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RESUMO 
 
A cada ano vem crescendo a busca por novas fontes de produtos naturais, na qual 
os micro-organismos recebem uma grande atenção, sendo eles de extrema 
importância na descoberta de compostos bioativos e promissores a novos fármacos. 
Esse trabalho teve como foco o estudo de fungos filamentosos da rizosfera de 

Senna spectabilis. Foram testadas suas viabilidades e após esse processo, dez 

fungos foram escolhidos para esse trabalho e submetidos aos testes biológicos 

como citotóxico, anticolinesterásico e antifúngico e também foram obtidos seus 

perfis cromatográficos e químicos por CLAE-DAD e RMN, além da identificação 

filogenética. Após esses resultados iniciais, dois fungos foram escolhidos para 

desenvolver o método de desreplicação, sendo eles Fusarium solani e F. 

oxysporum. Esses fungos apresentaram atividade antifúngica contra C. 

cladosporioides e C. sphaerospermun e também apresentaram atividade 

anticolinesterásica, além disso, F. oxysporum apresentou também atividade 

antitumoral contra câncer do colorretal. Através das técnicas CG-EM, CLAE-EM, 

CLAE-EM/EM e RMN foram propostas estruturas moleculares interessantes para 

substâncias produzidas por esses micro-organismos, sendo que para o extrato de 

Fusarium solani foram identificados 12 metabólitos: ácido fumárico, ácido málico, 

tirosol, ácido p-hidroxibenzóico, ácido azelaico, ácido fusárico, (-)-ácido 

jasmônico/ácido (+)-7-iso-jasmônico, 10-hidroxicaptotecina, C-16-esfinganina, 

xestoaminol C, armilarina/armilaripina e beauvericina e para o extrato do fungo 

Fusarium oxysporum foram observados 14 metabólitos: ácido succínico, ácido p-

hidroxibenzóico, ácido hexadecanóico, ácido octadecanóico, ácido fusárico e três de 

seus derivados, integracídeo C, fusagerina C/D, C-16-esfinganina, xextoaminol C, 

armilarina/armilaripina e beauvericina. Além desses compostos, outros 5 metabólitos 

comuns às espécies solani e oxysporum foram observados, mas não puderam ser 

estruturalmente caracterizados por CLAE-EM/EM, no entanto, suas massas 

moleculares já foram relatadas para espécies de Fusarium. 

 
Palavras-chave: Senna spectabilis. Rizosfera. Fusarium solani. Fusarium 
oxysporum. Desreplicação. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 
 

The search for new sources of natural products has been increasing to the rational 

exploration of microorganisms as great sources for the discovery of bioactives and 

promising compounds as well as new drugs. This work focused on the study of 

filamentous fungi, isolated from Senna spectabilis’s rhizosphere from which were 

tested its viabilities. Thereon, ten fungi were chosen for this work and were submitted 

to biological tests, such as cytotoxic, anticholinesterase and antifungal. In addition, 

their chemical profiles were obtained for HPLC and NMR, besides phylogenetic 

identification. Finally, two fungi were chosen to develop dereplication method, being 

them Fusarium solani and F. oxysporum.These fungi howed anticholinesterase 

activity and antifungal activity against C. cladosporioides and C. sphaerospermun. 

Additionally, F. oxysporum showed antitumor activity against colorectal cancer. 

Through the GC-MS, HPLC-MS, HPLC-MS/MS and NMR, we were able to obtained 

interesting molecular chemotypes for these microorganisms; for F. solani we 

identified 12 metabolites, fumaric acid, malic acid, tyrosol, p-hydroxybenzoic acid, 

azelaic acid, fusaric acid, (+)-7-iso-jasmonic acid/(-)-jasmonic acid, 10-

hydroxycamptotecin, C16-sphinganine, xestoaminol C, armillarin/armillaripin and 

beauvericin and for F. oxysporum was observed 14 metabolites, succinic acid, p-

hydroxybenzoic acid, hexadecanoic acid, octadecanoic acid, fusaric acid and its 

three derivatives, integracide C, fusagerin C/D, C-16-sphinganine, xestoaminol C, 

armillarin/armillaripin and beauvericin. Besides these compounds, others 5 

metabolites common to both species (solani and oxysporum) couldn’t be structurally 

characterized thorough LC-MS/MS, but they were accounted in several Fusarium 

species. 

 

Key words: Senna spectabilis. Rizosphere. Fusarium solani. Fusarium oxysporum. 

Dereplication. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

      Fontes de produtos naturais apresentam um importante posto na descoberta de 

novos fármacos, sendo assim, o estudo de suas produções metabólicas vem 

crescendo ao longo dos anos e proporcionando importantes estudos a respeito de 

seus quimiotipos. 

 

1.1 Produtos naturais 

 

      Os produtos naturais desempenham um papel extremamente importante na 

descoberta de novos fármacos, além de metabólitos eficazes contra ataques 

microbianos, resistência a stress ambiental e moléculas sinalizadoras em 

comunicação intraespecífica (LEE et al., 2012; NEWMAN; CRAGG, 2012). 

      Muitas tecnologias têm sido desenvolvidas para explorar fontes naturais e 

descobrir compostos de interesse farmacológicos. (MOLINSKI et al., 2010). 

Entretanto, o descobrimento de novos fármacos provenientes de produtos naturais 

decresceu em alguns anos, devido ao conhecimento dos principais quimiotipos 

produzidos por eles (VERPOORTE et al., 2005). Devido a isso, a química de 

produtos naturais tem buscado novas metodologias, como a metabolômica- que faz 

o estudo da maior parte de metabólitos produzidos por um organismo; a 

quimiometria - que faz uso de ferramentas estatísticas e a desreplicação que detecta 

compostos sem a necessidade de isolamento (ULRICH-MERZENICH et al., 2007; 

NICHOLSON; LINDON, 2008; LANG et al., 2008; LI et al., 2009), para auxiliar na 

descoberta de novos compostos. 

       Um exemplo clássico no estudo de produtos naturais para o descobrimento de 

novos fármacos é o Paclitaxel (Taxol) (Figura 1.) isolado pela primeira vez da casca 

do caule de Taxus brevifolia, que rendeu no ano de 2000 cerca de US $ 2 bilhões. 

Esse composto é utilizado como agente quimioterapêutico para o tratamento de 

vários cânceres incluindo câncer de mama, ovário refratário, cólon e sarcoma de 

Kaposi. E esse composto pôde também ser encontrado no fungo endofítico, 

Taxomices andreanae isolado das cascas do caule de Taxus brevifolia, na década 

de 1990, mostrando um tipo de relação que pode ocorrer entre o micro-organismo e 
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sua planta superior. (OBERLIES; KROLL, 2004; TAJIK et al., 2015, STIERLE et al., 

1993). 

 

Figura 1- Estrutura do Taxol 

 

 

1.2 Micro-organismos como fonte de metabólitos bioativos 

 

       Na década de 1940 o estudo terapêutico da penicilina (Figura 2) como 

antibiótico, descoberto por Alexander Fleming em 1928 e produzido pelo fungo 

Penicillium notatum, abriu a era do uso de antibióticos na terapêutica moderna e 

assim, o interesse no estudo de micro-organismos como fonte de agentes bioativos 

(SCRIABINE et al., 1999). 

       Atualmente cerca de 1% dos micro-organismos conhecidos são estudados 

devido à dificuldade de cultivá-los por técnicas comuns de laboratório. No entanto, 

existem inúmeros compostos terapêuticos eficazes produzidos por micro-organismos 

capazes de serem cultivados. Adicionalmente, existe uma grande parte desse 

mundo microbiano, ainda inexplorado, capaz de ser estudado para a descoberta de 

novos fármacos (NEWMAN; CRAGG, 2013), abrindo possibilidades de exploração 

racional dentro da química de produtos naturais e associações com outras vertentes 

como a biotecnologia. 

       Neste contexto, os fungos são capazes de produzir metabólitos secundários 

pertencentes a várias classes como, esteróides, xantonas, fenóis, isocumarinas, 

quinonas, furanodionas, terpenóides e citocalasinas (SCHULZ; BOYLE, 2005), nos 

quais grande parte desses compostos possuem alguma atividade biológica de 

interesse. 
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Figura 2 - Estrutura geral de derivados de penicilina. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

1.3 Senna spectabilis 

 

      Senna spectabilis (Figura 3) é uma árvore encontrada na América do Sul e 

África. Ela é muito comum no Brasil, conhecida popularmente como cássia-do-

nordeste, e é muito utilizada para paisagismo e recomposição de áreas degradadas 

devido a sua beleza. 

      Na medicina popular, várias partes desta árvore são utilizadas para o tratamento 

de doenças como prisão de ventre, insônia, ansiedade, epilepsia, malária, disenteria, 

dor de cabeça, além de atividade anti-inflamatória, analgésica, antimicrobiana e 

antiulcerogênica. E estudos fitofarmacológicos apontam atividade anticonvulsivante, 

sedativa, anti-malárica, leishmanicida, antimicrobiana e citotóxica. (MELLO et al., 

2014; SILVA, F. et al., 2010; e SILVA et al., 2011). 

 

Figura 3 - Senna spectabilis. 

 

Fonte: Silva, D. et al. (2010). 

 

      Alguns metabólitos secundários são de extremo interesse na espécie de Senna 

spectabilis, em especial os alcalóides piperidínicos (alguns representados na Figura 

4), que possuem efeitos farmacológicos interessantes como atividade citotoxica 
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seletiva, analgésica periférica, anestésica, antibiótica e inibidores da 

acetilcolinesterase (SILVA, D. et al., 2010; VIEGAS et al., 2004; VIEGAS et al., 

2006). 

 

Figura 4 - Alcalóides piperidínicos isolados da espécie Senna spectabilis. 

 

Fonte: Viegas, et. al. (2004); Viegas, et. al. (2006) 

 

1.4 Interações microbianas e fungos filamentosos na rizosfera 

 

      A rizosfera é a região do solo em contato direto com as raízes das plantas e 

possuí uma máxima atividade microbiana. É uma região rica que a própria planta 

ajuda a criar, no qual fungos micorrízicos são os principais componentes da 

microbiota do solo e vivem em sinergismo com outros micro-organismos na 

rizosfera. Esses fungos favorecem o crescimento da planta, bem como auxiliam na 

absorção de nutrientes, qualidade do solo, proteção contra stress, também protegem 

a planta de patógenos com origem no solo (BAREA et al., 2002; CORDIER et al., 

1999), auxiliam nas trocas de O2 e CO2, mineralização, amonificação e etc. 

(ECOLOGIA..., 2008). 

      E no caso dos fungos presentes na rizosfera, também são beneficiados, de 

forma simbiótica, pois podem obter, através da planta superior, fonte de açúcares, 

por exemplo, para seu crescimento (MIYAUCHI, 2012). 
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      O estudo de micro-organismos isolados de plantas é interessante pelo fato de 

que estes micro-organismos podem produzir metabólitos interessantes, iguais aos 

que a planta produz, sugerindo que pode haver uma troca de genes ocorrendo entre 

eles (BROWN et al., 2003). Dessa forma, propriedades medicinais e atividades 

biológicas de algumas espécies de plantas têm sido atribuídas aos micro-

organismos que vivem em associação com elas (KETTERING et al., 2004). 

 

1.5 Rizosfera de Senna spectabilis 

 

A Dra. Patrícia Cardoso em sua pesquisa de doutorado (CARDOSO, 2015) foi 

a responsável por produzir experimentos que permitissem a geração de uma 

coleção de micro-organismos pertencente à rizosfera de S. spectablis. A partir desta 

pesquisa foram isolados, em meio hidropônico, 94 fungos e 31 bactérias da primeira 

coleta; 14 fungos e 6 bactérias da segunda coleta; 21 fungos e 14 bactérias da 

terceira coleta. E em meio rizotron foram isolados 6 fungos, 10 bactérias e 1 

actinomiceto. E a partir de então a rizosfera de Senna spectabilis passou a ser 

explorada pela equipe de pós-graduandos sob orientação do Prof. Dr. Ian Castro-

Gamboa, elucidando a produção de metabólitos e o seu comportamento 

interespecífico. 

 

1.6 O gênero Fusarium 

 

      Fusarium é um gênero de fungo comumente encontrado no solo e suas espécies 

são conhecidas por serem patógenas a várias plantas, causando, por exemplo, 

prejuízos financeiros à indústria alimentícia por causar podridão em trigo (WANG L. 

et al., 2015), batata (WHARTON et al., 2014), milho (SMALL et al., 2012) e etc. Além 

de serem patógenos humanos, podendo causar queratite (ANTEQUERA et al., 

2014), onicomicose (CARVALHO et al., 2014) e hialohifomicose (HOCQUETTE et 

al., 2005) principalmente a pacientes debilitados como vítimas de queimaduras e 

que receberam transplante de medula óssea (MYCOLOGI ONLINE). 

      Apesar de sua patogenicidade, espécies de Fusarium produzem compostos de 

interesse farmacêutico e medicinal como anticolinesterásicos (SOLFRIZZO et al., 

1994), anti-alérgicos, anti-inflamatórios (MAHAPATRA et al., 2012) entre outros. Por 
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isso são fungos filamentosos interessantes para estudo de seus constituintes 

químicos na busca por moléculas bioativas que eles podem sintetizar. 

 

1.7 Desreplicação 

 

      A desreplicação é uma abordagem metodológica utilizada para diferenciar, de 

extratos de alta complexidade molecular oriundos de produtos naturais, os 

compostos já conhecidos daqueles possíveis compostos desconhecidos e com 

algum potencial de interesse (LANG et al., 2008). Para tanto, várias técnicas 

combinadas de separação e detecção são utilizadas, sendo elas CL-RMN - 

cromatografia líquida acoplada com ressonância magnética nuclear; CG-EM - 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas e CL-EM - 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas, bioensaios e análises 

que permitam a comparação dos conjuntos de dados obtidos através do uso de base 

de dados (CORDELL et al., 2009; LANG et al., 2008, NG et al., 2009). Isso tudo 

auxilia na elucidação de moléculas bioativas sem precisar re-isolar compostos já 

conhecidos descritos na literatura e disponíveis nessas bases, acelerando a 

descoberta de moléculas com algum potencial. 

 

1.8 Identificação filogenética  

 

      Para identificação filogenética de fungos, faz-se uso do sequenciamento da 

região ITS (Internal Transcribed Spacer), que é uma região do DNA que consiste em 

sequências altamente conservadas podendo diferenciar gênero e espécie. Essa 

região separa os genes 18s e 28s do RNA ribossomal dos fungos (CHEN et al., 

2004; Fungaro, 2000) (Figura 5). 

 

Figura 5 - Região ITS do DNA ribossomal. 

 

Fonte: Lupani et al. (2008) 
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      Para identificação a partir dessa região é comum realizar sua amplificação por 

PCR (Polymerase Chain Reaction). Esse processo é feito após a extração e 

purificação do DNA molde do micro-organismo, que contenha a região a ser 

amplificada (FUNGARO, 2000). A PCR (Figura 6) então se dá por três processos 

(MIYAMOTO, 2013): 

1° Desnaturação: no qual ocorre a abertura da dupla fita de DNA por aumento de 

temperatura, que desfaz as ligações de hidrogênio entre as bases nitrogenadas da 

fita.  

2° Anelamento: ocorre o pareamento de primers (inicializadores correspondentes) a 

fita de DNA a ser sintetizada, sendo que a temperatura ideal desse processo é de 5 

°C abaixo da temperatura de fusão dos primers. 

3° Amplificação: etapa que ocorre a ação da enzima DNA polimerase na presença 

dos 4 nucleotídeos livres à temperatura ideal da enzima, dando início à amplificação 

da região do DNA. 

 

Figura 6 - Etapas da PCR. 

 

Fonte: Matioli (2015). 
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      Para o sequenciamento do DNA, é comum utilizar o método de Sanger, que 

consiste em determinar a sequência de nucleotídeos utilizando inibidores de síntese, 

que são nucleotídeos modificados (não possuem uma hidroxila na posição 3’ e sim 

um hidrogênio tornando-os incapazes de se ligarem a outro nucleotídeo) que atuam 

como terminadores da síntese do DNA. E então, quando um primer é adicionado a 

uma mistura de DNA, DNA polimerase, nucleotídeos e inibidores de síntese, são 

obtidos fragmentos do DNA com a mesma inicialização em 5’, mas com resíduos de 

inibidores de síntese na extremidade 3’ em diferentes posições para cada uma das 

bases nitrogenadas. Pelo processo de fracionamento por eletroforese (ou, 

atualmente, por um equipamento sequenciador), o padrão de bandas mostra a 

distribuição dos nucleotídeos no DNA recentemente sintetizado, fornecendo o 

sequenciamento de DNA que pode ser comparado com bases de dados disponíveis 

(SANGER, 1997). 
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2 OBJETIVOS 

 

Objetivos Gerais 

      Desreplicação dos extratos de fungos filamentosos isolados da rizosfera de 

Senna spectabilis, que apresentam potencial biológico promissor. 

 

Objetivos Específicos 

- Testar a viabilidade e escolher fungos filamentosos isolados da rizosfera de Senna 

spectabilis; 

- Obter seus extratos brutos; 

- Submeter os extratos para os testes biológicos: anticolinesterásico, citotóxico e 

antifúngico; 

- Obter os perfis químicos e cromatográficos de seus extratos por RMN 1H e CLAE-

DAD; 

- Desreplicar seus extratos com auxílio de técnicas como CLAE-EM, CLAE-EM/EM, 

CG-EM e RMN. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

      Para o manuseio, crescimento, reprodução, preservação e extração dos fungos 

filamentosos da rizosfera de Senna spectabilis foram utilizados os seguintes 

materiais, esterilizados quando necessário: Erlenmeyers, alça de platina, placas de 

Petri, espátula, bastão de vidro, funil de separação, funil, capilar, placa de sílica gel, 

acetato de etila, hexano e clorofórmio. 

 

3.1 Equipamentos 

 

-BALANÇA ANALÍTICA - Os meios de cultura e as amostras dos extratos foram 

pesados em balança analítica Mettler Toledo AG 204. 

- AUTOCLAVE VERTICAL - A esterilização dos meios de cultura e, dos frascos 

coletores de amostras, e o descarte do material microbiológico foram realizados em 

autoclave Quimis Aparelhos Científicos Ltda, (15 minutos, a 121°C). 

- CÂMARA DE FLUXO LAMINAR - O repique, o isolamento e a inoculação dos 

micro-organismos foram realizados em câmara de Fluxo Laminar Pachame PA 310-

Serie 172-99. 

- CROMATOGRAFO LIQUIDO DE ALTA EFICIÊNCIA – HPLC – Shimadzu acoplado 

as bombas modelo LC-6 AD Shimadzu, sistema de controle SCL-10VP-Shimadzu, 

detector de arranjo de diodos UV/VIS- Shimadzu PC1520 – Diode Array. 

- COLUNA: Kinetex 5µ C18 100Å phenomenex. 

- EVAPORADOR ROTATÓRIO A VÁCUO – Buchi R- 114. 

- RMN: Bruker Avance 600 operando em 600 MHz, operando com um criossonda de 

3 mm, para o núcleo de 1H. 

-ULTRASSOM: Elma S 60H Elmasonic U= 220-240 V e P= 550 W. 

-CÂMARA DE UV: Solab- 254 nm e 365 nm 

-CENTRÍFUGA: Gilson GmC Lab. Mode I: capsulefuge PMC-880. Corrente nominal 

90 mA. Velocidade: 6,200 r/min. 

- ESTUFA: Gehaka G4023D. 

-BANHO MARIA: Hexis cientifica IKA HB 05.06 CN. 
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3.2 Reagentes e Meios de cultivo 

 

- METANOL DEUTERADO: Cambridge Isoto e Laboratories, Inc. (CIL). D, 99,8%. 

Lote: 9H-138. 

- PIRIDINA: PR1498-002. Lot 904145, Tedia Company, INC, USA. 

- N-METIl-N-(TRIMETILSILIL)TRIFLUOROACETAMIDA: Sigma. Lot # BCBN 4262V. 

Alemanha. 

- CLORIDRATO DE METOXIAMINA: Sigma Aldrich Chemistry. Lot 0001380182. 

Suiça. 

- ÁGUA DEIONIZADA: A água utilizada no preparo dos meios de cultivo foi 

deionizada (18mΩ; Milli-Q, Millipore).  

      Os meios de cultivo foram autoclavados durante 15 minutos, a 121°C, para o 

processo de crescimento dos fungos: 

- CZAPEK DOX AGAR:  49,01g/l HiMedia. HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.23, 

Vandhani Ind. Est., LBS Marg, Mumbai-400086, Índia. Lot: 0000132901. pH final= 

7.3 +- 0.2 at 25 °C. 

-NUTRIENTE BROTH: Beef extract. Acumedia, NEOGEN Corporation. Lansing 

Michigan 48912, Lot: 104,936A. 

- CZAPEK BOTH PREPARADO:  

0,5g/l de Cloreto de Potássio PA ACS (KCl): QHEMIS. Hexis Científica S.A. 

Indaiatuba SP. Lote: 13074635. 

3g/l de Nitrato de sódio P.A. (NaNO3): Synth. Labsynth Produtos para laboratórios 

Ltda. Diadema SP. Lote: 166550. 

0,5g/l de Sulfato de Magnésio, P.A. (MgSO4.7H2O): Reagen. Quimibrás Industrias 

Químicas S.A. Rio de Janeiro. Lot: 891011. 

0,01g/l de Sulfato ferroso: marca não especificada. 

30g/l de Sacarose P.A.: Neon. Neon Comercial LTDA. São Paulo. Lote: 2526. 

1g/l fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4): MalinckrodtGenAR. Lote: 7746 

KTPT. 

Obs: Utilizou-se o Fosfato de Potássio Monobásico, enquanto o Czapek comercial 

faz uso do Fosfato de Potássio Dibásico. 
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3.3 Derivatização dos extratos para analise em CG-EM 

 

      Metoximação: 5-10 mg da amostra foram solubilizados em 80 µl de uma solução 

de metoxiamina em piridina (20 mg/ml) e em seguida adicionou-se mais 100 µl de 

piridina e aqueceu-se em banho-maria a 30 °C por 90 min. 

      Sililação: Na amostra metoximada adicionou-se 200 µl de MSTFA [N-metil-

N(trimetilsilil)trifluoroacetamida] homogeneizou-se bem e aqueceu-se a 37°C por 30 

min. 

      Após esses procedimentos a amostra foi filtrada com microfiltro de 0,22 µm e 

transferida para vial com insert de 350 µl. 

 

3.4 Preservação dos fungos 

 

      A preservação é feita a partir dos slants (fragmento do fungo) dos fungos, 

crescidos no meio de cultura em czapek dox gar, e adicionados a frascos limpos 

com água deionizada previamente autoclavados (15 minutos a 121°C em autoclave 

vertical). Os frascos foram devidamente etiquetados e lacrados para preservação. 

 

3.5 Cultivo dos fungos em placa 

 

      O meio selecionado para ser utilizado (czapek Agar) foi solubilizado em água 

deionizada em concentração adequada utilizando erlenmeyer. Após autoclavar o 

meio foi vertido nas placas de Petri dentro da câmara de fluxo laminar e após o 

endurecimento do meio as placas foram vedadas. 

      Depois de frio, o slant do fungo foi colocado no meio da placa a fim de observar 

o seu crescimento. 

      Esse processo foi feito para todos os fungos isolados da rizosfera de Senna 

spectabilis, para testar suas viabilidades. 

 

3.6 Cultivo dos fungos em meio líquido 

 

      Em oito frascos erlenmeyers de 1000 ml para cada fungo foram adicionados 300 

ml de meio líquido czapek preparado e em seguida autoclavados. Após os meios 
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encontrarem-se devidamente frios, os slants dos fungos selecionados a partir do 

total preservados (CSP-3a, CSP-5a, CSP-5b, CSP-11c, CSP-17N, CSP-19b, CSP-

32b, CSP-46, CSP-57/R37, CSP-58/59) foram cortados da placa de Petri, na qual 

foram crescidos, e adicionados aos frascos com meio líquido e incubados à 25°C 

durante 28 dias (protocolo do NuBBE) para a extração dos metabólitos. 

 

3.7 Obtenção dos extratos brutos 

 

      Após o período de incubação, o micélio de cada fungo foi filtrado e o meio líquido 

reservado para a extração líquido-líquido dos metabólitos produzidos por eles 

utilizando-se três porções de 300 ml de acetato de etila (AcOEt - extrai compostos 

lipofílicos e de baixa polaridade) para cada 1 litro de meio líquido, dentro da capela 

      Em seguida os extratos foram solubilizados em metanol e passados por uma 

etapa de clean-up (Strata X, C18) e filtrados em membrana 0,22 μm. Esse processo 

foi feito para cada um dos 10 fungos. 

 

3.8 Otimização do método cromatográfico para placa de CCD (Cromatografia 

em Camada Delgada) para os extratos fúngicos 

 

      Para os 10 fungos, dois sistemas diferentes de eluição foram utilizados: 

CHCl3:MeOH (95:5) e AcOEt:Hex (90:10). 

      Após a realização da cromatografia, a placa foi seca em estufa e as manchas 

foram observadas em câmara de UV (254 nm e 365 nm) e reveladas com reagente 

anisaldeído. 

       

3.9 Metodologia empregada para CLAE- DAD 

 

      As amostras foram preparadas em uma concentração de 4 mg/ml em uma 

proporção de 9:1 metanol:água. 
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Tabela 1 - Metodologia empregada na análise de CLAE-DAD. 

Método Descrição 

Equipamento Shimadzu Class-LC 10 

Detector 
Detector de arranjo de diodos (DAD) em varredura de 190 a 

800 nm. 

Taxa de fluxo 1 ml min-1 

Fase estacionaria Kinetex C18 100 R, 150 x 4,60 mm 

Volume de 

injeção 
20 μL 

Padrão Solução de Benzeno/Tolueno 0,01% em ACN (15 μL) 

 

Sistema de solventes: Fase móvel: mistura do solvente com água ultra pura Mili-Q 

(bomba A, solvente aquoso) e MeOH (bomba B, solvente orgânico); Gradiente 

exploratório: 5% a 100% de B em 40 minutos, 40-50 minutos em 100% de B, 50-55 

minutos retornando a condição inicial de 5% de B e de 60-65 minutos permanecendo 

em 5% para o reequilíbrio da coluna. 

 

3.10 Parâmetros empregados para CLAE-EM – Alta Resolução 

 

      As análises por CLAE-EM foram realizadas na Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (USP) campus Ribeirão Preto sobre a 

supervisão do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes. 

      O equipamento utilizado foi do modelo: micrOTOF II - ESI-TOF Mass 

Spectrometer, Fabricante: Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA. 

      As Condições do Experimento foram: Bomba de infusão, Fluxo 300 µl/h, Fase 

Móvel para a solubilização: H2O:MeOH. E o modo de detecção foi positivo para as 

amostras. 

      O Aparelho é de alta resolução necessitando de calibração interna antes de 

realizar as análises usando-se uma solução de Na-TFA a 10 mg/ml (TOF). 

      Em relação às condições de análises do aparelho foram os seguintes valores: 

End Plate: 500 Volts, Capillary: 3500 Volts, Capillary Exit: 120 Volts, Skimmer 1: 50 

Volts, Skimmer 2: 22 Volts, Transfer: 65 µs. 

      Para análises de CLAE-EM foram utilizadas as seguintes condições: Dry Gas 

Temp 220 C, Dry GasFlow 10 l/min, Neb Gas, Pressure 5.5 Bar e Gás nitrogênio. 

Modelo prominence SHIMADZU, Bombas de alta pressão, modelo LC-20AD, Faixa 
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de fluxo: 0.0001 ml/min a 10.000 ml/min, Detector espectrofotométrico "Photodiode 

Array" modelo SPD-M20A, Marca SHIMADZU, Módulo de comunicação modelo 

CBM-20ª, Desgaseificador modelo DGU-20A-5, Marca SHIMADZU, Bomba de 

infusão modelo COLE PARMER. E o software utilizado para tratamento dos dados 

foi Data Analysis versão 4.2 

 

3.11 Parâmetros empregados para CLAE-EM/EM 

 

      As análises por CLAE-EM/EM foram realizadas no departamento de Química da 

Universidade de São Paulo (USP) campus de Ribeirão Preto no laboratório GCBPN 

sobre a supervisão da Professora Dra. Carmen Lúcia Cardoso. 

      O sistema cromatográfico utilizado Nexera XR (Shimadzu, Kyoto, Japão) 

consiste de duas bombas LC-20AD XR, um injetor automático SIL-20AD com um 

loop de 50 µl, um desgaseificador DGU-20A3R, um detector de arranjo de diôdos 

SPD-M20A, um forno de colunas CTO-20A e um controlador de sistema CBM-

20A. O sistema cromatográfico foi acoplado a um espectrômetro de massas Amazon 

Speed (BrukerDaltonics, GmbH, Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte ESI, 

operando no modo positivo. A aquisição dos dados foi realizada utilizando o software 

Data Analysis versão 4.3 (Bruker Daltonics). 

      As análises foram realizadas em Auto_MS e os parâmetros foram: Trap drive: 

58.0, Helium pressure: 37,13%, Helium differential pressure: 1,70.e-006 mbar, 

Capillary Exit 140 V, Dry temp: 350 °C, Nebulizer: 70 psi, Dry gas: 12 l/min, HV 

capillary: - 4500 V, Current Capillary: 2500,928 nA, Current end plate: 2002,417 nA, 

HV end plate offset -550 V. 

 

3.12 Parâmetros empregados para CG-EM 

 

      As análises por CG-EM foram realizadas na Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (USP) campus Ribeirão Preto sobre a 

supervisão do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes. 

      Para as análises por CG-EM utilizou-se cromatógrafo a gás Shimadzu QP-2010 

equipado com injetor automático AOC-5000 Shimadzu e interface com um 

espectrômetro de massas. A coluna utilizada foi EN5MS (30 m x 0,25 µm x 0,25 
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mm), GCMS solutions Ver. 2.5. A temperatura do forno foi assim programada: 120 

°C (3 min) 3 °C/min 320 °C (10 min) até 79.67 min. A temperatura do injetor foi 260 

°C. Modo de injeção: splitless/split (Grob). Início splitless, 0,75 min split (1/50), 2 min 

split 1/20, gás de arraste hélio (99,999%) a um fluxo constante de 1,3 ml/min, o 

volume de amostra injetado foi de 1 μL. Pressão: 114.9 kPa, velocidade linear: 43.1 

cm/sec., fluxo total: 17.3. Condições MS: temperatura da fonte de íons e interface de 

250 °C, modo de impacto de elétrons a 70 eV, faixa das massas de aquisição de m/z 

40-600 Daltons. 

    As moléculas propostas foram analisadas pelo software Shimadzu GCMS solution 

Ver. 2.61, os índices de retenção (IR) foram calculados pela equação de Van den 

Dool e Kratz (equação 1), utilizando um padrão de hidrocarbonetos (C8-C40) 

analisados nas mesmas condições dos extratos, e em seguida esses índices de 

retenção foram comparados com as bases de dados NIST (Instituto Nacional de 

Normas e Tecnologia) e GMD (Golm Metabolome Database).  

 

𝐼𝑅 = 100. 𝑛 + 100. (
𝑡𝑅𝑥−𝑡𝑅𝑛

𝑡𝑅𝑛+1−𝑡𝑅𝑛
) Equação 1 

 

n= número de carbonos do hidrocarboneto que eluiu antes ao analito; 

tRx= tempo de retenção do analito; 

tRn= tempo de retenção do hidrocarboneto anterior ao analito; 

tRn+1= tempo de retenção do hidrocarboneto posterior ao analito. 

 

3.13 Metodologia empregada para RMN 

 

      As amostras foram analisadas em RMN Bruker Avance 600 operando em 600 

MHz, operando com um criossonda de 3 mm, para o núcleo de 1H.      

      4 miligramas do extrato fúngico bruto foi pesado em eppendorf de 2 ml e 

solubilizado com 200 µl de CD3OD com auxílio de um ultrassom (com exceção do 

fungo CSP-19b, que foi necessária uma concentração muito menor, utilizando 0,5 

mg do extrato para se obter uma melhor resolução dos sinais na análise). Em 

seguida os extratos foram centrifugados durante 15 minutos a 6,200 r/min e o 

sobrenadante foi recolhido e adicionado a um tubo de RMN de 3 mm com auxílio de 
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uma pipeta. Após a transferência, a região externa do tubo foi limpa com acetona 

para eliminar sujeiras e gorduras que pudessem interferir na análise. 

      Os parâmetros utilizados foram: Sequência de pulso: zgcppr (pre-saturação), TD 

(time domain - número de pontos): 57690, DS (dummyscan): 4, NS (number of 

scans): 208, SW (spectral window): 16.0221, O1P (ponto de irradiação): 4.9 ppm 

(2940.64Hz), O2P: 49.497 ppm (7469.22Hz), D1: 2, Temperatura: 22 °C. 

 

Obs: Devido ao alto teor de açúcares apresentados, os extratos escolhidos para a 

desreplicação passaram por uma partição água:acetato (1:1) a fim de remover a 

presença desses açúcares para uma melhor análise e comparação dos espectros de 

RMN. 

 

3.14 Identificação dos fungos 

 

      A extração do DNA e a identificação pela região ITS dos fungos da rizosfera 

foram feitos na Faculdade de Ciências Farmacêuticas, UNESP-CAr sob supervisão 

das Professoras Doutoras Maria José Soares Mendes Giannini e Ana Marisa Fusco 

Almeida. 

 

3.14.1 Extração de DNA dos fungos 

 

      Os fungos que ainda não tinham identificação foram crescidos em meio líquido 

nutriente both por sete dias, e o micélio formado foi filtrado e macerado em 

nitrogênio líquido. Após o maceramento foi feita a lise celular química utilizando 

tampão de lise composto por 10 mM Tris/HCl (Cloridrato de Trizma), 1 mM EDTA, 

1% SDS e 100 µg de proteinase K. Após a lise celular, o DNA foi precipitado 

utilizando-se CTAB (brometo de acetiltrimetilamônio), um detergente catiônico que 

tem propriedade de precipitar ácidos nucléicos e polissacarídeos ácidos em 

soluções de baixa concentração iônica. Após a precipitação, o DNA foi tratado com 

RNAse (seqüenciador) (50 µg/ml) e então seguiu-se com a purificação do DNA 

utilizando-se Fenol:Clorofórmio:Alcool-iso-amílico (25:24:1) (BAEZA et al. 2006). 

Após a purificação o DNA foi precipitado utilizando-se acetato de sódio 3M e etanol 

absoluto seguido de lavagem com etanol 70%. O DNA precipitado foi então 
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ressuspendido em H2O DEPC (Dicarbonato de dietila). O DNA foi então dosado e 

teve sua pureza avaliada utilizando-se o aparelho Nano Vue™ Plus 

Spectrophotometer (GE Healthcare Lifescience). 

 

3.14.2 Amplificação da região ITS pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

      Primers ITS 1 e ITS4, que amplificam a região ITS1-5.8S-ITS2 do rRNA, foram 

utilizados para identificar os fungos da rizosfera.       

      As reações foram realizadas utilizando-se 10 pmol de cada primer ITS1 (5´-

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3´) e ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´), 

2,5 µl de MgCl2 (25 mM), 0,5 µl dNTP (5 mM), 5 µl de tampão da Taq 10 X, 1U 

unidade de Taq DNA Polimerase e 20 ng de DNA em uma reação de volume total de 

50 µl. As reações foram realizadas em termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler 

(Life Technologies) seguindo o seguinte programa: 95°C 5 minutos, seguido de 45 

ciclos de 95°C por 30 segundos, 56 °C por 15 segundos e 72 °C por 65 segundos, 

após os ciclos, as amostras foram incubadas por 5 minutos a 72 °C seguido de 

resfriamento a 4 °C. A reação foi então verificada em gel de agarose 1% em tampão 

TAE 1X (40 mM Trisaminometano (pH 7.6), 20 mM ácido acético 1 mM EDTA ) e 

amostras coradas com Gel Red™Nucleic Acid Gel Stain (Biotium), sendo as bandas 

visualizadas com o auxílio de luz UV. Após a verificação da amplificação, os 

produtos das PCRs foram purificados utilizando o kit de purificação QIAquick PCR 

Purification Kit (Qiagen) seguindo as instruções do fabricante. Após a purificação, os 

produtos de PCR foram dosados e tiveram a pureza avaliada utilizando-se o 

aparelho NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare Lifescience). 

 

3.14.3 Sequenciamento dos produtos da PCR 

 

      O produto da PCR foi utilizado na reação de sequenciamento, baseado no 

método de SANGER (SANGER, et al., 1977) utilizando dideoxinucleotideos 

fluorescentes e sequenciador automático modelo ABI Prism 3130 (Applied 

Biosystems) utilizando-se o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems). As reações de sequenciamentos foram realizadas com a 

adição de 1 µl de primer (5 µM), 2 µl de tampão de sequenciamento 2X, 40 ng de 
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produto de PCR e 2 µl do BigDye. As reações foram realizadas em termociclador 

Veriti 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies) seguindo o seguinte programa: 96 

°C por um 1 minuto, seguido por 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 

segundos e 60 °C por 4 minutos. Após a reação, os produtos foram purificados 

utilizando o kit Big Dye XTerminator® Purification Kit (Applied Biosystems) seguindo 

as recomendações do fabricante. Após a purificação as amostras foram submetidas 

ao sequenciador ABI Prism 3130. As sequências obtidas foram analisadas utilizando 

os programas Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (ALTSCHUL, et al., 

1990), disponível no site http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. E o seqüenciamento 

obtido foi comparado com a base de dados GenBank. 

 

3.15 Ensaios biológicos 

 

      Os extratos foram submetidos a testes de atividade biológica em São Paulo, no 

Instituto de Botânica de São Paulo - Seção de Fisiologia Vegetal, sob supervisão da 

Dra. Maria Claudia Marx Young para análise de atividade anticolinesterásica e 

antifúngica. E submetidos também para o Ceará, no Laboratório de Oncologia 

Experimental da Universidade Federal do Ceará (LOE-UFC) com supervisão do Prof. 

Dr. Diego Wilke para análise antitumoral. 

 

3.15.1Atividade Inibidora da Acetilcolinesterase (AChE) 

 

- Ensaio Qualitativo por Bioautografia (CCD) 

      Amostras do extrato bruto (200 µg) foram analisadas em CCD de sílica gel 60 

F254 (Merck). Como controle positivo foi utilizado fisostigmina (0,05 µg). Após o 

desenvolvimento da cromatografia, a placa foi borrifada com uma solução de enzima 

acetilcolinesterase (6,66 U) acrescida de albumina bovina fração V (0,1%). Logo 

após, a placa cromatográfica foi incubada em uma câmara úmida fechada a 37 ºC 

por 20 minutos, e em seguida borrifada com uma mistura da solução etanólica de 

acetato de 1-naftila (5 ml; 0,25%) e aquosa do sal Fast Blue B (20 ml; 0,25%) 

(Marston, et al. 2002). A coloração roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O 

aparecimento de mancha branca, sobre o fundo de coloração roxa indica inibição da 

atividade da enzima acetilcolinesterase. As cromatoplacas obtidas foram observadas 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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em comprimento de onda 254 nm e 366 nm em equipamento CAMAG Repro Star 3, 

e fotografados em câmera fotográfica Epson Photo PC 3000 Z. Os valores dos Rf 

(fator de retenção) foram calculados onde houve inibição da reação enzimática, 

observados pela presença de halos brancos sobre o fundo roxo. E as atividades 

observadas nesse ensaio são consideradas forte (***), moderada (**) e fraca (*). 

 

3.15.2 Bioautografia com Cladosporium cladosporioides e Cladosporium 

sphaerospermum para avaliação preliminar da atividade antifúngica. 

 

      Para a avaliação da atividade antifúngica dos extratos e das frações, amostras 

dos extratos brutos (400 μg) foram analisadas em CCD, em cromatoplacas de sílica 

gel F254 (Merck), desenvolvidas com o sistema de eluentes, e após completa 

evaporação dos solventes, as placas foram borrifadas com suspensão de esporos 

dos fungos C. cladosporioides (Fresen) de Vries (CCIBt 140) ou C. 

sphaerospermum (CCIBt491) em meio líquido de sais minerais e glucose (6:1) e 

incubadas em câmara úmida a 25 ºC, no escuro, por 48 horas, segundo método de 

Homans & Fuchs (1970). Após o período de incubação, zonas claras de inibição do 

crescimento do(s) fungo(s) se formaram em contraste com um fundo de coloração 

escura, nas amostras que apresentaram atividade, e o fator de retenção (Rf) dos 

constituintes ativos foi determinado. Nistatina (5 μg) foi utilizada como controle 

positivo. 

 

3.15.3 Ensaio Citotóxico 

 

      A linhagem tumorigênica humana utilizada foi HCT 116 (cólon - humano). 

      As células foram cultivadas em meio de RPMI 1640, suplementado com 10% de 

soro fetal bovino e 1% de antibióticos, sendo mantidas em estufa a 37 °C e 

atmosfera contendo 5% de CO2.  

      A análise de citotoxicidade pelo método do MTT consiste em uma análise 

colorimétrica, pela qual ocorre a conversão do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-

2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazana, a partir de enzimas 

mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas (reação na 

figura 7).  
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       As células foram plaqueadas na concentração de 0,7x105 cél/ml para a 

linhagem HCT 116. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 

a 37 °C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e os sobrenadantes 

removidos.  

      Em seguida, foram adicionados 150 µl da solução de MTT (sal de tetrazolium), e 

as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbância foi lida após dissolução do 

precipitado com 150 µl de DMSO puro em espectrofotômetro de placa a 595 nm.  

      Os experimentos foram estatisticamente validados, segundo suas médias, de 

acordo com o programa Graph Pad Prism, empregando esse para a determinação 

do IC50 (concentração inibitória capaz de diminuir em 50% a viabilidade celular), o 

padrão utilizado foi o quimioterápico doxorrubicina. 

- Extrato promissor: quando há inibição >75% na concentração de 50 µg/ml.  

 

Figura 7 - Reação colorimétrica de MTT. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

      Da coleção de fungos filamentosos, isolados da rizosfera de Senna spectabilis, 

crescidos em placa em meio de cultivo czapek Agar, escolheram-se dez que 

obtiveram um crescimento homogêneo, livre de contaminação e consequentemente 

um melhor aspecto morfológico apresentado, para posterior obtenção de análise dos 

seus extratos.  

 

4.1 Fungos filamentosos da rizosfera de Senna spectabilis 

 

      Os fungos escolhidos estavam codificados como: CSP-3a, CSP-5a, CSP-5b, 

CSP-11c, CSP-17N, CSP-19b, CSP-32b, CSP-46, CSP-57/R37, CSP-58/59. Esses 

micro-organismos foram isolados da rizosfera de S. spectabilis sendo que os fungos 

CSP-58/59 e CSP-57/R37 foram isolados do cultivo em rizotron, e os fungos CSP-

3a, CSP-5a, CSP-5b, CSP-11c, CSP-17N, CSP-19b, CSP-32b e CSP-46 foram 

isolados do cultivo hidropônico. Desses dez micro-organismos escolhidos, dois deles 

foram identificados no trabalho da aluna Dra. Patrícia Cardoso, sendo eles, CSP-5b: 

Fusarium solani e CSP-11c: Fusarium sp. O restante dos fungos foram identificados, 

mais adiante, nesse trabalho. 

      Seguem abaixo as fotos (Figura 8-17) e características dos fungos escolhidos 

para o presente estudo, crescidos em meio czapek Agar, com 28 dias de cultivo, 

armazenados na geladeira após 15 dias de crescimento.  

 

Figura 8 - Fungo CSP-3a, (a) frente (b) verso. 

(a)  (b)  

      O fungo CSP-3a cresceu de forma homogênea na placa a partir do slant. Ele 

apresentou-se branco e suas hifas cresceram grandes na forma de algodão. 
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Figura 9 - Fungo CSP-5a, (a) frente (b) verso 

(a)  (b)  

      O fungo CSP-5a cresceu de forma homogênea na placa a partir do slant. Ele 

apresentou-se branco e suas hifas cresceram com um leve aspecto de algodão, 

porém não tão felpudo como o CSP-3a. 

 

Figura 10 - Fungo CSP-5b, (a) frente (b) verso 

(a)  (b)  

      O fungo CSP-5b cresceu muito parecido com o CSP-5a, tem os mesmos 

aspectos morfológicos.  

 

Figura 11 - Fungo CSP-11c, (a) frente (b) verso 

(a)  (b)  

      O fungo CSP-11c cresceu de forma singular, como podemos observar na figura, 

parece uma espécie de contaminação. Porém, quando realizado o repique desse 

fungo em novas placas com meio de cultura, observou-se a mesma formação da 

coloração azul e branca, mesmo quando se utilizou somente o slant da parte azul, 

ou somente o slant da parte branca para o repique. Dessa forma chegou-se a 

conclusão de que é um único fungo e não há contaminação. 
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Figura 12 - Fungo CSP-17N, (a) frente (b) verso 

(a)   (b)  

      O fungo CSP-17N cresceu de forma homogênea na placa. Sua cor apresentou-

se branca e suas hifas cresceram com aspecto de algodão. 

 

Figura 13 - Fungo CSP-19b, (a) frente (b) verso 

(a)  (b)  

      O fungo CSP-19b, assim como os outros, cresceu de forma homogênea na 

placa. Ele apresentou coloração branca e suas hifas cresceram com aspecto de 

algodão. 

 

Figura 14 - Fungo CSP-32b, (a) frente (b) verso 

(a)   (b)  

      O fungo CSP-32b cresceu de forma homogênea na placa, com coloração 

branca. 
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Figura 15 - Fungo CSP- 46, (a) frente (b) verso 

(a)   (b)  

      O fungo CSP-46 também cresceu de forma homogênea na placa e apresentou 

coloração branca. Tem aspecto de algodão, sendo que nas bordas da placa o 

aspecto é mais felpudo. 

 

Figura 16 - Fungo CSP-57R37, (a) frente (b) verso 

(a)  (b)  

      Os fungos CSP-57R37 e CSP-58/59 apresentaram coloração verde musgo. E 

diferente dos fungos brancos, eles cresceram muito pouco em czapek Agar. 

 

Figura 17- Fungo CSP-58-59, (a) frente (b) verso 

(a)   (b)  

 

      Os 10 fungos foram crescidos em meio líquido czapek preparado e após o 

período de incubação foram obtidos seus extratos brutos. 

      Foi escolhido, para este trabalho, o meio líquido czapek devido ao fato de 

facilitar as análises por desreplicação, de forma que os espectros e cromatogramas 

não mostrem tantos sinais referentes ao meio de cultivo. 

      Depois da extração líquido-líquido com AcOEt e do clean up, as massas obtidas 

dos extratos brutos foram as seguintes: 
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Tabela 2 - Massa dos extratos brutos dos fungos. 

Código 
Massa do extrato 

(mg) 

CSP - 3a 683,8 

CSP - 5a 73,1 

CSP - 5b 91,1 

CSP - 11c 374,7 

CSP - 17N 570,4 

CSP - 19b 63,2 

CSP - 32b 459,1 

CSP - 46 72,1 

CSP - 57/R37 2,5 

CSP - 58/59 18,9 

 

4.2 Análises dos extratos por RMN 1H 

 

      A fim de se obter o perfil metabólico dos fungos filamentosos foram analisados 

seus espectros de RMN (Figura18-26). As amostras foram solubilizadas em metanol 

deuterado que apresenta sinal padrão em 3,33 ppm. 

      Como era esperado, os espectros apresentaram uma complexidade muito 

grande por se tratar de extrato bruto, e mostraram alguns sinais interessantes. 

     Para todos os fungos, observaram-se sinais intensos na região de 3-5 ppm, 

indicando presença de muitos açúcares nos extratos. E devido à alta intensidade 

desses sinais, nós pudemos ver algumas outras regiões com menor intensidade. A 

região de 5,5-7,5 ppm, aproximadamente, que são sinais característicos de 

hidrogênios aromáticos e que observamos uma menor complexidade para os fungos 

CSP-3a, CSP-32b e principalmente para o CSP-19b que possui essa região muito 

limpa, já para os outros fungos a região é bastante congestionada. Na região de 9 

ppm podemos observar simpletos característicos de hidrogênios de compostos 

fenólicos. E para o fungo CSP-19b esses sinais são bastante interessantes por 

serem mais alargados, podendo ser característicos de ácidos carboxílicos. Entre 5-6 

ppm, observamos alguns sinais característicos de hidrogênios anoméricos para os 

fungos CSP-5a e CSP-5b, já para os demais fungos a visualização é mais difícil. 

      Foram observadas também, algumas similaridades entre alguns espectros, 

sugerindo possíveis gêneros e/ou espécies iguais, que mais adiante neste trabalho 

foram confirmados pela identificação filogenética desses micro-organismos. 
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Figura 18 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-3a em 

meio czapek preparado. 

 

 

 

 

Figura 19 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-5a em 

meio czapek preparado. 
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Figura 20 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-5b em 

meio czapek preparado. 

 

 

 

 

Figura 21 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-11c em 

meio czapek preparado. 
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Figura 22 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-17N em 

meio czapek preparado. 

 

 

 

 

Figura 23 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-19b em 

meio czapek preparado. 

 

 

 

 



48 
 

 
 

Figura 24 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-32b em 

meio czapek preparado. 

 

 

 

 

Figura 25 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-46 em 

meio czapek preparado. 
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Figura 26 - Espectro de RMN 1H em CD3OD do extrato do fungo CSP-58/59 em 

meio czapek preparado. 

 

 

4.3 Perfil em CLAE-DAD (Footprinting) 

 

      Os fungos CSP-19b e CSP-32b não apresentaram tantos compostos polares 

como o restante dos fungos. Podemos observar muitas substâncias eluindo no início 

da corrida até aproximadamente 13 minutos para a maioria dos fungos, indicando 

substâncias muito polares, provavelmente devido à compostos glicosilados 

presentes. 

      Os cromatogramas (254 nm) podem ser observados nas figuras 27-35. Em azul 

está representado o branco (meio de cultivo e solvente) e em vermelho está 

representado o extrato de cada fungo. 

 

Figura 27 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-3a em czapek. 
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Figura 28 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-5a em czapek. 

 

 

Figura 29 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-5b em czapek. 

 

 

Figura 30 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-11c em czapek. 
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Figura 31 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-17N em czapek. 

 

 

Figura 32 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-19b em czapek. 

 

 

Figura 33 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-32b em czapek. 
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Figura 34 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-46 em czapek. 

 

 

Figura 35 - Perfil cromatográfico do extrato do fungo CSP-58/59 em czapek. 

 

 

4.4 Ensaios Biológicos 

 

      Para a escolha dos micro-organismos, visando o desenvolvimento da 

desreplicação, foram escolhidos aqueles que se mostraram positivos frente aos 

testes biológicos realizados. 

 

4.4.1 Atividade Inibidora da Acetilcolinesterase (AChE) 

Ensaio Qualitativo por Bioautografia (CCDA) 

 

      A inibição da enzima acetilcolinesterase pode ser evidenciada através do 

aparecimento de uma mancha branca na placa, como podemos observar nas figuras 

36 e 37. Em alguns extratos é possível detectar mais de um halo de inibição, o que 

sugere a presença de mais uma molécula capaz de inibir a enzima. Além disso, 

algumas moléculas não eluíram, devido a sua alta polaridade. Assim sendo, elas 
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ficaram retidas na sílica no ponto de aplicação, comprometendo a resolução, no 

entanto apontando que há presença, nesse ponto de origem, de substâncias 

positivas ao ensaio. As tabelas 3 e 4 mostram o resultado dos ensaios biológicos, 

associados aos valores de Rf (ratio to front) pertencentes aos halos de inibição 

observados. 

 

Figura 36 - Inibição da acetilcolinesterase para os extratos dos fungos 

 

 

5b 17N Padrão 
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Figura 37 - Inibição da acetilcolinesterase para os extratos dos fungos CSP-3a, 

CSP-5a, CSP-11c, CSP-19b, CSP-32b, CSP-46, CSP-57/R37 e CSP-58/59. 

 

 

Tabela 3 - Resultado dos testes de inibição da enzima acetilcolinesterase. 

(Placa - CHCl3:MeOH (95:5)) 

Amostra Anticolinesterásico 

CSP-5b origem a 0,14*** 

CSP-17N i 

Obs: i= inativo; ***alta atividade. 

 

 

 

 

 

 

3a     5a        11c       19b     32b     46     57/59      58/59    padrão 
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Tabela 4 - Resultado dos testes de inibição da enzima acetilcolinesterase. 

(PLACA - AcOEt:Hex (90:10)) 

Amostra Anticolinesterásico 

CSP-3a i 

CSP-5a 0,05 a 0,36*** 

CSP-11c i 

CSP-19b origem a 0,15***/ 0,22* 

CSP-32b origem*** 

CSP-46 origem a 0,34** 

CSP-57/R37 i 

CSP-58/59 i 

Obs: i= inativo; * baixa atividade; ** média atividade; ***alta atividade. 

 

      Cinco extratos dos fungos apresentaram-se positivos para esse teste de inibição 

da enzima acetilcolinesterae. 

 

4.4.2 Bioautografia com Cladosporium cladosporioides e Cladosporium 

sphaerospermum para avaliação preliminar da atividade antinfúngica. 

 

      No ensaio antifúngico contra os fungos C. cladosporioides e C. 

sphaerospermum, pudemos observar manchas brancas que são halos de inibição do 

crescimento dos fungos na placa, como mostram as figuras 38-41.            

      Assim como o ensaio anticolinesterásico, pudemos observar, em alguns extratos, 

mais de um halo de inibição. Bem como compostos que estão retidos na origem da 

sílica e apresentam atividade contra estes fungos. As tabelas 5 e 6 mostram os 

resultados das atividades antifúngicas para os extratos com os valores de Rf (ratio to 

front) dos halos de inibição. 
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Figura 38 - Inibição do Fungo C. cladosporioides para os extratos dos fungos 

CSP-5b e CSP-17N. 

 

 

Figura 39 - Inibição do Fungo C. sphaerospermum para os extratos dos fungos 

CSP-5b e CSP-17N. 
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Figura 40 - Inibição de C. cladosporioides para os extratos dos fungos CSP-3a, 

CSP-5a, CSP-11c, CSP-19b, CSP-32b, CSP-46, CSP-57/R37 e CSP-58/59. 

 

 

3a       5a     11c    19b    32b    46    57/59   58/59    padrão 
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Figura 41 - Inibição de C. sphaerospermum para os extratos dos fungos CSP-

3a, CSP-5a, CSP-11c, CSP-19b, CSP-32b, CSP-46, CSP-57/R37 e CSP-58/59. 

 

 

Tabela 5 - Resultado de inibição do crescimento de C. cladosporioides e C. 

sphaerospermum. (PLACA 2 - CHCl3:MeOH (95:5)) 

Amostra C. cladosporioides C. sphaerospermum 

CSP-5b origem** origem** 

CSP-17N i i 

Obs: i= inativo; ** média atividade. 

 

 

 

 

 

  3a     5a     11c       19b    32b     46   57/59  58/59    padrão 
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Tabela 6 - Resultado de inibição do crescimento de C. cladosporioides e C. 

sphaerospermum. (PLACA 1 - AcOEt:Hex (90:10)) 

Amostra C. cladosporioides C. sphaerospermum 

CSP-3a i i 

CSP-5a 0,47* 0,47** 

CSP-11c i i 

CSP-19b origem a 0,21** origem a 0,22* 

CSP-32b origem**  i 

CSP-46 0,49* 0,48** 

CSP-57/R37 i i 

CSP-58/59 0,52* 0,38*/ 0,49* 

Obs: i= inativo; * baixa atividade; ** média atividade; ***alta atividade. 

 

         Seis extratos dos fungos apresentaram atividade contra o fungo patogênico C. 

cladosporioides e cinco extratos obtiveram seus extratos ativos contra C. 

sphaerospermum. 

 

4.4.3 Ensaio Citotóxico (Antitumoral) 

 

      Apenas o extrato CSP-19b obteve um resultado promissor na inibição de mais 

de 75% das células de câncer colorretal, como vemos no gráfico 1.  

      E algumas amostras foram testadas já em duas concentrações (5 e 50 µg/ml), 

mas em 5 µg/ml as inibições foram extremamente baixas e em 50 µg/ml também não 

foram suficientes para os outros extratos. 

 

Gráfico 1 -Citotoxicidade das amostras avaliadas em células de câncer colorretal 

HCT 116 após 72h de incubação pelo teste do MTT. 
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4.5 Identificação filogenética  

 

       A identificação dos 8 fungos (CSP-3a, CSP-5a, CSP-17N, CSP-19b, CSP-32b, 

CSP-46, CSP-58/59 e CSP-57/R37) foi realizada através da análise da região ITS 

com o objetivo de, através da sequência de nucleotídeos da região ITS1-5.8S-ITS2 

do rRNA de fungos isolados da rizosfera de Senna spectabilis utilizando-se os 

primers ITS1 e ITS4, identificá-los. 

       Podemos observar a dosagem e análise de pureza do DNA na tabela 7, bem 

como a dosagem e análise dos produtos da PCR na tabela 8 e a identificação após 

o seqüenciamento, a porcentagem de semelhança da seqüência obtida dos fungos 

com a comparada com o GenBank e o número de acesso ao GenBank estão na 

tabela 9. 

      A razão de OD260/OD280, que é a razão da absorção máxima de nucleotídeos 

(260 nm) e a absorção máxima de proteínas (280 nm), deve estar entre 1,8 e 2,0, 

caso esse valor seja menor, pode indicar contaminação com proteínas, fenóis ou 

outros contaminantes que absorvem no mesmo comprimento de onda. As tabelas 7 

e 8 nos mostram esses valores dentro do aceitável, indicando alta pureza na 

extração do DNA. 

 

Tabela 7 - Análise da pureza e dosagem do DNA. 

Código Concentração (ng/µL) Pureza (OD260/OD280) 

CSP-3a 430 1,8 

CSp-5a 140 1,8 

CSP-17N 88 1,8 

CSP-19b 505 2,0 

CSP-46 110 2,0 

CSP-58/59 100 1,9 

 

Tabela 8 - Dosagem e análise da pureza dos produtos de PCR. 

Código Concentração (ng/µL) Pureza (OD260/OD280) 

CSP-3a 27,4 1,8 

CSp-5a 71,7 1,8 

CSP-17N 31,7 1,8 

CSP-19b 50,6 1,9 

CSP-46 25,1 1,8 

CSP-58/59 14,2 1,8 
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Tabela 9 - Identificação dos isolados após seqüenciamento de nucleotídeos da 

região ITS1-5.8S-ITS2 do rRNA. 

Código Identificação molecular Identidade (%) Número de acesso 

CSP-3a Fusarium oxysporum 99 KF381081.1 

CSp-5a Fusarium solani 99 JX435189.1 

CSP-17N Fusarium solani 93 JX535014.1 

CSP-19b Fusarium oxysporum 99 LC055797.1 

CSP-46 Fusarium solani 99 KC907714.1 

CSP-58/59 Rhinocladiella similis 99 LC018820.1 

 

Obs: Os fungos CSP-32b e CSP-37/R3 não puderam ser identificados por conta da 

falta de pureza apresentada na extração de seus DNAs. 

 

      Foi observado que houve um gênero dominante, Fusarium. O que já era 

esperado devido à semelhança de alguns espectros de RMN com outros, bem como 

a morfologia desses fungos em meio de cultivo sólido. 

 

4.6 Fungos escolhidos para a desreplicação 

 

      Os fungos CSP-5b e CSP-19b, Fusarium solani e Fusarium oxysporum, 

respectivamente, foram escolhidos para o desenvolvimento da técnica de 

desreplicação. 

      Os critérios de seleção foram a alta atividade biológica, a análise dos espectros 

de RMN que foi bastante complexa para o fungo Fusarium solani e bastante singular 

para o fungo Fusarium oxysporum, pois a sua região aromática é extremamente 

limpa, ao contrário do que se espera para um espectro de um extrato bruto. 

      Ambos o fungo tem características muito distintas, que observamos nos 

espectros de RMN e também no perfil cromatográfico, mesmo sendo do mesmo 

gênero. 

      Além disso, o fungo Fusarium solani apresentou atividade antifúngica contra C. 

cladosporioides e C. sphaerospermum e alta atividade anticolinesterásica. E o fungo 

Fusarium oxysporum foi o único, dos dez fungos analisados, a apresentar atividade 

antitumoral, além da atividade antifúngica contra C. cladosporioidese e C. 

sphaerospermum e alta atividade anticolinesterásica. 
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4.7 Desreplicação 

 

      A partir da análise por desreplicação, usando técnicas como CG-EM, CLAE-EM 

e RMN, foram propostas estruturas moleculares de compostos produzidos por F. 

solani e F. oxysporum. 

 

4.7.1 Análise por CG-EM 

 

      Para melhor análise por CG-EM foi necessário fazer a derivatização dos 

extratos, de modo a analisar compostos não voláteis e para evitar degradação por 

alta temperatura, além de diminuir a polaridade dos compostos facilitando a 

separação pela coluna.  

      A metoximação de aldeídos e cetonas é feita antes da sililação para evitar que 

apareçam picos cromatográficos diferentes relacionados ao mesmo monossacarídeo 

na forma cíclica e acíclica, só dando lugar para as moléculas syn e anti formadas 

pela adição da metoxima (GULLBERG et al., 2004). 

      Já a sililação reduz a polaridade de grupos funcionais como, -COOH, -OH, -NH,  

-NH2 e C=O facilitando a separação por cromatografia gasosa. Abaixo seguem as 

reações representadas: 

 

Figura 42 - Reação de Metoximação 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

Figura 43 - Reação de sililação, precedida de metoximação, de um esteróide. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 
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      Podemos observar nas figuras 44 e 45 os cromatogramas de íons totais dos 

extratos de F. solani e F. oxysporum respectivamente, por CG-EM. 

 

Figura 44 - Cromatograma (CG-EM) do extrato bruto do fungo F. solani. 

 

Figura 45 - Cromatograma (CG-EM) do extrato bruto do fungo F. oxysporum. 

 

      As tabelas 10 e 11 mostram os compostos sugeridos, bem como a diferença do 

IR calculado e do IR encontrado nas bases de dados e também a similaridade 

fornecida pelo software para cada estrutura, para os fungos Fusarium solani e 

Fusarium oxysporum.  

     Em seguida, foram observados os fragmentos de massas dessas moléculas 

(sililadas) que ajudaram a confirmar suas estruturas. 

      Foi muito comum observar os íons m/z 147 e m/z 73 (Figuras 47, 49, 51, 53, 57, 

59, 61 e 63) nas análises efetuadas, que se tratam de alguns fragmentos comuns 

em análise por CG-EM de amostras sililadas, que são dimetilpolisiloxanos, formados 

por uma ou mais moléculas de TMS (Figura 46) (PROESTOS et al., 2013; AGILENT 

TECHNOLOGIES). 

t(min

) 

t(min
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Figura 46 - polidimetilsiloxano 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

      E devido à alta energia utilizada para fragmentação nesse experimento, alguns 

íons moleculares não foram possíveis de serem observados nos fragmentogramas, 

então observamos diretamente o primeiro fragmento. 

 

Tabela 10 - Dados CG-EM para o fungo Fusarium solani. 

Tr IR (Literatura) IR (calculado) DIRs  Composto Similaridade (%) 

7,258 1345,5 1340,256 5,244  ácido trans-butenodióico 97 

11,412 1479 1485,724 6,724  ácido málico 96 

14,050 1568,7 1566,636 2,064  tirosol 86 

15,954 1629 1623,621 5,379  ácido p-hidroxibenzóico 92 

21,683 1800 1793,450 6,55  ácido azelaico 93 

 

- ácido trans- butenodióico 

      O ácido trans-butenodióico, ou ácido fumárico, (Figura 47 e 48) é uma matéria-

prima importante para a polimerização, importante também no tratamento da 

psoríase em medicina, além de ser utilizado como suplemento na alimentação de 

gado (ENGEL et al., 2008) e também é considerado um aditivo e acidulante 

alimentar (ZHENGXIONG et al., 2011). 

 

Figura 47 - Espectro de massas do ácido trans-butenodióico sililado. 
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Figura 48 - Proposta de fragmentação do ácido trans-butenodióico siliado. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

- ácido málico 

      Ácido málico (Figura 49 e 50) é utilizado na indústria alimentícia como aditivo, 

além de ser utilizado em produtos cosméticos para melhorar a textura da pele, 

pigmentação e rugas (AYDOGAN et al., 2015) e também é utilizado como um 

intermediário farmacêutico (ZANG et al., 2015). 

 

Figura 49 - Espectros de massas do ácido málico siliado. 
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m/z 

Figura 50 - Proposta de fragmentação do ácido málico siliado. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

- tirosol 

      Tirosol (Figura 51 e 52) é comumente encontrado em óleo de oliva e vinho, e 

também já descrito na literatura como metabólito secundário produzido pela espécie 

Fusarium solani (KONGKIAT et al., 2013). Tem propriedades antioxidante, 

antifúngica, é utilizado também para tratamento de algumas doenças como 

trombose e doenças cardiovasculares (SPECIAN et al., 2012). Além de tudo, esse 

composto é considerado como uma possível molécula sinalizadora para produção 

de outros compostos (GUIMARÃES et al. 2009). 

 

Figura 51 - Espectros de massas do tirosol siliado. 
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Figura 52 - Proposta de fragmentação do tirosol siliado. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

- ácido p-hidroxibenzóico 

       Ácido p-hidroxibenzóico (Figura 53 e 54) é produzido por fungos e utilizado 

como intermediário para produção de pesticidas, anti-sépticos e produtos 

farmacêuticos (KUNAMNENI et al., 2008; OECD SIDS, 2015). 

 

Figura 53 - Espectros de massas do ácido p-hidroxibenzóico siliado. 
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Figura 54 - Proposta de fragmentaçãodo ácido p-hidroxibenzóico siliado. 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

- ácido azelaico 

      Ácido azelaico (Figura 55 e 56) é utilizado no tratamento da acne, rosácea, além 

de possuir atividade antimicrobiana e anticancerígena (PANYOSAK et al., 2009). 

  

Figura 55 - Espectros de massas do ácido azelaico siliado. 

 

 

Figura 56 - Proposta de fragmentação do ácido azelaico siliado. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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Tabela 11 - Dados CG-EM para o fungo Fusarium oxysporum. 

Tr IR(Literatura) IR(calculado) ΔIR  Composto Similaridade (%) 

6.336 1314 1304,533 9,466  ácido butanodióico 93 

15.963 1629 1623,887 5,113  ácido p-hidroxibenzóico 91 

29.682 2053 2043,883 9,117  ácido hexadecanóico 90 

35.491 2248 2241,708 6,292  ácido octadecanóico 84 

 

-ácido butanodióico 

      Ácido butanodióico (Figura 57 e 58) é produzido na fermentação microbiana e 

pode ser utilizado na produção de polímeros biodegradáveis, na indústria 

alimentícia, na produção de solventes verdes e na indústria farmacêutica (HYOHAK 

et al., 2006). Também conhecido como ácido succínico, esse composto já foi 

identificado em outro gênero, Fusarium sp (SHAIKH et al., 2013). 

 

Figura 57 - Espectros de massas do ácido butanodióico siliado. 

 

 

Figura 58 - Proposta de fragmentação do ácido butanóico siliado. 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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-ácido p-hidroxibenzóico 

      Ácido p-hidroxibenzóico (Figura 59 e 60) é produzido por fungos e utilizado como 

intermediário para produção de pesticidas, anti-sépticos e produtos farmacêuticos 

(KUNAMNENI et al., 2008 e UNEP) 

 

Figura 59 - Espectros de massas do ácido p-hidroxibenzóico siliado. 

 

 

Figura 60 - Proposta de fragmentação do ácido p-hidroxibenzóico siliado. 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

- ácido hexadecanóico 

      Ácido hexadecanóico (Figura 61 e 62) é um composto utilizado como matéria-

prima para produção de biodiesel (WEI et al., 2015). 

 

Figura 61 - Espectros de massas do ácido hexadecanóico siliado. 
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Figura 62 - Proposta de fragmentação do ácido hexadecanóico siliado. 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

- ácido octadecanóico 

      Ácido octadecanóico (Figura 63 e 64) e derivados dele tem sido estudados como 

matéria-prima na indústria farmacêutica, cosmética e alimentícia, e também está 

associado a diminuição do colesterol por via oral (SAGIRI et al., 2015). 

 

Figura 63 - Espectros de massas do composto ácido Octadecanóico siliado. 
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Figura 64 - Proposta de fragmentação do ácido octadecanóico siliado. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

     Cinco compostos puderam ser identificados para F. solani e quatro compostos 

para F. oxysporum, por CG-EM, na maioria ácidos orgânicos, que podem ser 

atribuídas aos metabólitos primários que são industrialmente importantes. Os 

metabólitos primários, de fungos, mais comumente utilizados na indústria são ácidos 

orgânicos, vitaminas, aminoácidos, nucleotídeos e solventes (DEMAIN et al., 2000). 

     E foi observado para as duas espécies o composto ácido p-hidroxibenzóico, que 

é comumente encontrado em fungos (KUNAMNENI et al., 2008). 
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4.7.2 Análises por CLAE-EM, CLAE-EM/EM e RMN 

 

      As massas de alta resolução, dos compostos no extrato, geradas nas análises 

por CLAE-EM (Figuras 65 e 66), foram comparadas com a base de dados METLIN e 

também com dados da literatura para espécies de Fusarium que gerou algumas 

propostas de moléculas apresentadas nas tabelas 12 e 13. 

      A base de dados e os dados da literatura sugeriram moléculas interessantes 

com atividades biológicas promissoras, como citotóxica, antifúngica, antiinflamatória, 

e etc., assim como moléculas já descritas para algumas espécies de Fusarium e 

outros fungos, e alguns possíveis precursores de alcalóides piperidínicos, estes 

comumente encontrados em Senna spectabilis com diversas atividades biológicas. 

      As análises dos fragmentos desses compostos tanto em CLAE-EM 

(fragmentação na fonte) como CLAE-EM/EM nos confirmaram a presença de 

algumas dessas moléculas nos extratos, em alguns casos também foi possível 

observar sinais característicos por RMN. 

 

Figura 65 - Cromatograma de íons totais para o extrato bruto de F. solani. 

 

 

Figura 66 - Cromatograma de íons totais para o extrato bruto de F. oxysporum. 
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Tabela 12 - Massas moleculares de compostos sugeridos para o extrato de Fusarium oxysporum. 

 

tR (min) 
Massa 

Molecular 
Composto 1 Composto 2 Composto 3 Já identificado em Fusarium: Referência 

4,0 194,0810 

ácido 5-(but-9-enil)-6-oxo-

1,6-dihidropiridina-2-

carboxilico  

- 

 
- oxysporum 

(CHEN et al., 

2013) 

4,5 196,0964 
ácido 5-butil-6-oxo-1,6-

diidropiridina-2-carboxilíco 
- - oxysporum 

(CHEN et al., 

2013), 

(STIPANOVIC et 

al. 2011) 

9,1 178,0860 ácido deshidrofusárico - - oxysporum 
(BANI et al., 

2014.) 

12,4 180,1020 ácido fusárico - - 

oxysporum,moniliforme, 

crookwellense, subglutinans, 

napiforme, heterosporum, solani 

(BACON et 

al.,1996) 

25,1 530,248 integracídeo C - - sp 
(SINGH et al., 

2003) 

25,5 251,1382 fusagerina C fusagerina D - sp (WEN et al., 2015) 

28,2 274,2736 C16-esfinganina - - - METLIN 

28,8 230,2472 xestoaminol C - - - METLIN 

29,3 437,1903 armilarina armillaripina - - METLIN 

30,9 299,1593 t2-tetraol - - solani, poae e sporotrichioides 
(SUGIMOTO et 

al., 2002), 
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(MIROCHA et al., 

1989) 

34,8 325,1598 monoacetoxyscirpenol (1) 

4-

acetoxyscirpene-

3,15-diol (2) 

3-

acetoxyscirpene-

4,15-diol (3) 

(1) roseum, equiseti (2, 3) 

oxysporum 

(PATHRE et al., 

1976), 

(CLARIDGE; 

SHMITZ, 1979) 

35,8 784,4064 beauvericina - - 

proliferatum, semitectum, 

acuminatum, anthophilum, 

avenaceum, beomiforme, dlamini, 

equiseti, longipes, nygamai, 

oxysporum, poae, sambucinum, 

subglutinan, solani, moniliforme 

(EKUNDAYO et 

al., 2007), 

(LOGRIECO et al., 

1998), 

(EKUNDAYO et 

al., 2007), 

(BACONet al. 

1996) 

39,4 381,2941 

3-[[4-[(3-methyl-2-buten-1-

yl)oxy]phenyl]methyl]-3,6-

bis(methylthio)-,(3S,6R)-

2,5-piperazinedione 

- - sp 
(GUIMARÃES et 

al., 2010.) 

40,5 338,3366 
N-[(-)-jasmonoil-(S)-

isoleucina 

ácidoN-[(+)-7-iso-

jasmônico-(S)]-

isoleucina 
- oxysporum 

(MIERSCHA et al., 

1999) 

40,8 467,0973 t-2-toxina - - 
oxysporum, sporotrichioides, 

langsethiae 

(MIROCHA et al., 

1989), (IMATHIU 

et al., 2013) 
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Tabela 13 - Massas moleculares de compostos sugeridos para o extrato de Fusarium solani. 

 

tr 

(min) 

Massa 

Molecular 
Composto 1 Composto 2 Composto 3 Já identificado em Fusarium: Referência 

12,5 180,1030 ácido fusárico 
  

oxysporum,moniliforme, 

crookwellense, subglutinans, 

napiforme, heterosporum, solani 

(BACON et 

al.,1996) 

18,8 211,0962 
(-)-ácido jasmônico 

ácido (+)-7-iso-

jasmônico 

 

- oxysporum 
(MIERCHA et al. 

1999) 

26,8 365,1945 
10-

hidroxicamptotecina 
- - solani 

(SHWETA et al. 

2010) 

28,3 274,2759 C16-esfinganina - - - METLIN 

28,8 230,2491 xestoaminol C - - - METLIN 

29,3 437,1934 armilarina armillaripina - - METLIN 

30,9 299, 1621 t-2-tetraol - - solani, poae e sporotrichioides. 

(SUGIMOTO et al., 

2002), (MIROCHA 

et al. 1989) 

34,8 325,1630 
monoacetoxyscirpe

nol (1) 

4-acetoxyscirpene-

3,15-diol (2) 

3-

acetoxyscirpen

e-4,15-diol (3) 

(1) roseum, equiseti (2, 3) 

oxysporum 

(PATHREet al., 

1976), 

(CLARIDGE; 

SHMITZ, 1979) 
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35,8 784,4288 beauvericina - - 

Proliferatum, semitectum, 

acuminatum, anthophilum, 

avenaceum, beomiforme, dlamini, 

equiseti, longipes, nygamai, 

oxysporum, poae, sambucinum, 

subglutinan, solani, moniliforme. 

(EKUNDAYO et al., 

2007), (LOGRIECO 

et al., 1998), 

(EKUNDAYO et al., 

2007), (BACON et 

al., 1996) 

39,5 381,2969 

(3S,6R)-3-(4-((3-

methylbut-2-en-1-

yl)oxy)benzyl)-3,6-

bis(methylthio)piper

azine-2,5-dione 

- - sp 
(GUIMARÃES et al., 

2010.) 

40,6 338,3430 
N-[(-)-jasmonoil-(S)-

isoleucina 

ácidoN-[(+)-7-isso-

jasmônico-(S)]-

isoleucine 
- oxysporum 

(MIERSCHA et al., 

1999) 

40,8 467,1004 t-2-toxina - - 
oxysporum, sporotrichioides, 

langsethiae 

(MIROCHA et al., 

1989), (IMATHIU et 

al., 2013) 
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Fusarium oxysporum 

 

      No experimento de massas de alta resolução do extrato de Fusarium oxysporum 

foi observado em 12,3 minutos o ácido fusárico (ácido 5-butil-picolínico), 

apresentando um [M+H]+ de m/z 180,1017, com fragmentações, na fonte, 

características de m/z 162 que representa uma desidratação, m/z 134 proveniente 

da perda do monóxido de carbono (HAN et al., 2014) e m/z 152 responsável pela 

perda do alceno formando o íon piridinium (Figura 67 e 68). 

      A sugestão da fórmula molecular dada pelo software "data analysis” confere com 

a estrutura molecular do ácido fusárico, sendo C10H14NO2. 

      E o seu espectro no ultravioleta nos fornece uma banda em 271 nm como 

sugere a literatura devido à presença do anel piridinico (BACON et al., 1996) (Figura 

69). 

      O espectro simulado de RMN 1H do ácido fusárico é compatível com o espectro 

real do extrato de Fusarium oxysporum, que podemos observar na figura 70. A 

sobreposição dos sinais indica a presença desse composto no extrato como um 

composto majoritário.  

      Em seguida, um experimento TOCSY 1D foi realizado, fazendo irradiação do 

sinal apresentado em 0,97 ppm, permitindo observar o sistema de spin dos sinais 

pertencentes a região alifática, comprovando que esses sinais estão correlacionados 

e, portanto, compatíveis com a estrutura do ácido fusárico (Figura 71).  

      O ácido fusárico é uma micotoxina de baixa e média toxicidade e comumente 

encontrada em espécies de Fusarium e é importante por suas relações sinérgicas 

podendo aumentar a toxicidade de outras micotoxinas. É também comumente 

encontrado em grãos e por esse motivo apresenta-se como um indicador de 

contaminação em grãos por espécies de Fusarium (BACON et al., 1996 e SANTIN et 

al., 2001). Já apresentou atividade antiomiceto e (SON et al., 2007) atividade 

antimicrobiana (HAN et al., 2014), é considerado um potente inibidor de dopamina in 

vitro e também já apresentou atividade anti-hipertensiva, além de ser um composto 

herbicida (SONG; YEE, 2000). Um fator importante a se considerar, sabendo que 

essa espécie de Fusarium apresenta esse composto como majoritário, dentro das 

condições utilizadas nesse trabalho, é o seu alto valor agregado de R$1.633,00 cada 

1 grama de acordo com o site SIGMA ALDRICH 20015a. 
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Figura 67 - Espectro de massas por CLAE-EM. 

 

 

Figura 68 - Fragmentação do ácido fusárico 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 69 - Espectro de UV do ácido fusárico. 
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Figura 70 - Comparação do espectro de RMN 1H em CD3OD do ácido fusárico, 

Azul: extrato bruto de Fusarium oxysporum. Vermelho: simulação do espectro 

do ácido fusárico. 

 

 

Figura 71 - Sobreposição dos sinais do TOCSY 1D do extrato em 0,971 ppm 

(vermelho) com o espectro simulado do ácido fusárico (azul). 
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      Dessa forma foram observados 3 derivados do ácido fusárico, pertencentes a 

esse extrato bruto de Fusarium oxysporum. 

 

      Em 4,0 minutos foi observado, em CLAE-EM, o derivado 1 do ácido fusárico que 

apresenta um alceno terminal na posição 5 do anel piridínico (CHEN et al., 2013), 

apresentando [M+H]+ m/z 194,0810 e subsequentes fragmentações na fonte m/z 176 

referente a uma desidratação, m/z 166 que representa a perda do alceno C2H4 a 

partir de mecanismo de McLafferty e m/z 148 referente a perda de uma molécula de 

monóxido de carbono (Figura 72 e 73).  

      A sugestão de fórmula molecular dada pelo software “data analysis” confere com 

essa estrutura molecular, sendo C10H12NO3. 

 

Figura 72 - Espectro de massas do derivado 1. 

 

 

Figura 73 - Fragmentação do derivado 1. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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      Em 4,5 minutos foi observado o derivado 2 piridônico, análogo ao ácido fusárico, 

(CHEN et al., 2013), com [M+H]+ m/z 196,0964 e fragmentações, na fonte, com m/z 

178 que caracteriza uma desidratação, m/z 150 que caracteriza a perda do 

monóxido de carbono e m/z 168 que se refere a perda de eteno (Figura 74 e 75). 

      A sugestão de fórmula molecular dada pelo software “data analysis” confere com 

essa estrutura molecular, sendo C10H14NO3. 

 

Figura 74 - Espectro de massas do derivado 2. 

 

 

Figura 75 - Fragmentação do derivado 2. 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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de carbono como mostram as figura 76 e 77.  
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      A sugestão de fórmula molecular dada pelo software “data analysis” também 

confere com essa estrutura molecular, sendo C10H12NO2. 

 

Figura 76 - Espectro de massas do derivado 3. 

 

 

Figura 77 - Perfil de fragmentação do derivado 3. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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Figura 78 - Espectro de massas, MS2, de integracídeo C. 
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Figura 79 - Proposta de fragmentação para integracídeo C. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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      Em 25,5 minutos foi observado o composto de massa de alta resolução de 

[M+H]+ 251,1382 (Figura 81), com uma fragmentação de m/z 233 referente a uma 

desidratação (Figura 82 e 83). 

      Sugere-se que seja um dos alcalóides estereoisoméricos fusagerina C ou D 

(Figura 80) descritos para o fungo Fusarium sp por Wen et al., 2015, no qual eles 

demonstraram massa de alta resolução muito próxima da observada nesse extrato, 

sendo que a massa apresentada para fusagerin C foi de 251,1388 e para fusagerin 

D foi de 251,1391. 

      O software “data analysis” também sugere a fórmula molecular, como sendo 

C13H19N2O3, compatível com esses isômeros. 

 

Figura 80 - Estrutura molecular de (a) fusagerina C e (b) fusagerina D 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 81 - Massa de alta resolução do composto 
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Figura 82 - Espectro de massas, MS2, do composto fusagerina C ou D. 

 

 

Figura 83 - Proposta de fragmentação de fusagerina C ou D. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

      Em 28,2 minutos foi observado em alta resolução o composto de [M+H]+ 

274,2736 que pode se tratar do composto C16-esfinganina, de acordo com a base 

de dados METLIN. Esse composto apresentou, em CLAE-EM/EM, o fragmento de 

m/z 256 que se refere a uma desidratação (Figura 84 e 85). De acordo com a 

estrutura molecular desse composto, podemos observar que há dificuldade de 

fragmentação da longa cadeia de hidrocarbonetos por electrospray, sendo assim só 

pudemos observar uma desidratação, e o íon molecular continua intenso no 

fragmentograma. 

      O software “data analysis” sugere a formula molecular compatível com C16-

esfinganina protonada, sendo C16H36NO2. 

      Mais um indício de conter esse composto no extrato se dá pelo fato de que 

estruturas de moléculas relacionadas com esfinganina já foram identificadas em 

Fusarium monilforme e também em outros fungos como Alternaria alternata (WANG 
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Figura 84 - Espectro de massas, MS2, de C16-esfinganina. 

 

 

Figura 85 - Proposta de fragmentação para C16-esfinganina 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

      Em 28,8 minutos foi observado o composto de massa de alta resolução [M+H]+ 

m/z 230,2472, no qual a base de dados METLIN nos sugeriu ser o xestoaminol C 

que apresentou o fragmento, MS2, de m/z 212 referente a perda de uma molécula de 

água (Figura 86 e 87), seguindo o mesmo perfil do composto anterior C16-

esfinganina, com tempo de retenção próximo. 

      O software “data analysis” sugere a formula molecular compatível com 

xestoaminol C protonada, sendo C14H32NO. 

      Xestoaminol C, já foi isolado da esponja Xestospongia sp, e apresentou 

atividade inibidora da transcriptase reversa (ICHIHASHI; MORI, 2003). 

 

Figura 86 - Espectro de massas, MS2, de xestoaminol C. 
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Figura 87 - Proposta de fragmentação de xestoaminol C. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

    Esses dois compostos, C16-esfinganina e xestoaminol C, são candidatos 

potenciais a precursores de alcalóides piperidíncos que a planta hospedeira Senna 

spectabilis produz. Há poucos estudos sobre a bossíntese desses compostos 

relatadas na literatura e, portanto, não sabemos certamente qual a origem desses 

alcalóides (PIVATO, 2005), por esse motivo C16-esfinganina e xestoaminol C são 

interessantes nesse contexto, pois podem participar da síntese desses alcalóides. 

 

      Em 29,3 minutos foi observado o composto de massa de alta resolução [M+Na]+ 

437,1902 e [M+H]+ 415,208 (Figura 88), com fragmentações características, no 

experimento CLAE-EM/EM de m/z 397 referente a perda de uma molécula de água, 

m/z 383 referente a perda de metanol e m/z 277 referente a formação de um íon 

acílium (Figura 90 e 91). Podendo ser os isômeros de constituição armillaripina ou 

armillarina (Figura 89). 

     Armillarina e armillaipina são compostos comumente isolados do fungo Armillaria 

mellea (GAO et al., 2009). 

 

Figura 88 - Composto armillaripina ou armillarina sodiado e protonado em 

CLAE-EM de alta resolução. 
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Figura 89 - Estrutura molecular de (a) armillarina e (b) armillaripina 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 90 - Espectro de massas, MS2, de armillaripina ou armillarina. 
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Figura 91 - Proposta de fragmentação de um dos compostos. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

      Também foi observado o composto beauvericina, já descrito para Fusarium 

oxysporum e outras espécies, em 35,8 minutos, e sua massa de alta resolução 

apresentou-se compatível com artigos relatados na literatura ([M+H]+ 784,4064 e 

[M+Na]+ 806,3885) (Figura 92), bem como sua fragmentação característica pelo 

experimento CLAE-EM/EM (Figura 93) que apresenta o íon [M+H]+ 784, com 

fragmentações de m/z 262 proveniente da perda do aminoácido fenilalanina e m/z 

244 que representa uma desidratação (Figura 94) (HU et al., 2012). Na figura 95 

podemos observar os sinais no RMN 1H do extrato de Fusarium oxysporum que são 
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compatíveis com os sinais do espectro de beauvericina simulado, podemos observar 

dois dupletos muito blindados referentes a duas metilas e também os sinais na 

região aromática bastante compatíveis. Os deslocamentos da beauvericina variaram 

um pouco por conta de ser uma simulação e o software apresentar algumas 

limitações, além dos dados utilizados da literatura para a correção dos 

deslocamentos químicos poderem sofrer diferença devido a utilização de outro 

solvente deuterado e também outro modelo de equipamento de RMN utilizado para 

a análise. Mas com um experimento TOCSY 1D comprovou-se parte do sistema de 

spins muito característicos dessa molécula, confirmando mais uma vez sua presença 

no extrato, com os dois dupletos que representam as metilas acopladas (Figura 96). 

      A beauvericina também se apresentou como um composto majoritário para esse 

fungo. E de acordo com Wang e Xu 2012, essa molécula possui atividade inseticida, 

antitumor para células de leucemia, antibactericida, antifúngica e antiviral contra o 

vírus da AIDS. E possui também, alto valor agregado, no qual o custo de 5 mg 

chega a R$1.113,00 de acordo com o site SIGMA ALDRICH 2015b. 

 

Figura 92 - Massa de beauvericina, protonada e sodiada, apresentada no 

experimento CLAE-EM de alta resolução. 

 

 

Figura 93 - Espectro de massas, MS2, da beauvericina. 
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Figura 94 - Fragmentação da beauvericina. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 95 - Sobreposição do espectro de RMN 1H do extrato de Fusarium 

oxysporum (vermelho) com o espectro simulado da beauvericina (azul). 
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Figura 96 - TOCSY 1D do extrato bruto de Fusarium oxysporum (vermelho), e 

espectro da beauvericina simulado (azul). 

 

 

      Para o extrato de Fusarium oxysporum, também foram observadas algumas 

massas de alta resolução compatíveis com metabólitos já identificados para 

espécies de Fusarium relatadas na literatura, porém, nos experimentos de MS2 

realizados, não foi possível observar os seus fragmentos para confirmar com mais 

certeza a presença desses compostos. A figura 99 apresenta as estruturas 

moleculares desses compostos e a figura 100 apresenta os seus espectros de 

massas obtidos.  

      Para um tricotoceno (Figura 97 e 98) foi possível observar somente a perda de 

uma molécula de água. 
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Figura 97- Estrutura molecular dos tricotocenos sugeridos para a massa m/z 

325,1598. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 98 - Espectro de massas, MS2, do composto m/z 325,1598, que 

apresenta a perda de uma molécula de água com m/z 307. 
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Figura 99 - Estrutura molecular de compostos relatados para o extrato de 

Fusarium oxysporum. 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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Figura 100 - Espectro de massas de alta resolução, dos compostos da figura 

85. 
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Fusarium solani 

 

      Em 18,8 minutos foi observado o composto de massa de alta resolução [M+H]+ 

211,0962 e que apresentou fragmentos, no experimento MS2, de m/z 193 referente a 

perda de uma molécula de água e m/z 181 referente a perda de monóxido de 

carbono gerando a contração do anel (Figura 102 e 103). Esse metabólito pode ser 

definido como sendo (-)-ácido jasmônico ou seu diastereoisômero ácido (+)-7-iso-

jasmônico (Figura 101). 

      Esses metabólitos são jasmonatos já descritos para a espécie Fusarium 

oxysporum (MIERSCHA et al., 1999). 

 

Figura 101 - Estrutura de (a) (-)-ácido jasmônico e (b) ácido (+)-7-iso-jasmônico. 

 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Figura 102 - Espectro de massas, MS2, de (-)-ácido jasmônico ou seu 

diastereoisômero ácido (+)-7-iso-jasmônico. 
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Figura 103 - Proposta de fragmentaçãodo (-)-ácido jasmônico ou seu 

diastereoisômero ácido (+)-7-iso-jasmônico.. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

      Em 26,9 minutos foi observado o composto de massa de alta resolução [M+H]+ 

365,1945, com fragmentação, MS2, de m/z 347 referente a perda de uma molécula 

de água e m/z 321 referente a uma reação Retro-Diels-Alder que ocorre eliminando 

CO2 (Figura 104 e 105), característico do composto 10-hidroxicamptotecina. 

      Esse metabólito já foi identificado em Fusarium solani e é considerado um 

composto precursor para a síntese de drogas anti-câncer, assim como o seu 

análogo muito conhecido, camptotecina (SHWETA et al., 2010). 

 

Figura 104 - Espectro de massas de 10-hidroxicamptotecina. 
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Figura 105 - Proposta de fragmentação do composto 10-hidroxicamptotecina. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

       Para o extrato de Fusarium solani alguns íons aparecem no mesmo tempo de 

retenção que para o extrato Fusarium oxysporum, com a mesma massa molecular, 

sendo assim deduz-se que se tratam dos mesmos compostos identificados nas duas 

espécies. E seus espectros de massa de alta resolução são apresentados na figura 

106. Os compostos em comum são: 

(a) ácido fusárico ([M+H]+ 180,1030),  

(b) T-2-tetraol ([M+H]+299,1621),  

(c) monoacetoxyscirpenol, 4-acetoxyscirpene-3,15-diol ou 3-acetoxyscirpene-4,15-

diol ([M+H]+325,1629),  

(d) beauvericina ([M+Na]+806,3960),  

(e) (3S,6R)-3-(4-((3-methylbut-2-en-1-yl)oxy)benzyl)-3,6-bis(methylthio)piperazine-

2,5-dione ([M+H]+381,2969),  

(f) N-[(-)-jasmonoyl-(S)-isoleucine ou N-[(+)-7-iso-jasmonic acid-(S)]-isoleucine 

([M+H]+338,3412),  

(g) T-2 toxina ([M+H]+467,1004),  

(h) armillaripina ou armillarina ([M+H]+437,1934),  

(i) C16-esfinganina ([M+H]+274,2759), 

(j) xestoaminol C ([M+H]+230,2491). 

      Porém, para F. solani, alguns compostos, principalmente beauvericina e ácido 

fusárico apresentaram-se de forma muito minoritária, diferente do que ocorre para F. 

oxysporum. 
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Figura 106 - Espectro de massas de alta resolução dos compostos de F. solani 

iguais aos de Fusarium oxysporum. 
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(d) beauvericina 

 

 

(e) (3S,6R)-3-(4-((3-methylbut-2-en-1-yl)oxy)benzyl)-3,6-bis(methylthio)piperazine-

2,5-dione 

 

 

(f) N-[(-)-jasmonoil-(S)-isoleucina ou ácido N-[(+)-7-iso-jasmônico(S)]-isoleucina 
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(g) T-2 toxina 

 

 

(h) armillarina ou armillaripina 

 

 

(i) C16-esfinganina 

 

 

(j) xestoaminol C 
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5 CONCLUSÕES 

 

      Neste trabalho de mestrado, grande parte dos fungos escolhidos para os testes 

preliminares, foram identificados como o gênero Fusarium, variando entre as 

espécies solani e oxysporum, fato que foi constatado devido às similaridades 

observadas em meio de cultivo sólido e no perfil por CLAE-DAD e RMN. 

       A maior parte das espécies de Fusarium apresenta muitos estudos químicos 

relatados na literatura viabilizando o desenvolvimento e aplicação da técnica de 

desreplicação dos extratos em estudo. 

      Os dois fungos escolhidos para o desenvolvimento do trabalho foram Fusarium 

solani e Fusarium oxysporum, ambos apresentando atividade biológica promissora 

anticolinesterásica e antifúngica contra os fungos patogênicos C. cladospoioides e 

C. sphaerospermum, além do extrato de F. oxysporum ter sido o único a apresentar 

atividade citotóxica contra câncer do colorretal. 

      A desreplicação nos forneceu resultados satisfatórios, com auxílio das técnicas 

CG-EM, CLAE-EM, CLAE-EM/EM e RMN, sendo que para F. solani foram 

identificados 12 metabólitos (ácido fumárico, ácido málico, tirosol, ácido p-

hidroxibenzóico, ácido azelaico, ácido fusárico, (-)-ácido jasmônico/ácido (+)-7-iso-

jasmônico, 10-hidroxicaptotecina, C-16-esfinganina, xestoaminol C, 

armilarina/armilaripina e beauvericina), 4 já relatados para essa espécie, 1 

identificados em outras espécies de Fusarium. E para o extrato do fungo F. 

oxysporum, 14 metabólitos foram identificados (ácido succínico, ácido p-

hidroxibenzóico, ácido hexadecanóco, ácido octadecanóico, ácido fusárico e três 

derivados, integracídeo C, fusagerina C/D, C-16-esfinganina, xextoaminol C, 

armilarina/armilaripina e beauvericina), sendo 5 já relatados para essa espécie, 3 

identificados em outras espécies de Fusarium. 

      E de todos esses metabólitos identificados, 5 deles foram iguais para as duas 

espécies. 

      Além desses compostos, outros cinco metabólitos comuns às espécies solani e 

oxysporum não puderam ser estruturalmente caracterizados por CLAE-EM/EM, no 

entanto, suas massas moleculares foram condizentes com compostos já relatados 

para espécies de Fusarium na literatura. 
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      Outra observação importante foi a utilização do meio líquido czapek, que se trata 

de um meio pobre, mas, no entanto, o fungo F. oxysporum foi capaz de produzir dois 

compostos majoritários de alto valor agregado e que possuem promissoras 

atividades biológicas relatadas na literatura, sendo eles ácido fusárico e 

beauvericina. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

      A abordagem da desreplicação hoje é uma ferramenta interessante, quando se 

trata de sua aplicação em produtos naturais, tendo em vista o alto conhecimento 

prévio de compostos já relatados e depositados em bancos de dados para as fontes 

de produtos naturais. Dessa forma pudemos trabalhar, nesta dissertação, no 

conhecimento da composição do extrato de dois fungos nos quais já encontravam-

se muitos compostos produzidos por eles em bases de dados. E sem a necessidade 

de isolamento pudemos identificar alguns metabólitos que ainda não haviam sido 

identificados para essas espécies, aplicando informações já arquivadas, visando a 

abordagem da química verde, sem o uso desnecessário de solventes orgânicos, por 

exemplo. 

      Além disso essa ferramenta pode nos auxiliar muito nos estudos metabolômicos 

que fazem parte das pesquisas em nosso grupo de pesquisa. 

      Após desenvolver um conhecimento prévio do extrato, ele se apresenta mais 

interessante no momento de isolar compostos ou de trabalhar com uma 

complexidade maior como no caso de co-cultivos com micro-organismos, que é 

estratégia sugerida para trabalhos futuros na busca por compostos bioativos e no 

isolamento de compostos que não constam nas bases de dados. 

      A relevância dessas discussões pretendem nos levar a conhecer a produção de 

compostos por esses micro-organismos da rizosfera e sua relação com a planta 

Senna spectabilis e, o que todo esse universo pode nos fornecer como fontes 

interessantes de compostos bioativos ou de alto valor agregado. 
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