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RESUMO

Este trabalho de mestrado tem, como foco principal, analisar o
comportamento do fungo Xylaria sp. perante variagdes fisico-quimicas, através da
abordagem OSMAC (One Strain, Many Compounds). Para realizar tais inducdes e
explorar a variabilidade da rede metabdlica deste micro-organismo, um
planejamento fatorial foi desenhado visando induzir a variabilidade (ou a
potencializagao) de metabdlitos.

Diante de respaldos quimiométricos, indugdes planejadas foram impostas ao
micro-organismo e observou-se variagées no perfil quimico nos extratos brutos.

Somado a isso, técnicas de desreplicagdo foram usadas a fim de estudar
quimicamente as matrizes complexas produzidas por este fungo visando a produg¢ao
de metabdlitos de alto valor agregado e determinou-se condigdes especificas para

producao de moléculas de citocalasina D e de griseofulvina.



ABSTRACT

This work has as its main focus, analyze the behavior of the fungus Xylaria sp.
before physicochemical variations via the OSMAC approach (One Strain,
Compounds Many). To achieve such induction and exploit the variability of the
metabolic network of this micro-organism, a factorial design was designed to induce
variability (or potentiating) metabolites.

Before chemometric backrests, planned inductions were imposed on the
micro-organism and it was observed variations in the chemical profile in crude
extracts.

Added to this, dereplication techniques were used to study the chemically
complex matrices produced by this fungus aimed at producing high added value and
metabolites was determined specific conditions for the production of molecules

cytochalasin D and griseofulvin.
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1 INTRODUCAO

Fungos filamentosos, em que estdo inseridos os fungos endofiticos,
consistem num grupo de micro-organismos que biossintetizam uma quantidade
elevada de metabdlitos secundarios.

Fungos endofiticos sdo micro-organismos que habitam o interior dos tecidos
de plantas e consistem em uma promissora fonte de recursos bioativos.

O fungo endofitico do género Xylaria tem demonstrado uma fonte rica de
metabdlitos secundarios com grande variabilidade quimica e biolégica (ZHANG et
al., 2014).

1.1 O FUNGO XYLARIA SP.

O fungo Xylaria sp. pertence a ordem Xylariales e familia Xylariaceae.
Esta familia possui cerca de 40 géneros e o numero exato de espécies da
familia ainda nao péde ser determinado devido a grande dificuldade na classificagéao

e a falta de colecbes modernas de espécies tropicais.

Figura 1 — Fungo Xylaria sp. apos 10 dias de cultivo em meio
sélido

Fonte: Autor

Uma diversidade de metabdlitos secundarios produzidos por fungos do

género Xylaria ja foram catalogados, sendo eles: sesquiterpenos, diterpenoides,
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triterpenos, esteroides, citocalasinas, ciclopeptideos, dentre outras classe (SONG et
al., 2014).

Todos estes metabdlitos apresentam algum tipo de bioatividade tais como,
acao antifungica, anticolinesterasica, antimalarica e citotdxica, evidenciando a
potencialidade destes fungos na produgao de substancias bioativas.

O fungo utilizado nesse trabalho de mestrado foi obtido da micoteca do
NuBBE — Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia do Instituto de Quimica
de Araraquara. Este micro-organismo foi isolado das folhas de Casearia sylvestris
por Mariana Caféu, em seu trabalho de doutorado. (CAFEU, 2007). Nas condicbes
experimentais adotadas (CAFEU, 2007) conseguiu-se isolar até 52 mg de

citocalasina D por litro de meio de cultura.

2.2 CITOCALASINAS

Citocalasinas constituem um grupo de metabdlitos naturais produzidos por
diversas espécies de fungos, incluindo Helminthosporium sp., Phoma sp., Xylaria
sp., Hypoxylon sp., Zygosporium mansonii, Chalara sp., Pyrenophora semeniperda,
Daldinia sp.

Desde sua descoberta, em 1966 até a atualidade, varios tipos de
citocalasinas foram relatadas. Estruturalmente sdo caracterizadas pela presenca de
um anel bicicloisoindoldnico, fundido a um macro-ciclo de 11 a 14 membros e pela
presenca de uma unidade fenila na posicéo 10.

As citocalasinas foram descritas pela primeira vez em 1966. Desde entao, ha
diversos estudos a respeito da sua biossintese. A proposta biossintética mostra que
a citocalasina B é formada a partir de uma unidade de fenilalanina, duas unidades
de metionina e nove unidades de acetato e que as citocalasinas C e D apresentam
uma unidade adicional de metionina (GRAF et al., 1974).

Abaixo exemplos de citocalasinas:
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Figura 2 — Exemplos de citocalasinas

Chemical Formula: C33H37NOg Chemical Formula: Cy9H37NO5
Exact Mass: 507,262 Exact Mass: 479,267

—
0 o)

o}

(o} OH o) OHo
/LO /LO
Chemical Formula: C33Hy;NOs Chemical Formula: C33H3;7NO4
Exact Mass: 495,298 Exact Mass: 523,257

Fonte: autor

Assim sendo, trata-se de uma via biossintética do acetato mista, uma vez que
a fenilalanina é proveniente do metabolismo primario e, sendo este aminoacido um
derivado do acido chiquimico, esta via pode ser chamada de acetato/chiquimico.

Na proposta de mecanismo, o derivado de policetideo (nonacetideo para a
citocalasina B; octacetideo para as citocalasinas C e D) se liga a fenilalanina através
de uma conexdo com a amida para formar o intermediario (l), que por processo de
reducao, dehidrogenacéo e condensacéo resulta no intermediario (ll).

O intermediario (lI) pode sofrer uma reagao de cicloadigdo para formar (ll). A
epoxidagao da ligacdo dupla no intermediario (lll) resulta no sistema de anel
presente nas citocalasinas E, F, G, K, L e M e em Chaetoglobosinas A, C, F e K.

Em condi¢des levemente acidicas, o epdxido é transformado em alcool alilico
(V) e resulta no tipo de anel presente nos outros tipos de citocalasinas (TURNER,;
ALDRIDGE, 1983).

No caso da citocalasina B, sugere-se que a inser¢cao do oxigénio entre os
carbonos C-9 e C-23 ocorra por uma via enzimatica do tipo Baeyer-Villiger e que o
deoxafomina (V) seja um precursor direto uma vez que este possui 0 mesmo

esqueleto carbdnico e mesma configuragédo absoluta que a citocalasina B (ROBERT;
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TAMM, 1975). A proposta de rota biossintética para as citocalasinas B, C e D esta
ilustrada no Esquema 8, onde R corresponde ao benzeno.

A figura 3 contempla a via biossintética das citocalasinas:

Figura 3 - Rota biossintética das citocalasinas

ACETATO

o) 0 0 o
Nonacetideo o Fenilalanina  — Octacetideo
‘ Metionina
=
HO °
o |
R - /~O
HN Y\
I (0]
I (o) O ~-ae-- \
HN B U

Citocalasina D

Citocalasina B

Fonte: (Roberth; Tamm, 1975)
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2.3 GRISEOFULVINA

Outro metabdlito que apresenta interesse comercial € a griseofulvina. Trata-
se de um metabdlito produzido por varias espécies de fungos e é utilizada,
atualmente, como um poderoso antifungico na medicina, em animais domésticos e
como fungicida para agricultura (MANN, 1994). E empregada comercialmente nos
medicamentos Fulcin® (Zeneca) e Sporostatin® (Shering Plough) e o seu
mecanismo de agao € pela inibicdo da mitose celular fungica, impedindo a divisdo
celular. Este agente fungicida apresenta atividade in vitro contra varias espécies de

Microsporum, Epidermophyton e Trichophyton (PEREA et al., 2001).

Figura 4 - Molécula de griseofulvina
\O

Cl

2.4 A abordagem OSMAC - One Strain Many Compounds

O metabolismo secundario de micro-organismos estd regulado por uma
grande quantidade de genes que codificam enzimas e, portanto, uma variedade de
metabdlitos secundarios é fruto dessa rede biossintética.

De fato, apenas uma minoria de genes sao expressos sob condigdes
padronizadas de laboratério e muitos compostos valiosos sao negligenciados. Com
o intuito de explorar o potencial metabdlico de micro-organismos, muitas estratégias
regulatorias sao realizadas a fim de ativar vias adormecidas para facilitar a
descoberta de novos produtos naturais por meio da modificacdo das condicbes de

cultura; stress; co-culturas e abordagens genémicas. (ZHANG et al., 2015).
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Esta abordagem, denominada OSMAC (One Strain Many Compounds) € um
método util que funciona sob o conceito de que um micro-organismo pode produzir
diversos metabdlitos secundarios usando técnicas particulares, por exemplo,
alteracdo dos parametros fisico-quimicos tais como pH, substratos (meios de
cultivo), temperatura, agitacdo, luz, sao alterados durante a cultura fungica
(HEWAGE et al., 2014). Ha relatos que tais variagdes podem mudar completamente
o perfil metabdlico de muitos micro-organismos, induzindo vias metabdlicas que
antes nao estavam ativadas. Com isso, uma variabilidade grande de metabdlitos
podem ser obtidos ou potencializados utilizando tal abordagem (WANG et al. 2015).

De tal forma, OSMAC apresenta-se como uma ferramenta com grande
potencial para explorar a diversidade quimica dos metabdlitos secundarios de
diversos géneros de micro-organismos.

A manipulacio de tais condicdes tem demonstrado ter impactos substanciais
sobre a quantidade e diversidade de produgcdo de metabolitos secundarios
(VANDERMOLEN et al., 2013).

A escolha do parametro a ser alterado geralmente é aleatéria; por esse
motivo, tais variagées sdo conhecidas como indugdes randémicas. Em geral, realiza-
se uma grande quantidade de experimentos fazendo inumeras alteragdes, a fim de
verificar o aumento da variabilidade metabdlica do determinado micro-organismo.

Tentando suprimir e otimizar as condicdes experimentais, este trabalho de
mestrado pretende realizar indugdes nao randémicas, e sim, indugdes planejadas,
respaldada por ferramentas quimiométricas a fim de criar um delineamento
experimental baseado em planejamento fatorial visando maximizar a obtencao de

resultados.

2.5 FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS

A quimiometria € uma area das ciéncias que utiliza conhecimentos de
matematica e estatistica para a identificacdo de informacdes relevantes de um
problema em estudo (KJELDAHL; BRO, 2010).

Buscando realizar indugdes planejadas, a quimiometria contribui nessa
investigacao permitindo criar um delineamento experimental das condi¢gdes de

cultivo. Esse tipo de desenho experimental, conhecido em inglés por Design of
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Experiments — DOE, agrega o planejamento fatorial, o que possibilita o estudo das
condicdes experimentais ideais de um dado problema, que neste caso em especifico
€ a condigao de cultivo do fungo Xylaria sp.

Com isso, os experimentos poderdo ser transformados em modelos
matematicos que indicardo quais variaveis contribuem mais fortemente para esta

variabilidade metabdlica desejada (figura 4).

Figura 5 - Representagao esquematica das variaveis no sistema

Fatores Controlaveis

X1 X2 X3
Matéria-prima Resposta
—_— —
Entrada Saida

Z1 Z2 Z3

Fatores externos — nao controlaveis

Fonte: Autor

Alteracdes propositais sdo feitas de modo que se possa avaliar as possiveis
alteragdes sofrida pela resposta desejada, como também as razdes de sua

alteracao.

2.6 QUAIS SAO OS OBJETIVOS DE REALIZAR INDUGOES PLANEJADAS
E NAO INDUGOES RANDOMICAS?

Os objetivos de realizar este tipo de abordagem sao os seguintes:
* Reducédo do tempo do processo;
* Redugado do custo operacional com meios de cultivo e solventes organicos
utilizados na extragcao dos metabdlitos;
* Melhoria no rendimento do processo.

e Escolha das variaveis de forma direcionada.
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Para se obter sucesso na utilizacdo destas técnicas, € necessario definir
caracteristicas da qualidade e todos os possiveis fatores que podem afetar tais
caracteristicas.

Sem duvida, o planejamento experimental permite estudar, de forma
competente e econdmica, o efeito de varios fatores sobre uma resposta de
interesse. De um modo geral, no experimento fatorial aqui pretendido, cada fator
assume dois niveis, por exemplo, dois valores de temperatura, dois niveis de um
reagente (dois tipos de meio de cultivo), e principalmente, duas caracteristicas
qualitativas de um determinado fator, por exemplo uma peca "com" ou "sem"
determinada caracteristica, por exemplo, com/sem agitacdo ou com/sem luz.

Apds a execugao do planejamento fatorial para cultivo de fungo, obtém-se
respostas para cada tipo de experimento. No caso de um planejamento fatorial com
trés variaveis, havera 2° experimentos, ou seja, 8 ensaios (8 extratos) para se
analisar. Este trabalho de mestrado utilizara técnicas de desreplicagao para estudar

as matrizes complexas geradas nesses experimentos.

2.7 TECNICAS DE DESREPLICAGAO

Recentemente, o processo de desreplicagdo utilizando equipamentos
analiticos como ressonancia magnética nuclear, RMN; CLAE (cromatografia liquida
de alta eficiéncia), CG (cromatografica gasosa) ambos acoplados ao espectrometro
de massas, tem se mostrado como uma poderosa técnica para identificacido de
compostos conhecidos em produtos naturais.

Durante o processamento dos dados, pode-se realizar uma analise
exploratoria dos dados quimicos fazendo uma varredura nos cromatogramas
obtidos, buscando evidéncias de sinais de moléculas de alto valor agregado. Além
disso, definir quais efeitos influenciam de forma mais efetiva no cultivo do micro-
organismo, e também observar interagdes, sejam elas sinérgicas ou antagbnicas,

entre as variaveis consideradas no estudo.
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2.8 SOBRE OS EFEITOS

O efeito de um fator pode ser definido como a mudanca sofrida pela variavel
resposta quando passamos do nivel baixo do fator para o nivel mais alto.

Considere um experimento fatorial em que cada fator tenha dois niveis e r
repeticbes para cada tratamento (combinagdes de niveis). Uma maneira especial de
representar os tratamentos € usando a representacdo dos efeitos, como descrita
abaixo:

Notacgao: atribui-se os sinais de - se nivel baixo e + se nivel alto para cada

um dos fatores.

2.8 SOBRE AS INTERAGOES DAS VARIAVEIS SELECIONADAS

Quando se observa que o comportamento de um fator é diferente nos dois
niveis de outro fator, dizemos que existe interacdo entre os fatores. Calcula-se o
efeito da interacdo entre dois fatores como sendo a média da diferenca entre os
efeitos de um fator nos niveis do outro fator.

A interagao ocorre entre dois ou mais fatores se o efeito de um fator na

resposta depende do nivel dos outros fatores.



17

2 OBJETIVOS

Os objetivos centrais desse trabalho de mestrado consistem em:

* Analisar a variabilidade metabdlica do fungo endofitico Xylaria sp. através de
um enfoque metabolédmico, fazendo-se uso de métodos de desreplicagao e
técnicas acopladas para o monitoramento e deteccdo da variedade
metabdlica do fungo.

* Utilizar a abordagem OSMAC (One Strain Many Compounds) para induzir a
variabilidade metabdlica do fungo;

* Propor modelagens matematicas que expliquem a produgdo metabdlica do
micro-organismo;

* Maximizar a obtengdo de resultados aplicando planejamento fatorial para a
otimizacdo e o estudo das condigcdes experimentais ideais de cultivo para
producao de citocalasinas e outros metabdlitos de alto valor agregado;

* Minimizar o uso de meios de cultivos e, consequentemente, solventes
organicos na extracao e particbes dos experimentos — 0 que contribui para os

principios da quimica verde e economia de tempo.
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3 ESTRATEGIAS EXPERIMENTAIS

3.1 CULTIVO DO FUNGO XYLARIA SP.

Inicialmente, definiu-se como objeto de estudo o fungo CSY-03 pertencente a
micoteca do laboratério de micro-organismos do Departamento de Quimica Organica
do Instituto de Quimica de Araraquara. Este fungo endofitico foi isolado da planta
Caseatria sylvestris.

Sequencialmente, partiu-se para o teste de viabilidade do fungo. Em placas
de Petri foi adicionado meio de cultivo Nutriente Agar (Nutrient Agar (extrato de
carne): 23g/L Acumedia, Neogen Corporation, Michigan 48912 lot: 104, 940B pH
final: 6.8+-0,2 a 25°C) e o fungo se desenvolveu durante 10 dias até atingir um
tamanho consideravel da placa. Para garantir que esta linhagem n&o se perdesse,
foram feitas trés preservagcdes do micro-organismo. Para o preparo do meio liquido
levou em consideracgao dois tipos de meio de cultivo, Czapek, classificado como um
meio de cultura quimicamente definido, e Nutriente, um meio de cultura complexo,

como pode ser observado na figura 5.

Figura 6 - Esquema de cultivo e extragao para o fungo Xylaria sp.

Extragdo com Acetato de Etila
3 vezes de 150 mL

Extrato

50 i _—
Cultivo em meio (\\\(’ﬁa Filtrado ) Bruto

liquido por 28 dias

Fungos l

(linhagens puras)

\ - CLAE
i,

* CLAE/EM

* RMN
- GC/EM

(Descartado apds ser autoclavado)

so0 mt 4 \ A
i o I " "’%f
B G

Fonte: Autor
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O caldos de cultivo foram preparados seguindo planejamento fatorial. Dessa
forma, preparou-se 8 frascos de Nutriente, e 8 frasco de Czapek (porque foi
realizado em duplicata), ambos contendo 300 mL de meio de cultivo. Todos os
frascos foram autoclavados (autoclave Quimis Aparelhos Cientificos Ltda) por 20
minutos.

Posteriormente, o fungo foi inoculado em cada um desses frascos e
colocados em lugares especificos (descrito no item 4.1, pagina 24), onde havia
controle de agitacao e luz para que fossem monitorado.

Os fungos foram cultivados durante 28 dias.

Os extratos obtidos foram entdo analisados por CLAE-DAD, CLAE-DAD-EM,
CG-EM e RMN, buscando a identificacdo de substancias conhecidas através de
desreplicacdo e de substancias desconhecidas por meio de indices de retencao e

dados espectrométricos.

3.2 PERFIS CROMATOGRAFICOS POR CLAE - DAD

Os 8 extratos obtidos (quatro de meio nutriente e quatro de meio Czapek)
foram submetidos a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE. As
amostras foram preparadas pesando-se 4 mg de cada extrato e solubilizando-os em
1 mL de acetronitrila. O cromatégrafo utilizado foi um Shimadzu acoplado as
bombas modelo LC-6 AD Shimadzu, sistema de controle SCL-10VP-Shimadzu,
detector de arranjo de diodos UV/VIS-Shimadzu PC 1520 — Diode Array).

A eluicao foi feita com sistema binario de H,O:ACN contendo 0,1mL de acido
férmico em casa fase. Um gradiente exploratério com coluna Cqs (Kinetex, 150 x
4.6mm, 5 um) foi realizado seguindo a seguinte proporgao: H,O:ACN 5:95 (v/v) até
1:0 (v/v) em 40 minutos, permanecendo por mais 10 minutos em vazao constante de

1,0 mL/min.

3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS - CLAE/EM
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Os perfis metabodlicos dos extratos de Xylaria sp. foram obtidos pelo
acoplamento do sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu,
(Modelo Prominence Shimadzu. Bombas de alta pressdo, modelo LC-20AD: Faixa
de fluxo: 0.0001ml/min a 10.0000ml/min. Detector espectrofotométrico "Photodiode
Array" modelo SPD-M20A, Marca Shimadzu. Desgaseificador, Modelo DGU-20A-5,
Marca Shimadzu) ao espectrometro de massas de alta resolugao Bruker, microTOF
Il com ionizagao através de electrospray.

Parametros utilizados para a ionizagao:

A voltagem do capilar foi de 3500 Volts. A temperatura da fonte foi de 200 °C.
O gas nebulizador foi nitrogénio, a uma pressao de 5,5 bar. A taxa de fluxo do gas
foi fixada em 10L/min.

As mesmas amostras preparadas para tragar o perfil cromatografico dos
extratos foram utilizadas nessa etapa.

Os dados foram processados utilizando o software Bruker Data Analysis 4.1.

3.4 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS - CG/EM

As amostras para a realizagdo dos perfis cromatograficos utilizando
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas foram submetidas a
reagcdes de derivagdo. Para isso foram utilizados aproximadamente 6 mg de
extratos, pesados separadamente em frascos preparativos.

Na reacao de metoximacdo a massa pesada de cada amostra foi entdo
reconstituida com 1 mL de solugdo de cloridrato de metoxiamina (Sigma Aldrich
Chemistry) 20 mg/mL em piridina (Tedia Company), e mantida a 30° C por 90
minutos para formacgao das oximas.

A seguir as amostras foram sililadas durante 30 min a 37°C com 1 mL de
MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida) (Sigma Aldrich Chemistry). Apds
24 horas em repouso na geladeira, as amostras puderam ser analisadas por
cromatografia gasosa.

Para as analises por GC-MS utilizou-se cromatégrafo a gas Shimadzu QP-
2010 equipado com injetor automatico AOC-5000 Shimadzu e interface com um

espectrometro de massas. A coluna utilizada foi EN5MS (30 m x 0,25 x 0,25 mm). A
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temperatura do forno foi programada da seguinte forma: 120 °C (3 min) 3 °C / min
320 °C (10 min) até 79.67 min. A temperatura do injetor foi 260 °C. Modo de injegao:
splitless/split (Grob). Inicio splitless, 0,75 min split (1/50), 2 min split 1/20, gas de
arraste hélio (99,999%) a um fluxo constante de 1,3 mL/min, o volume de amostra
injetado foi de 1 pL. Pressao: 114,9 kPa, velocidade linear: 43,1 cm/sec., fluxo total:
17.3. Condicdées MS: temperatura da fonte de ions e interface de 250 °C, modo de
impacto de elétrons a 70 eV, faixa da massas de aquisi¢cao de m/z 40-600 Daltons.
Os dados foram analisados pelo software da Shimadzu, CGMS Solution versao 2.61.

A derivatizacao é procedimento necessario para que as moléculas se tornem
mais apolares, e, portanto, mais faceis de serem volatilizadas e nao ficarem retirem
retidas na coluna do cromatégrafo gasoso.

Cromatografia gasosa € uma técnica de separagcédo com poder de resolugao
excelente, tornando possivel a analise de centenas de substancias de uma mesma
amostra. Outro fator positivo € sua detectabilidade, que dependendo do tipo de
substancia analisada e do detector empregado pode chegar até cerca de 1072 g.
Essa caracteristica possibilita a analise de pequenas quantidades de amostras, o
que em certos casos limita a utilizagdo de outras técnicas (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 1997).

A grande limitacdo da cromatografia gasosa é s6 poder ser empregada na
analise de substancias volateis e estaveis termicamente, porém em alguns

casos essa dificuldade pode ser contornada pela preparagcao de derivados
com estas caracteristicas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

Para analise de metabdlitos n&o volateis por cromatografia gasosa, Roessner
e colaboradores (ROESSNER et al, 2000) propéem um método baseado nas
reacoes de metoximacgao e posterior sililacdo dos metabdlitos d amostra, o que torna
os seus derivados analisaveis por CG. O método consiste no tratamento do extrato
ou fragdo com cloridrato de metoxiamina (em piridina) e entdo com reagente sililante
MSTFA (N-metil-N-[trimetilsil]-trifuoracetamida).

As reacdes de formacao de oximas sao necessarias antes da sililacdo porque
a derivagcado direta de monossacarideos com TMS leva a uma série de picos
cromatograficos diferentes relacionados as estruturas ciclicas epiméricas e a cadeia

aberta dessas substancias.



Figure 7 - Proposta de mecanismo de metoximagao 29

A conversao das carbonilas de aldeidos e cetonas em oximas (metoxiamina)
antes de formar os éteres de TMS, impede a ciclizagdo dos monossacarideos
limitadas pela ligagcdo C=N, resultando apenas na formacédo de formas syn e anti
abertas e ainda protege a molécula contra a descarboxilagdo (GULLBERG et al.,
2004).

Figure 8 - Proposta de mecanismo de sililagao
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A identificacdo por CG-EM foi baseada na comparacao dos espectros de
massas com bibliotecas de dados disponiveis (NIST e WILEY), comparagao dos
indices de retengao calculados com os encontrados na literatura (bases de dados —
WebNIST, GMD).

3.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR - RMN

A ressonancia magnética nuclear dos extratos foi realizada em magneto
Bruker Avance 600 operando em 600 MHz para o nucleo de hidrogénio com
criossonda de 3 mm.

As amostras foram preparadas em tubo de 3 mm, solubilizando 1 mg do
extrato bruto em 240 microlitros de metanol deuterado (CD3;OD) marca Cambridge
Isotoe Laboratories, com 99,8% de pureza.

Para cada amostra foram realizadas analises de '"H e TOCSY 1D. Os dados
foram tratados no software Mestrenova versao 6.0.2

As analises de espectrometria de massas foram realizadas na Faculdade de
Farmacia, da Faculdade de Ciéncias e Letras da USP de Ribeirdo Preto. Os demais
cromatogramas e espectros foram obtidos no préprio Instituto de Quimica da Unesp

de Araraquara.
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4 DESENVOLVIMENTO — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO

Para realizar o planejamento fatorial aplicado aos experimentos desse
trabalho de mestrado, trés variaveis foram selecionadas com base em referéncias
bibliograficas (CAFEU, 2007) de cultivo de micro-organismos sendo elas: luz,
agitacdo e meio de cultura. Estas trés variaveis foram testadas em dois niveis
diferentes, gerando, portanto, 8 ensaios.

O desenho experimental foi planejado da seguinte forma (Tabela 1):

Tabela 1 - Variaveis selecionadas para o planejamento fatorial

Variaveis Niveis
Baixo Alto
A) Meio de Cultivo Czapek Nutriente
B) Agitacao Sem agitacao Com agitacao
C) Luz Sem luz Com luz

Definidas as variaveis, foi possivel combinar, como descritos na tabela 2, oito

tipos de ensaios.

Tabela 2- Apresentacao esquematica das combinagdes das variaveis

Ensaio Meio de Cultivo Agitacao Luz

1 Czapek Sem Sem
2 Nutriente Sem Sem
3 Czapek Com Sem
4 Nutriente Com Sem
5 Czapek Sem Com
6 Nutriente Sem Com
7 Czapek Com Com
8 Nutriente Com Com
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Realizando uma normalizagao, atribui-se, convencionalmente, as unidades -1
(para o nivel baixo) e +1 (para o nivel alto).

Importante ressaltar que essa atribuicao referente a nivel baixo e alto nao
significa que o nivel baixo seja inferior, ou vice-versa. Trata-se apenas de uma
codificagdo sem qualquer grau de inferioridade. Como descrito na tabela 1, o ensaio
que apresentar agitacdo sera representado com a unidade + 1,e o que estiver
estatico, -1. O mesmo serve para a variavel luz, os ensaios que estiverem sob luz,
serao representados como +1, e aos que estiverem na auséncia de iluminacao sera
categorizado como -1. Por fim, os meios de cultura foram designados da seguinte
forma: para o Czapek, um meio “pobre” e quimicamente definido, atribuiu-se -1, e ao
Nutriente, por se tratar de um meio complexo e mais “rico” em nutrientes, atribuiu-se
a categoria +1.

O resultado desse planejamento, agora codificado, estd esquematizado na

tabela abaixo

Tabela 3 - Tabela de planejamento fatorial com codificagado das variaveis

Ensaio Meio de Cultivo Agitagao Luz
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Com esta codificagdo nao discriminamos quaisquer variaveis. Todas, nessa
etapa serdo analisadas independentes de suas caracteristicas experimentais.

Por serem ensaios demorados, pois trata-se do cultivo de fungos, tomou-se
cuidado de verificar a disponibilidade de equipamentos de agitacdo e monitora-los

com relagdo a temperatura (para que esta fosse igual nos cultivos sem agitagéo),
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pois a temperatura € um fator que poderia alterar a producdo metabdlica, mas que
nao foi uma variavel selecionada para estudo.

Por esse motivo, a temperatura foi controlada nos dois ambientes de cultivo,
tanto na incubadora com agitagao quanto na incubadora horizontal (em que ficaram
estocados os ensaios sem agitacdo, bem como os que necessitavam de abrigo de
luz).

Os ensaios 1 e 2 foram acomodados na bancada do laboratério de micro-
organismos, embrulhados com papel aluminio, pois nenhum deles foi agitado e
necessitavam estar ao abrigo de luz. Lembrando que ambos foram classificados
como -1 nas duas variaveis.

Para os experimentos 3 e 4 ambos os frascos foram envolvidos com papel
aluminio e colocados em uma incubadora de bancada com agitacéo (marca Quimis).
A agitagdo do equipamento foi ajustada a 100 rpm. Esses experimentos foram
classificados como -1 (sem luz) e +1 (com agitagao).

Os ensaios 5 e 6 foram deixados também na bancada, porém, estes estavam
abertos (sem estar envolvidos com papel aluminio) e expostos a luz, pois suas
codificagbes eram +1 para luz, e -1 para agitagao, ou seja, deveriam ser deixados
em modo estatico.

Por fim, os frascos 7 e 8 foram inseridos também na incubadora de bancada,
porém, sem papel aluminio, a exposicao de luz. Pois suas codificagdes eram de +1
para ambas variaveis. A luz foi deixada constantemente acesa. Nao houve nenhum
momento em que houve problema na iluminagdo. O planejamento foi feito em
duplicata.

A temperatura do laboratério de micro-organismos foi mantida em 26 graus.
Apos 28 dias de inoculacdo, preparou-se o extrato de cada um dos ensaios, como
descrito na sec¢ao 3.1.

Ao fim das extragdes, obteve-se 450 mL de fase organica (a extragao foi feita
com acetato de etila) para cada ensaio. As particbes organicas foram concentradas
com auxilio de um evaporador rotatério a vacuo (marca Buchi) ajustando a

temperatura para 40 graus e pressao de 240 mmHg.



27

Apds a secagem dos extratos, estes foram pesados em balanga analitica
(Mettler Toledo AG 204) o que possibilitou finalizar o planejamento fatorial. A

resposta (massa de extrato) pdde ser inserida na tabela 4.

Tabela 4 - Tabela de planejamento fatorial completo

Ensaio Meio de Agitagao Luz Extrato1 Extrato2 Média

Cultivo
1 - - - 59 63,2 61,1
2 + - - 29,5 32,7 31,1
3 - + - 103 99,7 101,4
4 + + - 55,9 53,2 54,6
5 - - + 24,9 22,1 23,5
6 + - + 22,6 19,2 20,9
7 - + + 99 92,7 95,9
8 + + + 19,6 23,1 21,4

A tabela 4 apresenta o planejamento fatorial completo, ja incluindo a resposta,
que nesse caso, € a massa de extrato bruto de cada ensaio.

O ensaio 3 apresentou a maior massa de extrato. Trata-se do ensaio que
apresenta como meio de cultivo o Czapek, que se manteve com agitagdo e ao
abrigo de luz. A massa do extrato bruto foi de 101,4 mg, em média. Assim como
todos os ensaios, € importante ressaltar que todos os experimentos foram obtidos de
300 mL de meio de cultivo.

O destaque para o meio de cultivo Nutriente foi o ensaio 4, com 54,6 mg de
extrato bruto.

Uma informacédo muito rica pode ser extraida desse planejamento fatorial
completo. Por exemplo, rotineiramente, o cultivo de fungos no laboratério de micro-
organismos do NuBBE segue o padrao de realizar a inoculagéo e deixar os frascos
na bancada, este é o tipo de cultivo chamado de “modo estatico”. Ali, também no
prazo de 28 dias, a cultura de micro-organismo permanece estatica e, em muitos
casos, a luz é mantida acesa.

De uma forma bem intuitiva, se observasse na tabela 4 os experimentos que

descrevem o cultivo protocolado do laboratério de micro-organismos em que esse
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trabalho de mestrado foi realizado; os ensaios 5 e 6 seriam selecionados, com
massa de 23,5 e 20,9 mg, respectivamente. Nota-se que sdao massas de extratos
muito proximas, apenas para esses dois ensaios, a variavel meio de cultura nao é
tdo expressiva. Porém, analisando de forma cuidadosa a mudanca de nivel da
variavel agitacdo (que nos ensaios 5 e 6 seu nivel era -1) para o nivel +1 seriam
obtidos os experimentos 7 e 8. Nesse ensaio, cada meio de cultivo esta sob luz e
sob agitagcdo, mas o que se observa € uma mudanga expressiva na produgdo com
Czapek (aumentando de 23,5 mg para 95,85 mg), um incremento de quase 4 vezes
a resposta. O que, por outro lado, no caso do meio Nutriente, uma sensivel mudanca
ocorreu, aumentando de 20,9 mg para 21,35, as menores produgdes entre os 8
experimentos.

Ha o que se discutir sobre os outros ensaios. Como dito, informacgdes valiosas
podem ser tiradas de tal planejamento, mostrando que as técnicas quimiométricas
apresentam um valor inquestionavel também na quimica de produtos naturais.

Percebe-se que as variaveis tem forte influéncia na massa do extrato do
fungo. E importante, inclusive, calcular quais sdo os efeitos mais relevantes e como
eles alteram a resposta dos experimentos.

A seguir, o calculo dos efeitos desse planejamento fatorial sera apresentado.
E importante destacar que todos os efeitos e interagdes aqui descritas foram
realizadas em programas computacionais especificos, como Excel, um software
bastante difundido e de facil acesso; e também o programa Matlab, que € uma
plataforma de alta performance, e que permite realizar inumeros tipos de calculos.

Nessa secao de resultados e discussdo, os efeitos e interacbes serao
apresentados de forma algébrica, contribuindo de forma didatica e mais palpavel
para melhor entendimento das indugdes provocadas pelas variaveis selecionadas:

meio de cultivo, luz e agitagéao.

4.2 CALCULO DOS EFEITOS

A proxima etapa de um planejamento fatorial € quantificar a importancia de
cada efeito nos experimentos. Com o calculo dos efeitos € possivel identificar as
variaveis que mais contribuem para a indugdo da produgdo metabdlica do fungo

Xylaria sp.
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Algebricamente, os efeitos sdo obtidos como sendo a média das respostas no
nivel alto, menos a média das respostas no nivel baixo.
Efeito = y.- y.

onde: ¥ = média

Para a variavel (A) meio de cultivo o efeito € calculado da seguinte forma: as
respostas do nivel alto, que sdo os ensaio pares (2, 4, 6 e 8), sdo: 31,1; 54,55; 20,9;
21,35 entram em contraste com o nivel baixo, que sdo os impares (1, 3, 5 e 7), as
respostas sao: 61,1; 101,35; 23,5 e 95,85.

31,1+54,44+20,9+21,35 61,1+101,35+23,5+95,85
4 4

Efeito (A) =

Dessa forma, o efeito da variavel A é calculado como sendo:

Efeito (A) = 31,95-70,45=- 38,5 mg

Também é possivel representar o comportamento desses efeitos de forma
geométrica. Trata-se de uma forma mais didatica e intuitiva de observar o perfil do
planejamento fatorial realizado.

Para o planejamento fatorial descrito nesse projeto de mestrado, por se tratar
de um planejamento 2%, os dados da tabela 4 podem ser representados

graficamente em um cubo.

Figura 9 - Distribuigdo dos efeitos em um cubo

Distribuicido dos
efeitos

Fonte: Autor
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Cada um dos ensaios ocupam o vértice de um cubo de acordo com suas
caracteristicas experimentais.

Atribuindo o valor das respostas obtidas em cada um dos ensaios, o cubo
pode contemplar os valores das massas dos extratos obtidos, possibilitando o

célculo do efeitos e podendo visualizar quais ensaios estdo em contrastes.

Tabela 5 - Relagdao das massas obtidas para cada ensaio

Ensaio Extrato (mg)
1 61,1
31,1
101,4
54,6
23,5
20,9
95,85
21,35

0 N O g~ WODN

Figura 10 - Disposi¢cdao das massas dos extratos em um cubo

Distribuicao
efeitos
reais

Fonte: Autor
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Para o calculo do efeito A, subtrai-se as respostas que situam-se no nivel alto

(2, 4, 6 e 8) das que estao alocadas no nivel baixo (1, 3, 5e 7).

Figura 11 - Faces destacadas para o nivel alto e nivel baixo -
Calculo efeito A

Fonte: Autor

31,1+54,55+20,9+21,35 61,1+101,4+23,5+95,85
4 4

Efeito (A) =

Portanto, o efeito da variavel A (meio de cultivo) é de:

Efeito A = 31,99 — 70,46

Efeito A = -38,5 mg

O efeito B também é calculado da mesma forma. Buscam-se as respostas no

nivel alto, sendo o ensaio 3, 4, 7 e 8 e subtrai do nivel baixo (1, 2, 5, 6).

Figura 12 - Faces do cubo destacada para o nivel alto e baixo - Calculo de B

Fonte: Autor
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101,35+54,55+95,85+21,35 61,1+31,1+23,5+20,9
4 4

Efeito (B) =

Portanto, o efeito da agitagao € o seguinte:

Efeito (B) = 68,28 — 34,15 = 34,13 mg

E por fim, o mesmo critério é aplicado para calcular o efeito da luz. Os niveis
alto da variavel luz encontram-se nos ensaios 5, 6, 7 € 8, e 0s niveis baixos séo: 1,
2,3e4.

Aplicando a mesma férmula, obtém-se o efeito da luz na resposta dos

experimentos.

Figura 13 - Faces destacadas para o nivel alto e baixo -
Calculode C

Efeito

Fonte: Autor

23,5+20,9+95,85+21,35 61,1+31,1+101,35+54,55
4 4

Efeito (C) =

Efeito (C) = 40,4 - 62,03 = -21,63 mg

Esses trés efeitos calculados sdo chamados de efeitos principais. Mas em

um planejamento fatorial com 3 variaveis, outros efeitos também podem ser
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calculados, porque, de muitas formas, eles podem interagir entre si e contribuir de
forma positiva ou negativa para a produgao do extrato.
Para o tipo de planejamento construido aqui, 8 ensaios foram realizados, e é
possivel encontrar 7 efeitos:
» 3 efeitos principais (ja calculados logo acima)
» 3 efeitos secundarios

e 1 efeito terciario

Para os efeitos secundarios e terciario, 0 mesmo raciocinio aplica-se. Por
exemplo, para o efeito entre meio de cultivo e agitagao (efeito AB) os niveis altos
sao aqueles que apresentarem para as duas variaveis os sinais -1, -1 ou +1, +1,
seguindo a regra algébrica de combinagao de sinais, ou seja, 0s niveis altos seriam
os ensaios 1, 4, 5 e 8. Para os niveis baixos, os ensaios com sinais -1, +1, que séo

representados pelos ensaios 2, 3,6 e 7.

Figura 14 - Destaque do nivel alto e nivel baixo -
Calculo de interagdo AB

Interagéo

Fonte: Autor

61,1+54,55+23,5+21,35 31,1+101,35+20,9+95,85
4 4

Efeito AB =

Portanto, o efeito AB = 40,13 - 62,3 = -22,17 mg
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Todos os demais efeitos foram calculado seguinte os mesmos critérios
algébricos explicitados acima.

Para o efeitos AC, os experimentos considerados para o nivel alto foram 1, 3,
6 e 8 e para o nivel baixo, 2, 4, 5 e 7. Obtendo o efeito AC -0,08mg.

Figura 15 - Destaque do nivel alto e nivel baixo -
Calculo de interagdo AC

st wm (7 o +
AC T T

~ \

1

Fonte: Autor

O efeito BC foi calculado pelo contrate entre os niveis alto (1, 2, 7 e 8) e baixo
(3, 4, 5, 6), obtendo efeito BC = 52,35 — 50,075 = 2,28 mg

Figura 16 - Destaque do nivel alto e baixo - Calculo de
interagcao BC

Interagdo 7 8 I

B

Fonte: Autor
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E, por fim, o efeito terciario, ABC, também a diferenga entre o nivel alto (2, 3,

5 e 8) e o nivel baixo (1, 4, 6 e 7), concluindo com efeito ABC = -13,78 mg.

Figura 17 - Destaque dos niveis alto e baixo -
Calculo interagao ABC

Interagao

Fonte: Autor

Neste tipo de interagcdo, em que todas as variaveis apresentam relevancia, o
contraste se da pela diferengca de dois tetraedros inscritos em um cubo regular,

como representado pelas linhas que unem os ensaios positivos e os negativos.

Tabela 6 - Agrupamento dos efeitos do planejamento fatorial

Efeitos principais Efeitos Secundarios Efeitos Terciarios
A)-38,5mg AB) -22,17 mg ABC) -13,78 mg
B) 34,13 mg AC) -0,08 mg
C) -21,63 mg BC) 2,28 mg

Somente agora, com os todos os efeitos calculados, podemos entender o
comportamento do fungo Xylaria sp. perante as trés variaveis propostas para esse
planejamento fatorial.

Discutindo sobre os efeitos principais, todas variaveis apresentam efeitos
significativos nas condigbes de cultivo. Evidentemente o meio de cultivo e a agitagao
apresentam maior influéncia na modificacdo da resposta. A luz, entre as trés

variaveis, foi a que menos influenciou no processo, mas nao deixa de ter relevancia.
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Quando os efeitos secundarios sdo analisados, nota-se que apenas o efeito
AB apresenta destaque frente aos outros dois.

E por fim, a combinacao dos trés efeitos também apresenta uma alteragcao na
resposta do fungo.

Mas como saber se realmente tais efeitos sao significativos?

Existem diversas formas de deduzir se um efeito € importante. Por exemplo,
os efeitos secundarios AC e BC sdo muito pequenos se comparados com 0s
demais. A anadlise cuidadosa da tabela de efeitos mostra que a variavel C (luz) tem
uma influéncia menor entre os efeitos principais, e sempre quando combinada, por
exemplo, AC, BC e ABC, ela faz com que os efeitos sejam diminuidos. Portanto,
para a luz, mudando de um experimento sem luz para um experimento com luz, ha
abaixamento da produtividade.

A variavel A, meio de cultivo, apresenta efeito de -38,5 mg. O sinal negativo
nao diz que o efeito é prejudicial, pelo contrario, ele explica que mudando do meio
Czapek para o Nutriente, a quantidade de extrato produzido €, em média, diminuida
em 38,5 mg.

Ja a variavel B, quando passamos do modo estatico para um experimento
com agitagao, o efeito de tal variavel aumenta, em média, em 34,13 mg.

E por fim, a variavel luz, codificada com a letra C, apresenta um abaixamento

de -21,63 mg quando realizamos ensaios na presenca de luz.

4.3 O MODELO ESTATISTICO

Um modelo estatistico € um conjunto de um ou mais modelos matematicos
cuja finalidade € a modelagem de sistemas de interesse em termos de suas
caracteristicas.

Um problema recorrente na ciéncia consiste em tentar expressar uma ou mais
variaveis, denominadas variaveis respostas y, como fungdo de um conjunto de
outras variaveis, denominadas variaveis explicativas x. Dessa forma, o efeito de x
sobre y pode ser expresso através de um modelo matematico do tipo: y=f(x).

Frequentemente, por diversos motivos, esta relacdo ndo é perfeita. Como
consequéncia, f(x) apenas se aproxima de y e, portanto, a igualdade nao se verifica

considerando apenas as variaveis x. Uma situacdo comum €& que, além de x,
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inumeras outras caracteristicas também afetam y. Assim, o efeito conjunto dessas
caracteristicas € agrupado em outra variavel, €, que representa os erros que podem

estar associados aos ensaios.

Ao expressar o modelo desta forma, pressupde-se portanto, que o efeito
conjunto é aditivo. E importante observar também que com essa configuracéo, ndo é
possivel estudar o efeito de x isoladamente.

Um modelo estatistico de um planejamento fatorial pode ser construido

seguindo a seguinte estrutura:

Y(X1, X2, X3) = BotP1X1+P2X2+PaXz+P12X1 X2+ P13X1X3HP23X1X3+ 123X 1X2X3

Com a codificacdo, cada efeito passa a corresponder sempre a variagao de
duas unidades do fator correspondente, ja que o nivel do fator varia de -1 para +1.
Por unidade de X; e X;, consequentemente, os efeitos sdo a metade dos valores
que foi calculado.

Dizer que o efeito do meio de cultivo é de -38,5 mg quando A passa de Meio
Czapek para Nutriente € o mesmo que dizer que esse efeito é de -19,25 mg por
unidade de X. Dividindo por dois os efeitos calculados obtém-se os novos valores -
19,25 mg (meio de cultivo), 17,07 mg (agitagao) e -10,82 mg (luz). Para as interagao
entre meio de cultivo e agitagdo, encontra-se um abaixamento de 11,09 mg; para
interacao entre meio de cultivo e luz, apenas 0,035 mg; a interagao entre agitagcao e
luz também é pequeno, de apenas 1,14 mg e por fim, a interagdo entre todos os
efeitos principais, meio de cultivo, agitagéo e luz, com -6,89 mg.

Portanto, o modelo estatistico representado nesse planejamento fatorial pode

ser descrito da seguinte forma:

y(X41, X2, X3) = 51,22 — 19,25x4 + 17,07x2,— 10,82x3 — 11,09x4x2 - 0,035x4x; +

1,14X2X3 - 6,89X1X2X3

Por exemplo, para o ensaio 1, onde tem-se 0s niveis -1 para todas as
variaveis, pode-se estimar a resposta (y) substituindo os valores de x4, x2 € x3 por -1.

Logo:
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y(-1,-1,-1) = 51,22 — 19,25(-1) + 17,07(-1) — 10,82(-1) — 11,09(-1)(-1) - 0,035(-
1)(-1) + 1,14 (-1)(-1) — 6,89 (-1)(-1)(-1)

y(-1,-1,-1) = 51,22 +19,25-17,07+10,82 -11,09-0,035 +1,14 +6,89 = 61,12 mg

y(+1,-1,-1) = 51,22 — 19,25(1) + 17,07(-1) — 10,82(-1) — 11,09(1)(-1) -
0,035(1)(-1) + 1,14 (-1)(-1) — 6,89 (1)(-1)(-1)

y(+1,-1,-1) = 51,22-19,25-17,07+10,82+11,09-0,035+1,14-6,89 = 31,10mg

Aplicando essa equagao matematica para todos os ensaios, obtém-se

os valores preditos pelo modelo proposto:

Tabela 7 - Calculo do residuo gerado pelo modelo proposto

Ensaio R1 R2 Média Previsto Residuo 1 Residuo 2
1 59 63,2 61,10 61,12 -2,13 2,08
2 29,5 32,7 31,10 31,10 -1,60 1,60
3 103 99,7 101,35 101,38 1,62 -1,68
4 55,9 53,2 54,55 54,56 1,34 -1,36
5 24,9 22,1 23,50 23,50 1,40 -1,40
6 22,6 19,2 20,9 20,885 1,72 -1,685
7 99 92,7 95,85 95,875 3,12 -3,18
8 19,6 23,1 21,35 21,345 -1,74 1,76

Abaixo, grafico que relaciona os valores preditos com os residuos deixados

pelo modelo matematico.
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Figura 18 - Relagdo dos valores reais versus residuos
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Fonte: Autor

A estimativa do rendimento do ensaio 1, por exemplo, é 61,12 mg, enquanto
os valores realmente observados nos experimentos individuais foram de 59 e 63,2
mg. A previsao feita pelo modelo matematico deixa dois residuos, -2,13 e 2,08.

Com todos os dados ja calculados, como apresentados nas tabelas abaixo, &
possivel calcular a porcentagem que cada efeito ou interagdo contribui para o

modelo estatistico do planejamento fatorial.

Tabela 8 - Apresentacao dos efeitos e porcentagens

Efeitos efeitos2 Porcentagem
A -38,48 1480,33 38,96
AB -22,18 491,73 12,94
o -21,63 467,64 12,31
ABC -13,78 189,75 4,99
AC -0,08 0,01 0,00
BC 2,28 5,18 0,14
B 34,13 1164,52 30,65
SOMA 3799,14

Dessa forma, a porcentagem de cada efeito é encontrada fazendo uso da

seguinte relagado matematica:



40

Porcentagem(%) = ((efeito*2)/Y (efeitos*2))*100

A tabela 6 traz o calculo da porcentagem de acordo com os efeitos e
interacoes em ordem crescente de importancia. Nota-se que o efeito A é o mais
relevante, contribuindo com 38,96% da resposta. Seguido pelo efeito da agitagéao,
depois da interagdo entre meio de cultivo e agitagdo; em quarto lugar a luz, e por
fim, a interacdo entre todos as variaveis. E importante destacar que as interacdes
BC (agitacao e luz) e AC (meio de cultivo e luz) quase nao apresentam significancia
para a resposta dos ensaios.

Para realmente ter subsidios para descartar estas duas interacdes, € possivel
calcular as variancias e os erros (tanto experimentais como de cada efeito
especifico).

Tanto a varidncia como o desvio padrdao, na realidade, € a medida da
dispersdo de um conjunto de dados. A variancia mede o quanto cada elemento de

uma distribuicdo se desviou do valor central, ou seja, da média dos experimentos.

Tabela 9 - Variancias e coeficientes

VARIANCIA N G.L VAR X G.L COEF COEF"2
8,82 2 1 8,82 0,25 0,0625
5,12 2 1 5,12 0,25 0,0625

5,445 2 1 5,445 0,25 0,0625

3,645 2 1 3,645 0,25 0,0625

3,92 2 1 3,92 0,25 0,0625

5,78 2 1 5,78 0,25 0,0625

19,845 2 1 19,845 0,25 0,0625

6,125 2 1 6,125 0,25 0,0625
soma 8 58,7 0,5

A variancia é calculada como sendo a diferenca entre a resposta e a média
dos experimentos.

No caso deste planejamento fatorial, por exemplo, para o ensaio 1, a
duplicata apresenta as respostas: 59 e 63,2, cuja média é 61,1. A variancia para
esse caso € encontrada da seguinte forma:

$%=(59-61,1)*+(63,2-61,1)%/2-1 = 8,82.
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A tabela 7, apresenta a variancia de cada ensaio na primeira coluna. O n é o
numero de réplicas, no caso, 2, para todos os ensaios. G.| é o grau de liberdade, ou
seja, n-1.

No caso do planejamento proposto aqui, fica evidente o valor do coeficiente
fica mais claro quando se analisa, por exemplo, o calculo algébrico do calculo de

cada efeito. Exemplo, para encontrar a interacao AB, temos:

61,1+54,55+23,5+21,35 31,1+101,35+20,9+95,85
4 4

Efeito AB =

Note que cada parte da subtracéo € dividida por 4 (0 numero de ensaios que
estdo no nivel alto ou baixo). E 0 mesmo que cada ensaio fosse multiplicado por .
Por esse motivo, o coeficiente explicitado na tabela 7 é 0,25.

Com isso, a variancia experimental € encontrada pela relagao existente entre
a variancia de cada efeito com o grau de liberdade.

Logo,

8,82+5,12+5,45+3,65+3,92+5,78+19,85+6,13
B 1+14+1+1+14+1+1+1

SZ

Variancia experimental: S2=17,34

E o erro experimental € a raiz quadrada da variancia experimental:
S=7,34"0,5 = 2,71

Agora é possivel encontrar o erro de um efeito.

Varidncia de um efeito € encontrado quando todos os coeficientes sao
elevados ao quadrado, multiplicado pela variancia experimental dividido por 2 (que é
0 numero de réplicas para cada ensaio). Ou seja, algebricamente, o calculo do erro
de um efeito é descrito da seguinte forma:

Variancia de um efeito = (3 coef*2)*S?%/2 = 0,5%(7,34/2)= 1,84

E, consequentemente, o erro de um efeito € a raiz da varidncia de um efeito.
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Logo: erro de um efeito = 1,8470,5 = 1,35
Além disso, € importante enfatizar que os 7 efeitos calculados seguem uma

distribuicdo gaussiana, ou distribuicdo normal.

Tabela 10 - Valor para o calculo da distribuigao normal

Efeitos inicio fim centro z
A -38,48 0,00 0,14 0,07 -1,47
AB -22,18 0,14 0,29 0,21 -0,79
C -21,63 0,29 0,43 0,36 -0,37
ABC -13,78 0,43 0,57 0,50 0,00
AC -0,08 0,57 0,71 0,64 0,37
BC 2,28 0,71 0,86 0,79 0,79
B 34,13 0,86 1,00 0,93 1,47

Como sete efeitos foram calculados, a curva gaussiana deve ser
dividida igualmente, logo, o primeiro experimento, A, ele se inicia em 0 e vai até
0,143 (que é 1/7 da area da gaussiana). Isso foi feito para todos ensaios. Cada uma
dessas areas se relaciona com um valor de z, que é o valor da distribuicdo normal,
que é facilmente encontrado em tabelas especificas. Por fim, encontra-se valores de

z simétricos que estao distribuidos em uma curva gaussiana.

Figura 19 - Grafico de probabilidade - Efeitos versus valor de z

‘m

. efeitos

2

Fonte: Autor
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Realizando a analise no grafico dos efeitos versus o valor de z, € possivel
identificar que duas interacbes estdo muito préximas de 0 (sendo estas
correspondentes as interagdes AC e BC). Os demais efeitos apresentam influéncias
mais significativas na resposta.

Para ter certeza se essas interagcdes destacadas em vermelho podem ser
desconsideradas (ou receberem menos importancia) € necessario realizar um teste
de t de Student.

O numero de grau de liberdade para este planejamento é igual a 8. Em um
teste t com 95% de confianga, e com 8 graus de liberdade, o valor de t € de 2,306
(valor encontrado em tabelas proprias. Ou calculados facilmente em softwares,
como o Excel, por exemplo).

Um t critico € encontrado quando multiplica-se o erro de um efeito com o valor
de t com 8 graus de liberdade e 95% de confiancga.

Ou seja,

Teritico=2,306%1,35 = 3,11.

Com isso, todos o efeitos e interacbes menores que 3,11 podem ser
descartados. Analisando a tabela de efeitos e interagdes (tabela 6, na pagina 30)
apenas duas interagdes apresentam valor menor que 3,11, sendo exatamente os
pontos destacados pela regiao vermelha no grafico de probabilidade. Dessa forma,
as interagbes entre meio de cultura e luz (AC) e agitacéo e luz (BC) sdo menos
relevantes e podem, portanto, receber menos atencdo no tratamento dos dados.

Os efeitos A, B, C e as interagdes AB e ABC, juntas, correspondem a 99,95%
do modelagem estatistica.

Do mesmo modo, os coeficientes calculados e seus respectivos valores
quando subtraidos e somados pelo intervalo de confianca podem ser representados
graficamente.

Nota-se que no grafico, dois coeficientes passam pelo zero. Isso significa que
tais coeficientes podem assumir o valor de 0 no modelo matematico. Os calculos
apresentados evidenciam que esses dois coeficientes podem ser negligenciados,
significa que o modelo deve ser reajustado eliminando os coeficientes AC e BC e

refazendo novamente os calculos para obtengcdo de um modelo mais consistente.
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O modelo é reajustado, eliminando as interagbes AC e BC. Com isso, a
predicdo dada pelo modelo ajustado gera novos residuos que podem também ser

apresentados em um grafico.

Figura 21 - Apresentagao dos coeficientes e seus respectivos
intervalos de confianga
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Dessa forma, observa-se na figura 21 que nenhum coeficiente pode assumir o
valor 0. Todos os coeficientes ali demonstrados sido relevantes para o modelo
proposto.

Uma tabela de ANOVA (ANalysis Of VAriance) é apresentada a seguir. Esta
tabela faz contempla a analise da variancia do modelo representado até aqui.

A Soma Quadratica da Regressao € uma das informagdes que a tabela de
ANOVA apresenta. Trata-se da soma total do quadrado da diferenga entre os
valores previstos pelo modelo e as médias das respostas encontradas. O grau de
liberdade permitido para Soma Quadratica de Regressao (SQr) € p-1 (onde p
corresponde ao numero de coeficientes encontrado) Para o modelo proposto aqui,
foram 6 coeficientes, logo, 5 graus de liberdade sao atribuidos a SQg.

O mesmo ¢é feito para os residuos deixados pelo modelo. Ou seja, subtrai-se
dos dados experimentais os valores previstos pelo modelo, o valor obtido € elevado
ao quadrado, obtendo, assim, a Soma Quadratica dos Residuos (SQres). Este valor
representa a quantidade de resposta que nao esta sendo contemplada pelos
coeficientes de regressao que foram determinados para o modelo proposto.

Somando os dois valores obtidos na SQ; e SQrs, obtém-se a Soma
Quadratica Total, com 15 graus de liberdade.

Verifica-se que as Somas Quadraticas sempre estdo associadas a
determinado numero de grau de liberdade. Dividindo-as por este valor de grau de
liberdade, obtém-se uma média, denominada Média Quadratica.

Com isso, a Média Quadratica dara uma informacdo sobre o modelo
estatistico proposto até aqui.

A seguir, sdo apresentadas as tabelas de descricbes de ANOVA, bem como

os valores encontrados para o planejamento fatorial aqui descrito.

Tabela 11 - Tabela de Anova (Analysis of Variance)

Parametro Soma quadratica G.L Média
Quadratica
Regressio, SQR & p-1 SQR
> o-9r2 MQw= =

i=1

Residuo, SRyes n n-p _SQres
Y o-92 -

i=1
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Total, SQT n-1 _SQT
Z('y )2 MaT=""
Erro Puro, SQep m'" n-m _SQep
Z Z('ylz -y)2 S —
i=1 j=1
Falta de ajuste, U m-p _SQep
SQtaj Z Z( i —yi)"2 MQfaj_m—'P

j=1

-~
1l
=y
—~
1}

Onde: G.L= Grau de liberdade, p= numero de coeficiente, n=numero de
experimentos, m = numero de experimentos independentes, yi = resposta prevista e

y = média das respostas experimentais.
Portanto, os valores de cada elemento da tabela ANOVA foram calculados

e estdo contemplados na tabela abaixo.

Tabela 12 - Tabela de Anova calculada

Anova (Analysis of Variance)

SQ g.l. MQ Teste F
R 15175,85 5 3035,17 382,14
r 79,42 10 7,9425
T 15255,28 15 1017,02
EP 58,70 8 7,3375 1,412
Fal 20,72 2 10,3625
RA2 0,9948 0,9973
RA2 max 0,9961 0,9980

As médias quadraticas obtidas podem ser comparadas por um teste F.
Obtém-se um valor de F na divisdo da Média Quadratica da Regresséo pela
Média Quadratica dos Residuos. E compara-se com um valor de F tabelado que
contemple os graus de liberdade do numerador (G.L=5) e do denominador

(G.L=10) e com os critério de 95% de confiancga.

_ MQR
MQres

_3035,1705
7,94

O valor de F tabelado (95% de confiangca e com graus de liberdade 5 e 10)

= 382,14

é 3,33. Logo, o modelo é confiavel.
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Analisando a razdo entre SQgr e SQT, obtém-se:

SQR_ 15175,85
QR 1517585~ 09,9948
SQT 15255,28

99,58% da Soma Quadratica de todo o planejamento estad sendo
relacionada com SQR. Esta € mais uma informagao de que o modelo proposto é
valido em suas determinadas condigdes.

Abaixo, os graficos de contorno que esse modelo estatistico descreve.
Lembrando que o modelo proposto esta restrito aos niveis -1 e +1, fora dessa
definicdo (em outro meio de cultivo, com outro tipo de agitagdo ou com uma
intensidade de luz alternada) ndo é possivel afirmar, matematicamente, que o
fungo Xylaria sp. se comporta da mesma forma.

O grafico abaixo é conhecido como curva de contorno. Fixando a variavel
C (luz) no nivel baixo, ou seja, com auséncia de luz, é possivel analisar o
comportamento do meio de cultivo frente a agitacdo, seguindo a seta indicativa
(em cor preta) que representa a passagem do Czapek para o Nutriente e partindo
para experimentos com agitagdo, a tendéncia € obter massa de extrato mais

baixa, préxima de 50 mg (cor azul).
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Figura 22 - Grafico de curva de contorno
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Fonte: Autor

Por outro lado, a seta vermelha indica que ha um aumento na produgao de
extrato. Significa que se 0 meio de cultivo for Czapek e a agitagao for aplicada ao
ensaio, a tendéncia € aumentar a resposta, chegando préximo a 100 mg de extratos,
coloracédo rosa, (0 que se configuraria no experimento 3, com massa obtida de
101,35 mg).

A figura abaixo apresenta uma superficie de resposta do modelo proposto
para este planejamento fatorial. Fixando a variavel C em -1, onde ha os ensaios com
maiores respostas, pode-se observar que nos niveis correspondentes a -1, sem
agitacédo, sem luz (ja que esta fixada), e Czapek, a massa fica proxima de 60 mg
(ensaio 1). Passando do nivel -1 para +1 na variavel B, ha um aumento de quase 40
mg, obtendo 100 mg de extrato, o que equivale ao ensaio 3. E um decaimento de
massa quando passa-se do nivel -1 para +1 da variavel A. Ou seja, cai de 100 mg

para 54 mg (ensaio 4).
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Figura 23 - Superficie de resposta para o modelo proposto

-1.(‘)7%140

Fonte: Autor

Como o objetivo desse trabalho é explorar a variabilidade metabdlica do
fungo Xylaria sp. em diferentes condi¢des de cultivo, € bastante claro na literatura
que o meio de cultivo € um fator determinante na produgao metabdlica dos micro-
organismos.

Com o intuito de verificar como os demais fatores, agitagéo e luz, influenciam
no comportamento do fungo, excluiu-se a variavel A (meio de cultivo) € um novo
planejamento fatorial foi feito, visando compreender como a agitacdo e luz

influenciam o comportamento do fungo.

O planejamento fatorial apresentado até aqui, foi desmembrado em dois
planejamentos fatoriais 22, um apenas com os ensaios de Czapek (destacado na
tabela acima na cor azul) e outro, com meio Nutriente.

O novo planejamento fatorial, 2%, é apresentado abaixo:
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Tabela 13 - Apresentagao dos dados de planejamento fatorial 242

Czapek Nutriente
Ensaio B C Médias Ensaio B C Médias
1 -1 -1 61,1 2 -1 1 31,1
3 1 -1 101,1 4 1 -1 54,6
5 -1 1 23,5 6 -1 1 20,9
7 1 1 95,9 8 1 1 21,4

Legenda: B — Agitagéo, C — Luz

Para este novo planejamento, os efeitos também foram calculados e sao

expressos nas tabelas abaixo:

Tabela 14 - Calculo dos efeitos e valores de z para o planejamento fatorial 272

(Czapek)
Czapek Efeito % inicio fim centro z
o -21,4 11,80 0 0,33 0,17 -0,97
BC 16,2 6,76 0,33 0,66 0,5 0
B 56,2 81,42 0,66 1 0,83 0,97

Tabela 15 - Calculo dos efeitos e valores de z para o planejamento fatorial 272

(Nutriente)
Nutriente Efeito % inicio fim centro z
C -21,7 63,03 0 0,33 0,17 -0,97
BC -11,5 17,70 0,33 0,66 0,5 0

B 12 19,27 0,66 1 0,83 0,97
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O modelo proposto para os experimentos apenas com meio Czapek nao
precisa de ajuste, como mostrado no grafico abaixo. Nenhum dos coeficientes passa

pelo valor zero, portanto, todos sao relevantes.

Figura 24 - Grafico de coeficientes para o modelo do meio
Czapek
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Fonte: Autor

Do mesmo modo, para o0 modelo gerado para os ensaios cultivados com meio
Nutriente, todos os coeficientes sédo relevantes para a modelagem matematica,
como mostra o grafico abaixo:

Figura 25 - Coeficiente do modelo gerado para o meio Nutriente
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Informagdes importantes sdo observadas quando se divide o planejamento 2°
em dois grupos. Analisando o grupo Czapek, pode-se notar que a agitagéo contribui
em 81,42% no modelo matematico, e a luz, 11,80%. Isso € o oposto do que se
observa para ensaio com meio Nutriente. A agitacao 19,27%, e a luz, 63,03%.

Somado a isso, é possivel dispor os valores das respostas em graficos, como
mostrados abaixo. Observa-se que quando se realiza experimentos com agitagao,
ha um aumento médio, na massa de extrato obtidos de meio Czapek, de 40mg. E
que sem agitagdo e com luz, os ensaios tem o menor rendimento, 23,5 mg.

Uma informagao muito interessante € que o fungo Xylaria sp. € aerdbio, e por
esse motivo, quando se tem agitacdo, ha maios oxigenagdo, e com isso, O

metabolismo do fungo faz com que produza maior quantidade de extrato.

Figura 26 - Grafico das médias das respostas para os extratos
em meio Czapek
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Fonte: Autor

O gréfico de contorno e a superficie de resposta criadas para os ensaios com
Czapek descrevem o mesmo comportamento discutido anteriormente; aqui, porém,
€ possivel encontrar o melhor caminho para se aumentar a produgao de extrato do
fungo.

No grafico de contorno, a area em amarelo é aquela que apresenta maior
producao metabdlica. Desse modo, caso a intengdo seja produzir maior quantidade
de extrato, a agitacdao € um fator determinante. Nessas condi¢cbes de cultivo, a
agitacado se deu em 100 rpm. O gréfico de contorno e a superficie de contato sugere

que se aumentar a agitacao (e ao abrigo da luz) a produgao de extrato é aumentada.
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Figura 27 - Grafico da curva de contorno para o modelo do planejamento
272 (Czapek)
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Fonte: Autor

Figura 28 - Superficie de resposta para o planejamento 272
(Czapek)

sepew

-1.010

Fonte: Autor



54

O mesmo raciocinio foi feito perante os ensaios que correspondem ao cultivo
com meio Nutriente.
Dessa forma, os graficos de média de respostas e os de contorno e superficie

de resposta também foram plotados.

Figura 29 - Grafico da média das respostas para o

8

meio Nutriente

Fonte: Autor

Buscando a otimizagdo das condi¢cbes de cultivo, a analise do grafico de
contorno e da superficie de resposta apontam que as melhores condigdes de cultivo
em meio nutriente também s&o com agitacéo e ao abrigo de luz (Ensaio 4).

Os meios de cultivo Nutriente mostram que a agitacdo também favorece a
producao de extrato. Para este caso, o efeito da agitacdo € apenas 12 mg, em
média. ja o da luz, é de -21,7 mg. Ou seja, a luz tem uma relevancia muito maior

para a modelagem matematica do que a agitagao.

Figura 30 - Grafico de contorno do planejamento 272 (nutriente)
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Figura 31 - Superficie de resposta para o planejamento 272
(Nutriente)

sepeil

-1010
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4.4 DADOS ESPECTROMETRICOS E ESPECTROSCOPICOS

O planejamento fatorial descrito anteriormente garantiu que indugdes
planejadas pudessem influenciar na produgédo metabdlica do fungo Xylaria sp. pelo
menos no sentido quantitativo, pois alguns ensaios proporcionaram uma quantidade
maior de massa, outros, uma faixa intermediaria ou até mesmo mais baixa.

Os extratos obtidos pelo planejamento foram analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia hifenada ao espectrémetro de massas
(CLAE-EM) e também cromatografica gasosa acoplada ao espectrometro de massas
(CG-EM).

Inicialmente, sera apresentado dos dados de CLAE-EM. Cada amostra foi
analisada seguindo a descrigao ja apresentada na sessao experimental.

Como o intuito inicial € observar a variabilidade metabdlica do fungo, foi
realizada uma analise prévia dos cromatogramas obtidos pelo planejamento fatorial.
Obviamente, o meio de cultivo é algo determinante na produgdo metabdlica do
micro-organismo. Por esse motivo, serdo analisados os extratos separadamente, de
acordo com o planejamento 22 porque assim, pode-se analisar quais sdo os fatores
que realmente proporcionam OSMAC.
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O objetivo principal de ter realizado tais indugbes, variagdes fisico-quimica
que poderia modificar a produgdo metabdlica do fungo era verificar a possivel
ativagao ou desativacado de algumas vias metabdlicas especificas para producéo de
determinados metabdlitos. Através dos perfis cromatograficos obviamente ha uma
alteracdo bem significativa no niumero de sinais dos extratos obtidos do meio de
cultivo Czapek, (sendo eles 1, 3, 5 e 7) daqueles de Nutriente (2, 4, 6 e 8). Sao
meios de cultivo totalmente distintos em sua composi¢ao, o Czapek tem a Sacarose,
como unica fonte de carbono. Ja o Nutriente € um meio complexo, com extrato de

carne e extrato de levedura como constituintes principais.

4.5 COMPARAGAO DA PRODUGAO METABOLICA NO CLAE-EM NO
MEIO CZAPEK.

Obviamente, a producdo de metabdlitos com diferentes meios de cultivo é
distinta (ainda mais comparando-se um meio quimicamente definido onde a unica
fonte de carbono é a sacarose e um meio complexo). Por este motivo foram
agrupados de tais formas, em dois grandes blocos. Nesta etapa, serdao apresentadas
as comparacdes dos ensaios obtidos do cultivo em Czapek, e posteriormente,
obtidos do cultivo em Nutriente.

A primeira comparacao € entre o ensaio 1 e o 3. Relembrando que o ensaio
1 foi contemplado com os niveis -1 (para toda as variaveis), entéo, trata-se de um
experimento estatico ao abrigo de luz. E o 3, mesmo meio de cultivo, mas com
agitacao, e também ao abrigo de luz. A amostra 1 é representada em azul. E a 3, em

vermelho.

Figura 32 - Comparacgao entre os cromatogramas extrato 1 e 3
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E importante destacar novamente que na comparacdo desses dois ensaios,
quando se inseriu a agitagdo nas condigdes de cultivo, houve um aumento médio de
40 mg na produgao de extrato.

Na analise dos perfis dos cromatogramas do CLAE-EM é possivel verificar
que as indugdes planejadas induzem o fungo a mudar seu metabolismo. Ampliando
as regides dos cromatogramas, fica evidente que ha sinais bastante destacados em

um tipo de cultivo, e que sdo ausentes em outro.

Figura 33 - Ampliagao da comparagao entre 1 e 3 (7 a 19 min)
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O sinal em 16 minutos, por exemplo, esta presente apenas no ensaio 1, sem

agitacao.

Figura 34 - Ampliagdao e comparagao entre 1 e 3 (26 a 38 min)
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Do mesmo modo, € evidente que grande parte dos metabdlitos produzidos
sao 0s mesmos, mas sinais diferenciados sao evidenciados na comparacio desses
dois ensaios em condi¢des de cultivo distintas.

A mesma comparacdo sera feita entre todos os ensaios. Essa comparacao
entre os perfis cromatograficos das matrizes complexas pode dar resposta ao

objetivo pretendido nesse trabalho de mestrado, que era explorar a rede metabdlica
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do fungo Xylaria sp. através de indugdes planejadas. As demais comparagdes sao
apresentadas a seguir.

Os dois cromatogramas apresentados a seguir trata-se novamente do ensaio
1, cultivo estatico ao abrigo de luz, agora com o 5, cultivo estatico, porém, exposto a

luz.

Figura 35 - Comparagao entre ensaios1e 5
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Fica evidente que algumas regides sdo semelhantes, mas que ha sinais que
nao aparecem em determinada condigdo de cultivo. Obviamente, agitag¢ao e luz, ndo
sao fatores que podem mudar completamente o perfil metabdlico de um micro-
organismo, mas pode-se observar que determinadas regides dos cromatogramas
apresentam sinais diferenciados. Metabdlitos secundarios diferentes podem estar
sendo produzidos quando se muda as condi¢cbes de cultivo, tornando claro que
inducdes desse tipo podem despertar ou inibir determinadas vias metabdlicas do
fungo.

Figura 36 - Ampliagdo e comparagao entre 1 e 5 (8 a 20 min)
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Nessa regido ampliada mostrada na figura 34, o perfil metabdlico é

praticamente o mesmo.
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Porém, na figura 35 e 36 observa-se sinais diferenciados. Sugerindo uma

variagao na produgao metabdlica do micro-organismo estudado.

Figura 37 - Ampliagdao e comparagao entre 1 e 5 (20 a 34 min)
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Figura 38 - Ampliacao e comparagao entre 1 e 5 (34 a 41 min)
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Dessa vez, a comparagao se da entre o ensaio 1, em modo estatico ao

abrigo de luz, com 7, cultivo sob agitacao e na incidéncia de luz.

Fiagura 39 - Comparacao entre ensaios1e7
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Figura 40 - Ampliagao da comparagao entre ensaios 1 e 7 (10 a 20 min)
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Figura 41 - Ampliagao da comparagao entre ensaios 1 e 7 (20 a 34 min)
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A diferenga na produgdo metabdlica nos perfis cromatograficos também sao

bastante significativas.

4.6 Comparagdao da producao metabdlica no CLAE-EM no meio

Nutriente.

Figura 42 - Comparagao entre cromatogramas dos extrato 2 e 4
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Quando comparados, observa-se que o perfil cromatografica destas matrizes
complexas ndo sao idénticos. Ha sinais similares em determinadas regides, mas

também é possivel visualizar picos distintos para cada extrato.

Figura 43 - Ampliagdo e comparacao entre ensaios 2 e 4 (10 a 20 min)
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Figura 44 - Ampliagao e comparacao entre ensaios 2 e 4 (21 a 34 min)
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A segunda comparagdo entre os extratos obtidos do cultivo em meio
Nutriente, é entre o ensaio 2 e o 6. Enfatizando que o 2 trata-se de um cultivo
estatico e ao abrigo de luz, e o ensaio 6, por outro lado, foi cultivado com agitagéo e

na incidéncia de luz.

Figura 45 - Comparacao entre ensaios 2 e 4
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Figura 46 - Ampliacao e comparacgao dos ensaios 2 e 4 (20 a 30 min)
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Figura 47 - Ampliagdo e comparagao entre ensaios 2 e 6 (31 a 41 min)
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A terceira comparacdo que se faz entre os ensaios com meio Nutriente é
entre 2 e 8. O 2 é estatico e na auséncia de luz. O ensaio 8 foi cultivado de forma
oposta, sob agitacdo e com luz.

A seguir, também ¢é apresentado um comparativo entre esses diferentes

ensaios.

Figura 48 - Comparagao entre ensaios 2 e 8
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Figura 49 - Ampliacao e comparagao dos ensaios 2 e 8 (10 a 20 min)
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Figura 50 - Ampliagdao e comparagao dos ensaios 2 e 8 (20 a 30 min)
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0.0

Sinais evidentes no ensaio 2 ndao aparecem no ensaio 8, e vice-versa. O
metabolismo do micro-organismo é alterado quando diferentes condigbes de cultivo
sdo realizadas.

A variabilidade metabdlica pode ser melhor representada quando ha a
contagem de sinais dos cromatogramas. Agrupando os cromatogramas pelo tipo de
extrato obtido, Czapek ou Nutriente, pode-se realizar uma avaliacdo da diferenca de
sinais detectados de acordo com as diferentes condi¢des impostas ao cultivo do
fungo, e uma forma de evidenciar a abordagem OSMAC pretendia para este
trabalho.

A seguir, sdo apresentados os cromatogramas dos ensaios 1, 3, 5 e 7, que

correspondem ao extratos obtidos do meio de cultivo Czapek.

Figura 51 - Contagem de picos no extrato 1
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Figura 52 - Contagem de picos no extrato 3
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Figura 53 - Contagem de picos no extrato 5
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Figura 54 - Contagem de picos no extrato 7
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Os cromatogramas obtidos dos extratos de meio Nutriente sdo apresentados
abaixo, com o intuito de explicitar a variabilidade metabdlica induzida pela variacéo

das condic¢des de cultivo.

Figura 55 - Contagem de picos no extrato 2
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Figura 56 - Contagem de picos no extrato 4
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Figura 57 - Contagem de picos no extrato 6
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Figura 58 - Contagem de picos no extrato 8
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Tabela 13 - Apresentacao do numero de picos para cada ensaio

Ensaio n° de sinais Ensaio n° de sinais
1 44 2 63
3 40 4 61
5 53 6 55
7 46 8 63
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A contagem da quantidade de sinais de cada cromatogramas € mais uma
evidéncia de que houve OSMAC através de uma indugdo planejada realizada

através de um delineamento experimental.

46 A TECNICA DE DESREPLICAGAO PARA MOLECULAS DE
CITOCALASINAS D

Em um trabalho utilizando a técnica de desreplicagdo, alguns sinais sao
selecionados, gerando espectros de massa evidenciando dados de relagdo massa
carga (m/z) os quais sao procurados em bases de dados a fim de encontrar
compatibilidade com compostos ja relatados na literatura.

O processo de desreplicacdo envolve a separacdo de metabdlitos por
métodos  cromatograficos, identificagdo dos compostos por ~métodos
espectroscopicos, bioensaios para avaliagdo da atividade bioldgica, e pesquisa em
base de dados para verificagao se o metabdlito ja esta catalogado.

Além disso, pode-se promover a varredura quimica ou analisar o perfil
metabdlico nos extratos ja direcionando para uma molécula de interesse, ou, por
outro lado, a fim de verificar a possibilidade de moléculas inéditas, os sinais que nao
apresentam relacdo em base de dados podem ter potencial para um tratamento
mais refinado, visando identificar determinado composto.

As técnicas hifenadas aqui utilizadas, como os cromatogramas apresentados
acima obtidos por CLAE-EM, combinam o método de separagdo, cromatografia
liquida, com a técnica de identificagdo estrutural, espectrometria de massas,
combinando a versatilidade da cromatografia liquida com a sensibilidade da
espectrometria de massas.

Por outro lado, o CLAE ¢ utilizado para separar macromoléculas, espécies
ibnicas, moléculas de variadas polaridades e alto peso molecular, de acordo com a
solubilidade na fase movel e, a fase estacionaria selecionada para a analise. Esses
fatores favorecem o CLAE como uma excelente técnica para desreplicacao e para
tracar o perfil metabdlico dos estudos de compostos naturais em misturas
complexas.

No sistema CLAE, a amostra é injetada na fase mével e transportada através

da coluna contendo a fase estacionaria onde a separagao acontece. Esta separacao
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ocorre pela interacao seletiva entre a amostra, a fase movel e a fase estacionaria e é
monitorado por um detector que usualmente pode ser UV, RMN ou EM. Para o
CLAE-EM, os compostos sao detectados no coluna do sistema CLAE e direcionados
para o espectrdbmetro de massas onde sdo ionizados e separados pela razdo
massa-carga.

Os cromatogramas dos extratos aqui apresentados foram obtidos por CLAE-
EM, ionizagao por electrospray (ESI). Como resultado da ionizagao por electrospray
as moléculas podem ser protonadas ([M+H]") ou desprotonadas ([M-HJ);
cationizadas, usualmente como [M+Na]’ ou [M+K]"; anionizadas, [M-CI]
dependendo da estrutura molecular do analito.

O fungo Xylaria sp. € um micro-organismo que produz metabdlitos de alto
valor agregado e de interesse farmacéutico. Foi por esse motivo que ele foi
selecionado como foco desse trabalho de mestrado, para induzir (através de
variagbes planejadas) a produgdo de citocalasinas, que € um produto natural
utilizado atualmente para tratamento de cancer e nos ultimos anos esta sendo
inserido também no tratamento de HIV. E um composto comercializado no Brasil
por aproximadamente mil reais o miligrama de citocalasina D (comercializado pela
Sigma Aldrich).

Apos observar a viabilidade de se fazer OSMAC, induzindo de forma
planejada o micro-organismo, a segunda etapa desse trabalho é realizar a varredura
dos extratos brutos nos cromatogramas de CLAE-EM buscando sinais da massa de
alta resolugao de citocalasina D. Trata-se de uma molécula de formula molecular
C30H37NOg € sua respectiva massa de alta resolucéo é 507,2620.

Os cromatogramas dos extratos de todos os ensaios foram varridos buscando
as seguintes massas-carga: [M+H]" = 508,2620; [M+Na]" = 530,2620 e [M+K]" =
546,352. Com o erro pré determinado de +0,5.

O sinal indicando a presencga da massa-carga de 508,2620 apareceu para 0s
seguintes ensaios: 1, 5, para Czapek e 2, 6 e 8, para meio Nutriente.

A seguir, serdo apresentados os cromatogramas com a indicagdo do tempo

de retengcdo que sugere a massa-carga procurada.
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Figura 59 - Identificagcao do sinal da molécula de citocalasina D no
extrato 1
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O pequeno sinal destacado em vermelho sinaliza que no tempo de retengao
préoximo a 15,2 minutos, a massa de 508,2620, que corresponde a [M+H]", esta
presente.

Com isso, é possivel analisar o espectro de massas correspondente a esse

sinal:

Figura 60 - Espectro de massas do pico destacado na figura 57
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No ensaio 5 também foi detectado o sinal com a massa de alta resolugao de

citocalasina D. Também foi registrado no tempo de aproximadamente 15,2 minutos.

Figura 61 - Detecgao do sinal de citocalasina D no extrato 5
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Figura 62 - Espectro de massas do sinal destacado na figura 59
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E importante enfatizar que o ensaio 1 trata-se do experimento cujo niveis
determinados no planejamento fatorial sdo -1. Ou seja, sem agitacéo e ao abrigo de
luz.

Por outro lado, o ensaio 5 foi cultivado sob luz , mas sem agitacéo.

Para os cultivos com agitagdo, em meio Czapek, ndo foi detectado sinal de
citocalasina D. Nas condi¢cbdes aqui descritas, a luz € um fator que nao influencia na
producao desse determinado metabdlito.

Para os cultivos com meio Nutriente, também foi feito a mesma varredura,
buscando encontrar sinais que correspondessem ao metabdlito de interesse. Para
esse grupo de quatro ensaios, trés apresentaram sinais de citocalasina D, que
correspondem aos ensaio 2, 6 e 8. Os cromatogramas e os espectros de massas

sao mostrados a seguir:

Figura 63 - Detecgao do sinal de citocalasina D no extrato 2
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Figure 64 - Sinal de citocalasina D no extrato 2
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Nos ensaios em meio Nutriente, os sinais correspondentes a massa-carga de
Citocalasina D é apresentado em 15,2 minutos.

O ensaio 2 foi previamente determinado realizando um cultivo estatico e ao
abrigo de luz.

Ja o ensaio 6, que também apresentou sinais da molécula desejada, e
tratava-se de um cultivo também estatico, porém, na incidéncia de luz.

O cromatogramas do ensaio 6 referente ao sinal de citocalasina D é
apresentado a seguir, juntamente com o espectro de massas que corresponde a

molécula pretendida.

Figura 65 - Deteccao do sinal de citocalasinas D no extrato 6
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Figura 66 - Espectro de massas do sinal destacado na figura 63
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Por fim, o terceiro extrato que apresentou sinais de Citocalasina D foi o

ensaio 8, submetido as condi¢des de cultivo com agitagédo e na incidéncia de luz.
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Figura 67 - Deteccao do sinal de citocalasina D no extrato 8
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Figura 68 - Espectro de massas referente ao sinal destacado na figura 65
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Nos cultivos em meio Nutriente, Citocalasinas D sé nao foram detectados nos
ensaios em que havia agitacdo e sem incidéncia de luz, muito parecido com o

ensaio 3, de Czapek, submetido as mesmas condigoes.

4.7 A RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR NA DETECGAO DE SINAIS
DE CITOCALASINAS D.

A Ultima analise espectrométrica realizada para completar o quadro de
técnicas para realizar a abordagem de desreplicacédo foi a Ressonancia Magnética
Nuclear, RMN.

Com a evidéncia de que ha extrato contendo sinais de Citocalasina D, obteve-
se os espectros de RMN de todos os extratos do planejamento fatorial, assim, seria
possivel ter mais uma ferramenta na tentativa de entender o comportamento do

fungo Xylaria sp. frente as variaveis selecionadas, tendo mais um subsidio para
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afirmar que a OSMAC foi obtida, ou se simplesmente os metabdlitos foram
potencializados em producéo.

Agregado a isso, com o intuito também de verificar possiveis sinais de
Citocalasina D nos ensaios, e ter mais uma ferramenta que aumentasse a
possibilidade de encontrar tal metabdlito nas matrizes complexas, uma série de
experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear foram executados e serdo
apresentados e discutidos a seguir.

Os espectros de RMN foram obtidos para todos os ensaios, mas para efeito
de comparagao entre a variagdao do perfil metabdlico produzido pelo fungo, serao
apresentados os espectros dos ensaios 1, 3, 5 e 7, que correspondem aos cultivos

em meio Czapek.

Figura 69 - Espectro de RMN do extrato 1 (regidao destacada entre
5,5e 7,5 ppm)
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Figura 70 - Espectro de RMN do extrato 3 (regiao destacada entre 8 e 6 ppm)
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As diferengcas no espectro de Ressonancia Magnética Nuclear entre os
ensaios 1 e 3 sdo bastante evidentes. Observa-se que no ensaio 1, ha sinais
bastante mais desblindados (que estdo destacados na figura acima) que nao
aparecem no ensaio 3. Lembrando que ambos os ensaios foram cultivados no

escuro, ao abrigo de luz, porém, o terceiro ensaio foi agitado durante seu cultivo.

Figura 71 - Espectro de RMN do extrato 5 (destaque da regiao 5,5 e 7,5 ppm)
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Figura 72 - Espectro de RMN do extrato 7 (destaque da regiao 9 a 7 ppm)
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As regides destacadas nas figuras 71 e 72 mostram que existe, sim, uma
variagao no perfil das matrizes complexas obtidas do mesmo tipo de meio de cultivo.
Para os ensaios 5 e 7, ambos foram cultivados na presencga de luz, porém, o 7 foi
agitado durante todo o processo.

Do mesmo modo, decidido pelo critério de apresentar os espectros em
grupos, serao apresentados os espectros de RMN dos meios de cultivo Nutriente,

que correspondem aos ensaios pares, 2,4, 6 e 8.

Figura 73 - Espectro de RMN do extrato 2 (destaque da regiao de 7,5 a 8,5 ppm)

Intensidade

11000
- 10000
S000
- 8000

- 7000

[~ S000

‘ 4000

- 3000

Ll ik | {
-IJ Jo [l ]L'M | A.,u_,._.»\.lJi-‘U-"u;!"}._LL||)U(«'#’M\.»,1 wa |

Wl
— o

Deslocamento quimico e

. . . .
5.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 s.0

4.5 4.0 s 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
1 (ppm)



75

Figura 74 - Espectro de RMN do extrato 4 (destaque da regiao de 7,5

a 8,5 ppm) Intensidade
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Ambos espectros de RMN sao muito parecidos. Porém, a regido destacada
mostra que ha sinais que nao aparecem no ensaio 4, mas que sio evidentes no
ensaio 2. A unica diferenca na producao dos extratos entre esses dois ensaios € que

o ensaio 4 foi cultivado sob agitagao durante todo o periodo.

Figura 75 - Espectro de RMN do extrato 6 (destaque da regidao de 5 a 8,5
ppm)
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Figura 76 - Espectro de RMN do extrato 8 (destaque da regidao de 5 a 8,5
ppm e 9,6 ppm)
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Enfatizando as diferencas entre os espectros de RMN dos ensaios 6 e 8, a
regiao destacada em azul, entre 8 5 e 8,5 sdo muito parecidas entre os dois ensaios.
Porém, no ultimo ensaio destaca-se um singleto em 8 9,5 e 10,0, o que nao aparece
em nenhum outro ensaio de meio Nutriente. Ambos experimentos foram realizados
sob luz, porém, o ultimo ensaio foi mantido com agitagdo durante todo o periodo de
cultivo do fungo.

Ao comparar com cuidado os espectros de RMN de todos os ensaios
constata-se que houve mudanga no metabolismo do micro-organismo, € mais uma
forte evidéncia que houve variagdo no perfil metabdlico do fungo Xylaria sp., e é

possivel afirmar que obteve- se OSMAC através de um delineamento experimental.

48 TOCSY 1D NA IDENTIFICAGAO DE SISTEMAS DE SPIN
RELACIONADOS A CITOCALASINA D.
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Com o objetivo de identificar no extrato bruto sinais da molécula Citocalasina
D, inicialmente, buscou-se na literatura informacgdes a respeito de tal molécula ja
isolada. Com os deslocamentos quimicos ja catalogados, foi possivel irradiar
determinados sinais que poderiam ser potenciais hidrogénios da molécula desejada,
tendo encontrar sistemas de spin que tivessem relagdo e concordancia com a
estrutura molecular da Citocalasina D. Essa técnica de irradiar determinado sinal e
encontrar o sistema de spin relacionado chama-se TOCSY 1D. Este foi o tipo de
analise realizada com o intuito de encontrar sinais que corroborassem com as
informacdes pré-determinadas pelo CLAE-EM, podendo, portanto, afirmar que

Citocalasina D estaria presente em alguns ensaios.

Figura 77 - Molécula de citocalasina D com numeragao
dos carbonos

Fonte: Autor

Para a molécula de citocalasina D apresentada na figura 76, os hidrogénios
referentes aos carbonos 13 e 14, regiao olefinica, é caracteristica para toda a classe
de moléculas de citocalasina. Na literatura, tais hidrogénios apresentam
deslocamento quimico entre 5,08 (14) e 5,40 (13). Para realizar o experimento de
Tocsy 1D, essa regiao foi analisada com maior cuidado, com o intuito de encontrar
dubletos nessa faixa de deslocamento quimico. Irradiou-se um dubleto na posicéo

5,56 e um sistema de spim foi encontrado, como mostrado a seguir:
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Figura 78 - Destaque do sistema de spin encontrato no extrato 8
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O primeiro TOCSY 1D realizado foi no extrato 8. Irradiando-se o dubleto no
deslocamento quimica 6 5,56, um sistema de spin com sete sinais foi encontrado,
como demonstrado na espectro acima.

Com o intuito de confirmar se todos os sinais faziam parte do mesmo sistema
de spin, escolheu-se o sinal de 1,16, o que possivelmente seria uma metila, para
fazer novamente o mesmo experimento, com o objetivo de encontrar real
concordancia no sistema de spin. Ao irradiar o préton na regiao de 6 1,16, o mesmo
sistema de spin foi detectado, contendo sete sinais, sendo eles observados em §
1,16; 2,02; 2,39; 2,86; 3,77; 5,29 e 5,56.

Com o sistema de spin obtido, sugeriu-se que esses sinais fossem atribuidos
ao 7 hidrogénios que sao demonstrados na parte em vermelho da molécula de

citocalasina D.
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Figura 79 - Molécula de citocalasina com destaque
para o sistema de spin encontrado para identificagao
da molécula

Fonte: Autor

No sistema de spin detectado, os sete sinais foram atribuidos aos hidrogénios
da molécula de acordo com referencias na literatura, como deslocamentos quimicos
e também suas constantes de acoplamento. Na posi¢céo 7, sugeriu-se o valor de
3,77, préton do carbono carbindlico. Na posig¢ao 8, atribuiu-se o valor de 2,86. Para a
regido olefinica, 5,56 para o proton ligado no carbono 13, e 5,29, ao préton do
carbono 14. Ao préton do carbono 15, o sinal em 2,02; ao carbono 16, 2,39. E por
fim, metila irradiada na posic¢ao 1,16.

Essas informacdes dao fortes subsidios de que € um sistema de spin que
pode ser atribuido a molécula de Citocalasina D, especificamente.

Desse modo, com o objetivo de encontrar sinais do mesmo sistema de spin
nos demais extratos, buscou-se irradiar os sinais tanto na regiao olefinica, como da
metila em 1,16.

Os extratos 1 e 5, correspondentes ao Czapek, foram detectados o mesmo
sistema de spin, contendo os mesmos sete sinais ja discutidos acima.

Para os cultivos em meio Nutriente, os ensaios 2, 6 e 8 apresentam o sistema
de spin que potencialmente indica a presenca de citocalasinas D.

Os espectros de TOCSY 1D para tais ensaios sdao demonstrados a seguir.
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Figura 80 - Sistema de spin encontrado no espectro de RMN extrato 1
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Figura 81 - Sistema de spin encontrado no espectro de RMN do
extrato 2
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Figura 82 - Sistema de spin encontrado no espectro de RMN extrato 5
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Figura 83 - Sistema de spin encontrado no espectro de RMN extrato 6
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Os extratos que foram detectados o sistema de spin que sugerem ser de
Citocalasinas D sdo: 1 e 5 (Czapek) e 2, 6 e 8 (Nutriente), os mesmos que
apresentaram sinais no CLAE-EM. Isso significa que nas condi¢bes impostas ao
cultivo do fungo, apenas alguns ensaios apresentam sinal de determinado
metabdlito.

Os dois meios de cultivo apesar de serem diferentes em composigao,
permitem que o fungo produza citocalasina D em condi¢gbes especificas. Para o
meio de cultivo Czapek, ela é detectada apenas nos ensaios 1 e 5, que
correspondem dois ensaios que estdo no nivel baixo para agitacdo, ou seja, sao
experimentos realizados de modo estatico.

Porém, o ensaio 1 foi cultivado ao abrigo de luz, e 0 5, ndo. Ou seja, para as
condigdes impostas ao cultivo do fungo Xylaria sp. em meio Czapek visando a
producao de citocalasina do tipo D, a luz ndo é um fator determinante para que nao
seja produzida tal molécula, ja a agitagao, sim. A partir do momento que insere-se
agitacdo no cultivo do fungo, a citocalasina D ndo € detectada pelas técnicas
espectrométricas ou espectroscopicas.

Ja o meio de cultivo Nutriente, por se tratar de um meio complexo, o fungo
nao tem restricdo de substrato e acaba nao se limitando a fonte de carbono ou de
elementos-traco como no meio Czapek. Dos 4 ensaios em meio Nutriente, 3 deles
apresentaram sinais de Citocalasina D tanto no CLAE-EM como nos dados de RMN,
nos experimentos de TOCSY 1D. O unico cultivo que nao foi possivel detectar sinal
do metabdlito desejado foi 0 4, em que tratava-se de um ensaio com agitagcéo e ao
abrigo de luz. Quando combinadas essas duas variaveis, ndo se detecta, nos
ensaios realizados, sinais do metabdlito desejado.

Assim sendo, ha evidéncias de que a via metabdlica que corresponde a
producao de Citocalasina do tipo D é ativada nas condi¢des descritas para os ensaio
1, 2, 5, 6 e 8, segundo os dados aqui obtidos, e sdo silenciadas ou ndo expressas
nas condi¢des do cultivo 3 (com agitacdo e sem luz), 4 (com agitagao e sem luz) e 7
(com agitagao e com luz).

Como o fungo Xylaria sp. € um micro-organismo importante devido a
producdo de metabdlitos com elevados interesses farmacolégicos, além da
producao de citocalasinas D que foram discutidas anteriormente e identificadas em

determinados extratos, este fungo também é responsavel pela produ¢ao de outros
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metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas, desse forma, dando
continuidade a exploragao racional da produgdo metabdlica do fungo Xylaria sp. e
fazendo uso de outra técnica, a cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas, a analise foi direcionada as sugestdes dadas pela base de dados do préprio
equipamento, com isso, outro metabdlito bastante relatado para o micro-organismo

estudado foi sugerido nos dados por CG-EM.

4.9 CROMATOGRAFIA GASOSA HIFENADA AO ESPECTROMETRO DE
MASSAS

Dando continuidade a exploragdo racional da rede metabdlica do fungo
Xylaria sp. os extratos foram, entdo, analisados de acordo com as condi¢des ja
relatadas no item 3.4.

Todos os cromatogramas e espectros gerados foram analisados a fim de
encontrar moléculas com alto grau de similaridade. Para o ensaio 1, foram
encontradas 5 moléculas com similaridade acima de 90%. Para as possiveis
moléculas encontradas pelo software, foram calculados os indices de retencgao.
Porém, na base de dados, ha grande dificuldade de encontrar as mesmas condi¢des
de analise, como coluna, temperatura e gas de arraste. Por esse motivo, a
similaridade sera baseada, principalmente, pela semelhanga de apresentada pelo
espectro de massas.

Abaixo sera apresentado o cromatogramas gasoso do ensaio 1 e uma tabela
que contempla as sugestdes de moléculas dadas pelo software CG Solutions.

O destaque das moléculas sugeridas para o ensaio 1 € a molécula de

Griseofulvina, com similaridade de 90%.

Figura 84 - Cromatograma obtido por CG-EM do extrato 1
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Tabela 14 - Sugestao de similaridade de molécula no extrato 1 por CG-EM

Ensaio 1
Moléculas Tempo de retengao Similaridade
CoH13NO,Si 5,94 94%
C19H4002Si 29,53 93%
C21H4002Si 34,32 90%
C17H47ClOg 48,89 90%

Figura 85 - Moléculas sugeridas para o extrato 1

trimethylsilyl nicotinate

Chemical Formula: CyH,3NO,Si Chemical Formula: CgHggO,Si
i \Si/ 7 ./
\ O/ ~ \(H2C)M O/Sl\
N = trimethylsilyl palmitate

Chemical Formula: C};H;ClO

(9Z,12Z)-trimethylsilyl octadeca-9,12-dienoate
Chemical Formula: C5;H,,05Si

Cl

Griscofulvin

Ensaio 3 — Nao apareceram sugestbes de moléculas acima de 90% de
similaridade.
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Figura 86 - Cromatograma obtido por CG-EM do extrato 3
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Para o ensaio 5, o destaque também foi a molécula de Griseofulvina, com

similaridade de 90%.

Figura 87 - Cromatograma obtido por CG-EM do extrato 5
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Tabela 15 - Sugestao de similaridade de moléculas no extrato 5 por CG-EM

Ensaio 5
Moléculas Tempo de retengao(min) Similaridade
CoH13NO,Si 5,94 93%
C10H2204Si2 6,25 96%
C12H2604Si2 9,22 90%
C17H17ClO¢ 48,89 90%
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Figura 88 - Sugestao de moléculas do extrato 5

trimethylsilyl nicotinate

Chemical Formula: CyH;3NO,Si bis(trimethylsilyl) succinate
o N / Chcmicgl Formula: C,yH,,0,4Si,
si .
~ Si (o]
X o ™~ / \O/L\/\( \Si/
o /O~
N/

Chemical Formula: C;H;ClO¢

bis(trimethylsilyl) 3-methylpentanedioate
Chemical Formula: Cy,H,40,4Si,

\Si/o O\Si/
7N AN

Cl

Griscofulvin
O ultimo ensaio para o meio Czapek também apresentou a Griseofulvina com

90% de similaridade. O cromatogramas para o extrato 7 € apresentado a seguir:

Figura 89 - Cromatograma obtido por CG-EM no extrato 7
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Tabela 16 - Sugestao de similaridade de molécula no ensaio 7 por CG-EM

Ensaio 7
Moléculas Tempo de retengao(min) Similaridade
CoH13NO,Si 5,94 94%

C17H17ClO6 48,89 90%
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Figura 90 - Sugestao das moléculas do extrato 7

trimethylsilyl nicotinate
Chemical Formula: CygH;3NO,Si

i \Si/
X o~ T~

\O
- (

Cl

Griseofulvin

Chemical Formula: C,7H;CIOg

Foram apresentados os ensaios em que o meio de cultivo era Czapek. A fim
de realizar uma comparacao entre os diferentes tipos de meio de cultivo.
A seguir, sdo apresentados os dados de CG/EM obtidos dos extratos de meio
de cultivo Nutriente.
O primeiro cromatograma gasoso € o do ensaio 2. Nesse extrato, o

software sugere 8 moléculas.

Figura 91 - Cromatograma obtido por CG-EM do extrato 2
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Tabela 17 - Sugestao de similaridade de moléculas do ensaio 2 por CG-EM

Ensaio 2

Moléculas Tempo de retengcao(min) Similaridade
C11H1602Si 6,00 97%
C10H20N20,Si; 6,86 92%
C15H2603Siz 14,33 94%
C14H2403Siz 16,15 91%
C7H1oN202 19,79 91%
C21H440,Si 35,34 91%

Figura 92 - Moléculas sugeridas para o extrato 2

2.4-bis((trimethylsilyl)oxy)pyrimidine
trimethylsilyl 2-phenylacetate Chemical Formula: C,,H,,N,0,5i,
Chemical Formula: C,,H,40,Si

2 . '/O N 0\
i X
e N
o VRN N /

trimethylsilyl 3-methyl-3,5- trimethylsilyl 3-phenyl-2-
bis((trimethylsilyl)oxy)pentanoate ((trimethylsilyl)oxy)propanoate
Chemical anu]d C5H340,515 Chemical Formula: C ,;Ho(,O 391y
\ /
0 \ \
/
\
trimethylsilyl 2-(4-((trimethylsilyl)oxy)phenyl)acetate 0
Chemical Formula: C,4H,405Si1,
HN
o s
N\ 7\ N
Si\
/o 3

hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-1.4-dione
Chemical Formula: C;H,(N,0,

trimethylsilyl stearate
Chemical Formula: C;;H440,Si
(CH2ke

e "~
7\
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Para o ensaio 4, trés moléculas com similaridade acima de 90% sao
sugeridas. O cromatogramas gasoso é apresentado abaixo, bem como a tabela

contemplando as sugestdes das referidas moléculas:

Figura 93 - Cromatograma obtido por CG-EM no extrato 4
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Tabela 18 - Sugestao de similaridade de molécula do ensaio 4 por CG-EM

Ensaio 4
Moléculas Tempo de retengdo(min) Similaridade
C7H1oN202 19,790 91%
C33H37N505 37,315 90%

Figura 94 - Moléculas suferidas para o extrato 4

o}
Chemical Formula: C33H37N505
HN oo T
N H OH
0O N 0}
o) N
hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-1.4-dione N
Chemical Formula: C;H,oN,0, 0 0
N\

Ergotamina
HN
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Para o ensaio 6, cinco moléculas sao sugeridas com grau de similaridade

acima de 90%.

O cromatograma gasoso desse extrato € mostrado a seguir:

Figura 95 - Cromatograma obtido por CG-EM do extrato 6
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Tabela 19 - Sugestao de similaridade de moléculas do ensaio 6 por CG-EM

Ensaio 6
Moléculas Tempo de retengdo(min) Similaridade
CoH1803Si 7,700 97%
C10H2204Siz 6,260 92%
CoH16 14,225 90%
C11H18N20; 25,035 91%

C33H37Ns05 37,425 89%
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Figura 96 - Moléculas sugeridas para o extrato 6

~ 1
° /S'\o/‘\/\n/o\&/
O / \

N’
Si
O/ N
S-methyl-5-
((trimethylsilyl)oxy)tetrahydro-2H-
pyran-2-one

o}
Chemical Formula: CgH,3O;Si
N
NH
0O

bis(trimethylsilyl) succinate
Chemical Formula: C,yH;,0,Si,

nona-2,3-diene
Chemical Formula: CyH 4

/\C
\/\/\/ 3-isobutylhexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-1.4-dione

Chemical Formula: C;H¢4N,0,

Chemical Formula: C33H;7N505

H OH
O N (0]
N
N
(0] . : éO
N\
Ergotamina
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Por fim, para o ensaio 8 sdo sugeridas 8 moléculas com similaridade de 90%
com a base de dados do software. O cromatograma gasoso e a tabela contendo as

moléculas sugeridas sdo apresentados a seguir:

Figura 97 - Cromatograma obtido por CG-EM do extrato 8
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Tabela 20 - Sugestao de similaridade de moléculas do ensaio 8 por CG-EM

Ensaio 8
Moléculas Tempo retencao(min) Similaridade
CoH1503Si 7,700 92%
C11H22N20,Sis 8,540 90%
C14H2403Siz 16,160 96%
C14H28N4O,Si3 28,770 90%

Figura 98 - Sugestao de moléculas para extrato 8

T S

o N\
o}
Y
Nsi” | Ny

5-methyl-5-
((trimethylsilyl)oxy)tetrahydro-2H-
pyran-2-one

5-methyl-2,4-bis((trimethylsilylJoxy)pyrimidine
Chemical Formula: C;H»,N>0,Si,

Chemical Formula: CgH,3O,Si

</
I
trimethylsilyl 3-phenyl-2- / ™~
((trimethylsilyl)oxy)propanoate o N\ N
Chemical Formula: C,5H,0;Si, \
8 |
\Si/ N A
N
RN \
o Si__
g / \

N
N

7-(trimethylsilyl)-2,6-bis((trimethylsilyl)oxy)-7H -purine
(Chemical Farmmnla- . .H..N.O.Si.
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Em geral, as moléculas sugeridas pelo software para os extratos obtidos do
meio Nutriente, ndo apresentam grande valor comercial. Basicamente sao acidos
organicos de cadeia longa e moléculas de metabolismo primarios.

Em nenhum dos ensaios com meio Nutriente foi detectada a molécula de
Griseofulvina.

Na cromatografia gasosa dos ensaios 1, 5 e 7 foi detectado sinal da molécula
de griseofulvina. Os espectros de massas que sugerem essa similaridade de 90% de
confianga sé&o apresentados a seguir.

Abaixo em destaque o cromatograma gasoso do extrato bruto 1. A regido

destacada é referente ao sinal da molécula de Griseofulvina que é sugerida pelo
software.

Figura 99 - Deteccao do sinal de griseofulvina no cromatograma de CG-
EM do extrato 1
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Figura 100 - Padrao de fragmentagao e comparacao entre os espectros de massas
de griseofulvina sugerido para o extrato 1
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O sinal correspondente a molécula de Griseofulvina encontra-se proximo de
48,5 minutos.
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Para o ensaio 5, também €& apresentada o cromatograma gasoso com seus

respectivos padrées de fragmentagdo e que dao similaridade de 90% para a

molécula em estudo.

Figura 101 - Detecgao do sinal de griseofulvina no cromatograma de

CG-EM do extrato 5
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Figura 102 - Padrao de fragmentagao e comparagao entre os espectros de
massas de griseofulvina sugerida para o extrato 5
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O ensaio 7 apresentou um sinal muito baixo referente a molécula de

Griseofulvina. Mesmo assim, ele foi considerado devido a similaridade dos padrao

de fragmentagéo na porcentagem de 90%.

Figura 103 - Detecgao do sinal de griseofulvina no cromatograma de
CG-EM do extrato 5
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Figura 104 - Padrao de fragmentagao e comparagao entre os espectros de
massas de griseofulvina sugerida para o extrato 7
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Para os ensaios 1 e 5 o sinal no tempo de retencdo em 48,5 minutos sao
intensos, porém, para o ensaio 7, apesar de ser detectado, € muito baixo.

Enfatizando que houve um delineamento experimental para as condi¢gdes de
cultivos do fungo, portanto, o ensaio 1 trata-se de um ensaio de nivel baixo para
todas as variaveis, ou seja, sem agitacdo e sem luz. O ensaio 5, também foi
cultivado em modo estatico, porém, com presenca de luz.

Ja o ensaio de numero 7 trata-se de cultivo que esteve no nivel alto do
planejamento fatorial, ou seja, com agitagao e com luz.

Nas bases de dados disponiveis atualmente, ndo existem informacdes
referentes a molécula de Griseofulvina para que possa ser realizada uma
comparacgao, por exemplo, com o indice de Kovats. Dessa forma, buscando um
subsidio que pudesse contribuir para alegar a possivel existéncia de Griseofulvina
nos extratos, analisou-se os cromatogramas de CLAE-EM fazendo o mesmo
procedimento utilizado para buscar a massa de alta resolucdo da molécula de
citocalasina D.

Com isso, a massa-carga referente @ molécula de Griseofulvina, [M+H]" =
353,0710 foi varrida em todos os cromatogramas dos ensaios.

A molécula cuja massa-carga corresponde exatamente a 353,0710 foi
detectada em apenas dois ensaios, sendo eles o ensaio 1 e o0 ensaio 5. Isso condiz

com as informacdes obtidas da CG-EM, onde sugere-se a presenga de Griseofulvina
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nos ensaios 1, 5 e 7, porém, este ultimo apresentou um sinal muito baixo e
provavelmente nao foi detectado no CLAE-EM.
Os cromatogramas que apresentam os sinais das moléculas de Griseofulvina

sao apresentados e discutidos a seguir:

Figura 105 - Detecgao da massa de alta resolucao de griseofulvina no
extrato 1 por CLAE-EM
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Figura 106 - Espectro de massas correspondente ao sinal destacado
na figura 99

Intens. R1_1-8_01_85.d:+MS, 17.7min #1062

x1064
353.0801
257

204

0.5 490.2587 705.1511
165.0543 | l l 860.3432
1 l \

T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 mz

No ensaio 1, o pico 17 contém o sinal de Griseofulvina. O espectro de massas
mostra como sinal majoritario a massa-carga que condiz com o valor procurado da
molécula em questao.

O ensaio 5 também apresenta um pico que corresponde a molécula de
Griseofulvina. Trata-se do pico 15 em que o sinal referente a massa da molécula
analisada é encontrado. A seguir sdo apresentados os cromatogramas do extrato 5

e 0 espectro de massas que corresponde a razdo m/z da molécula pesquisada.



Figura 107 - Detecgao do sinal de griseofulvina no cromatograma do 97
extrato 5 obtido por CLAE-EM
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Figura 108 - Espectro de massas correspondente ao sinal destacado na
figura 101
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O ensaio 7 nao apresentou sinal referente a molécula de Griseofulvina no
CLAE-EM, isso se deve, provavelmente, a baixa quantidade desta molécula no
extrato, uma vez que isso ja havia sido evidenciado no cromatograma gasoso.

Como o espectrémetro de massas € um equipamento extremamente sensivel,
€ possivel, inclusive, detectar a massa dos is6topos nas moléculas. A molécula de
Griseofulvina, em especial, apresenta um atomo de cloro em sua estrutura. Existem
dois is6topos para o atomo de Cloro, o CI-35 e o CI-37, porém, a abundancia do CI-
37 € menor, em torno de 32,5%. No espectro de massa ha o sinal referente a massa
de 353,0710, como mostrado abaixo, porém, quando se amplia esse espectro, nota-

se que existe dois picos muito préximos, um com m/z = 353,0710 e m/z = 355,0710
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Figura 109 - Destaque das massas de griseofulvina para os dois isétopos de
cloro (35 e 37)
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Além disso, fazendo-se uma varredura das duas razbes massa-cargas,
aparecem dois sinais referente aos sinais procurados tanto para o ensaio 1 quanto
para o ensaio 5. A presenca dessa evidéncia isotdpica nos espectros de massas
pode ser um argumento bastante forte para dizer que existe a molécula de
griseofulvina nos respectivos extratos.

Os sinais contendo a massa de 353,0710 e 355,0710 sao apresentados a

sequir:

Figura 110 - Detecgao das diferentes massas atribuidas aos is6topos
do cloro na molécula de griseofulvina do extrato 5
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Figura 111 - Deteccao das diferentes massas atribuidas aos is6topos
do cloro na molécula de griseofulvina do extrato 1
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Dessa forma, é possivel alegar que ha grandes evidéncias da presenca de
Griseofulvina nas condi¢des de cultivo 1 e 5. Ambos cultivos foram obtidos no modo
estatico, porém, o 1 estava ao abrigo de luz.

Sao exatamente as mesmas condigdes impostas para a molécula de
Citocalasina D que foi discutida anteriormente. Porém, vale ressaltar que
Citocalasina D foi detectada em ambos os extratos, tanto os de Czapek, quanto de
Nutriente. Neste caso, a griseofulvina sé foi detectada nos ensaios de Czapek de
acordo com os dados de CG-EM e CLAE-EM.

Na andlise de todos os cromatogramas e espectros aqui apresentados,
observa-se que ha variagdo na produgao metabdlica do fungo Xylaria sp. pois 0s
perfis cromatograficos ndo sdo iguais. Utilizar tais mudanga das variaveis que
controlam as condigdes de cultivos, como agitacao e luz, fortalece a hipétese de que
algumas vias metabdlicas sdo induzidas, ou evidenciadas, e outras, inativadas ou

silenciadas.
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5 CONCLUSOES

A respeito das conclusdes desse trabalho de mestrado, destaca-se que a
abordagem OSMAC foi obtida através de um planejamento fatorial completo, e que o
uso da quimiometria permitiu analisar quais variaveis contribui de forma mais
significativa para a obtencdo de extrato. E importante ressaltar que para o meio
Czapek, a agitacdo é a variavel mais importante no aumento da massa de extrato,
diferente do meio nutriente, o qual a luz é o fator determinante para massa de
extrato bruto.

Para a técnica de desreplicagao, dois metabdlitos de interesse farmacolégico
foram detectados. O primeiro deles é a molécula de citocalasina D, evidenciada pela
técnica de CLAE/EM e TOCSY 1D. O outro metabdlito de valor agregado € a
griseofulvina, detectada pela técnica de CG/EM e CLAE/EM.

Diante de um delineamento experimental, foi possivel encontrar quais as
condicbes especificas para a produgdo tanto de citocalasina D como de
griseofulvina. A Citocalasina D foi detectada nos ensaios 1 € 5, de Czapek; e 2, 6 e
8, de Nutriente. N&do necessariamente os ensaios com maior massa de extrato sdo
aqueles que contém as moléculas de alto valor agregado.

Para o meio quimicamente definido, fica evidente que a agitagao silencia a via
metabdlica responsavel pela producdo de citocalasinas. A luz ndo é um fator
determinante na producao de citocalasinas. Por outro lado, no meio nutriente, por
ser complexo e mais rico em substratos, moléculas de citocalasinas D s6 nao foi
detectada nas condigbes do ensaio 4 (com agitacdo e ao abrigo de luz), ou seja,
diante dessas condicdes, a via metabdlica para producdo desse metabdlito ndo é
evidenciada.

Por outro lado, a molécula de griseofulvina sé foi encontrada nos ensaios 1 e

5 de Czapek. Nao foi detectada nos ensaios de Nutriente.
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