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RESUMO 

Os produtos naturais são uma importante fonte de compostos bioativos com 
estruturas químicas complexas e diversificadas. Na busca por compostos bioativos, 
estudos têm explorado a bioprospecção de moléculas produzidas por 
microrganismos provenientes de ambientes extremos, entre eles, os ambientes 
terrestre e marinho da Antártica. As condições severas desse habitat requerem a 
adaptação dos microrganismos ali encontrados para sobrevivência, adaptações que 
podem ser fisiológicas ou bioquímicas e trazem consigo o desenvolvimento de rotas 
metabólicas alternativas ou novas, o que potencializa a produção de estruturas 
químicas únicas por esses isolados. Na agricultura, o interesse pelo emprego de 
metabólitos bioativos consiste em alternativa aos produtos químicos sintéticos 
tradicionalmente empregados no controle de pragas, doenças e na promoção do 
crescimento vegetal, visto que o amplo e continuo uso de alguns produtos pode 
levar à pressão de seleção entre fitopatógenos e outros impactos ambientais. Na 
indústria, a procura por compostos alternativos é ponto de interesse de diversos 
estudos para reduzir a toxicidade de resíduos. Neste contexto, o isolamento e 
identificação de compostos bioativos produzidos por fungos da Antártica é o foco 
dessa pesquisa, com o objetivo de explorar o potencial de tais compostos no 
desenvolvimento de formulações viáveis para a agricultura e, ao mesmo tempo, 
contribuir para a ampliação do conhecimento da diversidade de metabólitos 
produzidos por esses isolados. Quatro isolados de sedimentos marinhos, 
CRM1545A, CRM1540, CRM 1527 e CRM1545B foram cultivados em três meios 
distintos. O cultivo e bioprospecção da linhagem Penicillium sp. CRM1540 resultou 
no isolamento de dois compostos bioativos contra fitopatógenos, o ácido penicílico 
(AP) e o ácido ciclopáldico (AC). O ácido penicílico inibiu o crescimento de 
Xanthomonas citri subsp. citri em 90% a 25 µg/mL in vitro e diminuiu a emergência 
de sintomas de cancro cítrico em folhas de Citrus sinensis (L.) Osbeck em 75,31% 
em casa de vegetação. Experimentos com ácido ciclopáldico, revelaram o potencial 
desse composto como agente antifúngico contra Macrophomina phaseolina e 
Rhizoctonia solani. Um composto de interesse na indústria da biomassa, ácido 5-
hidroximetil-furano-2-carboxílico foi isolado e identificado a partir do extrato 
produzido pelo isolado CRM 1545A. Os compostos isolados pela aplicação de 
métodos de cromatografia e espectroscopia, consistem em potenciais alternativas na 
formulação de novas moléculas-chave para a agricultura e indústria e provam o 
potencial de microrganismos de ambientes marinhos extremos como um reservatório 
de compostos úteis ainda inexplorado. 
 
Palavras-chave: Extremófilos; Ácido penicílico; Ácido ciclopáldico; Penicillium; 
Xanthomonas. 
 

  



 

 

ABSTRACT 

Natural products are an important source of bioactive compounds with complex and 
diversified chemical structures. Aiming to discover bioactive compounds, researches 
have been exploring the bioprospection of molecules produced by microorganisms 
from extreme environments such as the terrestrial and marine regions of Antarctica. 
The harsh conditions of this habitat require that microorganisms adapt to survive, 
these adaptations can be physiological or biochemical and can lead to the 
development of alternative or new metabolic pathways, which increases the potential 
for the production of novel chemical structures for these isolates. In agriculture, the 
interest in the use of bioactive metabolites is an alternative to synthetic chemicals 
traditionally used to control pests, diseases and to promote plant growth, since the 
continuous use of some products can lead to pressure selection among 
phytopathogens and other environmental impacts. In the industry, the search for 
alternative compounds is a point of interest of several studies to reduce toxicity of 
residues. Understanding this context, the isolation and identification of bioactive 
compounds produced by fungi from Antarctica is the focus of this research, with the 
aim of exploring the potential of these compounds in the development of viable 
formulations for agriculture and, at the same time, to contribute to the expansion of 
the knowledge of the diversity of metabolites produced by these isolates. Four 
isolates from marine sediments, CRM1545A, CRM1540, CRM 1527 and CRM1545B 
were cultivated in three different media. Growth and bioprospecting of strain 
Penicillium sp. CRM1540 resulted in the isolation of two bioactive compounds 
against phytopathogens, penicillic acid (PA) and cyclopaldic acid (CA). Penicillic acid 
inhibited the growth of Xanthomonas citri subsp. citri in 90% at 25 µg/mL in vitro and 
decreased the symptoms emergence of citrus canker on leaves of Citrus sinensis (L.) 
Osbeck by 75.31% in greenhouse conditions. Assays with cyclopaldic acid revealed 
the potential of this compound as an antifungal agent against Macrophomina 
phaseolina and Rhizoctonia solani. Another compound of interest for biomass energy 
industry, 5-hydroxymethyl-furan-2-carboxilic acid, was isolated and identified from the 
crude extract of CRM 1545A. The compounds were isolated through chromatography 
and spectroscopy methods are potential alternatives for the formulation of key-
compounds for agriculture and industry use and prove the potential of 
microorganisms from extreme marine environments as a reservoir of useful 
compounds still untapped. 

 

Keywords: Extremophiles; Penicillic acid; Cyclopaldic acid; Penicillium; 
Xanthomonas. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os produtos naturais são considerados uma importante fonte para novos 

compostos bioativos, pois suas estruturas químicas complexas e diversificadas 

fornecem uma base para a construção de moléculas distintas. Estima-se que a 

variedade de produtos naturais é tanta que cerca de 40 % de esqueletos químicos 

que eles contêm ainda não são encontrados nos produtos sintéticos (LAGUNIN; 

FILIMONOV; POROIKOV, 2010; THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE, 2015). 

Os produtos naturais são metabólitos secundários produzidos por diversos 

organismos vivos; eles não estão envolvidos no crescimento e desenvolvimento dos 

organismos produtores, mas frequentemente desempenham um importante papel 

como moléculas de defesa (AGOSTINI-COSTA et al., 2012), agindo principalmente 

como moléculas de adaptação, auxiliando na sobrevivência dos organismos 

produtores (O’BRIEN; WRIGHT, 2011). Devido a estes fatores os metabólitos 

secundários apresentam diversas atividades biológicas (NEWMAN; CRAGG, 2016; 

THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE, 2015). 

Nos últimos anos, a relevância dos microrganismos na bioprospecção para a 

descoberta de moléculas bioativas tanto na medicina quanto na agricultura, tem 

aumentado significativamente  (ALAM et al., 2021; PARK et al., 2018; SANG et al., 

2019; WANG et al., 2022).  

Na agricultura há um interesse crescente pelo emprego de metabólitos 

bioativos produzidos por microrganismos, como alternativa aos produtos químicos 

sintéticos, tanto na promoção de crescimento vegetal como no controle de pragas e 

doenças de plantas, se constituindo em potenciais substitutos de produtos químicos 

sintéticos e com nenhum ou mínimo impacto ambiental (DAYAN; CANTRELL; 

DUKE, 2009; PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAÚJO, 2002). 

Dessa maneira, na tentativa de descobrir novos produtos naturais ativos, 

diversos estudos tem se dedicado a bioprospecção de moléculas bioativas de 

microrganismos presentes em ambientes inexplorados e/ou extremos, o que 

representa uma estratégia interessante para encontrar novas vias metabólicas e, 

finalmente, novos constituintes bioativos  (GONÇALVES et al., 2015). 

A Antártica é um continente que além de ser relativamente isolado do resto do 

mundo, apresenta baixa temperatura, diferentes níveis de pH, baixa disponibilidade 

de nutrientes orgânicos e água, ventos fortes e radiação UV alta. Estas condições 
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fazem com que os microrganismos se adaptem neste ambiente evoluindo diversas 

adaptações bioquímicas e fisiológicas essenciais para a sobrevivência (ENCHEVA-

MALINOVA et al., 2014; FURBINO et al., 2014; VINCENT, 2000). Assim, estes 

microrganismos são uma fonte rica de novos produtos naturais baseados em 

estruturas químicas únicas (FURBINO et al., 2014; GONÇALVES et al., 2015; TIAN; 

LI; ZHAO, 2017). 

Pesquisas recentes tem evidenciado o potencial de fungos do ambiente 

antártico, tanto marinhos quanto terrestres, em produzir novos produtos naturais 

para aplicações farmacêuticas, agrícolas e industriais (DUARTE et al., 2019; 

VARRELLA et al., 2021; ZHANG et al., 2018). 

Na área agrícola estes microrganismos têm apresentado potencial para 

produção de metabólitos secundários com atividade contra fitopatógenos 

responsáveis por doenças em diversas espécies vegetais economicamente 

importantes (ENCHEVA-MALINOVA et al., 2015; PURIĆ et al., 2018; VIEIRA et al., 

2018). 

As culturas de maracujá, citros e uma variedade das crucíferas sofrem perdas 

significativas devido a doenças causadas por bactérias do gênero Xanthomonas e 

culturas como a da soja, milho e café são alvo de fungos fitopatógenos como 

Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e Sclerotinia sclerotiorum. O controle 

destas infecções tem sido geralmente realizado por adição de produtos químicos à 

base de cobre, erradicação de plantas contaminadas e uso de variedades 

resistentes. Porém, estas medidas têm sido ineficientes, devido à acumulação de 

material químico no ambiente, suscetibilidade de variedades supostamente 

resistentes e perdas de área plantada (AJAYI-OYETUNDE; BRADLEY, 2018; AN et 

al., 2020; MARQUEZ et al., 2021; TIMILSINA et al., 2020). 

Considerando a necessidade atual de novas alternativas no controle a 

fitopatógenos bacterianos e fúngicos que visam substituir os produtos químicos 

sintéticos e ao mesmo tempo minimizar danos ao meio ambiente, nosso grupo de 

pesquisa tem se empenhado em procurar extratos metabólicos de fungos com 

potencial ação contra fitopatógenos de importância para a agricultura brasileira.  

Estudos recentes, realizados pelo nosso grupo de pesquisa encontraram 32 

fungos isolados da Antártica (gêneros: Penicillium, Pseudogymnoascus, Cadophora, 

Paraconiothyrium e Toxicocladosporium), produtores de metabólitos com atividade 

antibacteriana contra X. citri subsp. citri, X. axonopodis pv. passiflorae e X. 



17 

 

 

euvesicatoria (PURIĆ et al., 2018; VIEIRA et al., 2018). Demonstrando assim a 

capacidade destes microrganismos em produzir compostos com potencial ação 

contra Xanthomonas.  

Assim, neste trabalho demos continuidade ao estudo de metabólitos de 

fungos filamentosos de sedimentos marinhos da região Antárctica, isolando os 

componentes do meio metabólico, identificando compostos puros, e avaliando seu 

potencial como moléculas chave para o desenvolvimento de soluções a serem 

utilizadas em campo. 

 

1.1. Objetivos 

 

1.1.1. Objetivo Geral 

 

Isolar e identificar metabólitos secundários a partir de extratos brutos ativos obtidos 

pelo cultivo de fungos filamentos de sedimentos marinhos da Antártica. 

 

1.1.2. Objetivos específicos 

 

a. Extrair metabólitos secundários produzidos em três meios de cultivo distintos e 

avaliar sua atividade antibacteriana; 

b. Selecionar os meios de cultivo para produção de metabólitos; 

c. Fracionar os extratos brutos por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC – 

“High Pressure Liquid Chromatography”); 

d. Avaliar a atividade antibacteriana e/ou antifúngica in vitro das frações; 

e. Avaliar a atividade protetiva de frações ativas contra Xanthomonas citri subsp. 

citri em ensaio em casa de vegetação; 

f. Elucidar a estrutura dos compostos ativos por meio de técnicas espectroscópicas 

como Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS – 

“Liquid Chromatography Mass Spectometry”) e Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN). 
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2 CONTEXTUALIZAÇÃO DA TESE 

 

O Capítulo 1 reúne os objetivos específicos a, b e c. Esse capítulo aponta 

para a necessidade do estudo das condições de cultivo de microrganismos em 

estudos de bioprospecção com foco na descoberta de novas moléculas e compostos 

com estruturas únicas com atividade biológica. Além disso, demonstra a importância 

das técnicas de cromatografia líquida na velocidade de separação e purificação dos 

componentes de extratos brutos, muitas vezes um fator limitante em pesquisas que 

visam a identificação de compostos.  

O Capítulo 2 compreende os objetivos específicos descritos nos itens de c até 

f para o extrato produzido pelo isolado Penicillium sp. CRM1540 em meio Czapek. O 

estudo desse extrato bruto resultou no isolamento e identificação de um composto 

conhecido, ácido penicílico. Essa molécula purificada, componente de uma fração 

ativa contra Xanthomonas citri subsp. citri, apresentou atividade antibacteriana em 

25 µg/mL em ensaio in vitro e atividade protetiva contra cancro cítrico em folhas de 

Citrus sinensis (L.) Osbeck em ensaio em casa de vegetação. Os resultados foram 

compilados e publicados no artigo Isolation and agricultural potential of penicillic acid 

against citrus canker (DOI: 10.1111/jam.15413) publicado no periódico Journal of 

Applied Microbiology.  

O Capítulo 3 complementa os resultados apresentados no Capítulo 2 com 

ensaios com ácido penicílico para determinação do mecanismo de ação responsável 

pela atividade antibacteriana observada em Xanthomonas citri subsp. citri. 

O Capítulo 4 abrange itens c, d e f para o extrato produzido em meio Malte 

2% pelo isolado Penicillium sp. CRM 1540. A purificação do extrato resultou em um 

composto identificado como ácido ciclopáldico com ação antifúngica em dois 

fitopatógenos, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani. Os resultados foram 

agrupados em um artigo, que foi submetido para a revista Extremophiles.  

O Capítulo 5 compreende o isolamento e identificação de um terceiro 

composto (f). O processo de purificação descrito no Capítulo 1, deu origem a uma 

fração relativamente pura, a qual foi submetida a análises de cromatografia e 

espectroscopia para identificação de seu componente principal: o composto ácido 5-

hidroximetil-furano-2-carboxílico, conhecido como HMFCA. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Produtos naturais 

 

Produtos naturais apresentam uma variedade de atividades biológicas de 

relevância para a humanidade, incluindo atividades antibióticas, antifúngicas, 

anticâncer, imunosupressiva, anti-inflamatória e anti-biofilme. Essas moléculas 

naturais tem sua origem em metabólitos secundários de um grande número de 

fontes, como vegetais e animais do ambiente terrestre, organismos marinhos ou 

aquáticos, microrganismos, invertebrados e vertebrados (CHIN et al., 2006; PHAM et 

al., 2019). 

Os microrganismos são líderes na produção de compostos naturais 

considerados úteis, isto é, com alguma aplicação ou benefício para a sociedade. 

Esses metabólitos são compostos de baixo peso molecular (< 3000 da) associados 

com diversas atividades, dentre as quais se destacam: antibióticos contra bactérias 

e fungos, agentes anticâncer, imunossupressores, antivirais, reguladores do 

crescimento vegetal, inibidores enzimáticos, polímeros, biosurfactantes e 

bioherbicidas são alguns dos produtos produzidos por esses indivíduos (DEMAIN, 

2014; MOHAMMED et al., 2021; TWAIJ; HASAN, 2022).    

Essas diversas moléculas são estrutural e quimicamente variáveis, tendo sido 

aplicadas como compostos terapêuticos desde a antiguidade, na Mesopotâmia, 

conforme registros. No começo do século XX, cerca de 80% dos medicamentos 

eram obtidos de plantas, no entanto a descoberta em 1928 da penicilina produzido 

por Penicillium notatum por Alexander Fleming foi um marco na mudança para o 

foco nos microrganismos como fontes de produtos naturais. Atualmente, compostos 

derivados de microrganismos são utilizados na medicina, agricultura, na indústria e 

para pesquisas científicas (PHAM et al., 2019; SANCHEZ et al., 2012). 

Dentre os primeiros antibióticos descobertos estão a estreptomicina, 

produzida por Streptomyces griseus, o cloranfenicol, produzido por S. venezuelae, a 

clorotetraciclina, de S. aureofaciens, a cefalosporina C de Cephalosporium 

acremonium, a eritromicina de Saccharopolyspora etythrae e a vancomicina, 

produzida por Amycolatopsis orientalis. Na área da saúde, em torno de 60% dos 

medicamentos oriundos de pequenas moléculas tem relação com produtos naturais, 
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e 69% do total de agentes antibacterianos tem sua origem em moléculas naturais 

(MATSUMURA et al., 2018; PATRIDGE et al. 2016; PHAM et al., 2019). 

A descoberta de novas drogas, embora ainda foco de estudos por parte da 

comunidade científica e de interesse de farmacêuticas, encontra desafios. A baixa 

disponibilidade dos compostos naturais com potencial para se tornarem novas 

drogas ou moléculas-chave na natureza é um empecilho que torna não apenas o 

processo de descoberta, mas também o desenvolvimento de agentes 

economicamente inviável (SONG et al., 2014). Nesse contexto, a busca por 

soluções alternativas como expressão de genes em hospedeiros microbianos para 

aumento de produção, ou expansão de habitats investigados se fazem necessários 

(PHAM et al., 2019). 

 

3.2. Biotecnologia de microrganismos marinhos e da Antártica 

 

Os oceanos cobrem cerca de 70% da superfície terrestre, e é o habitat de 

uma grande diversidade de organismos, como bactérias, fungos, corais, micro e 

macro algas, esponjas e tunicados, sendo assim uma fonte de moléculas 

quimicamente diversificadas e relevantes para a descoberta de drogas com 

potencial farmacológico (BARZKAR et al., 2019). 

O ambiente marinho é um habitat hostil dado as extremas temperaturas, 

mudanças de salinidade e pressão e a presença de patógenos virais e bacterianos. 

Essas condições conferiram aos organismos marinhos, incluindo os microrganismos, 

mecanismos para sobrevivência a partir de processos evolutivo e favoreceram a 

produção de moléculas novas e únicas que apresentam funções estruturais e 

funcionais diversificadas em comparação aos compostos isolados de 

microrganismos do ambiente terrestre (KONG, 2018). 

Nos últimos anos o número de composto bioativos derivados de bactérias e 

fungos do ambiente marinho aumentou. As bactérias termofílicas e arqueobactérias, 

por exemplo, produzem diferentes classes de enzimas termoestáveis, outros 

isolados bacterianos de sedimentos marinhos ou água do mar, como Bacillus 

subtillis apresentaram potencial como agente de biocontrole de Botrytis cinerea, um 

fitopatógeno do tomateiro (BARZKAR et al., 2019; KONG, 2018; ZHAO; LI; KONG, 

2003).  
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Três linhagens bacterianas quitinolíticas, Pseudomonas sp., Pantoea dispersa 

e Enterobacter amnigenu, isoladas do ambiente aquático na Índia foram relatadas 

por Gohel et al. (2004) como potenciais agentes antifúngicos contra Macrophomina 

phaseolina e Fusarium sp. e em 2015, um isolado Streptomyces vinaceusdrapus 

apresentou propriedades quitionolíticas e antifúngica contra Rhizoctonia solani 

(YANDIGERI et al., 2015). 

O potencial biotecnológico de leveduras marinhas também tem sido estudado 

e relatado (KONG, 2018). Rhodosporidium paludigenum reduziu significativamente a 

incidência de diversas doenças e lesões causadas por fungos de pós colheita, 

enquanto que Debaryomyces hansenii reduziu em 80% a incidência de doença 

causada por Penicillium italicum em lima (HERNÁNDEZ-MONTIEL et al., 2010; 

WANG et al., 2014). 

Em estudo subsequente, D. hansenii inbibiu o crescimento micelial de Mucro 

circinelloidesm Aspergillus sp., Fusarium proliferatum e F. subglutians além de 

reduzir a produção de fumonisinas e a degradação causada por Penicillium citrinum 

em Lima-da-Pérsia no pós colheita (GONZÁLEZ-ESTRADA et al., 2017; MEDINA-

CÓRDOVA et al., 2016). 

Entre os fungos provenientes de ambientes marinhos, chaetociclinona A, 

isolada Chaetomium sp., exibiu atividade antifúngica dose-dependente contra 

Phytophtora infestans. O isolado Microsphaeropsis sp. derivado da esponja marinha 

Myxilla inscrustans produziu microesfaeropisina, uma molécula derivada de 

eremofilana com atividade contra Ustilago violácea e Mycotypha microspora 

(HÖLLER; KÖNIG; WRIGHT, 1999; LÖSGEN et al., 2007). 

Outro grupo de fungos muito estudado é o gênero Trichoderma, conhecido 

como agente de controle biológico e cujo compostos bioativos produzidos foram 

identificados (GAL-HEMED et al., 2011; GARO et al., 2003). 

O ecossistema antártico consiste em um dos ambientes mais hostis no mundo 

e a região marinha apresenta uma grande biodiversidade, com novas espécies 

sendo descobertas anualmente. Apesar das condições extremas do ambiente, os 

fungos estão fortemente presentes nesse ecossistema, devido a produção de 

enzimas, metabólitos secundários e moléculas bioativas que proporcionam 

vantagens competitivas aos fungos (VARRELLA et al., 2021; YARZÁBAL, 2016). 

A produção de metabólitos secundários produzidos por isolados de ambientes 

extremamente frios como a Antártica tem despertado o interesse como fontes 
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alternativas de moléculas para com aplicações biotecnológicas nas indústrias 

farmacêutica, alimentícia, cosmética e na agricultura (MURATE et al., 2015; 

VARRELLA et al., 2021). 

Estudos envolvendo a produção de compostos ativos por microrganismos 

contra X. axonopodis pv. glycinas, X. euvesicatoria, X. axonopodis pv. phaseol, X. 

campestris e X. vesicatoria tem sido desenvolvidos desde 2002 (ENCHEVA-

MALINOVA et al., 2015; MONCHEVA et al., 2002; SILBER et al., 2013). Em relação 

a moléculas associadas a fungos, Henriquez et al. (2014) relatam a atividade de 22 

fungos de esponjas da região da Antartica contra X. campestris. Extratos produzidos 

por fungos do gênero Penicillium associados a algas na Antártica apresentaram alta 

e seletiva atividade antifúngica, tripanocida e contra febre amarela. Espécies de 

Pseudogymnoascus, Guehomyces e Metschnikowia também apresentaram atividade 

antifúngica contra Candida krusei, C. albicans e Cladosporium sphaerospermum 

(VARRELLA et al., 2021). 

Dentre as moléculas produzidas e identificadas, destacam-se os compostos 

produzidos por membros do gênero Penicillium. Penicillium citreonigrum produziu 

fenóis e dicetopiperazinas com atividade inibitória contra células HCT116, 

Penicillium crustosum produziu dicetopiperazinas com atividade citotóxica em células 

K562, P. glabrum apresentou compostos com atividade anti-inflamatória e com 

capacidade de inibir tirosina fosfatase B1 (HA et al., 2020; HUANG et al., 2018; LIU 

et al., 2019).  

As enzimas produzidas por isolados da região antártica marinha também 

apresentam uma variedade de atividades biológicas. Dentre as enzimas produzidas, 

foram relatadas β-agarase, α-amilase, esterase, lacase, quitinase, entre outras  

(BHARUDIN et al., 2018; DUARTE et al., 2018; FURBINO et al., 2018; HASHIM et 

al., 2018; PENG; PENG; LING, 2020). 

 

3.2.1. Potencial de fungos como produtores de metabólitos secundários  

 

Aproximadamente 38% dos 22000 produtos naturais oriundos dos 

microrganismos são produzidos por fungos, o que torna esses organismos fontes 

importantes de compostos bioativos na natureza. Os fungos competem com outros 

indivíduos pelos mesmos nutrientes e substratos, além de sobreviverem em 
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condições muitas vezes hostis, como no caso de isolados encontrados em 

ambientes extremos. Para garantir sua sobrevivência, diversas estratégias foram 

desenvolvidas por esses organismos, como a produção de substâncias tóxicas aos 

seus competidores ou de compostos para proteção (DEMAIN, 2014; SHIN, 2020; 

STADNIK; BETTIOL; SAITO, 2003). 

O solo é o ambiente mais extensivamente explorado quanto a produção de 

produtos naturais bioativos por microrganismos, mas o número de compostos ativos 

isolados de ambientes marinhos tem crescido (DEMAIN, 2014; SHIN, 2020). 

Em 2017, 57% dos compostos marinhos naturais relatados foram produzidos 

por microrganismos marinhos. As bactérias foram responsáveis pela produção de 

242 novos compostos, sendo 137 desses metabólitos produzidos pelo gênero 

Streptomyces, 16 por representantes do gênero Pseudoalteromonas, 15 por 

Nocardiopsis e 14 por Bacillus. Para fungos de origem marinha, exceto mangues, 

em 2015 foram 369 novos compostos relatados, seguido de 328 no ano de 2016 e 

448 novas moléculas em 2017. Grande parte, 34%, dos fungos produtores de novos 

compostos foram isolados de sedimentos marinhos, enquanto o restante foi isolado 

de esponjas, cnidários, invertebrados, algas e ervas-marinhas. Dentre os fungos 

associados a mangues foram 101 novos compostos (CARROLL et al., 2019).   

O aumento do número de estudo de novos produtos naturais produzidos por 

fungos marinhos ainda tem crescido, e conforme a revisão apresentada por Carroll 

et al. (2021) representa 47% do total de produtos naturais desse ambiente sendo 

relatados durante todo o ano de 2019, com mais de 600 novos compostos descritos. 

No entanto, de acordo com Shin et al. (2020), embora mais de um milhão de 

metabólitos secundários associados aos fungos de ambientes marinhos tenham sido 

relatados, apenas ciclosporina A é comercializada, o que mostra que um esforço na 

compreensão dos métodos de triagem e otimização deve ser feito.  

Os organismos extremófilos são classificados em sete categorias, 

dependendo do habitat em que são encontrados. Piezófílos ou barófilos são 

encontrados em regiões de altas pressões hidrostáticas e são isolados geralmente 

de sedimentos ou das entranhas de animais que vivem no mar profundo ou região 

abissal. Os termófilos são organismos com temperatura ótima de crescimento entre 

50 e 80 ºC enquanto para os hipertermófilos a temperatura ótima excede os 80 ºC 

(HORIKOSHI, 1998; SKROPETA, 2008; WILSON; BRIMBLE, 2009).  
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No outro extremo das faixas termais estão os psicrófilos, encontrados na 

Antártica, no Ártico e nas regiões glaciais, com temperaturas ótimas abaixo de 15 

ºC. Halófilos são os organismos que requerem mais de 3% de NaCl para 

crescimento, já os xerófilos se desenvolvem em ambientes com baixa atividade de 

água como cinzas e desertos. Os acidófilos tem crescimento ótimo em pH<4 e os 

alcalófilos em pH>9 (DEMING, 2002; EVANS; JOHANSEN, 1999; WILSON; 

BRIMBLE, 2009). Os ambientes extremos requerem a adaptação da regulação de 

genes e do metabolismo celular para reprodução e desenvolvimento dos organismos 

que ali sobrevivem, assim, esses organismos constituem uma fonte de produtos 

naturais novos (ROTHSCHILD; MANCINELLI, 2001).  

Os fungos de ambientes extremos são uma fonte rica de novos compostos. 

Zhang et al. (2018) compilaram 314 compostos produzidos por fungos extremófilos 

dos quais 161 apresentaram atividade biológica. Essas moléculas foram obtidas de 

56 linhagens fúngicas dentre as quais estão: Penicillium sp. (21), Aspergillus sp. 

(11),  Acaromyces sp. (1), Malbranchea sp. (1) e pertencem a uma variedade de 

classes de compostos, incluindo terpenóides, alcalóides, peptídeos, ésteres, 

lactonas e  xanthonas. 

 

3.3. Fitopatógenos e a agricultura 

 

Grande parte das culturas agrícolas de importância econômica se espalharam 

para além de seu ambiente natural original, estando presentes ao redor do mundo, 

por isso as culturas se tornaram vulneráveis a novas doenças em seus novos 

ambientes. Esse fenômeno que levou a implementação de listas de quarentena 

específicas de patógenos não endêmicos ou de nível elevado de contenção para 

cada país, para minimizar e proteger a agricultura da região de danos causados por 

essas pragas (GAMLIEL, 2008). 

De maneira geral os fitopatógenos podem ser agrupados em: biotróficos, 

organismos altamente dependentes do hospedeiro e que obtém nutrientes de 

células vivas causando dano mínimo; necrotróficos, patógenos que efetivamente 

matam as células do hospedeiro a partir da secreção de fitotoxinas e enzimas de 

degradação da parede celular, se alimentando de nutrientes do tecido vegetal 

morto,; hemibiotróficos, indivíduos que inicialmente comportam-se como biotróficos 
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mas ao atingirem a fase de colonização atuam como necrotróficos, levando a morte 

do hospedeiro (DE SILVA et al., 2016; SHUPING; ELOFF, 2017). 

 

3.3.1. O gênero Xanthomonas 

 

O gênero de bactérias Xanthomonas é formado, em sua maioria, por 

bactérias associadas a plantas e geralmente não encontradas em outros ambientes. 

Esse gênero compreende cerca de 27 espécies e seus patovares que afetam 

aproximadamente 400 hospedeiros vegetais, muitos dos quais tem importância 

econômica, e que apresentam uma alta especificidade entre patógeno-hospedeiro 

(RYAN et al., 2011). Algumas das bactérias desse grupo não apresentam 

patogenicidade, mas infecções ocorrem em pelo menos 124 monocotiledôneas e 

268 espécies de dicotiledôneas de acordo com Leyns et al. (1984). 

As Xanthomonas são bastonetes, Gram-negativas, aeróbias obrigatórias, com 

um flagelo polar e não formadoras de esporos. Estão distribuídas ao redor do mundo 

e os danos causados nos vegetais pode causar perdas no rendimento do produtor. 

No Brasil, citros, mandioca, tomate, feijão, cana-de-açúcar, maracujá e pimentão são 

algumas das culturas de importância econômica e social afetadas por Xanthomonas 

(RODRIGUEZ-R et al., 2012; RYAN et al., 2011). 

As doenças causadas por esses fitopatógenos tem geralmente origem em 

sementes contaminadas, porém a disseminação dos patógenos para plantas sadias 

pode ocorrer devido à praticas agriculturais como a poda, nebulização, e também 

por fatores naturais como a chuva, ventos fortes, solos contaminados e insetos. As 

bactérias estão presentes na superfície foliar das plantas e crescem como epifíticas 

nesse habitat, a infecção ocorre quando o hospedeiro é invadido através de 

aberturas naturais, como hidatódios e estômatos, ou através de feridas mecânicas. 

Um outro foco de contaminação é o material vegetal morto acumulado, pois algumas 

espécies do gênero podem sobreviver no solo em associação com essa matéria e 

causar contaminação em futuras plantações por meio de feridas na região radicular 

(RYAN et al., 2011). 
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3.3.1.1. Xanthomonas citri subsp. citri  

 

O cancro cítrico é uma doença que ataca todas as espécies de citros de 

importância comercial, bem como suas variedades. As maiores perdas relacionadas 

à doença ocorrem em país localizados em regiões de clima favorável ao 

desenvolvimento da doença, como Brasil, Japão, Índia, e algumas áreas dos 

Estados Unidos da América. A doença está presente endemicamente na América do 

Sul, sendo encontrada na Argentina, Bolívia, Paraguai, Uruguai. No Brasil, o cancro 

cítrico é considerado um dos principais problemas fitossanitários relacionados ao 

plantio de citros  e se faz presente nos estados do Mato Grosso do Sul, Minas 

Gerais, Paraná, Roraima, Rio Grande do Sul, São Paulo e Santa Catarina (CABI, 

2017; EPPO, 2017; SANCHES et al., 2014). 

O agente causal do cancro cítrico são as bactérias Gram-negativas do gênero 

Xanthomonas. Essa doença acomete todas as variedades comerciais de citros no 

mundo, e tem um impacto severo na citricultura mundial (DAS, 2003; MOREIRA et 

al., 2010). As lesões protuberantes provocadas pelo patógeno surgem em folhas 

jovens, ramos e nos frutos após infecção (Figura 1), apresentando um aspecto 

encharcado e circundado por um halo clorado, o diâmetro da lesão aumenta e sua 

coloração torna-se marrom com passagem do tempo (SCHUBERT et al., 2001). 
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Figura 1. Sintomas de cancro cítrico em frutos, folhas e ramos. 

 

Fonte: Fundecitrus 

 

A doença apresenta um ciclo de 4 fases: disseminação, infecção, colonização 

e sobrevivência; que compreendem desde a chegada do patógeno ao pomar até sua 

permanência na área. A disseminação pode ser causada pela ação de chuvas, por 

ações antrópicas, pela contaminação de maquinário, de mudas ou materiais de 

colheita infectados. A infecção tem início com a penetração da bactéria por 

aberturas naturais ou ferimentos causados por equipamentos, atrito ou insetos como 

o minador dos citros. A multiplicação das bactérias se dá de forma localizada no 

ponto de penetração do tecido vegetal onde enzimas são liberadas para obtenção 

de nutrientes para os fitopatógenos e as células vegetais passam a ter aspecto 

encharcado e escurecido, uma vez que o tecido vegetal passa a ser degradado (DO 

AMARAL, 2003). 

A partir do ponto de infecção continua o processo de colonização do 

hospedeiro, onde o fator fundamental é a temperatura, com faixa ótima entre 25 ºC e 
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35 ºC. Lesões remanescentes entre um ano e outro permitem que a bactéria 

permaneça no ambiente, e quando uma lesão é molhada, a bactéria tem a 

oportunidade de se locomover para o filme de água na superfície da planta e dar 

início ao ciclo da doença novamente (BEHLAU, 2019). 

O cancro cítrico pode ser causado por diferentes patovars e linhagens da 

bactéria, sendo assim categorizado em diferentes tipos dependendo dos 

hospedeiros afetados, características e fisiologia das culturas, sorologia, 

sensibilidade, fenótipo e de características biomoleculares dos isolados (BEHLAU; 

BELASQUE JR, 2014). 

O agente causal do cancro cítrico Tipo A é o isolado Xanthomonas citri subsp. 

citri, enquanto que Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii linhagem B e 

Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii linhagem C causam, respectivamente, o 

cancro cítrico Tipo B e C (BEHLAU; GOCHEZ; JONES, 2020; GOTTWALD; 

GRAHAM; SCHUBERT, 2002; MOREIRA et al., 2010). 

A maior porção do dano econômico no mundo é causado pelo Tipo A, 

originário da Ásia, provavelmente nas regiões do Sul da China, Índia ou Indonésia. 

Os tipos B e C, no entanto, estão confinados até o momento apenas à América do 

Sul onde o cancro Tipo B foi relatado na Argentina, Paraguai e Uruguai; e o Tipo C 

no Brasil, limitado ao Estado de São Paulo (BEHLAU; GOCHEZ; JONES, 2020; 

CIVEROLO, 1984; MALAVOLTA JÚNIOR et al, 1984; MOREIRA et al., 2010). 

Diversas espécies de citros são alvos da doença causada por Xanthomonas 

citri subsp. citri (X. citri) porém, o nível de susceptibilidade entre os cultivares varia, 

com Citrus paradisi (toranja) e C. aurantifolia (limão-galego ou lima comum) sendo 

os mais susceptíveis em cultivo. Entre as espécies relativamente tolerantes à 

doença estão C. reticulata (tangerina) e C. sinensis (laranja doce) (MOREIRA et al., 

2010). Variantes do cancro cítrico Tipo A também foram descritas na literatura, a 

variante A* foi isolada de C. auratifolia no Sudeste Asiático (VERNIÈRE et al., 1998). 

A variante Aw, considerada um subgrupo de A*, foi detectada no Sul da Flórida ao 

ser isolada de C. auratifolia e C. macrophylla (SUN et al., 2004). 

As espécies de C. limon (limão-siciliano) são predominantemente alvo do 

cancro cítrico Tipo B, mas a doença já foi identificada em C. sinensis e em C. 

paradisi e os sintomas da doença são similares, porém aparecem mais lentamente 

em relação ao Tipo A. O cancro cítrico Tipo C, por sua vez, é restrito a C. aurantifolia 
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e não ocorre em C. paradisi (CIVEROLO, 1984; DAS, 2003; MOREIRA et al., 2010; 

NAMEKATA, 1971). 

Além de diferenças entre patogenicidade, os isolados do gênero 

Xanthomonas também apresentam variação em relação a sensitividade ao cobre. 

Casos de resistência a esse metal foram relatados para linhagens de Xanthomonas 

citri subsp. citri e X. alfafae subsp. citrumelonis e seu desenvolvimento tem sérias 

implicações e impacto para o uso de produtos bactericidas a base de cobre 

(BEHLAU; GOCHEZ; JONES, 2020). 

No estado de São Paulo o cancro cítrico foi detectado na região de Presidente 

Prudente em 1957 e de lá se disseminou para o restante do país de acordo com 

(BITANCOURT, 1957). Ainda recentemente, os métodos de controle da doença 

incluíam medidas de erradicação e exclusão de talhões com o objetivo de eliminar 

ou limitar a disseminação da doença (FEICHTENBERGER et al,, 2005). No entanto, 

devido ao aumento de incidência da doença em território nacional nos últimos anos 

a legislação federal para o controle do cancro cítrico foi alterada em 2016. 

A Instrução Normativa nº 37, de 5 de Setembro de 2016, estabelece 4 

categoriais para manutenção da situação fitossanitária do cancro cítrico: I – Área 

com Praga Ausente, II – Área Livre de Praga (ALP), III – Área sob Erradicação ou 

Supressão, e IV – Área sob Sistema de Mitigação de Risco (SMR) (BRASIL, 2016). 

A nova legislação permite, de acordo com a incidência da doença, a implementação 

de medidas de manejo na área contaminada assim, plantas com sintomas não 

precisam ser eliminadas e medidas de controle são aplicadas para proteção dos 

frutos contra infecções, de maneira a reduzir o impacto da doença na produção. 

De acordo com a legislação o controle do cancro cítrico depende da condição 

fitossanitária da doença na área. Dentre as medidas de controle estão o uso de 

mudas sadias, utilização de espécies ou variedades menos suscetíveis, o uso de 

quebra ventos, a aplicação de cobre, o controle do minador de citros, o uso de 

indutores de resistência e outras medidas complementares, como o controle do 

acesso de pessoas e veículos aos pomares, desinfestação de equipamentos e 

ferramentas e a inspeção dos pomares (BEHLAU, 2019; FEICHTENBERGER et al., 

2005). 

O uso de plantas resistentes pode reduzir as medidas complementares, pois 

embora todas as espécies possam ser afetadas há uma diferença na suscetibilidade 

das mesmas. Já o uso de quebra-ventos é essencial para pomares para fruta para 
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mesa, principalmente em regiões com alta incidência de ventos. O objetivo dos 

quebra-ventos é formar um obstáculo, reduzindo a velocidade do vento e 

consequentemente a disseminação da bactéria. O uso de cobre nos pomares não 

previne a entrada do fitopatógenos, é uma medida que ajuda a reduzir a quantidade 

de sintomas nas plantas e a queda dos frutos. Os produtos utilizados são à base de 

cobre como o oxicloreto de cobre, hidróxido de cobre e óxido cuproso. Eles formam 

uma camada protetora quando aplicados e evitam novas infecções. O controle do 

minador dos citros é preventivo e realizado com inseticidas para diminuir a 

ocorrência de ferimentos nas plantas (BEHLAU, 2019; DE OLIVEIRA et al., 2008). 

 

3.3.1.2. Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae  

 

O gênero Passiflora reúne mais de 450 espécies de maracujá, das quais 

cerca de 60 são comestíveis. O Brasil é o maior produtor de maracujá-amarelo ou 

maracujá azedo do mundo. A região Nordeste é responsável pela maior parte da 

produção de maracujá, com 64,90% da produção nacional.  

A bacteriose, mancha-bacteriana ou mancha oleosa, causada pela bactéria X. 

axonopodis pv. passiflorae (X. passiflorae) é uma das doenças mais severas de 

ocorrência nos pomares de maracujá no Brasil (Figura 2) (MUNHOZ et al., 2015). A 

primeira detecção da doença ocorreu na região de Araraquara em 1969 (FISCHER; 

KIMATI; REZENDE, 2005), no Brasil a doença causa prejuízos econômicos 

significativos no país, visto que o país é um dos principais produtores de maracujá 

do mundo. 
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Figura 2. Sintomas da mancha-bacteriana em maracujá. 

 

Fotografia: Ishida e Halfeld-Vieira. Fonte: EMBRAPA 

 

As regiões de maior produção do maracujá no país também são regiões que 

oferecem condições ótimas de temperatura (temperaturas maiores que 30 ºC e 

umidade elevada) e umidade para o desenvolvimento e multiplicação da bactéria, e 

a principal razão das perdas relacionadas à doença é a dificuldade do controle. Uma 

vez ocorre à infecção o controle químico do fitopatógeno torna-se ineficiente, devido 

à alta taxa de multiplicação da bactéria. A disseminação da doença se dá por fatores 

abióticos como chuvas, ventos, pela água de irrigação, por sementes e mudas 

contaminadas e também através da alimentação por insetos de folhas lesionadas e 

a contaminação e sintomas se dão dá mesma forma que o cancro cítrico (ISHIDA; 

HALFELD-VIEIRA, 2009). 

As medidas de controle da bacteriose consistem na utilização de mudas e 

sementes sadias que passam por tratamento térmico para erradicação da bactéria 

como método preventivo. Na região do cerrado o manejo da bactéria é feito por 

manejo integrado de controles químicos, cultural e genético (ISHIDA; HALFELD-

VIEIRA, 2009; LIMA et al., 2006). 

O uso de químicos a base de cobre, como o sulfato de cobre, em conjunto 

com bactericidas é indicado para manejo da doença após poda de limpeza até a 

ausência dos sintomas, embora tenha sido ineficaz em alguns casos relatados 

(FISCHER; KIMATI; REZENDE, 2005). No entanto o uso de compostos cúpricos 

pode levar à seleção de patógenos resistentes aos químicos. Uma opção simples no 

controle da doença é a utilização de variedades resistentes, enquanto o 

melhoramento genético das plantas ainda está em desenvolvimento no país.  
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3.3.1.3. Xanthomonas campestris pv. campestris  

 

As crucíferas são parte da família Brassicaceae que consiste de 338 gêneros 

e aproximadamente 3700 espécies que incluem culturas como couve, repolho, 

brócolis, couve napa, nabo e rabanete (AL-SHEHBAZ; BEILSTEIN; KELLOGG, 

2006). Um dos patógenos mais destrutivos para essas culturas é a bactéria 

causadora da podridão negra, Xanthomonas campestris pv. campestris (Figura 3). 

Esse fitopatógeno está distribuído mundialmente e no Brasil foi detectado e relatado 

em 1985 em amostras de couve-flor, couve e sementes de repolho (CABI, 2020; 

MARIANO et al., 1985). 

 

Figura 3. Sintomas da podridão negra em crucíferas. 

 

Fonte: Agrolink 

 

Os efeitos da infeção por essa bactéria Gram-negativa podem ser severos, 

especialmente quando essas culturas tem seu valor econômico nas folhas, como no 

caso do repolho e couve. Assim, é uma doença de grande importância para os 

produtores, uma vez que não existe um agente químico ou biológico disponível 

comercialmente (DA SILVA et al., 2019). O método de controle da doença limita-se 

ao controle da própria cultura e uso de substâncias químicas em manejo de praga 

integrado, no entanto a eficiência desses métodos tem atingido níveis variáveis de 

eficácia. O uso de produtos alternativos foi proposto, mas ainda não amplamente 

estudado, o que torna essa bactéria um alvo potencial de pesquisas que visam o uso 
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de produtos naturais produzidos por microrganismos como controle de doenças 

(NUÑEZ et al., 2018). 

 

3.3.2. Rhizoctonia solani 

 

Rhizoctonia solani é um fungo de ocorrência mundial que afeta diversas 

culturas, entre elas membros das famílias Poaceae (arroz, trigo, aveia), Fabaceae 

(soja, amendoim, feijão), Solanaceae (tabaco e batata), e Brassicaceae (canola), 

assim a espécie é considerada a mais importante dentro do gênero Rhizoctonia 

(AJAYI-OYETUNDE; BRADLEY, 2018). Este fitopatógeno está presente no solo, 

causando o tombamento de plântulas e cancro nas regiões do caule e raiz dos 

hospedeiros (Figura 4) e, sendo um fungo necrotrófico, causa a morte gradual de 

seu hospedeiro, gerando perdas aos agricultores (ABBAS et al., 2019; 

ABDOULAYE; FODA; KOTTA-LOIZOU, 2019). 

 

Figura 4. Tombamento ou podridão negra causada por Rhizoctonia solani. 

 

Fonte: Agrolink 

 

Atualmente o controle de R. solani envolve rotação de culturas, uso de 

cultivares resistentes e fungicidas, nenhum dos quais tem sido eficaz. Os 

mecanismos de promoção de infecção e outros aspectos da interação planta-

patógeno em diversas culturas afetadas por esse fungo ainda é limitado, o que 

dificulta o desenvolvimento de cultivares resistentes ao fitopatógeno (AJAYI-

OYETUNDE; BRADLEY, 2018). Além disso, mesmo com uma aplicação extensiva 

de compostos químicos, esse patógeno mostrou-se persistente principalmente 
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devido a formação de escleródios, que permitem a sobrevivência do patógeno em 

condições desfavoráveis (ABBAS et al., 2019; LI et al, 2021). 

 

3.3.3. Macrophomina phaseolina 

 

Um fungo generalista de solo e presente mundialmente, Macrophomina 

phaseolina afeta pelo menos 500 espécies de plantas em mais de 100 famílias, 

causando doenças como podridão do caule e da raiz, podridão do carvão e ferrugem 

das plântulas (MARQUEZ et al., 2021). Esse fitopatógeno está presente em regiões 

áridas e tropicais e é persistente devido às suas variações morfológicas, genéticas, 

fisiológicas e patogênicas, além da formação de escleródios que auxiliam na 

adaptação e sobrevivência em diversas as condições ambientais (Figura 5) (GHOSH 

et al., 2018).  

 

Figura 5. Sementes e caule de feijão-caupi infectadas por Macrophomina 

phaseolina. 

 

Fotografia: Halfeld-Vieira. Fonte: EMBRAPA 

 

A intensidade da doença no hospedeiro está relacionada com a população de 

escleródios viáveis no solo assim, técnicas que reduzem a densidade do inóculo no 

solo podem ser capazes de reduzir o impacto da doença. Ainda assim, não existe 

um único tipo de controle que possa ser considerado ideal, dessa maneira o uso de 

técnicas integradas se faz necessário e depende das condições sociais e 

econômicas das regiões afetadas (LODHA; MAWAR, 2020; MARQUEZ et al., 2021).  
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3.3.4. Sclerotinia sclerotiorum 

 

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo fitopatógeno que afeta 408 espécies de 

plantas, distribuídas em 278 gêneros e 75 famílias. Esse fitopatógeno apresenta 

diversos modos de infecção, amplo espectro de hospedeiros, e características 

biotróficas e necrotróficas (LIANG; ROLLINS, 2018; WANG et al., 2019). O fungo 

infecta folhas, flores e as hastes de seu hospedeiro, induzindo doenças que podem 

se desenvolver até mesmo durante a pós-colheita (Figura 6). O controle da doença é 

difícil devido à persistência dos escleródios no solo por longos períodos de tempo e 

à produção de ascósporos no ar (SMOLIŃSKA; KOWALSKA, 2018).  

 

Figura 6. Sintomas de mofo-branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum. 

 

Fonte: Agrolink 

 

O controle de S. sclerotiorum ocorre em diversas etapas do plantio de seu 

hospedeiro e é fortemente dependente da aplicação de fungicidas, visto que existe 

uma severa falta de resistência ao patógenos nas culturas afetadas. Assim, o 

controle biológico e uso de produtos naturais de baixa toxicidade são fundamentais 

para o controle do fitopatógeno (SMOLIŃSKA; KOWALSKA, 2018; WANG et al., 

2019). 
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3.4. Controle de fitopatógenos 

 

Os mecanismos principais de defesa das plantas contra patógenos são a 

resistência, definida como a capacidade do hospedeiro de limitar a multiplicação do 

patógeno, e a tolerância, que é a capacidade de reduzir o efeito da infeção 

independendo do nível de multiplicação do agente infeccioso. Os dois mecanismos 

coexistem e determinam a dinâmica da interação planta-hospedeiro (PAGÁN; 

GARCÍA-ARENAL, 2018). 

Os fitopatógenos, porém, são persistentes em evitar as defesas de seus 

hospedeiros, causando perdas que podem chegar a bilhões de dólares americanos 

anualmente (SHUPING; ELOFF, 2017). O controle das doenças em plantas é 

essencial para que a qualidade e abundância da produção seja mantida. As 

estratégias de manejo ou erradicação dessas doenças variam, porém, grande parte 

dos agricultores dependem de pesticidas e fertilizantes químicos para manter a 

produtividade (SHAFI; TIAN; JI, 2017). 

O uso do cobre em larga escala na agricultura teve início em 1885, com a 

descoberta da Calda bordalesa ou mistura de Bordeaux por Pierre-Marie Alexis 

Millardet. Desde então o cobre assim como compostos antimicrobianos à base de 

cobre tem sido extensivamente utilizado na agricultura como fungicida e bactericida 

(LA TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018). 

A razão do amplo uso desse metal na agricultura reside no espectro de 

atividade dos compostos cúpricos, que abrange muitos dos microrganismos 

fitopatógenos. O composto ainda tem função-chave no manejo integrado de pragas 

e se tornou essencial para a agricultura orgânica, que depende quase que 

exclusivamente de seu uso. A alta toxicidade em fitopatógenos, o baixo custo, a 

baixa toxicidade em mamíferos, a estabilidade química e o efeito residual 

prolongado são alguns dos benefícios do uso de compostos cúpricos. Dentre as 

desvantagens atreladas ao seu uso encontramos a fitotoxicidade, o desenvolvimento 

de linhagens resistentes ao cobre, acumulação no solo, os efeitos negativos na biota 

terrestre e parâmetros de qualidade nos alimentos (LA TORRE; IOVINO; 

CARADONIA, 2018; LAMICHHANE et al., 2018). 

De acordo com os relatórios do Comitê de Resistência a Ação Fungicida 

(“Fungicide Resistance Action Committee”, FRAC) fungos fitopatógenos não 
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apresentaram até 2021 nenhuma resistência aos compostos cúpricos sendo 

empregados enquanto diversos patógenos bacterianos desenvolveram resistência 

ao metal (FRAC, 2021). Linhagens bacterianas com tolerância ou resistência à cobre 

foram isoladas de diversas culturas agrícolas desde o início dos anos 80, e seu 

aparecimento é relatado com maior frequência a partir dos anos 90 (COOKSEY; 

AZAD, 1992). 

Outras preocupações em relação a esses compostos estão na 

sustentabilidade a longo termo para proteção de culturas e o impacto na saúde 

humana e na biodiversidade que seu uso intensivo por mais de um século tem 

causado. A presença de altos níveis de Cu em solo cultivado pode produzir estresse 

nas plantas e reduzir a fertilidade do solo, resultando em efeitos adversos no 

rendimento e qualidade da produção. Além disso, o cobre quando em alta 

concentração é tóxico para as raízes das plantas, pois interfere na captação de ferro 

(Fe) e outros nutrientes, pode reduzir a germinação de sementes e emergência de 

mudas (LAMICHHANE et al., 2018). 

A aplicação de cobre se dá pela pulverização em folhas, onde o composto 

tem ação protetiva, permanecendo na superfície foliar sem ser absorvido pelo tecido 

vegetal. Com a ação de ventos, chuvas e do processo de irrigação, o metal chega 

até o solo, onde permanece como contaminante, causando bioacumulação e 

toxicidade, já que não pode ser degradado e sua remoção via lixiviação, escoamento 

ou absorção é desprezível (LA TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018). 

As formulações químicas desempenharam um importante papel no aumento 

da qualidade e quantidade das colheitas. Entretanto, perigos como a poluição 

ambiental e as discussões sobre efeitos residuais de pesticidas na saúde humana e 

no ecossistema terrestre são tópicos que tem alterado a percepção e posição de 

muitas pessoas em relação ao uso dessas substâncias, abrindo um caminho para o 

controle biológico ou por produtos naturais (SHAFI; TIAN; JI, 2017).  

Extratos de plantas ou compostos derivados desses organismos já foram 

utilizados comercialmente contra fungos em larga escala nas áreas de agricultura e 

horticultura. Uma das vantagens desse tipo de abordagem é a presença de mais de 

um constituinte antifúngico na composição do extrato, o que consequentemente 

reduz o desenvolvimento de resistência pelos patógenos se diferentes rotas 

metabólicas são atacadas pelos diferentes compostos. Além disso, o uso de 
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produtos naturais permite a rotulagem do cultivo como “orgânico” (SHUPING; 

ELOFF, 2017). 

Com base nas evidencias acumuladas do potencial de fungos da Antártica e 

considerando a necessidade de alternativas ao controle de fitopatógenos, entre eles 

membros do gênero Xanthomonas e fungos, está pesquisa busca contribuir com o 

estudo de metabólitos secundários produzidos por fungos da Antártica com potencial 

antimicrobiano.  
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CAPÍTULO 1 

BIOPROSPECÇÃO E FRACIONAMENTO DE EXTRATOS PRODUZIDOS POR 

FUNGOS DE SEDIMENTOS MARINHOS DA ANTÁRTICA 

RESUMO 

Metabólitos secundários são compostos de baixo peso molecular não essenciais 
para o desenvolvimento e reprodução dos organismos vivos. Essas moléculas tem 
sua aplicação na indústria farmacêutica, agrícola, alimentícia, têxtil, e na área clínica 
como antibióticos, agentes antitumorais, promotores de crescimento vegetal, 
inibidores enzimáticos entre outras. Os fungos são responsáveis por grande parte 
dos produtos naturais conhecidos, e produzem esses compostos como estratégia de 
competição contra outros organismos e sobrevivência em ambientes extremos. O 
ambiente mais explorado quanto à produção de moléculas ativas é o solo, mas 
desde 2017 o número de compostos relacionados ao ambiente marinhos tem 
aumentado e 47% do total de produtos relatados oriundos desse ambiente tem 
origem em fungos. Nesse contexto, o potencial de quatro fungos de sedimentos 
marinhos da Antártica e seus extratos foram explorados. Para tal, a atividade 
antibacteriana dos extratos foi avaliada in vitro em Xanthomonas citri subsp. citri 
linhagem 306, agente causador do cancro cítrico, X. axonopodis pv. passiflorae 
isolado LM4a, responsável pela mancha-bacteriana do maracujazeiro, e X. 
campestris pv. campestris, causadora da podridão negra; e os extratos foram 
submetidos à análise por cromatografia líquida para comparação do perfil químico. 
X. citri foi mais sensível aos extratos e X. campestris a mais resistente. O isolado 
Penicillium sp. CRM 1540 apresentou resultados promissores em dois meios de 
cultivo, inibindo o crescimento in vitro das três Xanthomonas. Uma diferenciação 
inter-específica dentro do gênero das bactérias-alvo foi revelada, visto que 
resultados divergentes foram observados quanto à atividade antibacteriana de um 
mesmo extrato em espécies diferentes, sendo X. campestris o fitopatógeno com 
maior resistência aos extratos avaliados. Dessa maneira, o uso de formulações 
contendo mais de um composto bioativo parece ser preferível para o combate das 
bactérias do gênero Xanthomonas. 

 

Palavras-chave: Penicillium sp.; Cancro cítrico; Mancha-bacteriana; Podridão negra; 
Xanthomonas. 



 

 

 

CHAPTER 1 

BIOPROSPECTION AND FRACTIONATION OF CRUDE EXTRACTS PRODUCED 

BY FUNGI FROM MARINE SEDIMENTS FROM ANTARCTICA 

ABSTRACT 

Secondary metabolites are compounds of small molecular weight non essentials for 
development and reproduction of organisms. These molecules are employed in the 
pharmaceutical, agricultural, food, textile and clinical industries as antibiotics, 
antitumoral agents, promoters of plant growth, enzymatic inhibitors and more. Fungi 
are responsible for great part of natural compounds known, producing these 
compounds as a strategy against other organisms and for survival in extreme 
habitats. The most explored environment for the production of active molecules is the 
soil, but since 2017 the number of compounds related to the marine environment has 
grown, and 47% of the total of products described from this area are from fungi. In 
this context, the potential of four fungi from Antarctica marine sediments e its extracts 
were explored. For this, the antibacterial activity of the extracts was assayed in vitro 
against Xanthomonas citri subsp. citri strain 306, causal agent of citrus canker, X. 
axonopodis pv. passiflorae isolate LM4a, responsible for bacterial spot in 
passionfruit, and X. campestris pv. campestris, agent for black rot; and the extracts 
were submitted to chromatography analysis for comparison of chemical profile. X. 
citri showed more sensitivity to the extracts and X. campestris the most resistance. 
Isolate Penicillium sp. CRM 1540 showed promising results in two culture media, 
inhibiting the growth of the three Xanthomonas in vitro. An inter-species 
differentiation among targeted bacteria was revealed as diverging results of 
antibacterial activity were observed for the same crude extract in different species, 
with X. campestris being the phytopathogen more resistant to the evaluated extracts. 
Therefore, it is possible thay the use of formulations with more than one active 
compound may favor the control of bacterias from the Xanthomonas group. 

 

Keywords: Penicillium sp.; Citrus canker; Leaf spot; Black rot; Xanthomonas. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As condições severas da Antártica fazem com que os microrganismos deste 

ambiente desenvolvam adaptações bioquímicas e fisiológicas para sua adaptação e 

sobrevivência (ENCHEVA-MALINOVA et al., 2014; FURBINO et al., 2014; VINCENT, 

2000). Devido à essas adaptações, estes microrganismos são uma fonte rica de 

produtos naturais baseados em estruturas químicas únicas (FURBINO et al., 2014; 

TIAN; LI; ZHAO, 2017). 

Devido ao isolamento geográfico e às condições inóspitas, no entanto, uma 

diversidade abrangente de fungos da região, com potencial aplicação biotecnológica, 

permanecem sub representados quando comparados com outras regiões polares, 

temperadas e tropicais, especialmente em relação ao seu arsenal de moléculas 

bioativas que são de extrema relevância para o entendimento da dinâmica dos 

ecossistemas antárticos e para a obtenção de produtos naturais de valor agregado 

(GONÇALVES et al., 2015; PIKUTA; HOOVER; TANG, 2007). 

Pesquisas tem evidenciado o potencial de fungos do ambiente antártico, tanto 

marinhos quanto terrestres, em produzir produtos naturais para aplicações 

farmacêuticas, agrícolas e industriais (FURBINO et al., 2014; GONÇALVES et al., 

2015; HENRIQUEZ et al., 2014; SVAHN et al., 2015).  

Na área agrícola estes microrganismos têm apresentado potencial para 

produção de metabólitos secundários com atividade antibacteriana contra 

Xanthomonas, bactérias fitopatogênicas responsáveis por doenças em diversas 

espécies vegetais economicamente importantes (ENCHEVA-MALINOVA et al., 2015; 

HENRIQUEZ et al., 2014; NEDIALKOVA; NAIDENOVA, 2005; SILBER et al., 2013). 

No Brasil, por exemplo, muitas doenças causadas por Xanthomonas afetam 

culturas de grande importância econômica e social tais como: citros, mandioca, 

tomate, feijão, maracujá, cana-de-açúcar (RODRIGUEZ-R et al., 2012; RYAN et al., 

2011). 

Estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa encontraram 32 

fungos isolados da Antártica (gêneros: Penicillium, Pseudogymnoascus, Cadophora, 

Paraconiothyrium e Toxicocladosporium), produtores de extratos com atividade 

antibacteriana contra X. citri subsp. citri, X. axonopodis pv. passiflorae e X. 
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euvesicatoria (PURIĆ et al., 2018; VIEIRA; PURIC et al., 2018). Demonstrando 

assim a capacidade destes microrganismos em produzir compostos com potencial 

ação contra Xanthomonas. Entretanto há a necessidade de realizar a purificação e 

identificação dos compostos bioativos responsáveis pela atividade antibacteriana 

destes extratos. 

 

1.1. Objetivos 

 

a. Extrair os metabólitos secundários produzidos em três meios de cultivo distintos e 

avaliar sua atividade antibacteriana in vitro contra Xanthomonas citri subsp. citri, 

X. axonopodis pv. passiflorae e X. campestris pv. campestris; 

b. Selecionar os meios de cultivo com metabólitos ativos para extração em maior 

volume; 

c. Fracionar os extratos brutos por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC – 

“High Pressure Liquid Chromatography”). 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Recursos microbianos 

 

Os isolados selecionados para produção de metabólitos de interesse na etapa 

de reavaliação foram reativados da coleção de pesquisa da Central de Recursos 

Microbianos da UNESP (CRM-UNESP), onde se encontram preservados por meio 

de ultracongelamento à -80 ºC. 

Os fungos filamentosos foram isolados de sedimentos marinhos coletados na 

Antártica durante e fase IV da OPERANTAR XXXIII (Janeiro de 2015) pela Prof.ª 

Dr.ª Lara Durães Sette (UNESP, Rio Claro) no âmbito do Projeto PROANTAR/CNPq 

intitulado “A vida microbiana na criosfera antártica: mudanças climáticas e 

bioprospecção – MICROSFERA”, sob a coordenação da Prof.ª Vivian Pellizari 

(IO/USP). Os isolados estão sob investigação quanto a sua identificação completa, 

porém resultados preliminares de gênero e similaridade com outros isolados do 

gênero Penicillium são relatados por Wentzel et al. (2019).  

Os fitopatógenos bacterianos utilizados na etapa de bioprospecção da 

atividade antimicrobiana dos extratos e frações foram cedidos por parceiros de 

pesquisa. 

A bactéria causadora do cancro cítrico, Xanthomonas citri subsp. citri 

linhagem 306 (X. citri) foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira, do 

Laboratório de Genética Microbiana da UNESP de Rio Claro; X. axonopodis pv. 

passiflorae linhagem LM4a (X. passiflorae), isolada de maracujá azedo em Limeira – 

SP, foi gentilmente cedida pela Prof.ª Dr.ª Maria Lúcia Carneiro Vieira da 

ESALQ/USP. Testes de atividade antibacteriana também foram conduzidos contra 

Xanthomonas campestris pv. campestris ACM 477 (X. campestris), em parceria com 

o Capon Group, grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Robert J. Capon do 

Institute for Molecular Bioscience da Universidade de Queensland, em Brisbane, 

Austrália. Com exceção de X. campestris, os patógenos são mantidos em 

ultrafreezer a -80 ºC no Departamento de Biologia Geral e Aplicada (IB/UNESP – Rio 

Claro) para preservação.  
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2.2. Seleção de isolados de interesse 

 

Quatro isolados, Penicillium sp. CRM 1545A, Penicillium sp. CRM 1540, 

Penicillium sp. CRM 1527 e Penicillium sp. CRM 1545B, com atividade 

antibacteriana previamente relatada por nosso grupo de pesquisa (PURIĆ et al., 

2018) foram selecionados e reavaliados quanto à atividade em X. citri, X. passiflorae 

e X. campestris. 

 

2.2.1. Condições de cultivo e extração de metabólitos 

 

Os fungos foram reativados em placas de Petri com meio de cultivo Malte 2% 

(M; 20 g/L da composição comercial: 80,0% de Maltose, 6,0% de susbtâncias 

protéicas, 5,0% de cinzas. KASVI) e incubados à 15 ºC por 7 dias em incubadora do 

tipo B.O.D. (SOLAB SL – 200/300). 

Em seguida um disco de aproximadamente 5 mm da borda da cultura 

reativada foi transferido para novas placas para adaptação nos seguintes meios de 

cultivo: Malte 2%, “Potato Dextrose Broth” (PDB; 39 g/L da composição comercial: 

200 g/L de infusão de batata, 20 g/L de glicose. KASVI) e Czapek Dox Broth (Cz; 34 

g/L da composição comercial: 2,0 g/L de nitrato de sódio, 0,5 g/L de sulfato de 

magnésio, 0,5 g/L de cloreto de potássio, 0,01 g/L  de sulfato ferroso, 1,0 g/L de 

difosfato de potássio, 30 g/L de sacarose. KASVI). Os meios foram preparados 

conforme recomendação do fabricante e para cultivo em meio sólido foi adicionado 

15 g/L de ágar bacteriológico KASVI à formulação. 

Após 7 dias de incubação à 15 ºC, discos contendo ágar + micélio foram 

transferidos para frascos erlenmeyers (250 mL) contendo 150 mL dos respectivos 

meios de cultivo (3 discos/frasco). Os isolados foram incubados à 15 ºC com 

agitação de 150 rpm por 20 dias para produção de metabólitos secundários em 

incubadora tipo “shaker” (SOLAB SL 221). 

A biomassa foi removida da fase líquida por filtração à vácuo e descartada 

após esterilização em autoclave (121 ºC e 1 atm). O sobrenadante foi submetido à 

extração líquido-líquido com acetato de etila (AcOEt, grau de pureza PA) por 5 vezes 

para 1 parte de sobrenadante e 3 partes de solvente (v/v). Após a extração o 
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solvente foi removido em evaporador rotativo com banho-maria à 35 º acoplado à 

resfriador (Evaporador FISATOM 802, Banho de aquecimento FISATOM 

ANALÓGICO 550, Banho ultratermostático SOLAB SL 152) e concentrador de 

amostras com pressão de ar e aquecimento à 40 ºC (SOLAB SL – 23). Um esquema 

simples da produção de metabólitos secundários nos três meios de cultivo e da 

etapa de extração orgânica e secagem é apresentado na Figura 7. 

Figura 7. Produção de metabólitos secundários e obtenção dos extratos orgânicos 

secos. 

Fonte: A Autora. (A): Produção de metabólitos secundários em meio Malte 2%, “Potato 
Dextrose Broth” e Czapek à 15 ºC e 150 rpm por 20 dias. (B): Extração liquido-líquido com 

acetato de etila (EtOAc) na proporção de 3:1 seguida de remoção do solvente em 
rotaevaporador rotativo com banho-maria à 35 ºC. 

 
 

O solvente recuperado na rotaevaporação foi reutilizado em processos de 

extração de amostras semelhantes e então devidamente descartado. Os extratos 

orgânicos obtidos foram armazenados em geladeira após a remoção do solvente de 

extração. 
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2.2.2. Avaliação da atividade antibacteriana dos extratos 

 

Os extratos orgânicos secos, mantidos a 10 ºC, foram dissolvidos em solução 

de dimetilsulfóxido (DMSO, CAS 67-68-5 SIGMA-ALDRICH) a 10% em água 

destilada (v/v) para uma concentração estoque de 30000 µg/mL. O estoque foi em 

seguida diluído em meio NYG (0,3% de extrato de levedura KASVI, 0,5% de peptona 

bacteriológica KASVI e 2% de glicerol SYNTH) para 3000 µg/mL (concentração de 

DMSO = 1%). Os extratos foram avaliados quanto à sua atividade em X. citri e X. 

passiflorae pelo método REMA (“Resazurin Microtiter Assay”) em placa de 96 poços 

(SILVA et al., 2013), e por determinação densidade óptica em 600 nm quanto a 

atividade em X. campestris. Foram adicionados 200 µL do extrato na placa e em 

seguida o mesmo foi submetido à micro diluição para que o efeito antimicrobiano 

fosse observado nas concentrações subsequentes: 1500 µg/mL, 750 µg/mL e 375 

µg/mL. Os testes foram realizados em triplicata (Figura 8). 

 

Figura 8. Disposição das amostras em microplaca de 96 poços para teste de 

atividade antimicrobiana in vitro 

 

Fonte: A Autora..DMSO 1% (Dimetilsulfóxido): Controle de Veículo; Canamicina (20 µg/mL): 
Controle Positivo; Fitopatógeno (CN): Controle Negativo. 

 

Os fitopatógenos X. citri e X. passiflorae foram reativados em meio NYG ágar 

(2% ágar bacteriológico) e incubados por 48h à 29 ºC em estufa do tipo B.O.D 
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(SOLAB SL – 200/300). Após a incubação uma alçada contendo células bacterianas 

foi transferida para 20 mL de meio NYG líquido. Esse pré-incóculo foi incubado 

overnight à 29 ºC e 200 rpm (Incubadora “shaker” SOLAB SL 221) até atingir 

densidade óptica de 0,8 em 600 nm (DO600). O pré-inóculo foi diluído 1:10 em meio 

NYG e 10 µL foram adicionados por poço. X. campestris foi reativada em meio NYG 

e pré-inóculo foi preparado transferindo uma alçada de bactéria em 10 mL de NYG 

líquido, incubado à 30 °C e 190 rpm overnight. O pré-inóculo com DO600 de 0,4 foi 

diluído em NYG 1:5 e 10 µL foram adicionados em cada poço da placa. O volume 

final de células na placa para os três fitopatógenos foi de 105 células/poço. 

Para os testes em X. citri e X. passiflorae foi utilizada uma solução de 20 

µg/mL de canamicina (CAS 70560-51-9, SIGMA ALDRICH) em água (v/v) como 

Controle Positivo (CP), para X. campestris rifampicina a 50 µg/mL (CAS 13292-46-1, 

SIGMA ADRICH) foi usado como CP. O Controle Negativo (CN) consistiu de meio 

NYG e células bacterianas e DMSO 1% diluído em água (v/v) foi usado como 

controle de veículo (CV) em todos os testes de atividade antibacteriana.  

A placa de 96 poços foi incubada em estufa à 29 ºC entre 16 e 18h, após esse 

período foram adicionados 15 µL de solução de resazurina 0,01% (m/v) em cada 

poço da placa. Em seguida a placa foi incubada à 29 ºC por 1h 30 min e analisada 

em espectrômetro de fluorescência Biotek Synergy H1MFD (Figura 9). A partir dos 

dados de unidade de fluorescência (UF) coletados, a atividade antibacteriana dos 

extratos contra X. citri e X. passiflorae foi determinada pela fórmula de abaixo em 

relação ao Controle Negativo (CN): 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 𝑑𝑜 𝐶𝑟𝑒𝑠𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) =
(𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑈𝐹 𝑑𝑒 𝐶𝑁 − 𝑈𝐹 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜)

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑈𝐹 𝑑𝑒 𝐶𝑁
∗ 100 

Onde: 

UF: Unidades de Fluorescência; CN: Controle Negativo 

Nos testes de atividade em X. campestris após o período de incubação a 

leitura dos resultados foi feita em leitor de placas POLARStar Omega com 

absorbância em 600 nm e a inibição do crescimento calculada pela fórmula: 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 𝑑𝑜 𝐶𝑟𝑒𝑠𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) =
(𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝐷𝑂600 𝑑𝑒 𝐶𝑁 − 𝐷𝑂600 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜)

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝐷𝑂600 𝑑𝑒 𝐶𝑁
∗ 100 

Onde: 

DO600: Medida da Densidade Óptica; CN: Controle Negativo 
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Figura 9. Ensaio de atividade antimicrobiana com resazurina 

 

Fonte: A Autora. A microplaca foi incubada por 16h sem agitação à 30 ºC, em seguida o 
corante resazurina foi adicionado e a placa foi novamente incubada à 30 ºC por 1h30min. 
Um leitor de fluorescência foi utilizado para cálculo da inibição do crescimento bacteriano. 

 

2.3. Produção de metabólitos para fracionamento 

 

Com base nos resultados de atividade inibitória, os isolados Penicillium sp. 

CRM 1545A, Penicillium sp. CRM 1540, Penicillium sp. CRM 1527 e Penicillium sp. 

CRM 1545B foram novamente cultivados em meio Malte 2% e Czapek para 

obtenção de massa para purificação dos extratos. A produção de metabólitos 

ocorreu em erlenmeyers (250 mL) contendo 150 mL dos meios de cultivo incubados 

à 15 ºC e 150 rpm por 20 dias. Foram incubados 15 erlenmeyers por isolado, e a 

extração dos metabólitos seguiu o método descrito no item 2.2.1. 

 

2.4. Análise do perfil cromatográfico dos extratos brutos 

 

Os extratos brutos foram analisados em sistema UPLC (“Ultra-Performance 

Liquid Chromatography”, Agilent) em coluna micro-analítica C8 (150 mm x 2,1 mm x 

1,8 µm), temperatura de 44,97 – 44,99 ºC. Cada extrato foi dissolvido em metanol 

(grau HPLC) para 3 mg/mL, filtrado em filtro de seringa hidrofílico do tipo PTFE com 
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membrana de 0,45 µm e 1 µL foi injetado no sistema. Os solventes acetonitrila 

(MECN) e água ultrapura foram filtrados e o ácido trifluoroacético (TFA) foi 

adicionado para uma melhor resolução da cromatografia. A análise ocorreu em 

modo gradiente com 10 – 100% de acetonitrila (0,01% de TFA) em água ultrapura 

(0,01% TFA) por 4,17 min e com detector DAD-UV em 210, 254, 290, 360 e 400 nm. 

 

2.5. Fracionamento dos extratos brutos 

 

Os extratos secos foram dissolvidos em metanol (grau HPLC) para 60 mg/mL 

e filtrados em filtro de membrana PTFE 0,45 µm. Alíquotas de 900 µL foram 

submetidas a cromatografia líquida de alta performance (HPLC) em coluna de fase-

reversa C8 (Phenomenex Luna 21.2 mm x 25 cm x 7 µM) e eluição gradiente com 

MeCN/H2O (10%-100%), ambos contendo 0,01% de TFA, por 30 min, dando origem 

à 40 frações. Detecção dos picos foi observada em 210, 254 e 290 nm. Os solventes 

do processo de purificação foram removidos em evaporador Genevac Solvent 

Evaporator por 8h e as frações foram armazenadas em freezer (-20 ºC). 

 

2.5.1. Análise de pureza e similaridade das frações 

 

As frações foram dissolvidas em metanol (grau HPLC) para 3 mg/mL e 

analisadas por cromatografia analítica em sistema UPLC e por espectrometria de 

massas em sistema QTOF-LCMS (Quadruple Time of Flight Mass Spectrometer 

Liquid Chromatography). Ambas as análises ocorreram em coluna C8 em gradiente 

de 10-100% de MeCN/H2O com 0,01% de TFA como constante isocrática e fluxo de 

0,417 mL/min por 4,17 min.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Seleção de isolados de interesse 

 

Ao final dos 20 dias de produção de metabólitos foram obtidos 12 extratos 

brutos, sendo três de cada isolado. A identificação dos extratos seguindo o padrão 

“Isolado + Meio de cultivo” é apresentada na Tabela 1. 

 

Tabela 1 Extratos obtidos após cultivo em três diferentes meios de cultura. 

Isolado Meio de cultivo líquido Identificação do Extrato 

CRM 1540 

Malte 2% CRM 1540-M 

Potato Dextrose Broth CRM 1540-PDB 

Czapek CRM 1540-Cz 

CRM 1527 

Malte 2% CRM 1527-M 

Potato Dextrose Broth CRM 1527-PDB 

Czapek CRM 1527-Cz 

CRM 1545A 

Malte 2% CRM 1545A-M 

Potato Dextrose Broth CRM 1545A-PDB 

Czapek CRM 1545A-Cz 

CRM 1545B 

Malte 2% CRM 1545B-M 

Potato Dextrose Broth CRM 1545B-PDB 

Czapek CRM 1545B-Cz 

 

3.2. Avaliação da atividade antibacteriana dos extratos 

 

Os testes de atividade em X. citri e em X. passiflorae revelaram que nenhum 

dos extratos produzidos em meio PDB tiveram algum tipo de atividade inibitória 

assim, esse meio de cultivo não foi utilizado no prosseguimento do estudo desses 

isolados. Durante os testes, canamicina inibiu o crescimento de X. citri em 90% e o 
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de X. passiflorae em 97%, rifampicina inibiu em 88,2% o crescimento de X. 

campestris. 

Em Xanthomonas citri subsp. citri, o isolado Penicillium sp. CRM 1540 

apresentou atividade inibitória quando cultivado em Malte 2% e Czapek (Figura 10). 

O extrato CRM 1540-M (Figura 10A) apresentou inibição em 3000 µg/mL (98,32%), 

1500 µg/mL (96,43%), 750 µg/mL (96,43%) e em 375 µg/mL (86,50%). O extrato 

CRM 1540-Cz, por sua vez, inibiu o crescimento de X. citri em mais de 90% nas 

concentrações de 3000 µg/mL (98,65%), 1500 µg/mL (98,07%) e 750 µg/mL 

(97,67%); em 375 µg/mL a inibição de X. citri foi de 14,31% (Figura 10B). 

A Figura 10 também mostra que a atividade inibitória dos demais extratos em 

Czapek (Figura 10B) foi acompanhada de queda gradual da porcentagem de 

inibição conforme a concentração de extrato avaliada diminuiu e que para os 

extratos em meio Malte 2% (Figura 10A) esse fenômeno não foi observado para o 

ensaio com X. citri. 

O extrato CRM 1545A-Cz inibiu o crescimento de X. citri em 3000 e 1500 

µg/mL, com 99,47% e 93,76% de inibição, respectivamente. Além de ter 

apresentado mais de 20% de inibição nas duas diluições subsequentes (26,87% em 

750 µg/mL e 25,64% em 375 µg/mL). 

O extrato CRM 1527-Cz inibiu em 99,24% o crescimento bacteriano em 3000 

µg/mL e 89,56% em 1500 µg/mL, seguido de 18,80% em 750 µg/mL e 9,15% em 

375 µg/mL. A atividade inibitória de CRM 1545B-Cz foi calculada em 98,5% em 3000 

µg/mL e 40,6% em 1500 µg/mL, sem inibição nas demais concentrações (Figura 

10B). 
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Figura 10. Potencial inibitório in vitro de extratos contra Xanthomonas citri subsp. citri linhagem WT 306. 

(A): Extratos produzidos em meio Malte 2%. (B): Extratos produzidos em meio Czapek. Concentrações avaliadas: 3000, 1500, 750 e 375 
µg/mL. Controle positivo (CP): canamicina 20 µg/mL; Controle de veículo (CV): Dimetilsulfóxido 1% (v/v em água).
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Em teste contra X. passiflorae (Figura 11) o extrato CRM 1540-M foi o único 

capaz de inibir o crescimento bacteriano em menores concentrações, com inibição 

entre 98,22% e 99,11% em todas as concentrações avaliadas (Figura 11A). Os 

demais extratos produzidos em meio Malte apresentaram cerca de 97% de inibição 

apenas na maior concentração avaliada (3000 µg/mL). 

Em Czapek a ação inibitória em X. passiflorae do extrato de Penicillium sp. 

CRM 1540 foi reduzida em relação ao extrato de malte e ao observado para X. citri 

(Figura 11B). O extrato em Czapek continuou a inibir o crescimento da bactéria em 

98% em 3000 µg/mL, porém nas demais concentrações a inibição foi menor que 

14,62% (Figura 11B). 

Em teste antibacteriano contra X. passiflorae os extratos CRM 1545A-M, CRM 

1527-M e CRM 1545B-M apresentaram atividade inibitória apenas na concentração 

de 3000 µg/mL com 97,42%, 97,39% e 97,42%, respectivamente (Figura 11A). Em 

contraste, o extrato de Penicillium sp. CRM 1545A produzido em Czapek apresentou 

atividade contra X. passiflorae nas concentrações de 3000 µg/mL (99,19%), 1500 

µg/mL (95,74%) e em 750 µg/mL (11,83%). Os extratos CRM 1527-Cz e CRM 

1545B-Cz apresentaram resultados semelhantes aos detectados para seus 

respectivos extratos em Malte 2%, com inibição observada apenas em 3000 µg/mL 

(Figura 11B). 

Os extratos também foram avaliados quanto à sua atividade contra X. 

campestris ACM 477 (Figura 12). Dentre os extratos produzidos em Malte 2%, 

apenas CRM 1545A-M e CRM 1527-M, ambos em 3000 µg/mL, inibiram o 

crescimento de X. campestris em 61,55% e 51,64%, respectivamente (Figura 12A). 

O extrato CRM 1540-Cz novamente se destacou, inibindo em 82,65% o 

crescimento bacteriano em 3000 µg/mL. Com a diminuição da concentração desse 

extrato, observou-se queda na inibição, que foi de 75,76 em 1500 µg/mL e 67,92 em 

750 µg/mL. Uma inibição de 38,95% foi observada para o extrato CRM 1545B-Cz e 

de 7,32% para CRM 1545A-Cz em 3000 µg/mL (Figura 12B). 
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Figura 11. Potencial inibitório in vitro de extratos contra Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae linhagem LM4a. 

 

(A): Extratos produzidos em meio Malte 2%. (B): Extratos produzidos em meio Czapek. Concentrações avaliadas: 3000, 1500, 750 e 375 
µg/mL. Controle positivo (CP): canamicina 20 µg/mL; Controle de veículo (CV): Dimetilsulfóxido 1% (v/v em água). 
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Figura 12. Potencial inibitório in vitro de extratos contra Xanthomonas campestris pv. campestris linhagem ACM477. 

(A): Extratos produzidos em meio Malte 2%. (B): Extratos produzidos em meio Czapek. Concentrações avaliadas: 3000, 1500, 750 e 375 
µg/mL. Controle positivo (CP): rifampicina 50 µg/mL; Controle de veículo (CV): Dimetilsulfóxido 1% (v/v em água). 
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A literatura aponta que a atividade biológica contra bactérias Gram-negativas 

registrada por fungos de regiões marinhas da Antártica é maior do que a observada 

em outros sistemas. A zona microbiana bentônica antártica é dominada por 

bactérias Gram-negativas e povoada também por leveduras psicrofílicas e 

psicrotolerantes (BRUNATI et al., 2009).  Assim, é possível uma vantagem 

competitiva para sobrevivência sob condições extremas esteja ligada a capacidade 

metabólica de inibir o crescimento desses competidores. 

A produção de compostos fúngicos ativos ocorre durante a fase estacionária 

do desenvolvimento microbiano, e é influenciada pelas condições de cultivo. Por isso 

a manipulação de variáveis como nutrientes disponíveis, tempo de incubação, pH, 

temperatura e tipo de cultivo (submerso ou de superfície) é uma estratégia comum 

para otimização do rendimento de uma determinada molécula e para explorar a 

diversidade metabólica de um isolado (DEMAIN, 2000; ELIAS et al., 2006; GADEN, 

1959). 

O meio de cultivo utilizado não apenas tem efeito no crescimento do 

microrganismo, mas também no metabolismo do mesmo, o que resulta na produção 

de metabólitos secundários variados (PAN et al., 2019; RUIZ et al., 2010) A fonte de 

carbono é a base para a construção da biomassa e é a fonte de energia para os 

heterotróficos, assim como a origem das unidades de carbono dos metabólitos 

secundários. 

O nitrogênio disponibilizado, por sua vez, é necessário para a síntese de 

proteínas essenciais e dos ácidos nucleicos, e consiste na fonte das unidades de 

nitrogênio para os metabólitos secundários. Por isso, ambos desempenham um 

papel importante no metabolismo microbiano (RUIZ et al., 2010; SINGH et al., 2017). 

Por isso, microrganismos cultivados em meios com diferentes constituintes podem 

exibir diferentes rotas metabólicas e expressarem conjuntos específicos de genes de 

biossíntese, levando a detecção de metabólitos especializados (MA et al., 2009). 

Uchoa et al. (2017) relaram a produção de um novo derivado de éster furano 

por uma linhagem de Aspergillus niger isolada de sedimentos no Brasil quando 

cultivado em meio líquido de malte, peptona e dextrose. O novo composto 

apresentou citotoxicidade contra células HCT-116 e não foi detectado no cultivo com 

meio PDB ou PDBY (PDB suplementado com extrato de levedura). Cladosporium 
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sphaerospermum 2005-01-E3 cultivado em arroz produziu cinco novos policetídeos, 

e quando cultivado em farinha de soja, dois novos policetídeos híbridos foram 

detectados (WU et al., 2014; YU et al., 2015). 

Portanto, as atividades inibitórias variadas apresentadas pelos extratos 

provenientes de meios de cultivo com composição diferentes são reflexo das rotas 

metabólicas ativadas pelos isolados conforme os nutrientes disponíveis e as 

alterações que ocorrem no meio durante a etapa de desenvolvimento dos 

microrganismos, que precede a fase de produção de metabólitos secundários. 

 

3.3.  Análise do perfil cromatográfico dos extratos brutos 

 

As espécies do gênero Peniciliium são conhecidas por sua habilidade em 

produzir compostos bioativos e por seu metabolismo ativo, porém um número 

pequeno de linhagens da região antártica foram profundamente estudados (OGAKI 

et al., 2020). 

Em estudo recente, Antipova et al. (2018) estudaram os metabólitos 

produzidos por 25 linhagens de Penicillium, dentre os quais se encontravam isolados 

de solos em alta latitude da Antártica. De acordo com os resultados, 80% dos 

metabólitos secundários produzidos pertenciam aos grupos dos alcalóides como 

anacina, ciclopenina, viridicatina, aurantiamina, comunesina B, fumigaclavinas e 

ácido ciclopiazônico, policetídeos como o ácido micofenólico e a citroviridina, 

terpenos como as andrastinas A e B e a femenona. 

Em relação a membros desse grupo provenientes de amostras marinhas, 

Ogaki et al. (2020) detectaram Penicillium allii-sativi e P. chrysogenum, produtores 

de penicilina em amostras profundas de sedimentos marinhos. P. allii-sativi produz 

ainda, atlantinona A, crisogenamida, roquefortine C e D, meleagrina, verrucosidina e 

outros compostos, dos quais muitos ainda não foram caracterizados. 

Os extratos avaliados em nosso estudo foram produzidos por membros do 

gênero Penicillium, e entre esses isolados foi possível observar qualitativamente a 

produção de diferentes compostos (Figuras 13 e 14). 
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Figura 13. Metabólitos secundários produzidos em meio Malte 2% e Czapek 

 
Cromatogramas obtidos por análise de UPLC em comprimento de onda de 210 nm dos extratos de Penicillium sp. CRM 1545A e CRM 1540. 
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Figura 14. Metabólitos secundários produzidos em meio Malte 2% e Czapek.  

 

Cromatogramas obtidos por análise de UPLC em comprimento de onda de 210 nm dos extratos de Penicillium sp. CRM 1527 e CRM 1545B. 
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A diferença entre as intensidades observadas e a presença ou ausência de 

determinados compostos produzidos pode ser interespecífica ou intraespecífica, no 

entanto, esse esclarecemimento depende da identificação das espécies dos fungos 

isolados. 

Esse fenômeno foi observado em estudos anteriores com isolados distintos 

de Penicillium allii-sativi, P. chrysogenum, P. palitans, P. solitum e outras espécies 

por Godinho et al. (2013; 2015). Esses isolados apresentaram atividades biológicas 

diferentes, demonstrando variações genéticas e metabólicas intraespecíficas em sua 

capacidade de produção de compostos ativos 

Linhagens de P. chrysogenum isolados da Antártica também foram descritos 

como produtores bis-antraquinonas bioativas com atividade antibacteriana seletiva 

em Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium e Escherichia coli (BRUNATI et 

al., 2009). De acordo com Godinho et al. (2013), o extrato de P. chrysogenum 

também apresentou atividade tripanocida e antifúngica seletiva.  

Além disso, os extratos apresentaram perfis divergentes quando produzidos 

em diferentes meios. Em alguns casos, é possível observar uma mudança de 

intensidade dos sinais detectados durante a análise cromatográfica, em outros a 

ausência ou presença de sinais dentro do mesmo intervalo de tempo (Figuras 13 e 

14). Esse resultado era esperado, uma vez ser comum a alteração de metabólitos 

produzidos por fungos quando ocorre mudança nos nutrientes disponíveis para seu 

desenvolvimento e considerando a variação na atividade antibacteriana detectada 

para cada extrato. 

Os mecanismos regulatórios de formação dos metabólitos são afetados pelas 

mudanças do ambiente que envolvem os microrganismos (ANTIPOVA; 

ZHELIFONOVA; KOZLOVSKY, 2015). O efeito das condições de cultivo na 

produção de um composto são estudados a partir da seleção de linhagens de 

interesse, uma vez que metabólitos secundários são produzidos em pequenas 

quantidades pelos microrganismos (DEMAIN, 2000). A produção de alcalóides de 

ergot e quinocitrininas por Penicillium citrinum, por exemplo, é diretamente 

dependente da concentração da fonte de carbono no meio de cultivo entre outros 

fatores (ANTIPOVA; ZHELIFONOVA; KOZLOVSKY, 2015) pois a produção de 

metabólitos secundários está associada com a adaptação dos produtores ao 

ambiente, causando mudança no perfil dos metabólitos produzidos em resposta a 

variação da composição do meio.  
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Diferentes concentrações de sais também causam mudanças nos metabólitos 

secundários produzidos por Penicillium sp. Zain et al. (2011) relatam alterações nos 

compostos produzidos por P. janthinellum  e P. duclauxii na presença de 

concentrações variadas de nitrato de cádmio, cloreto de sódio e sacarose. Penitrem, 

micotoxinas índole-diterpenóides são sintetizadas por indivíduos dos gêneros 

Penicillium e Aspergillus. A suplementação de meio de cultivo com glicose (50 g/L) 

induziu a biossíntese dessas moléculas por P. crustosum,e o uso de glutamato como 

fonte de nitrogênio teve efeito no aumento da produção desse metabólito, enquanto 

concentrações elevadas de NaCl inibiram a biossíntese dos compostos dessa classe 

(KALININA et al., 2017).  

 

3.4. Fracionamento dos extratos brutos 

 

As frações dos extratos secos CRM1545A-M (222,20 mg), CRM 1540-M 

(363,90 mg), CRM 1540-Cz (326,90 mg) e CRM 1545B-Cz (125,60 mg) foram 

coletadas entre 4 e 25 min em intervalos de aproximadamente 0,6 minutos como 

apresentado nas Figuras 15-18. Foram realizadas cerca de 5 corridas por extrato. 

Frações com mesmo tempo de retenção e similaridade após análise em 

sistema UPLC foram agrupadas. Ao final, foram obtidas 40 frações para cada extrato 

fracionado, que foram então selecionadas para análises de elucidação estrutural e 

atividade antimicrobiana.  

Um grande número de compostos pôde ser fracionado em um curto período 

de tempo devido ao método de separação por cromatografia utilizado. A coluna de 

fase reversa C8 em conjunto com o gradiente de acetonitrila com água (10-100%) 

utilizados permitiram a eluição de compostos mais polares no início da corrida, 

seguidos dos de menor polaridade. A presença de TFA 0,01% como constante 

isocrática durante todo o processo também auxiliou na resolução do fracionamento. 

A análise de cromatografia de alta eficiência é uma das maiores ferramentas 

analíticas para a identificação dos componentes de misturas como é o caso de 

extratos de fungos filamentosos (AKPOTU et al., 2017). A partir dessa técnica, 

muitas classes de compostos já foram isoladas, como glicopeptídeos, macrolídeos, 

penicilinas, cefalosporinas, sulfonamidas, tetraciclinas e outros antibióticos, o que 

consolidou esse método na busca por compostos ativos.  
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Ainda assim, o uso dessa técnica tem seus limites, uma vez que apenas 

compostos que absorvem nos comprimentos de onda dos detectores podem ser 

observados. Por isso, é possível outros compostos ativos também estejam presentes 

nos extratos analisados. A razão do emprego dessa técnica no fracionamento está 

ligada a sua alta especificidade, sensibilidade e ao tempo de análise requerido 

(ITOH; YAMADA, 2000).  
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Figura 15. Cromatograma DAD-UV em 210 nm do fracionamento do extrato produzido por Penicillium sp. CRM 1545A em meio 

Malte 2%. 

 

Cromatograma obtido do fracionamento em coluna preparativa de fase reversa C8 (Phenomenex Luna 21.2 mm x 25 cm x 7 µM) e eluição 
gradiente (10-100% MeCN/H2O com 0,01% TFA). Frações coletadas automaticamente em intervalos de aproximadamente 0,6 min. A linha 

pontilhada separa as frações. 
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Figura 16. Cromatograma DAD-UV em 210 nm do fracionamento dos extratos produzidos por Penicillium sp. CRM 1540 em meio 

Malte 2%. 

Cromatograma obtido do fracionamento em coluna preparativa de fase reversa C8 (Phenomenex Luna 21.2 mm x 25 cm x 7 µM) e eluição 
gradiente (10-100% MeCN/H2O com 0,01% TFA). Frações coletadas automaticamente em intervalos de aproximadamente 0,6 min. A linha 

pontilhada separa as frações. 
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Figura 17. Cromatograma DAD-UV em 210 nm do fracionamento dos extratos produzidos por Penicillium sp. CRM 1540 em meio 

Czapek. 

Cromatograma obtido do fracionamento em coluna preparativa de fase reversa C8 (Phenomenex Luna 21.2 mm x 25 cm x 7 µM) e eluição 
gradiente (10-100% MeCN/H2O com 0,01% TFA). Frações coletadas automaticamente em intervalos de aproximadamente 0,6 min. A linha 

pontilhada separa as frações. 
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Figura 18. Cromatograma DAD-UV em 210 nm do fracionamento dos extratos produzidos por Penicillium sp. CRM 1545B em meio 

Czapek 

Cromatograma obtido do fracionamento em coluna preparativa de fase reversa C8 (Phenomenex Luna 21.2 mm x 25 cm x 7 µM) e eluição 
gradiente (10-100% MeCN/H2O com 0,01% TFA). Frações coletadas automaticamente em intervalos de aproximadamente 0,6 min. A linha 

pontilhada separa as frações. 
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4 CONCLUSÃO 

O ecossistema da Antártica oferece uma oportunidade única para a 

descoberta de fungos de interesse biotecnológico, o os sedimentos marinhos na 

região representam um ambiente ainda inexplorado até o momento em relação a 

outros habitats. 

Em especial, as linhagens do gênero Penicillium tem constantemente 

mostrado seu potencial para sobreviver sob condições extremas de temperatura, 

pressão, disponibilidade de oxigênio e alterações de salinidade. Esses isolados 

apresentam um enorme potencial bioquímico, que pode ser explorado em diversas 

condições de cultivo para a produção de metabólitos secundários ativos e de 

interesse para uso na agricultura como compostos de baixa toxicidade, promotores 

do crescimento e com atividade antimicrobiana contra fitopatógenos. 

A fonte de carbono e nitrogênio disponível durante a fase de 

desenvolvimentos dos fungos tem papel importante também em quais metabólitos 

secundários serão produzidos na fase estacionária. 

O meio Czapek, de onde os extratos ativos foram mais abundantes é 

constituído de diversos sais, em contraste com os meios Malte 2% e PDB.O 

ambiente marinho da Antártica é rico em sais como o NaCl, assim, explorar meios de 

cultivo com diferentes concentrações de sais minerais e com diferentes constituições 

dos mesmos pode levar à produção de outros metabólitos secundários ativos e 

melhorar a atividade antimicrobiana dos isolados fúngicos avaliados.  
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CAPÍTULO 2 

ISOLATION AND AGRICULTURAL POTENTIAL OF PENICILLIC ACID AGAISNT 

CITRUS CANKER 

ARTIGO PUBLICADO EM “JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY”,  

DOI: 10.1111/jam.15413 

RESUMO 

O controle de Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), agente causal do cancro cítrico, 
depende fortemente de práticas agrícolas integradas que envolvem o uso de 
produtos químicos à base de cobre. Considerando a necessidade de alternativas 
para o controle dessa doença e o potencial de fungos extremófilos como produtores 
de metabólitos bioativos, um composto bioativo produzido pelo isolado de 
sedimentos marinhos Penicillium sp. CRM 1540 foi isolado e identificado. O 
potencial do composto como agente antibacteriano contra X. citri foi avaliado in vitro 
e em experimentos em casa de vegetação. A taxonomia molecular do isolado indica 
que este fungo é uma possível nova espécie de Penicillium. Os resultados revelaram 
inibição de 90% do crescimento bacteriano à 25 µg mL-1 in vitro e diminuição da 
emergência de sintomas in vivo em folhas de Citrus sinensis (L.) Osbeck. O número 
de lesões por cm² para o tratamento com o composto isolado foi 75,31% menor e 
significativamente diferente (p < 0.05) do controle não tratado. A estrutura do agente 
ativo foi identificada como ácido penicílico a partir de análise espectroscópica 
detalhada. Com base nos resultados o uso do ácido penicílico como alternativa 
contra o cancro cítrico deve ser explorado. 

 

Palavras-chave: Extremófilos; Cancro cítrico; Biotecnologia microbiana; 
Fitopatógeno; Ácido penicílico. 
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1 ARTIGO PUBLICADO 

 

O artigo publicado na revista “Journal of Applied Microbiology” encontra-se no 

Apêndice A, O Material Suplementar está disponível no Apêndice B. 

 

1.1. Objetivos 

 

Este artigo compreende os objetivos de a até d para o extrato obtido do meio 

metabólico de Penicillium sp. CRM 1540 cultivado em Czapek.  

a. Fracionar os extratos brutos por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC – 

“High Pressure Liquid Chromatography”); 

b. Avaliar a atividade antibacteriana e antifúngica in vitro das frações; 

c. Avaliar a atividade protetiva de frações ativas contra Xanthomonas citri subsp. 

citri em ensaio em casa de vegetação; 

d. Elucidar a estrutura dos compostos ativos por meio de técnicas espectroscópicas 

como Cromatografia Líquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS – 

“Liquid Chromatography Mass Spectometry”) e Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN). 



 

 

 

 

CAPÍTULO 3 

ATIVIDADE BIOLÓGICA DO ÁCIDO PENICÍLICO: ENSAIOS 

COMPLEMENTARES 

RESUMO 

O ácido penicílico é uma micotoxina produzida por diferentes espécies de fungos, 
dentre os quais se destacam membros dos gêneros Penicillium e Aspergillus. Esse 
composto é um inibidor de quorum sensing (QS), mecanismo de comunicação ligado 
a fatores de virulência e formação de biofilme em bactérias incluindo Xanthomonas 
citri subsp. citri, agente causador do cancro cítrico. Essa molécula apresenta 
tautomerismo e sua atividade biológica pode sofrer alterações dependendo do 
equilíbrio das cadeias carbônicas quando em solução. A atividade antibacteriana in 
vitro de ácido penicílico foi analisada em teste antimicrobiano com resazurina após 
tratamento do composto com acetonitrila/água contendo 0,01% de ácido 
trifluoroacético. Esse experimento foi conduzido para verificar se alterações na 
acidez da solução de PA causariam variação na atividade antibacteriana do 
composto. Os resultados mostraram um aumento na atividade em X. citri após 
tratamento da amostra com solução levemente acidificada. Considerando a 
supressão do desenvolvimento de cancro cítrico em 75,31% por AP, composto 
bioativo isolado do cultivo do isolado CRM 1540 (Penicillium sp.) em Czapek, o 
composto foi submetido a ensaios para estudo do seu efeito sobre as células de 
Xanthomonas citri subsp. citri. Os experimentos revelaram que o composto não age 
no mecanismo de divisão celular das células bacterianas, porém causa diminuição 
na produção de biofilme por X. citri. O uso de substancias anti-biofilme são de 
interesse no combate à X. citri, uma vez que o estabelecimento e propagação do 
cancro cítrico no hospedeiro são dependentes da adesão, motilidade, 
patogenicidade e formação de biofilme da bactéria e AP se mostra uma molécula 
interessante para este fim.  
 
Palavras-chave: Ácido penicílico; Tautomeria; Biofilme; Atividade antibacteriana; 
Química.  



 

 

 

CHAPTER 3 

BIOLOGICAL ACTIVITY OF PENICILLIC ACID: COMPLEMMENTARY ASSAYS 

ABSTRACT 

Penicillic acid (PA) is a mycotoxin produced by several fungal species, including 
members of Penicillium and Aspergillus genera. This compound is an inhibitor of 
quorum sensing (QS), a communication mechanism associated to virulence factors 
and biofilm formation in bacterias, including Xanthomonas citri subsp. citri, the causal 
agent for citrus canker. This molecule is also tautomeric and its biological activity can 
suffer modifications depending on the chemical equilibrium of the carbonic chain in 
solution. The in vitro antibacterial activity of penicillic acid was evaluated in 
antimicrobial assay with resazurin after compound treatment with acetonitrile/water 
containing 0.01% of trifluoroacetic acid. The experiment was run to verify if changes 
in acidity of PA solution would induce change in the antibacterial activity of the 
compound. The results showed an increase in the activity in X. citri after treatment of 
the sample with a lightly acidified solution. Considering the suppression of citrus 
canker development in 75,31% by PA, a bioactive compound isolated from the 
culture of strain CRM 1540 (Penicillium sp.) in Czapek, the compound was submitted 
to study assays of its effect in Xanthomonas citri subsp. citri bacterial cells. The tests 
revealed that the compound does not act on the mechanism of cellular division 
however, it reduces the production of biofilm by X. citri The use of anti-biofilm 
substances are of interest in combating X. citri, since the establishment and 
propagation of citrus canker in the  host are dependent on adhesion, motility, 
pathogenicity and biofilm formation of the bacteria and PA is an interesting molecule 
for this propose. 
 
Keywords: Penicillic acid; Tautomery; Biofilm; Antibacterial activity; Chemistry. 



87 
 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O ácido penicílico é uma micotoxina isolada por Alsberg e Black (1913) de 

Penicillium puberulum Bainier. Sua estrutura foi descrita por Birkinshaw et al. (1936) 

após ser isolada de P. cyclopium Westling e a atividade bacteriostática desse 

composto contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foi relatada por Oxford 

(1942) alguns anos depois. 

Micotoxinas são um grupo de substâncias químicas de ocorrência natural 

produzidas por uma grande variedade de fungos filamentosos e mofos. O termo 

deriva da palavra mykes, grego para fungo, e toxicum, latim para toxina, e significa 

“substancia tóxica produzida por um fungo”, ao contrário do termo fitotoxina, cujo 

termo implica em uma substancia tóxica para plantas (BIANCHINI; BULLERMAN, 

2014). Esse metabólito é uma micotoxina produzida por diversas linhagens de 

fungos, com destaque para indivíduos dos gêneros Aspergillus, com 23 espécies 

produtoras, e Penicillium, com cerca de 24 espécies relatadas (FRISVAD, 2018).  

Quanto a suas características físico-químicas, o ácido penicílico (C8H10O4) 

tem massa molecular de 170 g/mol, ponto de fusão de 84º - 87 ºC (desidratado) e é 

solúvel em água quente, álcool, éter, benzeno, clorofórmio e acetato de etila. O 

tautomerismo da molécula foi estudado usando espectroscopia de absorção UV e 

massas, mas em nenhum dos casos equilíbrio entre as formas cíclicas e abertas da 

cadeia foi adequadamente definido (WILSON, 1976). 

O aumento de casos de resistência à antibióticos por bactérias direcionou a 

atenção de estudos à inibidores de virulência não antibióticos, isto é, a inibição da 

virulência sem morte da bactéria-alvo (GÖKALSIN; BERBER; SESAL, 2019). O 

“quorum sensing” (QS) é um mecanismo de comunicação celular bacteriano pelo 

qual a expressão de fatores de virulência, esporulação e formação de biofilmes são 

regulados. Essa regulação ocorre através da excreção, acúmulo e detecção de 

moléculas autoindutoras, e o bloqueio desse mecanismo é uma alternativa aos 

antibióticos que oferece baixo potencial para desenvolvimento de resistência 

(RIGUEIRAS, 2018). 

A inibição do QS é chamada de “quorum quenching” (QQ) e tem se tornado 

foco de estudos em abordagens de antivirulencia. As aplicações de QQ se 
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concentram no uso de compostos naturais e sintéticos, enzimas e anticorpos para 

degradar moléculas autoindutoras, bloquear sua produção ou ainda bloquear sua 

recepção através da adição de compostos que podem mimetizar essas moléculas. 

(GÖKALSIN; BERBER; SESAL, 2019; TURAN; ENGIN, 2018). 

Rasmussen et al. (2005) relatam o uso potencial de ácido penicílico, isolado 

de P. radicícola, como metabólitos secundários inibidores de “quorum sensing” (QSI) 

em Pseudomonas aeruginosa. De acordo com os dados publicados, 34% dos 300 

genes atacados por ácido penicílico eram controlados por QS causando uma 

repressão de 60% dos genes reguladores de QS, dentre os quais muitos 

codificavam fatores de virulência em P. aeruginosa. Liaqat et al. (2014) observaram 

efeito inibitório forte de AP em concentração de até 10 µM em uma molécula 

autoindutora em Halomonas pacifica, sem interferência no crescimento bacteriano. 

Em Xanthomonas citri subsp. citri, a formação e dispersão de biofilme é 

modulada pela molécula autoindutora de QS chamada DSF. O autoindutor DSF 

promove a formação de biofilme pela estimulação da produção de EPS (xantham) e 

agrupamento de pilus e a sinalização via QS tem papel essencial na etapa de 

sobrevivência epifítica, sendo fundamental na fase inicial do desenvolvimento da 

patogenicidade de X. citri (CAICEDO; VILLAMIZAR, 2021; GUO; ZHANG; LI; WANG, 

2012; SENA-VÉLEZ; REDONDO; GELL; FERRAGUD et al., 2015). Bactérias 

inibidoras de QS isoladas de folhas de citros susceptíveis ao fitopatógeno, como 

Bacillus sp. e Pseudomonas sp., reduziram a severidade de cancro cítrico em Citrus 

sinensis através da perturbação da rota de DSF em X. citri, com efeitos associados à 

formação de biofilme e adesão bacteriana (CAICEDO; VILLAMIZAR; FERRO; 

KUPPER et al., 2016). 

Recentemente, Picchi et al. (2016) relataram N-acetilcisteina (NAC) como um 

composto com propriedade antibacterianas em X. citri com interferência na formação 

de biofilme, na produção de polissacarídeos extracelulares e na adesão da bactéria 

à superfícies.  

Considerando nossos estudos que revelaram a capacidade de ácido 

penicílico em diminuir a incidência de sintomas de cancro cítrico em mudas de Citrus 

sinensis (L.) Osbeck (VIEIRA et al., 2022) e a atividade de inibição de QS associada 

a formação de biofilmes por esse composto, bem como a associação da 

patogenicidade de X. citri com sua capacidade de produção de biofilme, um estudo 

aprofundado da atividade antibacteriana de ácido penicíclico e seu mecanismo de 
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ação em células bacterianos é essencial para compreensão do verdadeiro potencial 

do uso viável desse composto na agricultura. 

 

1.1. Objetivos 

 

a. Realizar ensaios complementares com ácido penicílico para comparação da ação 

antibacteriana em células de Xanthomonas citri subsp. citri quando em meio 

levemente acidificado; 

b. Realizar ensaio de microscopia e de atividade anti-biofilme para determinar o 

modo de ação do composto quando em contato com células do fitopatógeno in 

vitro. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Ensaios de atividade antibacteriana do ácido penicílico 

 

O ácido penicílico (AP) apresenta tautomeria, ou seja, apresenta-se como 

dois isômeros em equilíbrio químico conforme apresentado na Figura 19. Em meio 

ácido o equilíbrio é favorecido na formação do isômero de cadeia aberta, já em meio 

básico a formação do anel lactônico é favorecida. 

Durante o processo de purificação do ácido penicílico, produzido do extrato do 

fungo Penicillium sp. CRM 1540, as duas etapas de purificação por cromatografia 

utilizaram solventes contendo 0,01% de TFA. O uso de um solvente ligeiramente 

ácido provavelmente promove o deslocamento do equilíbrio químico para a 

formação de uma maior quantidade do composto de cadeia aberta, por isso uma 

investigação da influência do equilíbrio químico de AP em sua ação antibacteriana 

foi conduzido. 

 

Figura 19. Tautomeria do ácido penicílico. 

 

Fonte: A Autora. ACD/Chemsketch 

 

Para tal, a ação antibacteriana em Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) de 

ácido penicílico produzido e isolado de extrato orgânico do fungo Penicillium sp. 

CRM 1540 em meio Czapek foi comparada com a atividade de ácido penicílico 

padrão comercialmente disponível e submetido a dois tratamentos. 
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Uma solução estoque de AP padrão (CAS 90-65-3, CAYMAN Chemical, 98%) 

à 10 mg/mL em dimetilsulfóxido 100% (DMSO) foi preparada para testes de 

atividade antibacteriana contra X. citri. A solução foi diluída para 100 µg/mL em meio 

NYG e avaliada em teste REMA (Resazurin Microtiter Assay) conforme descrito em 

(VIEIRA et al., 2018) com 8 diluições. A atividade de AP padrão não tratado foi 

comparado com a atividade encontrada pelo composto isolado de Penicillium sp. 

CRM 1540. 

Em seguida AP padrão foi seco e submetido a tratamentos com os solventes 

de purificação empregados no fracionamento do ácido penicílico isolado por nosso 

grupo. O Tratamento 1 foi realizado com 50% de acetonitrila (MeCN) em água (v/v) 

contendo 0,01% de ácido trifluoroacético (TFA), que é a concentração do solvente 

no momento da eluição da fração impura contendo AP do extrato bruto CRM 1540-

Cz. O composto permaneceu em contato com o solvente por 24h que foi então 

removido em concentrador de amostras. A amostra foi dissolvida em DMSO 100% 

para 10 mg/mL, diluída em meio NYG para 100 µg/mL e novamente avaliada. 

Na terceira fase do experimento o ácido penicílico tratado com 50% MeCN foi 

seco e tratado com 25% de MeCN em água (v/v) contendo 0,01% de TFA 

(Tratamento 2), concentração do solvente em que AP foi eluído na corrida em 

coluna semi-preparativa Fenil (VIEIRA et al., 2022). Após 24h de contato com a 

molécula, o solvente foi removido e a amostra dissolvida em DMSO 100% para 10 

mg/mL e submetida ao teste de atividade na concentração de 100 µg/mL em meio 

NYG novamente. 

A Figura 20 apresenta os tratamentos do ácido penicílico padrão e as 

amostras utilizadas no teste antibacteriano. Todos os resultados obtidos foram 

comparados com a inibição apresentada pelo ácido penicílico isolado do fungo de 

sedimentos marinhos Penicillium sp. CRM 1540 em meio Czapek. 
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Figura 20. Esquema de tratamento do ácido penicílico 

 

(A): Tratamento de ácido penicílico padrão (CAYMAN Chemical) em meio levemente 
acidificado. MeCN: acetonitrila. H2O: água ultrapura. TFA: ácido trifluoroacético. (B): 

Disposição das amostras de ácido penicílico em microplaca de 96 poços para ensaio in vitro 
de atividade antibacteriana contra Xanthomonas citri subsp. citri. Amostras 1 a 4 – ácido 

penicílico. CP – Controle positivo canamicina (20 µg/mL). CN – Controle negativo bactéria. 
CV – Controle de veículo DMSO 1%. 

 

2.2. Microscopia de Xanthomonas citri subsp. citri na presença de AP 

 

As análises de microscopia foram realizadas com AP após Tratamento 2 

descrito no item 2.1.. O efeito do ácido penicílico na sobrevivência de X. citri foi 

estudado através do teste de expressão de GFP (“green fluorescente protein”) após 

15 e 30 min de exposição das células bacterianas ao composto a 50 µg/mL. O 

experimento foi realizado em colaboração com o Prof. Henrique Ferreira e 

demonstra a capacidade do composto em inibir ou afetar a divisão celular do 

fitopatógeno.  

Células de X. citri amy::pGCD21-GFP-zapA foram incubadas com NYG por 16 

horas a 30ºC (200 rpm) em seguida o inóculo foi ajustado para a OD600 de 0,1. Para 

a expressão da fusão GFP-zapA foi adicionado arabinose na concentração final de 

0,01% quando o inóculo atingiu a OD600 0,3 e em seguida o inóculo foi incubado por 
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uma hora. Após incubação o inóculo foi diluído 1:10 em tubo de 2 mL e o ácido 

penicílico (50 µg/mL) foi adicionado ao tubo. 

A microscopia foi realizada após dois intervalos de tratamento: 15 min e 30 

min. Após o período de tratamento 1 mL de salina (NaCl 0,85%) foi adicionado aos 

tubos para inibir a ação do composto e os tubos foram centrifugados por 2 min a 

6000 xg. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas vezes com 

salina (NaCl 0,85%) utilizando os mesmos parâmetros de centrifugação. Em seguida 

5 μL de células foram transferidos para lâminas contendo uma fina camada de 

agarose 1% em solução salina (NaCl 0,85%)  (MARTINS et al., 2010). 

Para análise de microscopia foi utilizado um Microscópio BX-61 Olympus de 

fluorescência equipado com câmera monocromática OrcaFlash 2.8 (Hamamatsu). A 

captura e o processamentos das imagens foi realizada com o software CellSens 

Dimension (Olympus). 

 

2.3. Atividade anti-biofilme de AP em Xanthomonas citri subsp. citri 

 

O efeito do ácido penicílico em X. citri foi avaliado em placa de 24 poços 

usando método Cristal Violeta (CV) para quantificação de desenvolvimento de 

biofilme em superfície abiótica (MALAMUD et al., 2011) na presença do composto 

em três concentrações: 100, 50 e 25 µg/mL. X. citri foi cultivada em meio NYG sólido 

à 29 ºC. Uma colônia foi inoculada em 10 mL de meio NYG líquido e as células 

incubadas à 29 ºC e 200 rpm overnight. A DO600 do inóculo foi ajustada para 0,08 

(Espectrômetro UV/Vis UV-1650PC, Shimadzu) com meio mínimo Y (YMM) (PICCHI 

et al., 2016).  

O ácido penicílico foi diluído em meio YMM para as concentrações de 100, 50 

e 25 µg/mL e alíquotas de 100 µL da suspensão bacteriana diluída 1:1000 em YMM 

foram adicionadas a placa de 96 poços, com volume final de 200 µL. O controle 

negativo consistiu em poços contendo YMM sem inóculo. A placa foi incubada a 29 

ºC por 72h e a DO600 determinada em leitor de placas. O teste foi realizado em 

triplicata com duplicatas internas para cada concentração.  

A quantificação do biofilme ligado à superfície foi feita pela remoção do meio 

de cultivo e lavagem da placa com NaCl 0,85%, seguida de coloração com solução 

de CV a 0,1% e incubação por 30 min. Após incubação o CV não ligado foi removido 
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e os poços lavados duas vezes com água destilada. O CV ligado em cada poço foi 

solubilizado com 200 µL de etanol 70% e a absorbância (A) medida a 590 nm. Os 

dados foram normalizados seguindo a fórmula (A590/OD600) para comparação das 

médias no software JASP v. 0.14.1 (TEAM JASP, 2020). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Ensaios de atividade antibacteriana do ácido penicílico 

 

A Figura 21 mostra os resultados obtidos durantes os ensaios de atividade 

antibacteriana de ácido penicílico padrão (CAYMAN Chemical, Padrão), tratado com 

50% de MeCN em água acidificados com 0,01% TFA (AP Tratamento 1), tratado 

com 25 % de MeCN em água acidificados com 0,01% TFA (AP Tratamento 2) e 

isolado do fungo Penicillium sp. CRM 1540 (Isolado). 

 

Figura 21. Comparação da atividade antibacteriana de ácido penicílico (AP) em 

Xanthomonas citri subsp. citri. 

 

Dados em porcentagem de inibição (%) e desvio padrão. Padrão: AP padrão não tratado; 
AP Tratamento 1: AP padrão tratado com 50% acetonitrila (0,01% TFA); AP Tratamento 2: 

AP Tratamento 1 tratado com 25% acetonitrila (0,01% TFA); Composto Isolado: AP 
produzido pelo fungo Penicillium sp. CRM 1540 em meio Czapek. 

 

Na concentração de 25 µg/mL o composto padrão não tratado inibiu 9,65% do 

crescimento bacteriano, enquanto que ao ser tratado com 50% MeCN (0,01% TFA) 

a inibição aumentou para 30,39% e com novo tratamento com 25% MeCN (0,01% 

TFA) 67,64% do crescimento foi inibido. Aumento da capacidade de inibição de X. 

citri também foi observado nas concentrações de 100 e 50 µg/mL, mas em nenhum 

tratamento a inibição em 12,5 µg/mL foi próxima a encontrada no composto isolado 

em nossos estudos, 76,99%. 
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O estudo da atividade de ácido penicílico baseou-se na possível variação de 

atividade antimicrobiana de um composto tautomérico presente em solução não 

tratada e levemente acidificada. A partir dos resultados observamos um aumento da 

inibição do crescimento de X. citri pelo ácido penicílico quando este tratado em 

solvente acidificado, o que indica possível alteração no equilíbrio do ácido penicílico, 

e que o isômero de cadeia aberta contribuí fortemente para a atividade 

antibacteriana em X. citri, já que sua formação é favorecida em meio ácido. 

 

3.2. Microscopia de Xanthomonas citri subsp. citri na presença de AP 

 

Nenhuma alteração na morfologia celular ou formação de septo foi observada 

nas células bacterianas após 15 e 30 min de contato com o composto à 50 µg/mL, 

onde observou-se 83,26% de inibição do crescimento (Figura 22). De maneira 

similar, o controle negativo apresentou células bacterianas normais. 
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Figura 22. Microscopia de fluorescência em Xanthomonas citri subsp. citri para 

observação de ação na divisão celular bacteriano pelo composto teste ácido 

penicílico. 

 

 

3.3. Atividade anti-biofilme de AP em Xanthomonas citri subsp. citri 

 

A formação de biofilme em superfície abiótica por X. citri apresentou redução 

em relação ao controle utilizado no experimento. O composto foi aplicado em 

concentrações com menos de 90% de inibição do crescimento, para que a produção 

do biofilme não fosse inviabilizada (100, 50 e 25 µg/mL). 

O controle teve formação média de 2,163 ± 0,253 enquanto que na presença 

de AP quantidade de biofilme produzida foi muito pequena, uma redução 

significativa confirmada pelo teste ANOVA. As médias para formação de biofilme 

acompanhadas do desvio padrão observado e calculado pelo software JASP são 
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apresentadas na Tabela 2, resultados negativos de formação foram normalizados 

para 0,00. 

 

Tabela 2. Formação de biofilme por Xanthomonas citri subsp. citri 

Tratamentos Concentração (µg mL-1) Formação de Biofilme* 

Ácido Penicílico 

100 0,000 ± 0,000 

50 0,132 ± 0,266 

25 0,000 ± 0,000 

Controle Negativo - 2,163 ± 0,253 

 

Um estudo realizado Picchi et al (2016) mostrou que o composto N-

acetilcisteína quando em contato com X. citri reduz em 71,4% a formação de 

biofilme, mas em concentrações bem maiores (4 e 5 mg/mL). Dessa maneira, o 

resultado obtido com o ácido penicílico apresenta ser bem promissor visto que ele 

consegue reduzir em praticamente 100% a formação de biofilme em X. citri em 

concentrações baixíssimas (25, 50 e 100 μg/mL). 

Os dados foram submetidos a análise estatística ANOVA (α: 0,05), o qual 

revelou que não houve diferença significativa entre as três concentrações de AP 

aplicadas, com inibição total da formação de biofilme nos três tratamentos. Ainda de 

acordo com a análise ANOVA, todos os tratamentos com AP apresentaram 

diferença significativa pelo teste Post Hoc de Tukey em relação ao controle com 

p<0,001 (Figura 23).  

A ação inibitória de QS por ácido penicílico já foi relatada em Pseudonomas 

aeruginosa e Halomonas pacifica, em ambos os casos, os efeitos de inibição foram 

relacionados com a formação de biofilme das bactérias (GÖKALSIN et al., 2014). 

Assim, os resultados estão de acordo com a literatura, onde AP é considerado uma 

molécula com potencial ação antibiofilme. 
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Figura 23. Formação de biofilme por Xanthomonas citri subps. citri após tratamento 

com ácido penicílico 

 

Diferença entre as médias dos tratamentos observados na formação de biofilme por 
Xanthomonas citri subsp. citri considerando os desvios. Letras diferentes indicam diferença 

significativa no teste de Tukey (α:0,05). 
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4 CONCLUSÃO 

 

Os resultados corroboram com a literatura, onde o ácido penicílico é 

conhecido por ser um inibidor de Quorum Sensing (QS), isto é, um composto que 

altera a comunicação bacteriana, reduzindo a expressão de virulência e a formação 

de biofilmes em outras bactérias (LIAQAT; BACHMANN; EDYVEAN, 2014; 

RASMUSSEN et al., 2005) e cuja atividade pode variar por se tratar de um composto 

de equilíbrio químico dinâmico devido a sua tautomeria (WILSON, 1976). 

A descoberta da alteração da atividade antibacteriana do ácido penicílico em 

meio acidificado é de extrema importância para o uso correto e otimizado do 

composto, entretanto testes ainda são necessários para confirmar a relação entre 

equilíbrio dinâmico e atividade biológica. 
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CAPÍTULO 4 

CYCLOPALDIC ACID PRODUCED BY AN ANTARCTIC MARINE PENICILLIUM: 

ISOLATION AND IN VITRO ACTIVITY AGAINST PHYTOPATHOGENIC FUNGI  

ARTIGO SUBMETIDO EM SETEMBRO DE 2022 

RESUMO 

Fitopatógenos causam grandes perdas econômicas na agricultura e afetam diversas 
culturas socialmente importantes globalmente. Para reduzir os danos, pesticidas tem 
sido frequentemente utilizados em estratégias de manejo integrado, porém muitos 
fungos fitopatógenos podem desenvolver resistência, ameaçando a eficiência dos 
métodos de controle. Além do próprio patógeno, existe uma crescente preocupação 
com a poluição ambiental e os riscos emergentes. à saúde. Uma alternativa ao 
problema é o uso de produtos naturais com elevada atividade antifúngica e baixa 
toxicidade. Fungos de ambientes marinhos e extremos são fontes em potencial de 
compostos biologicamente ativos. Descrevemos aqui a produção, o isolamento e a 
identificação de ácido ciclopáldico, um composto bioativo produzido por Penicillium 
sp. CRM 1540, uma linhagem isolada de sedimentos marinhos da Antártica. O 
extrato bruto foi fracionado por cromatografia líquida em fase reversa e originou 40 
frações, de onde fração F17 foi selecionada. Análises de Ressonância Magnética 
Nuclear 1D e 2D em DMSO-d6 e CDCl3 e espectrometria de massas foram 
aplicadas para identificar o composto como ácido ciclopáldico, C11H10O6 (238 Da). A 
atividade antimicrobiana do composto puro foi avaliada contra os fungos 
fitopatogênicos de importância agrícola: Macrophomina phaseolina MMBF12/18, 
Rhizoctonia solani MMBF30/11, e Sclerotinia sclerotiorum MMBF04/19. O ensaio 
revelou o potencial do ácido ciclopáldico, produzido por Penicillium sp. CRM 1540 
como molécula-chave contra Macrophomina phaseolina and Rhizoctonia solani, com 
mais de 90% de inibição do crescimento após 96h de contato com as células 
fúngicas à 100 µg mL-1 e mais de 70% à 50 µg mL-1. 

 

Palavras-chave: Extremófilos; Cromatografia; Atividade antifúngica; Fitotoxina; 
Fitopatógenos.
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ABSTRACT 

Phytopathogens cause losses in agriculture and affect socially important crops 
worldwide. To reduce damage, pesticides have been frequently used in integrated 
management strategies, but many fungal phytopathogens may become resistant, 
threatening the efficiency of control methods. In addition to the pathogen itself, 
environmental pollution and its risks to people’s health have generated great 
concern. One alternative for such a problem is the use of natural products with 
antifungal activity and low toxicity. Fungi from extreme environments are sources of 
biologically active compounds. Here, we present the production, isolation, and 
identification of a bioactive compound produced by Penicillium sp. CRM 1540, a 
fungal strain isolated from Antarctic marine sediment. The crude extract was 
fractionated by reversed-phase chromatography and F17 was selected from 40 
fractions it yielded. We used Nuclear Magnetic Resonance analysis, and mass 
spectrometry, to identify the compound as cyclopaldic acid C11H10O6 (238 Da). The 
compound was evaluated against phytopathogenic fungi, namely: Macrophomina 
phaseolina, Rhizoctonia solani, and Sclerotinia sclerotiorum. The assay revealed the 
potential of cyclopaldic acid as a leading molecule against Macrophomina phaseolina 
and Rhizoctonia solani, with more than 90% of growth inhibition after 96h using 100 
µg mL-1, and more than 70% using 50 µg mL-1 in vitro. 

 

Keywords: extremophiles, chromatography, antifungal activity, phytotoxin, plant 
pathogens.
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Introduction 

Phytopathogenic fungi cause huge losses in agricultural production by decreasing 

crop yield and quality (Thambugala et al. 2020). Macrophomina phaseolina (Tassi) 

Gold [Rhizoctonia bataticola (Taub) Butler] is a soil-borne fungus with worldwide 

distribution, wide host range, and high persistence in soil (Marquez et al., 2021). At 

least 500 plant species are affected by this plant pathogen, which is responsible for 

diseases such as root rot, charcoal rot, stem rot, seedling blight, and damping-off 

(Ghosh et al. 2018; Lodha and Mawar 2020). Another fungus that causes significant 

damage to crops is Rhizoctonia solani Kühn [Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) 

Donk]. This microorganism causes brown patches, damping-off, root rot, black scurf, 

and stem canker on its hosts, which include rice, wheat, soybeans, potato, and corn 

(Erlacher et al. 2014; Hussain and Khan 2020; Nguyen et al. 2021). 

To circumvent production losses and prevent diseases, producers have made use of 

many synthetic chemicals, whose prolonged use has resulted in environmental and 

ecological impacts, besides the emergence of resistant pathogenic strains (Keswani 

et al. 2019; Cheng et al. 2021). Given these concerns, strict regulation has been 

proposed for the use of fungicides to ensure toxicological food safety, in addition to 

the development of new antifungals for use in a more environmental-friendly way 

(Brauer et al. 2019; Keswani et al. 2019). 

Natural products are secondary metabolites produced by living organisms that aid in 

survival and adaptation (O’Brien and Wright 2011). These compounds have varied 

biological activities and can be used as antibiotics, pigments, hormones, antitumors, 

antimicrobials, and antivirals (Newman and Cragg 2016; Singh et al. 2019). 

Microorganisms are known producers of bioactive molecules, and a relevant source 

for bioprospection of compounds for clinical, industrial, and agricultural applications 

(Dayan et al. 2009; Furbino et al. 2014). Furthermore, antifungal products are 

considered effective alternatives to fungicides (Silber et al. 2013; Henríquez et al. 

2014; Encheva-Malinova et al. 2015; Lee 2016; Ngo et al. 2019). 

Among the most promising sources of active natural products are metabolites from 

marine-derived fungi, and fungi from extreme habitats. A significant number of 

compounds with a wide variety of biological activity produced by these fungi have 

been reported (Melo et al. 2014; Gonçalves et al. 2015; Svahn et al. 2015; 

Deshmukh et al. 2018). 
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In recent years, we have performed the bioprospection of filamentous fungi isolated 

from terrestrial and marine samples collected in the Antarctica region for antimicrobial 

activity against phytopathogens (Purić et al. 2018; Vieira et al. 2018; Ferrarezi et al. 

2019). The crude extracts produced inhibited the growth of bacterial plant pathogens, 

and penicillic acid was isolated and identified as an interesting compound with 

protective action in greenhouse experiments (Vieira et al. 2022). Our promising 

results led us now to determine the potential of secondary metabolites from the same 

fungi as antifungal agents and identify active compounds in the crude extracts. 

Materials and Methods 

Fungal Strain 

The fungus Penicillium sp. strain CRM 1540 was isolated from marine sediment 

collected at Admiralty Bay (King George Island, Antarctica) as reported by Wentzel et 

al. (Wentzel et al. 2019). Molecular taxonomy analyses (beta-tubulin sequencing and 

phylogeny) suggested that this fungus is a new species from the genus Penicillium 

close related to P. commune and P. caseifulvum (Vieira et al. 2022). This strain has 

been maintained by cryopreservation (-80ºC) at the UNESP Central of Microbial 

Resources (CRM-UNESP). For the present study, Penicillium sp. CRM 1540 was 

grown under conditions described in Supplementary Information. 

Extraction and Fractionation of Crude Extract 

After growth, culture media were subjected to liquid-liquid extraction with analytical 

grade ethyl acetate followed by solvent removal to deliver crude extract of Penicillium 

sp. CRM 1540. The organic extract was dissolved in methanol to 60 mg mL-1, and 

then aliquots (900 µL) were subjected to reversed-phase HPLC (Phenomenex Luna-

C8 21.2 mm x 25 cm x 7µm) with automated collection (~0.6 min interval), as 

described in Supplementary Information. Scheme 1 shows the extraction and 

fractionation processes. The fractions obtained were dried using a centrifugal 

evaporator and combined based on UPLC-DAD-QTOF analysis (Figure S1).  

Cyclopaldic Acid Identification 

Sample F17 was subjected to several NMR experiments, involving 1H NMR, 13C 

NMR, 13C APT NMR, HSQC, HMBC, and COSY. The solvents used for analysis 

were dimethyl sulfoxide (DMSO-d6) and chloroform (CDCl3). NMR data were 

recorded on a Bruker Avance DRX400. For the LC-HRMS analysis, 1 µL of F17 was 

diluted in MeOH/H2O (1:9 v/v) to 1 µg mL-1 and injected in a C8 column (Betasil-C8 

10 x 0.2 mm) with gradient elution of water and acetonitrile with 0.1% formic acid 
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(Supplementary Information). NMR data were analysed by Bruker TopSpin 4.0.9 

software (academic license) ; the compound structure was drawn with ChemSketch 

Freeware v 14.00 (ACD/ChemSketch 2019).  

Plant pathogenic fungi 

Antifungal activity in vitro was measured against three known fungal phytopathogens. 

The targeted fungi were cultivated in PDA plates (potato dextrose agar, 27 g PDB, 

and 20 g agar per litre) for 4 days for Rhizoctonia solani MMBF30/11, 7 days for 

Macrophomina phaseolina MMBF12/18, and 15 days for Sclerotinia sclerotiorum 

MMBF04/19 at 28 ºC. The fungi belong and are preserved at the Biological Institute 

of São Paulo (Instituto Biológico de São Paulo – IB).  

Antifungal Activity Assay 

The assay was carried out in 96-well plates with a 2-fold dilution of the compound, 

allowing the evaluation of cyclopaldic acid from 100 µg mL-1 to 0.78 µg mL-1. From 

the agar plate, a standardized inoculum of 104 cells for each culture was prepared in 

saline solution (0.85% NaCl) for each plant pathogen, followed by a dilution at 1:10 in 

PDB. To each well were added 50 µL of cyclopaldic acid and 50 µL of fungal 

phytopathogen. PDB medium with the respective inoculum was used as Negative 

Control (NC). The plates were incubated at 28 ºC for 96h, and OD600 was measured 

at 24h intervals. The assay was performed in triplicate. Aliquots of 10 µL from each 

well were transferred to PDA plates after the test and then incubated at 28 ºC to 

identify whether the compound had fungistatic or fungicide action. Growth inhibition 

(%) was calculated for each concentration according to the formula below: 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 (%) =  
(𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒 𝑂𝐷600 𝑜𝑓 𝑁𝐶) − (𝑂𝐷600 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑢𝑛𝑑)

(𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒 𝑂𝐷600 𝑜𝑓 𝑁𝐶)
∗ 100 

Wherein: OD600 = optical density measured at 600 nm, NC: negative control. 

Statistical analysis 

The data were analysed by descriptive analysis and one-way ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison test, using GraphPad Prism 8 software for Windows 

(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). The same 

software was used to plot inhibition graphics. 

Results 

Cyclopaldic acid Isolation and Identification 
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The EtOAc crude extract (363.90 mg) yielded 40 fractions after UPLC analysis and 

grouping by similarity. From these, fraction F17 (44.6 mg) was isolated (Figure 1) as 

a white compound with the molecular formula C11H10O6 (238 Da), based on high-

resolution ESIMS m/z 239.2365 [M+H]+ (calculated for C11H11O6, 239.2365) (Figure 

S2). Analysis of the 1D and 2D NMR (400 MHz, DMSO-d6, CDCl3) data for F17 

(Figures 1, S3-S9, and Table S1) and comparison with available literature data 

(Achenbach et al. 1982) confirmed the structure of cyclopaldic acid. 

Antifungal Activity Assay 

No fungal activity was detected against S. sclerotiorum, but the growths of R. solani 

and M. phaseolina were affected by cyclopaldic acid at 100, 50, and 25 µg mL-1. 

Means and standard deviation for each treatment can be seen in Supplementary 

Information (Table S2). 

For R. solani, the 24h interval measures of fungal growth showed that, at 100 µg mL-

1, it took 48h of contact for the compound to have its inhibitory effect (31.02%), 

reaching more than 90% inhibition after 72h and 96h (Figure 2A). At 50 µg mL-1, 

inhibition started after 72h and severely decreased in the subsequent interval (Figure 

2B). And at 25 µg mL-1, cyclopaldic acid affected growth only after 72h, with a 

32.85% inhibition (Figure 2C). For 12.5 µg mL-1 and the subsequent concentrations 

evaluated, no activity was observed (Figure 2D). 

Statistical analysis revealed no significant difference between 72 and 96h of 

incubation for the compound at 100 µg mL-1, which promoted inhibitions of 92.83% 

and 97.18%, respectively (Figure 2A). There was also a significant difference 

between 72 and 96h of contact at 50 µg mL-1 (Figure 2B).  

Additionally, at a 72h interval, the inhibitory effect of cyclopaldic acid showed a slight 

difference between 100 and 50 µg mL-1 (p = 0.0122), which grew after 96h (Figure 3). 

These results contribute to our conclusion that the inhibition activity of cyclopaldic 

acid on R. solani reaches its optimal effectiveness at 100 µg mL-1 after 72h of contact 

with the fungal cells in in vitro conditions. We may also infer that similar results can 

be achieved by applying a lower concentration of the compound, e.g., 50 µg mL-1. 

Akin to what was observed with R. solani, the highest inhibition of M. phaseolina 

growth (96.13%) was detected at 100 µg mL-1 after 96h of incubation, and no activity 

was found at 12.5 µg mL-1 and lower concentrations (Figure 4A, 4D). Cyclopaldic 

acid showed activity within the first 24h of contact with M. phaseolina. Its growth was 

inhibited by 21.68% at 100 µg mL-1, which increased to 34.42% after 48h. 
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Afterwards, inhibition increased to 89.94% and 96.13% after 72h and 96h of 

incubation, respectively (Figure 4A). 

The antifungal activity of the compound at 50 and 25 µg mL-1 against M. phaseolina 

differs from the negative control only after 72h of incubation (Figure 4B, 4C). Within 

this time interval, more than 60% inhibition was observed at the three concentrations, 

in which cyclopaldic acid was active against M. phaseolina. The activity decreased in 

the next 24h to 75.95% at 50 µg mL-1 and to less than 10% at 25 µg mL-1, which was 

statically similar to NC. 

Against M. phaseolina, the inhibitory activity of cyclopaldic acid differs significantly 

among concentrations after 72h of contact with the phytopathogen, and this 

difference increased after 96h (Figure 5). However, at 100 µg mL-1, inhibition means 

showed a small difference between the exposure times of 72h and 96h (p = 0.0123). 

Given those results, we conclude that the most effective treatment in vitro for M. 

phaseolina is applying 100 µg mL-1 for 96h, which can be shortened to 72h. 

Discussion 

Traditionally regarded as a necrotrophic fungus, S. sclerotiorum acquires nutrients by 

progressively killing the host cells through cell-wall degrading enzymes and toxins 

secretion (Kabbage et al. 2015; Mbengue et al. 2016; Mccaghey et al. 2019). These 

molecules, known as effectors, include fungal secondary metabolites that range from 

small peptides to complex chemical structures and are important virulence 

components found in plant pathogens (O’Sullivan et al. 2021; Shao et al. 2021). 

Among these molecules are oxalic and fumaric acids, which contribute to host 

defence suppression and pathogenesis by acidifying the environment and creating 

conditions for the expression of lytic and hydrolytic enzymes related to disease 

development (Frisvad 1989a, b; Boysen et al. 1996; Nicoletti and Trincone 2016; 

O’Sullivan et al. 2021). Furthermore, the growth of S. sclerotiorum is slowed down 

under neutral and alkaline pH but favoured under acidic conditions (Frisvad et al. 

2004; Shah et al. 2020). The pathogen is also known to secret other organic acids 

such as glycolic, citric, glyoxylic, malic, and succinic acid when in neutral or alkaline 

environments although these substances have not been the object of many studies 

on S. sclerotiorum (Graniti et al. 1992; Nicoletti and Trincone 2016; Roscetto et al. 

2020; Masi et al. 2021).  

The link between S. sclerotiorum growth and increased virulence at lower pH, 

combined with slow development in neutral or alkaline environments, led us to 
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hypothesize that cyclopaldic acid does not affect fungal growth as it may contribute to 

pathogen growth, acidifying in vitro culture media. 

The growth inhibition patterns observed for R. solani and M. phaseolina suggest a 

slow fungistatic activity for cyclopaldic acid on the microbial cells studied. This type of 

activity was confirmed by the growth of treated fungi in PDA plates, showing that 

cyclopaldic acid delays fungal growth but does not kill the phytopathogens, 

regardless of the concentration at which the inhibitory activity was detected (Figure 

S10). 

Cyclopaldic acid is a known compound produced by species of Penicillium, 

Aspergillus, and Pestalotiopsis. Among the documented producers from the genus 

Penicillium are P. commune, P. carneum, P. mononematosum, P. viridicatum, and P. 

polonicum (Frisvad 1989a, b; Boysen et al. 1996; Frisvad et al. 2004). While novel 

antimicrobial compounds may be found in habitats geographically isolated such as 

Antarctica, known molecules can also be produced by fungal strains that inhabited 

this kind of extreme environment and, as a consequence, novel uses for previously 

known natural compounds might be found (Nicoletti and Trincone 2016; Shah et al. 

2020). 

The literature is scarce regarding biological activity, with limited reports on antifungal 

activity, larvicidal activity, and phytotoxicity for this molecule. More recent studies on 

the antimicrobial activity of cyclopaldic acid have shown a diverse pattern of 

inhibition. According to Roscetto et al. (Roscetto et al. 2020), some strains of 

Staphylococcus aureus were inhibited by 90% using cyclopaldic acid at 100 µg mL-1, 

while other Gram-positive and Gram-negative bacteria of clinical interest showed no 

minimum inhibition of 50%. 

For antifungal activities, Masi et al. (Masi et al. 2021) showed that cyclopaldic acid 

had no effect against Aspergillus niger, Alternaria alternata, or Fusarium oxysporum 

isolated from lithic substrata. However, other authors have reported that, at 100 µg 

mL-1, cyclopaldic acid can inhibit from 40 to 65% of the growth of Geotrichum 

candidum, Botrytis cinerea, Fusarium solani, and F. oxysporum f. sp. lycopersici, 

while at 50 µg mL-1 it can reduce spore germination for these plant pathogenic fungi 

(Graniti et al. 1992). At 100 mM or lower concentrations, cyclopaldic acid inhibited 

the germination of Puccinia spp. and Uromyces spp. strains, which are causal agents 

of rust in plants (Barilli et al. 2016, 2017). Aside from that, cyclopaldic acid at 100 µg 
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mL-1 also has shown activity against Penicillium roqueforti, a food contaminant, with 

29.34% inhibition after 72h and 59.48% after 96h (Valerio et al. 2018).  

As previously mentioned, Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina are 

phytopathogens that can cause significant yield losses in several important crops, as 

they have a wide host range and high persistence in the soil (Sturrock et al. 2015; 

Feng et al. 2017; Marquez et al. 2021). Current control strategies have aimed to 

lower the incidence in plantations, but management methods remain a challenge 

despite research efforts (Almeida et al. 2014; AGROLINK 2021; Marquez et al. 

2021). In this aspect, cyclopaldic acid can be a leading molecule for formulations 

against fungal plant pathogens as an alternative to other ineffective chemicals. 

Additionally, the search for secondary metabolites from extremophiles has proven 

that these microorganisms can be considered essential sources of compounds for 

agricultural use.  
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Figures  

 

Scheme 1 Isolation scheme of cyclopaldic acid: a) liquid-liquid extraction of the 

microbial  broth using ethyl acetate; b) reversed-phase HPLC (Phenomenex Luna-C8 

21.2 mm × 25 cm × 7 µm column, 20 mL min-1 gradient elution over 30 min from 

90%–0% H2O/MeCN, with a constant isocratic 0.01% TFA/MeCN) for 363.90 mg of 

crude extract; c) Fractions from the same peak (F17) were grouped as one 

Penicillium sp. CRM 1540

(2.25 L 2% malt extract )

EtOAc extract
363.9 mg

b

(a) Liquid-liquid partitioning of filtered broth (1:3) 

(b) Preparative reversed-phase HPLC chromatography

(c) NMR and LC/MS analysis
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Fig. 1 DAD Chromatogram (290 nm) of the cyclopaldic acid fraction. 
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Fig. 2 Growth Inhibition (%) of Rhizoctonia solani by different concentrations of 

cyclopaldic acid in vitro over time. Data shown as means and standard deviation. NC: 

negative control of Rhizoctonia solani, a) 100 µg mL-1 of cyclopaldic acid, b) 50 µg 

mL-1 of cyclopaldic acid, c) 25 µg mL-1 of cyclopaldic acid, d) 12.5 µg mL-1 of 

cyclopaldic acid. Differing signals (*) denote significant differences among group 

means according to analysis of variance (ANOVA) and Tukey test for comparison 

between treatments with a confidence interval of 95% (α = 0.05). 
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Fig. 3 Inhibitory effect of cyclopaldic acid after 72h (a) and 96h (b) of contact with 

Rhizoctonia solani. NC: negative control of Rhizoctonia solani. Different letters 

denote significant differences between group means according to the analysis of 

variance (ANOVA) and Tukey test for comparison between treatments with a 

confidence interval of 95% (α = 0.05). 
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Fig. 4 Growth Inhibition (%) of Macrophomina phaseolina by different concentrations 

of cyclopaldic acid in vitro over time. Data shown as means and standard deviation. 

NC: negative control of Macrophomina phaseolina, a) 100 µg mL-1 of cyclopaldic 

acid, b) 50 µg mL-1 of cyclopaldic acid, c) 25 µg mL-1 of cyclopaldic acid, d) 12.5 µg 

mL-1 of cyclopaldic acid. Differing signals (*) denote significant differences between 

group means according to the analysis of variance (ANOVA) and Tukey test for 

comparison between treatments with a confidence interval of 95% (α = 0.05). 
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Fig. 5 Inhibitory effect of cyclopaldic acid after 72h (a) and 96h (b) of contact with 

Macrophomina phaseolina. NC: negative control of Macrophomina phaseolina. 

Different letters denote significant differences between group means according to the 

analysis of variance (ANOVA) and Tukey test for comparison between treatments 

with a confidence interval of 95% (α = 0.05). 
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1. Culture conditions for secondary metabolites production by the fungal 

strain 

Penicillium sp. CRM 1540 was reactivated in 2% malt extract agar plates (60 x 15 

mm) and incubated at 15 ºC for 7 days (x3). Following reactivation, three plugs of 

mycelium + agar (5 mm x 5 mm) were transferred from the culture borders to 250 mL 

Erlenmeyer containing 150 mL of liquid 2% malt extract medium (x15) and incubated 

at 15 ºC and 150 rev min-1 for 20 days for secondary metabolite production. 

2. Extraction and fractionation of Penicillium CRM 1540 crude extract 

Fungal biomass was transferred to a vacuum filtration system and the culture media 

extracted by liquid/liquid partition with thrice the volume of EtOAc. The extraction 

process was repeated five times. The solvent was removed by reduced pressure 

evaporation to yield 363.90 mg of crude extract. 

An aliquot (900 µL) of the crude extract was dissolved in MeOH (60 mg mL-1) and 

subjected to reversed-phase HPLC (Phenomenex Luna-C8 21.2 mm × 25 cm × 7 µm 

column, 20 mL min-1 gradient elution over 30 min from 90%–0% H2O/MeCN, with a 

constant isocratic 0.01% TFA/MeCN) and DAD detection at 210, 254 and 290 nm to 

yield fractions which were combined based on UPLC-DAD-QTOF analysis. 

 

Figure S1 Fractionation process of the crude extract of Penicillium sp. CRM 1540. C8 

preparative column and mobile phase: 90%-0% H2O/MeCN with a constant isocratic 
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0.01% TFA, 20 mL min-1, 30 min. Highlighted fraction corresponds to cyclopaldic 
acid. 

 

3. Spectroscopic characterization of Cyclopaldic acid 

White powder; 239.2365 [M+H]+ (calcd. for C11H11O6, 239.236) (Figure S2); NMR 

(400 MHz, DMSO-d6, CDCl3) see Table S1 and Figures S3 – S9;  

a. Mass Spectrometry 

Chromatography analysis was carried out in a UHPLC system (Agilent 1290 Infinity 

II, Agilent Technologies) composed of a binary pump (G7120A – High speed Pump), 

autoinjector and column chamber (G7129B – 1290 Vialsampler) and ultraviolet 

detector (G7114B – 1260 Infinity II – VWD model). The UHPLC system was coupled 

with a high-resolution QqTOF mass spectrometer (Bruker Daltonics - Impact, 

Rheinstetten, Germany) with an electrospray ionization source (LC-HRMS). Data was 

acquired and processed with the Data Analysis® software (Bruker Daltonics GmbH, 

Bremen, Germany). The experiment was carried out in positive and negative 

ionization mode for a mass setup from 100 to 1000. Ion source conditions were as 

follows: nebulizer gas: 3 bar; drying gas flow: 8 L min-1; drying gas temperature: 180 

ºC; endplate and capillary voltage: 500 V and 4500 V, respectively. Sodium formate 1 

mM was used for the calibration of the MS with mass references of 100-1500. The 

data were recalibrated with the same conditions post-run. 
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Figure S2 LCMS chromatogram and HRESI spectra of F17. Suggested molecular 
formula of C11H10O6. HRMS m/z 239.2365 [M+H]+ (calculated for C11H11O6, 239.236). 
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b. Nuclear Magnetic Resonance 

 

Table S1 1D and 2D NMR (400 MHz) data for cyclopaldic acid. 

#C 

Experimental Data Literature Data1  

DMSO-d6 CDCl3 CDCl3 

δC 
(ppm) 

δH 
(ppm) 

∫ COSY 
1H-13C 
HMBC 

δH 
(ppm) 

δC 
(ppm) 

δH 
(ppm) 

1 165.1      167.5  

2         

3 95.4 6.8 1 8,36 1 6.79 96.0 6.8 

3A  152.4      153.7  

4 111.5      112.3  

5 165.46      166.0  

6 120.2      121.5  

7 161.45      163.4  

7A  109.60      111.0  

CHO 192.9 10.13 1  4,5,6 10.20 194.7 10.21 

CH3 8.05 2.09 3  4,5,6,7 2.19 8.1 2.16 

OCH3 62.3 4.06 3  7 4.12 63.1 4.2 

OH-3  8.36 1 6,8 3, 3a 2.04/H2O - H2O 

OH-5  12.06 1   12.28 - 12.29 

1(ACHENBACH et al., 1982) 
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Figure S3 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) spectrum of cyclopaldic acid 

 

Figure S4 13C NMR (400 MHz, DMSO-d6) spectrum of cyclopaldic acid 
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Figure S5 13C Attached-Proton-Test NMR (400 MHz, DMSO-d6) spectrum of 
cyclopaldic acid 
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Figure S6 2D NMR HSQC (DMSO-d6) for cyclopaldic acid 
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Figure S7 2D NMR HMBC (DMSO-d6) for cyclopaldic acid 

 

Figure S8 2D NMR COSY (DMSO-d6) for cyclopaldic acid 
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Figure S9 1H NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of cyclopaldic acid 

4. Antifungal Activity Assay 

Table S2 Inhibitory activity (%) in vitro of cyclopaldic acid in Rhizoctonia solani and 
Macrophomina phaseolina. 

Phytopathogen Time (h) 
Cyclopaldic acid (µg mL-1) 

100 50 25 12.5 

Rhizoctonia 

solani 

24 3.55 ± 3.55 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

48 31.02 ± 3.08 0.06 ± 0.10 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

72 92.83 ± 2.72 87.33 ± 1.78 32.85 ± 1.50 0.00 ± 0.00 

96 97.18 ± 1.40 48.07 ± 4.32 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Macrophomina 

phaseolina 

24 21.68 ± 1.86 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

48 34.42 ± 0.81 5.39 ± 5.39 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

72 89.94 ± 2.95 75.95 ± 4.56 62.25 ± 8.84 0.00 ± 0.00 

96 96.13 ± 0.02 62.70 ± 2.32 8.56 ± 8.56 0.00 ± 0.00 
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Figure S10 Evaluation of fungistatic activity of cyclopaldic acid against Rhizoctonia 
solani and Macrophomina phaseolina. Four-day R. solani and seven-day M. 
phaseolina colonies developed on PDA medium after 96h of treatment with 
cyclopaldic acid at 100 µg mL-1. 

 

References 

 
1. Achenbach H, Mühlenfeld A, Weber B, Kohl W, Brillinger G-U. 1982. 

Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen, XXVII[1] Cyclopaldsäure und 3-
O-Methyl-cyclopolsäure, zwei antibiotisch wirksame Substanzen aus 
Aspergillus duricaulis/Investigations on Metabolites of Microorganisms, XXVII 
[1] Cyelopaldic Acid and 3-O-Methyl Cyc. Zeitschrift für Naturforschung B 
37:1091-1097. 



 

 

CAPÍTULO 5 

IDENTIFICAÇÃO DE ÁCIDO 5-HIDROXIMETIL-FURANO-2-CARBOXÍLICO DE 

Penicillium sp. CRM 1545A DE AMBIENTE MARINHO ANTÁRTICO 

RESUMO 

A eficiência e segurança ecológica de compostos químicos são qualidades 
indispensáveis para moléculas com aplicação nas áreas clínica, industrial e 
agricultural, por isso, os produtos naturais tem ganhado papel de destaque em 
pesquisas de bioprospecção. Assim, organismos considerados reservatórios de 
compostos naturais, como os fungos, tem sido explorados. E dentre os fungos, 
isolados de ambientes extremos ainda são consideravelmente pouco conhecidos. O 
gênero Penicillium é extremamente importante para a biotecnologia devido à seu 
potencial biossintético, sendo capaz de produzir compostos de diversas classes 
químicas com variadas aplicações.  O ácido 5-hidroximetil-furano-2-carboxílico, um 
composto intermediário de interesse para a indústria de combustíveis renováveis, foi 
isolado a partir do extrato bruto do fungo de sedimentos marinhos Penicillium sp. 
CRM 1545A. A aplicação de análises de ressonância magnética nuclear e 
espectrometria de massas possibilitou a identificação desse composto com 
confirmação via comparação com a literatura. O relato de atividades biológicas 
dessa molécula é escasso, entretanto, pesquisas envolvendo a produção desse 
composto por outros microrganismos tem ganhado interesse na comunidade 
cientifica, uma vez que este apresenta valor agregado. Dessa forma, além de um 
reservatório de agentes antimicrobianos, o ambiente antártico é também uma fonte a 
ser explorada de microrganismos para a biotransformação de compostos de 
toxicidade mais elevada e de interesse em processos como a produção de 
polímeros. 

 

Palavras-chave: Extremófilos; Biotransformação; Penicillium; HFMA; Produtos 
naturais.   



 

 

CHAPTER 5 

IDENTIFICATION OF 5-HYDROXYMETHYL-FURAN-2-CARBOXILIC ACID FROM 

Penicillium sp. CRM 1545A FROM THE MARINE ANTARCTIC REGION 

ABSTRACT 

The efficiency and ecological safety of chemical compounds are essential qualities 
for molecules with application un clinical, industrial and agricultural areas therefore, 
natural products have gained a prominent role in bioprospecting researches. Thus, 
organisms considered to be reservoirs of natural compounds, such as fungi, have 
been explored recently. Among fungi, many isolates from extreme environments are 
still relatively unknown. The Penicillium genera is extremely important for 
biotechnology due to its biosynthetic potential, being able to produce compounds of 
different chemical classes with different application. 5-hydrocymethyl-furan-2-
carboxilic acid, an intermediate compound of interest to the renewable fuel industry, 
was isolated from the crude extract of the marine sediment fungus Penicillium sp. 
CRM 1545A. The application of nuclear magnetic resonance and mass spectrometry 
analysis allowed the identification of this compound which was confirmed by literature 
comparison. Reports on the biological activities of this molecule are scarce, however, 
researches involving the production of this compound by microorganisms are of 
interest to the scientific community, due to the added value of this molecule. Thus, 
besides being a source of antimicrobial agents, the Antarctic environment is also a 
source of microorganisms to be explored for the biotransformation of compounds of 
high toxicity and of importance in the production of polymers. 

 

Keywords: Extremophiles; Biotransformation; Penicillium; HFMA; Natural products.
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1 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento de métodos para aumentar o rendimento e a eficiência 

agrícola é essencial para que a demanda crescente gerada pelo aumento da 

população seja suprida (BONNER; ALAVANJA, 2017). Dentre as ferramentas 

empregadas para prevenir a queda da produtividade ao redor do mundo, está o uso 

de pesticidas para proteção de culturas contra insetos, ácaros, bactérias e fungos. 

A aplicação contínua desses produtos, no entanto, pode gerar acúmulo no 

solo e o aparecimento de linhagens tolerantes ou resistentes e, nesse contexto, 

pesticidas derivados de produtos naturais tem ganhado popularidade devido à sua 

eficiência e segurança ecológica (LI et al., 2021). 

Atualmente, os microrganismos ainda são considerados um reservatório 

inexplorado para biomoléculas promissoras com variada ação estrutural e funcional 

antimicrobiana. O estudo de fungos, em particular, foi impulsionado pela descoberta 

de Penicilina G em 1928 e revelou diversos metabólitos ativos como enfumafungina, 

favolona, coprinuslactona, ácido microporênico A, retapamulina e rubrolida S, entre 

outros. 

A exploração de compostos produzidos por microrganismos e seu efeito são 

importantes na era atual de resistência antimicrobiana devido à sua biodiversidade 

(AMANING et al., 2022). Um dos gêneros mais comuns de fungos, Penicillium tem 

distribuição mundial e é encontrado nos mais diversos ambientes, com 483 espécies 

atualmente descritas. 

Os indivíduos desse gênero são de grande importância para as áreas de 

biotecnologia, alimentos, patologia de plantas e medicina devido à sua capacidade 

de produzir um amplo espectro de metabólitos secundários como micotoxinas, 

compostos antibacterianos e antifúngicos, imunossupressores e outras moléculas 

biologicamente ativas. O potencial biosintético de Penicillium tornou esse um gênero 

largamente explorado como fonte de produtos naturais ativos (DE CARVALHO et al., 

2021; EL HAJJ ASSAF et al., 2020). 

O oceano, comparado aos ambientes terrestres, é considerado uma fonte rica 

e subexplorada de moléculas estruturalmente novas devido às condições de baixa 

temperatura, alta pressão, luminosidade reduzida. Os microrganismos marinhos tem 

inegavelmente provado serem um reservatório vital de produtos naturais 
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(TAKAHASHI et al., 2017). Dentro desse grupo, isolados do gênero Penicillium de 

ambientes marinhos extremos são descritos na literatura como sensíveis a 

composição de meios de cultivo e assim, mais propensos a produção de novos 

compostos (CHEN; WANG; PEI, 2014; MA et al., 2016; ZHANG et al., 2020). 

Entre 1991 e 2014, 390 novos produtos naturais produzidos por isolados do 

gênero Penicillium de origem marinha foram descritos. A maioria desses fungos foi 

isolada de sedimentos (41%) e de esponjas (15%), e seus compostos apresentam 

estruturas diversas, incluindo policetídeos (48%), compostos nitrogenados (25%), 

terpenóides e esteróides (13%), e outros (14%). Dentre esses, 58% apresentaram 

alguma atividade biológica e 42% não teve atividade relatada (MA et al., 2016). 

Os policetídeos compreendem uma classe extensa e de grande importância 

de moléculas naturais produzidos por plantas, bactérias e fungos, incluindo 

antibióticos, mico toxinas e pigmentos, com atividades anticâncer, antimicrobiana, 

antioxidante e anti-inflamatória sendo relatadas na literatura (TYŚKIEWICZ et al., 

2022; XU et al., 2021). Entre os policetídeos produzidos por fungos, lovastatina, 

estrobirulina A e a fumagilina são compostos benéficos e utilizados nos campos da 

medicina e agricultura (SKELLAM, 2022). 

Os macrolídeos, grupo de policetídeos constituídos por anéis de diferentes 

tamanhos e caracterizados pela presença de um grupo lactona, são compostos com 

diferentes bioatividades como atividade antiviral, antiparasítica, antifúngica, 

antibacteriana, imunosupressiva, herbicida e citotóxica (EVIDENTE, 2022). 

Considerando a necessidade do uso de moléculas alternativas, os organismos de 

ambientes marinhos produtores de macrolídeos, como fungos filamentosos, são uma 

fonte de metabólitos importante a ser investigada (KARPIŃSKI, 2019). 

 

1.1. Objetivos 

 

Este Capítulo teve como objetivo: 

a. Elucidar a estrutura de um composto fracionado do extrato produzido por 

Penicillium sp. CRM 1545A em Malte 2% por meio de técnicas espectroscópicas 

(LC-MS e RMN). 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Detalhes gerais dos experimentos 

 

Penicillium sp. CRM 1545A, isolado de sedimentos marinhos, foi cultivado em 

meio líquido Malte 2% por 20 dias à 15 ºC e 150 rpm para produção de metabólitos 

secundários (Capítulo 1, item 2.2.1 e 2.3).  

O extrato produzido, CRM 1545A-M, foi fracionado em coluna preparativa de 

fase-reversa C8 conforme descrito no Capítulo 1, item 2.5. As frações foram 

analisadas quanto à similaridade e agrupadas, dando origem a 40 frações finais. 

 

2.2. Identificação da fração F4 

 

O extrato bruto foi analisado em sistema UPLC-DAD-QTOF na Universidade 

de Queensland, Austrália e a partir do tempo de retenção do composto principal de 

F4, a massa da molécula foi detectada. 

A fração F4 foi submetida à análise de Ressonância Magnética Nuclear em 

DMSO-d6 para elucidação estrutural. Foram obtidos espectros de 1D de 1H e 13C, e 

dados 2D como COSY, HSQC e HMBC. 

  



140 
 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Detalhes gerais dos experimentos 

Após cultivo em larga escala, foram obtidos 222,20 mg do extrato bruto de 

Penicillium sp. CRM 1545A. A Tabela 3 apresenta os dados de massa (mg) das 

frações obtidas pelo fracionamento de 100 mg extrato CRM 1545A-M. 

 

Tabela 3. Frações da purificação do extrato CRM 1545A-M após agrupamento 

Fração ID Massa (mg) Fração ID Massa (mg) 

F1 0,2 F21 1,5 

F2 7,3 F22 0,8 

F3 6,2 F23 1,0 

F4 3,7 F24 1,1 

F5 3,1 F25 0,6 

F6 2,3 F26 1,0 

F7 4,2 F27 1,0 

F8 2,1 F28 0,8 

F9 0,9 F29 0,4 

F10 3,5 F30 0,7 

F11 3,5 F31 0,1 

F12 2,5 F32 0,9 

F13 3,4 F33 0,2 

F14 2,9 F34 1,2 

F15 3,3 F35 1,1 

F16 1,9 F36 0,7 

F17 3,5 F37 1,2 

F18 1,5 F38 0,6 

F19 2,4 F39 0,8 

F20 0,7 F40 2,5 
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3.2. Identificação da fração F4 

 

Análise de pureza de F4 em 210 e 254 nm revelou a presença de um 

componente principal de F4, com absorção maior em 254 nm e com tempo de 

retenção 0,52 min (Figura 24). Com base na análise de massas do extrato de origem 

para o sinal em 0,52 min, o íon sodiado do composto foi detectado em 165,04 m/z 

[M+Na]+, e um sinal em 143,02 m/z [M+H] + também foi detectado. (Figura 25). 

A massa da molécula portanto, foi definida como 142,07 Da (íon 

monoisotópico 142,07 m/z). Os dados de espectrometria de massas em conjunto 

com os dados de RMN, sugeriram a fórmula C6H6O4 para o composto F4. Os 

espectros de ressonância magnética nuclear (Tabela 4, Figuras 26-28) corroboraram 

para a elucidação da molécula como ácido 5-hidroximetil-furano-2-carboxílico, 

produto principal da oxidação de hidroximetilfurfural pela reação de Maillard. O ácido 

5-hidroximetil-furano-2-carboxílico (HMFCA) é um composto com absorção máxima 

em 255 nm, e sua fórmula é C6H6O4 com massa monoisotópica de 142,11 m/z 

(JÖBSTL; HUSØY; ALEXANDER; BJELLAAS et al., 2010; KIMURA; TANI; 

HAYASHI; OHTANI et al., 2007). 

O ácido 5-hidroximetil-furano-2-carboxílico (HMFCA), originalmente isolado de 

cultivos de Penicillium italicum e Pyricularia grisea, pertence ao grupo dos 

policetídeos e a classe dos furanos (JADULCO et al., 2001; MUNEKATA; TAMURA, 

1981; NCBI, 2022). 

De acordo com o banco de dados LOTUS (Natural Products Occurence 

Database),  essa molécula é produzida pelas espécies de plantas Homalomena 

occulta e Rehmannia glutinosa, pela bactéria Komagataeibacter xylinus e pelos 

fungos de origem marinha Wardomyces anomalus, Cladosporum herbarum, 

Apiospora montagnei e Chaetomium sp., além de também ter sido detectada em 

cultivo de Aspergillus sp. (ABDEL-LATEFF, 2008; ABDEL-LATEFF et al., 2003; 

JADULCO et al., 2001; KIMURA et al., 2007; KLEMKE et al., 2004; WON et al., 

2014; ZHANG et al., 2014). Nenhum relato de produção de HMFCA por linhagens de 

Penicillium da região terrestre ou marinha da Antártica foi encontrado. 

 

  



142 
 

 

Figura 24. Cromatogramas DAD da fração F4 após agrupamento.  

 

(A): Cromatograma de F4 obtido em 210nm. (B): Cromatograma de F4 em 254 nm. 
Observa-se que as impurezas tem menor absorção em 254 nm, enquanto que o composto 

predominante de F4 apresenta maior absorção em 254 nm. 
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Figura 25. Espectrometria de massas da fração F4 para composto com TR = 0,52 min. 

 
(A): Sinal do íon monoisotópico em 142,07 m/z e do íon [M+H]+ em 143,02 m/z para o composto principal de F4. (B): Sinal do íon sodiado 

[M+Na]+ em 165,04 m/z. 
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Tabela 4. Ressonância Magnética Nuclear para F4 

 

# δC (ppm) δH (ppm) ∫ COSY HMBC 

1-COOH 159,68 - - -  

2-C 159,40 - - -  

3-CH 118,55 7,14 1 4,44 / 6,46 4, 5, 2 

4-CH 109,00 6,46 1 4,44 / 7,14 3, 5, 1 

5-C-CH2 144,06 - - -  

6-CH2OH 55,81 4,44 2 5,45 4, 1 

CH2OH - 5,45 1 4,44  

-COOH - 12,50 1 - 1 
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1D 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ: 12,50 (s, 1H), 7,14 (d, J = 3,49 Hz, 1H), 6,46 (d, J = 3,32 Hz, 1H), 5,45 (s, 1H), 4,44 (s, 2H). Carbonos 
numerados conforme Tabela 4. 

Figura 26. Espectro 1H de ácido 5-hidroximetil-furano-2-carboxílico em DMSO-d6 
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Figura 27. Espectro 13C de ácido 5-hidroximetil-furano-2-carboxílico em DMSO-d6 

 

1D 13C RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ: 159,68 (1-COOH), 159,40 (2-CO), 144,06 (5-CCH2OH), 118,55 (3-CH), 109,00 (4-CH), 55,81 (6-
CH2OH). Carbonos numerados conforme Tabela 4. 
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  A B 

C D 

Figura 28. Espectros 2D de ácido 5-hidroximetil-furano-2-carboxílico em DMSO-d6. 

(A): Numeração dos carbonos da molécula de acordo com a Tabela 4. (B): Dados HMBC de acoplamento H-H. (C): Dados HSQC para 
acoplamento H-C. (D): Dados HMBC para acoplamento H-C. 



148 
 

 

Quanto às atividades biológicas desse composto, Munekata e Tamura (1981) 

mostraram a citotocixidade de HMFCA em células SV-40 transformadas in vitro e o 

potencial antitumoral da molécula em células Sarcoma 180 in vivo. 

De acordo com Kimura et al. (2007), o ácido hidroximetil-furano-2-carboxílico 

tem atividade nematicida contra Caenorhabditis elegans, com mortalidade de 86% à 

2 mM, 10% à 0,2 mM e 4% à 0,02 mM após 2 dias de incubação; e atividade 

nemacitida contra Bursaphelenchus xylophilus proporcional ao tempo de exposição 

de 4 à 14 dias, com a maior mortalidade alcançada após 14 dias de incubação: 4% à 

0,02 mM, 48% à 0,2 mM e 73% à 2,0 mM. 

Em ensaios de fitotoxicidade, não foi detectada atividade inibitória 

siginificativa em sementes de alface. Para plantulas de cenoura, houve promoção do 

crescimento radicular em 0,02 mM e nenhuma promoção foi observada nas demais 

concentrações.Para mudas de arroz, houve promoção do crescimento das raízes e 

no comprimento total das mudas em 0,2 mM e 2 mM. HMFCA, isolado de 

Cladosporium herbarum cultivado em meio Malte por 28 dias e extraído com AcOEt, 

apresentou atividade inibitória em Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, 

formando halos de inibição de 7 mm em ambos após 24h de incubação em 5 µg 

(JADULCO et al., 2001). 

O HMFCA é um produto da biotransformação de HMF (5-hidroximetilfurfural), 

um composto importante na industria devido à sua versatilidade (anel furano, grupo 

aldeído e grupo hidroximetil), constituindo uma alternativa à produção de químicos 

de valor agregado, polímeros e biocombustíveis à partir de biomassa renovável 

(GODAN et al., 2019; ZHANG; ZONG; LI, 2017). A biotransformação de HMF via 

oxidação do grupo aldeído dá origem à HMFCA, que é considerado um novo 

monômero para a sintese de poliésteres (BECERRA et al., 2022; XIE et al., 2022).  

O foco das pesquisas em HMFCA por muito tempo se baseou no uso de 

métodos químicos de conversão de HMF para HMFCA, principalmente utilizando 

metais nobres como catalistas (XIE et al., 2022).  

O processo químico de transformação tem elevado custo, uma vez que faz 

uso de solventes orgânicos e altas temperatura e pressão. Em contrapartida, a 

oxidação biocatalítica tem ganhado espaço por apresentar alta eficiência e ser 

ecologicamente segura, além de ocorrer em condições mais brandas (BECERRA et 

al., 2022; GODAN et al., 2019; ZHANG; ZONG; LI, 2017).  
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No campo da biotransformação, um desafio encontrado é a elevada 

toxicidade e reatividade de HMF. O substrato causa inibição dos biocatalisadores, 

dificultando a produção direta do produto de interesse quando em altas 

concentrações. O uso de células íntegras consistui então uma vantagem ao uso de 

enzimas, pois oferece uma barreira ao volume de toxicidade de HMF (BECERRA et 

al., 2022; PAN et al., 2020).  

Assim, grande parte dos estudos envolvendo HMFCA são direcionados para a 

descoberta de microrganismos capazes de biotransformar HMF em HMFCA com 

eficiência e na otimização do processo de conversão utillizando bactérias e 

leveduras (BECERRA et al., 2022; GODAN et al., 2019; PAN; WU; YAO; LIU et al., 

2020; ZHANG; ZONG; LI, 2017). O emprego de fungos filamentosos como 

biocatalisadores em sistema de células íntegras ainda é subrepresentado 

(TROIANO; ORSAT; DUMONT, 2022). Estudos direcionados para a produção dos 

demais produtos da degradação de HMF tem atraído interesse, mas são escassos 

as pesquisas que focam na bioconversão de HMFCA por fungos (FELDMAN et al., 

2015; MARTINS et al., 2020; RAN et al., 2014) .  Recentemente, apenas Aspergillus 

flavus, Aspergillus niger e Trichoderma reesei foram identificados como candidatos 

promissores na biotrasformaçãode HMF para HMFCA (RAJESH et al., 2019; 

TROIANO; ORSAT; DUMONT, 2022). 
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4 CONCLUSÃO 

 

Microrganismos de ambientes extremófilos possuem sistemas enzimáticos e 

biocatalíticos robustos devido às suas adaptações decorrentes das severas 

condições de seu ambiente de origem (DE CARVALHO, 2017; SHUKLA; SINGH, 

2020). A produção do ácido 5-hidroximetil-furano-2-carboxílico por Pencillium 

CRM1545A e seu isolamento durante nossa investigação do metabolismo 

secundário de fungos marinhos de regiões extremas como a Antártica, abre mais 

uma alternativa na busca por fungos capazes de biotransformar HMF em HMFCA. A 

confirmação potencial do ácido 5-hidroximetil-furano-2-carboxílico como agente 

antimicrobiano ainda requer muito estudo, tanto na seleção de organismos-alvo para 

seu uso como no modo de ação da molécula nas bactérias relatadas na literatura, B. 

subtilis e S. aureus. O mesmo é requerido quanto ao seu uso como agente 

nematicida, antitumoral e como promotor de crescimento em plantas. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O estudo de microrganismos extremófilos é fundamental para o conhecimento 

ecológico de comunidades microbianas e sua interação com o ambiente, além de 

ser a base para estudos envolvendo o potencial biotecnológicos desses organismos. 

O ambiente marinho antártico apresenta características únicas de salinidade, 

incidência de luz solar, pH, temperatura, nutrientes disponíveis e de competição e 

interação em seu ecossistema. Tais características geram condições únicas para a 

sobrevivência dos organismos na região, as quais tem o potencial de gerar 

adaptações que dão origem a novas moléculas. Por sua vez, as moléculas 

produzidas em ambiente tão severo, podem apresentar estruturas químicas e 

desempenhar funções biológicas novas ou desconhecidas. 

Nesse contexto, a cromatografia líquida continua sendo a principal aliada na 

purificação de produtos naturais, proporcionando grande quantidade de dados para 

análise em um tempo muito curto; e a utilização de bancos de dados como 

Scifinder® foi de extrema importância como ferramenta auxiliar na identificação dos 

compostos isolados. 

O estudo conduzido reafirma a realidade dos fungos de ambientes extremos 

como reservatório de moléculas naturais com diversas atividades de interesse para 

o desenvolvimento sustentável da indústria e da agricultura. O conhecimento do 

metabolismo secundário desses isolados é também de fundamental importância 

para o estudo posterior de otimização de cultivo para a produção de compostos de 

interesse. 

O gênero Penicillium, embora amplamente explorado em comparação com 

outros gêneros de microrganismos, ainda pode oferecer novos caminhos na 

produção de compostos bioativos e de valor agregado, como evidenciado pela 

produção de compostos com diferentes estruturas químicas e aplicações. 

Além disso, compostos conhecidos podem ser reavaliados com técnicas 

atuais em diversas aplicações e se tornarem moléculas-chave para o 

desenvolvimento de formulações, retendo assim, seu valor para a pesquisa e para o 

mercado, uma vez que o isolamento e liberação de compostos novos para uso é 

desafiador. 
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Os compostos bioativos isolados nesse estudo, ácido penicílico e ácido 

ciclopáldico, apresentaram atividades desconhecidas até o presente momento, 

tendo sido por muito tempo esquecidos pela comunidade científica, que tem seu 

maior foco na descoberta de novas estruturas e moléculas inéditas em detrimento de 

compostos já conhecidos.  
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INTRODUCTION

Citrus canker affects all the commercially important 
cultivars of citrus around the world, and it is caused by 
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), a Gram-negative 
bacterium belonging to the Xanthomonadaceae family. 
Infection takes place by bacterial entry into the aerial 
parts of the host plant, especially the leaves, through natu-
ral openings (stomata) and wounds (Costerton et al., 1995; 
Graham et al., 1992, 2004). Upon infection, bacteria mul-
tiply in the intercellular spaces (such as the mesophyll), 
producing eruptive lesions from which cells can exudate 

and be spread to nearby plants by the combined action of 
wind and rain (Gottwald et al., 2002).

Tropical and subtropical climates are favourable for 
X. citri development during all times due to high tem-
peratures and frequent storms (Bock et al., 2005). Citrus 
canker is not systemic, but highly infected plants lose pro-
ductivity because of defoliation or fruit loses (Schubert 
et al., 2001).

The objective of disease management is to reduce in-
fection to decrease or avoid loss of crops and production. 
In the case of citrus canker, it consists mostly the use of 
healthy seeds and seedlings, less susceptible cultivars, 
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Abstract
Aims: The control of Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), causal agent of cit-
rus canker, relies heavily on integrated agricultural practices involving the use of 
copper-based chemicals. Considering the need for alternatives to control this disease 
and the potential of fungi from extreme environments as producers of bioactive me-
tabolites, we isolated and identified a bioactive compound from Penicillium sp. CRM 
1540 isolated from Antarctica marine sediment.
Methods and Results: The potential of compound as an antibacterial agent against 
X. citri was assessed through in vitro and greenhouse experiments. Molecular tax-
onomy indicates that this fungus is a possible new species of Penicillium. Results 
revealed 90% bacterial inhibition in vitro at 25 µg ml–1 and a decrease in 75.37% of 
citrus canker symptoms emergency in vivo in treated leaves of Citrus sinensis (L.) 
Osbeck considering the number of lesions per cm2 (p < 0.05) in comparison with the 
control. The structure of the active agent was identified as penicillic acid based on a 
detailed spectroscopic analysis.
Conclusion: Penicillic acid can be an alternative against citrus canker.
Significance and Impact of Study: Research into extremophile micro-organisms 
can identify molecules with biotechnological potential and alternatives to current 
agricultural practices.
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windbreaks around the crops and the application of 
copper-based bactericides as preventive measure (Behlau 
& Belasque, 2014; Gottwald et al., 2002; Leite & Mohan, 
1990; Stein et al., 2007).

According to many studies, although copper-based 
chemicals are effective, these compounds do not eradicate 
the pathogen, and must be applied several times through-
out the harvest period. The constant use of heavy metals 
generates an environment propitious for the selection of 
resistant strains (Graham et al., 2010; Scapin et al., 2015; 
Sundin et al., 1989). For instance, resistance has already 
been documented for X. citri (Canteros, 1996).

In view of this rising problem, application of com-
pounds of microbial origin can be a friendly alternative 
to the current use of copper-based sprays, and fungi from 
Antarctica are proven producers of bioactive second-
ary metabolites (Cheung et al., 2014; Dayan et al., 2009; 
Gonçalves et al., 2015; Henríquez et al., 2014). Many com-
pounds with antibacterial, antiviral and antitumor activ-
ities were isolated from organisms within the Antarctic 
region and bioactive metabolites were shown to inhibit 
the growth of species of Xanthomonas (Encheva-Malinova 
et al., 2014, 2015; Moncheva et al., 2002; Nedialkova & 
Naidenova, 2005; Silber et al., 2013).

In an ongoing study on the biotechnological potential 
of fungi isolated from marine and terrestrial Antarctic 
samples carried out by our research group, we have 
screened filamentous fungi with antimicrobial activity 
against Xanthomonas spp. (Ferrarezi et al., 2019; Purić 
et al., 2018; Vieira et al., 2018). We now report the pro-
cedure for isolation and identification of penicillic acid 
produced by Penicillium sp. CRM 1540 recovered from 
Antarctic marine sediment at Botany Point (King George 
Island, Antarctic Peninsula) and its potential use as a pre-
ventive measure against citrus canker in Citrus sinensis 
(L.) Osbeck.

MATERIALS AND METHODS

Microbial resources

Penicillium sp. CRM 1540 belongs to UNESP Central of 
Microbial Resources (CRM-UNESP), where it is cryopre-
served at −80°C. For culture analytical and large-scale 
cultivation conditions, see Supplementary Material.

The phytopathogenic bacterium Xanthomonas citri 
subsp. citri isolate 306 (X. citri; IBSBF 1594) (Schaad et al., 
2006) and Xanthomonas campestris ACM477 were reacti-
vated in agar NYG medium (3 g yeast extract, 5 g peptone 
and 20  ml glycerol per litre) and incubated at 29°C for 
48 h.

Extraction and isolation of secondary 
metabolites

A scheme for the production and isolation process is 
available in Supplementary Material (Scheme S1). The 
dried organic fraction was solubilized in MeOH, filtered 
in PTFE 0.45  µm syringe filter and subjected to pre-
parative reversed-phase HPLC (Phenomenex Luna-C8 
21.2 mm × 25 cm × 7 µm column, 20 ml min−1 gradient 
elution over 30 min from 90% to 0% H2O/MeCN, with a 
constant isocratic 0.01% TFA/MeCN). Peak detection was 
set to 210, 254 and 290 nm. The fractions were put in a 
Genevac Solvent Evaporator for 8h for removal of the sol-
vents from the purification process.

The active fraction (11.7  mg) was solubilized in 
methanol (0.3  ml) and subjected to semi-preparative 
HPLC purification (Zorbax Stable Bond-Phenyl, 
9.4 mm × 25 cm × 5 µm, 3 ml min−1 gradient elution over 
25 min from 90% to 50% H2O/MeCN with a constant isoc-
ratic 0.01% TFA/MeCN) (Figure S2) to yield penicillic acid 
(1) (4.9 mg) as a white powder.

Molecular taxonomy of the fungal strain

Penicillium sp. CRM 1540 molecular taxonomy data are 
described in supplementary material.

Antibacterial activity assays

Inhibitory activity against Xanthomonas citri subsp. citri 
was evaluated using the Resazurin Microtitre Assay 
method described by Silva et al. (2013). Analytes were dis-
solved in 10% (v/v in water) dimethyl sulfoxide (DMSO) 
to obtain a stock solution (30,000 µg ml−1) which was 10-
fold diluted in NYG liquid medium for assay in a 96-well 
plate format. Bacterial cells were inoculated in NYG broth 
(30 ml) at 200 rev min−1 to arrive at a 107 CFU ml−1 (OD600 
0.8) pre-inoculum. Microdilution of analytes allowed for 
the assessment of antibacterial activity at concentrations 
ranging from 3000, 1500, 750 and 325 µg ml−1. A stock so-
lution of kanamycin in NYG broth (20 µg ml−1) was used 
as the positive control (PC), with 1% DMSO in NYG broth 
(v/v) as the vehicle control (VC) and NYG medium as the 
negative control (NC). Bacterial inoculum was standard-
ized to 105  CFU well−1 from the pre-inoculum and the 
assay was performed in triplicate. For screening of frac-
tions, the same method was applied. A stock solution 
for each analyte was prepared by dissolving samples in 
DMSO followed by dilution in NYG media to 100 µg ml−1 
(with DMSO <1%).
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Cell viability was detected by the reduction of resazurin 
(non-fluorescent dye) in the presence of NADH to resoru-
fin (red fluorescent dye). Resazurin (0.01% v/v in water) 
was added to the 96-well plate and the fluorescence scan-
ning of resorufin was measured at 530  nm (excitation) 
and 590 nm (emission) with Biotek Synergy H1MFD mi-
croplate reader (BioTek Instruments, Inc.). Percentage of 
growth inhibition was calculated based on the fluores-
cence units (FU) detected according to the formula below:

Antibacterial activity against Xanthomonas campes-
tris in 96-well plates followed the same conditions, except 
that optical density was measured for inhibition (%). The 
absorbance at 600  nm of each well was measured in a 
POLARStar Omega plate reader. Percentage of inhibition 
was calculated based on optical density of the negative 
control with the formula:

Inhibition =
(average OD of NC)− (OD ofsample)

(average OD of NC)
∗ 100

Plant protection experiment

Penicillic acid (1) was tested at 25 µg ml−1 (90% inhibition 
in vitro) for activity in greenhouse conditions. The com-
pound was prepared for application in 100 ml ultrapure 
water with DMSO 1%, similar to the in vitro assay. Two 
controls were applied for comparison: 100 ml of 1% DMSO 

solution (untreated, negative control—NC) and 100 ml of 
Difere® 2 ml L−1, a commercially available copper-based 
fungicide and bactericide (active ingredient: copper oxy-
chloride 588  g L−1 equivalent to 350  g L−1 of metallic 
copper).

Three nursery trees were used per treatment during the 
experiment. Nursery trees of Citrus sinensis (L.) Osbeck 
(rootstock Citrus × limonia) were pruned 10 days before 
the experiment begun and three branches with young 
leaves (4–7 cm length) were marked from each seedling 
for compound or control application (Figure 1a). Spray 
bottles were used to apply the treatments in the abaxial 
(inferior) and adaxial (superior) surface of the leaves until 
the run off point (Figure 1b).

After 24 h of treatment, the same method of applica-
tion was used to spray Xanthomonas citri subsp. citri on 
the leaf surfaces (Figure 1b). A pre-inoculum was pre-
pared in the same day as the treatments were applied in 
NYG liquid media at OD600 = 0.1. The pre-inoculum was 
cultivated at 29°C and 200 rev min−1 for 14  h and then 
1 ml of pre-inoculum was transferred to sterilized falcon 
tubes containing 30  ml of NYG media and cultivated at 
29°C and 200 rev/min until OD600 of 0.5, within the log 
phase of bacterial growth.

The bacterial inoculum was centrifuged at 516  g for 
15  min for pellet formation and then resuspended in 
0.85% saline solution and standardized to OD600  =  0.5 
(107 CFU ml−1) for application. After the phytopathogen 
application, the seedlings were covered with a plastic bag 
to encourage stomatal opening and bacterial penetration 

Inhibition =
(averageFUofNC) − (Fuof sample)

(averageFUogNC)
∗ 100

F I G U R E  1   Greenhouse experiment 
process. (a) Young and healthy leaves 
after pruning. (b) Method of compound 
and phytopathogen application. (c) 
Covered seedlings to facilitate bacterial 
infection. (d) Plastic bags removed after 
48 h and experiment start

(a)

(c) (d)

(b)
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for 48  h (Figure 1c). The bags were then removed and 
the experiment was observed weekly until its completion 
after 40 days of Xanthomonas citri subsp. citri application 
(Figure 1d).

The leaves on each treated branch were carefully de-
tached and scanned for analysis of the leaves’ abaxial 
area (cm²) and number of lesions per leaf. Analysis was 
carried out using the open-source software ImageJ—Fiji 
(Schindelin et al., 2012).

Statistical analysis

The open-source statistic software JASP version 0.14.1. 
(University of Oslo) (Team JASP, 2020) was used for sta-
tistical analysis of data obtained by greenhouse assay with 
confidence interval of 95%.

Data analysis

NMR data were analysed by Bruker TopSpin 4.0.9  soft-
ware (academic license), compound structure was drawn 
using ChemSketch Freeware v 14.00 (ACD/ChemSketch, 
2019). Mean and standard deviation data were calculated 
in Microsoft Excel (Microsoft Office), graphics were plot-
ted in Microsoft Excel and PAST 4 version 4.05 (Hammer 
et al., 2001).

RESULTS

The fungus CRM 1540 was isolated as reported by Wentzel 
et al. (2019), with molecular taxonomy (beta-tubulin se-
quencing and phylogenetic analyses) suggesting it is a 
new species of the genus Penicillium.

Sequence similarity with the closest related species of 
Penicillium (P. commune and P. caseifulvum) ranged from 
98% to 99%. In the phylogenetic tree (Figure S9), the se-
quence of the strain CRM 1540 (390 nt) and two other 
sequences of Penicillium also isolated from Antarctic ma-
rine sediments (strains CRM 1542 and CRM 1543) formed 
a cluster supported by 65% of bootstrap clearly separated 
from the cluster composed of representatives of P. com-
mune and P. caseifulvum, including the type strains of 
these species. Although these results suggest that the fun-
gus used in the present study is an unknown species of the 
genus Penicillium, further investigations will be necessary 
to confirm the hypothesis of a new species.

The biotechnological potential of Penicillium sp. CRM 
1540, cultivated in 2% malt broth, as growth inhibitor of 
Xanthomonas spp., was previously reported in 2018 (Purić 
et al., 2018; Vieira et al., 2018). The organic extract of this 

isolate inhibited the growth of X. citri in 90% when applied 
at a concentration of 2900 µg ml–1. To check the production 
of active molecules in another cultivation broth, Czapek 
Dox broth was used for fungal growth under the same 
conditions previously reported. The filtered broth was ex-
tracted with ethyl acetate (EtOAc) and the extract’s anti-
bacterial activity increased, with 90% growth inhibition at 
679 µg ml−1, which illustrates the importance of culture 
media as a variable for driving metabolite production.

The bioactive extract was subjected to preparative 
reversed-phase HPLC (Phenomenex Luna-C8 21.2  mm 
×25 cm ×7 µm column, 20 ml min−1 gradient elution over 
30 min from 90% to 0% H2O/MeCN, with a constant iso-
cratic 0.01% TFA/MeCN) to give 40 fractions (Figure S1). 
The fractions were evaluated for antibacterial activity 
against X. campestris and X. citri, with subsequent frac-
tionation by semi-preparative HPLC (Zorbax Stable Bond-
Phenyl column, 9.4 mm × 25 cm × 5 µm with a gradient of 
MeCN (0.01% TFA) leading to isolation of the active agent 
1 (Figure S2).

Compound 1, the major compound in the bioactive 
fraction, was isolated as a white powder with the molec-
ular formula C8H10O4 (170 Da) based on HRESIMS m/z 
193.0477 [M + Na]+ (calculated for C8H10O4Na, 193.0471). 
(Figure S3). Analysis of the 1D NMR (600 MHz, DMSO-d6) 
data for 1 (Figure 2 and Figures S4–S8, and Table S1) in-
cluding comparison with literature data (Bladt et al., 
2013), confirmed the structure for penicillic acid (1).

In the in vitro assays, penicillic acid showed minimal 
concentration for 90% growth inhibition of bacterial cells 
at 49.39 µg ml−1 for X. campestris and 25 µg ml−1 for X. 
citri. The overall results of the bioassay of Compound 1 
against X. campestris and X. citri subsp. citri are shown in 
Figure 3.

Experiments conducted in greenhouse conditions re-
vealed that penicillic acid (25 µg ml−1) suppressed citrus 
canker development by 75.31%. The positive control used 
in the experiment, Difere®, decreased the disease symp-
toms by 84.74%, though applied in more concentration 
than penicillic acid; meanwhile, the untreated control 
showed 4.05 times more lesions per cm2 than the treat-
ment with penicillic acid (Figure 4).

The mean of lesion/cm² of each treatment with the 
standard error is shown in Figure 5.

Results from Shapiro–Wilk normality test showed that 
the data obtained were non-normal (p  <  0.001) as ex-
pected by the experimental design.

Nonparametric analysis (distribution shown in 
Figure S10) revealed a significant difference in the num-
ber of lesions/cm² between the treatments (p < 0.001) 
and Dunn post-hoc comparisons (Table 1) showed a 
slight significant difference between Difere® and pen-
icillic acid (p  =  0.035, α  =  0.05). Penicillic acid and 
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F I G U R E  2   Structure of penicillic 
acid (1) isolated from the crude extract 
of the liquid medium of CRM 1540 
(Penicillium sp.) culture
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F I G U R E  3   Antibacterial activity of 
penicillic acid (1), against X. campestris 
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Difere® treatments had a significant effect on protec-
tion of leaves, with less lesions compared to the control 
(p < 0.001, α = 0.05).

DISCUSSION

Penicillic acid is a mycotoxin known as quorum sensing in-
hibitor first isolated from Penicillium puberulum (Alsberg 
et al., 1913). This biologically active metabolite interferes 
in biofilm formation, reducing bacterial colonization 
(Liaqat et al., 2014; Montenegro et al., 2012; Rasmussen 
et al., 2005; Uroz et al., 2009; Wang et al., 2011).

According to the literature, this penicillic acid exhibits 
antifungal, antiviral, antitumoral, antidiuretic and anti-
bacterial activities in addition to being phytotoxic, cyto-
toxic hepatotoxic and nephrotoxic (Frisvad, 2018; Kang & 
Kim, 2004; Keromnes & Thouvenot, 1985; Lindenfelser & 
Ciegler, 1977).

At least 101 fungi species, including different chemo-
types, are related as producers of penicillic acid but only 
48 are well documented, with the fungus correctly identi-
fied by phenotypical and molecular methods, well-defined 
criteria for the isolation and identification of the com-
pound, and the strain available for the scientific commu-
nity (Frisvad, 2018). Members from the Penicillium and 
Aspergillus genera that are the most commonly reported 

are as follows: Penicillium fennelliae, P. commune, P. 
roqueforti, P. brasilianum, P. carneum, P. viridicateum, P. 
chrysogenum, Aspergillus affinis, A. bridgeri, A. cretensis, 
A. melleus, A. ohcraceus and A. roseoglobulosus (Ciegler 
et al., 1972; Olivigni & Bullerman, 1978; Van Eijk, 1969).

The inhibitory effect of penicillic acid has been 
observed in Gram-negative and Gram-positive bac-
teria in which Bacillus cereus, B. megaterium, B. sub-
tilis, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, S. 
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi 
and Staphylococcus aureus are some examples (Ezzat 
et al., 2007). In phytopathogenic bacteria, the antibac-
terial activity of penicillic acid was reported for the first 
time by Nguyen and collaborators (2016). Penicillic 
acid isolated from Aspergillus persii EML-HPB1-11 was 
tested against 12 phytopathogenic bacteria: Acidovoraz 
avenae subsp. cattlyae, Agrobacterium tumefaciens, 
Burkholderia glumae, Clavibacter michiganensis subsp. 
michiganensis, Pectobacterium carotovorum subsp. caro-
tovorum, Pseudomonas syringae pv. actinidae, Ralstonia 
solanacearum, Xanthomonas arboricola pv. pruni, 
Xanthomonas axonopodis pv. citri, Xanthomonas euvesi-
catoria, Xanthomonas oryzae pv. oryzae and Streptococcus 
scabies. According to the study, MIC values ranged be-
tween 37 µg ml−1 against Acidovoraz avenae subsp. cat-
tlyae, Burkholderia glumae, Ralstonia solanacearum and 
Xanthomonas euvesicatoria and 111 µg ml−1 for the re-
maining bacteria. The group performed an in vitro and 
detached leaf experiment in peach for Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae where penicillic acid inhibited and 
reduced the development of bacterial spot with MIC of 
12.3  µg  ml−1 in vitro and inhibitory effect observed in 
the leaves proportional to dose–response.

Penicillic acid, isolated from seaweed-derived 
Aspergillus sp., also showed antibacterial activity against 
X. campestris and X. citri with MIC of 100 and 200 µg ml−1, 
respectively (Huang et al., 2020).

In our study, the leaves treated with Difere® showed 
less symptoms than the other treatments; however, the 
results for penicillic acid were still significant, decreas-
ing substantially the ability of Xanthomonas citri subsp. 
citri to colonize the host citrus. Penicillic acid had a 
mean of 0.437  lesions/cm² (SE  ±  0.087), when applied 
at 25  µg  ml−1, while the positive control, with applica-
tion equivalent to 700 µg ml−1 of metallic copper, showed 

F I G U R E  5   Mean and standard error of lesions/cm² for each 
treatment on leaves of Citrus sinensis (L.) Osbeck seedlings for 
Difere® (n = 60), Penicillic acid (n = 82) and NC (n = 63). PAST 4
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T A B L E  1   Dunn's post-hoc comparisons of treatmentsa

Comparison z Wi Wj p

Difere®—Penicillic acid −1.808 71.983 89.939 0.035

Difere®—Negative control −7.355 71.983 149.540 <0.001

Penicillic acid—Negative control −6.086 89.939 149.540 <0.001
aJASP (v. 0.14.1).
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values of 0.270 lesions/cm² (SE ± 0.080) and in the nega-
tive control the mean was 1.772 lesions/cm² (SE ± 0.294).

Penicillic acid had a protective effect on leaves simi-
lar to the effect observed by Cavalca et al. (2020) with the 
application of hexyl gallate (600 µg ml−1) for citrus can-
ker treatment where the mean of lesions observed for the 
compound was of 0.5  lesions/cm². Maxwell et al. (2019) 
also reported a ternary zinc chelate solution (TSOL) at 
800 µg ml−1 with similar results to copper chemicals in a 3-
year study conducted in greenhouse and field conditions.

In conclusion, a previously unknown application for 
penicillic acid in citriculture, as an alternative for cur-
rently employed copper-based chemicals, was revealed 
in our research. Studies on the potential health and en-
vironmental effects of penicillic acid when applied at 
25  µg  ml−1 in plants must be carried out and discussed 
before a decision can be made. Nevertheless, the potential 
use of penicillic acid in agriculture against citrus canker 
is real, as is the need to investigate its derivatives, new 
uses for known metabolites, and the biotechnological po-
tential of extremophile microorganisms from Antarctica.
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1. General experimental details 

Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich or Merck unless otherwise specified. 

Analytical-grade solvents were used for solvent extractions. Chromatography solvents were of 

HPLC grade supplied by Labscan or Sigma-Aldrich and filtered/degassed through 0.45 μm 

polytetrafluoroethylene (PTFE) membrane prior to use. Deuterated solvents were purchased 

from Cambridge Isotopes (Tewksbury, MA, USA). Microorganisms were manipulated under 

sterile conditions using a Laftech class II biological safety cabinet and incubated in either 

MMM Friocell incubators (Lomb Scientific, NSW, Australia) or an Innova 42R incubator 

shaker (John Morris, NSW, Australia). Liquid chromatography-diode array-mass spectrometry 

(HPLC-DAD-MS) data were acquired either on an Agilent 1100 series separation module 

equipped with an Agilent 1100 series HPLC/MSD mass detector and diode array multiple 

wavelength detector. Semi-preparative HPLCs were performed using Agilent 1100 series 

HPLC instruments with corresponding detectors, fraction collectors and software inclusively. 

UPLC chromatograms were obtained on Agilent 1290 infinity UPLC system equipped with 

diode array multiple wavelength detector (Zorbax C8 RRHD 1.8 μm column, 50  2.1 mm, 

eluting with 0.417 mL min-1 90% H2O/MeCN to 100% MeCN (with isocratic 0.01% TFA 

modifier) over 2.50 min). Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were acquired on a 

Bruker Avance 600 MHz spectrometer with either a 5 mm PASEL 1H/D-13C Z-Gradient probe 

or 5 mm CPTCI 1H/19F-13C/15N/DZ-Gradient cryoprobe, controlled by TopSpin 4.08 

software. In all cases spectra were acquired at 25 °C in DMSO with referencing to residual 1H 

or 13C signals ( H 2.50 and C 39.51 ppm). High-resolution ESIMS spectra were obtained on 

a Bruker micrOTOF mass spectrometer by direct injection in MeOH at 3 μL min-1 using sodium 

formate clusters as an internal calibrant. 
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2. Analytical cultivation of the fungal strain 

Penicillium sp. CRM 1540 was cultivated in Czapek Dox (34 g L-1, KASVI®) agar plates for 

7 days at 15 ºC (x3). Following incubation, three squares containing mycelium plus medium 

from the border of each culture were transferred to 150 mL of Czapel Dox Broth in erlenmeyers 

(250 mL). Three erlenmeyers per agar plate were prepared and incubated at 15 ºC for 20 days 

at 150 rev min-1. Following cultivation period, the broth was filtered using 0.45 um filter and 

extracted with EtOAc (450 mL/erlenmeyer). The organic phase was concentrated in vacuo to 

yield the crude extract (40 mg).  

3. Large scale cultivation, extraction and fractionation of Penicillium sp. CRM 1540  

For scale-up cultivation three squares from the border of the fungal strain cultivated in Czapek 

Dox agar plates were transferred to 150 mL of Czapek Dox broth in 250 mL erlenmeryers (x15). 

The flasks were incubated at 15 ºC (Solab SL, 221) for 20 days at 150 rev min-1 (5 

erlenmeyers/batch), after which the broth was extracted with EtOAc (450 mL/erlenmeyer). The 

EtOAc extract was concentrated in vacuo at 40 C to yield the crude extract (326.9 mg). An 

aliquot (60 mg) of the later was dissolved in MeOH (1 mL) and subjected to reversed-phase 

HPLC (Phenomenex Luna-C8 21.2 mm × 25 cm × 7 µm column, 20 mL min-1 gradient elution 

over 30 min from 90%–0% H2O/MeCN, with a constant isocratic 0.01% TFA/MeCN) to yield 

fractions which were combined based on UPLC-DAD-QTOF analysis. Fraction 11 (11.7 mg) 

was subjected to semi-preparative reversed-phase HPLC (Zorbax Stable Bond-Phenyl 9.4 mm 

x 25 cm x 5 µm, 3 mL min-1 gradient elution over 25 min from 90%–50% H2O/MeCN, with a 

constant isocratic 0.01% TFA/MeCN) to yield penicillic acid (1) (4.9 mg, 1.5 %) (Scheme S1). 
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Scheme S1. Isolation scheme of penicillic acid: a) liquid-liquid extraction of the microbial broth 

using ethyl acetate; b) reversed-phase HPLC (Phenomenex Luna-C8 21.2 mm × 25 cm × 7 µm 

column, 20 mL min-1 gradient elution over 30 min from 90%–0% H2O/MeCN, with a constant 

isocratic 0.01% TFA/MeCN) for 326.9 mg of crude extract; c) semi-preparative HPLC 

purification for 11.6 mg: (Zorbax Stable Bond-Phenyl (9.4 mm x 25 cm x 5 µm, 3 mL min-1 

gradient elution over 25 min from 90%–50% H2O/MeCN, with a constant isocratic 0.01% 

TFA/MeCN; d) Fractions from the same peak were grouped as compound 1. 
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Figure S1. Fractions from the fractionation process of Penicillium sp. CRM 1540. C8 

preparative column and mobile phase: 90%-0% H2O/MeCN with a constant isocratic 0.01% 

TFA, 20 mL min-1, 30 min. DAD detector: 210 nm. 

3.1. Isolation of penicillic acid by HPLC purification in semi-preparative phenyl column.   

Fraction 11 (11.6 mg) from the primary fractionation of the EtOAc crude extract from 

Penicillium sp. CRM 1540 was dissolved in 0.3 mL of MeOH (38.6 mg mL-1) and subjected to 

chromatographic fractionation using semipreparative HPLC. Six aliquots of 50 µL (1.93 mg 

injection-1) were injected for HPLC fractionation (Zorbax Stable Bond-Phenyl 9.4 mm x 25 cm 

x 5 µm, 3 mL min-1 gradient elution over 25 min from 90%–50% H2O/MeCN, with a constant 

isocratic 0.01% TFA/MeCN). 
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Figure 

S2. HPLC-DAD chromatograms for fraction 11 using phenyl-bonded silica semipreparative 

column in HPLC with gradient mode (90%-50% H2O/MeCN with a constant isocratic 0.01% 

TFA/MeCN).  
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4. Spectroscopic characterization of Penicillic acid 

Colourless powder; UV-vis (UPLC-DAD) see Figure S3; NMR (600 MHz, DMSO-d6) see 

Table S1 and Figures S4, S5, S6, S7 and S8; 193.0477 [M + Na]+ (calcd for C8H10O4Na, 

193.0471 (Figure S9). 

 

Figure S3. UV-visible absorption spectra of compound 1. 
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Table S1. 1D and 2D NMR (600 MHz, DMSO-d6) data for penicillic acid (1) 

Position δH mult. J Hz δC COSY 1H-13C HMBC 

1  170.3   

2 5.38, s 90.2  1, 4 

3  179.6   

4  102.6   

4-OH 7.94, s    

5  140.7   

6a 5.13, s 116.3 7  

6b 5.30, br s 116.3 7 7 

7 1.64, 3H, s 17.5 6a, 6b 4, 5, 6 

8 3.83, 3H, s 60.2  3 

 

175



10 
 

 

Figure S4. 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) spectrum of penicillic acid (1) 

 

Figure S5. 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) spectrum of penicillic acid (1) 
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Figure S6. 2D NMR HSQC (DMSO-d6) for penicillic acid (1). 

 

Figure S7. 2D NMR HMBC (DMSO-d6) for penicillic acid (1). 
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Figure S8. 2D NMR COSY (DMSO-d6) spectrum for penicillic acid (1).

 

Figure S9. HRESIMS analysis in micrOTOF of compound 1. Suggested molecular formula of 

C8H10O4. HRMS m/z 193.0477  [M + Na]+ (calcd for C8H10O4Na, 193.0471). 
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5. Fungal DNA isolation and taxonomic analysis 

Fungal DNA extraction was carried out as reported by Wentzel et al. (2019). The beta-tubulin 

gene was amplified according to (Godinho et al. 2013), using  the primers Bt2a (5′-

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) and Bt2b (5′-

ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) (Glass and Donaldson 1995). The amplicons were 

purified and sequenced according to Wentzel et al. (2019). The generated sequences were 

assembled into contig (390 bp) using BioEdit v.7.2.5 (Hall 1999) and compared to homologous 

sequences deposited in the NCBI-GenBank and CBS Fungal Biodiversity Centre databases 

using BLAST. The beta-tubulin sequence of the antarctic-derived fungus strain CRM1540 was 

deposited in GenBank under the accession number  MZ198745. 
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Figure S10. Phylogenetic analysis of beta-tubulin gene sequence of the fungus CRM 

1540 isolated from Antarctic marine sediment. Evolutionary distances were based on the 

Maximum Likelihood algorithm and Kimura 2p model. Boothstrap values (1000 replicate 

runs) >50% are listed. 

5.1. Phylogenetic Tree  

The sequences were aligned using ClustalX (Thompson, 1997) and analyzed using MEGA 

v.7.1(Kumar et al., 2016). Evolutionary distances were calculated using the Maximum 

Likelihood algorithm and Kimura-2p nucleotide substitution model(Kimura, 1980). The 

robustness of the phylogenetic tree was calculated using the bootstrap method, with 1000 

generations. 
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6. Data distribution of citrus canker lesions observed in treatments under greenhouse 

conditions 

 

Figure S11. Violin plot of data distribution for individual treatments (p<0.001). JASP v. 0.14.1 

(Team 2020) 
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