para os fungos Penicillium griseoroseum e Penicillium
brasilianum. O fungo Xylaria (NICL3) n&o apresentou compostos identificaveis

através desta técnica.
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Os metabdlitos secundarios fixos foram extraidos a partir de reacao de
transesterificacdo acida onde mostraram um perfil de compostos lipidicos
diversificado conforme género e espécie. Dentre os compostos lipidicos, foram
identificados ésteres metilicos de acidos graxos e esteroides. Perfil de ésteres
metilicos de acidos graxos é usado como marcador quimiotaxonédmico de fungos

endofiticos.

Esteres metilicos de acidos graxos sdo compostos predominantes em
biocombustiveis. Foi realizada a quantificacdo de ésteres metilicos de acido graxos
de acordo com a norma européia EN 14 103 através do uso de GC-FID. Alguns
fungos endofiticos (Xylaria (NICL3) e Penicilium PAOE) se mostraram fontes

promissoras de biocombustiveis de acordo com a norma.

O ensaio antifungico do 6leo essencial de Cupressus lusitanica frente
aos fungos endofiticos associados Xylaria (NICL3), Guignardia sp e Xylaria (NICL5)
mostraram que o 6leo essencial apresenta influéncia no controle do crescimento dos
micro-organismos nos tecidos internos das planta. Dados na literatura ddo suporte a
esta idéia. Este foi o primeiro ensaio antifungico de 6leo essencial contra fungos

endofiticos associados.

Com este trabalho, espera-se contribuir com a quimica dos organismos
estudados, ja que os estudos des metabdlitos secundarios volateis e fixos € inédito

para este micro-organismos dentro dos trabalhos ja realizados no grupo LaBioMMi.
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