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Resumo: A cultura de células em suspensdo de laranjera-@itrus sinensis) ja
demonstrou a capacidade de producéo de limondgitesem concentracdes ainda inferiores
ao desejado, deste modo o presente trabalho vék&iino aumento na producdo dos
mesmos, por intermédio da adicdo de elicitores r@ionde cultura, tais como o0s
polissacarideos d@ereus peruvianus, polissacarideos daevia rebaudiana, polissacarideos

deKlebsiella oxytoca, pectina e extrato de levedura.

Palavras-chavesCitrus sinensis, células em suspensao, elicitores, limondides.

1. INTRODUCAO

O aumento da producdo de compostos quimicos deessgs com menores

investimentos de tempo e capital aplicados, é adgrabjetivo da biotecnologia. Quando

comparado as moléculas principais encontradas laasap, 0s compostos secundarios sao

geralmente produzidos em baixa concentracdo. Ror diferentes estratégias, incluindo



sistemas de culturian-vitro, tem sido estudadas extensivamente para aumemmiadacao
dos compostos secundarios pelas plantas (KUTNEY6;1BOUGARD et al, 2001 e SATO

et al, 2001). As culturas de célulasvitro sdo uma das alternativas, porque os metabdlicos
secundarios de interesse sdo obtidos sob um amlgientrolado, ndo obstante das mudancas
das condi¢cbes climaticas e do solo (COLLIN, 20049. plantas cultivadas ou em seus
habitats naturais geralmente apresentam conceafragiadas dos compostos em questao,
que podem depender da época especifica da cottejpbanta (SALMORE and HUNTER,
2001; PURICELLI et al, 2002 e RALPHS and GARDNER)02). Além disso, sua
exploracdo pode causar a erosao genética gradual.

Derivados triterpénicos sao produzidos em alta eatnacdo e curtos periodos de
tempo, em cultura de células em suspensao pelaangasl nas condi¢ées nutricionais e
elicitoras (KAMISACO et al. 1984, KUTNEY et al. 199 A adicdo de elicitores pode ter
sucesso devido a funcdo dos triterpenos como dgtéeszica contra patdgenos e herbivoros.
Extrato de levedura e oligogalacturonideo tem iituza producdo de metabdlitos
secundérios (FLORES-SANCHEZ et al. 2002, YOON e2@00).

Os “Citros” sdo cultivados no mundo todo. Existeasibamente quatro espécies
comerciais especiais de Citros, dentre elas destogitrus sinensis (laranjas doces). Uma
grande variedade de metabdlitos secundarios s@mteados em espécies do gén€rtrus,
0s principais sdo os flavonoides e os limondidesli@ondides demonstraram propriedades
em inibir a formacdo de tumores quimicamente imdhwina boca, estdmago, intestino
delgado, cdélon, pulméo e pele de animais experiagent
(BERHOW et al., 2000), além de atividade antimal®(ASHRAF et al., 2002).

A limonina (1) € uma dilactona triterpendide intensamente amarga encontrada

distribuida em todo o género. A presenca da limeorfl) nos sucos de laranja gera um



grande problema econémico para a industria, desedosabor amargo (SHIN HASEGAWA

et al., 1984)

Figura (1) - Estrutura da limonina

A cultura de calos e células em suspensao vem séilidada, visando o estudo da
biossintese de metabdlitos secundarios economit¢amiemportantes (inviaveis de se
sintetizar em laboratorio), possibilitando aindgrapagacdo de linhagens celulares que

possuam capacidades biossintéticas alteradas.

Quando células vegetais sdao submetidas a estrags@gentais, ha um aumento
transiente da producdo da alguns metabdlitos sadosdespecificos para cada espécie
vegetal. Exemplos disto sdo a producao de vinda@maplantulas d€atharantus roseus
(AERTS e DE LUCA,1992), isoprenodides em folhasRieraria Lobata (SHARKEY e
SINGSAAS, 1995) e do derivado glicosilado de ciarad3- dimalonil em mesocotilos
estiolados deorghum bicolor ( LO e NICHOLSON, 1998). Este fenbmeno € denominado
elicitagcdo, sendo que dois tipos principais de ®gerlicitores conhecidos: bibticos e
abidticos (TOWERS e ELLIS, 1993). Os elicitores miureza bidtica sdo compostos
capazes de induzir respostas de defesa de cékd@s$ais contra infec¢des, em particular a

sintese de novo de fitoalexinas, ou a libera¢d@@ntocianinas.



A elicitacdo de um cultivo celular id@ sintese de novo de compostos do
metabolismo secundario, alguns dos quais ndo aacst na planta intacta, como as
dihidro-piranocumarinas isoladas a partir de cakude células de salsa (TIETJEN et al.,
1983). Alem disto, a elicitacdo pode determinar exiwms de producdo de compostos
presentes nos cultivos celulares, como observada as antraquinonas em suspensdes

celulares de&€inchona (WINJNSMA, 1985).

A eficacia do tratamento com um elicitor dependeiah@ série de fatores e de que a
resposta de inducdo é restrita a determinadasioasintéticas. A escolha correta do agente
de elicitacdo é de fundamental importancia, ndeihde regras que possam indicar qual a
melhor combinacdo elicitor/cultura celular que daveser utilizada. Aléem disso a
concentracdo do elicitor, a densidade celularadeddas culturas, 0 momento de adi¢cdo do
elicitor ao cultivo, o periodo de contato entre @dulas e o elicitor e as condi¢cOes

nutricionais do meio de cultura séo fatores queipaen ser considerados.

A elicitacdo de culturas celulares décer arietinum com baixas doses de
polissacarideos (5-10 mg/ 40 mL de meio de cultdea¢rminou o acimulo majoritéario de
conjugados da fitoalexina pterocarpano em vacuelogyanto altas doses deste elicitor (30-
80 mg) prontamente induziram aumentos da fracdcamgl (BARZ e MACKENBROCK,

1994).

Os compostos com agdo elicitora envolvem enzimakiléres, hemicelulares e
pectinases, e.g) que determinam a formacao de &g de parede celular, os quais atuam
como elicitores, peptideos - elicitina e criptoge(KELLER et al., 1996; VIARD et al.,
1994; SEO et al., 1999), oligossacarideos — olagmas (FRY et al., 1993),
glicopeptideos, lipidios ou derivados de &cidosx@ga Muitos destes compostos s&o
produtos de degradacao de parede celular de mganoiemos ou plantas (BLECHERT et al.,

1995; NISHIUCHI e IBA, 1998).



Elicitores de natureza abidtica cita-se a radiag#cavioleta, baixas ou altas
temperaturas, pH, reguladores de crescimento (NJSHIl e IBA, 1998), acido 12- oxo-
fitodiendico (PARCHMANM et al., 1997), ou ions destais toxicos: Al, Cd, Ga, In e La

(SNOWDEN et al.,1995).

Diversas respostas bioquimicas parecem estar edaslwna elicitacdo de células,
incluindo o efluxo de eletrdlitos através da atd@mgle um sistema de troca de iorigK a
nivel de membrana plasmatica, alteracdo do poleteimembrana e ativacdo do sistema de
oxi-reducdo da membrana plasmatica, gerando esp@agvas de oxigénio (VERPOORTE

e MARASCHIN, 2001).

A elicitacdo de culturas de células vegetais aptassomo vantagem a possibilidade
de inducédo do aumento da produtividade dos cultemasmomento especifico do processo

produtivo.

A producdo metabolitos primarios como proteinaslo&cgraxos e polissacarideos a
partir da cultura de calos e células em suspena@dém é possivel. A producdo de
polissacarideos em cultura de tecidos de calosxymmplo, tem sido verificada nas espécies
Mélittis melissophyllum (SKRZYPEZAK-PIETRASZEK e HENSEL, 2000)%lene vulgaris
(GUNTER e OVODOV, 2002). As culturas de calos debasnas espécies produzem 0s
mesmos tipos e quantidades de polissacarideoségupreduzidos pelas plantas cultivadas

na natureza.

Em geral, a produgcdo de diferentes compostos reagasl € mediada por fatores
ambientais, variando com o estado fisiologico e cmracdes sazonais (SALMORE e
HUNTER, 2001; RALPHS e GARDNER, 2001). Assim, se pm lado a cultura de células
garante as condi¢cdes controladas contornando aac®as ambientais, por outro lado
permite direcionar de forma controlada a sintesgedecompostos. Niveis aumentados de

polissacarideos, quando comparados com os produzétas plantas doadoras, foram



obtidos com a adicdo de diferentes fontes de carlmenmeio de cultivo de calos &
vulgaris (GUNTER e OVODOV, 2002). Os polissacarideos praths por plantas e calos
da referida espécie apresentaram principios imiwusa(POPOV et al., 1999). A adicdo de
reguladores de crescimento, tais como o acido i2ldrdfenoxiacético (2,4-D) na cultura de
calos dePolianthes tuberosa, também induziu a producdo aumentada de cada @awa d

fracOes que compde os polissacarideos nesta e$HEINDA et al., 1996).

Nos ultimos anos cultura de células de plantas éamlkem sendo utilizada nas
transformacdes de importantes classes de compdai®sscomo os fenilpropandides,
terpendides e alcaldides (FRANSSEN e WALTON, 1999juitas vezes estas
biotransformacdes fornecem substancias com atiggldoiologicas importantes e que
normalmente ndo estdo presentes na natureza (SUGKHROTA, 1990). As enzimas
presentes nas culturas destas células s&do capazesatdlisar reacbes estereo e
regioseletivamente, bem como resolver misturasmiee® ou transformar compostos pro-
quirais, de maneira similar as enzimas de microosgaos, com vantagens sobre as sinteses

guimicas.

Diversas reacfes de biotransformacdo por culturacélelas de plantas foram
descritas nos ultimos anos (GIRI et. al.,, 2001) a@omor exemplo: hidroxilacdes,
glicosilag6es, oxido-reducdes de alcoois e cetaasxidacdo, reducdes de duplas ligacoes,
reducbes de nitrocompostos. A cultura de células ®mpensdo deCitrus foram
anteriormente empregadas em reacdes de hidroxilacdmxidacdo do valencen@)
(DRAWERT et al., 1984), além deste aspecto ja lestd descrito na literatura a capacidade
apresentada por células @erus na realizacao da glicolizacéo de flavondides aglads via
glicosiltransferases (FRYDMAN et al., 2004) e tambéomo uma fonte conhecida de
lipases e outras hidrolases (BUGG et al.,, 1997qu® as tornam uma excelente fonte de

enzimas, abrindo a possibilidade que possamos gaxae como um catalisador biolégico.



O sistema € mais efetivo quando:

As reacoes de biotransformacado sdo Unicas pargptaa.

Ex: Transformacéo do valenceno em cultur&deus:

Valenceno Nootkatol Nootkatona

Figura (2) - Estrutura valenceno

2. OBJETIVOS

- Avaliar o efeito da adicao de elicitores (polsddeos, extrato de levedura e &cido
jasmonico) ao meio de cultura usado para cultivodelas em suspenséo @erus sinensis
sobre a biossintese e producéo de limonoides agims

- Verificar capacidade de producéo de polissacasiéen cultura de calos e células em
suspensao de. sinensis.

- Isolar e caracterizar os polissacarideos em reultie células em suspensao Cle
sinensis.

- Avaliar e verificar a capacidade das células espsnsao d€. sinensis de realizar

reacOes de hidrdlise e glicolisacdo de substraidgemos.

3. MATERIAIS E METODOS



3.1.Material vegetal e cultura de células

As sementes laranjeira-pdfaitrus sinensis) adquiridas junto ao comércio local serao
esterilizadas em soluc¢des de hipoclorito 0,5% gomin, Folicur 0,1% por 15 min e em
seguidas lavadas em agua destilada estéril, ssvdoladas em meio de cultura Murashige e
Skoog (MS, 1962) e cultivados a 28°C na ausénciazleApds as sementes estéreis serao
utilizados como explantes e transferidos para @rivs suplementado com 30 g sacarose,
0,5 mg/L de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-0)5 mg/L de cinetina (CIN) e agar
(0,8%) e depois incubados a 28°C na auséncia dehazinducao e formacao dos calos, que
apos a terceira geracao de subcultivo serdo sutmsedio doseamento dos limondides totais

e o estudo do perfil de crescimento em liquidou{e€lem suspenséo).

3.2. Adicao de elicitores

Um total de 0,6 gramas de calos de laranja irdacskrcados em 50 ml de meio
liquido MS acrescidos dos fitorreguladores 2,4-Old nas mesmas concentracdes utilizadas
para a indugéo dos calos, adicionar-se-&o iniciaienao meio 2 mL de uma solucdo a 2%
(p/v) dos polissacarideos (ROMERO et al.,, 2005)izatios como elicitores: Pectina,
polissacarideos deereus peruvianus, polissacarideos déebsiella oxytoca, polissacarideos
de Sevia rebaudiana, e outros elicitores, como extrato de levedu@ido jasmoénico. Apbds
o0 pH ser& ajustado para 5,8, serdo autoclavado&5arin a 121°C e depois cultivados a
28°C em agitador orbital (120 rpm), na auséncidudeor um intervalo de 4 semanas. As
células em suspensdo irdo ser retiradas apos edsdq filtradas e pesadas (peso fresco),

congeladas para posterior liofilizagc&o e verificagé peso seco.



3.3. Extracao e analise dos limondides

Apos a liofilizacdo as células irdo ser submeti@latracdo em acetona sob refluxo
durante 4 horas, o extrato sera filtrado, evapoeadstocado a - 20° C para posterior analise.
Os limondides serdo analisados por Cromatografguitla de Alta Eficiéncia em um
cromatografo liquido Shimadzu 10 AVP empregandassea coluna Zorbax SB-C18 e
deteccao no ultravioleta a 210 nm.

O sistema eluente empregado consistra de um sstéernario eluido
isocaraticamento com 49%®, 41% MeOH, and 10% GE&N com um fluxo de 1 mL/min
(SOLEMAIN et al., 2005). As amostras e o padroedadissolvidos emMeOH 50% antes
da injecdo. Todas as amostras serao filtradas eanrmembrana Millipore de 0,45 um e

injetadas com um 50 pL.

3.4. Preparacéo de padrdes

Como os padrdes de limondides ndo s§podiveis comercialmente eles serdo
isolados, identificados a partir de semente€idiais sinensis. O isolamento dos limondides
sera feito a partir da extracdo de sementes dejddnapéra (~200 g), as quais irdo ser secas,
trituradas (turbdlise) e a seguir extraidas soluixefem hexano (para eliminagéo de 6leos),
depois serdo submetidas a extracdo em refluxo amtoraa (limonoides agliconas) e por
altimo uma extracéo sob refluxo com metanol (limideé glicosidios). O extrato acetbnico
sera evaporado e depois submetida a cromatografieaenada delgada (CCD) e depois a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCBRpregando como fase movel
CH.Cl,: acetona (90:10,v:v) e fase estacionaria a siic&$0, com o objetivo de se isolar

os limondides agliconicos, que terdo suas estmitdeerminadas por espectroscopia de



ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e wartd8 (RMNH,*C), infravermelho e
espectrometria de massas.

Solucdes padrbes serdo preparadadwdisso 5 mg de cada composto em 5 ml de
acetonitrila ou acetonitrila:agua (1;1 v/v). Aswggiles irdo ser diluidas em seis concentracdes

diferentes: 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 mgfelacetonitrila.

3.5. Extracao, isolamento e caracterizacao dos pediacarideos

As células serao liofilizadas e a seguir trituradagepois submetidas a extracdo sob
refluxo com acetona para retirada de pigmentosjugas e outros interferentes e seréo
extraidas sob refluxo com agua destilada fervergesolu¢cdes aquosa quente, resultante da
filtracdo a vacuo sera precipitada com 2-3 voluaestanol. O material sera repurificado

quantas vezes for necessario.

3.5.1. Fracionamento dos polissacarideos

Os extratos ricos em polissacarideos serdo digeshém tampao Tris-HCl a 0.1 M
(pH 7,0), e depois aplicados e fracionados em eotlerSephacryl S-300 HR ou Sephacryl
S-200 (Pharmacia-LKB), empregando o mesmo tamp&adaliferentes fracdes obtidas seréo
reunidas, dialisadas, concentradas e liofilizaGasla fracdo obtida ser& dissolvida em 4gua e
depois aplicada em colunas de troca i6nica ou Seph&-25 (1.5 x 50 cm). Os eluatos

obtidos a partir de cada fracao seréo concentratiosilizados.

3.5.2. Caracterizacdo dos polissacarideos



Os polissacarideos serdo caracterizados pela des&do do teor de carboidratos

totais e a determinacéo da composi¢cado monossaaaride

3.5.3. Determinacao dos carboidratos totais

O teor de carboidratos totais dos polissacarides&osestimados por medida
colorimétrica, utilizando a reacédo com fenol (5% gh agua) e acido sulfurico concentrado.

As medidas de absorbancia serdo realizadas emm®0490 nm (CHAPLIN, 1994).

3.5.4. Composicdo monossacaridica dos polissacande

A composicdo monossacaridica dos polissacaridetidosbapds o fracionamento e
suas porcentagens relativas seréo determinadasap@shidrolise total com uma solugéo de
acido trifluoroacético 2M (TFA) por 8 h a 108G, seguida de sua conversao metil em acetato
de alditois por reducdo com NaBHnetilacdo com MeoH/Hcl e acetilagdo com,Be

piridina sucessivamente (SASSAKI et al.2008).

3.5.5. Determinacgéo da homogeneidade e peso molatulos polissacarideos

A homogeneidade e o peso moleculBM] dos polissacarideos obtidos apds o
fracionamento serdo determinados por cromatogrdfa exclusdo estérica de alta

performance (HPSEC), empregando um sistema de detdtcdo por refractometria



diferencial (Waters) e um aparato de espalhamertser multiangular (MALLS; Dawn

DSP-F, Wyatt Technology) adaptados em fluxo.

3.5.6. Analise dos polissacarideos para determinagd&la posicdo das ligacdes

glicosidicas

As amostras de polissacarideos serédo parcialn@@ntetilada com NaOH-M&O—

Mel (CIUCANU et al., 1984). Os polissacarideos Pemetilados serdo convertidos em
acetatos de polissacaridgdsnetilados por tratamentos sucessivos ca®® 72% por uma
hora em banho-de-gelo 80, 8% por 16 h a 100, reducdo com NaBe acetilacdo com
Ac,O—piridina. Os produtos serdo analisados por crognatia a gas capilar acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) e identificadosgaomodelo tipico de fragmentacéo e
tempos de retencao (SASSAKI et al., 2005), esteqalimento sera realizado com o objetivo
de se determinar como estdo ligados os residuesutm@res presentes nas ramificacbes da
cadeia principal. Alguns outros procedimentos wsaesclarecer a posicao das ligacoes
glicosidicas como a oxidacdo por periodato, acsplhidrolises acidas diversas, hidrélise

enziméatica e reacdes de degradacdo (CHAPLIN, 1994).

3.5.7. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Neanl

As andlises por espectroscopia de RessonanciaéegrNuclear 'H, *C RMN)
serdo realizadas em um espectrometro Varian modelecury Plus 300,00 MHz com
Transformada de Fourier. As analises serdo realizacdb0C, as amostras sollveis em agua
serdo dissolvidas em,D e as insolluveis em M8O-d6. As analises por RMN bidimensional

homonuclear e hetero nuclear (COSY, HMBC, HSQC, BEIEPT, NOESY, TOCSY)



serdo realizadas para completar a caracterizacopolissacarideos e esclarecer alguns

aspectos importantes sobre os tipos de ligacoessglicas (CORSARO et al., 2005).

3.5.8. Reaclbes de biotransformacédo empregando cutiude células deC. sinensis

As culturas de células de plantas em suspensaoidasnbho laboratorio seréao
utilizadas para monitorar a atividade enzimaticangpalmente esterases, hidrolases e

glicotransferases de acao diferenciada.

Células frescas obtidas a partir destas cultuneio seentrifugadas e ressuspendidas
(600 mg / 50 mL) em trés sistemas de reacao: me&o timpao fosfato 0,1M a pH 6,5 e
tampéo fosfato 0,1M a pH 6,5 suplementado com ggidd,0%, v/v). Os substratos a serem
testados (ésteres, flavonoides, acidos carboxiliets) serdo adicionados (0,05-0,2%, v/v) e
os frascos incubados a°Z5em agitador rotatorio. A reacdo sera mantidaasestndicdes
por 12 horas, retirando-se aliquotas (0,5 mL),aéxdio o produto da reacdo com acetato de
etila, secando sobre sulfato de sddio anidro eésamalo por cromatografia a gas (GC/FID)
ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAB} condi¢cfes iniciais de analise serdo

pré-estabelecidas pela injecdo dos produtos siogtacémicos e dos substratos.

4. CRONOGRAMA DE EXECUCAO

Cronograma Fisico 2009
ETAPAS JIFIM|A|M|J|J|A|S| O N D
1(2|3|4|5|6|7|8|9]| 10 | 11 | 12
A) Reviséo bibliografica XX | XX X|X]|X|X[|X] X X X

B) Obtencéo dos calos e células em
suspenséo de C. sinensis XX | XX X|X|X|X[|X] X X X




C) Aquisicho dos reagentes e

adequacao do laboratorio XXX X[ X[ X][X

D) Realizacdo dos experimentos

usando diferentes elicitores

E) Desenvolvimentos de técnicas

analiticas aplicadas & analise da X[ X[ X| X X X

seiva

F) Manutencdo da cultura de

células em suspensao XXX XX XXX

G) Producdo de padrbes [de

limondides glicosidicos XXX XXX X X

H) Adequacdo da metodologia

analitica por CLAE para analise I x Il x| x

dos limondides

) Divulgacdo de resultados

preliminares em congressos XXX

Cronograma Fisico 2010

ETAPAS JIFIM|A[M[J|J|A| S| O | N|D
1(2|3|4|5|6|7|8| 9|10 | 11 | 12

A) Reviséo bibliografica XIX|X[X|X|X|X|X] X X X X

B) Manutencé&o da cultura de calos

de C. sinensis XXX XXX XX X X X X

C) Avaliacdo do efeito das

diferentes elicitores  sobre % w x|l I x| x

producao de limondides

D) Avaliacao dos resultados X | X | X | X

E) Preparo e elaboracdo de um

artigo cientifico baseado nps wxc s s x s [ x| x

resultados, levantament8

bibliograficc

F) Elaboracao de relatérios, resumos

para congressos e artigos cientificos. | X X X X X

Cronograma Fisico 2011

ETAPAS JIFIM|A[M|[J|[J|A|[S| O | N | D
1|12(3|4|5|6|7(8|9| 10| 11| 12

A) Defesa de Qualificacdo X | X

B) Revisao bibliografica XX [ X[X[|X[|X|X[|X]|X]|] X X X

C) Obtencéo dos calos e células em

suspenséo de C. sinensis XX | XIX[X|X[|X|X]|X] X X X




D) Manutencdo da cultura de calo$ [X | X | X [ X [ X | X [ X[ X ]| X [ X X

E) Manutengdo de cultura de
células em suspens XXX | X]|X]X|X

F) Extracdo e isolamento de
polissacarideos obtidos d)(%
culturas de calos e células em

suspensao.

G) Caracterizagao dos

polissacarideos X|IX|X|X[X[X]X
H) Identificacéo dos

polissacarideos XX | XXX |X[X]X

I) Avaliacdo do potencial de uso
das células em suspensédo dg C
sinensis em reacoes
biotransformacéao

J) Divulgagdo de resultados

preliminares em congressos XX

L) Elaboracgéo de artigo cientifico X X | X X
M) Redacéo XXX X | X

N) Defesa da Tese X

5. RESULTADOS ESPERADOS

Uso e aplicacbes dos polissacarideos em aplicda@macéuticas (farmacotécnica,
farmacologia), uso das células como biocatalisad@® reacbes de quimicas, estudo
visando estimular e aumentar a producdo dos lindesoide Citrus, pois 0s mesmos
apresentam um grande potencial como aditivos atenes e atuam na prevencao do cancer e
diminuicdo dos niveis de colesterol sérico e tamip&aem ser usados como produto de
partida para obtencdo de antimalaricos uma vez aguesentam uma acao antimalarica

moderada.

6. INFRAESTRUTURA EXISTENTE PARA REALIZACAO DOS EXP ERIMENTOS



Para que se tenha um trabalho com qualidade, éss@&@ uma infra-estrutura
adequada, com equipamentos como: autoclave, phgimapela de fluxo laminar, camera
para controle de luminosidade e temperatura, agitadbital 120 (rpm), freezer, liofilizador,
estufa de secagem, balanca de pesagem, infravernebtdo de vidro, pincas, estiletes,
azulejos, funil de vidro, frascos de vidro, gralpecelana, pipeta volumétrica, vidro relégio,
liquidificador, coluna cromatografica, materiaisnem papel de filtro, papel filme, fita
adesiva, seringa descartavel, elicitores, membiiiremte, membrana millipore, silica gel,
agar, meio de cultura com seu respectivos sai®| pagft, citrato de sodio, hormdnios 2,4D
e CIN, sacarose, agua de coco, reagentes contonacéexano, metanol, acetonitrila, HCI,
NaOH, fenol, acido sulfurico, acido trifuoroacéticicool 96%, solucédo de folicur 0,1%,

hipoclorito 0,5%.

7. EQUIPE EXECUTORA E LOCAL DE REALIZACAO DE EXPERI MENTO

Talita Perez Cantuaria Chierrito (PIBIC/Fundacdoausdria /Uem), Graciete
Balestro e Cecilia Watanabe (Técnicas de IlabodfériElisdngela Fumagali
(Doutoranda/Uem), Regina Aparecida Correia Gonga{@®-orientadora), Arildo José Braz
de Oliveira (Orientador).

Localidade: Laborat6rio Quimica Farmacéutica e katiwio de Agronomia, ambos

na Uem (Universidade Estadual de Maringd).

8. ORCAMENTO

Esta representado na tabela abaixo, os reagenasedais de consumo, alguns itens

ja temos no laboratério (Adquiridos via projeto Bdital Universal do CNPq e do FINEP) e



outros serdo adquiridos por envio do projeto a @génde fomento (CNPq, Fundacéo

Araucaria).

Coluna C-18 ODS, 5u 250 x

Andlise por cromatografia d

volumétricos

4,6mm 01 2.023,00 limonoides
Cartucho p/ Prée-Coluna C-18-ODS 01 Pct Protecao da colur
¢/ 10 un, 773,00 cromatografica

Kit p/ filtracdo de amostra pa Protecao da colur

Cromatografia liquida de Ita cromatografica e pre

eficiéncia (CLAE): seringade 5 purificacdo das amostras

com ponta de metal e membra 01 600,00

filtrantes p/ HPLC poro de O

micrometros tipo PTFE-Kpacote

com 100)

Seringa p/ CLAE 50l 01 171,31 Injecdo de amostras

Tubos de ressonancia magné Identificagdo e elucidacao

nuclear, Gold Label, 1cx, 5 um. 01 200,00 estrutura dos compost
biotransformados

Solventes comuns (metanol, eta Extracéo, processos

cloroférmio, hexano, acetato 100 litros 1.000,00 separacédo cromatograficas

etila, isopropanol, diclorometano,

dimetilsulféxido ...)

Solventes grau para cromatogr: Andlise (identificacdo ¢

liquida de alta eficiéncia (HPLC guantficacdo) dos produtc

metanol, acetonitrila, .. 15 litros  1.500,00 produzidos pelas células ¢
suspensao.

Reagentes (borohidretde soédio Reacdes de preparacdode

iodeto de metila, brometo de¢ 01 1.000,00 derivados

cetiltrimetilaménio, reagen

sililante, lithium methylsulfayl

carbanion,...)

Reagentes para preparacdo Preparacdo de meios

meios de cultura (agar, s cultivo

inorganicos,vitaminas, 01 1.250,00

fitorreguladores, tampdes)

Vidrarias em geral (pipet Material para preparacao

erlenmeyer, béquer, proveta, bal 01 800,00 solucdes




Solventes deuterados (cloroférm Identificagdo e elucidacao
metanol, dimetilsulfoxido, agua) 100 ml 500,00 estrutura dos compost

isolados
Materiais em geral (flmes e Usos diversos
PVC, fita crepe, papel cre 01 500,00
estiletes, luvas, etc.
Extrator Soxhlet, capacidade de Extracdo de limondides e d
mL e capacidade de extracéo 01 950,00 polissacarideos

200 mL
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