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Principais Abreviacoes

aq - Aquisition time (Tempo de aquisigao)

d - Dubleto

d1 - Intervalo de relaxagao

d8 - Tempo de mistura para evolugdo do NOE

dd - Duplo-dubleto

ddd - Duplo-duplo-dubleto

dl - Dubleto largo

DMSO - Dimetilsulféxido

dtd - Duplo-triplo-dubleto

EM - Espectrometria de massas

EM/EM - Espectrometria de massas - utilizando o recurso Tandem
ESI - Eletrospray

F1 — eixo vertical no espectro bi-dimensional

F2 - eixo horizontal no espectro bi-dimensional

FID — Free Induction Decay (Decaimento Livre provocado por Indugao)
gCOSY - Correlation Spectroscopy — with field gradient

gHMBC - Heteronuclear multiple bond correlation - with field gradient
gHSQC - Heteronuclear single quantum coherence - with field gradient
Hz - Hertz

J - Constante de acoplamento (em Hertz)

Ib — Line broadning (menor distdncia em Hertz considerada durante

uma multiplicagdo matematica)
m - Multipleto

m/z - Relagdo massa/carga
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MeOH - Metanol

MHz - Mega-Hertz

NOE — Nuclear Overhauser effect (efeito nuclear Overhauser)

ns — Numero de scans (aquisigdes)

p1 — pulso de 90° com alta poténcia aplicado no canal f1

PI9 — Poténcia do pulso utilizada para a irradiagéo do sinal do solvente
RMN '3C - Ressonancia magnética nuclear de carbono-13

RMN "H - Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

s - Singleto

Sl (1) — numero de pontos utilizado no processamento do espectro ao

longo de F1

Sl (2) - numero de pontos utilizado no processamento do espectro ao

longo de F2

sl -Singleto largo

SWH — Spectral Width (Janela spectral em Hertz)
T4 — tempo de relaxagao longitudinal (spin-rede)

td — Time Domain (numero de pontos utilizados na aquisicdo do

espectro 1D)
TD1 — numero de experimentos ao longo de F1
TD2 - numero de experimentos ao longo de F2

TMS - Tetrametilsilano
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Resumo

O USO DA RMN NA CARACTERIZAGAO E QUANTIFICAGAO DE
METABOLITOS PRODUZIDOS POR MICRORGANISMOS COM POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO. Atualmente, os microrganismos sdo responsaveis pela
producao de varios antibidticos, imunossupressores e anti-tumorais, além de serem
importantissimos em processos industriais. O presente trabalho descreve os
processos de produgdo e isolamento da citrinina (234,6 mg/L) e do acido
micofendlico (371,2 mg/L) com alto grau de pureza no processo de extracdo de uma
fermentacdo de 8 e 12 dias respectivamente de um cultivo em meio liquido Czapek
enriquecido com 0,2 % de extrato de levedura utilizando os fungos Penicillium
Catl1.1 e Penicillium sp. Caspb, isolados do Coffea arabica L. apds assepsia, bem
como, o desenvolvimento de uma metodologia de quantificagdo por RMN.
Adicionalmente, neste trabalho foi feito o isolamento e a elucidagdo de um alcaldide
inédito da classe das prodigininas (antibiotico oligopirrol-pigmentado) com
modificagdo no anel C, a partir de um extrato produzido pela actinobactéria
Streptomyces violaceusniger violaceusniger, isolado como endofitica de folhas de
milho (Zea mays L.) e identificado por Costa (2005). Este antibidtico foi capaz de
inibir o crescimento de fitopatdgenos de interesse econdmico tais como: Pythium
aphanidermatum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora
parasitica e Fusarium moniliforme. Portanto, através dos resultados obtidos durante
a execugao deste trabalho, pode-se concluir que a Ressonancia Magnética Nuclear,
além de se apresentar como uma técnica analitica eficiente na quantificagcdo da
citrinina e do acido micofendlico no extrato fungico, foi fundamental no
monitoramento e otimizagdao das condicbes de extragdo durante o periodo de 20
dias de fermentacdo. Assim, a RMN é uma técnica que podera ser utilizada na
otimizagdo de processos de producdo de substancias produzidas por

microorganismos em escala industrial.
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Abstract

THE USE OF NMR IN THE CHARACTERIZATION AND QUANTIFICATION OF
METABOLITES PRODUCED BY MICROORGANISMS WITH
BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL. Nowadays, the microorganisms are
responsible for the production of several antibiotics, immunosuppressant and anti-
tumors, furthermore they are extremely important in industrial process. This work
describes the production process and the isolation of the citrinin (234,6 mg/L) and of
the mycophenolic acid (371,2 mg/L) with high purity levels in the process of
extraction of a fermentation of 8 and 12 days respectively of a cultivation in liquid in
Czapek medium enriched with 0,2% of extract of yeast utilizing the fungi Penicillium
Catl1.1 and Penicillium sp. Caspb, isolated of the Coffea arabica L. after asepsis, as
well, the development of an analytical methodology to quantify this compounds using
the NMR. Additionally, on this work, we describe the isolation and the structural
elucidation of an new alkaloid from prodiginine class with modification on ring (C),
from an extract produced by Streptomyces violaceusniger violaceusniger
actinomycete, isolated as an endophyte from Zea mays L. leaves and identified by
Costa (2005), which was able to inhibit the growing of phytopatogens with economic
value (Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum,
Phytophthora parasitica e Fusarium moniliforme). Therefore, Finally, due to the
results obtained during the execution of this work, is able to conclude that the
Nuclear Magnetic Resonance, beyond be presented like an efficient analytic
technique in the quantification of the citrinin and of the mycophenolic acid in the
extract fungi, was fundamental in the monitoring and optimization of the conditions of
extraction during the period of 20 days of fermentation. Like this, to NMR is a
technique that will be utilized in the process production and optimization of the

substances produced by microorganisms in industrial scale.
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1 - Introdugéo

1 — Introducgao

1.1 - Microorganismos

Os microorganismos habitam a Terra ha mais de quatro bilhdes de
anos, sendo que menos de 5% deles sdo conhecidos e as suas fungdes sdo menos
conhecidas ainda, mesmo com o emprego das técnicas modernas da biologia
molecular (MELO et al., 2002).

“Microorganismo” é o nome genérico para todos os organismos
invisiveis a olho nu (os maiores podem ser vistos apenas como pontinhos, com luz
adequada e por quem tem boa visdo). Normalmente, sdo menores que 0,1 mm.
Incluem bactérias, algas cianoficeas, protozoarios, muitos fungos e liquens, e virus.
Muitos virus e bactérias aquaticas sdo menores que um milésimo de milimetro

(http://www.comciencia.br/reportagens/biodiversidade/frameset/thomas.htm).

Os fungos, também chamados de bolores, mofos ou cogumelos, estao
presentes nas nossas atividades darias. Tal a importancia dos fungos que hoje
constituem um reino a parte, lado a lado com os reinos vegetal e animal. Em geral,
eles apresentam filamentos, as chamadas hifas, com paredes rijas, ricas em quitina;
tém caracteristicas heterotroficas, isto €, ndo possuem clorofila e, portanto,
necessitam de material organico para viver, sendo sua nutrigao feita por absorcao
de nutrientes gracas a presenca de enzimas que sao produzidas por eles e que
degradam produtos como, por exemplo, celulose e amido. Os fungos sé&o
eucaridticos, isto €, possuem um nucleo tipico no interior de suas células,
comparavel ao das plantas e animais. Reproduzem-se por via sexual ou assexual,
portanto, possuem divisdes celulares do tipo mitose e meiose, tendo sempre como
produto final os esporos que sédo 6rgaos de reproducgao, resisténcia e disseminagao
(FIGURA 1.1-1). O reino dos fungos € um dos mais numerosos, estima-se que
existam pelo 1.500.000 espécies no mundo, o que seria, mais do que todas as
espécies vegetais e animais somadas, excluindo-se os insetos. Atualmente, cerca
de 70.000 espécies de fungos foram descritas, ou seja, menos de 5%.. Se nesses
cinco por cento de espécies, ja existem muitas de grande importancia, como as que

sdo utilizadas na fabricagdo de alimentos, incluindo bebidas, de acidos organicos,
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1 - Introdugéo

de farmacos e inumeros outros produtos, e pode-se imaginar o que se espera com a
descoberta de novas espécies com distintas propriedades potencialmente de valor
biotecnoldgico (http//www.ufv.br/dbg/trab2002/melhor/mhr004.htm)

A identificagdo dos fungos é baseada quase que exclusivamente em
sua morfologia tanto macro como microscopicamente. Como eles habitam os mais
variados substratos, apresentam em decorréncia, uma sucessdao de tipos
morfolégicos, dos mais simples aos mais complexos. O seu enquadramento
taxondmico € regido pelo Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica e os
niveis taxondmicos gerais sao: Reino: Fungi; Divisdo: Eumycota; Subdivisao:
Mastygomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina, Deuteromycotina e
Basidiomycotina; Classe: Sufixo Mycetes; Ordem: Sufixo Ales; Familia: Sufixo

Aceae (www.icb.usp.br/~crpmicol/materiais/apostila_fungos.pdf).

& N
3 ..00KU 16mm
FSCoar EMBRAPAASCHPHMA

™ Esporos

FIGURA 1.1-1: Estruturas de um fungo vistas através de microscopio eletrénico (MEV).
Notam-se filamentos (hifas) e corpos esféricos que sdo os esporos vegetativos ou conidio
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1 - Introdugéo

Os fungos associados as plantas podem ser epifiticos, quando
habitam a superficie dos vegetais e endofiticos, quando habitam o interior das
plantas, podendo exibir diferentes tipos de associagdes ou interagdes: neutras ou
simbidticas e patogénicas (PELCZAR et al.,1980).

Atualmente, o estudo de microorganismos endofiticos tem atraido
muito a atencdo da comunidade cientifica, principalmente em relagao aos tipos de

associagoes que eles desenvolvem com os seus hospedeiros (STROBEL, 2002).

Segundo Petrini (1991), os microorganismos endofiticos sao aqueles
que habitam, durante um periodo do seu ciclo vital, o interior de um vegetal, sem
causar, aparentemente, nenhum dano a esse vegetal. Estes microorganismos
apresentam uma grande diversidade genética, sdo importantissimos na manutengao
dos ecossistemas, além de serem produtores de metabdlitos secundarios, tais
como: antibidticos, pigmentos, toxinas, indutores de competicdo ecoldgica e
simbiose, pesticidas, inibidores de enzimas, agentes moduladores de resposta
imunoldgica, agentes anti-tumorais, feromdnios e promotores de crescimento de
animais e plantas (DEMAIN, 1992).

A produgédo de metabdlitos secundarios por fungos vem despertando
muito interesse pelas industrias agro-quimicas e farmacéuticas (ROBINSON, 1988),
pois estas produzem medicamentos comercialmente importantes, tais como as
ciclosporinas que sdo co-administradas com outros farmacos imunossupressores
para prevenir a rejeicdo do orgao transplantado. A producdo destes metabdlitos
pode variar de acordo com os fatores fisico-quimicos, que sdo envolvidos na sua
producao tais como: oxigénio (oxigenagao durante a fermentagdo no modo estatico
ou com agitacdo), temperatura, concentracbes de fosfato e ions metalicos
(DEMAIN, 1968; WEINBERG, 1970). Um mesmo microorganismo pode produzir ou
nao um determinado metabdlito pela simples variacdo do meio de cultivo. A
potencializacdo de uma substancia de interesse também é dependente desses
mesmos fatores (GRIFFIN, 1994). A limitacdo de nutrientes no meio de cultivo na
presenca de fontes de carbono em excesso, estimula a producdo de metabdlitos

secundarios por microorganismos (GRIFFIN, 1994).
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1.2 — O género Penicillium e seus metabdlitos secundarios

Penicillium &€ um género de fungos, o mofos comum do p&o, que
cresce em matéria organica morta, como queijo, cereais ou fruta. Varias espécies
produzem bactericidas (antibiéticos) que permitem ao fungo competir com bactérias
saprofitas pelo alimento. A importancia destes fungos na alimentagcdo humana e
animal se deve ao fato deles poderem causar deterioracdo do alimento e produzir
toxinas (PITT AND LEISTNER, 1991). Este género caracteriza-se por formar
conidios com uma estrutura semelhante a um pincel que termina em células
conidiégenas, chamadas fidlides. Os conidiéforos do género Penicillium podem
apresentar ramificagbes que se juntam formando verticilos. Quando apresenta um
unico verticilo de fialides, o pincel € monoverticilado. Os biverticilados possuem dois
niveis de ramificagcao e os terverticilados podem apresentar trés e as vezes quatro
niveis de ramificacdo (FIGURA 1.2-1) (WEBSTER, 1986).

4 .00KYU 16mm
Penicilliuml .1 EMBRAPA/CNPMA

FIGURA 1.2-1: Microfotografia de Penicillium sp. 1 - hifa; 2 - conidiéforo; 3 - fialide; 4 -
conidio; 5 — septo
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1.2.1 - Citrinina

A citrinina [acido (3R-4S)-4,6-diidro-8-hidroxi-3,4,5-trimetil-6-oxo0-3H-2-
benzopirano-7-carboxilico)] € uma micotoxina de ocorréncia comum produzida por
varias espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium,
principalmente o Penicillium citrinum (POUPKO et al., 1997).

Quando ela é ingerida por animais e humanos pode causar uma
degeneracao renal. Esta micotoxina pode ser encontrada em graos (milho, cevada,
trigo (na farinha), centeio, arroz, amendoim), frutas (macéa, péssego, péra), em
géneros alimenticios e fluidos biologicos (XU et al., 2006).

Atualmente, a citrinina tem despertado grande interesse. Além de ser
um contaminante de alimentos, que esta diretamente relacionada com a saude
publica, ela ainda apresenta atividades antibidticas, antifungica e antiprotozoaria e
por apresentar um sistema adequado para estudo de biossintese com marcacao
isotopica. Entretanto, ndo é utilizada em seres humanos devido a sua alta toxidade,

especialmente hepatica e renal (POUPKO et al., 1997).

A estrutura da citrinina (FIGURA 1.2.1-1), inclusive, a configuragcéo
absoluta de seus centros assimétricos foram determinados ha muitos anos. Mas o
problema do equilibrio tautomérico entre as duas formas isomérica em solucao, até
agora nao foi bem estabelecido, embora é sabido que este equilibrio seja favorecido

para o sentido da forma p-quinona (POUPKO et al., 1997).

CH3H3C -H

orto-quinona para-quinona

FIGURA 1.2.1-1: Estrutura da citrinina no equilibrio dindmico

O mesmo problema tem sido observado para a citrinina no estado

sélido e, através de extensivas medidas de raio-X em diferentes temperaturas
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concluiu-se que, ela cristaliza numa estrutura desordenada e, que os dois
tautdmeros existem em equilibrio no estado sdlido, sendo que a forma p-quinona é

favorecida a baixas temperaturas (POUPKO et al., 1997).

Devido a natureza comum de fungos no ambiente, a citrinina e outras
micotoxinas sdo contaminantes comuns em alimentos. Como ela € um contaminante
de alimentos, varios estudos tém sido realizados com o objetivo de evitar a entrada
direta ou indireta desta micotoxina nos alimentos consumidos in natura, como as
frutas, os graos e produtos industrializados. Devido a importancia desta micotoxina
em relacdo a saude publica, varios métodos de desintoxicacdo sao relatados
durante processamento dos alimentos, tais como: decomposicdo térmica com
diminuicdo da toxidade — aquecendo-se a citrinina a 130°C na presenga de uma
pequena quantidade de agua ocorreu uma diminuigdo significativa em sua
toxicidade, ao passo que, aquecendo-a de 140°C ou a 150°C levou a formagéo de
compostos altamente toxicos (KITABATAKE et al., 1991; TRIVEDI et al. 1993). No
entanto, o aquecimento a 100°C, também pode ocorrer a formagéo da citrinina H1,
que ocorre com a reagao entre duas moléculas de citrinina e uma molécula de agua,
a qual apresenta uma toxidade maior em relagdo a propria citrinina (TRIVEDI, et
al.1993). Ja a decomposicdo da citrinina aquecida a 140°C em agua levou ao
isolamento da citrinina H2 [3-(3,5-dihidroxi-2-metilfenil)- 2-formiloxi-butano], que
apresenta uma citotoxidade diminuida. (HIROTA et al. , 2002) (FIGURA 1.2.1-2).

A concentracdo de citrinina em Monascus € dramaticamente diminuida
apos fervura em agua por 20 minutos, podendo chegar a 50% (SHU & LIN, 2002).
Todos estes relatados mostram, que a citrinina € uma substancia muito instavel e
termo-label em solugdo aquosa. Além disso, estudos mostram que a sua
instabilidade é afetada também pela composicédo de solventes usados no preparo de
amostras e na fase movel para analises em HPLC, e solugdo normal de citrinina (XU
et al., 2003). O sucesso do HPLC depende de cuidados e precaugdes de modo que
a degradacao nao ocorra durante a analise e além disso, assegurar que o sistema
de coluna e solvente fornega uma separacéao eficiente e a uma boa forma do pico.
Sob melhores condi¢des, concentracdes menores que 10 ppb de citrinina podem ser
detectadas em extratos do cereais por HPLC (EUROPEAN MYCOTOXIN
AWARENESS NETWORK).
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Até agora, os métodos mais comumente utilizados para analisar a
citrinina sdo: CCD; HPLC, LC/MS e GC/MS.

Assim, uma das medidas mais eficientes para proteger a saude
publica e promover o comércio internacional, é estabelecer niveis reguladores
razoaveis desta toxina internacionalmente. Atualmente, ha a necessidade de se
desenvolver uma metodologia reproduzivel, sensivel e rapida para deteccédo e/ou
quantificacdo da citrinina em alimentos. No entanto, um método de analise para
detectar a citrinina em alimentos contaminados ainda é um desafio, a sua toxidade

sua instabilidade e a co-ocorréncia com outras micotoxinas (XU et al., 2006).

O OH OH H
>:O
HO ZZe) 0]
O IIICH3 HO ''''' CH3
CH;  CHs CH;  CHs CH; CHg
C13H1405 C24H2607 CioHi04
250.25 426.46 224.25
Citrinina Citrinina H1 Citrinina H2

FIGURA 1.2.1-2: Estruturas da citrinina; citrinina H1 e citrinina H2

1.2.2 — Acido micofendlico

O acido micofendlico [acido-6-(4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-oxo-1,3-
dihidroisobenfurano-5-il)-4-metil-hex-4-endico], foi detectado pela primeira vez numa
fermentacao de Penicillium glaucum por GOSIO, em 1896, sendo obtido em forma
de agulhas brancas, ponto de fusdo 140 °C e com formula molecular C47H200s
[ALSBERG & BLACK (1913) apud CLUTTERBUCK et al. (1932)].

Em 1933, CLUTTERBUCK & RAISTRICK estudaram a constituicdo
molecular da substéncia (FIGURA 1.2.2-1A), porém sua estrutura foi completamente

8



1 - Introdugéo

elucidada somente em 1952 por BIRKINSHAW et al. (FIGURA 1.2.2-1B) e somente
em 2000, ZUNIGA conseguiu obter o seu raio-X.

Subsequentemente, o acido micofendlico foi isolado, segundo
TURNER & ALDRIDGE (1983), em \Verticicladella abientina, Penicillium
brevicompactum, Penicillium  paxilli, Penicillium  roquefort, Penicillium

bruneostoloniferum e Septoria nodorum.

SADHUKHAN et al., em 1999, isolaram e quantificaram o acido
micofendlico produzido em fermentagdo no estado sélido (trigo), utilizando o
Penicillium brevi-compactum. Este fungo foi cultivado variando-se os nutrientes, e o
acido foi quantificado em varios dias de incubacao pela técnica de HPLC.

Em 2003, o acido micofendlico foi isolado de uma fermentagao de 20
dias utilizando Penicillium Catl 2.3 isolado do café benificiado apdés assepsia.
(Valente, 2003).

o OH O OCH;, CH,
H,C _ OH
HO (o)
(0]
HO -// OH
CHs CsHr, 0
A ° B

FIGURA 1.2.2-1: (A) Estrutura do &cido micofendlico proposta inicialmente (1933); (B)
Estrutura correta do acido micofendlico (1952)

O &cido micofendlico apresenta varias atividades biolégicas: como
atividade anti-bacteriana (ABRAHAM,1945), anti-fungica (GILLIVER, 1946), anti-viral
(ANDO et al., 1968; WILLIAMS et al., 1968), anti-tumoral (ANDO et al., 1968) anti-
psoriatica (JONES et al., 1975) e imunossupressora (MITSUI & SUZUKI,1969).
Somente em1982, que o acido micofendlico comegou a ser considerado como um

agente imunossupressor.

Com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade, foi desenvolvido o
éster do acido micofendlico, o micofenolato mofetil (MMF) (FIGURA 1.2.2-2, que

apresenta os mesmos efeitos farmacologicos, porém, com uma biodisponibilidade

9
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duas vezes maior. Em 1987, RANDALL MORRIS da Universidade de Stanford
comecgou a utilizar o farmaco em transplantes com sucesso. Na década de 90,
surgiram os primeiros resultados do uso de MMF em transplante renal, com
sucesso. O micofenolato mofetil € comercializado pela ROCHE com o nome
comercial de CellCept®. A sua aprovacao pelo FDA nos Estados Unidos ocorreu
1995, para uso em pacientes submetidos a transplantes renal (NORONHA et al.,
1997).

FIGURA 1.2.2-2: Estrutura do Micofenolato Mofetil (MMF)

A sua administragdo em doses razoavelmente grandes tem efeitos
colaterais minimos. O mecanismo de agao do acido micofendlico deve-se a inibicao
da Inosina Monofosfato Dehidrogenase (IMD), importante enzima na sintese de
inosina monofosfato, um precursor de purinas (PANKIEWICZ, 1997). O acido
micofendlico também inibe a proliferagdo de linfocitos, células de extrema
importancia na resposta imune. Este efeito repressor do sistema imune do acido
micofendlico foi muito importante no tratamento de rejeicdo de 6rgao apods a cirurgia
de transplante (SADHUKHAN et al., 1999).

1.3 - Quantificagdo de substancias por RMN de 'H

A ressonancia magnética nuclear, apesar de ndo ser uma técnica
comumente utilizada para quantificacdo, devido a sua sensibilidade, quando
10
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comparada com outras técnicas como, por exemplo, a espectrometria de massas.
No entanto, vem se destacando, devido ao fato que qualquer molécula que
contenha um ou mais atomos com momento magnético diferente de zero pode ser
detectada na RMN, desde que apresentem os isétopos 'H, *C, "N e *'P. Os sinais
da RMN sao caracterizados pelos seus deslocamentos quimicos, intensidade,
multiplicidade e por algumas propriedades de relaxagdo fornecendo, portanto,
informagdes sobre o ambiente em que se encontra o nucleo. Desta forma, um
espectro de RMN contém uma gama de informagdes sobre a molécula detectada,
que pode ser utilizada tanto na identificacdo, quanto na quantificacado de metabdlitos
de amostras provenientes de sistemas biolégicos. Assim, a RMN é uma técnica que
apresenta uma grande versatilidade uma vez que se trata de uma técnica nao
destrutiva, sendo possivel a obtencao de espectros em suspensao, tecidos intactos
ou até mesmo da planta como um todo, além do emprego de extratos ou
metabdlitos pré-purificados ou ndo (RATCLIFFE et al, 2001).

Na quantificacdo de substancias por RMN de 'H, os espectros devem
ser obtidos com uma boa relagdo sinal/ruido. Além disso, ao quantificar uma
substancia, outros aspectos devem ser considerados, como: o tempo de relaxagao
dos nucleos (t1)e o tempo de espera entre uma aquisi¢ao (d4) e outra. Para que isso
ocorra € necessario o conhecimento prévio do valor de T4 (tempo de relaxacao
longitudinal) para a amostra em questado (CLARIDGE, 1999).

Para o conhecimento prévio de T4, primeiramente deve-se considerar
o tempo de relaxacédo para os varios nucleos, de maneira que o tempo de espera
entre uma aquisicdo e outra seja suficiente para que todos os nucleos voltem a
condicdo inicial. Quando o tempo de espera for relativamente curto entre uma
aquisicao e outra, ou seja, o tempo de espera nao foi suficiente para que todos os
nucleos voltem, ocorrem perturbagdes nas intensidades relativas dos sinais no
espectro. Deste modo, o tempo de espera entre cada aquisicao deve ser de cinco
vezes o0 tempo de relaxacdo longitudinal (T1) do nucleo mais lento. Portanto, é
necessario um conhecimento prévio do valor de T4 para a substancia de interesse
(CLARIDGE, 1999).

O valor de T é estimado pelo método de inversdo e recuperagao
(Inversion Recovery). Na verdade, ndo se consegue o valor absoluto, apenas uma
estimativa que na maioria das vezes € o suficiente. A seqliéncia em si consiste em

dois pulsos: primeiro, aplica-se um pulso de 180 graus no eixo (x), que faz com que

11
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a magnetizagédo, que estad na diregdo do eixo (+z), desloque para no eixo (-z),
ocorrendo uma simples inversado. Espera-se um tempo (t), e em seguida aplica-se
um pulso de 90 graus, que impedira que a magnetizagao volte para o eixo (+z) e va

para o eixo (-y) (FIGURA 1.3-1 e FIGURA 1.3-2).

180 °x 90° x

FIGURA 1.3-1: Sequéncia de pulso (Inversion Recovery)

FIGURA 1.3-2: Processo de inversao e recuperacao (/nversion Recovery)

Outro aspecto importante é a area de integragéo, que deve ser livre da
sobreposicao de sinais, além da obtencdao de uma linha de base sem deformacdes,
o que pode comprometer a integracao (CLARIDGE, 1999).

Apos a aquisicdo dos dados, os cuidados no processamento do
espectro também s&o imprescindiveis. O processamento esta relacionado, dentre
outras coisas, com a razao sinal/ruido, que pode ser melhorada multiplicando-se o
espectro por uma fungao exponencial.

O processamento pode ser realizado com ou sem zero-filling, ou seja,
o valor de Sl utilizado no processamento pode ser maior ou igual ao valor utilizado
na aquisi¢ao (S| > TD), ajudando, deste modo, na defini¢do da linha de base.

A fase do espectro também é muito importante, pois ela pode alterar a
intensidade da integral, como também os seus limites, ja que a integral deve cobrir
99% do pico (CLARIDGE, 1999).

12



1 - Introdugéo

Outro aspecto importante é a distdncia em ppm entre o sinal (pico) de
interesse e o0 sinal do padrdo interno. Se eles ficarem muito distantes, as
imperfeicdes na fase, mesmo apds a sua corre¢ao, poderdo levar a grandes erros
nas medidas quantitativas (CLARIDGE, 1999).

Uma vez desenvolvido um método de andlise cromatografica, é
importante fazer a validagdo do mesmo para avaliar se fornece resultados
confiaveis, de forma a poder ser aplicado rotineiramente. A validagao consiste na
avaliacdo da capacidade do processo analitico em produzir resultados compativeis
com precisao e exatidao consideradas satisfatorias. Um processo de validacdo bem
definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de
que os métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado. Os parametros
geralmente envolvidos no método de validacdo de métodos analiticos s&o curva
analitica, linearidade, limite de deteccao e limite de quantificagao, exatidao, precisao
e robustez (RIBANI et al, 2004).

1.4 - Actinobactéria

As actinobactérias compreendem um grupo heterogéneo de bactérias
filamentosas, que filogeneticamente pertencem ao ramo das bactérias Gram-
positivas com alto teor de G+C (CHATER & HOPWOOD, 1984). Neste grupo, estao
incluidos géneros com diferentes caracteristicas morfologicas, como o Micrococcus,
Arthrobacter e Corynebacterium, que se reproduzem por fisdo binaria.
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, apresentam micélio substratal rudimentar
seguido de fragmentagdo, denominados actinomicetos nocardioformes. No outro
extremo estda o0 grupo esporoactiomicetos, que engloba os Streptomyces,
Actinoplanes, Microbispora, que apresentam uma rede de micélio aéreo bem
desenvolvida, diferenciada em estruturas especializadas como artrosporos em
cadeia observados em Streptomyces, esporos em vesiculas como em Actinoplanes
e Streptosporangium e endosporos em Thermoactinomyces (CHATER &
HOPWOOD, 1993; CROSS, 1989; LECHEVALIER & LECHEVALIER, 1981).

13
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Entre as bactérias, a ordem Actinomicetalis € a unica que produz
compostos bioativos de importancia comercial (ARAUJO, 1998). Pertencente a esta
ordem, os actinomicetos s&o o0s principais responsaveis pela producdo de
metabdlitos secundarios, tais como: antitumorais, antielminticos, antifungicos,

herbicidas ou agentes farmacologicamente ativos (ARAUJO, 2002).

1.4.1- Prodiginina

As prodigininas pertencem a uma grande familia de antibidticos
oligopirrol pigmentados com alto potencial medicinal, como: imunossupressores e
agentes antitumorais, que sao produzidos por varios actinomicetos e outras
eubactérias (CERDENO et al., 2001). Além dessas atividades, estes antibiéticos tém
um amplo alcance contra bactérias, protozoarios e em fungos patogénicos, mas nao
s&o utilizados devido a sua toxidade (FURSTNER, 2003; CERDENO et al., 2001). O
interesse no desenvolvimento de drogas do tipo prodiginina como agente
antitumoral e imunossupresssor tem sido estimulado nos ultimos anos por varios
fatores. As prodigininas de cadeia ramificada (alquilprodigininas) produzida por
Streptomyces coelicolor, apresentam um potencial melhorado na sua atividade
imunossupressora e antitumoral (MO et al., 2005). A undecilprodiginina, prodiginina
de cadeia ramificada (FIGURA 1.4.1-1-IV) é a estrutura mais estudada dessa classe
de compostos e, estudos mostram que ela é gerada através de multiplas unidades
de acetato, assim como, unidades de prolina, glicina, e serina (WASSERMAM et al.,
1973; WASSERMAM et al., 1974).

14
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CasHiaN;O CasH33N;0
Butil-meta-cicloheptilprodiginina etil-meta-ciclooctilprodiginina
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| / N\ X~ / \
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FIGURA 1.4.1-1: Estruturas de prodigininas produzidas por actinobactéria
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2 — Objetivos

2.1 — Objetivos principais

O presente trabalho teve como objetivos:

1 — Desenvolver um método analitico de quantificagcdo da citrinina por RMN de 'H,
rapido e eficiente para otimizacdo da produgcdo da substancia utilizando o

Penicillium sp. Catl1.1.

2 - Desenvolver um método analitico de quantificagao para o acido micofendlico por
RMN de "H, rapido e eficiente para otimizacdo da produgdo da substancia utilizando

o Penicillium sp.Casp5.

3 — Isolar e elucidar a estrutura da substancia ativa do extrato com atividade
fungicida da actinobactéria Streptomyces violaceusniger violaceusniger, isolado,
identificado, cultivado pelo Ms Francisco Gheler Costa — EMBRAPA — Meio

Ambiente — Jaguariuna — SP.
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3 - Experimental

3.1 - Isolamento, cultivo e identificagao do fungo

3.1.1 — Equipamentos

- Agitador Vortex

. Autoclave horizontal Market Forge Sterimatic
. Autoclave vertical Phoenix AV 75
" Balanga semi-analitica

. Digital Scannig Electron Microscope LEO 982, Modelo DSM 982
Gemini, Zeiss-Leica, Alemanha. Secagem EMITECH modelo K850

. Estufa de esterilizacdo FANEM - 315 SE

" Metalizagdo EMITEC modelo K550

3.1.2 — Materiais
. Alca de platina

= Becker de 100 mL

. Cortador de 3 cm de didmetro

" Erlenmeyer de 500 mL

" Pinca

. Placas de Petri de 9 cm de didmetro esterilizadas por 2 horas a
180°C

3.1.3 - Meios e Reagentes

3.1.3.1 — Reagentes

" Agar bacteriolégico — DIFCO, Henrifarma

. Agua destilada
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. Alcool 70%

. Extrato de Levedura - Acumedia
" FeS0O,4.7H,0 - PA- Reagen

. Glucose — Sigma

. Hipoclorito 11%

. Hipoclorito 2%

. K>HPO,4 — Mallinckrodt

- KCI — Sigma

. MgS0O,4.7H,0 — Mallinckrodt

. NaNO; — Mallinckrodt

" Sulfato de estreptomicina — obtido de farmacia de manipulagao

3.1.3.2 — Meios de cultura

] BDA: (Dextrose; Caldo de Batata, Agar; Sulfato de

Estreptomicina)

. Meio de cultura — Czapek enriquecido com 0,2% de extrato de
levedura: [(NaNOs (3,0 g/L); K:HPO4 (1,0 g/L); MgS0O4.7H,0 (0,5 g/L);
KCI (0,5 g/L); FeS0O4.7H,0 (0,01 g/L); Glucose (10,0 g/L); Extrato de
Levedura (8 g/L) e agua destilada].

" Meio de cultura Juventude: agua mineral “Fonte Juventude”;
Glucose (10,0 g/L); Extrato de Levedura (8 g/L).

] Meio de cultura Paiol: agua mineral “Fonte Paiol”; Glucose (10,0
g/L); Extrato de Levedura (8 g/L).

" Meio de cultura Platina: agua mineral “Fonte Platina”; Glucose
(10,0 g/L); Extrato de Levedura (8 g/L).

] Meio de cultura Santa Julia: agua mineral “Fonte Santa Julia”;
Glucose (10,0 g/L); Extrato de Levedura (8 g/L).

. Meio de cultura Vilela: agua mineral “Fonte Vilela”; Glucose
(10,0 g/L); Extrato de Levedura (8 g/L).
20
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" Meio de cultura Vitéria: agua mineral “Fonte Vitéria”; Glucose
(10,0 g/L); Extrato de Levedura (8 g/L).

3.2 — Isolamento, identificacao e quantificacdao das substancias

3.2.1 — Materiais e Equipamentos

3.2.1.1 — Equipamentos

. Cémara de fluxo Ilaminar: As manipulagbes dos
microorganismos foram realizadas em um fluxo laminar da VECO VL
FS-12M.

. Camara objetiva Sony - Cyber-Shot — 3,2 mega pixels
" Espectrémetro de RMN Bruker DRX 400 9,4 Tesla
" Evaporador rotativo TECNAL (TE 120)

" Flame lonization Detector (FID), marca Agilent, modelos 6850 e
7683, respectivamente. A interface foi obtida pelos programas
ChemStation A.09.01 [1206] e MIDI Sherlock Microbial Identification
System 4.0.

" Micromass Quattro LC-triple quadrupole instrument
(Manchester, UK) equipado com uma fonte SI/APCI “Z-spray”utilizado

em insercao direta.

. Microscopio “field emission” de varredura Gemini Leo 982 Leica
Zeiss.
. Pipetador: Boeco

. Rotavapor Blichi — (EL 431)
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3.2.1.2 — Materiais (Vidrarias)

Baldo de fundo redondo: 500 mL
Becker: 500 mL

Erlenmeyers: 300 e 500 mL
Funil de separacéo: 500 mL
Pipeta de Pasteur

Proveta

Tubos de RMN: 5 mm (didmetro)

3.2.1.3 - Meios e Reagentes

3 - Experimental

Diclorometano destilado no Departamento de Quimica da
UFScar

HCI — Merck

Solventes deuterados da Merck e Aldrich (RMN) pureza
isotopica de 98,00 - 99,99%.

Suportes cromatograficos: Sephadex LH-20, para cromatografia

em coluna (CC); Silica gel 230-400 mesh (silica para coluna tipo flash),

para cromatografia em coluna (CC).

3.3 - Processo de isolamento do fungo Penicillium sp. Catl1.1 é

constituido de duas etapas:

3.3.1 - Primeira etapa - coleta do material

Os frutos do café foram colhidos no estagio cereja, secos em terreiro e

beneficiados na Fazenda Nossa Senhora Aparecida - Aguas da Prata — SP em julho

de 2001, sendo armazenados em frascos de plasticos em temperatura ambiente.

Em novembro de 2004 foram
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Microbiologia Ambiental (Embrapa Meio Ambiente) onde foram inoculados.
Sementes ou cotilédones (sem nenhum corte) foram plaqueados em placas de Petri
com BDA (item 3.1.3.2) em diferentes tempos de esterilizagcdo. A esterilizacao
seguiu a seguinte ordem de imersdo: placa-6 (1 min. em alcool 70%, 4 min.
hipoclorito 2%, 1 min. alcool 70% e finalmente 1 minuto em agua destilada); placa-5
(1 min. em alcool 70%, 3 min. hipoclorito 2%, 1 min. &lcool 70% e 1 minuto em agua
destilada); placa-4 (1 min. em alcool 70%, 2 min. hipoclorito 2%, 1 min. alcool 70% e
1 minuto em agua destilada); placa-3 (1 min. em alcool 70%, 1 min. hipoclorito 2%, 1
min. alcool 70% e 1 minuto em agua destilada); placa-2 (1 min. em alcool 70%, 1 mi.
hipoclorito 2%, 1 min. alcool 70% e 1 minuto em agua destilada); placa-1 (lavagem
em alcool 70%, hipoclorito 2%, alcool 70% e em agua destilada), e em seguida, os
frutos foram colocados dentro das placas com o meio de cultura (BDA). Todas as
lavagens foram feitas em camara de fluxo. As placas inoculadas foram colocadas

em uma sala de incubagao (temperatura de 25°C + 1°C).

3.3.2 - Segunda etapa - isolamento do fungo

Esta etapa consistiu em isolar os fungos que cresceram dos frutos. De
varias placas inoculadas, com diferentes tempos de esterilizagcdo, somente em uma
delas (maior tempo de esterilizagdo, descrito acima) cresceu o fungo Catl1.1. Desta
placa, foi retirado um pedaco da sua extremidade e colocado no centro de uma nova
placa com meio BDA (item 3.1.3.2, pag. 20). Ap6s 5 dias de incubagao esta placa foi
repicada em 3 placas e estas foram colocadas na sala de incubagao para
crescimento do fungo por 5 dias, e em seguida eles foram conservados em meio
castelani [agua destilada autoclavada por 20 minutos a 1 atm, e em seguida coloca-
se 5 discos de 0,3 cm de didmetro do fungo plagueado em BDA (3 a 5 dias de
incubacao)]. Todo o processo é realizado em camara de fluxo laminar e em seguida

os vidros (penicilina) sdo lacrados e conservados a 5°C.

23



3 - Experimental

3.3.3 - Identificagao do fungo

O fungo Catl1.1 foi identificado por microscopia eletrénica de varredura
no Laboratério de Microscopia da Embrapa. Através desta técnica, foi possivel
identifica-lo até género.

As amostras (micélio) foram pré-fixadas em glutaraldeido 2% e
lavadas com tampao fosfato de sédio 0,10 M trés vezes por 10 minutos. Em
seguida, foram fixadas com tetréxido de ésmio (OsO4) 1% por 30 minutos e lavadas
novamente com tampao fosfato de sédio 0,10 M. Apds a lavagem com o tampéao foi
feita uma desidratagcdo em série crescente com acetona (25, 35, 50, 70, 80, 90%),
10 minutos cada e 1 hora com acetona 100%. As amostras foram secas em ponto
critico (Emitech), metalizadas (metalizador Emitech) com ouro por 3 minutos com 30
mA e observadas em um microscoépio “field emission” de varredura Gemini Leo 982
Leica Zeiss do Laboratorio de Microbiologia Ambiental da EMBRAPA Meio
Ambiente.

O fungo Catl1.1 pertence ao género Penicillium e sua espécie sera
identificada através do sequenciamento de DNA na Escola Superior de Agronomia
Luiz de Queiroz (ESALQ/USP).

3.3.4 - Cultivo do fungo e isolamento da citrinina

O Penicillium sp. Cat1.1 foi cultivado em Erlenmeyer (500 mL) com
200 mL de meio Czapek autoclavado por 15 minutos a 120°C. Apds o meio atingir a
temperatura ambiente fez-se a inoculagdo do fungo com 3 discos (0,3 cm de
diametro) em Erlermeyer e, em seguida, foi levado a sala de incubagéo (25°C) por 8
dias no modo estatico. Depois do periodo de incubacgao, realizou-se uma filtragao
comum (algodao) para separagao do micélio e o meio liquido (filtrado).

O filtrado foi submetido a duas extragdes, sendo que a primeira
extragdo consistiu numa extragao liquido/liquido com diclorometano (2 x 200 mL),
no pH em que se encontrava o meio de cultura (pH = 7,80), onde obteve-se uma
mistura de substancias, e quando analisada por RMN de 'H ndo apresentou

nenhum sinal referente a citrinina no espectro. A segunda extracdo consistiu em
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acidificar a fase aquosa para pH 3 (com HCI) e, ap6s 1 hora e 30 minutos realizou-
se uma nova extracdo com diclorometano (4 x 200 mL). A fase orgéanica foi

concentrada no rota-evaporador e analisada por RMN e EM.

3.3.5 — Analise de Ressonancia Magnética Nuclear

Todas as medidas foram realizadas em um equipamento Bruker
DRX400 de 9,4 Tesla (400,13 MHz para frequéncia do hidrogénio e 100,63 MHz
para a frequéncia do carbono), utilizando sondas de 5 mm com detecgao direta e

deteccao inversa (BBI) e gradiente de campo na diregao do eixo z.

3.3.51 - Parametros de aquisicdo e processamento dos

experimentos de RMN para a Citrinina

A citrinina foi preparada em cloroférmio deuterado (CDCls) utilizando o
TMS como padréo interno.

Para aquisigao do espectro de RMN de 'H foi utilizada a seqiiéncia de
pulso (zg). O tempo de espera para iniciar a aquisi¢ado (d1) foi de 1,00 s e a duragao
do pulso (p1) para o hidrogénio foi de 8,50 us. A largura espectral (SWH) utilizada
foi de 7440 Hz, e o tempo de aquisicédo (aq) foi de 4,40 s e foram acumulados (ns)
16 FIDs. Apds a aquisicao do experimento o processamento foi realizado com zero-
filling (S| > TD) de 64 K.

O espectro de RMN de "*C foi adquirido utilizando a seqiiéncia de
pulso (zgpg30). O tempo de espera antes de uma aquisicéo (d1) foi de 0,10 s e a
duracédo do pulso (p1) foi de 6,00 us. A largura espectral (SWH) utilizada foi de
27027 Hz, e o tempo de aquisi¢ao (aq) foi de 0,61 s e foram acumulados (ns) 6112
FIDs. Apos a aquisicdo dos experimentos o processamento foi realizado com zero-
filling (S1 > TD) de 32 K e multiplicagdo exponencial (Ib) de 3,00 Hz.

O espectro de gHSQC foi obtido empregando-se a sequéncia de pulso
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inv4gplrnd, com larguras espectrais (SWH) de 7440 Hz em F, e (SWH) de 22136 Hz
em F4, tempo de aquisi¢ao (aq) de 0,14 s, tempo de espera antes de cada aquisicao
(d1) de 1,20 s. Foram acumulados (ns) 4 FIDs para cada experimento e realizados
256 experimentos no eixo F;. No processamento foram utilizados com 1024 (SI)

pontos no eixo Fy, 2048 (SI) pontos no eixo F.

O espectro de gHMBC foi obtido empregando-se a sequéncia de pulso
inv4gplrnd, com larguras espectrais (SWH) de 7440 Hz em F, e (SWH) de 25155 Hz
em F4, tempo de aquisi¢ao (aq) de 0,14 s, tempo de espera antes de cada aquisicéo
(d1) de 1,20 s, tempo de espera para observagao da constante de acoplamento a
longa distancia (d6) de 62,5 ms. Foram acumulados (ns) 16 FIDs para cada
experimento e realizados 222 (TD1) experimentos no eixo Fs. No processamento

foram utilizados com 1024 (SI) pontos no eixo F¢, 2048 (Sl) pontos no eixo Fa.

3.4 — Analises de EM

A citrinina foi analisada por espectrometria de massas utilizando-se um
probe de ESI, no modo negativo de ionizagdo no equipamento descrito no item
3.2.1.1, pag 21.

3.5 - Cultivo do Penicillium sp. Catl1.1 para curva de produgao da

citrinina

3.5.1 — Cultivo e extragao

Apos a otimizacdo das condigdes de extracdo e isolamento da
citrinina, o Penicillium sp. Catl1.1 foi cultivado em frasco (300 mL) com 150 mL de
meio Czapek autoclavados por 15 minutos a 120°C. Apds o meio atingir a
temperatura ambiente fez-se a inoculagédo do fungo (plaqueado em BDA por 5 dias)

com 3 discos (0,3 cm de didmetro), e em seguida, foi levado a sala de incubagéao
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(25°C) por um periodo de 20 dias no modo estatico. Depois do periodo de
incubacéo, realizou-se uma filtragdo comum (algodao) para separagéo do micélio e
o meio liquido (filtrado). O filtrado foi submetido a duas extragdes, sendo que a
primeira extragdo consistiu numa extragao liquido/liquido com diclorometano (2 x
200 mL), no pH em que se encontrava (pH = 7.80). A fase organica foi concentrada
em rota-evaporador e em seguida analisada por RMN de 'H, na qual obteve-se uma
mistura de substancias. A segunda extragao consistiu em acidificar a fase aquosa
para pH 3 (HCI), e apos 1 hora e 30 minutos realizou-se uma nova extragcdo com
diclorometano (4 x 200 mL). A fase orgénica foi concentrada no rota-evaporador e
analisada por RMN de 'H, obtendo-se a citrinina com alto grau de pureza. A
metodologia de cultivo e extracdo estdo representadas na TABELA 3.5.1-1. A
extracdes foram iniciadas no tempo de fermentagdo de zero hora e realizada a cada
24 horas para as 3 primeiras extracdes, e apos 4 dias de fermentagdo a cada 96
horas. No entanto, nas 3 primeiras extra¢des foi preciso ajustar o pH do filtrado para
7,80 (NH4OH) porque o pH nestes trés primeirros periodos de fermentagao estava
em torno de 7, sendo que para o 4° dia de fermentagcdo também foi necessario o
ajuste de pH e apartir do 8° dia de fermentacgéo as extra¢des foram realizadas no pH
em que se encontrava o filtrado de acordo com a TABELA 3.5.1-2.

Todas as amostras foram pesadas e 3 amostras, uma de cada frasco
retirados nos seus respectivos dias de fermentagdo foram analisadas e
quantificadas por RMN de 'H.

As amostras dos extratos em pH 3 foram dissolvidas em cloroférmio
deuterado (CDCls) para as andlises de RMN de 'H como descrita no item 3.5.2.3

pag. 30.

TABELA 3.5.1-1. Cultivo em meio Czapek utlizando o Penicillium sp. Catl1.1 para construgéo
da curva de producéo da citrinina

Penicillium N° de frascos N° de frascos Vol. meio Concentragao Total
sp (300 mL) Seguranga cultural frascos inéculo/frasco frascos
Catl 1.1 24 6 150 mL 2 discos (0.3 cm 9) 30
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TABELA 3.5.1-2. Extragdes realizadas (pH 7,8 e pH 3) durante o periodo de 20 dias de
fermentagéo utilizando o fungo P. sp Catl1.1

Penicillium Fermentagéo Total frascos/ Vol. filtrado pH 3 Total

retiradas retirados (triplicata) amostras/pH 3

Zero hora (pH 7,00) 3 frascos 3 x50 mL 9

24 horas (pH 6,96) 3 frascos 3 x50 mL 9

48 horas (pH 7,00) 3 frascos 3 x50 mL 9

4 dias (pH 7,30) 3 frascos 3 x50 mL 9

Catl 1.1 8 dias (pH 7,80) 3 frascos 3 x50 mL 9

12 dias (7,98) 3 frascos 3 x50 mL 9

16 dias (8,10) 3 frascos 3 x50 mL 9

20 dias (pH 8,6) 3 frascos 3 x50 mL 9

Total 24frascos 3200 mL 72

* amostras pH 7,8 ndo foram utilizadas para quantificagdo

Inoculagao P.Catl1.1
3 discos (0,3cm)

150 mL autoclave 15 min.
meio czapek >
1 atm

0 a 20 dias fermentagéo
—
filtragéo

CH,Cl,
(2x200mL) | pH 7,8 (NH,OH)
(4x200 mL) | pH 3 (HCI)

l l

‘ Extrato Catl1.1 (pH 3) | ‘ Extrato Catl1.1 (pH 7,8 ou >) |

: |

234, 6 mg/L de citrinina (pura) Mistura de Substancias

FLUXOGRAMA 3.5.1-1: Procedimentos experimentais para extracdo da citrinina o cultivo em
meio CzapeK utilizando o fungo Penicilllium sp. Catl1.1
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3.5.2 — Padronizacao para quantificacao da citrinina

3.5.2.1 — Extragao

O volume de filtrado utilizado nas extracdes foi fixado em 50 mL. As
extragdes foram feitas em dois pHs diferentes, a primeira em pH 7,8 (pH do meio)
com diclorometano (2 x 200 mL). Apdés a primeira extragdo a fase aquosa foi
acidificada para pH 3 com HCI e, realiza-se a segunda extragdo com diclorometano
(4 x 200 mL). Para as medidas quantitativas somente foram utilizados os extratos
em pH 3. Deste modo, a extragao foi padronizagao da seguinte forma:

= volume de filtrdo = 50 mL

= pHdeextracdo =3

= volume de diclorometano = 800 mL

3.5.2.2 — Volumes de padrao interno (DMF) e de cloroférmio
deuterado (CDCI;) utilizados no preparo das para as analises de

RMN de 'H para quantificagdo da citrinina

O padrgo interno utilizado para as analises de RMN de 'H foi a N,N-
Dimetilformamida (DMF) numa concentracdo de 33,3 %. Esta concentracéo foi
obtida através da diluicdo da DMF (99.8%) em cloroférmio deuterado numa prorgéao
de 2 mL de CDCl3/1mL DMF (99,8%).

As amostras de extratos fungico foram dissolvidas em 1 mL (pipeta
analitica) de cloroférmio deuterado (CDCI3) com TMS (utilizado como referéncia
interna), e em seguida foi adicionado em cada tubo de ressonancia (5 mm)10 uL da
solugédo de DMF (33,3%) com uma pipeta analitica.

O volume de padrao interno utilizado em cada amostra foi
padronizagdo da seguinte forma:

* Vomrassw =10 mL
* Vepes =1 mbL
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3.5.2.3 - Preparo das amostras

As amostras do extrato do Penicillium sp. Catl1.1 em pH 3 (mg) foram
dissolvidas em 1 mL de cloroférmio deuterado (CDClIs) e em seguida colocou-se 10
ML da solugdo de DMF a 33,3 %.

O preparo das amostas foi feito no momento da realizagdo dos
experimentos de RMN de 'H, numa sala a temperatura de 20°C para evitar a
evaporagao do solvente que, poderia comprometer seriamente o resultado final das

analises.

3.5.2.4 — Ressonancia magnética nuclear para quantificagcao da

citrinina no extrato do Penicillium sp. Catl1.1

Todas as medidas foram realizadas em um equipamento Bruker
DRX400 de 9,4 Tesla (400,13 MHz para frequéncia do hidrogénio), utilizando uma
sonda de 5 mm com deteccgéo inversa (BBI) e gradiente de campo na diregdo do

eixo z.

O processamento dos espectros foram realizados utilizando um

softwere da Bruker.

Para aquisicdo dos espectros de RMN de 'H foi utilizada a sequéncia
de pulso (zg). O tempo de espera antes de cada aquisi¢ao (d1) foi de 1,00 s e a
duracéo do pulso (p1) para o hidrogénio foi de 8,50 us. A largura espectral (SWH)
utilizada foi de 7353 Hz, e o tempo de aquisicdo (aq) foi de 4,46 s e foram
acumulados (ns) 16 FIDs. Apds a aquisigao o processamento foi realizado com com
zero-filling (SI > TD) de 64 K e fez-se a calibragcido em relagdo ao TMS (zero), a
correcao da fase, a correcido da linha de base e também a mesma ampliagdo para

todos os espectros para realizagao da integracéo dos sinais.

Para citrinina foi integrado o sinal do hidrogénio olefinico em 6 8,23

ppm (H-1) e para a DMF o sinal do hidrogénio do grupo aldeido em ¢ 7,98 ppm,

sendo que o proprio equipamento fixa um valor unitario para a integral do mesmo.
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3.5.2.4.1 — Estimativade T,

Para realizacdo das medidas quantitativas foi feita uma estimativa do
tempo de relaxacdo longitudinal T, para a citrinina e para a DMF.
Experimentalmente obteve-se um tempo de relaxagéo (t) de 0,3 s para o nucleo

mais lento. Este tempo encontrado foi aplicado na formula:

T4 =t obtido X 1,443 (Logaritmo neperiano 2)
T1=0,3sx1,443=0,4329s

5T1=2,1645s

Este valor de T4 (estimado, significa que a somatéria de d4 (tempo de
espera antes da aquisicdo) mais o tempo de aquisigao (aq) tem que serigual a 5 T4
(5 T4 =dq + aq) Portanto, serdo necessarios no minimo 2,17 s para que todos os

nucleos voltem para a condig¢ado inicial.

3.5.2.5 - Calculo da concentragao da DMF

o)
)k CH
H N

\
CH,

N,N-Dimetilformamida (DMF)

DMF = C3H;NO (99,8%)

[DMF] = 33,3 % (diluicdo — cloroférmio/DMF — 2:1)
Volume DMF utilizado/ tubo = 3,33 x 10° mL

d pme= 1,03 g/mL

Massa (10 uL de DMF) =3,43x 10° g

MM DMF = 73,10 g/mol

Mol (DMF) = 0,4703 x 10°/mL
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3.5.2.6 — Calculo da concentracdao da citrinina no extrato de

Penicillium sp. Catl1.1 em pH 3

O calculo da concentragcdo em mg/mL da citrinina no extrato fungico foi

feito utilizando-se a férmula abaixo:

[SUbSténCia] = [ DMF] (mOI/mL) NDMF XASubsténcia X MMSubsténcia (mg/mol)

Nsubstancia X ADMF

Onde:

[DMF] = concentragao da DMF mol/mL

Npwmr = n° de hidrogénio da DMFutilizado na integral

Asubstancia = integral da substancia no espectro de RMN de H
Naubstancia = N° de hidrogénio da substancia utilizado na integral

Apwme = integral da DMF no espectro de RMN de H.

MMgubstancia = Massa molar da substancia em mg/mol

3.6 — Curva de calibragao para o extrato de Penicillium sp. Catl1.1

em pH 3

Para a construgcao da curva de calibracdo foi preparada uma solucéo
analitica estoque (solucdo méae) de 20 mg/mL de extrato em pH 3 (citrinina)
dissolvida em diclorometano deuterado (CDCIs). A partir desta solugdo mae, por
diluicdes, preparou-se as 7 amostras com diferentes concentragdes (20,0; 17,0;
14,0; 11,0; 8,0; 5,0 e 2,0 mg/mL). Estas diluigdes estdo apresentadas na TABELA
3.6.1-1.

As amostras foram preparadas no momento das analises, a
temperatura de 20°C. Em cada tubo de ressonancia (5 mm de didametro), contendo 1
mL de solugdo de extrato em pH 3 (citrinina) em cloroférmio deuterado (CDCls), e
em seguida foi adicionado 10 uL de DMF (N,N-dimetilformamida a 33,3%) e o TMS
como referéncia interna. Todas as amostras foram analisadas no mesmo dia,

mesmo analista e mesmo equipamento.
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TABELA 3.6.1-1: Concentragdes dos extratos do fungo Penicillium. sp. Catl1.1 obtidos em pH
3 para curva de calibracao

Curva [extrato P. sp Catl11 V(A) Volume V(B) Volume V(F) Volume final

em pH 3]emmg/mL  solugdo mae (mL) CDCl; (mL)
Ponto 1 20,00 1,00 - 1,00
Ponto 2 17,00 0,85 0,15 1,00
Ponto 3 14,00 0,70 0,30 1,00
Ponto 4 11,00 0,55 0,45 1,00
Ponto 5 8,00 0,40 0,60 1,00
Ponto 6 5,00 0,25 0,75 1,00
Ponto7 2,00 0,10 0,90 1,00

3.6.1 Parametros de aquisicao e processamentoto dos espectros
de RMN de 'H

Os espectros foram adquiridos com a sequéncia de pulso (zg) e apods
0 seu processamento, o sinal do hidrogénio H-1 da citrinina em o 8,23 ppm foi
integrado com relagdo ao hidrogénio aldeido da DMF em 6 7,89 ppm, que foi

calibrado em 1. Com os valores das integrais da citrinina obtidos nos espectros de
RMN de "H versus a concentragdo de citrinina conhecida foi construida a curva de
calibragao.

Todos os espectros foram processados no softwere da BRUKER.

3.6.2 — Verificagcdo de substancias que podem interferir nas

medidas quantitativas

A presenga de alguma substancia que possa estar em baixo dos sinais
utilizados nas integrais que, podem interferir nas medidas quantitativas da citrinina

foi verificada através determinacao do pH ideal para a extragao.
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3.6.3 — Analise da citrinina em diferentes solventes e temperaturas

Adicionalmente, foram realizados experimentos com o extrato do
Penicillium sp. Catl1.1 em pH 3, ou seja, a citrinina com alto grau de pureza obtida
nessa extracdo. Este extrato foi dissolvido em diferentes solventes tais como:
CDCl3, CD30D, CD30OD/CDCI3 (3:1) e DMSOQOgys6, devido a sua reatividade. Além
dessas andlises, em diferentes solventes, os espectros de RMN de 'H foram
adquiridos em diferentes temperaturas, em funcdo do equilibrio dindmico entre as

duas formas isoméricas, a o0-quinona € a p-quinona.

3.6.3.1 — Parametros de aquisao e processamento dos espectros da

citrinina em diferentes solventes e temperaturas

Os espectros de RMN de 'H das amostras do extrato fungico em pH 3
(citrinina) em cloroférmio (CDCIs) foram adquiridos as temperaturas de 283 a 213 K,
utilizando a sequéncia de pulso (zg). O tempo antes da aquisi¢ao (d1) foi de 1,00 s e
a duragao do pulso (p1) para o hidrogénio foi de 8,50 us, com uma largura espectral
(SWH) de 7440 Hz, e o tempo de aquisigao (aq) foi de 4,40 s e foram acumulados
(ns) 8 FIDs para cada experimento. Apdés a aquisicdo dos experimentos o

processamento foi realizado com zero filling (S > TD) de 64 K.

Para aquisicdo dos espectros de RMN de 'H da citrinina (pH 3) em
metanol (CD3;OD) as temperaturas de 283 a 233 foi utilizada a sequéncia de pulso
com pré-saturacao (zgcppr) e poténcia de pré-saturagao (pl9) de 60 db. O tempo de
espera antes da aquisicao (d1) foi de 1,00 s e a duragdo do pulso (p1) para o
hidrogénio foi de 8,50 us. Para aquisicdo do espectro foi utilizada uma largura
espectral (SWH) utilizada foi de 5144 Hz, e o tempo de aquisi¢ao (aq) foi de 6,40 s e
foram acumulados (ns) 32 FIDs. Apds a aquisicdo dos experimentos o
processamento foi realizado com zero-filling (SI > TD) de 64 K e multiplicagao

exponencial (Ib) de 0,3 Hz.

Para a amostra do extrato fungico (citrinina) em pH 3 dissolvida em

DMSO-ds os espectros foram adquiridos nas temperaturas de 298 a 323 K foi
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utilizada a sequéncia de pulso (zg), o tempo de espera antes da aquisicéo (p1) de
1,50 s e a duragédo do pulso (p1) de 8,50 us. Para aquisi¢do do espectro foi utilizada
uma largura espectral (SWH) de 8013 Hz, e o tempo de aquisi¢ao (aq) foi de 4,09 s
e foram acumulados (ns) 32 FIDs. Apdés a aquisicdo dos experimentos o
processamento foi realizado com zero-filling (SI > TD) de 64 K e multiplicagao

exponencial (Ib) de 0,30 Hz.

3.7 — Avaliagcao da producao de metabdlitos do Penicillium Catl1.1,
quando o meio de cultura foi esterilizado nas autoclaves vertical e

horizantal

Na Embrapa, todos os meios de culturas sao autoclavados por 20

minutos na autoclave horizontal (automatica).

Quando o meio de cultivo (Czapek) foi esterilizado por 20 minutos na
autoclave horizontal, ao retirar os frascos, observou-se um precipitado no fundo. O
precipitado poderia ser os sais hidratados utilizados no meio de cultura que, com o
aumento de uma dada temperatura diminui a solubilidade, além de, a quantidade
precipitada ser bem maior do que a quantidade desses sais no meio, quando 0 meio
esfria, este precipitado ndo desaparece (item 3.1.3.2 pag. 20). Além do precipitado,
também foi observado que o meio adquiriu uma cor amarelo intenso (caramelizado).
Depois do periodo de fermentagao, o precipitado (cristais) ainda permanece no meio
de cultura e, também se mostrou insoluvel em metanol, diclorometano e DMSO
apo6s a sua separagao do meio de cultura através de uma filtragcdo.No entanto, este
precipitado ndo ocorre quando o meio é esterilizado por 15 minutos na autoclave
vertical (manual). Devido a estas observacoes, resolveu-se avaliar se esse
precipitado influencia, ou ndo, a produgao de extratos obtidos em pH 7,8 e pH 3 de

uma fermentagéao utilizando o Penicillium sp.Catl1.1.

Para esta avaliacdo o Penicillium sp. Catl1.1 foi cultivado em
Erlenmeyer de 500 mL com 250 mL de meio Czapek (item 3.1.3.2 pag. 20)
esterilizado por 15 minutos na autoclave vertical (triplicata) e por 10, 15 e 20

minutos na autoclave horizontal (triplicata). A inoculagao foi feita com 3 discos (0,3
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cm de didmetro) e incubados por 8 dias a temperatura ambiente. Apds o periodo de
fermentacao o micélio foi separado do filtrado por uma filtragdo comum. O filtrado foi
submetido a duas extragdes, sendo que a primeira foi realizada em pH 7,8 (pH este
em que se encontrava o meio de cultura) com diclorometano (3 x 250 mL). Apos a
primeira extracao, acidificou-se a fase aquosa para pH 3 com HCI e realizou-se uma
segunda extracado, também com diclorometano (3 x 250 mL). No extrato em pH 7,8
foi obtida uma mistura de substancias. No extrato Nesta em pH 3 foi obtida a
citrinina com alto grau de pureza para todos os tempos de autoclavagem, tanto para

a autoclave vertical como para a horizontal, porém massas diferentes.

Para as analises de RMN de 'H, as amostras foram dissolvidas em
cloroférmio deuterado (CDCl3) e com adicao de TMS como referéncia interna. Os

procedimentos experimentais estao descritos no FLUXOGRAMA 3.7-1.

Meio Czapek

' '

‘ 1 frasco 250 mL

‘ 3 frascos 250 mL ’

Autoclave Horizontal
(10, 15 e 20 minutos)

L

(15 minutos)

Autoclave Vertical |

l

Inoculagao
(3 discos (0,3 cm)

|

8 dias
Extragdo pH 7,8 e pH 3
CH,CI, (3 x 250 mL) Analises RMN de H

FLUXOGRAMA 3.7-1: Procedimentos experimentais para extracdo de metabdlitos em pH 7,8 e
pH 3 do cultivo do fungo Penicillium sp. Catl1.1
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3.8 — Avaliacao de diferentes formas de inoculagcao na producao de
metabdlitos produzidos pelo Penicillium Catl1.1 quando cultivados

em aguas minerais

3.8.1 — Cultivo

Neste trabalho, o Penicillium sp. Catl1.1 foi cultivado em aguas
minerais (Fontes: Juventude, Paiol, Platina, Santa Julia, Vilela e Vitéria; TABELA
3.8.1-1), sendo que o meio de cultura foi denominado de acordo com os nomes das
fontes (item 3.1.3.2, pag. 20 e 21) e em meio Czapek (item 3.1.3.2, pag. 20)
autoclavados na autoclave vertical por 15 minutos. A inoculagao foi feita com de
duas maneiras, uma com 20 uL de suspensdo de esporos e a outra com 3 discos
(0,3 cm de diametro). O objetivo deste cultivo foi avaliar a influéncia da composi¢ao
quimica das aguas com as formas de inoculagdo em relagdo a produgéao de citrinina.
A composi¢cao das aguas minerais e do meio Czapek estdo representadas na
TABELA 3.8.1-1.

No cultivo foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 500 mL com 250
mL de agua mineral, acrescido de glucose e extrato de levedura, inoculados 2
frascos, um com 20 pulL de suspensdo de esporos e outro com 3 discos do

Penicillium Catl1.1, incubados por 7 dias a temperatura ambiente.

TABELA 3.8.1-1: Composi¢édo das aguas minerais e do meio Czapek

Ca Cu Fe K Mg Na S Si Sr
Sta Julia 3,66 0 0 1,30 1,17 2,24 0 1,57 0,10
Vilella 0,51 0 0 1,38 0,08 1,89 0 4,53 0,07
Platina 5,53 0 0 3,38 1,04 40,64 9,74 28,00 0,89
Paiol 2,46 0 0 7,43 1,98 115,18 46,00 17,19 0,66
Vitoria 11,04 0 0,01 10,41 6,65 118,20 61,46 18,65 0,88
Juventude 10,21 0 0 9,39 7,58 124,72 68,93 22,34 1,12
Czapek 0 0 2,01 710,03 48,78 811,18 66,04 0 0

* Concentragao dos elementos em mg/L
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3.8.2 — Extracao

Apos o término do periodo de incubacao, separou-se o filtrado do
micélio através de uma filtragdo comum. O filtrado foi submetido a duas extragbes
com pHs diferentes [ pH 7,8 (pH em que se encontrava o meio de cultura com 7 dias
de fermentacdo) e pH 3]. As extragcbes foram realizadas de acordo com o
FLUXOGRAMA 3.8.2-1.

‘ Extrato de Levedura

+ Glicose
Agua destilada %
+ sals minerais Fonte Platina
* kk
' 1 ‘ Fonte Sta Julia ’
* sk % sk
Fonte da Fonte Vilela
Juventude
17 Y
* kK
* sk gz e
Fonte Paiol ‘ Fonte Vitoria ’
e ] Extragcdo pH 7,8 e pH3 }--
CH,Cl5(3 x 250 mL) |
* Todas as solugdes das aguas (destilada, Juventude, l ** Todas as solugdes com as aguas minerais

Paiol, Platina, Vilela, Vitéria e Sta Julia) e destilada foram inoculadas em 2 frascos de

+ extrato de levedura + glicose foram autoclavadas 500 mL com 250 mL de meio, um com 20 mL
por 15 minutos (autoclave Vertical) de suspensao de esperos e o outro com
3 discos (0,3 cm de diametro)

Extrato pH 7,8 Extrato pH 3,0

I—» RMN de 'H <_,

FLUXOGRAMA 3.8.2-1: Procedimentos experimentais para extracdo de metabdlitos
produzidos no cultivo em aguas minerais utilizando o fungo Penicillium sp. Catl1.1

Os extratos das fontes Santa Julia e Platina no espectro de RMN de 'H
apresentaram os sinais da citrinina e de uma outra substdncia em pequena
quantidade, por esse motivo, foram reunidos e submetido, a um fracionamento por
cromatografia de coluna. A coluna foi inicialmente eluida em diclorometano (500
mL), sendo que o extrato ficou totalmente retido, deste modo, passou-se a elui¢ao
para um sistema de gradiente (500 mL). Da fragdo 1 a 29 o extrato ficou retido, pois
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essas fragdes quando analisadas por CCD (cromatografia de camada delgada)
tinham somente solvente. Na fracao 30, a qual foi coletada 500 mL foi isolada uma
substancia pura que foi analisada por RMN e EM. Todos os procedimentos da

cromatografia estdo descritos FLUXOGRAMA 3.8.2-2.

Extrato em pH 3 Extrato em pH 3
Fonte Sta Julia Fonte Platina
21,5 mg 21,8 mg

“ Coluna (Sil. flash) L
43,3 mg

Gradiente
1 - CH,Cl, (100%) Coluna (2,5cm x 25 cm)
2 - CH,Cly/MeOH (8:2)
3 - CH,Cl,/MeOH (1:1)
4 - MeOH (100%)

Y

) J

3 - CH,Cl,/MeOH (1:1)1

Fracoes 1 - 29
Fracao 30
l Mistura de substancias

Solvente (14,4 mg)

Fragao 31

1, 13
3 RMN 'H; “C, DEPT,
Epimeros (JP3005) <«—— H-13C gHMBC (8Hz e 4Hz) e EM

(28,9 mg)

FLUXOGRAMA 3.8.2-2: Procedimentos experimentais para isolamento da citrinina metoxilada
(epimeros)

3.8.3 - Espectrometria de Massas
A citrinina metoxilada (epimeros) foi analisada por espectrometria de

massas utilizando um probe de ESI, no modo negativo de ionizagdo em acetonitrila

no equipamento descrito no item 3.2.1.1 pag. 21.
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3.9 - Citotoxicidade in vitro da citrinina e da citrinina metoxilada

(epimeros)

Os ensaios foram feitos Laboratério de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara Rua Coronel Nunes de Melo, 1127 CEP: 60.430-270
- Fortaleza — Ceara — Brasil - Email: cpessoa@ufc.br; Ivcosta@secrel.com.br
Pesquisadores Responsaveis: Dra. Claudia do O Pessoa, Dr. Manoel Odorico de

Moraes, Dra. Leticia Veras Lotufo e Gardenia C. Gadelha Militdo (doutorado).

3.9.1 — Material

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama -
humano), HCT-8 (cdélon - humano), SF-295 (glioblastoma - humano) e HLG0
(leucemia promielocitica), foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA),
tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5%
de CO..

Amostras: As amostras de citrinina e citrinina metoxilada (epimeros)
foram diluidas em DMSO puro estéril. As substancias puras foram testadas nas

concentragdes de 25 pug/mL até 0,04 ng/mL.

3.9.2 - Método

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que
testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método
rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a
capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma analise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-

brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
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mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
citotéxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas néo o
mecanismo de acado (BERRIDGE et al., 1996).

As células das linhagens tumorais foram plaqueadas nas seguintes
concentracdes: 0,1 x 10° células/mL para as linhagens MDA/MB-435 e SF-295; 0,7 x
10° células/mL para a linhagem HCT-8 e 0,3 x 10° para a linhagem HL60. As placas
foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste
periodo de incubagdo, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante foi
removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da solu¢do de MTT (sal de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por mais 3 horas. A absorbancia foi lida
apos dissolugao do precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdbmetro de

placa a 595nm.

3.9.3 - Analise Estatistica

Os experimentos foram analisados segundo a média *+ desvio padrao
da média (DPM) da porcentagem de inibigdo do crescimento celular usando o

programa GraphPad Prism.

3.10 - Penicillium sp.Casp5

3.10.1 - Primeira etapa - coleta do material

A coleta do material foi realizada como descrita no item 3.3.1. pag. 22.
Os frutos foram plaqueados em placas de Petri com BDA (item 3.1.3.2, pag. 20). A
esterilizacdo dos graos de café seguiu a seguinte ordem de imersao: 5 segundos
em um Becker de 100 mL com alcool 70%, na sequéncia, passa-se os graos de café
por uma solugao de hipoclorito 2% e finalmente por 1 minuto em agua destilada e,
em seguida eles sdo colocados dentro das placas com o meio de cultura (BDA).
Todas as lavagens foram feitas em camara de fluxo laminar. As placas inoculadas
com os frutos foram colocadas em uma sala de incubagao (temperatura de 25°C +
1°C).
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3.10.2 - Segunda etapa - isolamento do fungo

A etapa de isolamento do Penicillium sp. Casp5 seguiu a mesma

metodologia descrita no item 3.3.2.pag. 23.

3.10.3 - Identificacao do fungo

O fungo Caspb5 foi identificado por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) no Laboratorio de Microscopia da Embrapa. Através desta técnica, foi
possivel identifica-lo somente até género como descrito no item 3.3.3 pag. 24, e sua

espécie sera identificada através do sequenciamento de DNA na ESALQ/USP.

3.10.4 — Cultivo e isolamento de substancias do Penicillium sp.

Casp5b

O Penicillium sp. Casp5 foi cultivado em Erlenmeyer (500 mL) com
200 mL de meio Czapek (item 3.1.3.2, pag. 20) autoclavado por 15 minutos a 1 atm.
Apds o meio atingir a temperatura ambiente, fez-se a inoculagédo do fungo com 3
discos (0,3 cm de diametro) por Erlermeyer e, em seguida, levados a sala de
incubagéo (25°C) por 12 dias no modo estatico. Apds o periodo de incubagio,
realizou-se uma filtragdo comum (algodao) para separacdo do micélio e o meio
liquido (filtrado)

Foram realizadas duas metodologias para a extragado (padronizagao

para quantificagao) sendo que:

A primeira metodologia consistiu em duas extragdes, sendo que a
primeira foi realizada em pH 7 (pH em que se encontra o filtrado) com diclorometano
(3 x 200 mL) e, em seguida acidifica a fase aquosa para pH 3 (HCI) e fez-se uma
segunda extragdao com diclorometano (3 x 200 mL). As fases organicas foram

concentradas e analisadas por RMN de 'H.
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A segunda metodologia foi somente uma otimizacdo da primeira,
sendo que, primeiramente fez-se uma acidificacdo do filtrado para pH 3 e realizou-

se a extragao com diclorometano (3 x 200 mL).

3.10.5 - Cultivo do Penicillium sp. Casp5 para curva de produgao do

acido micofendlico)

Apoés a otimizacdo das condigbes de extragdo e isolamento do acido
micofendlico, o Penicillium sp. Casp5 foi cultivado em frascos de 300 mL com 150
mL de meio Czapek autoclavado por 15 minutos a 120°C. Apds o meio atingir a
temperatura ambiente fez-se a inoculagédo do fungo (plaqueado em BDA por 5 dias)
com 3 discos (0,3 cm de didmetro), e em seguida, foi levado a sala de incubacéao
(25°C) por 20 dias no modo estatico (TABELA 3.10.5-1).

Depois do periodo de incubacao, realizou-se uma filtragdo comum
(algoddo) para separagdo do micélio e o meio liquido (filtrado). O filtrado foi
acidificado para pH 3 e submetido a uma extracao liquido/liquido com diclorometano
(2 x 300 mL). A fase organica foi concentrada em rota-evaporador e em seguida
analisada por RMN de 'H, o acido micofendlico com alto grau de pureza. As
extragdes seguiram a metodologia descrita acima e foi iniciada no tempo de
fermentacdo de zero hora e realizada a cada 24 horas, e apés 4 dias de
fermentacdo a cada 96 horas. Nas 8 extragdes o pH do filtrado foi ajustado para 3,0
utilizando o HCI. Esta acidificacdo foi feita independente do pH em que se

encontrava o meio de cultura como estao representados na TABELA 3.10.5-2.

O FLuxoGRAMA 3.10.5-1 apresenta os precedimentos experimentais

para a obtengao do acido micofendlico puro no processo de extragao.

TABELA 3.10.5-1: Cultivo em meio Czapek utlilizando P. sp. Casp5 para construgao da curva
de producgao de acido micofendlico

Penicillium N° de frascos N° de frascos Vol. meio Concentragao Total
(300 mL) Seguranga cultura/ frascos inéculo/frasco frascos
Casp5 24 6 150 mL 2 discos (0.3 cm @) 30
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TABELA 3.10.5-2: Extragcdes realizadas em pH pH 3 durante o periodo de 20 dias de
fermentacéao por P.sp. Casp5

Penicillium Fermentacao Total frascos/ Vol. filtrado pH 3 Total

retiradas retirados (triplicata) amostras/pH 3

Zero hora (pH 7,01) 3 frascos 3 x50 mL 9

24 horas (pH 6,98) 3 frascos 3 x50 mL 9

48 horas (pH 6,70) 3 frascos 3 x50 mL 9

4 dias (pH 6,41) 3 frascos 3 x50 mL 9

Casp5 8 dias (pH 6,8) 3 frascos 3 x50 mL 9

12 dias (7,0) 3 frascos 3 x50 mL 9

16 dias (pH 7,89) 3 frascos 3 x50 mL 9

20 dias (pH 8,6) 3 frascos 3 x50 mL 9

Total 24frascos 3200 mL 72

150 mL . ~
Meio Czapek autoclave 15 min. | Inocolagéo P. sp. Casp5 | 0 a 20 dias fermentagéo
m 3 discos (0,3 cm) —

filtragao

pH 7 (filtrado 12 dias fermentac&o) CH,Cl
acidificagéo (HC) (3 x 200 mL)
pH 3

‘ Extrato Casp5 (pH 3) ’

l

‘ Quantificagao por RMN de 'H ’

l

371,20 mg/L de Acido micofendélico (puro)

FLUXOGRAMA 3.10.5-1: Procedimentos experimentais para extracdo do acido micofendlico

44



3 - Experimental

3.10.6 — Ressonancia magnética nuclear para quantificagcao do

acido micofendlico

Todas as medidas foram realizadas em um equipamento de 9.4 Tesla
(400,13 MHz para frequéncia do hidrogénio), Marca Bruker, modelo DRX400
utilizando uma sonda de 5 mm com detecgao inversa (BBI) e gradiente de campo na

direcao do eixo z.

Para aquisicdo dos espectros de RMN de 'H foi utilizada a seqiiéncia
de pulso (zg). O tempo de espera antes da aquisi¢ao (d1) foi de 1,00 s e a duragéo
do pulso (p1) para o hidrogénio foi de 8,50 us. Os espectros foram adquiridos com
uma largura espectral (SWH) de 4.112 Hz, o tempo de aquisi¢do (aq) de 7,97 s e

foram acumulados (ns) 16 FIDs.

3.10.6.1 — Estimativa de T,
A estimativa de Tq (tempo de relaxagdo longitudinal) para o acido

micofendlico foi feita utilizando a mesma férmula descrita no item 3.5.2.4.1, pag 31.

O valor de 5 T foiigual a 2,17 s.

3.10.7. — Calculo da concentragcao da DMF

O calculo da concentragao do padrao interno DMF foi realizado como

descrito no item 3.5.2.5, pag.31.

3.10.8 — Calculo da concentragao de acido micofendlico no extrato

do Penicillium sp. Casp5 em pH 3

O célculo da concentragdo em mg/mL do acido micofendlico foi feito
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utilizando-se a formula descrita no item 3.5.2.6; pag. 32.

3.10.9. — Curva de calibragcao para o extrato de Penicillium sp.

CaspS5empH 3

Para construgao da curva de calibragdo do extrato em pH 3, preparou-
se 7 concentragdes diferentes, em triplicata, a partir de uma solugao mae (solugao
estoque) com uma concentracdo de 20 mg/mL de extrato do Penicillium. sp. Casp5
em pH 3. As outras 6 amostras com concentragdes diferentes foram obtidas através
de diluicbes com cloroférimio deuterado (CDCIs), que estdo apresentadas na TABELA
3.10.9.-1.

TABELA 3.10.9-1: Concentragdes dos extratos em pH 3 do fungo Penicillium sp.Casp5 para
construgao da curva de calibracao

Curva [extrato do P. sp. V(A) Volume V(B) Volume V(F) Volume final

Catl1.1 em pH3] em solugao mae (mL) CDClI; (mL) (mL)

mg/mL

Ponto 1 20,00 1,00 - 1,00
Ponto 2 17,00 0,85 0,15 1,00
Ponto 3 14,00 0,70 0,30 1,00
Ponto 4 11,00 0,55 0,45 1,00
Ponto 5 8,00 0,40 0,60 1,00
Ponto 6 5,00 0,25 0,75 1,00
Ponto7 2,00 0,1 0,90 1,00

As amostras foram preparadas no momento das analises, em
temperatura de 20°C. Em cada tubo de ressonancia, contendo 1 mL de solugéo de

do extrato fungico em pH 3 em cloroférmio deuterado (CDCI3), e em seguida foi
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adicionado 10 uL de DMF (N,N-dimetilformamida a 33,3%) e o TMS como referéncia
interna. Todas as amostras foram analisadas no mesmo dia, pelo mesmo analista e

no mesmo equipamento.

Os espectros foram adquiridos com a sequéncia de pulso (zg) e apods
0 seu processamento, o sinal do hidrogénio H-6 (dubleto) do acido micofendlico em
0 3,39 ppm foi integrado com relagdo a metila da DMF em o 2,98 ppm, e que foi
calibrado em 1. Apds a aquisi¢ao o processamento foi realizado com com zero-filling
(SI > TD) de 64 K e fez-se a calibragcdo em relagdo ao TMS (zero), a corregao da
fase, a correcdo da linha de base e também a mesma ampliacdo para todos os

espectros para realizagao da integragao dos sinais.

Através da razado entre as integrais do acido micofendlico com as
integrais da DMF (padrao interno) obtidas nos espectros de RMN de 'H com as 7
concentracdes conhecidas do extrato do Penicillium sp. Casp5 e analisadas por

RMN de "H foi construida a curva de calibragéo para o acido micofendlico.

3.10.10 - Substancias que podem interferir nas medidas

quantitativas

A presenga de outras substancias que podem interferir nas medidas
quantitativas do acido micofendlico foi verificada através das extragbes em

diferentes pHs como descrito no item 3.6.2, pag. 33.

3.10.11 — Analises do acido micofenolico em diferentes solventes e

diferente temperaturas

Adicionalmente, foram realizados experimentos com o extrato fungico,
contendo o acido micofendlico dissolvido em diferentes solventes (CDCl;, CD30D e
DMSO-dg).
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Para aquisicdo e processamento dos espectros de RMN de 'H foram

utilizados os mesmos parametros descritos no item 3.6.3.1, pag. 34.

3.11 — Isolamento da Actinobactéria

A actinobactéria (Streptomyces violaceusniger violaceusniger)foi
isolada como endofitica de folhas de milho (Zea mays L.) e identificado pelo Ms
Francisco Gheler Costa, 2005 (Laboratério de Microbiologia Ambiental da
EMBRAPA Meio Ambiente — Jaguariuna SP). Além do isolamento e identificagcdo o
Francisco fez o cultivo, a extragcdo de metabdlitos e os testes biologicos com a

actinobactéria.

3.11.1 - Identificagcao do Actinobactéria

A identificacdo da actinobactéria foi feita pela analise do perfil de
acidos graxos da membrana celular (FAME- Fatty Acid Methyl Ester). Para isso, foi
utilizado o cromatografo gasoso com injetor automatico e detector Flame lonization
Detector (FID), marca Agilent, modelos 6850 e 7683, respectivamente. A interface
foi obtida pelos programas ChemStation A.09.01 [1206] e MIDI Sherlock Microbial
Identification System 4.0.

O tempo de duragao do experimento foi de 20,7 minutos. O resultado
foi expresso por meio de um cromatograma e um relatério elaborado pelos
softwares, que contém comprimento, area de picos e tempo de reten¢gao nomeados.
O resultado final é apresentado de acordo com a similaridade entre o banco de
dados e as areas nomeadas, identificando, dessa forma, o microorganismo
(COSTA, 2005).
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3.11.2 - Interagao entre actinobactéria e fungos fitopatogénicos

Para a avaliagédo da interagdo entre actinobactéria endofitica e fungos
fitopatogénicos, foram utilizados Fusarium moniliforme, Pythium aphanidermatum,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e Phytophthora parasitica adquiridos na
colecao de culturas do Laboratério de Microbiologia Ambiental da EMBRAPA Meio
Ambiente — Jaguariuna - SP. Discos de 5 mm de didmetro foram retirados da borda
da coldnia ativa dos fungos fitopatogénicos a serem testados e colocados sobre
meio de cultura BDA (item 3.1.3.2) contido em placas de Petri, distanciados 30 mm
de uma risca feita com a alga de platina contendo o Actinobactéria a ser testado. As
placas foram incubadas a 28 °C até que a colénia do fungo contido na placa
testemunha (sem o Actinobactéria) encostasse na borda da placa de Petri (COSTA,
2005).

3.11.3 - Producao de metabdlitos secundarios e sua atividade

contra fitopatégenos

Para este teste foram utilizados os isolados que apresentaram, no
teste de interagdo, o maior indice de antagonismo contra os fitopatdogenos. As
actinobactéria foram cultivados, sob agitacédo (150 rpm), em 500 mL de meio de
cultura BDA (item 3.1.3.2 pag. 20) a 28 °C por 7 dias. Depois de filtrados em papel
de filtro Whatman n°® 1 foi misturado ao filtrado cerca de 10 - 30 % do volume de
acetato de etila (separagédo da fase aquosa e orgénica). Com o auxilio de um funil
de separagédo foi separada a fase orgénica. A operacao foi repetida trés vezes,
aproveitando o filtrado que foi extraido com nova quantidade do solvente. Devido a
presenca de umidade em solvente apds a extragao, secou-se com sulfato de sédio
anidro. Realizou-se outra filtragem e a remogédo do solvente procedeu-se sob
pressao reduzida em evaporador rotativo. O residuo (metabdlito) no fundo do baldo
foi removido e armazenado a 4 °C (MELO & SANHUEZA, 1995).

Para testar a eficiéncia dos metabolitos extraidos das actinobactéria

foram adicionados 40 uL do metabdlito dissolvido em solvente em discos de 5 mm
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de didametro, feitos com papel de filtro. Apds evaporagcdo do solvente, os discos
foram colocados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e, entdo, foram
adicionados discos de 5 mm de diadmetro contendo o fitopatégeno. A eficiéncia dos
metabolitos foi evidenciada pela redugdo do crescimento micelial do fitopatdégeno

comparada com o tratamento controle.

Como controle, discos somente com o solvente evaporado foram
colocados em placas de Petri com o fitopatdgeno. As placas foram mantidas a 28 °C
por 5 dias e a avaliagao foi feita evidenciando o halo de inibicdo do crescimento
micelial do fitopatogeno (COSTA, 2005).

3.11.4 - Isolamento da substancia ativa do extrato 14f1d/2

O extrato 14f1d/2 foi levado para o Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da UFSCar e analisado por RMN
de "H e, em seguida foi submetido a uma cromatografia em coluna Sephadex LH-
20, com uma altura de 50 cm e didmetro interno de 3,5 cm, utilizando-se o
metanol/diclorometano (1:1) como eluente. Foram obtidas 62 fracbes, sendo que
fragao 42 foi analisada por RMN de 'H, "*C, DEPT-135, gCOSY, gHSQC, gHMBC,
'H-""N gHMBC, NOESY-1D e EM, sendo identificada como uma prodiginina (5 mg).

3.11.5 - Ressonancia magnética nuclear para prodiginina

A amostra de prodiginina foi dissolvida em cloroférmio deuterado

(CDClI3) utilizando o TMS como padrao interno.

Todas as medidas foram realizadas em um equipamento de 9.4 Tesla
(400,13 MHz para frequéncia do hidrogénio e 100,63 MHz para o carbono), Marca
Bruker, modelo DRX400 utilizando uma sonda de 5 mm com detecgéao direta (BBO)

e uma com detecgao inversa (BBI) e gradiente de campo na diregao do eixo z.

Para aquisicdo dos espectros de RMN de 'H foi utilizada a sequéncia
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de pulso (zg). O tempo de espera antes da aquisi¢ao (d1) foi de 1,20 s e a duragéo
do pulso (p1) para o hidrogénio foi de 8,50 us. Os espectros foram adquiridos com
uma largura espectral (SWH) de 6410 Hz, o tempo de aquisi¢do (aq) de 5,11 s e
foram acumulados (ns) 32 FIDs. O processamento do espectro apds a aquisigao foi

realizado com zero-filling (S| > TD) de 64 K.

Para aquisicdo do espectro de RMN de '3C foi utilizada a seqiiéncia de
pulso zgpg30. O tempo de espera antes da aquisi¢édo (d1) foi de 0,10 s e a duragao
do pulso (p1) para o hidrogénio foi de 6,00 us. A largura espectral (SWH) utilizada
foi de 27027 Hz, e o tempo de aquisigédo (aq) foi de 0,61 s e foram acumulados (ns)
48604 FIDs. Apo6s a aquisicdo do experimento o processamento foi realizado com

zero-filling (S1 > TD) de 62 K e multiplicagao exponencial (Ib) de 3,00 Hz.

Para aquisicdo do espectro de DEPT-135 foi utilizada a sequéncia de
pulso dept135. A largura espectral (SWH) utilizada foi de 31847 Hz, o tempo de
espera antes da aquisicéo (d1) foi de 1,00 s e o tempo de aquisi¢céo (aq) foi de 0,50
s e foram acumulados (ns) 25360 FIDs. Apdés a aquisigdo do experimento o
processamento foi realizado com zero-filling (SI > TD) de 32 K e multiplicagao

exponencial (Ib) de 3,00 Hz.

O espectro de gCOSY foi obtido empregando-se o programa de
cosygs com 4 K de pontos digitalizados em F, (TDF2), larguras espectrais (SWH) de
6410 Hz em F, e de 6410 Hz em F4, tempo de aquisicdo (aq) de 0,32 s, tempo de
espera antes da aquisicdo (d1) de 2,0 s. Foram acumulados 16 FIDs para cada
experimento e realizados (TD1) 203 experimentos no eixo Fs. No processamento

foram utilizados com 1024 pontos no eixo F;, 1024 pontos no eixo F».

O espectro de gHSQC foi obtido empregando-se o programa de pulso
invietgssi com 4096 pontos digitalizados em F, (TDF2), larguras espectrais (SWH)
de 6410 Hz em F, e de 27027 Hz em F4, tempo de aquisi¢cdo (aq) de 0,32 s, tempo
de espera antes da aquisi¢ao (d1) de 1,20 s. Foram acumulados 44 FIDs para cada
experimento e realizados (TD1) 256 experimentos no eixo F;. No processamento

foram utilizados 1024 pontos no eixo F;, 1024 pontos no eixo Fo.

O espectro de gHMBC foi obtido empregando-se o programa de pulso
inv4gplrnd com 4096 pontos digitalizados em F, (TDF2), larguras espectrais (SWH)
de 6410,27 Hz em F, e de 25155.80 Hz em F, tempo de aquisi¢ao (aq) de 0,32 s,
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tempo de espera antes da aquisi¢cado (d1) de 1,20 s. Foram acumulados 80 FIDs
para cada experimento e realizados 256 experimentos no eixo F;. No

processamento foram utilizados 2048 pontos no eixo F, e 1024 pontos no eixo F.

O espectro de "Hx'°N gHMBC foi obtido empregando-se o programa
de pulso inv4gplrnd com 2048 pontos digitalizados em F, (TDF2), larguras
espectrais (SWH) de 6868 Hz em F, e 24330 Hz em F;, tempo de aquisi¢ao (aq) de
0,15 s, tempo de espera antes da aquisicéo (d1) de 2,00 s. Foram acumulados 190
FIDs para cada experimento e realizados (TD1) 121 experimentos no eixo F;. No
processamento foram utilizados 1024 pontos no eixo F;, 1024 pontos no eixo F».

Os experimentos de efeito nuclear Overhauser foram obtidos através
da excitagao seletiva dos sinais, usando a sequéncia de pulsos 1D “double pulsed
field gradient spin-echo (DPFGSE)-NOE”. Os espectros de RMN 1D gNOE foram
adquiridos com 512 transientes, janela espectral de 6313 Hz (~16 ppm) e 32 K
pontos, tempo de mistura de 500 ms e tempo de relaxacido de 2,00 s. Os espectros
foram processados com 32K pontos usando-se uma multiplicagdo exponencial dos

FIDs por um fator de 1 Hz.

3.11.6 — Espectrometria de massas

A prodiginina foi analisada por espectrometria de massas utilizando

um probe de ESI, no modo positivo de ionizagao.
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

4.1 —Penicillium sp. Catl1.1

4.1.1 - Isolamento e identificagao do fungo

Utilizando a metodologia descrita por ARAUJO et al. (2001) foi isolado
da semente do café beneficiado (Coffea arabica L.), o fungo Penicillium sp. Catl1.1.

Das seis placas inoculadas (FIGURA 4.1.1-1) foram isolados trés fungos:

Na placa-6 (com menor tempo de esterilizagdo) cresceu apenas um
fungo de superficie (epifitico) porque o tempo de esterilizacdo nao foi suficiente para
elimina-lo. Este tempo de esterilizagdo n&o foi suficiente, porque este mesmo fungo
também cresceu nas placas que foram inoculadas com a agua utilizada na lavagem

final das 6 placas.

Nas placas, com tempo intermediario de esterilizagao (placas 3, 4, 5),
nao houve crescimento de nenhum fungo, porque o tempo de esterilizagdo foi

suficiente para eliminar os fungos de superficie (epifiticos).

Na placa-1, com maior tempo de esterilizagao, houve o crescimento de
dois fungos (quanto maior o tempo de esterilizacgdo menor possibilidade de
crescimento de microrganismos). Este isolamento na placa-1 pode ser justificado
pelo fato do grédo de café ser recoberto por uma membrana (porcentagem de
umidade do café armazenado € em torno de 11%), e esta somente se desfaz com o

maior tempo de exposi¢cao em hipoclorito.

O fungo de coloragao verde isolado desta placa foi identificado até o
género por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) (FIGURA 4.1.1-2), sendo
pertencente ao género Penicillium. As imagens da FIGURA 4.1.1-3 mostram a
estrutura filamentosa do fungo que é caracterizado por formar conidios com uma
estrutura ramificada semelhante a um pincel e os esporos apresentam uma
superficie rugosa (WEBSTER, 1986).
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4.1 - Penicillium sp.Catl1.1

FIGURA 4.1.1-1: Placa-1 (1 min. alc. 70%, 4 min. hipoclorito, 1 min alc. 70% e 1 min. agua);
Placa-2 (1 min. alc.70%, 3 min. hipoclorito, 1 min alc. 70% e 1 min. agua); Placa-3 (1 min.
alcool 70%, 2 min. hipoclorito, 1 min alc. 70% e 1 min. agua); Placa-4 (1 min. &lc. 70%, 1
min. hipoclorito, 1 min alc. 70% e 1 min. agua); Placa-5 (1 min. alc. 70% e 1 min. 4gua) e
Placa-6 (lavagem em alc.70%, hipoclorito 2%, alc. 70% e agua)

FIGURA 4.1.1-2: Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
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FIGURA 4.1.1-3: Estrutura filamentosa do Penicillium sp. Catl1.1 (Microscopia Eletrénica de
Varredura)

O fungo Penicillium denominado Catl1.1 foi cultivado em Czapek
(SECAO 3 item 3.1.3.2 pag. 20) e apos 7 dias de fermentagdo (FIGURA 4.1.1-4)

obteve-se, no processo de extragao, a citrinina pura.

fwit=s
ALTLTE
R

FIGURA 4.1.1-4: Fermentacao (7 dias) do fungo Penicillium sp. Catl1.1 em meio Czapek
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4.1 - Penicillium sp.Catl1.1

4.1.2 — Processo de isolamento da citrinina

A FIGURA 4.1.2-1(A) mostra o extrato obtido em pH 7,80 concentrado,
que analisado por RMN de'H apresenta uma mistura de substancias. Ja o extrato
obtido em pH 3 de coloragao amarela fosforescente, quando concentrado, logo apos
a retirada do baldo do rota-evaporador ocorre a formagao de circulos, como pode
ser visto na FIGURA 4.1.2.1(B). O extrato obtido em pH 3 foi analisado por RMN de

'H e apresentou uma Unica substancia (citrinina).

FIGURA 4.1.2-1: (A) Extrato obtido em pH 7,8 (mistura de substancias; (B) extrato obtido em
pH 3 (citrinina pura)

4.1.3 - Identificagao estrutural da citrinina

O espectro de RMN de "H (FIGURA 4.1.3-1) do extrato obitido em pH 3,
apresentou sinais de hidrogénios metilicos em 6 1,23 ppm (3H, dubleto, J = 7,23
Hz), 6 1,35 ppm (3H, dubleto, J = 6,70 Hz) e 6 2,02 ppm (3H, singleto), trés sinais de
hidrogénios metinicos em 6 2,99 ppm (1H, quadrupleto largo, J = 7,20 Hz), 6 4,78
ppm (1H, duplo-quadrupleto, J = 6,70 Hz e J = 0,90 Hz) e 6 8,25 ppm (1H, singleto),
além de dois sinais de hidroxilas queladas em 6 15,12 ppm (1H, singleto) e 6 15,90
ppm (1H, singleto).

No espectro de RMN de "C {'H} (FIGURA 4.1.3-2), apareceram 13
sinais de carbonos, sendo o sinal em & 81,7 ppm (C-3) tipico de carbono carbindlico.
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FIGURA 4.1.3-1: Espectro de RMN de "H (CDCls) do extrato obtido em pH 3 (citrinina)
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FIGURA 4.1.3-2: Espectro de RMH de "*C{'H} (CDCls; 100MHz) do extrato obtido em pH 3

(citrinina)
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Todos os sinais de hidrogénios, observados no espectro de RMN de
'H, foram correlacionados aos respectivos carbonos no espectro de correlagdo
bidimensional gHSQC (FIGURA 4.1.3-3), em que foi possivel atribuir os sinais
referentes aos carbonos metinicos e metilicos. J& os carbonos ndo ligados a
hidrogénios foram corretamente atribuidos pelas correlagbes observadas no gHMBC
(FIGURA 4.1.3-4). As correlagbes principais encontradas no gHMBC estao

apresentadas na FIGURA 4.1.3-5.

Todos os dados obtidos através de experimentos de RMN estao

apresentados na TABELA 4.1.3-1.

Através dos dados espectrais conclui-se que a substancia trata-se do
acido (8R-4S)-4,6-dihidro-8-hidroxi-3,4,6-trimetil-6-oxo-3H-2-benzopirano-7-
carboxilico, conhecida usualmente como citrinina. O nome e a numeragdo do

composto foram atribuidos segundo a literatura (POUPKO et al., 1997).

H-11 H-10; H-9
H-1
Cloroférmio
| H-3 H-4
rl -'n ppm
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— 100
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8 7 [ 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.1.3-3: Espectro de gHSQC (CDCl;) do extrato obtido em pH 3 (citrinina)
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FIGURA 4.1.3-4: Espectro de gHMBC (CDCI;) do extrato obtido em pH 3 (citrinina)
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FIGURA 4.1.3-5: Equilibrio dindmico deslocado no sentido da forma p-quinona e correlagdes
encontradas no experimento de gHMBC
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TABELA 4.1.3-1: Dados de RMN de 'H e de "*C {'H}, gHSQC, gHMBC do extrato obtido em
pH 3 (citrinina) dissolvido em CDCls.

Posicio "C{'H}s RMN de 'H 5 gHSQC gHMBC
1 162,9 8,25 (s) 162,9 81,7;107,1; 139,1; 177,2
3 81,7 4,78 (dg; J=6,70; J=0,90) 81,7 18,3; 139,1; 162,9
4 34,6 2,99 (q largo; J=7,20) 34,6 18,5; 107,1; 123,1; 139,1
4a 139,1 - - -
5 123,1 - - -
6 183,4 - - -
7 100,3 - - -
8 177,2 - - -
8a 107,1 - - .
9 18,5 1,23 (d:J = 7,20 Hz) 18,5 34,6; 81,7;107,1, 139,1
10 18,3 1,35 (d; J = 6,70 Hz) 34,6; 81,7
11 9,5 2,02 (s) 9,5 107,1;123,1; 139,1; 162,9; 183,8
12 174,6 - - -
13 - 15,90 (s) -OH 100,3; 123,1; 174,6; 183,8
14 - 15,12 (s) -OH 100,3; 107,1; 174,6; 177 ,4

Para o experimento de massas a amostra de citrinina foi dissolvida em
acetonitrila, porque ela reage com metanol produzindo adutos. Estes adutos é
produzido por uma reacdo de adi¢cao nucleofilica do tipo 1,4 de Michael na forma
isomérica orto-quinona. Esta reacéo é reversivel e o equilibrio é favorecido para a

producao da forma isomérica para-quinona (POUPKO et al., 1997).

O experimento de massas full scan (FIGURA 4.1.3-6) foi adquirido, no
modo negativo de ionizag&o, utilizando um probe de ionizagdo por Electrospray
(ESI), o qual apresentou o ion molecular m/z 249 [M-HJ’, referente a desprotonagao
da citrinina e o aduto da acetonitrila, o ion m/z 276 [250+HCN-H]", além de outros

picos.
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FIGURA 4.1.3-6: Espectro de massas full-scan do extrato obtido em pH 3 (citrinina) em
acetonitrila por Electrospray (ESI), no modo negativo de ionizagao

4.1.4 — Quantificagdo da citrinina por RMN de 'H

A citrinina € um micotoxina produzida por varias espécies de
Aspergillus e Penicillium. Ela € um contaminante natural de alimentos e esta
relacionada com a saude publica. Devido, a sua alta toxidade em humanos e
animais, varias metodologias de quantificacdo para esta micotoxina tem sido
desenvolvida. Isto, leva a necessidade de se desenvolver uma metodologia de
producdo para esta micotoxina, para ser utilizada como padrdo em analises em

alimentos contaminados, principalmente para analises por HPLC.

Deste modo, o fungo Penicillium sp. Catl1.1 apresenta algumas

caracteristicas importantes de interesse biotecnoldgico tais como:

. Liberagao da citrinina para o meio liquido;
] Produgao da citrinina em grande quantidade;
" Em pH 3 é a unica substancia miscivel em diclorometano

presente no meio de cultivo, ou seja, o isolamento da substéncia ja

ocorre na etapa de extragao.
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Devido a estas caracteristicas podemos enumerar algumas vantagens
no processo de produgdo e isolamento da citrinina utilizando o fungo Penicillium
Catl1.1:

. A producgéo da citrinina se da em apenas em uma fermentagao

. O processo de isolamento da citrinina € muito simples e nao

requer nenhuma técnica cromatografica.

" A utilizacdo de um unico solvente organico (diclorometano) no

processo de extragao facilita a sua recuperacgao.

Devido, a importancia desta micotoxina este trabalho teve como
objetivo principal quantifica-la no extrato fungico. Para a quantificacdo dela no
extrato foi necessario estabelecer alguns critérios na metodologia da extracao tais

como:

4.1.4.1 — Volume de filtrado para extracao

Fixar um volume de filtrado que contenha uma massa de citrinina
razoavel para realizagdo dos experimentos de RMN, devido ao RMN ser pouco
sensivel em relagdo a outras técnicas uttilizadas para quantificagdo. O volume foi
fixado em 50 mL de filtrado, porque a massa de extrato obtida é suficiente para a

realizagao dos experimentos.

4.1.4.2 - Volume de solvente utilizado nas extracoes

Na extracdo liquido/liquido normalmente utiliza-se um volume entre o
solvente organico e a fase aquosa numa proporgéo de 3:1 (v/v), garantindo deste
modo o maximo de extrato. No caso da citrinina, esta relagdo de 3:1 ndo foi
suficiente. Assim, foi necessario aumentar esta proporcao para 4:1 (v/v), sendo que
esta foi determinada apds varias extragdes, todas elas em triplicatas. Embora, esta
proporcdo ndo tenha sido suficiente para uma extragao préxima de 100 %, ela foi

utiizada mesmo assim, devido aos experimentes serem quantitativos. Durante, a
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otimizagdo das condicbes de extracao, tivemos um problema com as massas de
extratos obtidas de 50 mL de filtrado (fase aquosa do mesmo frasco), que foram
muito diferentes uma das outras, como por exemplo, (V(A) 6,91 mg, V(B) 17,50 mg
e V(C) 13,30 mg, o que levou a realizagdo de varias extragdes. Estas extragdes
foram feitas, variando—se o tempo de realizacdo da extragao apds a acidificacdo e
mantendo-se o volume de 50 mL de filtrado. A extracao foi iniciada apds 1 hora e 30
minutos depois da acidificacdo da fase aquosa para pH 3 e as outras com um

intervalo de 3 horas cada.

Nessas extragdes, obteve-se massas proximas para as triplicatas. O
que poderia justificar o ocorrido nas primeiras extracbes de acordo com
EUROPEAN MYCOTOXIN AWARENESS NETWORK é que, a citrinina forma
complexos quelados com metais, tais como o ferro e o titanio etc., e como o meio de
cultura utilizado contém ferro (SEGAO 3, item 3.1.3.2 pag.20), isto poderia estar
ocorrendo. Nesta situagao, provavelmente as moléculas de citrinina em solugao
aquosa, que estdo na forma de sais no momento da acidificagcdo, passam
rapidamente para a forma acida, enquanto que, as que estdo em forma de
complexos com metais como o ferro ndo passam imediatamente para a forma acida.
Conclui-se, entdo, que na acidificagdo estes complexos provavelmente ndo sao

desfeitos imediatamente, necessitando, de um certo tempo para que isso aconteca.

As massas de extratos obtidas de 50 mL de filtrado nas extragdes
realizadas em diferentes tempos apos a acidificacdo para pH 3 estao representadas
na TABELA 4.1.4.2-1.
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TABELA 4.1.4.2-1: Massas de extratos obtidas de 50 mL de filtrado apds acidificacao para
pH 3

Amostra Extragcao apés Massa em mg/50 mL de filtrado (meio
acidificagao em horas de cultura)
1A 1 h e 30 min. 12,84
1B 1 h e 30 min. 13,19
1C 1 h e 30 min. 13,37
2A 3hs 11,30
2B 3hs 11,01
2C 3 hs 11,35
3A 6 hs 10,54
3B 6 hs 10,78
3C 6 hs 9,90
4A 9 hs 9,65
4B 9 hs 10,06
4C 9 hs 10,59

4.1.4.3 - Determinacao do pH ideal para a extragao

A determinacédo do pH ideal (filtrado) para a extragao da citrinina foi
otimizada através de experimentos de RMN de 'H, obtidos de extratos em diferentes
pHs (SECAO 3, item 3.3.4 pag. 24). No espectro de RMN de 'H do “precipitado de
citrinina” obtido em pH 1 (FIGURA 4.1.4.3-1), observa-se que a citrinina esta
praticamente pura, apresentando apenas um sinal (singleto largo) préximo a & 1,50
ppm, o que nao inteferiria nas medidas quantitativas, mas a quantidade do
precipitado foi muito pequena (0,2 mg), sendo que para aquisi¢ao deste espectro foi

necessario fazer a supressao do solvente.
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FIGURA 4.1.4.3-1: Espectro de RMN de "H (CDCIs) do extrato em pH 1 (citrinina precipitada)

Ja o espectro de RMN de 'H do extrato obtido em pH 3 (FIGURA
4.1.4.3-2), com 8 dias de fermentacéo, observa-se a substancia praticamente pura,
e em quantidade adequada para a obtencao das medidas quantitativas, ndo sendo

necessario a supressao do sinal do solvente.

JJI . e

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

16

FIGURA 4.1.4.3-2: Espectro de RMN de "H (CDCls) do extrato em pH 3 (citrinina)
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4144 - Avaliacao da citrinina em diferentes solventes e

temperaturas

A citrinina cristaliza numa estrutura desordenada devido as duas
formas tautoméricas, a p-quinona e a o-quinona, num equilibrio dinamico até
mesmo no estado sélido. Em solucéao, este equilibrio € extremamente rapido, menor
que a escala de tempo de RMN (> 10° s1) (POUKO & DESTRO, 1997). Além disso,
estudos mostram que ela, também ¢é afetada pela temperatura e pela composicao
de solventes usados na preparagdo de amostras para analises de RMN (XU et al.,
2003).

Na FIGURA 4.1.4.4-1 estdo apresentados os espectros de RMN de 'H
da citrinina em cloroférmio adquiridos nas temperaturas de 283 K, 253 K e 213 K.
Nos espectros em baixas temperaturas, foi possivel observar que, a medida que a
temperatura diminui, hd um aumento na intensidade dos sinais referentes as
hidroxilas queladas em & 15,12 e 6 15,90 ppm, devido a menor movimentacido da

molécula e, consequentemente, uma maior efetividade das ligagdes de hidrogénio.

Nas temperaturas de 298 K e 213 K foi obtido o experimento de
gHMBC, o qual apresenta as correlagdes da citrinina compativeis com a sua forma

isomérica mais estavel, a p-quinona (FIGURA 4.1.4.4-2).
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FIGURA 4.1.4.4-1: Espectro de RMN de "H (CDCI;) da citrinina em baixas temperaturas
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FIGURA 4.1.4.4-2: Espectro de gHMBC (CDCl;) do extrato obtido em pH 3 (citrinina) a 213 K
ea298 K

Quando a amostra do extrato em pH 3 (citrinina) foi dissolvida em
metanol deuterado (CDsOD) e analisada por RMN de "H a 298 K (FIGURA 4.1.4.4-3),
o espectro foi drasticamente modificado, sendo observado somente os sinais das
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metilas. No entanto, quando ele é adquirido a partir de 253 K, sdo observados os
sinais dos hidrogénios H-3 e H-4 duplicados, do H-1 em & 8,25 ppm, além de dois
sinais adicionais na regido de 6 5,0 a © 5,5 ppm. Esta duplicagdo dos sinais, bem
como os sinais adicionais sdo devidos a transformacao quimica que a molécula da
citrinina sofre. Esta reacdo que ocorre com a citrinina é reversivel, e seria uma
adicdo nucleofilica do tipo 1,4 de Michael na forma tautomérica o-quinona,
produzindo duas formas isomérica bem definidas, em funcdo da adi¢cao de alcool a
dupla ligac&o em cis ou trans a metila-10 (FIGURA 4.1.4.4-4). O sinal da metoxila ndo
aparece no espectro porque a adigdo, na verdade, é com -OCD; (metoxila
deuterada) e nao com -OCH3. Dé acordo com POUKO et al.(1997), no experimento
RMN de C, o sinal do carbono da metoxila em CD;0OD é fraco, devido a falta de
aumento provocado pelo efeito nuclear Overhauser dos trés hidrogénios deuterados
do grupo -OCDs. Portanto, a citrinina em solugdo de CD30D, reage somente com na
forma o-quinona, e como podemos observar o sinal em torno de & 8 ppm nos
espectros as temperatura de 253 e 223 K, o qual é referente ao H-1 da forma p-

quinona, que nao sofre adi¢ao.
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FIGURA 4.1.4.4-3: Espectro de RMN de ' H (CD;0D) da citrinina & baixas temperaturas
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FIGURA 4.1.4.4-4: Adicao nucleofilica do tipo 1,4 de Michael na forma isomérica o-quinona

Adicionalmente, quando a amostra de extrato em pH 3 foi dissolvida
em CD3;OD/CDCIs (3:1) e o espectro adquirido a 298 K, observa-se o singleto em &
8,23 ppm numa intensidade muito pequena e um multipleto adicional em & 5,38 ppm

e um singleto do lado do sinal do metanol em & 3,31 ppm (FIGURA 4.1.4.4-5).
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FIGURA 4.1.4.4-5: Espectro de RMN de " H (CD3;0OD/CDCls; 3:1) do extrato em pH 3

Quando o extrato em pH 3 (citrinina) foi dissolvido em DMSO-ds € em
seguida analisado por RMN de 'H (FIGURA 4.1.4.4-6 A), ndo foi observado nenhuma
diferenga no espectro com relacdo ao espectro obtido quando ela (citrinina) foi
dissolvida em CDCI; (FIGURA 4.1.3, pag. 59). Porém, apos 3 dias, esta mesma
amostra (guardada na geladeira) foi analisada novamente por RMN de 'H (FIGURA
4.1.4.4-6 B), onde observou-se que, os sinais em 6 8,50 e 6 2,00 ppm tiveram suas
intensidades diminuidas em comparagdo com a do 1° dia. Além disso, também
observou-se dois sinais adicionais, um em & 8,25 ppm e outro em 6 2,10 ppm
referentes ao hidrogénio H-1 e a metila CH3-10 da forma o-quinona. Portanto, no
espectro de 3 dias (298 K), tém-se as duas formas tautomérica da citrinina, a o-
quinona e a p-quinona, sendo que o equilibrio é deslocado no sentido de produgao
da o-quinona, e com o aumento de temperatura (FIGURA 4.1.4.4-6 C) este, é ainda
mais favorecido. Enquanto que, no espectro do 1° dia, tinha-se o equilibrio

totalmente deslocado para a formacéo da p-quinona.
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FIGURA 4.1.4.4-6: Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds) do extrato em pH 3 (citrinina): A (1°

dia, 298 K); B (3° dia, 298 K) e C (3° dia, 323 K)

Esta mesma amostra, foi analisada apés 1 ano e meio, e no espectro

de RMN de "H (FIGURA 4.1.4.4-7) observou-se, além das duas formas tautoméricas,

uma outra substancia, também nas duas formas isomérica, produzidas pela adicao

de agua contida no DMSO-ds. Esta reacdo, provavelmente foi produzida da mesma

forma como descrita para a adigdo de CD3;OD (FIGURA 4.1.4.4-4 pag. 72), sO6 que

neste caso, ocorreu a adicao de H,0.
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FIGURA 4.1.4.4-7: Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds ) da citrinina & 298 K

Através destes resultados, podemos concluir que a citrinina, ndo sofre

nenhuma interferéncia nos sinais, especificamente, no singleto em 6 8,23 ppm

(utilizado na medida quantitativa), mesmos com variagdes de temperatura, quando a

amostra foi dissolvida em CDCIl;. O mesmo, ndo acontece quando, a amostra foi

dissolvida em CD3;0D, CD3OD/CDClI; (3:1) e em DMSO-de.

O hidrogénio olefinico em & 8,23 ppm (H-1) da citrinina, utilizado nas

medidas quantitativas, apresenta-se na forma de singleto, tanto nas analises

normais, quanto nas analises com a adi¢do do padrdao (DMF) em CDCI; (FIGURA

4.1.4.4-8),
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FIGURA 4.1.4.4.-8: Espectro de RMN de 'H (CDCls) do extrato obtido em pH 3 (citrinina) a
298K

4145 — Curva de producao de citrina utilizando o fungo

Penicilllium sp. Cati1.1

4.1.4.51 - Quantificagao da citrinina no extrato em pH 3 de

Penicillium sp. Catl1.1 no periodo de 20 dias de fermentacao

A quantificacdo da citrinina no extrato fungico (pH 3) foi feita através
do método da integragao, utilizando um padréo interno. A substancia utilizada como
padrao foi a DMF (N,N-dimetilformamida), além dela, ndo apresentar sobreposi¢cao
com sinais da citrinina no espectro, ela ndo reage com a substancia de interesse e
nao é volatil.

O modo como a amostra de extrato em pH 3 de Penicillium sp.
Cat11.1 foi preparada para as analises de quantificacdo, bem como a adicdo do
padrao interno e o TMS (referéncia interna) estao descritas na SECAO 3, item 3.5.2.3
pag.30.
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No espectro de RMN de 'H, a substancia padrdo apresentou trés
sinais, sendo um em & 7,89 ppm, sinal referente ao hidrogénio do grupo aldeido, e
os outros dois sinais em 6 2,98 e & 2,88 ppm, referentes as duas metilas. O
hidrogénio do grupo aldeido encontra-se numa regido do espectro préximo ao
hidrogénio olefinico da citrinina, que esta em 6 8,23 ppm. Esta proximidade é muito
relevante, pois estando em frequéncias préximas, eles sofrem uma correcio de fase

muito semelhante, diminuindo erros no processamento (medida da integral).

O espectro de RMN de 'H da citrinina (FIGURA 4.1.4.5-1) mostra as
areas das integrais dos hidrogénios da DMF (5 7,98 ppm) e da citrinina (6 8,23 ppm).

o
H)k e
\
CH,

Citrinina Dimetilformamida (DMF)
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FIGURA 4.1.4.5-1: Areas das integrais da citrinina e da DMF no espectro de RMN de 'H
(CDCl3) do extrato obtido em pH 3

No espectro de RMN de 'H do extrato em pH 3 para o tempo de
fermentacdo zero (FIGURA 4.1.4.5-2) foi possivel observar sinais referentes aos
aminoacidos (extrato de levedura) e os sinais em 6 4,30 e & 5,15 ppm referentes a

a-glucose e f-glucose, indicando que nao ha nenhum sinal referente a citrinina. Este
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espectro foi utilizado, como padrdo para comparacdo com os outros obtidos em
diferentes periodos de fermentagdo, mostrando quanto tempo o fungo leva para

metabolizar as substancias presentes no meio de cultivo.

Fermentagao tempo zero

l ‘fLLL_J — A WM’ .("L

FIGURA 4.1.4.5-2: Espectro de RMN de 'H (CDCls) do extrato obtido em pH 3 para o tempo
de fermentagao zero

A quantificacdo somente da citrinina no extrato fungico somente foi foi
iniciada com 4 dias de fermentagcao, porque com 2 dias, a substancia ainda nao
tinha sido produzida, o que foi comprovado através do espectro de RMN 'H
realizado no segundo dia, que mostrou sinais do cloroférmio em & 7,23 ppm, da
N,N-dimetilformamida (DMF) em & 7,98, 6 2,97 e & 2,88 ppm e outros sinais na
regiao de & 1,00 a & 2,2 ppm, que s&o referentes a componentes do meio de cultura.
Ja no espectro de 4 dias de fermentagcado observou-se o sinal do cloroférmio em &
7,23 ppm , os sinais da DMF em & 7,98, 6 2,97 e 6 2,88 ppm e os sinais referentes a

molécula de citrinina (FIGURA 4.1.4.5-3).
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FIGURA 4.1.4.5-3: Espectro RMN 'H (CDClI;) do extrato obtido em pH 3 com 2 e 4 dias de
fermentacéao

A concentragao da citrinina no extrato em pH 3 encontrada por RMN
de "H com 4, 8, 12, 16 e 20 dias de fermentacao e a quantidade de extrato obtidos
nos diferentes tempos de fermentacio estao representados na TABELA 4.1.4.5-1. Na
Tabela, pode-se observar que, a maxima producgao de citrinina se deu com 8 dias de
fermentacdo, sendo que no intervalo de 8 a 12 dias, a producao foi mantida
praticamente a mesma e a partir do 12° dia, foi observada uma queda na produgao
do metabdlito. Esta diminuicdo na concentracdo provavelmente acontece, porque o
fungo passa a metabolizar a citrinina como fonte de carbono para sua

sobrevivéncia.

A concentracido de citrinina encontrada no extrato em pH 3 por RMN
de "H em relacdo a massa de extrato obtida em pH3 (x 100), levam a porcentagem
de citrinina presente no extrato fungico. Analisando-se estas porcentagens (média
das triplicas), as quais apresentaram uma variagao de 95% a 98% para o periodo de

20 dias de fermentacdo. Esta variagdo pode ser atribuida a varios itens como:
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retirada das amostras do baldo porque, cada amostra quantificada por RMN de 'H,
ou seja, cada amostra em triplicata como, por exemplo, 4 A, 4 B e 4 C, séao relativas
as trés extragdes em pH 3 de 3 frascos com 50 mL de filtrado cada um, apés 1 hora
e 30 minutos da acidificagdo; pesagem dos vidros (pesagem inicial e final) e no
preparo da amostra. No entanto, estas porcentagens mostram a eficiéncia da

metodologia de extragdo, na qual obteve-se a citrinina pura.

TABELA 4.1.4.5-1: Producao de citrinina no extrato em pH 3 por Penicillium sp. Catl1.1 para
o periodo de fermentacao de 20 dias

Tempo Area integrais [citrinina] mg/50 mL % citrinina no extrato
Amostras Fermentagao Citrinina RMN de H (filtrado) Catl 1.1

(27°C) (H-1) mg/mL (média triplicatas)

4 A 4 dias 0,27519 3,24 3,43

4B 4 dias 0,27532 3,24 3,42 95%

4C 4 dias 0,27639 3,25 3,45

8A 8 dias 0,99434 11,70 11,95

8B 8 dias 0,99048 11,66 11,99 98%

8C 8 dias 1,0041 11,82 12,14

12A 12 dias 0,98238 11,56 12,17

12B 12 dias 0,98215 11,56 12,05 96%

12C 12 dias 0,98867 11,64 12,20

16 A 16 dias 0,78215 9,21 9,57

16 B 16 dias 0,78591 9,25 9,60 96%

16 C 16 dias 0,78183 9,20 9,54

20A 20 dias 0,58238 6,85 7,23

20B 20 dias 0,59215 6,97 7,35 96%

20C 20 dias 0,58695 6,91 7,29
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As concentragdes de citrinina encontradas por RMN (média das
triplicatas) para o periodo de 20 dias de fermentagdo foram utilizadas para a
construgcao de uma curva de producao da substancia utilizando o fungo Penicillium
sp. Catl 1.1 (FIGURA 4.1.4.5-4). Analisando a curva, observa-se que a maxima
producao se deu com 8 dias de fermentacao, porém a diferenca de producao entre
8 e 12 dias foi muito pequena. Portanto, pode-se concluir que a maxima produgao
deve estar entre esse periodo de fermentacéo, ou seja, com 10 dias, que poderia

ser comprovado com retiradas com um intervalo menor, a cada 2 dias.
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FIGURA 4.1.4.5-4: Curva de producédo de citrinina no extrato obitido em pH 3 para o fungo
Penicillium sp. Catl1.1

4.1.4.6 - Calculo da concentragao da citrinina no extrato em pH 3

O calculo da concentragao da citrinina em mg/mL foi feito utilizando a

seguinte férmula:

[citrinina] = [ DMF] (mol/mL) NpwE X Acitrinina x MM,

citrinina

Ncitrinina X ADMF

A Figura 4.1.4.6-1 mostra a area das integrais do hidrogénio aldeido
da DMF (calibrado em 1) e do hidrogénio olefinico da citrinina(H-1), as quais foram

utilizadas no exemplo do calculo da concentragao a seguir:
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Figura 4.1.4.6-1: Espectro de RMN de 'H (CDCI;) mostrando a area das integrais da citrinina e
da DMF (padrao)

[DMF] = 0,04703 x10°mol/mL

Nowmr =1

Apwr = 1 (calibrada pelo equipamento)

Acitrinina = 0,98867

Neitrinina = 1

MMitrinina = 250.250,00 mg/mol

0,04703 x 10 X 1 X Agirinina X 250.250,00

1x1
[citrinina] = 11,76926 X Acitrinina

[citrinina] =

[citrinina] = 11,63591 mg/mL

Como o numero de mols da DMF, a massa molar da citrinina e o

numero de hidrogénios das duas substancias sdo constantes, podemos escrever a
férmula da seguinte maneira:

[citrinina] = 11,76926 X Acitrinina

A concentracao de citrinina encontrado foi de 11,64 mg/mL.
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4.1.4.7 — Curva de calibracao

Na analise de quantificagdo da citrinina no extrato em pH 3 por
Penicillium sp. Catl1.1 para a construgdo da curva de calibracdo foi utilizado o
método de padronizagao interna, na qual comparou-se a area da integral do sinal do
H-1 da citrinina que é calculada em relagdo a area do sinal do hidrogénio do grupo

aldeido da DMF (padrédo) calibrado em 1,00000 pelo préprio equipamento.

Para a construgcdo da curva de calibragdo, foram preparadas sete
amostras com concentragdes diferentes a partir de uma solucio estoque ou solugcao
mae do extrato em pH 3 (citrinina), cuja concentracao foi de 20 mg/mL. As outras
seis amostras foram obtidas através de diluigdes (SECAO 3, item 3.6.1; TABELA 3.6-1
pag.33 ).

A curva de calibracdo para a citrinina foi obtida através da razido entre
a area das integrais da citrinina (média das triplicatas) e area das intregrais da DMF
(1,0000) das sete amostras em concentragdes diferentes versus as concentragdes

de citrinina presente no extrato em pH 3 em mg/mL (FIGURA 4.1.4.7-1).

Analisando a curva de calibracdo observa-se que razao estre estas
areas aumentam proporcionalmente com aumento da concentragao da mesma. Esta
proporcionalidade ou linearidade é dada pelo coeficiente de correlacdo da reta que

foi de 0,99984.

Fegressac Linear

Arem =4+ B Conc.

Area das integrais da citnnina / Area

das integrais da DMF
[}
o
1

] A=7.75E-4

0,44 B =0,058222

02 R = 0,39034

D.Ij L 1 T ¥ ¥ ¥ ¥ T L] T 1
o 2 4 [ g 10 12 14 16 18 20 22

Concentragao ima/mb) da citrinina

FIGURA 4.1.4.7-1: Curva de calibragao da citrinina com padronizagao interna
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

Através do coeficiente de linearidade da curva de calibragéo, conclui-
se que a concentracdo da citrinina no extrato obtido em pH 3 por Penicillium sp.
Catl1.1 pode ser calculada através da equacgao da reta ou pela formula descrita no
item 4.1.4.6 pag. 81.

As concentragdes de citrinina (médias das triplicatas) obtidas através
da formula para as sete concentragdes diferentes que foram utilizadas para a

construcao da curva de producgao estado representadas na (TABELA 4.1.4.7-1).

TABELA 4.1.4.7-1: Concentragbes de citrinina no extrato do Penicillium sp. Catl1.1
calculadas através da formula descrita no item 4.1.4.6 pag.81.

Pontos [extrato pH 3] Integral H-1 [citrinina] RMN de 'H % citrinina extrato pH3

P. sp. Catl1.1 citrinina (mg/mL) P. sp. Catl1.1)
Ponto 1 2 mg/mL 0,1648 1,94 97%
Ponto 2 5 mg/mL 0,4205 4,92 98%
Ponto 3 8 mg/mL 0,6498 7,63 96%
Ponto 4 11 mg/mL 0,8995 10,59 96%
Ponto 5 14 mg/mL 1,1579 13,63 97%
Ponto 6 17 mg/mL 1,4025 16,50 97%
Ponto 7 20 mg/mL 1,6423 19,33 97%

4.1.5 — Avaliacao da produgao de metabdlitos por Penicillium sp.
Catl1.1, quando o meio de cultura foi esterilizado por 10, 15 e 20

minutos (autoclave horizontal ) e 15 minutos (autoclave vertical)

4.1.5.1 — Avaliagdo dos espectros de RMN de 'H do extrato obtido
em pH 3

Os espectros de RMN de 'H dos extratos obtidos em pH 3 mostra a
citrinina pura (FIGURA 4.1.5.1-1), para tempos de esterilizagdo de 10, 15 e 20 e 15
minutos minutos na autoclaves horizontal e vertical repectivamente.).
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

pH =3
10 min. (horizontal)
A o ] l 1'1 uLu_)UL_—
15 min. (horizontal)
TN | | U |
20 min. (horizontal)
B S | ] b )L,,JJ___
15 min.(vertical)
Y | A | A | [
T T T T T T T LI T T T T T T T T
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.1.5.1-1: Espectros de RMN de 'H (CDClI;) obtidos de extratos em pH 3 ( citrinina)
quando esterilizados por 10, 15 e 20 min. na autoclave horizontal e 15 minutos na autoclave
vertical.

A unica diferenga observada neste experimento foi a massa obtida
para tempos de esterilizagdo de 10 e 15 minutos (praticamente a mesma), enquanto
que, para 20 minutos houve uma redugéo na produgao em torno de 27%, quando o
meio foi esterilizado na autoclave horizontal. E importante, ressaltar que a
quantidade de “precipitado” observado no meio de cultivo apds o processo de
esterilizacdo € visualmente mesma, para os trés tempos de autoclavagem, sendo

que o meio esterilizado por 20 minutos apresentou uma coloragao mais intensa.

Comparando-se os tempos de esterilizacdo de 15 minutos para os dois
modelos de autoclave (horizontal, vertical), obteve-se uma produgédo de extrato em
pH 3 (citrinina) 20% maior para o modelo vertical. Esta diferenga, na produgédo do
metabdlito pode ser atribuida a pressao atingida nos dois modelos de autoclave,

visto que, a pressdo e a temperatura na horizontal (1 atm; 120°C) mantém-se
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

inalteradas durante o processo, enquanto que, na autoclave vertical, a pressao nao
€ mantida a 1 atm durante todo tempo de esterilizacdo, consequentemente, o meio
é esterilizado a uma temperatura inferior a 120°C. Este precipitado observado no
meio de cultivo apds o processo de esterilizacdo na autoclave horizontal, poderia
ser justificado pela degradagcdo do mesmo, quando exposto a uma temperatura de
120°C.

As massas de extratos obtidas em pH 3 (citrinina) quando o meio de
cultivo foi esterilizado em diferentes tempos e diferentes modelos de autoclave
estao representadas na TABELA 4.1.5.1-1 e no GRAFICO 4.1.5.1-2

TABELA 4.1.5.1-1: Massas de extratos obtidos em pH 3 (citrinina) nos diferentes tempos de
esterilizacdo e modelos de autoclave

Modelo Extrato pH3 Extrato pH 3 Extrato pH3

Autoclave/ tempo de mg/200 mL de meio mg/200 mL de meio mg/200 mL de meio

(A) (B) (€)

esterilizagcao

Horizontal 10 min. 53,2 54,8 51,8
Horizontal 15 min. 53,4 54,4 55,4
Horizontal 20 min. 38,8 35,5 32,7
Vertical 15 min. 66,75 67,20 65,54
70-
60-|
-
€ 50-
ISE
S 30
S
IS 204
[0
P 10
g o
5 10* 15¢ 20* 15+
Autoclavagem em minutos

* Autoclave horizontal; ** Autoclave vertical

GRAFICO 4.1.5.1-1: Producdo média de extratos em pH 3 (citrinina) produzido pelo
Penicillium sp. Catl1.1 nos diferentes tempos de esterilizagcao e diferentes autoclaves.
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

4.1.5.2 - Avaliagdo dos espectros de RMN de 'H do extrato obtido
em pH 7,8

As massas dos extratos obtidas em pH 7,8 para os diferentes tempos
de esterilizacdo foram semelhantes quando o meio de cultivo foi esterilizado por 10,
15 e 20 minutos na autoclave horizontal. Ja a massa de extrato obtida quando o
meio de cultuivo foi esterilizado por 15 minutos na autoclave vertical, foi 80% maior
em relagdo as massas encontradas para os meios autoclavados na horizontal nos
trés diferentes tempos de esterilizacdo. Estas diferengas podem ser atribuidas ao
“precipitado” formado no meio apds a esterilizacdo do meio de cultura. Este
precipitado, pode ser o resultado da degradagdo da glicose e/ou de proteinas

(extrato de levedura), que o fungo nao consegue metabolizar.

O “precipitado” foi retirado do frasco por filtragcdo, logo apdés o meio
atingir a temperatura ambiente, e este, ndo foi analizado por RMN devido a sua
insolubilidade nos solventes organicos (CDCl3;, CD3s0D e DMSO-¢46). As massas de
extratos obtidas em pH 7,8 (mistura de substancias) estdo apresentadas na TABELA

4.1.5.2-1 e no GRAFICO 4.1.5.2-1) a seguir.

TABELA 4.1.5.2-1: Massas dos extratos em pH 7,8 produzidos pelo fungo Penicillium sp.
Catl1.1, quando o meio de cultura foi esterilizado em 10, 15 e 20 min. autoclave horizontal e
15 min. na autocalve vertical).

Modelo Extrato pH 7,8 Extrato pH 7,8 Extrato pH 7,8

Autoclave/ tempo de mg/200 mL de meio mg/200 mL de meio mg/200 mL de meio

(A) (B) (C)

esterilizacao

Horizontal 10 min. 6,4 6,0 5,6
Horizontal 15 min. 9,7 9,6 9,2
Horizontal 20 min. 8,5 8,7 8,2

Vertical 15 min. 51,4 51,9 52,0
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20

Extrato em mg/mL

10* 15* 20* 15%*

Autoclavagem em minutos

* Autoclave horizontal; ** Autoclave vertical

GRAFICO 4.1.5.2-1: Massas de extratos obtidos em pH 7,8 produzidos pelo fungo Penicillium
sp. Catl1.1 para os diferentes tempos de esterilizacdo nos diferentes modelos de autoclave.

Nos espectros de RMN de 'H dos extratos obtidos em pH 7,8,
observou-se uma grande semelhanga entre eles, quando os meios de cultivo foram
esterilizados por 10, 15 e 20 minutos na autoclave horizontal. Entretanto,
comparando-se os espectros obtidos de extratos em pH 7,8, quando o meios de
cultura foram esterilizados na autoclave horizontal por 10, 15 e 20 minutos com o
espectro do extrato obtido do meio de cultivo esterilizado por 15 minutos na
autocalve vertical, observou-se algumas diferengas nas concentragbes e tipo de
substancias no extrato (FIGURA 4.1.6.2-1). Estas observagdes sdo mais visualizadas
na ampliacéo do espectro de RMN de "H (FIGURA 4.1.6.2-2) na regido de 8 9,00 a &
10,00 ppm e d 2, 00 a & 2,50 ppm. Através destes dados, podemos concluir que, a
temperatura atingida pelo meio de cultivo durante o processo de esterilizacdo pode
influenciar tanto na quantidade de metabdlitos, quanto no tipo de substancias
produzidas pelo fungo, uma vez que os espectros de RMN de 'H foram adquiridos

com a mesma concentracdo, mesmos parametros de aquisicao e processamento.
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

pH 7,8
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FIGURA 4.1.5.2-1: Espectros de RMN de 'H (CDCI;) dos extratos obtidos em pH 7,8, para o
meio de cultivo esterilizado por 10, 15 e 20 min. e 15 min. nas autoclaves horizontal e
vertical
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FIGURA 4.1.5.2-2: Ampliacdo de regides do espectro de RMN de 'H (CDCl,)
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

4.1.6 — Avaliacao dos diferentes tipos de in6culo com a producao
de metabdlitos por Penicillium sp. Catl1.1 quando cultivados em

aguas minerais

4.1.6.1 - Avaliagdo dos espectros de RMN de 'H dos extratos

obtidos em pH 7

Nos espectros de RMN de 'H (FIGURA 4.1.6.1-1.) dos extratos em pH
7,8 (concentragdo de 2,0 mg/mL) obtidos em diferentes aguas, pode-se observar
substancias em concentracdes diferentes, bem como, substancias diferentes. Estas
diferencas observadas podem ser atribuidas, a concentracdo dos elementos
quimicos nas aguas (TABELA 4.1.6.1-1), visto que, a glicose e o extrato de levedura
no meio de cultura foram iguais para todas elas como descrito na SEGAO 3 item
3.1.3.2 pag. 20 e 21.

Destilada

Juventude h)‘k——_/-w/\m
Paial MJ}L‘IL——
L (P N, - ___Ja/\-k_d-"""\_..__,‘-_h_

o JJM
[ SR ¥ S . " P W
Santa Julia UA’/
[ . AN 1|
“ilela
___.__1____..#__‘ \‘mkﬂ—._..,_.__
Yatdria
_J . T S Y T T

r

L T T T T L] T T T Ll Ll T I I L] L] L]
8,s Be 7.5 7.0 6.5 €0 E£5 5.0 4.5 40 3,5 3.0 a3 2.0 1,3 1,0 O.3pm

FIGURA 4.1.6.1-2: Espectros de RMN de "H (CDCls) dos extratos obtidos em pH 3 do cultivo
do P. sp. Catl 1.1 em aguas minerais e em meio Czapek
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TABELA 4.1.6.1-1: Composicao das aguas minerais € do meio Czapek

Ca Cu Fe K Mg Na S Si Sr
Sta Julia 3,66 0 0 1,30 1,17 2,24 0 1,57 0,10
Vilella 0,51 0 0 1,38 0,08 1,89 0 4,53 0,07
Platina 5,53 0 0 3,38 1,04 40,64 9,74 28,00 0,89
Paiol 2,46 0 0 7,43 1,98 115,18 46,00 17,19 0,66
Vitoria 11,04 0 0,01 10,41 6,65 118,20 61,46 18,65 0,88
Juventude 10,21 0 0 9,39 7,58 124,72 68,93 22,34 1,12
Czapek 0 0 2,01 710,03 48,78 811,18 66,04 0 0

* concentragdo dos elementos em mg/L

Analisando os espectros de RMN de 'H dos extratos obtidos em pH 3
do cultivo por Penicillium sp. Catl1.1 em aguas minerais com diferentes tipos de
in6culo [(3 discos e 20 ulL de suspensao de esporos), (inéculo foi obtido da mesma
placa e com 5 dias de incubagao)] (FIGURA 4.1.6.1-2), ndo observou-se nenhuma
diferenga entre eles. No entanto, as massas de extratos obtidas foram diferentes

tanto para as aguas, quanto para as formas de inéculo.

Platina pH 7,8
3 discos
e o S, e _L_A_._,_.J\[__.. Mk M .’wk_u"{‘._g)-_fhi}‘ \J.I‘LL .'w'-._—__‘_
20 uL
Jd llrl..'\l]-‘) }L
— el - .\_L,_‘I_A\\_-_\_.._ﬂ_,'_)\__‘_‘_j‘*.) \.__._,___)‘ | SR
lls 1‘5 1|4 1|3 1'2 lIII. 1'0 é é '} é é Ji 3I 5 ::.

FIGURA 4.1.6.1-2: Espectros de RMN de 'H (CDCI;) dos extratos obtidos em pH 7,8 do
cultivo por P. sp. Catl1.1 na agua Platina (3 discos e 20 pL)

91



4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

As massas de extratos obtidas em pH 3 obtidos em pH 7,8 quando o
fungo P. sp. Catl1.1 foi cultivado na aguas minerais e Czapek para as diferentes formas de
indculo (3 discos e 20 pL de supensdo de esporos) estdo representadas na TABELA
4.1.6.1-2 e no GRAFICO 4.1.6.1-1

TABELA 4.1.6.1-2: Massas de extratos obtidos em pH 7,8 do cultivo por P. sp. Catl1.1
fquando cultivado em aguas minerais e diferentes formas de indculo

Massas de extratos (mg) obtidos em pH 7,8 em 200 mL
Aguas de meio de cultura
Forma de inéculo Forma de inéculo
3 discos 20 pL de suspensao
Destilada 11,20 10,30
Juventude 6,60 4,10
Paiol 3,40 4,40
Platina 5,70 5,50
Sta Julia 8,10 4,10
Villela 4,20 6,10
Vitoria 3,70 2,10
12
e
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& 4 i o 3 discos
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GRAFICO 4.1.6.1-1: Produgéo de extratos obtidos em pH 7,8 do cultivo por P. sp. Catl1.1
cultivado em aguas minerais e diferentes formas de inoculacao (3 discos e 20 ulL)
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

4.1.6.2 — Avaliacio dos espectros de RMN de 'H dos extrato
obtidos em pH 3

Experimentalmente, obteve-se massas diferentes tanto para as aguas,
quanto para as concentragdes de inoculo, principalmente para a fonte juventude,
platina e vilela. As massas obtidas estdo representadas no GRAFICO 4.1.6.2-1 e na
TABELA 4.1.6.2-1.

| 3 discos

[ 20uL

massas em
mg

Paiol [

®©
2
=

Platina [
Vitoria
Sta Julia [y

X
)
Q
©
N

®)

Juventude S

GRAFICO 4.1.6.2-1: Produgao de extratos obtidos em pH 3 do cultivo do P. sp. Catl1.1
cultivado em aguas minerais e Czapek nas diferentes formas de inoculagéo (3 discos e 20

uL)

TABELA 4.1.6.2-1: Massas dos extratos em pH 3 obtidas do cultivo por P.sp. Catl1.1 em
aguas minerais e diferentes formas de inoculagao

mg/200 mL de meio de cultura

Aguas 3 discos(in6culo) 20 pL (inéculo)
Destilada 55,90 44,5
Juventude 28,90 5,30
Paiol 36,40 40,90
Platina 20,50 40,60
Sta Julia 26,99 22,80
Villela 20,00 34,90
Vitéria 20,10 22,50
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Nos espectros de RMN de 'H (FIGURA 4.1.6.2-1) dos extratos obtidos
em pH 3 com inoculagédo de 20 uL de suspenséo de esporos, observou-se que nas
aguas destilada (Czapek, Paiol, Platina, Santa Julia e Vilela), o extrato contém a
citrinina praticamente pura, enquanto que, nas fontes Juventude e Vitéria, observa-

se outras substancias em misturas.

Destilada pH 3 -20 uL ‘
Bl A l I A A
Juventud MJM
Paiol
l i A A L_J\LL
Platina
1 l A M JF,UL \
Santa Julia
T . 1 i | S W | JUl _
Vilela L
L . e
Vitdria
" 15 14 13 12 11 10 9 8 7 & 5 4 3 2 1 om

FIGURA 4.1.6.2-1: Espectros de RMN 'H (CDCI;) do extrato em pH 3 obtido do cultivo em
aguas minerais utilizando 20 mL de suspencao de esporos na inoculagao

Nos espectros de RMN de 'H (FIGURA 4.1.6.2-2) do extrato obtido em
pH 3, utilizando 3 discos na inoculagédo, utilizandomaguas minerais e Czapek

observou-se a citrinina praticamente pura.
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pH 3 - 3 discos
Destilada
L e J . A I M
Juventud
A L |
Paiol
s | L
Platina
| A | A A |
Santa Julia
L R
Vilela
J Bl A A JU -
Vitéria
PR A | I U W PO | S
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15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.1.6.2-2: Espectros de RMN 'H (CDCIl;) do extrato pH 3 obtidos do cultivo do
Penicillium sp. Catl1.1 em aguas minerais utilizando 3 discos na inoculagéo

Quando, comparou-se as massas obtidas nos extrato em pH 3 do
cultivo por Penicicillium sp. Catl 1.1 em aguas minerais e destilada (Czapek) com as
duas formas de inoculagcédo, estas foram bem diferentes. No entanto, quando
comparou-se as massas obtidas nos extrato em pH 7,8 do cultivo do fungo
Penicillium sp. Catl 1.1, utilizando 3 discos e 20 uL de suspenséo de esporos na
inoculacdo, observou-se que as diferengas entre as massas de extratos produzidas
nao sao relevantes. Estas diferencas e semelhangas nas massas obtidas do cultivo

do fungo em aguas minerais podem ser observadas no GRAFICO 4.1.6.2-2.

Analisando o grafico das massas obtidas em pH 3 podemos observar
que a maior produgao de extrato em pH 3 do cultivo do fungo foi na dguas destilada
com adi¢ao de sais minerais, glicose e extrato de levedura, ou seja, o meio Czapek,
inoculada com 3 discos. No entanto, se observar a massa de extrato obtida em pH

3, foi muito proxima quando utilizou-se 20 uL de suspensao de esporos para as
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

aguas Czapek, Platina e Paiol.

Estas massas, com valores préoximos obtidos para tais culltivos, torna-
se relevante no desenvolvimento de um processo de produgéo de citrinina utilizando
o Penicilllium sp. Catl1.1 para ser utilizada como padrao em analises de alimentos
contaminados por esta micotoxina, diminuindo o custo de produg¢do e a mao de obra

no preparo do meio de cultura.
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GRAFICO 4.1.6.2-2: Produgao de extrato obtidos em pH 3 e pH 7,8

Os espectros de RMN de 'H dos extratos obtidos em pH 3 das aguas
das fontes Santa Julia e Platina (20 uL de solugdo de esporos e 3 discos, FIGURA
4.1.6.2-3), apresentaram os sinais referentes a citrinina e uma outra substancia em
pequena quantidade, que poderia ser um intermediario da rota biosintética da
mesma. Devido a essa semelhanca, o extrato obtido em pH 3 do cultivo por P. Catl
1.1 nas aguas das duas fontes foram reunidos e submetido a uma separagéo por
cromatografia de coluna como descrito na parte experimental SECAO 3, FLUXOGRAMA
3.8.2-2 pag. 39.

Na fragdo 30, eluida com doclorometano/ metanol (1:1) isolou-se uma
substancia sélida de coloragdo marrom denomina da JP3005. Foram relizados

experimentos de RMN e EM na determinacgao estrutural da substancia.
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FIGURA 4.1.6.2-3: Espectros de RMN 'H (CDCl;) dos extratos obtido em pH 3 do cultivo do
fungo P. sp. Catl1.1 em aguas das fontes Santa Julia e Platina

O espectro de RMN de 'H da substancia JP3005 apresentou sinais
referentes a citrinina, porém duplicados, o desaparecimento do H-1 em & 8,25 ppm
e o aparecimento de dois sinais adicionais na regido de d 5,00 a ® 6,00 ppm. Esta
duplicagao dos sinais mostra que ocorreu uma reacgao da citrinina com o solvente
durante a cromatografia. Segundo POUPKO et al. (1997), a citrinina na forma o-
quinona sofre adicao nucleofilica do tipo 1,4 de Michael em solugdo com metanol e
composicao de metanol/diclorometano, e que esta reagao € reversivel, porque na
verdade o produto de reagcao é um aduto formado pelo solvente utilizado no preparo
da amostra para analises de RMN. Além disso, os sinais deste aduto somente
aparecem nas duas formas isoméricas bem definidas nas analises de RMN de 'H e
3C a -60°C. No entanto, o espectro de RMN de 'H da JP3005 foi adquirido a
temperatura ambiente (298 K) e em metanol deuterado (CDs;OD), podendo ser
comparado com os espectros da citrinina preparada em metanol, ou seja, dissolvida
em metanol deuterado e adquiridos nas temperaturas de 298 K, 253 K e 223 K

mostrados no item 4.1.4, FIGURA 4.1.4.4-3, pag. 71.
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FIGURA 4.1.6.2-4: Espectro de RMN de 'H (298 K) (CD3;0D) das duas formas isomérica da
citrinina metoxilada (epimeros)
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FIGURA 4.1.6.2-5: Ampliacdo do Espectro de RMN de 'H (298 K) (CD;0D) das duas formas
isomérica da citrinina metoxilada (epimeros)
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FIGURA 4.1.6.2-6: Espectro de 'C (CDs;OD) das duas formas isomérica da citrinina
metoxilada (epimeros)

No espectro de gCOSY (FIGURA 4.1.6.2-7) aparecem somente as

correlagdes dos hidrogénios H-3, H-4, H-9, H-10 para as duas formas isoméricas.

Todos os sinais de hidrogénios, observados no espectro de RMN de
'H, foram correlacionados aos respectivos carbonos no espectro de correlagdo
bidimensional gHSQC (FIGURA 4.1.6.2-8), em que foi possivel atribuir os sinais
referentes aos carbonos metinicos e metilicos. J& os carbonos ndo ligados a
hidrogénios foram observados no espectro de correlagdo gHMBC com constante de
acoplamento de 8 Hz (FIGURA 4.1.6.2-9). O carbono referente a metoxila foi atribuido
através do gHMBC com uma constante de acoplamento de 4 Hz (FIGURA 4.1.6.2-
10).

Todos os dados obtidos nos experimentos de RMN estdo

apresentados na TABELA 4.1.6.2-2.
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FIGURA 4.1.6.2-7: Espectro de gCOSY (CD;0D) das duas formas isomérica da citrinina
metoxilada (epimeros)
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FIGURA 4.1.6.2-8: Espectro de gHSQC (CD3;OD) das duas formas isomérica da citrinina
metoxilada (epimeros)
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FIGURA 4.1.6.2-9: Espectro de gHMBC (8Hz) (CD3;OD) das duas formas isomérica da
citrinina metoxilada (epimeros)
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FIGURA 4.1.6.2-10: Espectro de gHMBC (4Hz) das duas formas isoméricas da citrinina
metoxilada (epimeros) e dissolvida em CD;0OD
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Através dos dados espectrais obtidos foi possivel confirmar que a
citrinina sofreu uma transformagao durante a cromatografia em coluna, visto que,
ela reage com metanol e composicdo de metanol/diclorometano. Esta
transformacao, foi uma reagcao de adigao nucleofilica do tipo 1,4 de Michael, porque
transformou um hidrogénio olefinico em alifatico. A produgéo da citrinina metoxilada
em duas formas isoméricas (epimeros), deve-se ao fato de que esta adigdo pode
ocorrer tanto em cis, como em frans em relagcdo a metila-10. A reagao esta

representada no item 4.1.4.4, FIGURA 4.1.4.4-2 pag.72.

A citrinina metoxilada ou epimeros, obtida através da cromatografia
em coluna, apresenta algumas propriedades fisica diferentes da citrinina tais como:

solubilidade, cor, cristalizagao (Tabela 4.1.6.2-3)
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

TABELA 4.1.6.2-2: Dados de RMN de 'H e de *C{'H}, gHSQC, gHMBC (4Hz) (CD;0D) das
duas formas isomérica da citrinina metoxilada (epimeros)

Posigido *c 'H gHsQC gHMBC 4Hz gCosY
1 97,0 CH 5,54 s 97,0- 54,5;71,2; 113,2; 144,8; 158,2 -
3 71,2CH 3,95(q;J=6,90Hz) 71,2 19,8; 97,0 2,66; 1,32
4 384CH 266(q;J=6,90Hz) 384 198;21,0;71,2;1122; 113,1;, 1,21

144.8
4a 144,8 _ _ - -
5 113,1 - - - -
6 161,6 - - - -
7 101,8 - - - -
8 158,2 - - - -
8a 112,2 - - - -
9 19,8CH; 1,21(d,J=6,90Hz) 19,8 38,2; 71,0, 144,8 2,66
10 21,0CH; 1,32(d,J=6,90Hz) 21,0 38,2; 71,0 3,95
11 9,8 CH;, 2,04 s 9,8 113,1; 144,8; 161,6
12 178 - - - -
1A 96,5 CH 542 s 96,5 54,5; 74,9;112,2; 1433
3A 749CH 4,07(q;J=6,90Hz) 74,9 21,0; 96,5; 143,2 1,34
4A 364CH 274(q;J=6,90Hz) 36,4 21,0; 110,3; 112,2; 143,2 1,16
4aA 143,2 - 143,2 - -
5A 113,1 - 113,1 - -
6A 161,2 - 161,2 - -
7A 101,4 - 101,4 - -
8A 158,8 - 158,8 - -
8aA 112,2 - 112,2 - -
9A 210CH; 1,16 (d, J=6,90Hz) 21,0 36,4; 74,9; 143,2 2,74
10A 223CH; 1,34 (d,J=6,90Hz) 22,3 36,2; 74,9 4,07
11A 11,8 CHs 2,04 s 1,8 113,1; 144,8; 161,6 -
12A 178 - - - )
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

Tabela 4.1.6.2-3: Prpropriedades fisicas da citrinina e da citrinina metoxilada (epimeros)

Substancia Solubilidade Cor Cristalizagao
Citrinina Soluvel - (CDCIy), diclorometano, amarelo forma de agulha
acetonitrila
Citrinina metoxilada Insoluvel -(CDCls), marrom nao cristaliza

, diclorometano, acetonitrila
ou epimeros

De acordo com a literatura, a citrinina sofre reagcao de adicdo do tipo
1,4 de Michael, quando dissolvida em CD3;0D e composi¢do de CD3;0OD/CDCI; em
analises de RMN, produzindo adutos nas duas formas isoméricas bem definidas,
quando analisadas por RMN a -60°C. Esta reagdo é reversivel (POUPKO et
al.,1997), portanto, ao se evaporar o solvente os adutos do solvente voltam para a

condicao da citrinina normal (FIGURA 4.1.4.6.2-11).

. CH, % CH
CH3H3C H CH3H3C H
Citrinina aduto

FIGURA 4.1.4.6.2-11: Reacao de adi¢ao do tipo 1,4 de Michael (reversivel)

Para confirmar que se a substancia JP3005 denominada citrinina
metoxilada (epimeros) ndo € um adufo do metanol nas analises de RMN, foram
feitos experimentos de massas com ela dissolvida em metanol e em acetonitrila.
Apesar da substancia, ser praticamente insoluvel em acetonitrila, o experimento foi
realizado, ja que para as analises de massas, a concentragdo pode ser em torno de
nanogramas. Este experimento confirmou que a substéncia ou as duas formas

isoméricas da citrinina metoxilada (epimeros) sao estaveis e ndo um aduto do
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

solvente.

O espectro de EM (FIGURA 4.1.6.2-12) em metanol, obtido por
ionizagao por Electrospray, no modo negativo mostra o ion m/z 281 [M-H]". Este ion
poderia ser um aduto do metanol, correspondente a massa da citrinina mais uma

molécula de alcool [M+32-H]".

O espectro de massas em acetonitrila (FIGURA 4.1.6.2-13), também
obtido por ionizacédo por Electrospray, no modo negativo mostra o ion m/z 281 [M-
H]. O ion molecular aparece no espectro numa intensidade muito baixa, devido a
pequena concentragcdo. O ion m/z 276 € um aduto da acetonitrila, que também

aparece no espectro da citrinina em acetonitrila no item 4.1.3, FIGURA 4.1.3-5

29.63

01/08/05

angvalente_citepi_metanol_neg 154 (1.996) Cm (124:177-(185:244+2:114)) Scan ES-
1004 281 3.17e7

[M-H]-

7981
9.

297

0 e m/z
50 60 70 80 ' 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

FIGURA 4.1.6.2-12: Espectro de massas da citrinina metoxilada ou epimeros dissolvida em
metanol
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FIGURA 4.1.6.2-13: Espectro de massas da citrinina metoxilada ou epimeros dissolvida em
acetonitrila

Portanto, através dos dados obtidos nos experimentos de RMN,
juntamente com os de espectrometria massas, conclui-se que as formas isoméricas
da citrinina metoxilada ou epimeros sido estaveis e nunca foram descritos na
literatura.

Os nomes dos epimeros foram atribuidos de acordo com substéncias
semelhantes da literatura e seguindo as regras de nomenclatura da IUPAC: acido
(8R-4S)-4,6-dihidro-1H(R)-metoxi-6,8-hidroxi-3,4,5-trimetil-6-oxo-3H-2-benzopirano-
7-carboxilico] e acido (3R-4S)-4,6-dihidro-1H(S)-metoxi-6,8-hidroxi-3,4,5-trimetil-6-

oxo0-3H-2-benzopirano-7-carboxilico.

4.1.8 - Teste de citotoxidade in vitro

O teste de citotoxidade in vitro foi realizado no Laboratério de

Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara.
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4.1 — Penicillium sp.Catl1.1

A citrinina apresentou fraca atividade citotoxica, enquanto que, a
citrinina metoxilada (epimeros) nao apresentou atividade citotéxica. Para um
composto ser considerado ativo, este deve apresentar ICs inferior a 4 ug/mL em
todas as linhagens testadas. A atividade citotoxica das amostras esta apresentada
na TABELA 4.1.6.2-4, com suas respectivas ICsy (concentragdo que causa 50% de
inibicdo) e intervalos de confianga. Portanto, nenhuma das duas substancias
testadas apresentou potencial antitumoral (MOSSMAN, 1983; SKEHAN, 1990;
BERRIDGE, 1996).

TABELA 4.1.6.2-4: Atividade citotoxica das substancias produzidas por fungo Penicillium sp.
Catl1.1. Os resultados estdo apresentados com ICs, (concentracdo que inibe 50%) e
intervalos de confianca

Amostra MDAMB 435 HL60 HCT-8 SF 295
ICs0 ICso ICso ICso
Citrinina 9,7 10,48 3,0 17,4
(8,0-11,8) (8,6-12,8) (1,2-7,7) (14,8-20,5)
Citrinina >25 >25 >25 >25
metoxilada

* concentragdo em pg/mL
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

4.2 — Penicillium sp. Casp5

O fungo denominado Casp5 foi isolado do café em coco apds assepsia
e identificado até género por microscopia eletronica de varredura (MEV) (FIGURA
4.2-1) como pertencente ao género Penicillium no Laboratério de Microbiologia

Ambiental da Embrapa — Meio Ambiente — Jaguariuna/SP.

— B 1 _]
x1200 20pm ———————— 4 .00kV 16mm %1000 20pm ———— 4 .00kV 1Emm
H2T ANGELA 5 60d EMBRAPASCHPHA H2T ANGELA 5 EMBRAPASCHPHA

v ———
T A - *3000 Lopm ——————————————— 4 ,00kV LT mm

s HET ANGELA 5 60d EMBRAPASCHPHA

.

FIGURA 4.2-1: Microscopia eletronica de varredura (MEV) do fungo Penicillium sp. Casp5
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

A imagem mostra a estrutura filamentosa do fungo que é caracterizado
por formar conidios, que apresentam uma estrutura ramificada semelhante a um
pincel (BRADBURY, 1986). Na microfotografia podemos observar que os esporos

apresentam uma superficie rugosa e hifas lisas e rugosas (FIGURA 4.2-2)

Conidio

Esporo

Fialide

Conidiéforo

FIGURA 4.2-2: Microfotografia do fungo Penicillium sp. Casp5

O fungo Penicillium sp. Casp5 foi cultivado em meio Czapek (SECAO 3,
item 3.1.3.2 pag. 20.), e apds 7 dias de fermentagdo, na extragcdo obtida em pH 3
com diclorometano obteve-se o acido micofendlico puro com alto grau de pureza no

processo de extracio.

O acido micofendlico € um imunossupressor produzido por varias
espécies do género Penicillium. Ele € o principio ativo do micofenolato mofetil

(MMF) comercializado pela ROCHE do Brasil com o nome de Cell Cept®.

Assim, o fungo Penicilllum sp. Casp 5 apresenta potencial

biotecnoldgico.
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4.2.1 - Quantificagao do acido micofendlico no extrato fungico por
RMN de 'H

Devido a importancia do acido micofendlico, ha uma necessidade

continua na busca de novas metodologias de produgao para esta substancia.

O fungo Penicillium sp. CaspS produz, além de produzir o acido
micofendlico, o que l|he confere potencial biotecnolégico, ainda apresenta

caracteristicas relevantes para a industria tais como:

. Libera o acido micofendlico para o meio de cultivo;

" Produz a substéncia em grande quantidade e com alto grau de
pureza;

" Na extracdo obtida em pH 3 € a unica substancia miscivel em

diclorometano presente no meio de cultivo, ou seja, o isolamento da

substancia ja ocorre na etapa de extragao.

Devido, a estas caracteristicas podemos enumerar algumas vantagens
no processo de produgao e isolamento do acido micofendlico utilizando o fungo

Penicillium sp. Casp5
. A producgao da citrinina se da em apenas em uma fermentagao

. O processo de isolamento da citrinina é muito simples e nao

requer nenhuma técnica cromatografica.

" A utilizacdo de um unico solvente organico (diclorometano) no

processo de extragao facilita a sua recuperacgao.

Devido, a importancia do acido micofendlico este trabalho teve como
objetivo principal quantifica-lo no extrato fungico. Para a sua quantificagcdo no
extrato foi necessario estabelecer alguns critérios na metodologia da extracao tais

como.
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4.2.1.1 - Fixar um volume de filtrado para realizacao da extracao

Na extracao foi utilizado 50 mL de filtrado, porque este volume contém
uma massa suficiente para as analises quantitativas por RMN. Para o acido
micofendlico também foram feitas varias extracdes, em ftriplicata, e em tempos
diferentes apdés a acidificacdo para pH 3 do meio de cultivo. Os resultados
mostraram que independente do tempo da acidificagdo obteve-se massas de
extratos (mg) proximas para todas as amostras obtidas de 50 mL de filtrado. Estes
resultados mostram a eficiéncia da metodologia de extragdo desenvolvida para o
acido micofendlico (TABELA 4.2.1.1-1). Portanto, a extragdo pode ser feita em
seguida a acidificagao do filtrado de acordo com os resultados obtidos, o que n&o

acontece no caso da extragao da citrinina como descrita no item 4.1.4.2 pag. 64.

TABELA 4.2.1.1-1: Massas de extratos obtidas em 50 mL de filtrado acidificado para pH 3

Extragdo Volume = 50 mL Extragcao apés Massa em mg/50 mL de filtrado (meio
acidificagao de cultura)
1A 1 h e 30 min. 13,57
1B 1 h e 30 min. 14,08
1C 1 h e 30 min. 12,94
2A 3hs 14,86
2B 3hs 15,38
2C 3hs 16,11
3A 6 hs 15,36
3B 6 hs 14,20
3C 6 hs 13,89
4A 9 hs 14,53
4B 9 hs 13,73
4C 9 hs 14,80
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4.2.1.2 - Determinacao do pH ideal para extracao

O espectro de RMN de 'H da extrato obtido em pH 7 (FIGURA 4.2.1.2-
1) apresentou sinais referentes ao acido micofendlico, substancia majoritaria e
outras substdncias em quantidades muito pequena., mas como em medidas
quantitativas por RMN, os espectros devem ser livres de qualquer ruido,
principalmente proximos aos sinais que vao ser utilizados na integragcéo, assim, o
extrato em pH 7 nao foi utilizado nas medidas. Ja o espectro de RMN de 'H obtido
da extragcdo em pH 3 (FIGURA 4.2.1.2-1), o qual foi utilizado para as medidas
quantitativas pois, este apresentou somente o0s sinais referentes ao acido

micofendlico, livre de qualquer ruido.

H-10’ H-11
Extragao pH 7,0 oy H-7
H-6 H-2; H-3
)JLL Ju LAUM

Extragédo pH 3,0 (Direto)

L ) L

FIGURA 4.2.1.2-1: Espectros de RMN de 'H do extrato obtido em pH 7,0 e em pH 3,0
(CDCly)
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4.2.1.3 - Metodologia de quantificagao por RMN de 'H

A quantificagdo do acido micofendlico no extrato fungico foi feita
através da area de integracéo dos sinais, utilizando-se a DMF como padréao interno.
As amostras foram preparadas utilizando a mesma metodologia descrita na SECAO 3
no item 3.5.2.3, pag.30.

Nas medidas quantitativas, foram integrados os seguintes sinais: para
o acido micofendlico o sinal integrado foi o H-6 (dubleto) em & 3,39 ppm e da DMF
(padréo) foi integrado o sinal da metila em & 2,98 ppm. Nas integrais foram
utilizados o dubleto do acido micofendlico e a metila da DMF, devido a sua
proximidade no espectro de RMN, além de ndo apresentam nenhum sinal entre eles
(FIGURA 4.2.1.3-1). A proximidade entre os sinais € muito importante, pois, estes
sinais estando préximos sofrem uma correcdo da linha de base muito semelhante.
Estes cuidados devem ser levados em consideracdo para ndo comprometer as
medidas quantitativas. Além desses fatores ou cuidados, um outro, importantissimo,
a ser considerado € a estimativa de tempo de relaxagdo dos nucleos, ou seja, a
relaxacao longitudinal (T4) para a substancia a ser quantificada, no caso, o acido
micofendlico. A estimativa de (T¢) para o acido micofendlico e DMF (padrao) foi feito

utilizando a metodologia descrita na SECAO 3, item 3.5.2.4.1, pag.31.

Hy (0]
)k CH,
H N
\
CH,
(0]
N 0]
Acido micofenolico N,N-Dimetilformamida (DMF)

FIGURA 4.2.1.3-1: Estruturas do acido micofendlico e da DMF com os sinais dos hidrogénios
utilizados nas integrais circulados

A quantificagdo do acido micofendlico foi iniciada com 2 dias de
fermentacao (FIGURA 4.2.1.3-1), porque com esse periodo de fermentacdo ja foi

possivel observar os sinais referentes a substancia que, estdo representados em
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

vermelho no espectro. Além dos sinais do acido micofendlico, também observou-se
outros sinais como: da N,N-dimetilformamidada (padrdo), os quais estédo
discriminados no espectro e sinais referentes a componentes do meio de cultura
qua, ainda, n&o haviam sido metabolizado pelo fungo. Ja no espectro de RMN de H
para 8 dias de fermentacdo, cujo espectro esta representado também na FIGURA
4.2.1.3-2, no qual foram observados somente sinais do acido micoféndlico

(vermelho) e da DMF (padrao), assim como do cloroférmio.

O espectro de RMN de 'H representado na FIGURA 4.2.1.3-3 mostra a
area da integral do sinal em & 3,39 ppm (H-6) do acido micofendlico (azul), que
apresenta-se como um dubleto com uma constante de acoplamento de 6,8 Hz e a
area da integral do sinal em & 2,98 ppm (singleto) para a metila da N,N-

dimetilformamida (vermelho).

ocH. CHy ‘ “ 2 dias fermentacéo

*HH
A HC Z OH o DMF
Cloroférmio )k o
H,
o H N
OH \
DMF CH,
o

[o]
Acido micofenélico Dimetilformamida (DMF)

e 1 . MUUML

8 dias fermentagao

Cloroférmio

FIGURA 4.2.1.3-2: Espectros RMN de "H dos extratos obtidos em pH 3 com 2 dias e 8 dias
de fermentagao para o acido micofendlico (CDCl5)
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by
HC NS OH
o
OH
0Ty Acido micofenslico
o
H)k o
\cua Dimetilformamida (DMF)
J J\- J L\.\J LL

T T T I T
3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 ppm

0.64456
1.00000

0.64456
1.00000

FIGURA 4.2.1.3-3: Area das integrais do acido micofendlico e da DMF no espectro de RMN
de "H do extrato em pH 3 por Penicillium sp. Casp5 (CDCl5)

4.2.1.4 - Calculo da concentracao do acido micofendlico no extrato
obtido em pH 3

Para o calculo das concentragbes do acido micofendlico no extrato
fungico (pH 3) em mg/mL foi utilizada a seguinte férmula:

[ac. micofendlico] = [ DMF] moymL Nomr X Aac. micofenslico XMMac. micofenslico(mg/mol)

Nac. micofenclico X ADMF

Onde:

[DMF] = Concentragdo da DMF mol/mL

Npwme = n° de hidrogénio da N,N-dimetilformamida utilizado na integral (vermelho)

Asc micofenclico = integral do H-6 em & 3,39 ppm do acido micofendlico no espectro de RMN de H
Nac. micofensiico = N° de hidrogénio do acido micofendlico utilizado na integral (azul)

Apmr = integral da metila em & 2,98 ppm da DMF no espectro de RMN de 'H, calibrado em 1.

MM = Massa molar do acido micofendlico (mg/mol)
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

A Figura 4.2.1.4-1 mostra a area das integrais da metila da DMF em
vermelho (calibrado em 1,0000) e do hidrogénio metilénico do acido micofendlico

(azul) que, foram utilizadas no exemplo do calculo da concentragao a seguir:

CH, Dimetilformamida (DMF)

1.00000

Figura 4.1.4.6-1: Espectro de RMN de 'H (CDCl;) da area das integrais do acido
micofendlico e da DMF (padréo)

Onde:

[DMF] = 0,04703 x 10°° mol/mL
Nomr =3

Aowr = 1

Asc. micofensiico = 0,64456

Néc. micofendlico = 2

MMz micofensiico = 320.340,00 mg/mol

0,04703 X1 0-3 X 3 X Aa’c micofendlico X 320.340,00

2x1
0,00004703 x 3. 0,64456 x 320.340,00
2

[ac. micofendlico] = 14,57 mg/mL

[ac. micofendlico] =

[4c. micofendlicol =
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

Como a massa molar do acido micofendlico e o numero de hidrogénios
da DMF e do acido micofendlico sao constantes, pode-se escrever a formula da

seguinte maneira:

[Ac. micofendlico] = 22,59839 X Ayc. micofenslico (Mg/mL)

As concentragbes de acido micofendlico encontradas no extrato
fungico obitido em pH 3 por RMN de "H com 2, 4, 8, 12' 16 e 20 dias de fermentac&o
e as massas de extratos em pH 3 obtidas da extracdo de 50 mL de filtrado estdo

representados na TABELA 4.2.1.4-1.

Através das concentragdes calculadas por RMN de H que, estao
apresentadas na TABELA 4.2.1.4-1, observa-se que a maxima producado de acido
micofendlico se deu com 12 dias de fermentagédo (amostras 4 A, 4B e 4C), e a partir
desse periodo de fermentacdo houve uma queda bastante acentuada na produgao
do metabdlito. Uma da hipotese para esta diminuicdo do metabdlito seria que o
fungo, a partir desse periodo passa a consumir o acido micofendlico como fonte de

carbono para sua sobrevivéncia.

Ainda com relacdo aos dados apresentados da TABELA 4.2.1.4-1, na
ultima coluna, observa-se que a razao entre a concentracdo de acido micofendlico
no extrato obtido em pH 3 por RMN de "H, utilizando a férmula apresentada no item
4.2.1.4, pag. 116 e a massa do mesmo extrato fungico obtido de 50 mL de filtrado
(pesada em balanga analitica), mostra que a concentragdo do acido micofendlico
presente no extrato fungico foi acima de 92 %, obtendo-se deste modo, a substancia
pura e com alto grau de pureza no processo de extracdo. Entretanto, quando
comparou-se as concentragdes obtidas para todas as amostras obtidas no periodo
de 20 dias de fermentagdo (em triplicata), estas apresentaram uma concentragéo
com variagao de 92 a 94 % de acido micofendlico no extrato, o que foi bastante
razoavel se levar em consideragdo que, as trés amostras (extrato fungico)
preparadas, ou seja, as triplicatas, foram preparadas com as massas obtidas de trés
volumes de 50 mL de filtrado (mesmo frasco de fermentagéo) para as analises de
quantificacdo. Portanto, para cada tempo de fermentagcdo foram feitas, trés

extracdes de 50 mL de filtrado cada, trés retiradas de massas de trés baldes do rota
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

evaporador e, ainda, a pesagem inicial dos trés frascos (vidrinhos) vazios e a final
com a amostra. Adicionalmente, devemos evidenciar que a concentracao
encontrada para 2 dias de fermentacédo nao foi considerada na avaliagao, devido a

presenca de componentes do meio de cultivo.

TABELA 4.2.1.4-1: Concentragdes do acido micofendlico no extrato em pH 3 do Penicillium
sp. Casp5 no periodo de 20 dias de fermentagao

Tempo Integral [ac.mico] Filtrado % ac. mico extrato
Amostra | ermentagao CH, RMNde'H  mg/50 mL CaspS
s (27°C) mg/mL (média das triplicatas)

1A 2 dias 0,01722 0,40 5,68

1B 2 dias 0,01726 0,40 5,72 7%

1C 2 dias 0,01728 0,40 5,71

2A 4 dias 0,35454 5,81 6,37

2B 4 dias 0,35398 5,81 6,29 92 %

2C 4 dias 0,35087 5,82 6,24

3A 8 dias 0,89767 14,51 15,69

3B 8 dias 0,89890 14,46 15,78 93 %

3C 8 dias 0,90022 14,56 15,59

4A 12 dias 1,19230 18,54 19,97

4B 12 dias 1,19100 18,57 19,95 92 %

4C 12, dias 1,19030 18,56 20,04

5A 16 dias 0,71394 11,13 12,15

5B 16 dias 0,70652 11,12 11,96 92 %

5C 16 dias 0,70704 11,19 11,99

6A 20 dias 0,38605 5,79 6,29

6B 20 dias 0,38176 5,63 6,02 94 %

6C 20 dias 0,38382 5,67 6,06

Através das médias das concentragdes do acido micofendlico obtidas

por RMN de 'H nos diferentes dias de fermentagdo representadas na TABELA
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

4.2.1.4-1, foi construida uma curva de producdo do acido micofendlico pelo fungo
Penicillium sp. Casp5 (FIGURA 4.2.1.4-1) em funcédo do tempo de fermentacgéo, na
qual observa-se uma certa proporcionalidade, tanto para o intervalo de 2 a 12 dias
de fermentacdo, quando ocorre o aumento de produgao do metabdlito, quanto para

a diminuicdo desse metabdlito a partir do 12° dia de fermentagéo.

Através das concentracdes obtidas por RMN de H para os diferentes
tempos de fermentagao, obteve-se a maior produ¢cao do metabdlito para 12 dias de
(18,56 mg/50mL). Conclui-se, portanto que, a produgédo do acido micofendlico pelo

Penicillium sp. Casp5 seria de 371,2 mg/L de meio de cultivo.

20 4

16

12

5,63

Concentragao em mg/mL

2 4 8 12 16 20

Fermentacao (dias)

Para avaliar a metodologia de quantificagao utilizada para determinar a
producdo do acido micofendlico no extrato fungico em fungdo do tempo de
fermentacao, ou seja, a curva de produgao do acido micofendlico utilizando o fungo
Penicillium sp. Casp5, foi construida uma curva de calibragdo. Para esta curva,
foram preparadas sete amostras do extrato fungico obtidas em pH 3 em
concentragbes conhecidas, a partir de uma solucdo mae com 7 dias de
fermentacdo. A solugcdo mae foi dissolvida em cloroformio deuterado (CDCIl3) com
uma concentragdo de 20 mg/mL e as outras seis amostras foram obtidas através de

diluicbes de acordo com a metodologia descrita na SECAO 3, item 3.6 , pag..33.

Todos os espectros de RMN de 'H foram adquiridos e processados
como descrito na SEGAO 3 item 3.6.3.1 pag.34 no mesmo dia, no mesmo
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

equipamento e pelo mesmo operador. Além dos parametros de processamento, a
area das integrais foram medidas com os espectros, calibrados em relagédo ao TMS
(zero), com a mesma corregado da linha de base e mesma ampliacdo. A area da
integral do sinal do acido micofendlico é calculada em relacdo a area da integral da
DMF, que é igual a 1,0000 (um). Este valor 1,0000 para a area do sinal da DMF é

calibrado pelo prépio equipamento.

Para a obtencdo da curva de calibracdo foi utilizada a média das
integrais (triplicatas) para 7 pontos (amostras), sendo que, o eixo vertical do grafico
representa a razao entre a area das integrais do acido micofendlico e a area das
integrais da DMF (padrao interno) que, no caso da RMN, este valor é sempre igual a
1,0000 (um) versus a concentragao do acido micofendlico no extrato fungico obtido
em pH 3 utilizando o fungo Penicillium sp. Casp5 no cultivo. A curva de calibragéo
apresentou uma boa proporcionalidade, com um coeficiente de correlagao igual a
0,99932 (FIGURA 4.2.2.1-1).

A curva de calibragdo, mostrou que o acido micofendlico pode ser
quantificado no extrato fungico em concentragdes de 2 a 20 mg/mL, em fungéo do

coeficiente de correlagao obtido ser > 0,99.

Adicionalmente, a concentracdo para os 7 pontos da curva de
calibracdo do acido micofendlico foi calculada através da formula descrita no item
4.2.1.4, pag 116.

A TABELA 4.2.1.4-1 mostra a concentragdo dos 7 pontos da curva de

calibracdo calculados pela féormula.
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FIGURA 4.2.2.1-1: Curva de calibracdo do acido micofendlicono do extrato fungico obtido em
pH 3 com padronizagao interna (DMF)

TABELA 4.2.1.4-2: Concentracbes do acido micofendlico no extrato Obitido em pH 3
utilizando o fungo Penicillium sp. Casp5 calculado através da férmula descrita no item
4.21.4, pag.116

[extrato P. sp. Integral [ac.mico] % ac. mico extrato P. Casp5
Pontoss Casp5] . (média triplicatas)
CH; (Férmula)
RMN de 'H mg/mL
Ponto 1 2 mg/mL 0,0852 1,93 96%
Ponto 2 5 mg/mL 0,2172 4,91 98 %
Ponto 3 8 mg/mL 0,3480 7,86 98 %
Ponto 4 11 mg/mL 0,4801 10,84 98%
Ponto 5 14 mg/mL 0,6064 13,70 98%
Ponto 6 17 mg/mL 0,7233 16,35 96%
Ponto 7 20 mg/mL 0,8448 19,10 96%
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4.2 — Penicillium sp. Casp5

Através dos resultados obtidos pela curva de calibragdo (linearidade) e
pela formula, podemos concluir que o método desenvolvido para a quantificacdo do
acido micofendlico no extrato fungico obtido em pH 3 por RMN de 'H foi capaz de
reproduzir resultados proporcionais as concentragdes do mesmo, conferindo,

portanto, confiabilidade ao método.

Deste modo, a RMN mostrou-se uma técnica analitica eficiente, para
quantificacdo do acido micofendlico no extrato fungico em pH 3, obtido de uma

fermentacgao utilizando o Penicilllium sp. Casp5.
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4.3 — Streptomyces violaceusniger violaceusniger

4.3 — Streptomyces violaceusniger violaceusniger

4.3.1 — Isolamento, identificacao da espécie

O actinobactéria Streptomyces violaceusniger violaceusniger foi isolada como
endofitica das folhas de plantas de milho (Zea mays L.) (FIGURA 4.3.1-1), pelo Ms.
Francisco Gheler Costa, 2005. Ele foi identificado pela analise do perfil de acidos
graxos da membrana celular (FAME) no Laboratério de Microbiologia Ambiental da
Embrapa Meio Ambiente (FIGURA 4.3.1-2).

S . d i TS T 2B .-.. i .
*x10000 T kU x20000 R e T AT T T S5kV 13mm
HET 14F1D-/2 6 dias EMBRAPA/CNPHA H2T 14F1Ds2 60 EMBRAPA/CHPHA

FIGURA 4.3.1-2: Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do S. violaceusniger
violaceusniger
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4.3 — Streptomyces violaceusniger violaceusniger

Os resultados obtidos na identificagdo das actinobactérias pelo perfil de

acidos graxos da membrana celular (FAME) estao representados na Tabela 4.3.1-1.

TABELA 4.3.1-1 - |dentificagdo das actinobactérias endofiticos de milho quanto ao perfil de
acidos graxos da membrana celular

Matriz de isolamento

Codigo Identificagdo indice de similaridade*
Streptomyces violaceusniger )
9R11 ) ) 41,0% Raiz
violaceusniger
Streptomyces violaceusniger
14F1D/1 ) ) 50,2% Folha
violaceusniger
Streptomyces violaceusniger
14F1D/2 ) ] 68,3% Folha
violaceusniger

* O indice de similaridade é o parametro de semelhanga entre a amostra e a biblioteca ACTINO quanto a comparagao do perfil
de acidos graxos. Foi aceito como um resultado aceitavel similaridade acima de 30% (MISKO AND GERMIDA, 2002).

Segundo COSTA (2005), a espécie ja foi isolada de raizes
Paraserianthes falcataria, uma angiosperma tropical (SEMBIRING et al., 2000), e
seus metabdlitos sao eficientes no controle de Fusarium oxysporum f.sp. cubense
em bananeiras (GETHA & VIKINESWARY, 2002), Rhizoctonia wirestem em couve-
flor (HANCOCK, 1998), Rhizoctonia solani e Sclerotinia homeocarpa em grama
(TREJO et al., 1998a), Pythium spp., Phytophthora spp., ja foi descrito como
produtor de quitinases, celulases, xilanases e peroxidases (TREJO et al., 1998b).
Rhizoctonia wirestem também foi controlada por Streptomyces halstedii scabies em
couve-flor (HANCOCK, 1998).

4.3.2 — Avaliacao da interagao entre o Streptomyces violaceusniger
violaceusniger e fungos patégenos (P. aphanidermatum, R. solani,

S. sclerotiorum, P. parasitica e F. Moniliforme)

Varios fatores bioquimicos, bioldgicos e ecolégicos podem estar
envolvidos na interacdo de microrganismos endofiticos e patégenos de culturas de

importancia agricola.
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4.3 — Streptomyces violaceusniger violaceusniger

Costa, 2005 observou nos ensaios realizados in vitro, que 55%,
62,5%, 47,5%, 90% e 77,5% das actinobactérias isoladas foram capazes de inibir o
crescimento de P. aphanidermatum, R. solani, S. sclerotiorum, P. parasitica e F.
Moniliforme. Esta inibicdo foi caracterizada pela reducdo do crescimento do
patogeno (FIGURA 4.3.2-1). Estes resultados mostram que as actinobactérias
avaliadas produziram algum tipo de substancia antagonista ao patégeno reduzindo

0 seu crescimento.

FIGURA 4.3.2-1: Inibicdo do desenvolvimento do fitopatdgeno: A) isolado endofitico 14f1d/2
inibindo F. moniliforme; B) placa controle, somente o fungo.

A TABELA 4.3.2-1 mostra o antagonismo do Streptomyces
violaceusniger violaceusniger frente aos patdgenos adquiridos na colegao de
culturas do Laboratorio de Microbiologia Ambiental da EMBRAPA Meio Ambiente —
Jaguariuna-SP.

TABELA 4.3.2-1: Interagdo in vitro de S. violaceusniger violaceusniger de milho com P.
aphanidermatum, R. solani, S. sclerotiorum, P. parasitica e F. Moniliforme (COSTA, 2005)

Actinobactérias Pythium Rhizoctonia  Sclerotinia  Phytophthora  Fusarium
Endofiticos  aphanidermatum solani sclerotiorum parasitica moniliforme
14F1D/2 + + + + +

+ inibigdo do fungo; - ndo observada inibigdo
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4.3.3 — Atividade bioldgica do extrato 14f1d/2

A maioria das actinobactérias, embora elas apresentem enzimas que
estdo envolvidas com a supressao de fitopatdégenos, também produzem metabdlitos

secundarios capazes de inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos.

O extrato do isolado 14f1d/2 foi capaz de inibir o crescimento de
Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora
parasitica e Fusarium moniliforme, diferenciando do tratamento controle em que
havia somente o solvente (COSTA, 2005) (FIGURA 4.3.3-1).

Costa, 2005 ainda cita que metabdlitos secundarios produzidos por
actinobactérias, principalmente os do género Streptomyces, sdo capazes de inibir o
desenvolvimento de fungos e bactérias fitopatogénicos (KOLOMLETS, 1999; BERG
et al., 2001) e também controlar plantas daninhas, atuando como bioerbicidas (LEE
et al., 2003).

FIGURA 4.3.3-1: Eficiéncia do extrato S. violaceusniger violaceusniger. Placa de Petri a
esquerda evidenciando a inibicdo do fungo P. aphanidermatum pelo metabdlito extraido e,
placa da direita, controle (somente o solvente) (COSTA, 2005)
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4.3.4 — Extrato 14f1d/2

Devido aos resultados obtidos nos experimentos com a interagcéo
antagébnica da actinobactéria frente a fitopatégenos e o teste de atividade bioloégica
do extrato do Streptomyces violaceusniger violaceusniger feitos por COSTA, 2005, o
extrato 14f1d/2 foi levado para o Laboratério de RMN da UFSCar e foi submetido a
uma cromatografia por coluna Sephadex LH-20 (SEGA0 3, item 3.11.4 pag.50). A
coluna, além de apresentar uma separagao em cores (justifica 0 nome da técnica de
cromatografia), também apresentou uma boa separagdo de compostos como, por
exemplo, nas fracdes de 1 a 5 foi isolado um ftriglicerideo e na faixa de coloracao
roxo, fragdo 42 (reunido de 42, 43, 44 e 45) foi isolada uma substancia da classe

das prodigininas (5 mg). A fotografia da coluna esta representada na FIGURA 4.3.4-1.

FIGURA 4.3.4-1: Coluna Sephadex-LH 20 do extrato 14f1d/2 (dicloro/metanol,1:1)

4.3.4.1 - Identificagao da substancia 14f1d/2-42

O espectro de RMN de 'H apresentou trés singletos largos de
hidrogénios acidos em & 12,70 ppm (1H; s/) N-H' do anel B, & 12,57 ppm (1 H; s/) N-
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4.3 — Streptomyces violaceusniger violaceusniger

H" do anel A, e & 12,51 ppm (1H; s/) N-H" do anel C (FIGURA 4.3.4.1-1). Nas
regides de aromaticos e olefinicos, ele apresentou seis sinais diferentes para cada
CH, sendo um singleto em & 6,99 ppm (1H), referente ao hidrogénio sp? (H-6’), dois
dubletos (d) em & 6,03 ppm (1H; 3J = 1,90 Hz) e & 6,19 ppm (1H; 3J = 1,90 Hz),
referentes aos hidrogénios H-3'e H-2”, os outros trés como duplo-duplo -dubleto em
6 7,16 ppm (H-5; ddd; J = 1,30; 2,70 e 3,90 Hz), & 6,85 ppm (H-4; ddd; (J = 1,40;
2,50 e 3,80 Hz) e & 6,28 ppm (H-3; ddd; (J = 2,30; 2,40 e 3.90 Hz). Todos os sinais
apresentaram suas constantes de acoplamento menores que quatro Hertz (< 4Hz),
caracteristicos para heterociclicos de cinco membros (Pirréis). Na regido alifatica
exibiu dois multipletos (m) em & 3,08 a 6 3,20 ppm e & 2,63 a d 2,75 ppm, referentes
aos hidrogénios H-7"a H-7"b (CH,), um multipleto (m) em & 2,40 a & 2,50 ppm
referente ao H-5" (CH) do anel C, varios multipletos (m), referentes aos 18
hidrogénios metilénicos (9 CH;) entre & 1,80 e 6 0,10 ppm, e dois tripletos referentes
as metilas terminais observadas em & 0,82 e & 0.81 ppm para as duas cadeias
laterais, uma de CgHyo € a outra de C3Hg. Os sinais de baixa intensidade podem ser

vistos no espectro com algumas regides ampliadas na FIGURA 4.3.4.1-2.

|
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H-18"; H1\
NA
" N
4 H2%H
H-1’; H-1; H ‘
H-7"a; 7”’b
H-5 ) ¥ l w
i N | Y e
I I 1 T T I T T I Ll T ] I I T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 Dpm
PANDANN
Sla olB/%|[S(=D S| |8 B8R 5[SzIa] 18
(=l |h|h||o|n|S (o n| || | | il
il Slolollalola ol okl el bal -

FIGURA 4.3.4.1-1: Espectro de RMN de 'H da prodiginina com as integrais dos sinais
(CDCly)
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FIGURA 4.3.4.1-2: Espectro de RMN de 'H da prodiginina com regiées ampliadas (CDCls)

O espectro de "*C {'H} (FIGURA 4.3.4.1-3) apresentou 27 carbonos,
sendo 3 sp>, referentes as duas metilas e um da metoxila, 6 carbonos sp? referentes
5 carbonos aromaticos, 1 olefinico e 1 CH do anel imina (anel C). Os 7 carbonos

quaternarios (sp) também foram observados no espectro.

1 ! 18
NH (CH2)2CH3

C-3

c-7 C-5”

C-17; C-3"; C-2

c-4

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 2 10 pom

FIGURA 4.3.4.1-3: Espectro de "*C {"H} (100 MHz) da prodiginina dissolvda em CDCl;
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O valores dos deslocamentos dos carbonos ligados diretamente a
hidrogénios, foram atribuidos de acordo com o experimento de gHSQC (FIGURA
4.3.4.2-4), sendo eles & 125,8 ppm (C-5), 6 115,3 ppm (C-4) e & 110,6 ppm (C-3) do
anel pirrélico A, 6 91,7 ppm (C-3°), em & 57,7 ppm (metoxila) do anel pirrdlico B, em
0 112,3 ppm (C-6") (olefinico) e, em & 111,4 ppm (C-2”) e o C-5" em 38,6 do anel
imina C. A obtencao do H-4” referente ao CH do anel C, s6 foi possivel através do
experimento de DEPT-135 (FIGURA 4.3.4.1-5). Este CH é o que esta diferenciando a
estrutura da prodiginina-14f1d/2-42 das estruturas das prodigininas encontradas na

literatura.

Os carbonos das cadeias laterais CgHyp € C3Hg também foram obtidos
através do gHSQC, mas as posigdes dos carbonos ao longo da cadeia seréo
discutidos através dos experimentos gHMBC, gCOSY e gNOE-1D, devido aos seus

deslocamentos quimicos serem muito proximos.
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FIGURA 4.3.4.1-4: Espectro de gHSQC da prodiginina dissolvida em CDClI3
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c_5”

FIGURA 4.3.4.1-5: Espectro de DEPT-135 da prodiginina dissolvida em CDCl;

No experimento de gHMBC o H-1' (FIGURA 4.3.4.1-6), o hidrogénio
ligado ao nitrogénio do anel B apresentou correlagdo com o carbono em & 164,7
ppm (C-4’, anel B) e a metoxila em & 3,96 ppm com o carbono em & 164,7 ppm (C-
4’ anel B). As principais correlagdes estao representadas na FIGURA 4.3.4.1-7.
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FIGURA 4.3.4.1-6: Espectro de gHMBC da prodiginina dissolvida em CDCl3

FIGURA 4.3.4.1-7: Principais correlagdes do gHMBC da prodiginina

Através do espectro de gCOSY (FIGURA 4.3.4.1-8 e 4.3.4.1-9) pode-se
observar as principais correlacdes homonucleares 'Hx'H. No espectro foram
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observadas as seguintes correlagdes para o anel A: para o H-5 (8 7,16 ppm) com os
hidrogénios H-1 (N-H) em & 12,57 ppm, com o H-3 (5 6,86 ppm); para o H-1 em &
12,57 ppm observou-se correlagdes com H-5 (6 7,16 ppm) e com H-3 (& 6,86 ppm);
para o H-4 (& 6,28 ppm) foi observado correlagbes tanto com o H-5 (& 7,16 ppm)
quanto para o H-3 (6 6,86 ppm) e, ainda, com o hidrogénio ligado ao nitrogénio (H-1,
0 12,57 ppm); ja para o H-3 (& 6,86 ppm) observou-se também correlagées com o
H-4 em 6,28 ppm e com o H-1 em & 12,57 ppm. Para o anel B observou-se somente
uma correlagdo entre os hidrogénios H-3’ (6 6,03 ppm) com o H-1" (NH-1’, & 12,70
ppm). No anel C foram observados as correlagdes entre H-6" (6,19 ppm) com o H-1"
(NH-17, 6 12,51 ppm), o H5” (& 2,48 ppm) com os H-16"ae b (& 1,65 e & 1,35 ppm) e
comoH-17"aeb (61,63 e d 1,55 ppm).

Adicionalmente, nas cadeias laterais foi possivel atribuir algumas
correlagdes, apesar da maioria delas estarem sobrepostas. Os H-16"aeb (6 1,65 e
6 1,35 ppm) correlacionam-se com o H-5" em & 2,48 ppm; o H-17aeb (6 1,63 e &
1,55 ppm) correlacionam-se com a metila H-18” ( 0,82 ppm). As correlagbes estao

apresentadas na FIGURA 4.3.4.1-10

H-1; H-1; H6”
I

£11
“12

17 T 1
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FIGURA 4.3.4.1-8: Espectro de gCOSY da prodiginina dissolvida em CDCl;
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FIGURA 4.3.4.1-9: Ampliagbes do espectro de gCOSY da prodiginina dissolvida em CDCl;
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FIGURA 4.3.4.1-10: Principais correlagcées do gCOSY da prodiginina

As posi¢des das cadeias laterais no anel C, bem como a posi¢cao do
carbono ligado ao nitrogénio no mesmo anel foram confirmadas pelo experimento
de 'Hx"N gHMBC (Jan) (FIGURA 4.3.4.1-11). O espectro apresentou trés
correlagdes entre os hidrogénios H-3’ (anel B, & 6,03 ppm) com o nitrogénio em &
157,6 ppm (anel C), H-6’ (olefinico em & 6,99 ppm) com o nitrogénio do anel B em &
157,6 ppm e com o nitrogénio do anel C em & 133,6 ppm e finalmente o H-2” (anel
C, 8 6,19 ppm) correlacionou-se com o nitrogénio em & 133,6 ppm, também no anel
C. Entretanto, este espectro ndo apresentou nenhuma correlacdo de hidrogénios

com o nitrogénio do anel A como esperado.
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FIGURA 4.3.4.1-11: Espectro de "Hx"°N gHMBC (*Jxn) da prodiginina dissolvida em
CDCl;

Adicionalmente, as posi¢gdes das cadeias laterais (CsHg e Cg Hyg), do
carbono ligado a nitrogénio (C-3”) e do H-6" do anel C foram confirmadas através do
experimento de gNOESY-1D.

No experimento de gNOESY-1D, cujo espectro esta representado na
FIGURA 4.3.4.1-12 a irradiagao foi feita selecionando-se a frequéncia em & 2,48 ppm,
referente ao hidrogénio H-5" (anel C), observando-se NOE com o hidrogénio
olefinico H-6’ (6 6,99 ppm) e com a metila em & 0,82 ppm (H-18"), definindo, deste
modo, a posicdo da cadeia lateral C3;Hs. Quando, irradiou-se a metoxila com
frequéncia em & 3,96 ppm, referente ao H-7' (anel B), foi observado NOE com o
hidrogénio metilénico em & 1,72 ppm referente ao H-8”" da cadeia lateral CgH1s. Ja 0
hidrogénio em & 6,99 ppm (H-6') quando irradiado apresentou NOE com o H-5" (&
2,48 ppm, anel C), confirmando o NOE, quando este foi irradiado. Quando, o sinal

em O 7,16 ppm, referente ao H-5 (anel A) foi irradiado, observou-se NOE em H-4 (&
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6,28 ppm, anel A) e também com o H-1 (N-H, & 15,57 ppm, anel A). Esta correlagéo
do H-5 do anel A com o hidrogénio ligado ao nitrogénio, confirma a correlagcéo
observada no experimento de gCOSY.

Através dos resultados obtidos nos experimentos pdde-se concluir
que, a posicao das cadeias laterais, bem como, a posicdo do carbono 3” no anel C,
s6 foram possiveis através do efeito nuclear Overhauser, sem o qual, seria muito
dificil a determinacdo do anel C, visto que, este apresenta um modificacdo em

relagdo aos encontrados na literatura.
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FIGURA 4.3.4.1-12: Espectro de gNOESY-1D da prodiginina dissolvida em CDCl3

As correlagdes observadas no experimento de gNOESY-1D estéo

representadas na FIGURA 4.3.4.1-13 e a estrutura em representagcdo 3D na FIGURA
4.3.4.1-14.
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FIGURA 4.3.4.1-13: Correlacdes do gNOESY-1D

Figura 4.3.4.1-14: Estrutura da prodiginina em representagao 3D (ACD/3D Viewer)
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A estrutura da prodiginina foi confirmada por experimentos de
espectrofotometria massas, utilizando um probe de eletrospray, no modo positivo de
ionizagao (FIGURA 4.3.4.1-15), que apresentou o pico do ion molecular ion m/z
4223049 [M+H]", indicando a formula molecular Co7H39N3O. Essa relacdo

massal/carga par (m/z 422,3049) confirma a presenga de nitrogénio na molécula.

No experimento de MS/MS foi observado dois ions m/z 407,2987
[M+H-15]" em 100% (pico base), correspondente a perda de uma metila e o ion m/z
392,2501 [M+1-30]", referente a perda uma molécula de etano (FIGURA 4.3.4.1-16).

392.2872

[M+H]"

422.3049

(CH;),CH;

(CH,)sCH;
OCH;

Ca7H3gN30
421.309313

636.5075

423[3034

452.3099
‘ } ‘ ‘ 783.5628
0,00 Lo L L H il “ i ) A o \.Ul . JL —h

T T 1 r T
100 200 300 400 500 600 700 800 m/z

214f1d42.d: +MS, 100%=127207

FIGURA 4.3.4.1-15: Espectro de Massas (Full scan) via Elestrospay modo positivo (ESI")
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FIGURA 4.3.4.1-16: Espectro de MS/MS para m/z 422,2987 via ESI, modo positivo

Através das correlacbes obtidas nos experimentos do gCOSY e
gNOESY-1D foi possivel atribuir o H-1 (H-N) do anel A, porque no experimento de
'H->N gHMBC (comentado anteriormente), ndo apresentou nenhum hidrogénio
correlacionando com o nitrogénio do anel A. Como a estrutura proposta para a nova
prodiginina apresenta o anel A, sem nenhuma modificagcdo, em comparagéo com os
dados encontrados na literatura (SONG et al, 2006) para os hidrogénios aromaticos
e para o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel A (FIGURA 4.3.4.1-17) foi possivel

confirmar a estrutura para a substancia 14f1d/242 (FIGURA 4.3.4.1-18).

A substancia isolada pertence a uma classe especial de alcaldides
conhecidos como prodigininas. As prodigininas pertencem a uma grande familia de
antibioticos oligopirrol pigmentado com alto potencial medicinal como
imunossupressores e agentes antitumumorais, que sédo produzidos por varios

actinobactérias e outras eubactérias (CERDENO et al., 2001).
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FIGURA 4.3.4.1-17: Estrutura da Prodigiosina (SONG et al, 2006)

' 1 8"
(CH2),CH3

1 5"
(CH2)sCH3

FIGURA 4.3.4.1-18: Estrutura da nova prodiginina

Os deslocamentos quimicos da prodigiosina (prodiginina) da literatura
e os deslocamentos quimicos da substancia 14f1d/242 estdo apresentados na
TABELA 4.3.4.1-1 e TABELA 4.3.4.1-2 respectivamente.
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TABELA 4.3.4.1-1: Deslocamentos quimicos em ppm de RMN de 'H, "*C (SONG et al, 2006)
para a prodigiosina

Posigao O RMN "*C/DEPT-135 (ppm) O RMN 'H (ppm)
1 - 12,57 (sl)
2 127,21(CH) 7,26 (m)
3 111,97 (CH) 6,39 (m)
4 117,26 (CH) 6,95 (m)
5 122,52 (C) -

T - 12,70 (s)
2 147,98 (C) -

3 93,7 (CH) 6,11 (d)

4 166,02 (C) -

5 120,97 (C) -

6 116,29 (CH) 6,99 (m)
7 58,95 (OCH3) 4,04 (s)

2 125,42 (C) -

3 128,67CH 6,71 (d)
4 128,77 (C) -

5 120,97(C) -

6 12,69 CH, 2,58 (s)

7 25,58 (CH,) 2,44 (t)

8 30,05 (CHy) 1,59 (m)
9 31,68 (CH) 1,31 (m)
10" 22,24 CH, 1,34 (m)
117 14,24 CH, 0,93 (t)
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TABELA 4.3.4.1-2: Deslocamentos quimicos em ppm de RMN de 'H, "C, DEPT-135,
gHSQC, gHMBC, gCOSY e "H-"*N gHMBC

Atomo S RMN ORMN'H 9gHSQC gHMBC gcosy '"H®N gHMBC gNOE-1D
*C/DEPT- (ppm)
135(ppm)
1 - 12,57 (sl) - - 6,28; 6,86; 7,16 - -
2 121,3 (C) - - - - - -
3 115,3 (CH) 6,86 (m) 115,3 121,3; 6,28 12,57 - -
4 110,6 (CH) 6,28 (m) 110,6 125,8; 6,86; 7,16; - -
12,57;
5 125,8 (CH) 7,16 (m) 1258 115,3; 121,3; 6,28;12,57 - 12,57;
6,28
1 - 12,70 (sf) - 164,7 6,03 - -
2 146,4 (C) - - - - - -
3 91,7 (CH) 6,03 (d; J = 91,7 119,5; 146,4 12,70 133,6 -
1,8 Hz)
& 164,7 (C) - - - - - -
5’ 119,5 (C) - - - - - -
6’ 112,3 (CH) 6,99 (m) 112,3 149,3; 164,7 - 133,6; 157,6 2,48
7 57,7 (OCHy) 3,96 (s) 57,7 164,7 - - 1,72
1" 153,2 (C) - - - - - -
2” 111,4 (CH) 6,19 (d; J = 11,4 124,9; 149,3; 12,51 157,6 -
1,8 Hz) 153,2
3 149,3 (C) - - - - - -
4" 124,9 (C) - - - - - -
5” 38,6 (CH) 2,48 (m) 38,6 - 1,35; 1,55 - 6,99;
0,82
6” N-H - 12,51(sl) - - -6,19 - -
7"a 3,16 (m) 25,7; 26,3; 2,69; 1,72 - -
7b 27,9 (CH,) 2,69 (m) 27,9 11411532 3,16; 1,72 - -
25,7; 26,3;
153,2 - -
8” 25,7 (CHy) 1,72 (m) 257 24,5; 27,9, 2,69; 3,16 - -
153,4
9” 26,3 (CHy) 1,16 26,3 21,7; 23,5; 1,193 - -
10”a 24,5 (CH,) 0,82 24,5 28,7; 21,7 - - -
10”b 0,19
117a 21,7 (CHy) 1,27 21,7 26,3 0,82 - -
117b 0,815
12”a 23,5 (CHy) 1,14 (m) 23,5 - 0,82 - -
12”b 0,98(m)
13” 28,7 (CH,) 1,19 (m) 28,7 21,7; 23,5; - - -
24.,5;
14 25,5 (CHy) 0,98 (m) 25,5 - - - -
15” 13,1 (CH3) 0,82 (1) 13,1 21,7 0,193 - -
16”a 33,4 (CH,) 1,65(m) 334 11,6; 38,6; - - -
16”b 1,35 (m) 149,3;
17"a 1,63 (m) 28,9 11,6; 38,6, 0,81 - -
177b 28,9 (CH,) 1,55(m) - 149,3; 33,4 0,81
18” 11,6(CHs) 0,81 (1) 11,6 28,9; 38,9 - - -
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A substancia 14f1d/242 apresenta dois anéis pirrolicos A e B como
descrito na literatura, porém no anel C, ela apresenta uma modificacdo em

comparacgao as substancias desta classe de antibiéticos (FIGURA 4.3.4.1-19).

Portanto, através dos dados obtidos nos experimentos de RMN,
juntamente com os dados da literatura, conclui-se que a substancia € inédita e o seu
nome foi atribuido de acordo com dados da literatura para o anel Ae B e o anel C
seguindo regras da IUPAC [2,2’-Bi-1,1’H-pirrol-4-metoxi-5[(6"H-3"-imina-1"-nonil-5"-propil-
4”H-pirrol-) metil].

CasH33N;0 CasH33N30 CocHaaN<O
25H33N3
Butil-meta-cicloheptilprodiginina etil-meta-ciclooctilprodiginina an
(U] ()}
‘ NH OCH;
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FIGURA 4.3.4.1-19: Estruturas de algumas prodigininas produzidas por actinobactérias
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5 — Conclusoes e Perspectivas

As espécies dos fungos Catl1.1 e Casp5 do género Penicillium,
apresentam potencial biotecnologico, porque produzem a citrinina e o acido
micofendlico. Além disso, apresentam caracteristicas importantes de interesse das
industria tais como: produzem as substancias em grande quantidade, liberam as
substancias para o meio liquido, tornando, deste modo, o processo de extragao
muito simples e rapido, sendo necessario apenas uma otimizacdo do pH para sua

realizacao.

Os resultados obtidos no decorrer deste trabalho nos permite concluir
que, a Ressonancia Magnética Nuclear apresenta um grande potencial para
quantificacdo de substancias produzidas por microrganismos, bem como, na

otimizagao das condicdes fisicas e quimicas do meio de cultura e da extracao.

A técnica de RMN, além de mostrar-se eficiente para a quantificacao
da citrinina e do acido micofendlico, apresenta algumas vantagens sobre as outras
técnicas utilizadas como, o tempo de aquisicdo dos experimentos € muito rapido em
relacdo as demais, a quantificacdo da substancia foi feita sem nenhuma
manipulacao ou purificagdo da amostra, apenas uma otimizagcado no pH do meio de
cultivo para as extragdes. Esta técnica permitiu ainda, o acompanhamento de todo o
processo de producao desses metabdlitos, como a composi¢cao do meio de cultura,
o consumo da glicose e do extrato de levedura pelo fungo durante o periodo de
fermentacao, o inicio e a maxima producado do metabdlito secundario e 0 momento
em que o fungo passa a metabolizar a substancia produzida como fonte de carbono.
Adicionalmente, os experimentos com a citrinina dissolvida em diferentes solventes
e os espectros adquiridos em diversas temperaturas, além de mostrar a influéncia
desta, nas ligacdes de hidrogénios e no equilibrio dindmico das formas o-quinina e
p-quinona, fornecendo subsidios para credibilidade do método de quantificacdo da

mesma.

Quanto aos experimentos de RMN realizados com o objetivo de avaliar
a influéncia do tempo de esterilizagcdo do meio de cultivo e o modelo de autoclave,
foi observado importante contribuicdo para a otimizacdo de produgdo de

metabdlitos.
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Os resultados obtidos dos experimentos de RMN de 'H do cultivo do
fungo Penicillium sp. Catl1.1 utilizando aguas minerais, mostram a possibilidade de
utilizagdo de algumas destas aguas para produgao da citrinina, ao invés da agua
destilada com adicdo de minerais, o que levaria a uma redugdo no custo de

producgao e tempo de preparo do meio.

Através dos experimentos de RMN foi possivel atribuir todos os
deslocamentos dos carbonos e dos hidrogénios das duas formas isoméricas da
citrinina metoxilada. Os resultados obtidos dos experimentos de RMN, aliada a
técnica de EM e do teste citotoxico in vitro, confirmou que os isbmeros da citrinina
metoxilada séo estaveis e, provavelmente foram produzidos na cromatografia de
coluna e ndo em solugado (metanol) durante as analises de RMN, como descrito na

literatura.

Os experimentos de RMN foram suficientes para elucidagdo da
estrutura da nova prodiginina com modificagdo no anel C. Entretanto, os
experimentos do gNOESY-1D foram fundamentais na determinagdo das posi¢des

das cadeias laterais e do carbono ligado ao nitrogénio no anel C.

De maneira geral, apdés a obtengao dos resultados, podemos concluir
que a RMN é uma técnica que podera ser utilizada na quantificacdo da citrinina e do
acido micofendlico visando uma otimizacdo da producdo em escala industrial, bem
como na obtencdo de um mutante dos fungos Penicillium sp. Catl1.1 e Penicillium

Caspb, devido a importancia destas substancias para a industria farmacéutica.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia
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