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RESUMO 

 

 
O fungo endofítico Colletotrichum gloeosporioides isolado de Garcinia 

xanthochymus, foi cultivado em pequena escala nos meios líquidos, (400 mL) 

MDB, Extrato de Malte, YM, Czapek e em meio sólido (150 g) de milho tipo 

canjica, a 28ºC, em regime estático. Após triagem por ensaios biológicos, e 

análise por 1H RMN e HPLC-DAD, os meios de milho e extrato de malte foram 

selecionados para o estudo químico, sendo cultivados em larga escala. As 

matrizes brutas foram submetidas a estratégias de separação e de 

desreplicação utilizando as técnicas hifenadas: cromatografia líquida acoplada 

a detector de arranjo de diodos e espectrometria de massas de alta 

resolução, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e 

também a ressonância magnética nuclear, sendo a detecção dos constituintes 

majoritários realizada in silico, através do uso de bases de dados públicas e 

pertencentes ao NuBBE. Os experimentos realizados permitiram a detecção 

de 14 substâncias: 6 por CG-MS (extrato DCM de milho) – dihexadecanoato 

de glicerila (1); trioctadec-9-enoato de glicerila (2); sn1`, 2` octadeca-9,12-

dienoato  de glicerila (3); sn1`,3` octadeca-9,12-dienoato  de glicerila (4); 

ácido 6,11-hexadecanóico (5); geranilinalol (6); e 7 por HPLC-DAD-HRMS: 

colletodiol (7); fischerina (8); sambutoxina (9); micosporina-glicina (10); 

ciperina (11); micosporina serina (12); arginomicina (13) e  

aspergillomarasmina B (14). Os compostos 2, 3 e 4, majoritários na matriz 

bruta foram isolados. Os metabolitos detectados por HPLC-DAD-HRMS (7-10) 

foram também detectados por 1H RMN. 

 

Palavras-chave: Fungos endofíticos. C. gloeosporioides. Técnicas hifenadas. 

Elucidação in situ. 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 
Colletotrichum gloeosporioides, an endophytic fungi isolated from Garcinia 

xanthochymus, was initially cultivated on the following liquid media (400 mL): 

MDB, YM, Czapek and static solid medium (150 g) using bleached corn at 28 

C. After careful screening using bioassays, 1H NMR and HPLC-DAD, the corn 

and malt extract were selected for further studies and large-scale growth. The 

crude matrixes were submitted to several separation strategies using 

dereplication and hyphenated techniques such as high performance liquid 

chromatography coupled to a diode array detector (HPLC-DAD), high 

resolution mass spectrometry (HRMS), gas chromatography coupled to a 

mass spectrometer (GC-MS) as well as nuclear magnetic resonance (NMR). 

Most of the detected molecules were achieved using an in silico approach 

towards the data mining of public and NuBBE’s databases. This approach lead 

us to detect 14 substances; 6 by means of CG-MS (dichloromethane extract 

from corn’s media): glyceril dihexadecanoate (1); glyceril trioctadec-9-enoate 

(2); sn1`, 2` glyceril octadec-9,12-dienoate (3); sn1`, 3` gliceryl octadec-9,12-

dienoate (4); 6,11-hexadecanóic acid (5); geranyl linalool (6); and 7 by means 

of HPLC-DAD-HRMS: colletodiol (7); fischerin (8); sambutoxin (9); micosporin 

glycin (10); cyperin (11); micosporin serin (12); arginomicin (13) e  

aspergillomarasmin B (14). Compounds 2, 3 and 4, been the most abundant in 

the matrix, were isolated and individually characterized. Compounds 7-10 

were also confirmed using 1H NMR by means of in situ elucidation. 

 

Keywords: Endophytic fungi. Colletotrichum gloeosporioides. Hyphenated 

techniques. In situ elucidation. 
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                                                                                           Substância  3                                                                                       

C39H72O5 

                                                                                        m/z  620,5380 
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Dioctadeca-9,12-dienoato  de glicerila             

 

 

Substância 4 
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                Substância 6  

                         C21H34O 

                        m/z  290,2610                                                                            

 Geranillinalol                                                                                        Pg. 75 
 

 

 

 

                                                    Substância 7 

                                                                                       C14H20O6 

                    m/z  284,1260 

                                                                                                              Pg. 86 

Colletodiol 

 

                                                                                                        

Substância 8 

                                                                                          C23H30NO7 

m/z  431,1944 

                                                                                                                    Pg. 89 
                 

  

Fischerina 
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                                                                                        C28H36NO4 

m/z  453,2879 
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Sambutoxina 

 

N

OH

O

HO

OH

O

O

HO

HO

N

OH

O

O

OH

O

O

O

OH

OH

O



 

 

Substância 10 

                                                                                       C22H36N2O7 

m/z  330,1427 

                                                                                                               Pg. 95 
                     

Micosporina-glicina 

  
                                                                                                                                                              

Substância 11 
                                                                                        C15H16O4 

m/z  260,1049 

Pg. 98 

Ciperina                                                                                                 

 

 

Substância 12 

                                                                                     C18H28N8O5 

m/z  436,2183 

                        Pg. 100 
 
 
 
 
                                
      Arginomicina                                                                       

 

Substância 13 

                                                                                       C18H28N8O5 

m/z  275,1005 

                                                                                         Pg. 102 

      Micosporina-serina 
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                                                                                      C18H28N8O5 

                                         m/z  278,0750 

                                                                                       Pg. 103 
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Figura 100- Ensaio de bioautografia com os extratos produzidos por C. 
gloeosporioides em Malte e Milho. 
 

 
109 
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Figura 102- Ensaio de atividade anticolinesterásica com os extratos produzidos por 
C.. gloeosporioides em Malte e Milho. 112 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Microrganismos endofíticos: uma visão geral 
 
Os endófitos, em sua maioria fungos e bactérias, são comumente 

encontrados associados com animais e vegetais marinhos, insetos e vegetais 

terrestres (PUPO et al., 2006) Esses organismos são encontrados em folhas, 

raízes e caules e podem crescer dentro de seus hospedeiros sem causar 

danos aparentes (SCHULTZ et al, 2002). Microrganismos endofíticos têm 

chamado atenção nas últimas décadas devido, principalmente, ao 

reconhecimento da capacidade desses organismos em proteger seus 

hospedeiros contra insetos, patógenos e animais herbívoros. Também tem se 

tornado claro que a interação entre endófito-planta pode influenciar algumas 

características das plantas tais como a proteção em situações de estresse 

(por. ex. a falta ou excesso de água que pode prejudicar o desenvolvimento 

do microrganismo). Estas interações são muito complexas e podem ser 

expressas como mutualísticas (fator positivo para a planta hospedeira e 

negativo para insetos), neutras ou até mesmo antagônicas. Alguns exemplos 

dessas interações estão relacionados na tabela 1 (AZEVEDO et al., 2000; 

GALLO, M.B. C., 2008). 

           Tabela 1: Exemplos de interações entre endófito/hospedeiro 

 

Endófito Hospedeiro Interação Referência 

Rhabdocline parkeri 
Quercus sp. inseticida 

Sherwood-Pike et al,. 
1986 

Phyllosticta sp e 
Hormonema 
dematioides 

C. fumiferana inseticida Calhoun et al., 1992 

Phomopsis oblonga 

Physocnemum 

brevilineum inseticida Webber,1981 

Cytospora sp. 

Conocarpus 

erecta L. antibacteriana Brady et al., 2000 

Epichloë typhina 
F. arundinacea contra herbívoros Bacon et al., 1977 

Acremonium sp. Lolium spp. contra herbívoros White & Cole, 1985 

Acremonium lolli 

Blissus 

leucopterus hirtus 

inseticida e contra 

animais domésticos Latch et al., 1985 
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Quanto ao aspecto econômico, a busca por novos fármacos, 

potencialmente bioativos, oriundos de fontes naturais, tem estimulado a 

pesquisa com esses microrganismos devido, principalmente, ao 

descobrimento de novas espécies microbianas isoladas de plantas tropicais 

(RODRIGUES AND PETRINI, 1997;  STROBEL, 2003) e de compostos 

inéditos com alta atividade biológica (AZEVEDO et al., 2000, TAN AND ZOU, 

2001; GUNATILAKA, 2006; ZHANG et al., 2006).  

Dentre os microrganismos endofíticos, os fungos são os mais 

frequentemente isolados e representam uma fonte potencial de novos 

compostos químicos e biológicos, podendo ser utilizados não somente na 

medicina, mas também na fitopatologia e veterinária (STROBEL, 2003). 

Dentre essa extensa variedade de metabólitos secundários isolados 

destacam-se antitumorais, antioxidantes, antifúngicos, antivirais, inseticidas e 

antibióticos. Um exemplo de composto ativo é o taxol, um diterpenoide 

utilizado no tratamento de câncer de útero que pode ser encontrado tanto na 

planta medicinal Taxus brevifolia, como no fungo endofítico Taxomyces 

andreanae (STIERLE et al., 1993). (figura 1) 

                          
                                                                             http://www.cas.vanderbilt.edu/bioimages/t/wtabr2-wp42574.jpg 

   Figura 1: a) Estrutura do Taxol; b) A espécie vegetal Taxus brevifolia  
 

1.2. O Gênero Colletotrichum 

 
http://www.google.com.br/images?hl=ptBR&gbv=2&tbs=isch:1&aq=f&aqi=g3&oq=&gs_rfai=&q=colletotrichum 

Figura 2: Foto ilustrativa de espécies do gênero Colletotrichum  
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Nesse gênero encontram-se grande número de fitopatógenos que 

parasitam uma ampla variedade de hospedeiros e que possuem diversidade 

quanto à maneira de invasão dos tecidos vegetais. (ZOU et al., 2000) 

Os fungos deste gênero caracterizam-se pela formação de estruturas 

denominadas acérvulos, em forma de disco achatado, sub-epidérmico, com 

espinhos ou setas, conidióforos simples e alongado, conídios hialinos 

unicelulares, geralmente em forma de bastonete, que permanecem nos 

acérvulos aderidos por uma massa mucilaginosa de polissacarídeos, solúveis 

em água. Apesar destes esporos não serem estruturas de resistência, os 

micélios do fungo, podem permanecer viáveis por longos períodos de tempo 

em, sementes, restos culturais ou, infecções latentes em frutos. Têm 

crescimento rápido em meio de cultura Batata-Dextrose-Ágar (PDA), 

formando colônias concêntricas, de coloração verde-oliva à marrom, podendo 

ocorrer a formação ou não de setores.  

 

1.3. A espécie Colletotrichum gloeosporioides 

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.). Sacc (teleomorfo Glomerella 

cingulata) é um parasita que produz hifas, unicelulares, ovóides a oblongas, 

ligeiramente curvo ou conídios em forma de sino, 10/15 µm de comprimento e 

5-7 µm de largura. A massa de conídios pode ter coloração rósea ou 

salmão.(ZOU et al., 2000) (figura 3) 

 

 

 

 

                                               

              

 

Figura 3: a. Superfície da colônia Colletotrichum gloeosporioides, após 15 dias; b. detalhe das 

massas de conídios de coloração salmão (sob lupa). Microscopia óptica: c. conídios – fase 

assexuada (x 1000).  

a 

c 

b 
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Esta espécie é a principal agente causador da antracnose, doença que 

caracteriza por manchas marrons nas folhas e frutos. C. gloeosporioides é 

encontrado em diversos tipos de hospedeiro incluindo cereais, frutos e 

legumes. Apesar de sua alta fitopatogenicidade, este endófito apresenta 

grande quantidade de metabolitos secundários potencialmente bioativos de 

estruturas diversas, tais como ácido colletótrico (1) (ZOU et al., 2000), 

gloeosporona (2) (MEYER et al., 1983), 3,5-diidroxi-6-acetoxiergosta-7,22-

dieno (3), 3,5-diidroxi-6-fenilacetilergosta-7,22-dieno (4) (LU et al., 2000),  

ácido 6-isopropenilindol-3-carboxílico (5) (GARCIA-PAJÓN AND COLLADO, 

2003), aspergillomarasmina A (6) e B (7) (BALLIO et al., 1969; BOUSQUET et 

al., 1971), (E)-3-etildieno-1,3-diidroindol-2-ona (8), (Z)-3-etildieno-1,3-

diidroindol-2-ona (9) (TSURUSHIMA et al., 1995) (figura 4). 
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Figura 4: Metabólitos isolados de C. gloeosporioides 
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1.4. A espécie vegetal hospedeira: Garcinia xanthochymus  

 

Figura 5: Foto ilustrativa de Garcinia xanthochymus 

 

As plantas medicinais do gênero Garcinia, que pertencem à família 

Clusiaceae, sinonímia de Guttiferae, contêm cerca de 200 espécies 

confinadas nos trópicos como árvores ou arbustos, raramente epífitos, das 

quais 21 espécies encontram-se na China. (ZHONG, 2008). As espécies de 

Garcinia, constituem uma fonte rica de metabólitos secundários fenólicos, 

especialmente xantonas (PERES et al., 2000; PERES et al., 1996; BENNETT 

E LEE, 1989; HAY et al., 2004), além de benzofenonas, biflavonoides e 

depsidonas (Ito et al., 2003) que possuem interessantes atividades biológicas: 

antimalárico, antibacteriana e citotóxica.   

Garcinia xanthochymus, comumente conhecida por Camboja, é nativa 

do nordeste da Tailândia e Mianmar. As árvores de aproximadamente 8 a 10 

metros possuem folhas verdes escuras e sua fruta é amarela com polpa 

suculenta e ácida, possui diâmetro de 6 a 7 cm e duas sementes e são muito 

utilizados na medicina popular contra diarréia e disenteria.  

 

1.5. Técnicas de desreplicação 

A identificação do perfil metabolômico de uma matriz bruta é uma tarefa 

difícil de realizar, uma vez que esta possui diversidade quanto à estrutura de 

seus componentes e, com isso, exige eficiência nos métodos de triagem e 
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racionalização frente aos procedimentos de isolamento dos compostos 

presentes no extrato. Nesse contexto o desenvolvimento de metodologias 

rápidas de detecção e identificação da matriz bruta se faz necessária, 

dispensando o exaustivo trabalho de isolamento que muitas vezes leva a 

compostos já conhecidos. Para isso o uso de técnicas hifenadas associadas a 

metodologias de desreplicação fornece muita informação prévia a respeito 

dos constituintes antes mesmo do seu isolamento. (RODRIGUES et al., 2006) 

As metodologias de desreplicação referem-se à detecção e análise de 

um composto por meio de comparações com bases de dados internas e/ou 

comerciais que contém informações relacionadas à estrutura, propriedades 

espectroscópicas e físicas de metabólitos, promovendo à identificação de 

compostos conhecidos e/ou inéditos e assim, proporcionando ferramentas de 

racionalização analítica quanto ao procedimento de isolamento das 

micromoléculas pertencentes à matriz bruta.  

Esta metodologia é comumente associada à utilização de técnicas 

hifenadas. Este termo refere-se ao acoplamento entre duas ou mais técnicas 

cromatográficas e espectroscópicas com o objetivo de obter uma ferramenta 

analítica mais eficiente e rápida do que as técnicas convencionais (KITE et al., 

2003). Um exemplo comum é o acoplamento do espectrômetro de massas 

(MS) a técnicas de separação como a cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) e cromatografia gasosa (GC) ou eletroforese capilar (CE). Também 

são conhecidas como hifenadas (ou acopladas) a combinação de 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) com HPLC e também o uso de 

detector de arranjo de diodos (DAD) e UV-vis (UV) associados à 

cromatográfica líquida (LC) (PHAM et al., 2005). 

A grande vantagem das técnicas hifenadas sob as técnicas 

espectroscópicas sem hifenação está na pouca quantidade de amostra que é 

necessária durante a análise. A seguir estão relacionados os principais 

acoplamentos utilizados atualmente. 

 

1.5.1. GC-MS e GC-MS/MS 

Os mais importantes avanços na análise de misturas complexas foram 

inicialmente obtidos após o desenvolvimento do acoplamento da 

cromatografia gasosa (GC) a detectores de espectrometria de massas (GC-
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MS), os quais atualmente são utilizados rotineiramente em muitas áreas, por 

exemplo, na identificação de óleos essenciais na indústria cosmética. É uma 

ferramenta útil na identificação de compostos de origem natural graças à 

disponibilidade de bibliotecas espectrais, com o detector de massas operando 

sob condições de impacto de elétrons, e a possibilidade de quantificação 

través do uso de padrão interno (RODRIGUES et al., 2006).  

A principal dificuldade do acoplamento entre GC e MS foi em 

conseqüência da introdução de um composto à pressão atmosférica 

(proveniente da separação cromatográfica) dentro de um sistema a alto 

vácuo. Para contornar esse problema, diferentes interfaces foram 

desenvolvidas. A produção de interfaces para o acoplamento GC-MS exigiu 

que uma série de requisitos fosse levada em consideração tais como: a 

redução do fluxo da coluna cromatográfica para manutenção do vácuo, a 

separação seletiva do analito, o gás de arraste e, a manutenção da separação 

cromatográfica. Nesse momento, o surgimento de colunas capilares foi 

responsável pelo sucesso da hifenação GC-MS, em razão da redução 

significativa do fluxo (1 – 2 mL/min) em relação às colunas empacotadas (30 – 

60 mL/min), além do aumento significativo do poder de resolução da 

cromatografia gasosa em relação à líquida (RODRIGUES et al., 2006). 

Dentre as técnicas de ionização, as mais utilizadas em GC-MS são:  

 Impacto de elétrons (EI) em que as moléculas da amostra, vindas 

do sistema cromatográfico, entram na fonte de íons e são 

ionizadas pela colisão com os elétrons gerados num filamento de 

tungstênio ou rênio. Essa colisão leva à fragmentação e ionização 

das moléculas da amostra;  

 Ionização química (CI) em que as moléculas do analito são 

ionizadas indiretamente, através de reações com os íons de um 

gás reagente (metano, isobutano, amônia ou água). Essa técnica 

representa uma ionização mais branda, já que a energia envolvida 

na colisão é pequena, promovendo menor fragmentação do 

analito e maior abundância dos íons moleculares. (RODRIGUES 

et al, 2006) 



Introdução 35 

 

Porém, esta técnica tem a grande limitação de apenas permitir a análise 

de compostos termicamente estáveis, que podem ser volatilizados de maneira 

intacta. 

 

1.5.2. LC-DAD-HRMS E LC-DAD-HRMS/MS 

O LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS constituem metodologias muito 

sensíveis de análise e fornecem informações de massa molecular, de alta ou 

baixa resolução, que podem ser facilmente comparados com dados alocados 

em bases de dados comerciais (dicionário de produtos naturais: 

www.chemnetbase.com, Antibase, Marinlit, etc). (FREDENHAGEN et al., 

2005). 

Entre as técnicas de ionização, a mais utilizada para o acoplamento com 

HPLC, devido à sua versatilidade, é a ESI (ionização por electrospray) 

(MATHIS and McCORD, 2004). ESI é um processo pelo qual, à pressão 

atmosférica, um campo elétrico intenso dispersa uma amostra líquida em um 

gás, que possui a forma de um fino spray de gotas carregadas que, por 

evaporação, resultam em íons na fase gasosa (CROTTI et al., 2006a; FENN, 

2003). Esta técnica constitui um método brando, na qual pouca energia 

residual é retida pelo analito após a ionização, acarretando uma baixa 

fragmentação. Portanto, a reduzida transferência de energia para as 

moléculas é uma desvantagem desta técnica para estudos de elucidação 

estrutural. A fim de contornar essa desvantagem, foram desenvolvidos 

equipamentos de espectrometria de massas sequencial (MS/MS ou MSn), na 

qual as moléculas podem ser fragmentadas (WILLIAMS and BURINSKY, 

2001).  

A análise MS/MS constitui selecionar um íon do primeiro estágio (chamado 

íon precursor) e transferi-lo para uma célula de colisão. A fragmentação do 

íon precursor se dá através de dissociação induzida por colisão (CID – 

collision-induced dissociation) utilizando um gás inerte (usualmente Ar, N2 ou 

CO2). Os íons resultantes (íons filhos ou de segunda geração) são indicativos 

da estrutura do íon precursor, tornando possível a identificação de compostos 

desconhecidos.  
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2. OBJETIVOS 

 

1. Obtenção do perfil metabólico presente nos extratos do fungo 

endofítico Colletotrichum gloeosporioides codificado como GX-01 

isolado das folhas Garcinia xanthochymus.  na abordagem racional 

do planejamento experimental, seleção, purificação e elucidação 

estrutural de micromoléculas com algum potencial bioativo. 

 

2. Produção em larga escala dos extratos brutos produzidos pelo fungo 

endofítico C. gloeosporioides associado a G. xanthochymus 

 

3. Desenvolvimento de novas estratégias cromatográficas de seleção e 

triagem de metabolitos, a partir do uso de técnicas hifenadas e de 

desreplicação. 

 

4. Fortalecimento da nossa base de dados, enriquecendo mapas 

metabolômicos em construção e contribuindo no entendimento da 

produção metabólica de micromoléculas com potenciais atividades 

farmacológicas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. EQUIPAMENTOS 

 

EVAPORADOR ROTATÓRIO: Todas as soluções geradas nesse projeto 

foram concentradas em evaporador rotatório marca Büchi (rotavapor R-114 e 

waterbath B-480) a pressão reduzida.  

 

BALANÇA ANALÍTICA: Os meios de cultura e as amostras foram 

pesados em balança analítica Mettler Toledo AG 245. 

 

AUTOCLAVE VERTICAL: A esterilização dos meios de cultura e o 

descarte do material microbiológico foram realizados em autoclave Quimis 

Aparelhos Científicos Ltda. 

 

CÂMARA DE FLUXO LAMINAR: O repique, isolamento e inoculação do 

microrganismo foram realizados em câmara estéril NUAIRE II, A/B3 

 

RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN): Os espectros de 

Ressonância Magnética Nuclear de 1H e de 13C foram registrados no 

Espectrômetro Bruker AC 200-F 4.7 T operando a 500 MHz para o núcleo de 

1H e 125 MHz para o núcleo de 13C. Experimentos uni e bidimensionais foram 

realizados em espectrômetro Varian Inova 500 11.7 T operando a 500 MHz 

para o núcleo de 1H e em 125 MHz para o núcleo de 13C. Foi utilizado TMS 

como referência interna.  

 

MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 

 

 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC): as 

cromatoplacas foram preparadas aplicando-se uma suspensão de sílica gel 

60 PF254, com indicador de fluorescência em água destilada, na proporção 

de 1:2 (p:v) sobre placas de vidro, obtendo-se 25 mm de espessura de 
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adsorvente através da utilização de espalhador Quickfitt®. Após a preparação 

das cromatoplacas, estas foram ativadas em estufa por 30 minutos. 

A revelação das cromatoplacas foi realizada por meio de um ou mais 

dos métodos físicos e químicos descritos abaixo: 

(A) Os comprimentos de onda, na luz ultravioleta, selecionados para 

expor as placas foram aqueles presentes na lâmpada utilizada para esse fim: 

254 e 365 nm. 

(B) Solução de anisaldeído: 5,0 mL de solução de anisaldeído (0,5 mL 

de anisaldeído + 10,0 mL de ácido sulfúrico concentrado + 85,0 mL de MeOH) 

foi preparada com a adição dos reagentes em banho de gelo. Tal solução foi 

acondicionada em vidro âmbar e armazenada a 8°C. Para a revelação de 

cromatoplacas, borrifaram-se pequenas alíquotas e então, estas foram 

colocadas em estufas a 120°C. 

(C) Cromatografia em coluna de fase normal (CC-FN) em que foi 

utilizado como fase estacionária sílica-gel 60-230 µm (Merck).  

 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (HPLC): Os 

cromatogramas foram obtidos nos aparelhos:  

 Cromatógrafo  Shimadzu modelo LC-10 AD com detector UV-Diodo 

Array Shimadzu SPD-M20 A VP e auto-injetor Shimadzu modelo 

SIL-10 e registrados em microcomputador de 500 MHz com 

processador Pentium II, utilizando o software Shimadzu CLASS-

LC10 versão 1.64A –Modo analítico- gradiente exploratório. 

 Cromatógrafo preparativo Shimadzu modelo LC-10 AS com detector 

UV-VIS Shimadzu modelo SPD-10 A. 

 

SUPORTE CROMATOGRÁFICO: Foram utilizadas as colunas 

cromatográficas analíticas a seguir descritas:  

 Phenomenex C18 Onyx monolítica, ODS, 100 x 4,60 mm, 

(mesoporos 13 nm e macroporos 2 μm.) 

 Phenomenex  Si fase normal Onyx Monolithic Si, com dimensões 

de 100 x 4,6 mm, 2 μm. 
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Coluna cromatográfica semi-preparativa: 

 Phenomenex C18 Onyx monolítica, ODS, dimensões de 100 x 10 

mm. 

Coluna cromatográfica para GC: 

 DB-1 30 m x 0,25 mm filme: 0,1 mm 

 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA ACOPLADA A 

ESPCTROMETRIA DE MASSAS (HPLC-DAD-HRMS): 

As análises em HPLC-DAD-HRMS e HPLC-DAD-HRMS/MS foram 

realizadas na USP-RP em um cromatógrafo líquido de alta eficiência da marca 

Shimadzu, modelo Class Vp 20 equipado com duas bombas de solvente (LC-

20AD), detector por arranjo de diodos (SPD-M20A) e sistema controlador 

(CBM-20A). Este cromatógrafo foi acoplado a um espectrômetro de massas da 

marca Bruker Daltonics (Billerica, MA), modelo UltrOToF-Q, equipado com uma 

fonte de ionização por electrospray (ESI) e analisador por tempo de vôo, 

operando nos modos negativo e positivo. As amostras foram injetadas 

utilizando um injetor Rheodyne, modelo 7125 equipado com um loop de 20 μL. 

Como calibração interna foi usada uma solução de NA-TFA a 10 mg.mL-1. 

 

CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE 

MASSAS (GC-MS) 

 Cromatógrafo a gás Shimadzu CG 17 A e EM: DP 5050 A, 

detector por impacto eletrônico 70 eV no modo positivo, volume de injeção de 

1 L (split 1:20), gás de arraste He (1 mL/min.), temperaturas programadas:  

50 ºC (3 min.) -  50 a 295 ºC (2 ºC/min.) – 295 ºC (20min),  injetor: 280 ºC,  

interface: 300 ºC e tempo de corrida total 80 min. 

ESPECTROMETRIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR – 1H 

RMN 

As matrizes selecionadas para análise foram submetidas, inicialmente, ao 

protocolo estabelecido por Zhang e colaboradores (ZHANG et al., 2007), 

utilizando uma solução de 1 mg/mL do extrato dissolvido em MeOD. 10 μL da 

solução foram transferidos para um tubo capilar (1 mm x 100 mm, Norell Inc.) e 

analisado por RMN (Avance II Bruker ,14,0 T, com sonda criogênica de 5 mm). 
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A aquisição de dados no canal de hidrogênio foi realizada por meio da 

sequência de pulso DIPSI-2 (SHAKA et al., 1988). Os dados obtidos foram 

processados utilizando a interface NMRPipe (DELAGLIO et al, 1995). 

 

3.2. SOLVENTES  

 

Os solventes utilizados para o preparo de amostras (análises de RMN) 

foram DMSO-d6 e CDCl3 e, como referência interna TMS.  

Para as extrações dos extratos brutos e analise via HPLC foram utilizados 

solventes da marca JT Baker®. 

 

3.3. ISOLAMENTO E TRIAGEM DOS ENDOFÍTICOS DE Garcinia 

xanthochymus 

 
 
3.3.1.  Obtenção e classificação das cepas fúngicas. 

 

A espécie vegetal Garcinia xanthochymus foi coletada nas dependências 

do Campus da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, UNESP 

Jaboticabal e identificada pelo professor Antonio Baldo Geraldo Martins chefe 

do Departamento de Produção Vegetal, FCAV. 

O material botânico (folhas) foi processado no prazo de 24 horas após a 

coleta, seguindo o protocolo estabelecido pelo NuBBE (Núcleo de Bioensaios, 

Biossíntese e Ecofisiologia de Produtos Naturais), tendo sido lavado em 

banhos subseqüentes de água corrente, detergente neutro e, imerso em uma 

solução de hipoclorito de sódio 5% por 5 min., seguido de imersão em etanol 

70% por 1 min., finalizando com uma dupla lavagem com água ultra pura 

estéril. Esse processo foi aplicado por 10 minutos para a retirada de epifíticos 

superficiais. O controle da assepsia foi feito retirando a alíquota de 50 µL da 

segunda água de lavagem e inoculando-a em placa de Petri contendo o meio 

de cultura PDA (Batata Dextrose Agar). As folhas estéreis foram seccionadas 

em pequenos pedaços (2 x 2 cm), inoculadas em placa de Petri com o meio 

de cultura sólido PDA e sulfato de gentamicina (100 μg/mL), sendo incubadas 

a 28 ºC por 15 dias. O monitoramento do crescimento dos fungos foi realizado 
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diariamente e ao atingir de 1 a 2 cm de diâmetro, as hifas foram repicadas e 

re-plaqueadas até o isolamento da linhagem pura. As linhagens obtidas foram 

preservadas em frascos de vidro penicilina devidamente vedados contendo 

água ultra pura estéril e armazenadas, na micoteca do NuBBE, à temperatura 

ambiente e, ao abrigo da luz. (Esquema 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1: Isolamento das cepas fúngicas 

  
Dentre os endofíticos isolados, foi selecionada a espécie Colletotrichum 

gloeosporioides (Penz.). Sacc, código G.x.01, principalmente por apresentar 

um desenvolvimento rápido no meio de cultura PDA. O endofítico foi 

identificado pela Fundação André Tosello.  

 

3.4. CULTIVO DOS MICRORGANISMOS 

 

C. gloeosporioides (Penz.). Sacc foi cultivado, em pequena e grande 

escala, em diferentes meios de cultura líquidos e sólidos a temperatura 

controlada (28 ºC), durante 28 dias em regime estático. 

 

 

 

Preservação em H2O estéril 

Replaqueamento em PDA 
Purificação 

Garcinia 
xantochymus  Folhas 

1- Esterelização (NaOCl 5% - 5min., EtOH 70% -
1 min.) 
2-Limpeza (H2O destilada esterelizada) 
3-Isolamento dos endofíticos 

Linhagens  

puras 

G.x.02 G.x.01 G.x.03 G.x.04 

Linhagens isoladas 
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3.4.1. Meio de cultura sólido 

 

O cultivo em meio sólido utilizado para repique do endofítico foi o meio 

de batata dextrose Agar (PDA). Para o crescimento do microrganismo, um 

dos meios utilizados foi meio de cultura de milho (tipo canjica marca comercial 

Yoki). (tabela 2) 

 

3.4.2. Meio de cultura líquido 

 

O cultivo em meio líquido foi utilizado para crescimento e produção de 

metabolitos de C. gloeosporioides. Os meios utilizados estão listados na 

tabela 2. 

 

Tabela 2: Meios de cultura: composição e especificações 

Meio de 

cultura 
Composição 

Conc. 

(g.L
-1

) 
Especificação Fabricante 

Czapek 
Sacarose (30g), NaNO3 

(3g), Na2(PO4)3 (1g), 
MgSO4 (0,5g), KCl 

(0,5g), FeSO4 (0,01g) 

35 

Base para cultivo de 
fungos e bactérias 
capazes de utilizar 

Nitrogênio inorgânico 

DIFCO 

Malte 
Extrato de Malte 

20 
Base para cultivo de 
fungos e bactérias 

ACUMEDIA 

Milho Milho tipo canjica 875  YOKI 

PDB Fécula de batata (4g), 
dextrose (20g) 

24 
Base para cultivo de 
Leveduras e fungos 

ACUMEDIA 

PDA 
Fécula de batata (4g), 
dextrose (20g), Agar 

(15g) 

39 Base para cultivo de 
leveduras e fungos 

SIGMA 

YM 

Extrato de levedura 
(3g), extrato de malte 

(3g), peptona (5g), 
dextrose (10g) 

21 

Base para cultivo de 
leveduras, fungos e 

outros microrganismos 
acidúricos 

DIFCO 

 

3.4.3. Cultivo em pequena escala 

 

O cultivo em pequena escala foi feito com 400 mL para os meios líquidos 

e 150 g para o meio sólido. (Esquema 2) 

A todos os meios líquidos, foram adicionados 250 mL de água ultra pura 

seguida de esterilização em autoclave a 120 ºC de 15 minutos, sendo apenas 

para o milho realizado o seguinte procedimento: em 75 g de meio não cozido 
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foi adicionado 80 mL de água ultra pura e autoclavados (20 ºC, 20 min.) por 

três vezes em um intervalo de 72 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Esquema 2: Crescimento, em pequena escala, de C. gloeosporioides em diferentes 

meios de cultura. 

 

 

3.4.4. Cultivo em grande escala 

 

Para o meio da cultura sólida de milho foi utilizado 600 g que foram 

distribuídos em oito erlenmeyers de 500 mL (75 g cada). Enquanto que para o 

meio líquido de extrato de malte, o endofítico foi inoculado em 5,750 L (23 

frascos) do meio. (Esquema 3, figura 4) 

O processo de esterilização dos meios foi realizado conforme 

procedimento descrito para cultivo em pequena escala. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3: Crescimento de C. gloeosporioides, em grande escala, nos meios de 

cultura de malte e milho. 

Crescimento modo estático, 28 
ºC, 28 dias  

Crescimento modo estático, 
28 ºC, 28 dias 

Crescimento em meio sólido, 
PDA, 28 ºC, 14 dias 

Czapek     Malte PDB YM 

Meio líquido  Meio sólido  

Milho 

Gx.01 

Crescimento modo estático, 28 ºC, 28 dias 

Crescimento em meio 
sólido, PDA, 28 ºC, 14 
dias 

    Malte 

Meio líquido  Meio sólido  

Milho 

Gx.01 
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    Figura 6: Crescimento de C. gloeosporioides em grande escala nos meios de malte e milho 

 

3.4.5. Cultivo dos meios controle – brancos 

 

Foi feito um controle dos metabólitos produzidos pelo fungo, utilizando-

se para isso as mesmas condições de cultivo (28 °C, 28 dias, regime estático) 

para os diferentes meios de cultura, porém sem a presença de C. 

gloeosporioides. 

 

3.5. OBTENÇÃO DOS EXTRATOS 

 

3.5.1. Cultivo em pequena escala 

 

Ao final do período de incubação (crescimento em meio líquido e sólido), 

as suspensões micelares foram submetidas à filtração, separando-se os 

micélios dos filtrados. Os filtrados, contendo os metabólitos secretados pelos 

fungos e os brancos, foram submetidos a partição líquido-líquido inicialmente 

com diclorometano (DCM), aplicando três porções de 200 mL. Em seguida a 

extração com DCM, iniciou-se uma extração com Acetato de Etila (AcOEt)  
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utilizando-se três porções de 200 mL de AcOEt (esquema 3) na extração.  Os 

solventes orgânicos foram destilados em evaporador rotatório a vácuo, 

fornecendo os extratos discriminados na tabela 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Esquema 4: Cultivo de Gx.01 em diversos meios de cultura, obtenção do extrato bruto 
em pequena  escala e verificação do perfil químico/biológico. 

 
 

         Tabela 3: Extratos brutos obtidos, em pequena escala, dos diversos meios de cultura  

 

 

 

 

Meio de 

cultura 
Massa extrato (mg) Código Extrato 

  DCM AcOEt DCM AcOEt 

Czapek 
Com fungo 30,1 30,0 ECCA EACA 

Sem fungo 26,9 14,9 ECC-controle EAC-controle 

Malte 
Com fungo 174,6 303,6 ECMA EAMA 

Sem fungo 49,3 47,3 ECM-controle EAM-controle 

Milho 
Com fungo 2.005 450,0 ECMiA EAMiA 

Sem fungo 344,9 118,5 ECMi-controle EAMi-controle 

PDB 
Com fungo 13,4 36,7 ECPA EAPA 

Sem fungo 25,5 13,8 ECP-controle EAP-controle 

YM 
Com fungo 34,7 36,7 ECYA EAYA 

Sem fungo 50,7 27,6 ECY-controle EAY-controle 

Extração: 1) DCM (3 x 300 mL) 
                 2) AcOEt ( 3 x 300 mL) 
Concentração 

Micélio  Filtrado  

Extratos brutos Bioensaios RMN 1H  

HPLC-DAD 

Crescimento modo estático, 28 
ºC, 28 dias  

Crescimento modo 
estático, 28 ºC, 28 dias 

Crescimento em meio sólido, PDA, 28 ºC, 14 dias 

Czapek     Malte PDB YM 

Meio líquido  Meio sólido  

Milho 

Gx.01 
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3.5.2. Cultivo em grande escala 

 

Os extratos, em grande escala, foram obtidos de acordo com o 

procedimento descrito para pequena escala, utilizando-se extração líquido-

líquido com DCM, seguido de extração com AcOEt (esquema 5).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 5: Cultivo de Gx.01 em diversos meios de cultura, obtenção do extrato bruto 

em pequena  escala e verificação do perfil químico/biológico. 

 

3.5. PREPARO E ANÁLISE DOS EXTRATOS 

 
 
3.6.1 Análises via cromatografia líquida de fase reversa 

 

Para eliminação de interferentes apolares (material graxo) a amostra foi 

submetida à extração em fase sólida (EFS) em cartucho preenchido com 

sílica químicamente derivatizada com grupos octadecilsilano (C-18). 

Inicialmente o adsorvente foi ativado com MeOH puro (2-3 mL) e, 

posteriormente equilibrado com o eluente escolhido, MeOH/H2O, (2-3 mL). As 

Extração: 1) DCM (3 x 300 mL),  
                2) AcOEt ( 3 x 300 mL) 
Concentração 

Micélio  Filtrado  

HPLC-DAD, 1H RMN, HPLC-DAD-HRMS/MS 

  
 

Crescimento modo estático, 28 ºC, 28 dias 

Crescimento em meio sólido, PDA, 28 ºC, 14 dias 

    Malte 

Meio líquido  Meio sólido  

Milho 

Gx.01 

ECMiB 
(5,404g)  

ECMB 
(317,6 mg) 

EAMiB 
(3,96g) 

EAMB 
(334,3 mg) 
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amostras foram preparadas diluindo-se 5,0 mg de resíduo seco em 1 mL de 

MeOH/H2O (1:1) ultra pura. O armazenamento da amostra foi em frascos para 

HPLC. A limpeza do cartucho foi feita com MeOH puro e depois com DCM.  

A fase móvel utilizada foi uma mistura dos solventes: água ultra pura 

(bomba A) com 0,1% de ácido acético e MeOH (bomba B). O gradiente 

exploratório foi otimizado a fim de se obter uma melhor separação das bandas 

cromatográficas. As melhores condições estão relacionadas na tabela 4. O 

fluxo utilizado em cada análise foi de 3 mL/min, volume de injeção 20 μL. Os 

cromatogramas foram registrados em 276 nm, porém programando o detector 

de arranjo de diodos (DAD) para fazer uma varredura de 190 a 800 nm.   

 

Tabela 4: Condição cromatográfica para as amostras EAMiB e EAMB. 

Condição 

Tempo (min) % MEOH (bomba B) 

0 5 

18 35 

25 70 

28 100 

30 100 

32 5 

35 5 

 

3.6.2. Análise via cromatografia líquida de fase normal 

 

Os extratos DCM,  foram preparados diluindo-se 5,0 mg de resíduo seco 

em 1 mL de Hex/AcOEt (9:1) seguidas de extração em cartucho de sílica (60-

230 µm). Após a extração, as amostras foram armazenadas em recipientes 

para HPLC. Como fase móvel optou-se por uma mistura dos solventes: n-

hexano 95% (bomba B) e AcOEt HPLC (bomba A). O gradiente exploratório 

foi otimizado para se obter uma melhor separação das bandas 

cromatográficas sendo descrito na tabela 5. O fluxo utilizado foi de 3 mL/min,  

volume de injeção de 20 μL e o detector de arranjo de diodos (DAD) foi 

programado para fazer uma varredura de 190 a 800 nm, no qual  o 

comprimento de onda de 280 nm apresentou melhor separação das bandas 

cromatográficas. 
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Tabela 5: Condição cromatográfica para todos os extratos brutos. 

Condição 

Tempo (min.) % Hexano (bomba B) 

0 100 

30 90 

35 100 

 

3.6.3. Separação cromatográfica do extrato bruto ECMiB  

 

O extrato bruto (1,00 g) obtido em larga escala foi submetido à CC de 

fase normal (Si, 10 X 3,5 cm) sob pressão reduzida, utilizando como fase 

móvel o sistema Hex/AcOEt em gradiente: 9:1; 8:2; 7:3; 5:5, 100% e em 

seguida MeOH/AcOEt 1:1 a 100% (Esquema 6). O fracionamento resultou em 

48 frações (Tabela 6) após evaporação do solvente. 

 

Tabela 6: Frações obtidas no fracionamento do extrato bruto ECMiB em larga escala. 

Código 

amostra 
Gradiente Massa(mg) 

Código 

amostra 
Gradiente Massa(mg) 

Fr 1 9:1 Hex/AcOEt 45,0 Fr 25 5:5 Hex/AcOEt 0,90 

Fr 2 9:1 Hex/AcOEt 12,3 Fr 26 5:5 Hex/AcOEt 1,2 

Fr 3 9:1 Hex/AcOEt 6,72 Fr 27 5:5 Hex/AcOEt 0,36 

Fr 4 9:1 Hex/AcOEt 18,8 Fr 28 5:5 Hex/AcOEt 0,48 

Fr 5 9:1 Hex/AcOEt 53,0 Fr 29 5:5 Hex/AcOEt 0,33 

Fr 6 9:1 Hex/AcOEt 1,2 Fr 30 5:5 Hex/AcOEt 1,24 

Fr 7 9:1 Hex/AcOEt 1,1 Fr 31 5:5 Hex/AcOEt 0,96 

Fr 8 9:1 Hex/AcOEt 5,4 Fr 32 5:5 Hex/AcOEt 0,60 

Fr 9 8:2 Hex/AcOEt 61,9 Fr 33 100% AcOEt/MeOH 5,9 

Fr 10 8:2 Hex/AcOEt 55,0 Fr 34 100% AcOEt/MeOH 9,8 

Fr 11 8:2 Hex/AcOEt 0,22 Fr 35 100% AcOEt 1,0 

Fr 12 8:2 Hex/AcOEt 0,63 Fr 36 5:5 AcOEt/MeOH 2,2 

Fr 13 8:2 Hex/AcOEt 3,0 Fr 37 5:5 AcOEt/MeOH 1,2 

Fr 14 8:2 Hex/AcOEt 0,93 Fr 38 5:5 AcOEt/MeOH 1,3 

Fr 15 8:2 Hex/AcOEt 0,71 Fr 39 5:5 AcOEt/MeOH 3,3 

Fr 16 8:2 Hex/AcOEt 0,81 Fr 40 5:5 AcOEt/MeOH 3,4 

Fr 17 7:3 Hex/AcOEt 0,36 Fr 41 100% MeOH 2,1 

Fr 18 7:3 Hex/AcOEt 0,43 Fr 42 100% MeOH 9,8 

Fr 19 7:3 Hex/AcOEt 0,87 Fr 43 100% MeOH 3,6 
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Fr 20 7:3 Hex/AcOEt 0,73 Fr 44 100% MeOH 2,4 

Fr 21 7:3 Hex/AcOEt 0,69 Fr 45 100% MeOH 1,5 

Fr 22 7:3 Hex/AcOEt 0,12 Fr 46 100% MeOH 3,7 

Fr 23 7:3 Hex/AcOEt 0,64 Fr 47 100% MeOH 8,1 

Fr 24 7:3 Hex/AcOEt 0,22 Fr 48 100% MeOH 0,42 

As frações obtidas foram submetidas a HPLC-DAD de fase normal em 

gradiente exploratório utilizando a mistura de solventes Hex/AcOEt de 100:0 a 

90:10 em 30 min permanecendo 10 mim em Hex 100% com fluxo de 3,0 

mL/min. a 276 nm. (Fig. 7, pg.39). 

As amostras que apresentaram mesmo perfil cromatográfico foram 

reunidas, restando então às frações codificadas como F1(Fr1); F2 (fr2+Fr3); 

F4(fr4+Fr5); F3 (Fr 6,7 e 8); F5 (Fr 9,10 e 11); F6 (Fr12, 13,14 e 15); F7 (Fr 16 

e 17); F8 (Fr 18,19 e 20); F9 (Fr 21,22; 23 e 24); F10 (Fr 25 e 26); F11(Fr 27 e 

28); F12 (31,32 e 33); F13 (Fr 35,36, 37, 38,39 e 40); F14 (Fr 41 a 48); F29 

(Fr 29,30)  e F34 (Fr 34) (Esquema 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 6: Fracionamento em CC de fase normal Si do extrato bruto diclorometânico 

de milho - ECMiB. 
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O perfil cromatográfico obtido proporcionou a escolha das frações a 

serem analisadas via 1H RMN. 

 

 

 

Figura 7: Cromatogramas a 276 nm das frações Fr1 a Fr41 do extrato ECMiB. 

 

Após análise dos cromatogramas e dos rendimentos em massa 

selecionou-se as frações Fr1, Fr4, Fr5, Fr29 e Fr10 para análise via 1H RMN, 

resultando na identificação das substâncias 1, 2, 3,4. (figuras: 24, 28 e 33).  

 
3.6.4. Análises via RMN 

 

As amostras (10,0 mg) foram diluídas em 0,6 mL de solvente deuterado 

(CDCl3, DMSO-d6 ou D2O) e em seguida, as soluções foram filtradas em  
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algodão e armazenadas em tubos (5 mm 500MHz, Kontes) para análise por 

RMN. 

 

3.7.      DETECÇÃO IN SILICO DOS CONSTITUINTES MAJORITÁRIOS 

 

3.7.1.      Análise via HPLC-DAD-HRMS 

 
As análises por HPLC-DAD-HRMS e HPLC-DAD-HRMS/MS dos 

extratos EAMiB e EAMB foram realizadas utilizando-se as mesmas condições 

de preparo já descritas e as condições cromatográficas otimizadas: 

 

Tabela 7: Condição cromatográfica para as amostras EAMiB e EAMB. 

 

 

Amostra 

Condição 

EAMiB 

Tempo (min) MEOH (%) 

0 5 

18 35 

25 70 

28 100 

30 100 

32 5 

35 5 

EAMB 

0 5 

20 35 

25 100 

28 100 

31 5 

34 5 

 

O eluente da coluna foi dividido através de um splitter numa proporção 

4:1, sendo o fluxo maior direcionado ao DAD e o restante ao espectrômetro 

de massas. Os cromatogramas na região de UV gerados pelo DAD foram 

registrados em 276 nm, (comprimento de onda que apresentou a melhor 

absorção para as bandas cromatográficas evidenciadas). Os cromatogramas 

gerados por EM foram registrados na região entre m/z 50 e m/z 1000 e as 
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análises foram feitas tanto no modo de ionização positivo como negativo. As 

relações m/z e os tempos de retenção obtidos para das bandas 

cromatográficas de interesse, presentes no TIC (Total Ion Chromatogram) 

foram submetidas a uma segunda ionização por HPLC-DAD-HRMS/MS, 

através de experimentos tandem. Para a obtenção de espectros de íons 

produto (MS/MS) a partir de íons precursores desejados foi selecionado o m/z 

de cada íon precursor, assim com a energia necessária para a sua total 

fragmentação. 

Foram analisadas todas as possibilidades para a formação dos íons 

precursores que poderiam ser cátions formados pela formação de adutos 

catiônicos (modo de ionização positiva) com H+, Na+ ou K+, entre outros, ou 

ainda ânions (modo de ionização negativa) formados pela perda de H+ ou 

adutos aniônicos com Cl- ou CH3COO-, entre outros. 

Para a detecção in silico, a análise dos dados obtidos por HPLC-DAD-

HRMS foi realizada utilizando o software Bruker Data Analysis versão 3.2 

conjugada com a base de dados do dicionário de produtos naturais (DNP; 

www.chemnetbase.com). A análise foi conduzida principalmente com base 

nos resultados de estudos fitoquímicos anteriores de C. gloeosporioides, de 

outras espécies do gênero Colletotrichum, num total de 51 substâncias 

descritas, ou ainda por fungos endofíticos (fungi e fungus). Isto permitiu 

detectar uma série de micromoléculas passíveis de serem encontradas nos 

extratos estudados. 

 

3.7.2. Análise via GC-MS 

 

Os extratos brutos ECMiA, ECMiB, ECMA e ECMB, devido à sua grande 

lipofilicidade e volatilidade, foram analisados por CG/EM para a análise inicial 

dos metabólitos majoritários. Os dados obtidos com esta técnica foram 

comparados com a base de dados do software do programa GC-MS Postrun 

Analysis, NIST 21 e WILLEY 229. A comparação foi realizada com base na 

porcentagem de semelhança dos espectros de massas contidas nas bases 

virtuais com os espectros obtidos com os extratos brutos de diclorometano de 

C. gloeosporioides, aceitando porcentagem de semelhança acima de 90% de 

similaridade (Hit rate).  
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3.7.3. Análise via 1 H RMN 

 

Os deslocamentos químicos foram simulados para 1 H utilizando  HOSE 

(Hierarchically Ordered Spherical Description of Environment), e também o 

algoritimo Mnova ver. 6.0.2-5475 através do Modgraph NMR Predict. 

 

3.8.   ENSAIOS BIOLÓGICOS 

 

3.8.1. Ensaio de atividade antioxidante 

 

O ensaio de atividade antioxidante, in vitro, é realizado através da 

determinação da porcentagem de sequestro de radicais livres da molécula de 

DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila ) (figura 8). 

 

 

 

 

 

 

                                    Lilás                                     Amarelo 

 

Figura 8: Redução do reagente DPPH 

 

Em uma placa de 96 poços, foram adicionados a amostra: 200 μL de 

DPPH (200 μg/mL em metanol) e 100 μL de amostra em diversas diluições 

(66,7; 33,3; 10,0; 6,67; 3,33; 2,67; 1,67 μg/mL). Controle positivo: 200 μL de 

DPPH e 100 μL de antioxidante padrão. Controle negativo: 200 μL de DPPH e 

100 μL de solvente. A placa foi mantida por 30 minutos no escuro. A avaliação 

da forma reduzida do DPPH gerado foi determinada através da absorbância a 

517 nm e expresso em % de seqüestro do radical livre estável DPPH. 
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3.8.2. Ensaio de atividade de inibição de polimerização do Heme 

(atividade antimalárica) 

 

O teste para inibição da polimerização do heme (hemoglobina) baseia-se 

na hipótese da presença no Plasmodium falciparum, agente infectante da 

doença, de uma enzima capaz de polimerizar a hematina livre que se forma 

no processo de fagocitose realizada pelo parasita na célula infectada. Essa 

hematina livre, altamente oxidante, é capaz de promover a lise da parede 

celular matando a célula e, por conseqüência, o parasita. A polimerização do 

heme livre pelo parasita, forma o pigmento malárico conhecido como 

hemozoína (EGAN et al, 1994; DORN et al, 1998). O ensaio busca matriz 

capaz de impedir a polimerização da hematina e assim possibilitar a morte 

seletiva do Plasmodium. 

Os extratos, 50 µL a concentração 2,5 mg/mL; DMSO (50 µL) para os 

controles, com 100 µL de heme  (6,4 mM  de heme dissolvida em 0,2 N 

NaOH, 4,16 mg em 1000 L, preparada 60 minutos antes da execução do 

ensaio, incubada a 37 oC e protegida da luz), 200 µL de AcONa 0,5 M e 50 µL 

de CH3CO2H.foram dissolvidos em DMSO e incubados em microtubos de 1,5 

mL por 24 horas a 37°C. Após a incubação, os microtubos foram 

centrifugados por 10 min. e o sobrenadante descartado. O precipitado foi 

lavado duas vezes, com 400 µL de DMSO e 400 µL de metanol, e dissolvido 

em 1000 µL de NaOH 0,1 M. Alíquotas de 20 µL da β-hematina dissolvida 

foram transferidas para uma placa de 96 poços  junto com 180 µL de NaOH 

0,1 M, e as amostras foram lidas a 405 nm no leitor de microplacas. Quinina e 

cloroquina foram utilizados como controle positivo. Os dados foram expressos 

em porcentagem de inibição da polimerização do heme e calculados pelo 

programa KC4 pelo emprego da fórmula a seguir. As análises foram feitas 

sempre em triplicata para o cálculo do desvio padrão.  

 

 

 

 

% inibição da formação de -hematina= (Acontrole + - Aamostra) *100/ Acontrole + 
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3.8.3. Ensaio de atividade antifúngica 

 

3.8.3.1.  Atividade antifúngica contra Cryptococcus neoformans e 

algumas espécies de Candida 

 

Os extratos foram preparados em DMSO e colocados em microplacas 

contendo meio RPMI 1640 com L-glutamina em pH 7,0 e 0,165 mol.L-1 ácido 

morfolinopropanosulfônico (MOPS) suplementado com 2% de glicose, até a 

concentração dos extratos de 250 μg/mL. A suspensão de células foi 

preparada em sol. salina 0,85% com densidade ótica 0,5 padrão McFarland e 

diluídas 1:100 em RPMI até concentração final de 1 × 104 a  5 × 104 unidades 

de colônias por mL (CFU.mL-1). Esta solução foi inoculada nas microplacas 

contendo os extratos em concentrações de 250 μg/mL a 0,4μg/mL. As placas 

foram incubadas com agitação a 37°C por 24 h para espécies de Candida e 

48h para Cryptococcus neoformans. O controle utilizado foi anfotericina B 

diluída em DMSO, no intervalo de concentração de 0,03 a 16 μg/mL. O CIM 

(concentração inibitória mínima), para o controle, foi a concentração mais 

baixa que inibiu completamente o crescimento dos fungos. CIM foi definido 

como a concentração mínima que inibe qualquer crescimento fúngico visível. 

Os resultados foram analisados em espectrofotômetro.  

 

3.8.3.2.  Atividade antifúngica contra Cladasporium shaerospermum 

e C. cladosporioides 

 

O ensaio para avaliação do potencial antifúngico foi realizado com os 

fungos C. sphaerospermum e C. cladosporioides. Foram utilizadas placas 

preparadas para CCDC da Merck. Para a solução estoque foi utilizado glicose 

e sais inorgânicos. A solução foi autoclavada a 120 °C, por 20 min. 

Os extratos brutos (2,0 mg/mL, 30 °C) foram submetidos a cromatografia 

em camada delgada com sistemas de solventes apropriados. Após 

desenvolvimento da cromatografia e completa evaporação do solvente, as 

cromatoplacas foram nebulizadas com a suspensão de esporos do fungo C. 
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cladosporioides e C. sphaerospermum e incubadas em câmara úmida a 25 

oC, no escuro, por 48 horas, segundo método de Homans & Fuchs, 1970. 

 

3.8.3.3. Atividade tripanocida in vitro 

 

Os experimentos foram realizados com a forma epimastigota da cepa Y 

de T. cruzi. As cepas foram incubadas a 28 ºC, em meio de LIT (liver-infusion 

Tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino, colhidas durante a 

fase exponencial de crescimento (7-dias de formação de cultura). Os 

compostos foram dissolvidos em dimetil sulfóxido (DMSO), em seguida foram 

transferidos para uma placa de 96 poços (TPP) com diferentes concentrações 

finais. T. cruzi (1 x 107 parasitas / mL) foram adicionados a cada poço, sendo 

a mesma quantidade de meio LIT adicionado aos poços controles. Estas 

placas foram mantidas a 28 º C por 72 h. Após este período de incubação, 

alíquota de 10 µL (2,5 mg / mL) de solução de  3-(4,5 dimetil--2-il) -2,5-difenil-

brometo de tetrazolium-phenazinemethosulfate (MTT-PMS) foi adicionado a 

cada poço e as placas foram incubadas por 75 minutos no escuro a 28 º C. 

Uma solução de 10% (100 µL) de dodecil sulfato de sódio (SDS) foi 

adicionado à solução anterior e mantida a temperatura ambiente no escuro 

por 30 min.  

A absorbância das amostras foi lida em 595 nm. Os valores de IC50 

foram determinados por análise de regressão linear após um período de 72 h 

de incubação. Os valores de IC50 de compostos e do controle positivo 

benzonidazol foram determinados. Para a análise estatística do método foi 

empregada a metodologia de Muelas-Serrano et al., 2000. 

 

3.8.4. Ensaio de atividade Anticolinesterásica 

 

A atividade de inibição da enzima acetilcolinesterase foi feita baseada no 

método de Ellman (RHEE et al., 2003). 

O ensaio consiste na hidrolise do substrato acetilcolina pela enzima 

resultando no produto tiocolina que reage com o reagente de Ellman (DTNB) 
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sendo os produtos obtidos: 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-

nitrobenzoato que podem ser detectados no comprimento de onda de 405 nm.  

Em uma microplaca de 96 poços, foram adicionados: 25 µL de 15 mM 

ATCl em água, 125 µL de 3 mM DTNB tamponado com a solução tampão C, 

50 µL da solução de tampão B, 25 µL de amostra (10 mg/mL em MEOH 

diluida dez vezes com o tampão A para atingir a concentração final de 1 

mg/mL). As soluções obtidas foram observadas em  λ 405 nm num período de 

13 s cada leitura sendo o procedimento repetido por oito vezes. A proporção 

das reações foi calculada em software Microplate Manager versão 4.0 

(Laboratorios Bio-Rad).  

A hidrolise espontânea do substrato é detectada por qualquer aumento 

no valor da absorbância. A correção foi feita por subtração da proporção da 

reação antes de adicionar a enzima e a proporção depois de adicionar a 

enzima. A porcentagem de inibição foi calculada comparando-se as razões 

das amostras do branco (10% MEOH em solução tampão) e do padrão  

galantamina em MeOH, sendo adotada as concentrações: 5, 3, 1 mM; 300; 

100; 25; 10; 2,5; 1; e 0,1 µM. 

 Reagentes:  

Tampão A: 50 mM tris-HCl, pH 8,0. 

Tampão B: 50 mM tris-HCl pH 8,0; contendo 0,1% de albumina 

bovina(BSA). 

Tampão C: 50 mM tris-HCl, pH 8,0; contendo 0,1 M NaCl e 0,02 M 

MgCl2.6H2O 

Reagente de Ellman: 5,5-Ditiobis-2-ácido nitrobenzóico (DTNB) da 

Sigma (St. Louis, MO, USA).  

Substrato: iodeto de acetiltiocolina (ATCI), Sigma (St. Louis, MO, USA) 

dissolvido em de água Millipore até concentração de 15 mM. 

Enzima: Acetilcolinesterase da enguia elétrica (tipo Vis liofilizado, 292 

U/mg, 394 U/mg) da Sigma (St. Louis, MO, USA). A enzima liofilizada foi 

dissolvida no tampão A obtendo assim a solução estoque com concentração 

de 1000 U/mL, e posteriormente diluídos no tampão B até a concentração de 

0,22 U/mL. 
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4.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Resultados da triagem realizada com os meios de cultura 

 

Considerando que C. gloeosporioides apresenta um grande quantidade 

de metabolitos bioativos, e associado ao fato de que a produção metabólica 

de microrganismos é dependente do meio de cultivo, o endofítico foi cultivado, 

em pequena escala, utilizando diferentes meios de cultura para uma avaliação 

metabólica e assim selecionar o meio ótimo para a produção em grande 

escala dos metabólitos de interesse. Um branco (meio de cultura sem a 

inoculação de micélio), para todos os meios cultivados foi realizado com o 

objetivo de comparar e, identificar os possíveis interferentes do meio 

extraídos com o solvente orgânico.  

A linhagem de C. gloeosporioides isolada e preservada em slants foi 

repicada para placas de Petri contendo meio de cultura sólido PDA e foram 

incubadas por 14 dias, após este período, as cepas obtidas foram então 

inoculadas nos diferentes meios de cultivo descritos na seção materiais e 

métodos (pag. 41).  

 

4.1.1. Análise cromatográfica dos diferentes meios de cultura 

 

Os extratos brutos de DCM e AcOEt e seus brancos foram submetidos a 

cromatografia líquida de alta eficiência. Para os extratos lipofílicos 

provenientes da partição líquido-líquido com DCM foi utilizado o modo de 

eluição normal, enquanto que para os extratos de AcOEt, devido a sua 

característica mais polar, foi selecionado o modo reverso de eluição.  

A análise dos cromatogramas dos extratos obtidos de Czapek, Ext. 

Malte; milho, PDB e YM, revelaram a presença de metabolitos de baixa, alta e 

média polaridade, como pode ser observado nas figuras 9 (extratos DCM, 

cromatografia de fase normal) e 10 (extratos AcOEt, cromatografia de fase 

reversa). 
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(II) 

(III) 

(IV) 

(V) 

(I) 

Legenda: 

(I) ___ EACA ___ EAC-controle            (II) ___ EAMA ___ EAM – controle    

(III)___ EAMi – controle    ___ EAMiA  (IV) ___ EAPA ___ EAP – controle  

(V)___ EAYA      ___ EAY– controle 

 

(II) 

(III) 

(IV) 

(V) 

(I) 

 

Figura 9: Comparação dos cromatogramas do extrato de DCM dos diversos meios de cultura 

com e sem o fungo (controle).  

 

 

Figura 10: Comparação dos cromatogramas do extrato de AcOEt dos diversos meios de 

cultura com e sem o fungo (controle). 
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Através da comparação dos cromatogramas dos cultivos com fungo e 

sem fungo, observamos que poucas bandas correspondentes a metabólitos 

produzidos pelo fungo coincidem com bandas de menor intensidade com o 

meio de cultura sem o fungo. Com isso é possível determinar, com 

exclusividade, os metabólitos apenas produzidos pelo endofítico.  

 

4.1.2. Análise dos extratos brutos por 1H RMN  

 

Meio Czapek 

 

A extração dos metabólitos, produzidos com o meio de cultura de Czapek, 

com DCM resultou em um extrato bruto com massa de 30,1 mg e a extração 

com AcOEt uma massa de 30,0 mg. 

Os espectros de 1H RMN de ambos os extratos: DCM (figura 11) e AcOEt 

(figura 12), evidenciaram apenas sinais nas regiões de hidrogênios olefínicos e 

carbinólicos, sem a presença de hidrogênios aromáticos. 

 

Figura 11: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto DCM de C. gloeosporioides em Czapek 

(CDCl3, 500 MHz). 
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Figura 12: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto AcOEt de C. gloeosporioides em Czapek 

(DMSO-d6, 500 MHz). 

 

 

Meio Extr. Malte 

 

A massa obtida para o extrato DCM foi de 49,3 mg e para AcOEt   47,3 

mg. Os espectros de 1H RMN (figuras 13 e 14) mostram extratos muito ricos na 

produção metabólica, quando comparado com o extrato do meio Czapek, 

apresentando sinais por toda a região espectral, indicando a presença de 

hidrogênios metílicos, carbinólicos, olefínicos, aromáticos, de aldeído e/ou 

fenólicos. 
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Figura 13: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto DCM de C. gloeosporioides em Extr. malte 

(CDCl3, 500 MHz). 

 

Figura 14: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto AcOEt de C. gloeosporioides em Extr. de 

malte (DMSO-d6, 500 MHz). 
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Meio Milho 

 

Este meio, comparado com os demais, apresentou maior massa de extratos 

brutos: DCM 2,005 mg e AcOEt 450,0mg. Os espectros de 1H RMN (figuras 15 

e 16) mostram, assim como o meio de Extr. de malte, extratos ricos em 

produção metabólica, com sinais distribuídos ao longo de toda a região 

espectral para o extrato AcOEt e sinais olefínicos para o extrato DCM. 

 

 

 

 

Figura 15: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto DCM de C. gloeosporioides em milho (CDCl3, 

500 MHz). 
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Figura 16: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto AcOEt de C. gloeosporioides em milho 

(DMSO-d6, 500 MHz). 

 

 

Meio PDB 

 

A massa para os extratos obtidos nesse meio de cultivo foi de 13,4 mg para 

extrato DCM e 36,7 mg. 

O espectro 1H RMN dos extratos mostram muitos sinais na região aromática 

em ambos os extratos de AcOEt e DCM (Figuras 17 e 18). Porém ambos 

apresentaram pouca massa de extrato bruto quando comparados aos meios 

extr. de malte e milho. 
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Figura 17: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto DCM de C. gloeosporioides em PDB (CDCl3, 

500 MHz). 

 

Figura 18: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto AcOEt de C. gloeosporioides em PDB 

(DMSO-d6, 500 MHz). 
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Meio YM 

 

A extração dos metabólitos com DCM resultou em um extrato bruto com massa 

de 34,7 mg e a extração com AcOEt uma massa de 36,7 mg para o meio de 

cultura de YM. 

Os espectros de 1H RMN de ambos os extratos DCM (figura 19) e AcOEt 

(figura 20), evidenciaram sinais muito parecido com o meio  PDB, com sinais 

nas regiões de hidrogênios aromáticos, olefínicos, carbinólicos e, alifáticos. 

 

 

Figura 19: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto DCM de C. gloeosporioides em YM (CDCl3, 

500 MHz). 
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Figura 20: Espectro de 
1
H RMN do extrato bruto AcOEt de C. gloeosporioides em YM (DMSO-

d6, 500 MHz). 

 

4.1.3. Análise para triagem biológica dos diversos meios de cultivo 

 

O perfil biológico do endofítico C. gloeosporioides foi avaliado quanto ao 

potencial antioxidante, potencial inibitório para a polimerização do heme, 

acetilcolinesterásico antifúngico frente a fitopatógenos e patógenos humanos, e 

atividade tripanocida. Os resultados destes ensaios estão relacionados nas 

figuras: 95, 97, 101, 99 e tabelas 15 e 17, respectivamente. 

 

Após análise dos extratos através dos cromatogramas em fase normal e 

fase reversa, espectros de 1H RMN e perfil biológico, foram diagnosticados que 

os meios de cultura de Malte e de Milho seriam os mais promissores dentre a 

triagem realizada e foram submetidos à produção em larga escala para facilitar 

os procedimentos de separação. 
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4.2. Resultados dos experimentos com GC-MS 

 

O TIC positivo do GC forneceu a massa molecular de baixa resolução de 

cada íon majoritário e ao contrapor os TIC dos extratos (figura 21), podemos 

verificar que ECMiA e ECMiB são similares, também como  ECMA e ECMB 

apresentam perfil próximos, uma vez que para obter as amostras foram 

mantidas as mesmas condições de cultivo e extração, porém em períodos 

diferentes, tal fato demonstra a reprodutibilidade do perfil micromolecular 

quando são aplicadas as mesmas condições de crescimento ao fungo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: TIC positivo de GC-MSde ECMiA (vermelho), ECMiB (preto), ECMA (azul) e 

ECMB (marron). 

 

Ao comparar os cromatogramas obtidos com a rampa de temperaturas 

programadas: 50 ºC (3 min) - 50 a 295 ºC (5 ºC/min) – 295 ºC (20min),  

injetor: 280 ºC,  interface: 300 ºC e tempo de corrida total 80 min, dos extratos 

de AcOEt (ECMiA e ECMiB) e de DCM (ECMA e ECMB), podemos observar 

bandas cromatográficas diferentes entre os meios de milho e extrato de malte, 

indicando a presença de componentes termoestáveis no primeiro e nenhum 

no segundo meio de cultura. O espectro de massas das bandas 

cromatográficas majoritárias foi comparado com os dados espectroscópicos 

das bases de dados (NIST 21 e WILLEY 229) do programa GC-MS Postrun 

Analysis e DPN (www.chemnetbase.com), restringindo-se a busca para 

“fungi”, sendo seis substâncias do ECMiA e ECMiB foram detectadas nos 

seguintes tempos de retenção: (1) 65,17; (2) e (3) 67,54; (4) 67,92 (5) 69,98 e 

(6) 73,7 minutos. (figura 22).  

  
ECMiA _____ 

ECMiB _____ 

ECMA _____ 

ECMB _____ 

ECMiA  ___ 

ECMiB  ___ 

ECMA   ___ 

ECMB   ___ 

http://www.chemnetbase.com/
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Figura 22: Expansão do TIC positivo de ECMiB. 

 

4.2.1. Análise e detecção in silico de ECMiB 

 

A análise do pico 1 (tempo de retenção 65,17 minutos) mostra  o espectro 

de massas abaixo (figura 23). 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Espectro de massas GC-MSde 1: tempo de retenção: 65,17 minutos. 

Este espectro foi contraposto com as bases de dados do programa 

(Willey 229 e NIST 21) e observamos similaridade (90%) com o 

dihexadecanoato de glicerila (1). (figura 24). 
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Figura 24: Dihexadecanoato de glicerila. 

 

Alguns fragmentos (43, 57 e 239) foram propostos (Figura 25).  
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O

C16H31O+

m/z 239

O

HO
O

O

O

m/z  568,5067

C35H68O5

O

C2H3O+

m/z 43

C4H9
+

m/z 57

 

Figura 25: Proposta de fragmentação para m/z  239; 57 e 43. 

O íon m/z 57 é resultado de quebra da cadeia alifática. Já os íons em m/z  

43 e 239 são resultado da formação do íon acílio estável. 

 

O pico no tempo de retenção 67, 548 min. (figura 26) foi detectado na base 

de dados NIST 21 como sendo um éster graxo derivado do glicerol com 

provável cadeia carbônica C18:1 (Figura 28). O espectro de massas 

encontrado na base de dados (95% similaridade) está apresentado na figura 

27. 

 

Figura 26: Composto no tempo de retenção 67,548 min. 

 

Figura 27: Espectro de massas do derivado do ácido octadecenóico, obtido na base de 

dados NIST 21  
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m/z 884, 7833
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R3
R1=R2=R3: C17H34

 

Figura 28: Estrutura da substância 2. 

 

A formação dos principais fragmentos encontrados no espectro de massas 

(figura 26) m/z 43, 55, 57, 73 e 265 foi proposta e está descrita nas figuras 29 

e 30.  
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Figura 29: Proposta de fragmentação para os íons m/z 73.  
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Figura 30: Proposta de fragmentação para os íons m/z  43, 55, 57 e 265. 
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O íon base m/z 73 é resultado de um rearranjo Mc Lafferty seguido de 

migração de próton. Os fragmentos m/z 55 e 57 são formados a partir de 

quebra da cadeia alifática e formação do carbocátion alílico  mais estável, 

respectivamente.  A formação do íon acílio justifica os fragmentos em m/z 43 

e 265. 

 

O espectro de massas do pico 3, tempo de retenção 67,92 minutos (figura 

31), foi comparado com a base de dados NIST 21 e mostrou similaridade 

(92%) com octadec-9,12-dienoato de glicerila (figuras 32 e 33). 

Figura 31: Espectro de massas, obtido pro GC-MS, no tempo de retenção 67,92 minutos. 

Figura 32: Espectro de massas, da base de dados NIST 21 para o composto octadeca-9,12-

dienoato de glicerila. 
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Figura 33: Substâncias detectadas 1,2 e 1,3 octadeca-9,12-dienoato  de glicerila. 
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Alguns fragmentos (m/z 43; 55; 57 e 98) foram propostos e estão 

relacionados na figura 34.  

O
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 3  R1=R2: C18H34O
R3=: H

4  R1=R3: C18H34O
R2=: H

R3

C39H72O5 
m/z 620,5380

 

Figura 34: Proposta de fragmentação para os fragmentos m/z  43; 55; 57 e 265. 

O fragmento m/z  55 é resultado da formação do carbocátion alílico estável 

, enquanto que o íon  m/z  57 é gerado a partir da quebra da cadeia alifática e 

os fragmentos m/z  43 e 265 são derivados da formação do íon acilio estável. 

 

No tempo de retenção 69,97, pico 4, foi obtido o espectro de massas 

relacionado na figura 35. 

 

Figura 35: Espectro de massas. CG-EM, obtido para o composto no tempo de retenção 

67,7 minutos.  

O composto foi comparado com espectros de massas descritos na base de 

dados Willey 229 (figura 36) e mostrou similaridade (89%) com o 5 (figura 37). 
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5 

 

Figura 36: Espectro de massas, detectado na base Willey 229 de 5:  6,11- 

hexadecadienol;  

 

HO

O

m/z  280,2402

C18H32O2

6,11-hexadecadienol  

Figura 37: Estrutura de 5. 

 

Foi feita proposta de fragmentação para os íons: 41 55 e 69 da substância 

detectada. (figura 38). 
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Figura 38: Proposta de fragmentação dos fragmentos 55, 57 e 69 do 6,11- 

hexadecadienol. 

O íon formado m/z 57 é resultado de quebra da cadeia alifática. Os íons 

m/z  55 e m/z  69, com assistência da dupla ligação, formam um carbocátion 

alílico mais estável. 
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6 

a) 

O composto no tempo de retenção 73,79 min., pico 6 (figura 39) quando 

comparado com a base de dados Willey 229 mostrou similaridade (94%) com 

o espectro de massas do geranil-linalol (figura 40). 

 

Figura 39: Composto no tempo de retenção 73,79 min. 

 

OH

C21H34O

m/z 290,2610

Geranilinalol  

Figura 40: a) Espectro de massas do geranil-linalol, obtido na base de dados Willey 229; b) 

estrutura de 6:  geranil-linalol. 

O fragmento, m/z 69, proposto está relacionado na figura 41. O íon 

formado m/z 69 sofre um rearranjo para formar o carbocátion alílico mais 

estável. 

 

OH

C21H34O

m/z 290,2610
C5H9

+

m/z 69

Figura 41: Proposta de fragmentação para o íon m/z 69,0. 

 

Os extratos de ECMA e ECMB, obtidos do extrato de malte, não 

forneceram íons detectáveis no CG-EM. 

b) 
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4.2.2. Elucidação estrutural do metabolitos isolados de ECMiB 

As substâncias 2 (Tabela 08, pg. 65) 3 e 4 (Tabela 09, pg. 67) foram 

submetidas às técnicas espectroscópicas para elucidação estrutural, 

destacando-se RMN 1H e 13C uni e bidimensionais (gCOSY, gHMBC, gHMQC, 

etc). 

 

Determinação estrutural da substância 2 
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Figura 42: Estrutura atribuída para a substância 2. 

 

O espectro de RMN13C com auxílio do DEPT indicou a presença de 

cinqüenta e sete carbonos, sendo três da unidade glicerol (δC 68,9 posição sn  

2`; 62,1, posição sn 1`, 3`), três carbonilas (δC 173,2 sn 1`, 3`; 172,8; sn  2`), 

três metílicos (δC 14,0), 42 metilênicos (δC 22,6 a 34,1) e seis olefínicos (δC 

129,0; 129,6; 129,9 e 130,0).  

Os experimentos de 1H RMN evidenciaram a presença de um tripleto em 

δH 0,81 (δC 14,0, t), dois duplos dubletos em δH 4,06 (δC 62,1; dd) e δH 4,21 

(δC 62,1; dd), um tripleto em δH 1,54 (δC 24,8; t), multipletos em 1,19 (δC 22,6, 

m); 1,24 (δC 29,0 a 31,9, m); 5,18 (δC 68,9, m)  e 5,26 (δC 129,0; 129,6; 129,9 

e 130,0; m). 

Os dados dos experimentos de RMN de 13C e 1H foram comparados 

com a literatura, uma vez que o perfil dos espectros foi identificado como 

sendo pertencentes à classe dos derivados graxos do glicerol, previamente 

detectados in silico pela técnica CG-MS. Os dados encontrados e 

comparados estão relacionados na tabela 8. 

 

Tabela 8: Dados de RMN de 
13

C (125 MHz) da substância 2 (CDCl3). 

Carbono Posição δ 
13

C (ppm) S. Simova et  al., 2003 L. Retief et al. ,2009 

C1 

1 173,2 173,2 173,2 

2 172,8 172,8 172,8 

3 173,2 173,2 173,2 
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C2 

1 34,0 33,9 34,2 

2 34,1 34,1 34,0 

3 34,0 33,9 34,2 

C3 

1 24,8 24,8 24,8 

2 24,8 24,8 24,9 

3 24,8 24,8 24,8 

C4 

1 29,1 29,0 29,1 

2 29,0 29,0 29,0 

3 29,1 29,0 29,1 

C5 

1 29,1 29,1 29,2 

2 29,2 29,1 29,2 

3 29,1 29,1 29,2 

C6 

1 29,0 29,0 29,1 

2 29,1 29,1 29,1 

3 29,0 29,0 29,1 

C7 

1 29,6 29,6 29,7 

2 29,6 29,6 29,7 

3 29,6 29,6 29,7 

C8 

1 27,1 27,1 27,1 

2 27,1 27,1 27,1 

3 27,1 27,1 27,1 

C9 

1 129,7 129,6 129,7 

2 129,6 129,6 129,6 

3 129,7 129,6 129,7 

C10 

1 129,9 129,9 130,0 

2 130,0 129,9 130,0 

3 129,9 129,9 130,0 

C11 

1 27,2 27,1 27,2 

2 27,2 27,1 27,2 

3 27,2 27,1 27,2 

C12 

1 29,7 29,7 29,7 

2 29,6 29,7 29,7 

3 29,7 29,7 29,7 

C13 

1 29,3 29,3 29,3 

2 29,3 29,3 29,3 

3 29,3 29,3 29,3 

C14 

1 29,5 29,5 29,5 

2 29,4 29,5 29,5 

3 29,.5 29,5 29,5 

C15 

1 29,3 29,3 29,3 

2 29,3 29,3 29,3 

3 29,3 29,3 29,3 

C16 

1 31,8 31,8 31,9 

2 31,9 31,8 31,9 

3 31,8 31,8 31,9 
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Determinação estrutural das substâncias 3 e 4 
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Figura 43: Estrutura atribuída para as substâncias 3 e 4 (mistura de isômeros). 

 

Os dados de RMN de 13C e 1H encontrados para a fração F5, resultou na 

identificação das substâncias 3 e 4, uma mistura de isômeros posicionais, 

derivados graxos do glicerol. O composto elucidado foi identificado como 

sendo uma mistura sn 1,2 e sn 1,3 do octadeca-9,12-dienoato de glicerila. O 

banco de dados do programa CG-MS, havia sugerido similaridade com este 

composto. Entretanto a base de dados do programa não sugere uma mistura. 

O espectro de RMN 13C, mostra a presença de trinta e nove carbonos, sendo 

três da unidade glicerol (substância 3: δC 68,9 posição sn  2`; 62,1; posição sn 

1`, 3`; substância 4 δC 70,6 posição sn  3`; 65,0, posição sn 1`, 2`), 2 

carbonilas ( substância 3: δC 172,8 sn 1`, 3`; substância 4 δC 173,1; Sn 1`  2`), 

2 metílicos (substância 3: δC  14,0 e substância 4 δC 14,0), 24 metilênicos 

(substância 3: δC 22,5 a 34,1 substância 4: δC 22,6 a 34,1) e 8 olefínicos 

(substância 3 δC 127,8; 128,0; 129,9 e 130,2; substância 4 δC: 127,9; 128,0; 

129,7, e 130,2). 

C17 

1 22,6 22,6 22,7 

2 22,6 22,6 22,7 

3 22,6 22,6 22,7 

C18 

1 14,0 14,0 14,1 

2 14,0 14,0 14,1 

3 14,0 14,0 14,1 

CHO Grupo 
glicerila 

68,9 68,8 68,9 

CH2O 62,1 62,0 62,1 
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Estes dados foram comparados com a literatura, onde foi possível 

identificar e correlacionar as posições dos carbonos referentes a substância 3 

e a substância 4, como apresentado na tabela 9. 

 

Tabela 9. Dados de RMN de 
13

C (125 MHz) das substâncias 3 e 4 (CDCl3). 

Carbono δ 
13

C (ppm) Soon Ng, 2000 

 Substância 3 Substância 4 Posição 1,3 Posição 1,2 

1 172,8 173,1 172,8 173,5 (sn 1`) 173,3 (sn 3`) 

2 34,1 34,1 34,1 34,1 (sn 1`) 34,2 (sn 3`) 

3 24,8 24,8 24,8 24,9 

4 29,0 29,0 29,0 29,1  

5 29,2 29,2 29,2  

6 29,1 29,1 29,1  

7 29,6 29,6 29,6 29,7 

8 27,2 27,2 27,2 27,6 

9 129,9 129,7 129,9 130,0 

10 128,0 128,0 128,0 128,1 

11 25,6 25,6 25,6 26,6 

12 127,8 127,9 127,9 127,9 

13 130,2 130,2 130,1 130,2 

14 27,2 27,2 27,2 27,2 

15 29,3 29,3 29,3 29,1 

16 31,5 31,8 31,5 31,5 

17 22,5 22,6 22,5 22,6 

18 14,0 14,0 14,0 14,0 

CHO  68,9 (sn 1`, 3`) 70,6 (sn, 2`) 68,9 (sn 1`, 3`) 72,1 (sn, 2`) 

CH2O  65,0 (sn 2`) 62,1 (sn 1`,3`) 65,0 (sn 2`) 62,1; 61,4 (sn 1`3`) 

 

 

4.3. Resultados dos experimentos com LC-DAD-HRMS, LC-DAD-

HRMS/MS, 1H RMN e analise in silico 

 

Os extratos de AcOEt provenientes dos cultivos em milho (EAMiB) e em 

malte (EAMB) foram submetidos a experimentos utilizando como recurso a 

tecnica hifenada LC-DAD-HRMS, sendo estes realizados tanto no modo 

positivo como no negativo. A análise in silico promoveu a detecção de treze 

substâncias. Também foi realizado o experimento de 1H RMN, no extrato 

EAMiB, comparando-se os dados obtidos do extrato real e aqueles fornecidos 

pelo simulador. 
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9 
7 

8 

10 

 

4.3.1. Detecção in silico de micromoléculas presentes em EAMiB  

 

 Analise via LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

 

Nos cromatogramas de íons totais (TIC) de EAMiB realizados (figura 44), 

podem ser observadas várias bandas, sendo a o TIC positivo o que apresenta 

uma maior quantidade. Aquelas mais intensas foram escolhidas para a 

geração dos seus respectivos espectro de massas.  

 

 

Figura 44: Comparação entre os TIC positivo e negativo do extrato EAMiB. 

 

A presença de uma intensidade maior de íons no modo positivo pode ser 

justificada pelas condições cromatográficas usadas durante a análise, isto é, a 

presença de ácido na fase móvel proporciona um favorecimento de espécies 

catiônicas (LOPES et al., 2006). 

 

 Análise via 1H RMN 

 

O espectro de ressonância magnética nuclear foi realizado como uma 

técnica confirmatória dos compostos já detectados com a espectometria de 

massas de alta resolução. Nesse experimento podemos visualizar sinais 

relacionados aos metabolitos (figuras 46-53), inclusive das substâncias 

presentes nesta amostra (EAMiB) em pequena quantidade como os derivados 

graxos: octadeca-9,12-dienoato de glicerila; dihexadecanoato de glicerila e 

6,11-ácido hexadecanóico. Esses compostos foram detectados por CG-MS no 

extrato ECMiB (extrato bruto diclorometânico) mas, devido à falta de 

0 5 10 15 20 25 30 Time [min]

310

410

Intens.

0 5 10 15 20 25 30 Time [min]

310

410

Intens.
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seletividade no processo de extração, também podem ser visualizados nesse 

extrato uma vez que são os componentes majoritários produzidos pelo 

endofítico C. gloeosporioides. Dessa análise podemos concluir que além dos 

constituintes majoritário já descritos, é possível detectar a presença dos 

derivados piridônicos fischerina e sambutoxina, assim como duas 

micosporinas: micosporina-serina, micosporina-glicina, o aminoácido 

aspergillomarasmina B, a ciperina, a arginomicina e a lactona macrocíclica 

colletodiol. 

 

 
Figura 45: Espectro de 

1
H RMN do extrato bruto de acetato de etila – EAMiB. 

 

Abaixo, nas figuras 46 a 53, segue as expansões referentes ao perfil obtido 

do extrato EAMiB. 
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Figura 46: Expansão do espectro de 

1
H RMN: região δ H  6.5 a 11.0 ppm do extrato bruto 

de acetato de etila – EAMiB. 

Legenda: 

 

 
Figura 47: Expansão do espectro de 

1
H RMN: região δ H  6.5 a 7.5 ppm do extrato bruto 

de acetato de etila – EAMiB.  

Legenda: 

      Octadeca-9,12-dienoato de glicerila           Fischerina                         micosporina-glicina            Colletodiol            
          
      Dihexadecanoato  de glicerila              Ac. hexadecadienoico           micosporina serina            Sambutoxina 
          
 
                                                  
 

      Octadeca-9,12-dienoato de glicerila           Fischerina                         micosporina-glicina            Colletodiol            
          
      Dihexadecanoato  de glicerila              Ac. hexadecadienoico           micosporina serina            Sambutoxina 
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Figura 48: Expansão do espectro de 

1
H RMN: região δ H  5.3 a 6.3 ppm do extrato bruto 

de acetato de etila – EAMiB. 

Legenda: 

 

 
Figura 49: Expansão do espectro de 

1
H RMN: região δ H  2.8 a 4.9 ppm do extrato bruto 

de acetato de etila – EAMiB. 

Legenda:       Octadeca-9,12-dienoato de glicerila           Fischerina                         micosporina-glicina            Colletodiol            
          
      Dihexadecanoato  de glicerila              Ac. hexadecadienoico           micosporina serina            Sambutoxina 
          
 
                                                  
 

      Octadeca-9,12-dienoato de glicerila           Fischerina                         micosporina-glicina            Colletodiol            
          
      Dihexadecanoato  de glicerila              Ac. hexadecadienoico           micosporina serina            Sambutoxina 
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Figura 50: Expansão do espectro de 

1
H RMN: região δ H  1.96 a 2.39 ppm do extrato 

bruto de acetato de etila – EAMiB. 

Legenda:  

   

 
Figura 51: Expansão do espectro de 

1
H RMN: região δ H  2.8 a 4.9 ppm do extrato bruto 

de acetato de etila – EAMiB. 

 

      Legenda:    
      Octadeca-9,12-dienoato de glicerila           Fischerina                         micosporina-glicina            Colletodiol            
          
      Dihexadecanoato  de glicerila              Ac. hexadecadienoico           micosporina serina            Sambutoxina 
          
 
                                                  
 

      Octadeca-9,12-dienoato de glicerila           Fischerina                         micosporina-glicina            Colletodiol            
          
      Dihexadecanoato  de glicerila              Ac. hexadecadienoico           micosporina serina            Sambutoxina 
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Figura 52: Expansão do espectro de 

1
H RMN: região δ H  1.22 a 1.62 ppm do extrato 

bruto de acetato de etila – EAMiB. 

Legenda:    
 

 

   
Figura 53: Expansão do espectro de 

1
H RMN: região δ H  2.8 a 4.9 ppm do extrato bruto de 

acetato de etila – EAMiB. 
Legenda:    

 

      Octadeca-9,12-dienoato de glicerila           Fischerina                         micosporina-glicina            Colletodiol            
          
      Dihexadecanoato  de glicerila              Ac. hexadecadienoico           micosporina serina            Sambutoxina 
          
 
                                                  
 

      Octadeca-9,12-dienoato de glicerila           Fischerina                         micosporina-glicina            Colletodiol            
          
      Dihexadecanoato  de glicerila              Ac. hexadecadienoico           micosporina serina            Sambutoxina 
          
 
                                                  
 



Resultados e discussão  86 

 

    Substância 7 
 

 LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

Tempo de retenção 8,1 minutos 

O espectro de massas a 8,1 min. (figuras 54 e 55) apresentou, no modo 

positivo, um pico base com relação m/z : 307,1137 e no modo negativo, um 

pico base m/z  283, 1476. Após análise in silico, concluímos que essa massa é 

compatível com adutos [M+Na]+ e [M-H]- e a substância detectada foi a bis 

lactona macrocíclica colletodiol (figura 56), isolada previamente de 

Colletotrichum capsick (MacMILLAN, J. et al., 1973;  SOLLADIE, G. et al., 

2000). 

Figura 54: Espectro de massas EAMiB no tempo de retenção 8,1 min. (modo positivo). 

 

Figura 55: Espectro de massas EAMiB no tempo de retenção 8,1 min. (modo negativo). 
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 284,1260 Da 

colletodiol 

Figura 56: Substância provável para o tempo de retenção 8,1 minutos. 
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O íon m/z  307,1137, no modo positivo, foi submetido ao experimento  

MS/MS  (figura 57). 

 

Figura 57: Espectro de massas MS/MS de m/z  307. 

Algumas propostas de fragmentação para os íons formados foi realizada e 

está descrita na figura 58. 

Uma desidratação é observada, uma vez que no espectro de massas 

MS/MS temos os íons m/z  289, resultado da formação do aduto [M – 

H2O+Na]+, e m/z  267, aduto formado [M - H2O  + H]+.  

O

O

O

OH

OH

O

O

O

O

OH

O
C14H18O5

m/z 267

C14H20O6

m/z 285

- H2O

H+

H+

 

Figura 58: Proposta de fragmentação para formação dos íons: m/z  267 aduto com H
+
. 

 

 1H RMN 

A substância 7, previamente identificada como colletodiol, teve seus dados 

de 1H RMN, simulados através do programa MNOVA. Os sinais referentes 

aos deslocamentos de hidrogênio encontrados foram comparados com a 

matriz bruta real EAMiB (Tabela 10). 

 

Tabela 10: Dados de 
1
H RMN da substância 7- Comparação entre o simulador e o extrato 

real EAMiB 

Simulador Mnova EAMiB- bruto MacMillan et al., 1973 

Posição δ ¹H(ppm) (multiplicidade; J) δ ¹H(ppm) δ ¹H(ppm) (multiplicidade; J) 

2 4,8 (m; 12,54) 4,78 5,32 (ddq; 3,1; 11,1; 6,4) 

3a 2,31 (m; 12,61) 2,3 2,52 (dddd; 1,3; 3,1; 4,6; 12,6) 

3b 2,06(m; 12,6) 2,06 2,24 ( 12,6; 11,1)  

4 7,02 (dd; 6,21) 6,85 6,72 (ddd; 4,9; 11,1; 15,6) 

5 5,83(d,14,96) 5,81 5,73 ( brd; 15,6) 

307.1
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273267
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8 4,67 (m; 10,86) 4,65 5,18 ( ddq; 2,0; 4,5; 6,7) 

8 1,6 (d; 5,6) 1,59 1,37 ( d; 6,3) 

9 1,51 (dd; 4,67) 1,51 1,50(ddd; 2,0; 5,0; 15,8) 

  1,76( t; 12,5) 1,76 2,02(ddd;1,6; 4,5; 15,8) 

10 3,53 (m; 8,89) 3,51 3,67(ddd; 1,6; 5,9; 9,0) 

11 4,18 (q; 6,20) 4,13 4,08 (ddd; 1,2; 5,6; 9,0) 

12 7,07 (q; 6,21) 7,05 6,74(dd; 5,6; 15,7) 

13 6,04 (d; 15,17) 6,02 6,14 (dd; 1,2; 15,7) 

   1,36 (d; 6,7) 

OH     2,6 (br s) 

 

Nas expansões do espectro de 1H RMN (figuras 46 a 53), observamos 

duplos dubletos na região de δ 6,02 e 7,05 e duplo duplo dubleto em 6,85 e 

um dubleto em 5,81 ppm referentes aos H nas posições 13, 12,  4 e 5, 

respectivamente.   

A comparação dos resultados obtidos com os experimentos de 1H RMN e 

massas, com dados relatados na literatura para essa substância, nos permite,  

através da detecção in silico, verificar a existência do colletodiol no extrato 

bruto de acetato de etila de milho (EAMiB). 

 

Substância 8 

 

 LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

 

Tempo de retenção 9,8 minutos 

O tempo de retenção 9,8 min.(figuras 59 e 60) mostrou, no modo positivo, 

um m/z  432,2814, aduto [M+H] e no modo negativo um m/z  430,3605 e a 

substância detectada foi identificada como sendo o derivado piridônico 

fischerina (figura 61), anteriormente relatada para o endofítico Neosartorya 

fischerl var. fischeri (FUJIMOTO et al, 1993).    

Figura 59: Espectro de massas de EAMiB, modo positivo,  no tempo de retenção 9,8 

minutos. 
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Figura 60: Espectro de massas de EAMiB, modo negativo, no tempo de retenção 9,8 

minutos. 
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 431,1944 Da 

Fischerina 

Figura 61: Substância provável para o tempo de retenção 9,8 minutos. 

Com o intuito da confirmação desta molécula, selecionamos o íon [M+H] 

m/z  432,2814, no modo positivo, para a realização do experimento MS/MS 

(Figura 62). 

 

Figura 62: Espectro de massas MS/MS do íon m/z  432,2814. 

 

A partir da fragmentação, obtivemos o íon m/z  415 produto da abertura do 

epoxido seguido de uma desidratação. Os íons em m/z  257 e 416, são 

gerados a partir do intermediário m/z  434, resultado da abertura do anel 

epoxido,  e são provenientes de quebra da cadeia seguido de uma 

desidratação, respectivamente. Já os íons m/z  178, 283 são gerados a partir 

da quebra da cadeia do íon molecular m/z  432,2814 (figura 63). 
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               Figura 63: Proposta de fragmentação para formação do íon m/z  415; 416; 257; 

283 e 178. 

 

 1H RMN 

O composto 8 detectado como sendo a Fischerina, foi também identificado 

na matriz bruta, EAMiB, através do experimento de 1H RMN, fazendo-se a 

comparação dos δ ¹H(ppm) fornecidos pelo simulador MestreNova com os da 

mistura bruta (Tabela 11).  

 

Tabela 11: Dados de 
1
H RMN da substância 8 - Comparação entre o simulador e o extrato 

real EAMiB. 

 Simulador Mnova  Lee et al., 1996 EAMiB- bruto 

Posição δ ¹H (mult.; J,  Hz) δ ¹H (mult.; J,  Hz) δ ¹H(ppm) 

6 6,98 (s) 8,00 (s) no 

7   no 

8 2,31 (m) 4,43 (dd; 11,5; 6,0) no 

9 1,40 (m) 1,55 (qd; 11,5; 2,0) no 

10a 1,42 1,91 ( dq; 12,0; 2,0) no 

10b 1,97 0,88  

11a 1,76 (m) 1,73  

11b 1,45 1,02 (qd, 12,0; 3,0) no 

12a 1,85 (m) 1,48 no 

12b 1,34 (m)   
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13a 1,32 (m) 1,73  

13b 2,01 0,78 no 

14 2,23 1,82 no 

15 6,24 (s) 5,38 (BR d. 9,5) no 

16 6,24 (s) 5,58 (ddd; 9,5; 4,0; 2,0) no 

17 2,28 (m) 2,83 no 

18  0,80 (d; 7,5) no 

20 3,27 (t) 3,63 (d; 3,5) no 

21 3,24b(d) 3,40 (dd; 3,5; 3,0)  

22 3,74 (m) 4,10 (td; 7,5; 3,0)  

23a 1,72 (m) 1,82  

23b 1,47 (m) 1,34  

24a 1, 72 (m) 2,22 (ddd; 14,0; 9,0; 2,5)  

24b 1,47 (m) 1,67  

*NO: Não observado devido à baixa quantidade dessa molécula no extrato. 

Porém é possível observar a presença dela nas figuras (46 a 53) 

específicamente as absorções relativas aos hidrogênios olefínicos e 

aromático. 

 

Substância 9 

 

 LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

 

Tempo de retenção 11,0 minutos 

No tempo de retenção 11,0 min., modo positivo, foi verificado  que um 

aduto com Na+ foi formado originando o íon m/z  476, 3093 (figura 64). No 

modo negativo, não foi possível identificar íons condizentes com o íon 

molecular detectado no modo positivo.   

Ao consultar a base de dados DPN foi encontrado a micotoxina 

hemorrágica sambutoxina outro derivado piridônico isolado incialmente de 

Fusarium sambucinum (KIM AND LEE, 1994; WILLIANS AND TURSKE, 

2000) (figura 66).  
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Figura 64: Espectro de massas de EAMiB, modo positivo, no tempo de retenção 11.0 

minutos. 

 

Figura 65: Espectro de massas de EAMiB, modo negativo, no tempo de retenção 11.0 

minutos. 
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Figura 66: Substância provável para o tempo de retenção 11,0 minutos. 

O experimento MS/MS selecionando o íon m/z  476.3093, gerou, 

principalmente, os fragmentos: m/z  237 (aduto com H+) e 314 (aduto com 

H+).(figura 67) 

Figura 67: Espectro de massas MS/MS de 9. 
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A proposta de fragmentação para os íon m/z  314; 237 e 360 estão 

relacionados nas figuras 68 e 69, respectivamente. 

 

Figura 68: Proposta de fragmentação para a formação dos íons m/z  314 e m/z  237. 

 

 

Figura 69: Proposta de fragmentação para a formação do íon m/z  360. 

 

 1H RMN 

A substância Sambutoxina detectada por LC-MS foi submetida ao 

experimento de 1H RMN, sendo os dados obtidos, através do simulador e do 

extrato bruto real EAMiB (Tabela 12), interpolados e cruzados com a 

espectrometria de massas, confirmando a presença deste composto na 

matriz.  

 

Tabela 12: Dados de 
1
H RMN da substância 9 - Comparação entre o simulador e o extrato 

real EAMiB 

  Simulador Mnova EAMiB - bruto KIM et al., 1995) Erro relativo(ppm) 

Posição δ ¹H(ppm)(mult.;  J) δ ¹H (ppm) δ ¹H(ppm)(mult.;  J)  

4-OH   10,3 (s)   

6   5,03(dd; 11,3; 2)   

7 4,28 (t; 6,84) 4,28 5,03 (dd; 12,7;3,1) 0,15 

8a 1,48 (dd; 2,1) 1,48 1,60(qd; 12,7; 3,1) 0,08 

8b   2,07 (dq; 13,4; 2,3)   

9a 1,58 (dd; 12,04) 1,55 1,41(qd; 12,7; 3,4) -0,12 

9b 1,33 (dd; 3,39) 1,3 1,90 (dq; 13,4; 3,1) 0,30 

10 1,73 (m) 1,73 1,67(m) -0,04 

11 4,18 (d; 10,26) 4,17 3,51 (d; 13,4) -0,19 

13 5,41 (d; 6,19) 5,4 5,17 (d; 9,3) -0,05 
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14 2,18 (m) 2,18 2,44 (m) 0,11 

15a   1,02 (m)   

15b 1,19 (d; 7,39) 1,19 1,18 (m) -0,01 

16 1,4 (q, 14,07) 1,41 1,29 (m) -0,09 

17a   1,02 (m)   

17b   1,29 (m)   

18 0,93 (t; 6,7) 0,92 0,81 (d; 7,0) -0,15 

19 0,86 (d; 5,36) 0,85 0,81 (d; 6,6) -0,06 

20 1,04  (d; 6,41) 1,04 0,88 (d; 6,6) -0,28 

21 1,66 (s) 1,66 1,62 (s) -0,02 

22 0,9 (d; 6,53) 0,89 0,71 (d; 6,6) -0,27 

23 3,3 (s) 3,3 3,53 (s) 0,07 

1´      

2´ 7,35 (d; 7,48) 7,34 7,25 (d; 8,6) -0,01 

3´ 6,65 (d; 7,48) 6,72 6,90 (d; 8,6) 0,04 

4a´      

4b´      

5´ 6,65 ( d; 7,48) 6,72 6,90 ( d; 8,6) 0,04 

6´ 7,35( d; 7,48) 7,34 7,25 ( d; 8,6) -0,01 
 

Os sinais δ ¹H(ppm) para a sambutoxina estão muito evidentes na matriz 

EAMiB, como podemos observar nas figuras de 46 a 53, pg. 82-85.  

 

Substância 10 

 LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

Tempo de retenção 23,7 minutos 

No tempo de retenção 23,7 min. foi encontrada a massa 353,2285 (figura 

70), resultado da formação de aduto com Na+; m/z  331,1949 um aduto 

formado com H+, sendo a substância detectada um fotoprotetor natural 

pertecente a classe das micosporinas, a micosporina-glicina, já relatada para 

a espécie Euhalothece sp., uma cianobactéria associada a liquens 

(VOLKMANN et al., 2006) (figura 72). 

 

Figura 70: Espectro de massas no modo positivo, no tempo de retenção 23,7 minutos. 
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No espectro de massas, no modo negativo, encontramos o íon 329,2335, 

resultado do aduto [M-H]- (figura 71).  

 

 

Figura 71: Espectro de massas  no modo negativo, no tempo de retenção 23,7 minutos. 

 

N
H

N

OH

OH

OH

OHO

OHO

1
2

3

4
5

6

7
8

9

10

11

12
13

14

 

10 

 330,1427 Da 

micosporina-2-glicina 

Figura 72: Substância provável para o tempo de retenção 23,5 minutos  

 

O íon m/z  353,2285 foi selecionado para fragmentação MS/MS, no modo 

positivo.(figura 73) 

 

 

Figura 73: Espectro de massas MS/MS de m/z  353,2285,modo positivo 

 

Uma retro-Diels-Alder justifica a formação de m/z  279 e uma desidratação 

forma o íon em m/z  335 (figura 74). 
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Figura 74: Proposta de fragmentação para a formação de m/z  279 (aduto com Na
+
) e m/z   

335 (aduto com sódio) 

 

 1H RMN 

 

Micosporina-glicina detectada por LC-MS pode ser também visualizada no 

espectro de 1H RMN, figura 46-53; sendo os dados obtidos com o simulador e 

do extrato bruto real EAMiB (Tabela 13), interpolados e comparados com os 

dados de espectrometria de massas, confirmando a presença deste composto 

na matriz.  

 

Tabela 13: Dados de 
1
H RMN da substância 10 - Comparação entre o simulador e o 

extrato real EAMiB 

Simulador Mnova EAMiB - bruto Kedar et al. , 2002 Erro relativo 

Posição δ ¹H (ppm); mult.; J Hz δ ¹H(ppm) δ ¹H (ppm); mult.; J Hz δ ¹H (ppm) 

4a 2,31 (d; 12,4) 2,31 2,77 (d) 0,17 

4b 2,41 ( d; 12,4) 2,35   

6a 2,9 (d; 6,2) 2,87 2,86 (d) -0,01 

6b 2,52 (d; 12,39)    

7 5,74 (s) 5,85   

9 4,11 (s)  4,1 3,60 (s) -0,14 

10 3,74 (s) 3,7 3,68 (s) -0,02 

11a 3,25 (d; 12,4) 3,23   

11b 3,75 (d; 12,35) 3,72   

12 3,55 (dd; 6,2) 3,52 4,06 (s) 0,13 
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14 

13 1,41 (d; 12,4) 1,41   

OH 12,01 (s)    

Observamos através dos dados de RMN, os sinais característicos do 

grupos: OCH3 em 3,74 (H10); NHCH2CO2H em 3,55 (H12) e C(OH)CH2OH 

em 4,11 ppm (H9). 

 

Os resultados no modo positivo, assim como o experimento de 1H RMN e a 

compilação dos dados com a literatura, permitiram a detecção de 4 

substâncias no extrato EAMiB.  

No espectro de 1H RMN (figuras 46 a 53), é possível visualizar sinais pouco 

intensos de algumas substâncias produzidas pelo endofítico, mas que foram 

detectadas, como metabolitos majoritários no extrato de acetato de etila do 

meio de cultura extrato de malte, EAMB, como veremos a seguir. 

 

4.3.2. Detecção in silico de micromoléculas presentes em EAMB  

 

O extrato EAMB apresenta boa quantidade de íons no TIC, tanto no modo 

positivo, quanto no modo negativo. (figura 75). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 75: Comparação entre o espectro de massas de EAMB no modo positivo (azul) e 

no modo negativo (vermelho). 

 

A análise in silico dos íons majoritários foi inicialmente realizada fazendo 

uma comparação dos dados de massa de alta resolução com aqueles 

compilados da base de dados DNP para o gênero Colletotrichum, e depois 

com endofíticos (fungi e fungus). A análise de cada molécula detectada está 

relatada a seguir. 
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Substância 11 

 

 LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

 

Tempo de retenção 3,8 minutos 

No tempo de retenção 3,8 min. (figura 76) , no modo positivo,  encontramos 

m/z  261,1244 que é um aduto com H+ e 283,1050 aduto com Na+. Já no 

modo negativo (figura 77)  encontramos m/z  259,1619 resultado do  aduto 

[M-H]-. A ciperina (11) (figura 78), que possui atividade herbicida, foi 

identificada através da base de dados DNP, sendo anteriormente relatada 

para o patógeno Cyperus rotundus (DAYAN, 2008).  

 

Figura 76: Espectro de massas de EAMB, modo positivo,  no tempo de retenção 3,8 

minutos. 

 

Figura 77: Espectro de massas de EAMB, modo negativo,  no tempo de retenção 3,8 

minutos. 
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Figura 78: Substância 11 detectada no tempo de retenção 3,8 minutos. 

239.0894

343.0556

495.0993

283.1050

261.1244

293.0971

8. +MS, Dissect, 3.8-4.5min

0

200

400

600

800

Intens.

100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

325.0730

259.1619

1. -MS, 3.4-4.4min

0

50

100

150

200

Intens.

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z



Resultados e discussão  99 

 

O íon m/z  261,1298 foi selecionado para o experimento MS/MS (figura 79) 

e os fragmentos encontrados estão relacionados na figura 80. 

 

 Figura 79: Espectro de massas MS/MS de m/z  261,1298. 

 

 

Figura 80: Proposta de fragmentação para formação de m/z  153,0546.  

 

Substância 12 

 

 LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

 

Tempo de retenção 10,5 minutos 

 Em 10,5 min. foi encontrado a massa  437,2348, aduto com H+ no modo 

positivo (figura 81). A substância de massa molecular C18H28N8O5 (figura 83) 

foi detectada através do DPN como sendo a arginomicina, um antibiotico  que 

inibe o crescimento de bacterias gram-positivas e fungos, relatada para 

Streptomyces arginensis (ARGOUDELIS, 1987). 

No modo negativo (figura 82), não foi possivel detectar íon com massa 

compatível com a identificada no modo positivo. 

 

Figura 81: Espectro de massas de EAMB, modo positivo,  no tempo de retenção 10,5 

minutos. 
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Figura 82: Espectro de massas de EAMB, modo negativo,  no tempo de retenção 10,5 

minutos. 
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Figura 83: Substância 12 detectada no tempo de retenção 10,5 minutos. 

 

O íon selecionado para a fragmentação MS/MS foi o m/z  437,2348. (figura 

84). 

 

 

Figura 84: Espectro de massas MS/MS de 437,2348. 
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Figura 85: Proposta de fragmentação para formação de m/z  420. 

 

Substância 13 

 

 LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

 

Tempo de retenção 19,4 minutos  

O tempo de retenção 19,4 min.(figura 86), no modo positivo, apresentou o 

pico base m/z  276,1229 indicando formação de aduto cationizado com próton 

[M+H]+. No modo negativo(figura 87), observamos um pequeno pico referente 

ao íon m/z  337, 6909, aduto com CH3COO-. Os dados foram compilados com 

a base de dados DPN e a  substância com massa compatível a encontrada no 

espectro de massas,  foi a micosporina-serina, metabolito fotoprotetor já 

relatada para o fungo Stereum hirsutu (SINGH et al., 2008) (figura 88). 

 

Figura 86: Espectro de massas de EAMB  no tempo de retenção 19,4 minutos. 

 

Figura 87: Espectro de massas de EAMB  no tempo de retenção 19,4 minutos. 
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Figura 88: Substância detectada no tempo de retenção 19,4 minutos. 

O íon selecionado para MS/MS foi o m/z  276,1229 (figura 89) e os 

fragmentos propostos estão relacionados na figura 90. 

 

Figura 89: Espectro de massas MS/MS de m/z  276,1229 (aduto com H
+
). 

 

O fragmento em m/z  258 indica a formação de aduto catiônico de 

desidratação e uma retro-Diels-Alder foi proposta justificando o íon m/z  172 

aduto com próton [M+H]+ (figura 90). 
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Figura 90: Proposta de fragmentação para a formação de m/z  258 (aduto com H
+
) e m/z  

172 (aduto com H
+
). 
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Substância 14 

 

 LC-DAD-HRMS e LC-DAD-HRMS/MS 

Tempo de retenção 23,9 minutos 

O fragmento com massa 301,1442 encontrado no tempo de retenção 23,9 

min. mostra um aduto catiônico com Na+ [M+Na]+ e um dímero [2M + Na]+ 

formado em m/z  579,2985(figura 91). No modo negativo (figura 92), não foi  

possível encontrar íon compatível com o encontrado no modo positivo. 

 

Figura 91: Espectro de massas de EAMB no modo positivo de m/z  301. 1442  (aduto com 

Na
+
). 

 

 

Figura 92: Espectro de massas de EAMB no modo negativo  

 

Esta substância, um aminoácido, foi detectada como sendo 

aspergillomarasmin B, relatada para o endofito C. gloeosporioides (figura 93)  

(BALLIO et al, 1969; GARCIA PAJÓN and COLLADO, 2003). 
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Figura 93: Substância detectada a 23,9 minutos. 
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O íon 301,1442 foi submetido a fragmentação MS/MS fornecendo o 

Espectro de massas mostrado na figura 94. 

 

Figura 94: Espectro de massas MS/MS de 301,1442. 

 

O fragmento em m/z  283, é resultado de uma perda de [M-18 + Na]+ 

(SARPELEH, 2009). 

 

4.4. Resultados dos ensaios biológicos  

 

4.4.1.  Ensaio de atividade antioxidante 

 

-Extratos dos meios produzidos em pequena escala (Czapek, Ext. 

malte, milho, PDB e YM) 

 

Os resultados, mostrados na figura 95, obtidos com esse ensaio, mostra 

que o endofítico, mesmo quando cultivado em meios diferentes, apresenta 

pouca atividade antioxidante, com valores abaixo do padrão utilizado: rutina. 

 

 

Figura 95: Gráfico de % de seqüestro do radical DPPH em função da concentração 
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- Extratos dos meios produzidos em grande escala (Ext. malte e milho) 

 

Como já verificado anteriormente na triagem de meios de cultivo, o 

microrganismo não produz metabolitos que contribuam para uma atividade 

antioxidante significativa, como pode ser verificado na figura 96. Este resultado 

é compatível com os dados das substâncias identificadas descritas 

anteriormente, já que as mesmas não apresentam atividade antioxidante, 

exceto as micosporinas que são fotoprotetores naturais. 

 

Figura 96: Gráfico da concentração x % de seqüestro do radical DPPH. 
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Os resultados mais promissores encontrados foram para os meios de 

cultivo de malte e milho com valores de porcentagem de inibição de 85,229 
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Figura 97: Gráfico da % de inibição da polimerização do heme 

 

- Extratos dos meios produzidos em grande escala (Ext. malte e milho) 

Os resultados dos extratos EAMiB, e ECMB quando comparados aos 

padrões quinina e cloroquina se mostram satisfatórios pois apresentam 

porcentagem de inibição próximos aos valores dos padrões utilizados. 

Entretanto os extratos EAMB e ECMiB, foram pouco satisfatórios apresentando 

valores de porcentagem de inibição da polimerização do heme inferior aos 

padrões.(Figura 98) 

 

Figura 98: Resultado do teste de inibição da polimerização do heme. 
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ensaio. 
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4.4.3. Ensaio de atividade antifúngica 

 

4.4.3.1 Ensaio de atividade antifúngica frente a espécies de Candida 

albicans, C. parapsilosis, C. krusei e Cryptococcus neoformans  

 

Este ensaio consiste em detectar a concentração mínima inibitória (CIM) 

que inibe o crescimento das espécies patogênicas. 

Valores < 75.0 μg/mL apresentam forte atividade antimicrobiana, de 75,0 

a 150,0 μg/mL a atividade é considerada moderada, de 150,0 a 250,0 μg/mL a 

atividade é fraca e acima de 250 μg/mL é considerado inativo. (SCORZONI et 

al., 2007). 

 

- Extratos dos meios produzidos em pequena escala (Czapek, Ext. 

malte, milho, PDB e YM) 

 

A tabela 14 mostra que os extratos dos meios de cultura: Czapek (EACA e 

ECCA), PDB (EAPA e ECPA) e YM (EAYA e ECYA) apresentaram uma CIM 

satisfatória frente à Cryptococcus neoformans, Candida parapsilosis, sendo 

que os extratos EACA, EAPA e EAYA também inibiram a espécie Candida 

krusei. 

 

Tabela 14: Resultado do ensaio de atividade antifúngica frente a espécies de Candida 

parapsilosis, Candida krusei, Candida albicans e Cryptococcus neoformans. 

Amostra C. albicans  C. krusei C. parapsilosis 
 

Cryptococcus 
neoformans 

 CIM( µg/mL) CIM( µg/mL) CIM( µg/mL) CIM( µg/mL) 

Gx01 - EACA >250 >125 
>125 

 
>125 

Gx01 - EAPA >250 >125 
>62,5 

 
>125 

Gx01 - EAYA >250 >125 >125 
>125 

 

Gx01 - ECCA >250 >250 >125 
>125 

 

Gx01 - ECPA >250 
>250 

 
>125 

 
>125 

Gx01 - ECYA >250 >125 >125 
>125 

 

GX01 - ECMiB >250,0 
>250,0 >250,0 

>250,0 

GX01 - ECMB 
>250,0 >250,0 >250,0 >250,0 
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- Extratos dos meios produzidos em grande escala (Ext. malte e milho) 

Como visto anteriormente, na triagem realizada em pequena escala, os 

meios de Ext. malte e milho não apresentaram atividade inibitória frente as 

linhagens patógenos testados. Os resultados estão descritos na tabela 15. 

 

Tabela 15: Resultado do ensaio de atividade antifúngica frente a espécies de Candida 

parapsilosis, Candida krusei, Candida albicans e Cryptococcus neoformans. 

Extrato Candida 

albicans 

Candida 

krusei 

Candida 

parapsilosis 

Cryptococus 

neoformans 

GX01ECMiB >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL 

GX01ECMB >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL 

GX01EAMiB >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL 

GX01EAMB >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL >250,0 µg/mL 250,0 µg/mL 

 

O resultado do ensaio é coerente com as substâncias detectadas já que 

nenhuma das relatadas anteriormente possui atividade patogênica.  

 

4.4.3.2.  Ensaio de atividade antifúngica frente a espécies de 

Cladasporium cladosporioides e Cladasporium sphaerospermum 

 

A bioautografia consiste da associação entre a cromatografia em camada 

delgada e um ensaio biológico in situ, permitindo localizar constituintes 

biologicamente ativos presentes em uma matriz complexa ou indicar o 

potencial biológico de substâncias puras. O método fundamenta-se na 

aplicação de um microrganismo sobre um cromatograma e incubação deste 

visando o aparecimento de possíveis zonas de inibição por constituintes ativos 

(HOMANS; FUCHS, 1970). 

 

- Extratos dos meios produzidos em pequena escala (Czapek, Ext. 

malte, milho, PDB e YM) 

O perfil biológico do endofítico quando cultivado em diferentes meios foi 

avaliado para verificação da atividade antifúngica, observando-se que apenas 

GX01 - EAMiB 
>250,0 >250,0 >250,0 

>250,0 

GX01 - EAMB 
>250,0 >250,0 >250,0 

250,0 
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Legenda: 

2- ECMiB 

 4- ECMB 

6- EAMiB  

8-EAMB 

Legenda: 

2- ECMiB 

 4- ECMB 

 6- EAMiB 

8-EAMB 

os extratos produzidos em Extr. malte e milho inibiram o crescimento das 

linhagens utilizadas (Figura 99). 

 

 

 

Legenda: 1 EACA  2 EAPA  3- EAYA 4- EAMiA  5- EAMA 6- ECCA 7 ECPA - 8 ECYA - 9- ECMiB - 10-ECMB 

Figura 99: Ensaio de bioautografia com os extratos produzidos por C. gloeosporioides em 
diferentes meios de cultura. 
 

- Extratos dos meios produzidos em grande escala (Ext. malte e milho) 

 

Os resultados mostram atividade antifúngicos apenas de ECMB e EAMB, 

ambos oriundos do meio de cultura de malte (Figura 100; tabela 16). 

 

 

Figura 100: Ensaio de bioautografia com os extratos produzidos por C. gloeosporioides em 
diferentes meios de cultura. 

1     2     3   4    5     6   7     8   9 10 1    2     3     4    5     6   7   8    9   10 

   1    2     3   4    5    6    7    8   9  10    1    2     3    4   5    6  7      8    9 10    1    2     3    4   5      6    7   8   9   10 

   1   2    3   4    5    6   7      8    9  10 
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Tabela 16: Ensaio de atividade antifúngica e valores de RF 

                             *atividade fraca, **atividade moderada, *** atividade forte 

 

4.4.4. Ensaio de atividade tripanocida 

Este ensaio consiste em incubar a solução das amostras com T. cruzi e 

verificar a concentração inibitória mínima que inibe o parasita. Este valor é 

obtido através da leitura em espectrofotômetro a 595 nm.  Compostos com 

valores de IC50 > 250 são considerados inativos. (COTINGUIBA et al., 2009) 

 

- Extratos dos meios produzidos em pequena escala (Czapek, Ext. 

malte, milho, PDB e YM) 

Os resultados obtidos para os diversos meios de cultura utilizados estão 

relacionados na tabela 17. Observamos que nenhum meio se mostrou 

promissor para a inibição do parasita, que pode ser relacionado com o fato 

dos metabolitos detectados anteriormente não apresentarem relatos para tal 

atividade. 

 Tabela 17: Ensaio de atividade tripanocida: % de parasitas mortos 

 

 

-  

Atividade Antifúngica 

Amostras C. Cladosporioides RF C. shaerospermum RF 

2 GX01ECMiB - - - - 

4 GX01ECMB *** 0,058 ***  

6 GX01EAMiB * 0,35 - - 

8 GX01EAMB * 0,68 * 0,67 

% parasitas mortos 

µg/mL  

        Amostra 500 400 300 200 100 50 25 IC50 

EAYA 8,3 0 0 0 0 0 0 >500 

EACA 0 0 0 0 0 0 0 ND 

EAPA 20 9,3 7,6 6,5 4,7 0 0 >500 

ECYA 0 0 0 0 0 0 0 ND 

ECCA 5,9 0 0 0 0 0 0 >500 

ECPA 0 0 0 0 0 0 0 ND 

ECMiA 8,0 6,2 0 0 0 0 0 >500 

ECMA 12,5 6,2 3,6 2,1 0 0 0 >500 

EAMiA 97 95 74 38 35 32 0 224 

EAMA 0 0 0 0 0 0 0 ND 

Benzonidazol        42,7 



Resultados e discussão  111 

 

Extratos dos meios produzidos em grande escala (Ext. malte e milho) 

O ensaio foi novamente realizado com os extratos de malte e milho obtidos 

na produção em grande escala (tabela 18). Entretanto os extratos não 

mostraram nenhuma atividade de inibição do crescimento de T. cruzi. 

Tabela 18: Ensaio de atividade tripanocida: % de parasitas mortos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.5. Ensaio de atividade Anticolinesterásica 

A inibição da enzima acetilcolinesterase é visualizada através da 

absorbância no comprimento de onda 595 nm, referente ao produto formado 

após reação de hidrolise da enzima acetilcolinesterase conforme 

procedimento experimental descrito na pag. 56. 

 

- Extratos dos meios produzidos em pequena escala (Czapek, Ext. 

malte, milho, PDB e YM) 

Todos os extratos foram testados quanto a atividade inibição da enzima 

acetilcolinesterase, o resultado do teste está na figura 101. 

 

Figura 101: Ensaio de atividade de inibição da enzima acetilcolinesterase  
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% parasitas mortos 

µg/ml  

        Amostra 500 400 300 200 100 50 25 IC50 

EAMA 2 0 0 0 0 0 0 >500 

EAMiA 47 43,5 26 24 18 2 0 >500 

ECMiB 7,6 0 0 0 0 0 0 >500 

ECMB 10 5,8 3,4 1 0 0 0 >500 

Benzonidazol        42,7 
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O padrão utilizado no teste foi a fisiostigmina e ao compara os resultados 

obtidos com os extratos, observamos que não há resultados promissores. 

 

- Extratos dos meios produzidos em grande escala (Ext. malte e milho) 

 

O ensaio foi realizado novamente com os extratos de malte e milho, como 

podemos observar na figura 102. 

 

Figura 102: Ensaio de atividade de inibição da enzima acetilcolinesterase 

 

Ambos os extratos diclorometânico e acetato de etila dos meios de extr. 

de malte e milho não mostraram nenhuma atividade de inibição da enzima 

aetilcolinesterase. 

 

O resultado deste ensaio é compatível com as moléculas detectadas 

através da identificação in silico, já que não há relatos na literatura para esta 

atividade com estes constituintes. 

-20

0

20

40

60

80

100

4
0

0
u

g/
m

L

2
0

0
u

g/
m

L

1
0

0
u

g/
m

L

5
0

u
g/

m
L

2
5

u
g/

m
L

1
2

.5
u

g/
m

L

6
.2

5
u

g/
m

L

3
.1

2
u

g/
m

L

1
.5

6
u

g/
m

L

EAmiB

EAmB 

ECmiB 

ECmB 

Fisostigmina



Conclusões e perspectivas  113 

 

5. Conclusões e Perspectivas 

 

Este projeto de mestrado revela a variedade estrutural dos componentes 

micromoleculares produzidos pelo fungo C. gloeosporioides assim como o 

desenvolvimento de métodos analíticos fazendo uso de técnicas 

espectroscópicas do estado da arte visando, não apenas a busca de 

compostos com atividade biológica mas, a racionalização experimental para a 

sua deteção e, se necessário, o seu isolamento seletivo. 

A triagem realizada com diversos meios de cultura permitiu a 

comparação da produção metabólica de C. gloeosporioides revelando que ela 

é determinada pela composição do meio de cultivo.  A comparação dos dados 

obtidos por HPLC-DAD, 1H RMN e ensaios biológicos auxiliaram na seleção de 

dois meios de cultura: meio líquido de extrato de malte e meio sólido de milho. 

Ambos foram submetidos a produção em larga escala, sendo produção dos 

metabolitos produzidos pelo fungo caracterizada através de técnicas hifenadas, 

metodologias de desreplicação e 1H RMN. 

A utilizacão das tecnicas hifenadas: cromatografia líquida de alta 

eficiência associada à espectrometria de massas de alta resolução e, 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, foram críticas na 

detecção dos constituintes majoritários micromoleculares presentes nos 

extratos escolhidos: AcOEt e DCM de C. gloeosporioides revelando a presença 

de metabólitos que, devido a baixa quantidade de muitos deles, seria inviável a 

sua purificação por meios clássicos de separação. 

Os extratos DCM, ECMiB e ECMB, tiveram um rendimento, em massa, 3 

vezes superior aos extratos de AcOEt. Por serem lipofílicos foram analisados 

via CG/MS, sendo detectados no extrato ECMiB e, através da analise in silico, 

6 metabólitos: dihexadecanoato de glicerila (1), trioctadecenoato de glicerila 

(2), 1,2- octadeca-9,12-dienoatode glicerila (3); 1,3-octadeca-9,12-dienoato de 

glicerila (4); 6,11- ácido hexadecanoico (5) e geranilinalol (6). As substâncias 2, 

3 e 4, constituintes majoritários do extrato, foram isoladas e elucidadas por 1H e 

13C RMN, confirmando as informações reveladas por CG/MS. No extrato ECMB 

não foi possível detectar nenhum componente micromolecular, devido à baixa 

volatilidade apresentada.  
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Os extratos de AcOEt, EAMiB e EAMB, exibiram substâncias de alta a 

média polaridade e, após análise por  HPLC/DAD/HRMS e técnicas tandem, 

foram detetados, em EAMiB: colletodiol (7), fischerina (8) e sambutoxina (9); de 

EAMB, ciperina (10), arginomicina (11), micosporina serina (12) e 

aspergillomarasmina B (13); dentre os quais três (7, 12 e 13) já haviam sido 

relatados para o endofítico e os demais (8, 9,10 e 11) encontrados em outros 

microrganismos porém, nunca relatados no gênero Colletotrichum. Esses 

extratos também foram analisados por 1H RMN e os sinais referentes a todas 

as moléculas foram detectados na matriz bruta, confirmando a viabilidade e 

potencial da analise in silico associada a técnicas de detecção in situ por RMN. 

As técnicas hifenadas abordadas neste trabalho permitiram a detecção 

dos constituintes majoritários da matriz bruta, excluindo a necessidade de 

isolamento destes compostos e fornecendo a rápida detecção de constituintes 

mesmo com pouca quantidade em massa. 

O extrato ECMA, ECMB e, ambos os extratos diclorometano obtidos a 

partir do extr. de malte, mostraram resultados promissores quanto a atividade 

antifúngica frente a fitopatógenos assim como de inibição da polimerização do 

heme (quando comparado ao padrão quinina).  
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