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RESUMO

DAMASCENO, C. L. Metabdlitos de Penicillium citrinum e sua acéo antifungica
a Aspergillus niger, agente causal da podriddo vermelha do sisal (Agave

sisalana Perrine ex Engelm).

O sisal tem enorme importancia econdmica e social, sendo o principal produto
agricola da agricultura familiar, na regido semiarida da Bahia. Fatores como a
podriddo vermelha do sisal, causada por Aspergillus niger, vem afetando a
produtividade da agaveicultura nos ultimos anos. Penicillium citrinum tem sido
frequentemente isolado de plantas de sisal no semiarido da Bahia. Este fungo néo
€ patogénico ao sisal, sendo um potencial agente de controle da podridao no sisal.
Este trabalho teve como objetivo, o isolamento e teste da atividade antifungica de
metabalitos produzidos por P. citrinum contra A. niger. P. citrinum foi multiplicado
em meio liquido Czapek, sendo o micélio e a fracdo liquida do cultivo separados
por filtracdo e submetidos a extracdo com solventes para composi¢ao dos extratos
brutos. Apo6s andlises de RMN de 'H foram selecionados os extratos cloroférmicos
do micélio (ECM) e do filtrado (ECF) para estudo cromatografico por CC, CCDC e
CCDP. Determinou-se a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracao
letal para inibicdo de 50% da germinacdo de esporos (CL50) dos extratos de P.
citrinum, para A. niger. As substancias isoladas foram identificadas por analise
RMN de H, 13C, gHMBC, IV, CG-EM e comparacgéo com os dados da literatura. Os
seis extratos do micélio e filtrado de P. citrinum inibiram significativamente a
germinacao de esporos de A. niger. A maior porcentagem de inibi¢ao foi 61,27 %
para o ECF e 58,96 % para o ECM. A CL50 para germinacdo de esporos foi de
15,62 a 1000 pg mL* para ECF e 15,62 a 500 pg mL* para ECM, variando com o
isolado de A. niger. Nao houve inibicdo do crescimento micelial de A. niger pelos
extratos. Foram identificadas cinco substancias: ergosterol; 9,12 hexadecadienoato
de n-propil; octadeca-9Z,12Z-dienoato de metila; 10,13-dimetiltetradecanoato de
metila e S-3-metilpent-2-enolactona. Conclui-se que P. citrinum produz metabdlitos
com acdao antifingica a A. niger. Estudos futuros devem determinar o principio ativo

de cada extrato.
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ABSTRACT

DAMASCENQO, C. L. Metabolites of Penicillium citrinum and their antifungal
activity against Aspergillus niger, causal agent of sisal (Agave sisalana

Perrine ex Engelm) red rot disease.

Sisal has an enormous economic and social importance, being the main agricultural
product in family based agriculture of the semiarid region in the State of Bahia,
Brazil. Sisal red rot stem disease caused by Aspergillus niger is affecting sisal
productivity over the past few years. Penicillium citrinum has been frequently
isolated from sisal plants in semiarid of Bahia. This fungus is not pathogenic to sisal,
being a potential agent for controlling this sisal disease. This work had the objective
of isolating and testing the antifungal activity of metabolites obtained from P.
citrinum against A. niger. P. citrinum was grown in Czapek liquid medium and the
mycelium and liquid fraction were separated by filtration and submitted to solvent
extraction and partitioning for obtaining the crude extracts. After 'H NMR extract
analysis, chloroform extracts of mycelium (ECM) and filtrate (ECF) were selected
for chromatographic studies by CC, TLCC and TLPC. It was also determined the
minimum inhibitory concentration (MIC) and lethal concentration (CL 50) of extracts
for A. niger. The substances were identified by 'H and **C NMR, gHMBC, IV, CG-
EM and compared with data from the literature. The six extracts for mycelium and
culture filtrate of P. citrinum significantly inhibited spore germination of A. niger. The
highest percentage of inhibition was of 61.27 % for ECF and 58.96 % for ECM. The
CL50 for spore germination varied from 5.62 to 1000 pg mL* for ECF and from
15.62 to 500 pg mL* for ECM, depending on the isolate of A. niger. Inhibition of A.
niger mycelium growth was not observed for the extracts at concentrations up to
2000 pg mL?. Five substances were identified and described: ergosterol (SI); n-
propyl 9,12-hexadecadienoate (Sll); methyl octadeca-9Z,12Z-dienoate (Sllil);
methyl 10,13-dimethyl-tetradecanoate (SIV) and S-3-methyl-pent-2-enolactona
(SV). Itis concluded that P. citrinum secretes metabolites with antifungal activity to
A. niger. Studies are necessary to determine the active substances of each extract

and their antimicrobial action.
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INTRODUCAO

O cultivo do sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) representa importante
segmento econdmico para o Nordeste brasileiro, devido a geragdo de renda e
emprego em regides do semiarido. O Brasil € o maior produtor mundial, sendo a
regido nordeste a Unica produtora nacional. Os estados produtores de sisal no
Brasil sdo: Paraiba, Rio Grande do Norte e a Bahia, sendo o estado da Bahia
responsavel por aproximadamente 94% da produc@o nacional (SINDIFIBRAS,
2013; ADAB, 2013).

O sisal nos estados da Bahia e Paraiba vem sendo afetado pela podridéao
vermelha do caule de sisal que se constitui num dos fatores responsaveis pelo
declinio desta cultura no Brasil (ABREU, 2010). Esta patologia inviabiliza o
desfibramento das folhas e causa a morte das plantas, ocasionado a destrui¢cao de
extensas areas de plantio de sisal. A prevaléncia desta doenca na regiao semiarida
da Bahia é de 100% e a incidéncia média varia de 5 a 40%, nas regides de cultivo
(ABREU, 2010). Dentre os sintomas caracteristicos da doenca tem-se o
escurecimento dos tecidos internos do caule, que evolui para uma descoloragéao
avermelhada dos tecidos e apodrecimento do caule. As plantas murcham e as
folhas tornam-se amareladas. Devido ao apodrecimento do caule, a planta morre e
tomba (LIMA, 1998).

O agente causal da podriddao vermelha do sisal € o Aspergillus niger, um
fungo mitospodrico e saprofita ou parasita fraco. Este micro-organismo esta
naturalmente presente no solo, fato que dificulta seu controle por métodos mais
usuais como o uso de agrotoxicos.

O controle biolégico, por meio da utilizacdo de micro-organismos
antagonistas para o controle de patégenos veiculados ao solo tem demonstrado
ser uma alternativa viavel e de baixo custo para a reducdo da populacdo e do
potencial de indculo do patégeno, com conseqiente reducdo da incidéncia da
doenca (MICHEREFF, 2008).

Experimentos realizados no laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB
tém demonstrado a inibicdo de A. niger por fungos como Penicillium citrinum,

sugerindo assim, que este micro-organismo é um provavel agente antagbnico a
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este patégeno do sisal e potencial agente de controle biolégico (DAMASCENO,
2012).

O primeiro capitulo deste trabalho aborda aspectos gerais da cultura sisaleira,
classificacdo botanica, importancia socioeconémica, aspectos fitossanitarios,
principalmente a podriddo vermelha causada por Aspergillus niger, além de
estratégias para biocontrole desta doenca, tais como metabdlitos secundarios
produzidos por fungos endofiticos de sisal.

O segundo capitulo apresenta a atividade antifingica dos extratos e fracdes
obtidos do micélio e filtrado de P. citrinum avaliada em dez isolados de A. niger.
Esses isolados de A. niger oriundos de diferentes areas produtoras de sisal foram
testados quanto a inibicdo da germinacéo de esporos e do crescimento micelial por
diferentes concentracdes dos extratos e fragbes de P. citrinum.

Na tematica do terceiro capitulo encontra-se o estudo relativo a constituicao
guimica de metabolitos produzidos por Penicillium citrinum, fungo antagénico ao
Aspergillus niger e endofitico de sisal. Os extratos resultantes de extragdo com
solventes orgéanicos do miceélio e filtrado obtidos do cultivo de P. citrinum, foram
analisados por meio de técnicas cromatograficas e espectroscopicas usuais da
guimica de produtos naturais, tendo como resultado o isolamento de cinco
metabalitos.

O objetivo deste trabalho foi o isolamento e identificacdo de metabdlitos de
P. citrinum, no intuito de testa-los na inibicdo do patdogeno da podridao vermelha do

sisal Aspergillus niger.
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CAPITULO 1

Controle biologico de Aspergillus niger, agente etiolégico da
podriddo vermelha do sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) e

producdo de metabalitos por Penicillium citrinum
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RESUMO

DAMASCENO, C. L. Controle de Aspergillus niger, agente etiolégico da
podriddo vermelha do sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) com extratos

de Penicillium citrinum

A producao de sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) representa importante
segmento econdmico para o Nordeste brasileiro, garantindo a geracéo de renda e
emprego na regido semiarida da Bahia e Paraiba. O Brasil € o maior produtor
mundial, sendo a regido nordeste a Unica produtora nacional. O desempenho da
cultura do sisal nos estados como a Bahia e Paraiba, vem sofrendo queda de area
plantada e produtividade. A podriddo vermelha do caule de sisal constitui-se um
dos fatores responsaveis pelo declinio desta cultura. Esta patologia inviabiliza o
desfibramento das folhas e causa a morte das plantas, ocasionado a destruicéo de
extensas areas de plantio de sisal. Os sintomas caracteristicos da doenca séo o
amarelecimento e murcha das folhas, o escurecimento dos tecidos internos do
caule, que evolui para uma descoloracdo avermelhada dos tecidos, o
apodrecimento do caule e morte da planta, com o seu tombamento no campo. O
agente causal da podriddo vermelha do sisal é o Aspergillus niger, um fungo
mitosporico, saprofita, cosmopolita, naturalmente presente no solo, tornando-o de
dificil controle por métodos usuais. O controle bioldégico por meio da introducao de
micro-organismos antagonistas para o controle de patdgenos veiculados ao solo,
tem demonstrado ser uma alternativa viavel e de baixo custo para a reducédo da
populacdo e do potencial de in6culo do patégeno, com consequente reducdo da
incidéncia da doenca. Experimentos realizados no laboratério de Microbiologia
Agricola da UFRB tém demonstrado a inibicdo de A. niger por fungos do genéro

Penicillium, conhecidos pela producédo de metabdlitos bioativos.

Palavras-chave: Cultura sisaleira, fitopatologia, substancias bioativas.
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ABSTRACT

DAMASCENQO, C. L. Control of Aspergillus niger, etiologic agent of red rot of
sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) and production of metabolites by

Penicillium citrinum.

Sisal cultivation (Agave sisalana Perrine ex Engelm) represents an important
economic sector in the Brazilian Northeastern region, generating income and
employment in the semiarid regions. Brazil is the world's largest sisal producer, with
the northeast being the only national producer. Sisal yields and planted areas in
States of Bahia and Paraiba have been declining, and sisal red rot disease is
pointed out as being one of the factors responsible for this decline. Plant leaves
become inappropriate for decortication and fibre extraction and this disease causes
plant death, with the destruction of large areas of sisal plantations. The
characteristic symptoms are leaf yellowing and wilt, darkening of the internal tissues
of sisal stem witch evolves for tissue discoloration and redness, stem rot and plant
death. The causing agent of sisal red rot disease is Aspergillus niger, a mitosporic,
saprophytic and cosmopolitan fungus that is naturally present in the soil and difficult
to control by conventional methods. Thus, biological control through the introduction
of antagonist microorganisms can be a viable and cost effective method to reduce
the population and the potential pathogen inoculum, with consequent reduction in
the incidence of this disease. Experiments conducted in the laboratory of
Agricultural Microbiology UFRB have demonstrated the antagonistic effect on A.

niger by Penicillium citinum, known for the production of bioactive metabolites.

Keywords: Culture sisal, antagonism, phytopathology, bioactive substances.
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REVISAO DE LITERATURA

Sisal

O sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) é uma planta monocotiledénea,
da série Liliflorea, familia Agavaceae, subfamilia Agavoidea, género Agave,
subgénero Euagave (MEDINA, 1954). Nativo da América Central, suas fibras eram
utiizadas desde os tempos pré-colombianos. Entretanto, em 1880 o
desenvolvimento e comercializagdo da “maquina de amassar graos” (the machine
grain binder), patenteada nos Estados Unidos em 1892, possibilitou o atendimento
a demanda por fios de baixo custo e, como consequéncia, aumentou 0 interesse
pela utilizacdo da fibra de sisal e também pela introducgéo e estabelecimento desta
cultura em outros paises (EB, 2014).

As folhas de sisal dao origem a principal fibra dura produzida no mundo, com
importante relevancia na industria farmacéutica, automobilistica e na construgao
civil. Contudo, existem outros produtos em que o sisal pode ser utilizado, tais como:
tecidos, cordas, carpetes, revestimento para paredes e geotéxteis, polpa e
mucilagem para papel, alimentacé&o animal e fios de qualidade (SILVA et al., 1999).

No Brasil, o sisal foi introduzido por volta de 1903, no estado da Paraiba e
no final da década de 30, na Bahia (SUINAGA et al., 2008). Entretanto, em 1930,
ja era cultivado em Angola, Haiti, Indonésia, Madagascar, Mo¢cambique, Quénia,
Taiwan, Venezuela e outras localidades na Africa e nas Filipinas (EB, 2014).

Atualmente, o Brasil € o maior exportador de sisal do mundo, apresentando
uma producédo anual de aproximadamente 263 mil toneladas, correspondendo a
mais de 50 % da safra mundial (IBGE, 2014). A producéo brasileira concentra-se
na regido Nordeste, nos estados da Bahia, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara
e a Bahia é o principal estado produtor, contribuindo com 94 % da producéo
nacional.

A regido sisaleira no Semiarido baiano € constituida por 20 municipios com
uma populacao de aproximadamente 570.720 habitantes, dos quais, em torno de
59 % vivem na éarea rural (Figura 1) (SEBRAE, 2009; IDR, 2013; SEAGRI, 2011).
Essa cultura tem enorme relevancia socioecondmica para a sobrevivéncia da

populacéo rural e urbana dessa regiao, por exigir grande volume de mé&o de obra,
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desde a manutencdo das lavouras, extracdo e processamento da fibra para o
beneficiamento, até as atividades de industrializacdo de diversos produtos e
producédo de artesanato, abrindo um mercado de trabalho que envolve
aproximadamente 800 mil pessoas (CNA, 2010).

A cultura do sisal é imprescindivel para a regido semiarida da bahia e,
consequentemente, para a economia brasileira, em funcéo da geracéo de renda
nesta regido, na qual as condi¢gbes edafo-climéaticas limitam as alternativas de
producdo agricola (ADAB, 2013). Por ser cultivado principalmente por agricultores
familiares, o sisal tem uma enorme importancia socioecondémica, sendo a producao
de fibras de sisal fundamental para evitar o éxodo rural e garantir uma fonte de
renda nessas regides semiaridas (SUINAGA et al., 2006).

O sisal desenvolve-se em altitudes de 200 a 800 m acima do nivel do mar,
temperatura média entre 20 e 28°C, precipitacédo pluvial entre 600 e 1.500 mm.ano"
! e solos silicosos, silico-argilosos, permeaveis, de fertilidade média, com pH de 5,0
a 8,0, fazendo com que se estabeleca na regido semiarida (SILVA, 1999).

A Agave sisalana apresenta caracteristicas fisiolégicas como epiderme
cutinizada, reducédo do numero de estdématos, folhas rigidas, carnosas, suculentas
e lisas que permitem a adaptacdo nestas regides (MEDINA, 1954). O sisal,
monocarpico, floresce apenas uma vez, ao fim de seu ciclo vegetativo, emitindo o
pendéo, que os agricultores denominam de flecha (ALVES et al., 2004). Esta planta
apresenta metabolismo fotossintético do tipo CAM (Crassulaceas Acid Metabolism
— CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceas)), seus estdbmatos abrem-se a noite,
de forma a reduzir a perda de agua por transpiracdo (BELTRAO, 2006). Tais
caracteristicas tornam o sisal uma espécie semi-xerofila, adaptada a regido
Semiéarida, além de conferir uma barreira natural contra a infec¢cdo por micro-
organismos, o0 que a torna resistente ao ataque de pragas e doencas (SOUZA,
2010; COUTINHO et al., 2006).
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Figura 1. Territorio do Sisal na Bahia (IBGE, 2007, citado por AGEITEC, 2014 ).
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Apesar de ser resistente a diversas pragas e doencas, o sisal pode ser
afetado por diversas patégenos que prejudicam a sua producdo (BOCK, 1965).
Dentre as doencas que afetam esta planta, somente duas foram descritas até o
momento no Brasil: a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum agaves
(MEDINA, 1954), a qual ndo tem apresentado importancia econdmica, e a podridao
vermelha do tronco, ou simplesmente podriddo do tronco do sisal (LIMA et
al.,1998), que vem afetando isoladamente a cultura do sisal desde 1970, nos
estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, sendo considerada a mais
danosa para esta cultura, a partir de 1998 (SUINAGA et al., 2006).

Apesar de sua importancia econdmica, a cultura sisaleira tem declinado em
termos de producdo (OLIVEIRA, 2010). Diversos fatores, como: baixo indice de
aproveitamento da planta de sisal, concorréncia com as fibras sintéticas, problemas
no beneficiamento e comercializacdo da fibra, tecnologia inadequada para
producédo, além de problemas fitossanitarios como a podriddo vermelha tem sido
apontados como responsaveis por tais reducdes significativas em area cultivada e
produtividade do sisal (OASHI, 1999; SUINAGA et al.,, 2006; BATISTA, 2010;
ALVES et al., 2004).

Podriddo vermelha do caule de sisal

A doenca conhecida como podriddo vermelha do tronco ou caule de sisal,
apresenta incidéncia variando de 5 a 40% nos sisalais brasileiros (ALVES et al.,
2004; ABREU, 2010). Apesar das incertezas quanto ao ciclo e etiologia da doenca,
diferentes fungos ja foram relatados causando podridbées ao sisal: Pythium
aphanidermatum, Lasiodiplodia theobromae e Aspergillus niger (BOCK, 1965; LIMA
et al, 1998; IKITOO e KHAYRALLAH, 2001). Esses micro-organismos sao
classificados como saprofitas ou parasitas fracos, pois em geral, dependem de
condi¢cBes ambientais e fisiolégicas adversas ao hospedeiro, para dar inicio ao
processo de infeccdo. No Brasil, somente foram relatados L. theobromae e A.
niger, como patégenos de sisal (LIMA et al.,1998). Entretanto, o agente causal da
podriddo vermelha do sisal foi descrito como A. niger (LIMA et al., 1998, SOARES
et al., 2006).
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A podriddo vermelha do caule de sisal se caracteriza por ocasionar
escurecimento dos tecidos internos do tronco de sisal; as areas acometidas
apresentam coloracdo variando do cinza-escuro ao rosa palido e as lesfes se
estendem da base das folhas & base do tronco da planta (LIMA et al.,1998). Em
plantas com estddios avancados da doenca, as folhas murcham, se tornam
amareladas e o tronco inteiramente apodrecido. A podridao do tronco afeta plantas
de sisal em todos os estadios fenoldgicos, desde rebentos a plantas no final do
ciclo (SUINAGA et al., 2006; BOCK, 1965).

Ap6s a infeccdo do hospedeiro e tempo de incubacédo, sdo percebidos os
seguintes sintomas: amarelecimento e murcha das folhas, com a descoloracao
avermelhada do caule até a base das folhas e posterior apodrecimento deste,
causando o desprendimento do solo e morte da planta (SA, 2009). As folhas
murchas n&o servem para o desfibramento e comercializagédo da fibra. A doenca
afeta as plantas em todos os estadios fenoldgicos, desde rebentos a plantas adultas
(ADAB, 2013).

Aspergillus spp.

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez pelo botanico italiano Pier
Antonio Micheliem 1729. Derivada do latim, a denominacao “asperger”, é atribuida
a aparéncia do conidioforo com o aspersorio instrumento usado para aspergir agua
benta em cerimbnias religiosas (AL-DOORY & WAGNER, 1985; BURKE &
COLTMAN, 1971; BUCKINGAHAM & HANSELL, 2003). Tom e Church (1926)
divulgaram esse género por meio de uma monografia, tornando as espécies
pertencentes a ele mais conhecidas e estudadas. Rapper e Fennel em 1965
realizaram uma descricdo completa deste género, que possuia cerca de 132
espécies e 18 variedades (BENNETT, 2010; GEISER et al., 2007).

Atualmente, o género Aspergillus comporta de 260 a 837 espécies (GEISER
et al., 2007, SAMSON & VARGA 2009; HAWKSWORTH 2011), sdo pertencentes
a ordem Moniliales, difundidos em todo o mundo e comumente encontrado no solo
(MORAES et al., 1997). Estes fungos ndo séao considerados seletivos em termos
de condicBes abiodticas de desenvolvimento, entretanto, as condi¢cdes Otimas de

crescimento sdo, temperatura de 35 a 37°C, pH entre 1,4 e 9,8. Tais caracteristicas
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aliadas a alta taxa de producédo de conidiésporos e facilidade de dispersdo pelo
ar, garantem que esses micro-organismos estejam presentes em ampla gama de
ambientes (RIPPEL & BALDES 1955, citados por DEEPAKE, 2009).

Aspergillus spp. provocam doencas em diversas plantas e produtos vegetais,
sendo que podem contaminar produtos agricolas em diferentes fases, incluindo
pré-colheita, colheita, processamento e manuseio. Entretanto, na maioria das
vezes, nao sao considerados os agentes etioldgicos principais (PERRONE et al.,
2007). Em geral, sdo relatados como causadores de doencas poés-colheita,
frequentemente podriddes em: uva, figo, milho e cebola (NUNES et al.,1997;
SANTIN et. al., 2004). Podem ocasionar a “Kernel rot” em caju, a qual afeta os
frutos ainda verdes levando a podriddo seca da améndoa (MELLO et al., 1999).
Em amendoim, provocam a podrid&do do colo, principalmente em solos com baixos
teores de matéria organica (MORAES et al., 1997 citado por ABREU, 2010).

Esses fungos, de forma geral, sdo classificados como saprofitas ou parasitas
fracos considerados oportunistas, sendo dependentes de condicbes ambientais e
fisiologicas adversas ao hospedeiro para iniciar o processo de infeccdo (LIMA et al,
1998). Aspergillus spp. produz enzimas hidroliticas que desintegram componentes
celulares das plantas, podendo também secretar toxinas e assim resultar em morte
e degradacao das células do vegetal parasitado (AGRIOS, 2005).

Algumas espécies do género Aspergillus também sédo capazes de ocasionar
enfermidades em animais, tais patologias sdo denominadas aspergiloses, sendo
que a forma mais comum é a pulmonar (SANCHEZ e VINA, 2004). Essa infeccdo
€ resultado da inalacdo dos esporos presentes no ar (especialmente em ambientes
umidos), que se depositam no aparelho respiratorio. Entretanto, propagulos de
Aspergillus também podem ser encontrados em alimentos, solos e piscinas, além
de restos organicos em putrefaccéo, poeiras, alimentos e sistemas de ventilacao
(RICHARDSON e JOHNSON, 2000). As espécies que mais frequentemente
causam essas doencas sao: A. fumigatus (75-85 %), A. flavus (5-10 %), A. niger
(1,5-3 %) e A. terreus (2-3 %) (SANCHEZ e VINA, 2004).

De maneira geral, manifestacdes clinicas da aspergilose sdo dependentes
de fatores como: viruléncia do fungo, intensidade de exposicdo, estado imunologico
do doente e presenca de patologia pulmonar anterior (SANCHEZ e VINA, 2004).

Em individuos saudaveis, a inalacdo na maioria dos casos ndo é suficiente para
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provocar doenga (CARREIRA et al, 2011).

Dentre as espécies do género, A. niger é considerada a mais amplamente
utilizada em processos biotecnolégicos e vem sendo objeto de pesquisas e
processos industriais, como producao de enzimas extracelulares e &cido citrico
(SCHUSTER et al., 2002). Esse micro-organismo é também o Unico cujas enzimas
tem o "status de GRAS" (geralmente considerado como seguro) pelo "Food and
Drug Administration” (SILVA et al, 2011; SCHUSTER et al, 2002).

Controle Biolbgico

A podridao vermelha do caule de sisal é uma doenca que tem ameacado a
sustentabilidade da cultura do sisal nos estados da Bahia e Paraiba, e apresenta
capacidade destrutiva por causar a morte da planta, tornando as folhas
inadequadas ao desfibramento. Até o momento, ndo existe tratamento curativo
para esta fitopatologia, somente medidas preventivas para o manejo da doenca
(SUINAGA ET AL., 2006). De tal modo, definir meios de controle desta doenca faz-
se imprescindivel para tornar possivel a continuidade do cultivo de sisal.

Controle é a prevencéo dos prejuizos de uma doenca (WHETZEL et al.,1925,
citado por BERGAMIN et al, 1997). Como estratégias de controle de doencas,
podem ser usados agrotoxicos, pratica bastante difundida atualmente, por
proporcionar eficiéncia e produtividade. Entretanto, tais quimicos afetam toda a
comunidade microbiana no solo e provocam contaminacbes e problemas
ambientais por acumularem-se na cadeia alimentar e ocasionar forte pressao de
selecdo que acarreta no surgimento de micro-organismos resistentes
(FRANCESCHINI et al., 2001).

Sao escassos 0s produtos quimicos registrados, no caso de patologias
atribuidas a fungos habitantes de solo. Além disso, tais micro-organismos possuem
mecanismos de sobrevivéncia e podem permanecer bastante tempo viaveis no solo
(AZEVEDO, 2004).

O controle biologico constitui-se em potencial alternativa, dentre as
estratégias de controle da podriddo do caule do sisal, por ser considerado um
método de baixo custo e menos prejudicial ao meio ambiente quando comparado

ao controle quimico.
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De acordo a definicdo classica proposta por Baker e Cook em 1974, o
controle biologico € a diminuicdo da densidade de inoculo ou dos fatores
determinantes da doenca, provocada por um ou mais patdgenos ou parasitas em
estado de atividade ou dorméncia, sendo realizado naturalmente ou por
manipulacdo ambiental, do hospedeiro ou do antagonista, ou ainda através da
introducdo em massa de um ou mais antagonistas (BERGAMIN et al., 1995).

De tal modo, antagonistas naturais sao espécies ou racas apatogénicas que
se adaptam as mesmas condicbes ambientais do patdégeno e que podem ser
utilizados para reduzir a populagéo do patégeno (afetando seus processos vitais),
de forma a diminuir a fonte de inéculo e infeccao para os hospedeiros, ocasionando
ainda, menos prejuizos ambientais, em comparacdo aos métodos quimicos
(MICHEREFF, 2008; GIROTTO et al., 2008).

Segundo Michereff (2008), antagonistas ou agentes de controle biologico
podem agir por meio de: antibiose, na qual metabdlitos secretados pelo antagonista
afetam negativamente o patogeno, inibindo-o; competicdo, quando 0S micro-
organismos competem entre si por recursos do ambiente; parasitismo, onde um
dos organismos se nutre do outro, atacando assim suas estruturas; hipoviruléncia,
gue funciona por meio da transmisséo de caracteres de uma linhagem do patégeno
menos agressiva para uma causadora de doencas; predacdo, na qual o
antagonista usa o patdégeno e outros organismos como fonte de alimento e a
inducéo de resisténcia, quando a introducéo do antagonista ou de seus metabdlitos
provoca o desenvolvimento de defesa no hospedeiro.

Dentre os micro-organismos eficientes utilizados para controle biolégico no
Brasil, tem-se como o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (controle de
insetos da cana de acucar e soja), Trichoderma spp. (controle da vassoura de bruxa
na cultura do cacau), Acremonium spp. (com aplicacéo na lixa do coqueiro), além
de bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas (NETO, 2002; BETTIOL, 2009).

Em trabalhos realizados no laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB,
com o objetivo de isolar A. niger a partir de plantas de sisal com sintomas da
podriddo vermelha, varias plantas de sisal apresentaram o crescimento exclusivo
de Penicillium citrinum, quando fragmentos dos tecidos das plantas foram
desinfestados e colocados em placas de Petri com meio de cultivo batata dextrose

agar (BDA) (dados néo publicados). Estas observacdes levaram a formulagéo das
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seguintes hipéteses: 1) Penicillium citrinum é também o agente causal da doenca;
2) Penicillium citrinum pode estar agindo em sinergia com A. niger, causando
sintomas de podriddo vermelha do sisal; 3) Penicillium citrinum inibe o crescimento
de A. niger, sendo nesta Ultima situacdo um micro-organismo antagbnico ao
patdgeno e potencial agente de controle bioldgico.

Neste sentido, 0 uso de micro-organismos antagonistas, como P. citrinum,
endofitico de sisal e adaptado as condi¢cdes da regido semiarida, ou ainda a
utilizacdo de metabdlitos produzidos por este fungo, podem constituir-se em
alternativas para o controle bioldgico desta doenca no sisal.

Género Penicillium no controle biolégico

Penicillium spp. apresenta-se como um grupo de fungos, em maioria
filamentosos, encontrados comumente na vegetacdo em decomposicéo, no solo e
no ar (SAMSON e FRISVAD, 2011; MEMBRILLERA, 1950). Estes micro-
organismos pertencem ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe
Eurotiomycetes e a ordem Eurotiales (NCBI, 2010; PALLU, 2010).

Este género de fungos divide-se em quatro subgéneros: Aspergilloides,
Penicillium, Biverticillium e Furcatum, os quais diferem entre si por meio de
caracteristicas como: o numero de verticilos (pontos de ramificacéo) entre a fialide
e o estipe; forma e tamanho das fiadlides; tamanho, cor e ornamentacdo dos
conidios; textura da estipe, ramos e métulas (PITT, 1998, citado por CARDOSO et
al., 2007; SERRA, 2005).

Espécies do género Penicillium tém sido relatadas em alguns estudos como
importantes agentes de biocontrole, tais como: Penicillium spp. que apresentou
antagonismo contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco em
pepineiros (ETHUR et al., 2005), Penicillium pinophilum, antagonista a Rhizoctonia
solani (STEFANO et al., 1999), P. striatisporum que afetou significativamente o
crescimento micelial de Phytophthora spp., Cladosporium cucumerium e Sclerotinia
sclerotiorum (MA, 2008), P. oxalicum com efeito antagdnico a Alternaria alternata,
fungo patogénico a cultura do arroz, micoparasitando-o e desintegrando os
conidios e conidiéforos (SEMPERE e SANTAMARINA, 2010). Penicillium citrinum

apresentou notavel atividade antimicrobiana in vitro e in vivo frente a Phytophthora
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palmivora, agente causal da podriddo parda do cacaueiro (BASTOS, 1987).
Sequeira et al. (2009) se depararam com a atividade antimicrobiana de Penicillium
spp. contra bactérias como Escherichia coli, Enterecoccus faecalis, e

Staphylococcus aureus.

Producédo de metabdlitos secundarios por fungos do Género Penicillium

Os metabolitos secundérios, grupo de compostos bastante estudados na
area de quimica de produtos naturais, sao definidos como substancias de baixo-
peso-molecular, frequentemente bioativas (KELLER et al., 2005).

Segundo Madigan et al, (2010), metabdlitos secundarios somente sdo
sintetizados por micro-organismos proximo ao final da fase de crescimento ou na
fase estacionaria de crescimento. Tem-se como principais caracteristicas dos
metabolitos secundarios a ndo essencialidade ao crescimento e reproducéo;
sintese dependente das condicbes de cultivo (fontes de carbono, acucares,
nitrogénio, etc); producdo em grupos de compostos relacionados entre si;
possibilidade de superproducao; sintetizacdo frequentemente associada a micro-
organismos produtores de esporos, além de restrita distribuicdo taxondmica, sendo
cada metabdlito produzido por um grupo pequeno de organismos (MADIGAN et al.,
2010; KELLER et al., 2005).

Fungos do género Penicillium s&o conhecidos pela capacidade de produzir
uma ampla variedade de metabdlitos secundarios biologicamente ativos, como por
exemplo: alcal6ides, terpendides, peptideos, dentre outros e, também, enzimas
extracelulares, como as pectinases, utilizadas na industria de suco de laranja
(SARGO, 2009; GRASSIN, 1996, citado por CARDOSO et al., 2007). Estas
substancias podem ser aplicadas em diversos setores da ciéncia, como o controle
biologico, fonte de farmacos, antiparasiticos, antibiéticos e imunossupressores
(ALECRIM, 2007).

Como exemplo mais difundido desses antibidticos, tem-se a penicilina,
substancia descoberta acidentalmente em 1928 por Alexander Fleming, a qual foi
isolada do Penicillium notatum e, atualmente, possui notavel importancia para a
industria médica e farmacéutica, na acdo a diversos agentes infecciosos
(FERRARONI e GRUMACH, 2006).
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Em meio as espécies de Penicillium spp., P. citrinum tem sido comumente
relatado por ser encontrado em diferentes condi¢des ambientais, variando de
sedimentos congelados a solos agricolas e de florestas tropicais, além do ar,
rizosfera e 4gua com ocorréncias dessa espécie em diferentes paises (DUTTA et
al., 2007; MUILENBERG et al., 1990; WEI et al., 1993; SHOKRI et al., 2010; XU et
al., 2006). Esse grupo de fungos é também considerado um dos mais estudados,
tendo ganho maior importancia apds a descoberta da citrinina, que € um metabolito
secundario toxico, e outros metabolitos secundarios (Tabela 1) (KHOSRAVI et al,
2012).

Este trabalho tem por objetivo isolar e identificar de metabdlitos produzidos

por Penicillium citrinum, os quais deverdo ser testados quanto a inibicdo de

Aspergillus niger, fungo patogénico, agente causal da podriddo vermelha do sisal.



Tabela 1. Substancias isoladas de Penicillium citrinum.

Estrutura Classe Atividade Referéncia
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atividade 2006
o antimicrobiana
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i
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RESUMO

DAMASCENDO, C. L. Atividade antifungica de extratos e fracdes de Penicillium

citrinum em Aspergillus niger

O cultivo do sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) representa importante
segmento econdmico para o Nordeste brasileiro, com geracao de renda e emprego
na regido semiarida da Bahia. Contudo, nas ultimas quatro décadas, o desempenho
da cultura do sisal na Bahia vem sofrendo queda de area plantada e produtividade,
tendo a podridao vermelha do caule, causada por Aspergillus niger, como um dos
fatores responsaveis por este declinio. Penicillium citrinum tem sido
frequentemente isolado de plantas de sisal no semiarido da Bahia. Este fungo nao
€ patogénico ao sisal e produz metabalitos bioativos, com atividade antimicrobiana,
sendo um potencial agente de controle da podriddo. Este trabalho teve como
objetivo, estudar a atividade antifungica de metabdlitos produzidos por P. citrinum
contra A. niger. Determinou-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracao letal para inibicdo de 50% da germinacdo de esporos (CL50) dos
extratos de filtrados da cultura e do micélio de P. citrinum, para o controle de A.
niger, com a metodologia de microdiluicdo em caldo. Os seis extratos do micélio e
filtrado de P. citrinum inibiram significativamente a germinacdo de esporos de A.
niger. A maior porcentagem de inibicao foi 61,27 % para o extrato cloroformico do
filtrado (ECF) e 58,96 % para o extrato cloroformico do micélio (ECM). A CL50 para
germinacéo de esporos foi de 15,62 a 1000 pg mL* para ECF e 15,62 a 500 pg mL-
! para ECM, variando com o isolado de A. niger. Ndo houve inibicdo do crescimento

micelial de A. niger pelos extratos nas concentragées até 2000 pg mL™.

Palavras-chave: Germinacdo de esporos, concentracdo inibitéria minima,

fitopatdgenos e suscetibilidade microbiana.
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ABSTRACT

DAMASCENO, C. L. Antifungal activity of extracts and fractions from

Penicillium citrinum against Aspergillus niger

Sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) crop represents an important economic
sector of the Brazilian Northeastern region, with generation of income and jobs in
the semiarid region. However, for the last four decades, yields of sisal fibre have
declined in the State of Bahia, and sisal steam red rot disease caused by Aspergillus
niger, has been pointed out as one of the factors responsible for this decline.
Penicillium citrinum has been frequently isolated from sisal plants in the semiarid
region of Bahia State. This fungus is not pathogenic to sisal plants, and produces
bioactive metabolites, with antimicrobial activities, being considered a potential
agent for controlling sisal red rot disease. This work had the objective of studying
the antifungal activity to A. niger of metabolites extracted from P. citrinum. The
minimum inhibitory concentration (MIC) and lethal concentration 50% (LC 50), for
spore germination, of culture filtrate and mycelium extracts of P. citrinum against A.
niger were determined with the methodology of liquid medium dilution. The six
extracts for mycelium and culture filtrate of P. citrinum significantly inhibited spore
germination of A. niger. The highest percentage of inhibition was of 61.27 % for the
chloroform filtrate extract (ECF) and 58.96 % for chloroform mycelium extract
(ECM). The CL50 for spore germination varied from 5.62 to 1000 ug mL* for ECF
and from 15.62 to 500 pg mL* for ECM, depending on the isolate of A. niger.
Inhibition of A. niger mycelium growth was not observed for the extracts at

concentrations until 2000 pg mL™2.

Keywords: Germination of spores, minimum inhibitory concentration, plant

pathogens and microbial susceptibility.
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INTRODUGCAO

O Brasil € o maior exportador de fibra de sisal (Agave sisalana Perrine ex
Engelm) do mundo, com uma producdo anual de aproximadamente 263 mil
toneladas, que representa mais de 50% da safra mundial (IBGE, 2014). A
agaveicultura destaca-se na economia brasileira por sua capacidade de geracao
de emprego e renda na regido semiarida do Nordeste. No estado da Bahia sao
produzidos cerca de 255 mil toneladas de sisal por ano, contribuindo com 94% da
producéo nacional (IDR, 2013; IBGE, 2014; ADAB, 2013).

O sisal é uma espécie semi-xerdfila, apresentando epiderme cutinizada,
metabolismo fotossintético do tipo CAM, folhas rigidas, suculentas e lisas, verde-
lustrosas e pontiagudas (MEDINA, 1954), caracteristicas estas, que o0 tornam
adaptado a regidao semiarida, além de conferir uma barreira natural contra a micro-
organismos patogénicos e insetos (SOUZA, 2010; COUTINHO et al., 2006).

Apesar desta barreira ao ataque de patdgenos, o sisal pode ser acometido
por doencas, como a podriddo vermelha do tronco de sisal, ou simplesmente
podriddo do caule do sisal, a qual vem afetando esta cultura desde 1970 e
ocasionando prejuizos a producédo do sisal, desde 1998 (LIMA et al. 1998;
SUINAGA et al, 2006).

A podridao vermelha do sisal afeta a planta em todos os estadios fenologicos,
de rebento ou bulbilho até o fim do ciclo. A incidéncia desta doenca varia de 5 a
40% nos plantios de sisal na Bahia. Em plantas com estadios avancados da
doenca, as folhas murcham, se tornam amareladas e o tronco apodrece (ALVES et
al.,, 2004). O agente causal da podriddo vermelha do sisal foi descrito como
Aspegillus niger (LIMA et al., 1998, SOARES et al., 2006) fungo da ordem
Moniliales, difundido em todas as regides e comumente encontrado no solo
(MORAES et al., 1997).

Essa doenca tem ameacado a sustentabilidade da cultura sisaleira na Bahia
por apresentar ampla capacidade destrutiva, uma vez que a planta morre e o
desfibramento das folhas fica inviabilizado, o que ocasiona perdas econémicas. A
selecdo de micro-organismos antagonistas ao A. niger, e adaptados as condi¢des

da regido semidrida se constitui numa estratégia para o controle biolégico da
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podridédo vermelha do caule de sisal, e em uma opc¢ao para assegurar continuidade
da agaveicultura na Bahia e outros estados do Brasil.

Espécies de Penicillium spp. tém sido relatadas como agentes de
biocontrole, com acédo antagbnica a fungos patogénicos tais como: Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Phytophthora spp., Cladosporium cucumerium,
Alternaria alternata e Phytophthora palmivora (ETHUR et al., 2005; STEFANO et
al., 1999; MA, 2008; SEMPERE e SANTAMARINA, 2010; BASTOS, 1987) e
atividade antimicrobiana contra as bactérias: Escherichia coli, Enterecoccus
faecalis, e Staphylococcus aureus (SEQUEIRA et al., 2009).

Fungos do género Penicillium sédo conhecidos pela producao de metabdlitos
secundarios biologicamente ativos, como: alcalbides, terpendides, peptideos,
guinonas e esteroides, 0s quais podem ser aplicados no controle biolégico, sendo
também fonte de farmacos, antiparasiticos, antibioticos e imunossupressores
(SARGO, 2009; GRASSIN, 1996, citado por CARDOSO et al, 2007; ALECRIM,
2007).

Experimentos realizados no laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB
tém demonstrado efeito antagénico de Penicillium citrinum, isolado de plantas de
sisal, a A. niger, sugerindo que este micro-organismo é um provavel agente
antagonico a este patdégeno do sisal e agente de controle biolégico (DAMASCENO,
2012).

Assim, este trabalho teve o objetivo de avaliar a acdo de extratos e fracdes

de metabdlitos secundarios de P. citrinum na inibicdo de isolados de A. niger.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia Agricola
do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da UFRB (CCAAB-UFRB)

e no laboratdrio de quimica organica do Instituto de Quimica da UFBA.
1. Isolamento de Penicillium citrinum
Penicillium citrinum foi isolado de plantas de sisal com sintomas de podridao

vermelha do caule, no municipio de Sdo Domingos-BA e mediante testes in vitro e

casa de vegetacdo, foi considerado potencial agente antagénico a Aspergillus niger,
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agente patogénico ao sisal (SA, 2009; DAMASCENO, 2012). Este isolado de P.
citrinum faz parte da cole¢éo de culturas de micro-organismos do Laboratério de
Microbiologia Agricola da UFRB, campus de Cruz das Almas.

2. Obtencé&o dos extratos e fragdes de Penicillium citrinum

Fragmentos do isolado de Penicillium citrinum crescido em meio de cultura
Batata, Dextrose e Agar (BDA) por sete dias de cultivo, foram repicados em
Erlenmeyers (500 mL), com meio liquido Czapek® enriquecido com 0,5% de extrato
de levedura. Apos quatorze dias de incubacao, micélio e a fracdo liquida do cultivo
foram separados por filtracdo a vacuo e a partir destes obtiveram-se extratos brutos
por meio de extracdo com solventes organicos. Apos trés extracdes do micélio em
cloroformio, acetato de etila e metanol, por periodo de 72 horas cada extracao
respectivamente foram obtidos 3 extratos: extrato cloroférmico do micélio (ECM),
extrato acetato de etila do micélio (EAM) e extrato metandlico do micélio (EMM); os
guais foram posteriormente concentrados em evaporador rotativo. A fracéo liquida
do cultivo, renomeada como filtrado, de P. citrinum foi particionada com cloroférmio,
acetato de etila e n-butanol, resultando nos extrato cloroférmico do filtrado (ECF),
acetato de etila do filtrado (EAF) e n-butandlico do filtrado (EBF), os extratos foram
em seguida concentrados.

Os extratos de cloroformio do micélio (ECM) e do filtrado (ECF) foram
fracionados por meio de cromatografia em coluna por adsorcédo (CC), possuindo
silica gel 70-230 Mesh (0,063-0,210mm) da marca Merck, como fase estacionaria.
Para eluicdo, foram utilizadas misturas de cloroférmio e metanol para o ECM e de
diclorometano e metanol para o ECF em ordem crescente de polaridade. Do ECM
foram resultantes 22 fracbes, nomeadas 1-2ECM a 55ECM. J& do ECF foram
coletadas 25 frac6es do ECF, nomeadas de 1ECF a 25ECF.

As fracOes que apresentaram perfil indicativo de acidos graxos foram
metiladas utilizando-se diazometano recém preparado por reacdo com
nitrosometiluréia (VOGUEL, 1971).

3. Selecao dos isolados de Aspergillus niger
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Os isolados utilizados neste trabalho (Tabela 1) foram obtidos da colecéo de
culturas do Laboratério de Microbiologia Agricola do CCAAB-UFRB e foram
selecionados com base em estudos sobre a diversidade genética e agressividade
de isolados de A. niger obtidos de plantas de sisal com sintomas de podridao
vermelha e de solo em regifes produtoras de sisal com incidéncia da doenca.
(SILVA, 2012).

Tabela 1. Isolados de Aspergillus niger.

Incidéncia da

Ly L . doenca(%)
Cdbdigo Isolado Municipio Origem
Casa-de- C
~ ampo
vegetacao

AN1 37* S&o Domingos Caule (Agave sisalana) 100 100
AN2 33 Conceicao do Coité  Caule (Agave sisalana) 90 20
AN3 58 Retirolandia Folha (Agave sisalana) 100 90
AN4 77* Capela do Alto Alegre  Caule (Agave sisalana) 100 100
AN5 85 Ourolandia Folha (Agave sisalana) 95 80
ANG 146 Conceicao do Coité Caule (Agave sisalana) 95 90
AN7 149* Véarzea nova Caule (Agave sisalana) 95 100
ANS8 159 Mirangaba Solo 100 90
AN9 217 Araci Caule (Agave sisalana) 95 60
AN10 223 Araci Caule (Agave sisalana) 100 70

* 100% de incidéncia da doenca nas plantas, tanto em casa-de-vegetacdo quanto em campo
(SILVA, 2012).

4. Obtencao da suspensdao de esporos de Aspergillus niger

Cada isolado de Aspergillus niger foi repicado em placas de Petri contendo
meio de cultivo BDA, a temperatura de +28°C. Apés incubacéo por periodo de 7
dias, acrescentou-se 20 mL de agua destilada esterilizada e duas gota de Tween
20 ® em cada placa e com o auxilio de uma alca de Drigalsky, as colénias foram

raspadas e a suspensdo contendo esporos e micélio do fungo foi filtrada em gaze
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esterilizada. Para o ajuste da concentragéo de esporos da suspenséo, realizou-se
contagem de esporos em camara de Newbauer, com auxilio de microscopio 6ptico
e quando necessario diluicdo com 4gua destilada esterilizada, padronizando assim
a concentracdo final da suspenséo de esporos de A. niger para 10° conidios. mL™.

5. Inibicdo da germinacdo de esporos de A. niger por extratos brutos de

metabdlitos de Penicillium citrinum

Os extratos obtidos a partir do micélio e filtrado de Penicillium citrinum: ECM
(extrato cloroférmico do micélio), EAM (extrato acetato de etila do micélio), EMM
(extrato metandlico do micélio), ECF (extrato cloroférmico do filtrado), EAF (extrato
acetato de etila do filtrado) e EBF (extrato n-butandlico do filtrado) foram testados
para atividade antifingica, com dez isolados de Aspergillus niger. A técnica utilizada
foi a microdiluicdo em caldo conforme descrito pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards — NCCLS (ELLOF 1998; KUSUCU et al, 2004).

Inicialmente foram preparadas solucfes estoques dos extratos em DMSO
numa concentracao de 8000 pg/mL e do controle positivo ciclopirox de olamina 400
pHg/mL em agua. Cada solucéo do extrato foi distribuida, em triplicata, na primeira
fileira de uma placa de 96 pocos, do tipo ELISA, que continha o meio de cultivo
batata e dextrose (BD), além do controle positivo e o controle negativo, formado por
DMSO na mesma concentracdo da solucdo dos extratos. Fez-se uma microdiluicao
seriada de razdo dois. Em seguida, foram adicionados a cada poc¢o,100 pL de
suspensdo de esporos de A. niger na concentragdo de 10° conidios.mL?. A
concentracdo final dos extratos e controle diluente foi de: 2000; 1000; 500; 250;
125; 62,5; 31,25; 15,62 pg/mL e o controle positivo de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12,
1,56 e 0,78 pg/mL.

Apés a adicdo de 100 pL de suspensdo de esporos de A. niger na
concentracdo 10° conidios.mL™!, as placas foram vedadas com filme PVC e
incubadas em B.O.D. por 72 horas a 28°C. A avaliacao foi realizada por meio de
observacado em microscoépio optico de luz, em objetiva de 40X e contagem aleatéria
de 100 esporos, apdés a adicdo de uma gota de lactofenol azul, em todos os
tratamentos, para paralisar a germinacdo de esporos. O lactofenol azul foi
adicionado no momento em que o tratamento controle possuia 70% de esporos

germinados, apds o periodo de aproximadamente 16 horas da incubacg&o. Foram
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considerados germinados, 0S esporos cujos tubos germinativos apresentavam
comprimento superior ao dobro do diametro do esporo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. A porcentagem de inibic&o foi calculada
utilizando a seguinte formula: Inibicdo (%) = [Controle (nUmero de esporos
germinados(neg) — Tratamento (neg)/controle (neg)]*100 (Uldahl e Knutsen, 2009).
Os dados foram analisados pelo teste de médias Tukey, a 5% de probabilidade.
Para comparar a sensibilidade dos esporos de cada isolado aos tratamentos com
extratos, calculou-se também a concentracao de cada extrato que causou 50% de
inibicdo da germinacao de esporos (CL50) (Gabler et al., 2004).

6. Determinacdo da concentracdo inibitdria minima (CIM) para A. niger por

extratos brutos e fracdes obtidas de Penicillium citrinum

As amostras constituidas por seis extratos e fracdes obtidos a partir do
micélio e filtrado de Penicillium citrinum e fracdes do ECM (extrato cloroférmico do
micélio) e do ECF (extrato cloroférmico do filtrado) foram testados quanto a inibicao
do crescimento micelial de dez isolados de Aspergillus niger. Utilizou-se a técnica
de microdiluicdo em caldo, padronizada pelo NCCLS (ELLOF 1998; KUSUCU et al,
2004).

As solucdes estoques dos extratos e controles positivo com ciclopirox® e
controle com DMSO foram preparadas conforme descrito acima para o teste de
germinacao de esporos. Para as solucfes estoques das fracdes do ECM e ECF
utilizou-se a concentracdo de 2000 pug/mL e para o seu respectivo controle com
DMSO. As solucbes das fracGes foram distribuidas, em triplicata, na primeira fileira
de uma placa de 96 pocos, contendo meio BDA, além dos controles positivo com
ciclopirox® e controle com DMSO. Seguiu-se a técnica de microdiluicdo seriada de
razao dois e em seguida, foram adicionados a cada pocol00 pL de suspensédo de
esporos de A. niger na concentracdo 10° conidios.mL™. As concentracdes finais das
fracbes do ECM e ECF e controle com DMSO foram de:500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,62; 7,81; 3,90 pg/mL e o controle positivo com ciclopirox de: 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 pg/mL.
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As placas foram vedadas com filme PVC e incubadas por 72 horas a 28°C.
Apébs o periodo de incubacédo foi observado se houve o crescimento do micro-
organismo nos poc¢os e este foi visualmente comparado ao controle positivo.

RESULTADOS

Os seis extratos obtidos a partir do micélio e filtrado de P. citrinum inibiram
significativamente a germinacdo de esporos dos diferentes isolados de A. niger
(Tabela 2). Dentre estes, a maior porcentagem de inibicAo da germinacao foi
61,27%, obtida com o extrato cloroférmico do filtrado (ECF) seguido do extrato
cloroférmico do micélio (ECM), com 58,96%. O extrato acetato de etila do filtrado
(EAF) e n-butandlico do filtrado (EBF) causaram inibicdes de 56,77 e 56,23%,
respectivamente, néo diferindo entre si (Tabela 2).

Tabela 2. Inibicdo da germinacdo de esporos (%) de isolados de Aspergillus niger por
diferentes extratos de Penicillum citrinum.

Inibicdo da germinacao de esporos

Tratamento
de Aspergillus niger (%)
Extrato cloroférmico do micélio 58,96 B
Extrato acetato de etila do micélio 50,96 D
Extrato metandlico do micélio 45,12 E
Extrato cloroférmico do filtrado 61,27 A
Extrato acetato de etila do filtrado 56,77 C
Extrato de n-butanol do filtrado 56,23 C

Médias seguidas pela mesma letra mailscula entre tratamentos ndo diferem entre si pelo teste F a
5% de probabilidade

Os esporos dos 10 isolados de A. niger apresentaram diferentes respostas a
germinacdo em funcdo dos extratos utilizados (Figura 1). O isolado AN 1
apresentou maior inibicdo da germinacdo de esporos no extrato n-butandlico do
filtrado (EBF). Concentracdes de 125 pg mL* de EBF e do Extrato Metandlico do
Micélio (EMM) foram capazes de reduzir em 50% a germinacdo de esporos do
isolado AN1 (Figura 1; Tabela 3).

Os esporos do isolado AN 2 apresentaram mais de 50% de inibicdo da

germinacao, quando submetidos ao extrato acetato de etila do filtrado (EAF) e os
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extratos de Cloroférmio do Micélio (ECM), de Cloroférmio do Filtrado (ECF) e n-
butandlico do Filtrado (EBF). Os extratos EAF e ECF se destacaram com
concentragdes minimas inibitérias da germinagédo de 125 ug mL™* (Figura 1; Tabela
3).

O extrato acetato de etila do micélio (EAM) reduziu em 85 % a germinagéo
dos esporos do isolado AN 3, enquanto que outros extratos como ECF, EMM, ECM
e EBF reduziram a germinagcédo acima de 50 % (Figura 1; Tabela 3). O EAM na
concentracdo 15,62 pg mLt inibiu em 50% a germinagéo de esporos (Figura 1;
Tabela 3).

Os 6 extratos testados causaram a inibicdo da germinacédo de esporos do
isolado AN 4 em mais de 50 %, e as maiores percentagens de inibic&o,
estatisticamente significativas, foram para os extratos ECM, ECF e EBF. Esses
extratos na concentracéo de 15,62 pug mL* do ECM inibiram em 50% a germinacao
de esporos do isolado AN 4 (Figura 1; Tabela 3).
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Figura 1. Inibicdo (%) da germinacéo de esporos de 10 isolados de Aspergillus niger (AN)

por diferentes extratos de micélio e filtrado de Penicillium citrinum.
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ECM - extrato cloroférmico do micélio; EAM — extrato acetato de etila do micélio; EMM — extrato
metandlico do micélio; ECF - extrato cloroférmico do filtrado; EAF — extrato acetato de etila do filtrado
e EBF — extrato n-butandlico do filtrado. AN 1 - 10 — diferentes isolados de Aspergillus niger. Médias
seguidas pela mesma letra mindscula entre os tratamentos e mailscula entre isolados néo diferem
entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Concentragdo minima inibitéria de 50% (CL50) da germinacédo de esporos de
diferentes isolados de Aspergillus niger causada por extratos e fracdes de Penicillium
citrinum.

Isolados de Aspergillus niger

Extratos* AN1 AN2 AN3 AN4 AN5 AN6 AN7 AN8 AN9 AN10
CL50 (ug mLY)

ECM 500 500 250 15,62 625 250 250 125 250 125
EAM >2000 >2000 15,62 31,25 31,25 125 500 250 2000 250
EMM 125 500 62,5 500 1000 62,5 250 250 >2000 >2000
ECF 1000 125 625 62,5 1562 125 250 62,5 250 125
EAF 500 125 250 500 250 3125 250 125 250 500
EBF 125 250 625 31,25 250 250 125 125 500 125

* Extratos: ECM — extrato cloroformico do micélio; EAM — extrato acetato de etila do micélio; EMM —
extrato metandlico do micélio; ECF - extrato cloroférmico do filtrado; EAF — extrato acetato de etila
do filtrado e EBF — extrato n-butandlico do filtrado.

Dos 6 extratos testados, 4 inibiram a germinacdo de esporos do isolado AN
5 em mais de 50 %. O extrato ECF se destacou, estatisticamente, causando 87 %
de inibicdo da germinacao de esporos de A. niger. Observou-se que concentracdes
a partir de 15,62 ugmL* do ECF reduziram em 50% a germinacdo de esporos do
isolado AN 5 (Figura 1; Tabela 3).

Em relac&o ao isolado AN 6, a inibicdo da germinacdo de esporos foi mais
de 50 % para todos os extratos testados, porém, estatisticamente, EAM e EAF se
destacaram por causarem inibicdo de 67 % da germinacédo de esporos O extrato
EAF em concentracdes de 31,25 pg mL* reduziu em 50 % a germinacéo (Figura 1;
Tabela 3).

Em se tratando do isolado AN 7, foram considerados mais eficazes os
tratamentos com os extratos EAF e EBF, sendo que este Ultimo apresentou
concentracdo minima inibitoria de 50 % da germinacao com a concentracdo de 125
ug mL* (Figura 1; Tabela 3).

Excetuando-se o EMM, todos os extratos de P. citrinum inibiram em mais de
56% a germinacao de esporos do isolado de A. niger AN 8. O ECF foi considerado
mais eficaz, uma vez que, na concentracdo de 62,5 pug mL* conseguiu reduzir em

50% a germinacao de esporos (Figura 1; Tabela 3).
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O isolado AN 9 apresentou menor porcentagem de inibicdo quando tratado
com o extrato ECF e a concentracdo minima inibitéria foi de 250 pg mL™. Dois dos
extratos testados, ECM e ECF inibiram em mais de 50 % a germinagao de esporos,
e 0 mais eficaz, estatisticamente, foi ECM com CIM de 125 ug mL*(Figura 1; Tabela
3).

Os isolados de A. niger avaliados neste estudo exibiram suscetibilidade
diferenciada aos extratos de P. citrinum (Tabela 4). Foram observados valores de
inibicdo da germinacao de esporos abaixo de 50%, para os isolados AN 1, AN 2,
AN 9 e AN 10, sendo estes considerados isolados resistentes aos extratos de P.
citrinum. Os isolados AN 7 e AN 8 foram considerados de suscetibilidade
intermediéaria, com inibicdo da germinacédo entre 50 e 60 %. J& os isolados AN 3,
AN 4, AN 5 e AN 6 tiveram inibicdo da germinacéo de esporos acima de 60% sendo

classificados como suscetiveis.

Tabela 4. Classificacdo dos isolados de Aspergillus niger quanto a suscetibilidade aos
extratos de micélio e filtrado de Penicillium citrinum.

Inibicao total da Suscetibilidade aos
Isolados de . . .
' _ germinacao de esporos extratos de Penicillium
Aspergillus niger

(%) citrinum
AN 1 38,79 F Resistente
AN 2 49,05 E Resistente
AN 9 39,53 F Resistente
AN 10 49,37 E Resistente
AN 7 54,09 D Intermediario
AN 8 58,90 C Intermediario
AN 3 64,14 B Suscetivel
AN 4 70,23 A Suscetivel
AN 5 62,06 B Suscetivel
AN 6 62,69 B Suscetivel

Médias seguidas pela mesma letra maidscula entre tratamentos isolados ndo diferem entre si pelo
teste F a 5% de probabilidade.

N&o foi observada inibicdo do crescimento micelial dos isolados de A. niger

nas concentragdes de extratos de P. citrinum testadas (Tabela 5).
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Tabela 5. Concentragdo inibitéria minima (CIM) (ug mL™?) de extratos de Penicillium

citrinum, em isolados de Aspergillus niger de diferentes localidades.

Isolados de Aspergillus niger

Extratos* AN1 AN2 AN3 AN4 AN5 AN6 AN7 AN8 AN9 AN10
CIM (ug mL™)

ECM >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
EAM >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
EMM >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
ECF >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
EAF >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
EBF >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
DMSO**  >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Ciclopirox® 3,12 3,12 3,12 3,22 3,22 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12

*ECM — extrato cloroférmico do micélio; EAM — extrato acetato de etila do micélio; EMM — extrato
metandlico do micélio; ECF - extrato cloroférmico do filtrado; EAF — extrato acetato de etila do filtrado
e EBF — extrato n-butandlico do filtrado.

Do mesmo modo, nédo foi constatada inibicdo do crescimento micelial dos

isolados de A. niger nas concentracdes de fracoes metiladas e ndo-metiladas do

extrato cloroférmico do micélio de P. citrinum testadas (Tabela 6).
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Tabela 6. CIM (ug mL™) de fracGes do extrato cloroférmico do micélio (ECM), em isolados
de Aspergillus niger.

Isolados de Aspergillus niger

FracGes AN1 AN2 AN3 AN4 AN5 AN6 AN7 AN8 AN9 ANI10
CIM (ug mL™)
1ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
SECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
4ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
7ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
10ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
25-29ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
25-29ECM* >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
30-36ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
40-41ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
42ECM  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
43ECM  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
44ECM  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
45ECM  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
46-49ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 =>500
50ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
51ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
52ECM  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
53ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
54ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
55ECM >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Ciclopirox® 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12

* amostras metiladas.

N&o foi constatado efeito inibitério para crescimento micelial dos isolados de

A. niger nas concentra¢gfes de fracdes do extrato cloroférmico do filtrado de P.

citrinum testadas (Tabela 7).
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Tabela 7. CIM (ug mL?) de fragdes do extrato cloroférmico do filtrado (ECF), em isolados
de Aspergillus niger.

Isolados de Aspergillus niger

Fragbes ANl AN2 AN3 AN4 ANS5 AN6 AN7 AN8 AN9 ANI1O

CIM (ug mL™)

3ECF >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
SECF >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
9ECF >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
11ECF >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
20ECF  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 =>500

Ciclopirox® 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12

DISCUSSAO

No presente estudo, os diferentes tipos de extratos de P. citrinum exibiram
potencial atividade antifungica para os isolados de A. niger, patogénicos ao sisal.
Segundo Bokari (2009), cada extrato é definido pela forma que € preparado e a
natureza do solvente. Foram utilizados solventes de diferentes polaridades para
extracdo de metabdlitos de P. citrinum. Assim, cada componente € extraido por
determinados solventes, resultando em atividade antimicrobiana diferenciada
(JAVAID et al., 2008).

De acordo com Yanagita (1956), a fisiologia do crescimento de fungos pode
ser estudada em trés passos principais: germinacdo de esporos, crescimento
micelial e esporulacdo. Assim, a germinacdo de esporos, primeiro passo no
desenvolvimento fisiologico dos fungos em micélio, ira culminar na formacao da
hifa, a qual depende, primariamente, da habilidade do esporo em utilizar as
reservas estocadas e produzir certas proteinas (GOTTLIEB, 1950). Este evento
crucial na propagacéao de espécies é fator determinante no inicio da colonizacao de
hospedeiros no caso de fungos fitopatogénicos (ABDEL-RAHIM e ARBAB, 1985).

Segundo Dantigny et al. (2005), a germinacdo de esporos € um passo ao
gual deve ser dada atencdo especial, pois assim que ocorre degradacdo em

produtos, logo as hifas se tornam visiveis. Para ser considerado germinado, o tubo
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germinativo mais longo deve apresentar dimensdo maior que o esporo inchado
(DANTIGNY et al., 2006).

Em virtude da dependéncia do processo da germinacdo de esporos para
crescimento e esporulacédo de fitopatégenos pode-se considerar que a inibicao da
germinacao causada por extratos de micro-organismos pode ser um mecanismos
de acgéo contra fungos no controle de doencas de plantas (WHETZEL et al.,1925
citado por BERGAMIN et al., 1995; PALLU et al., 2010). Para Uldahl e Knutsen
(2009), a avaliacao da germinacéao e do dilatacdo de esporos de fungos, apresenta-
se como uma nova proposta de bioensaio para testar, rapidamente, a
suscetibilidade de fungos a extratos brutos.

O extrato cloroférmico do filtrado (ECF) inibiu em 61,27 % a germinacao de
esporos, sendo o extrato mais eficaz, demonstrando assim que componentes com
polaridade intermediaria apresentaram maior atividade antimicrobiana contra o
micro-organismo testado (MAHLO et al., 2010). A polaridade do cloroférmio permite
extrair classes de compostos diferentes, como flavonoides e cumarinas, 0s quais
apresentam propriedades bioldgicas distintas, podendo assim, apresentar um
espectro mais amplo dessa atividade. Os compostos com polaridade intermediaria
apresentam alta atividade e podem estar relacionados com a absorcdo do
composto pela célula fungica (MAHLO et., 2010), justificando assim, a maior
inibicdo ao utilizarmos esse extrato.

Os 10 isolados de A. niger patogénicos do sisal apresentaram respostas
diferenciadas ao extrato testado, tal fato pode estar relacionado a absorcédo dos
componentes pelas células fungicas (MAHLO et al., 2010). Essa caracteristica
mostra que apesar de pertencerem a mesma espécie, 0s isolados de A. niger
testados possuem sensibilidade especifica a certos componentes antimicrobianos,
provavelmente determinada por diferencas genéticas e ecoldgicas de cada um dos
isolados. Os isolados fungicos, devem ser avaliados individualmente, em funcéo da
variacdo detectada para as atividades antimicrobianas de cada extrato (VIZCAINO
et al., 2005). Assim, fazem-se necessarios estudos complementares a fim de
determinar o principio ativo de cada um dos extratos e o comportamento dos
isolados frente a eles.

Os diferentes niveis de inibicdo observados para os isolados de A. niger,

permitiram classifica-los em resistentes, intermediarios e suscetiveis, quanto a
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sensibilidade aos extratos de P. citrinum. A suscetibilidade de patdgenos a extratos
dependera diretamente da espécie vegetal ou microbiologica estudada, dos
solventes utilizados para extracdo e da concentracdo avaliada, e também dos
organismos testados e a fase de crescimento em que se encontram (BAGWAN,
2001; ABOU-JAWDAH et al., 2002; KUMARAN et al., 2012).

As concentracOes de extratos e fragdes de P. citrinum nao inibiram o
crescimento micelial dos isolados de A. niger, provavelmente por estarem em baixa
concentragdo. E necessario, em testes futuros aumentar a concentragio desses
extratos para verificar se em maiores concentracbes ocorre a inibicdo do
crescimento micelial. Em trabalho realizado por Mahlo et al. (2010), A. niger
também foi considerado resistente aos extratos de acetona, hexano, diclorometano
e metanol das espécies vegetais: Bucida buceras; Breonida salicina; Harpephyllum
cafrum; Olinia ventosa; Vangueria infausta e Xylotheca kraussiana testados com
uma CIM média de 1,06 mg mL2. Portillho et al., (2001) relataram que A. niger foi
considerado resistente aos extratos diclorometano, aquoso e metandlico de 14
tradicionais plantas do Paraguai.

Ja em experimentos realizados por Hussain et al., (2010), A. niger e outros
patdgenos foram suscetiveis aos extratos de Polygonum persicaria, Rumex
nepalensis, Polygonum plebejum e Rheum australe, com CIM de 1,75ug mL™.

Observamos em nossos estudos que P. citrinum é um micro-organismo
promissor, produzindo substancias com atividade inibitéria da germinacdo de
esporos do patdégeno A. niger. Micro-organismos tem sido importantes no
desenvolvimento de novos farmacos, com diversos “antibioticos chave”, como:
penicilina, estreptomicina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, rapamicina,
entre outros (FLEMING, 1929; KUMAR et al., 2010). Fungos dos géneros:
Acremonium, Aspergillus, Fusarium e Penicillium sdo considerados “espécies
criativas”, por sua diversidade na producdo de metabdlitos secundarios
(DREYFUSS e CHAPELA, 1994).
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CONCLUSAO

Os extratos de Penicillium citrinum, apresentaram-se como fontes
promissoras de componentes antimicrobianos. Conclui-se que esses extratos
podem ser utilizados para prevencdo da germinacdo de esporos de A. niger.
Entretanto, ndo foi possivel determinar a concentracdo minima inibitéria para o
crescimento micelial de A. niger por extratos e fragcbes de P. citrinum. Neste
contexto, faz-se necessario aprofundar os estudos com estes extratos, assim como

a purificacao e identificacdo do composto ativo responsavel pelo efeito antifiingico.
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CAPITULO 3

Constituintes quimicos isolados de Penicillium citrinum,
endofitico de plantas de sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm)

do semiarido da Bahia, Brasil*

*Artigo a ser submetido ao peridédico Chemistry of Natural Compounds [ISSN: 0009-3130]
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RESUMO

DAMASCENO, C. L. Constituintes quimicos isolados de Penicillium citrinum,
endofitico de plantas de sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) do
semiarido da Bahia, Brasil.

Fungos do género Penicillium sdo conhecidos pela producdo diversificada de
metabdlitos, como a citrinina, policetideo que conferiu certo destaque a espécie
Penicillium citrinum. Este trabalho teve como objetivo o isolamento e a identificacéo
de metabdlitos de um isolado P. citrinum obtido de plantas de sisal (Agave sisalana
Perrine ex Engelm) da regido semiarida da Bahia. Este isolado de P. citrinum foi
descrito como potencial agente de biocontrole da podriddo vermelha do sisal,
causada por Aspergillus niger. O micélio e a fragcao liquida do cultivo de P. citrinum
foram separados por filtracdo a vacuo. Dessas amostras separadas, foram obtidos
0s extratos brutos por meio de extracdo e particAo com solventes organicos de
diferentes polaridades. O micélio foi macerado utilizando primeiramente
cloroformio, seguido de acetato de etila e metanol e a fracéo liquida do cultivo foi
particionada com cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. Os extratos foram em
seguida concentrados. Apds andlises de RMN de 'H foram selecionados os
extratos cloroférmicos do micélio (ECM) e filtrado (ECF) para estudo
cromatografico. Os ECM e ECF foram fracionados por CC e suas fracdes foram
submetidas CCDC, sendo algumas amostras separadas por CCDP. As substancias
isoladas foram identificadas por andlise RMN de *H, '3C, gHMBC, IV, CG-EM e
comparacao com os dados da literatura. Foram identificadas cinco substancias:
ergosterol (Sl); 9,12 hexadecadienoato de n-propil (Sll); octadeca-9Z,12Z-dienoato
de metila (Slll); 10,13-dimetiltetradecanoato de metila (SVI) e S-3-metilpent-2-

enolactona (SV).

Palavras-chave: Produtos naturais, acidos carboxilicos, esteréides, lactonas,

metabdlitos microbianos.
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ABSTRACT

DAMASCENO, C. L. Chemical constituents isolated from Penicillium citrinum,
an endophyte of sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) plants in the
semiarid region of Bahia, Brasil.

Fungus of the genus Penicillium are known for their production of diversified
metabolites, such as citrinin, a policetideo that brought special interest to the
species Penicillium citrinum. This work aimed to isolate and identify metabolites
from one isolate of P. citrinum isolated from sisal (Agave sisalana Perrine ex
Engelm) plants from the semiarid region of Bahia. This P. citrinum isolate has been
described as a potential agent for biocontrol of sisal red rot disease caused by
Aspergillus niger. The mycelium and liquid fraction of P. citrinum culture growth were
separated by filtration with vacuum. From these separated samples, crude extracts
were obtained through extraction and partitioning with solvents of different polarities.
Mycelium was macerated with chloroform first, followed by ethyl acetate and
methanol and the liquid fraction of the culture was partitioned with chloroform, ethyl
acetate and n-butanol. Extracts were then concentrated. After 'H NMR analysis,
chloroform extracts of the mycelium (ECM) and filtered (ECF) were selected for
chromatographic studies. The ECM and ECF were fractionated by CC and its
fractions were subjected TLDC, some samples being separated by TLPC. The
compounds were identified by NMR analysis of *H, *C, gHMBC, IR, CG-EM and
compared with the literature data. Five substances were identified and described:
ergosterol (SI); n-propyl 9,12-hexadecadienoate (Sll); methyl octadeca-9Z,12Z-
dienoate (SlIl); methyl 10,13-dimethyl-tetradecanoate (SIV) and S-3-methyl-pent-2-

enolactona (SV).

Keywords: Natural products, carboxylic acids, steroids, lactones and microbial
metabolites.
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INTRODUGCAO

A penicilina, produzida inicialmente pelo fungo Penicillium chrysogenum, cuja
capacidade de inibicdo bacteriana foi descoberta, acidentalmente, por Alexander
Fleming em 1928, é o primeiro metabdlito fungico de destaque, por ter sido utilizada
com eficacia em larga escala em 1940 (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1998).

A partir da penicilina, micro-organismos passaram a serem visualizados
como fontes de potenciais substancias biologicamente ativas, além de uma
variedade de outros produtos importantes para industria farmacéutica e de
alimentos (TAKAHASHI e LUCAS, 2008; SILVA et al., 2004). Dentre esses
compostos encontram-se 0s metabdlitos primarios: peptideos, enzimas e acidos
organicos e, também, os metabdlitos secundarios: antibidticos (BENNET, 1998;
DEMAIN, 2000).

O género Penicillium, pertencente ao filo Ascomycota, subfilo
Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes e a ordem Eurotiales, possui cerca de 200
espécies descritas, a maioria habitantes comuns de solo (NCBI, 2010; PALLU,
2010). Fungos deste género sao conhecidos por produzirem diversas espécies de
metabolitos secundarios, como alcaldides, benzodiazepinas, quinolinas,
guinazolinas, e policetideos (KOZLOVSKII et al. 2013). Assim, diversas espécies
deste género tem sido exploradas em termos de bioprospecc¢éo e isolamento de
numerosos novos metabolitos bioativos, incluindo substancias antibacterianas,
antifangicas, imunossupressores e agentes redutores de colesterol, indicando
assim a importancia como fonte de moléculas bioativas (NICOLETTI et al., 2007;
KNOW et al., 2002; LARSEN et al., 2007).

Penicillium citrinum € uma espécie facilmente encontrada no ambiente em
diferentes condicdes (DUTTA et al., 2007; XU et al., 2006). A citrinina, metabdlito
secundario da classe dos policetideos e de acéo nefrotoxica, foi um composto cujo
isolamento concedeu notoria importancia a esta espécie (KHOSRAVI et al., 2012).
Além da citrinina, ha relatos da ocorréncia dos &cido tanzawicos E e F e de
benzopiranonas, xantonas e benzofenonas (BENNETT e FRISVAD, 2000;
TRISUWAN et al., 2014).

O isolado de P. citrinum estudado neste trabalho foi obtido como endofitico

de sisal, Agave sisalana Perrine (Ex Engelm) da regido semiarida da Bahia. Este
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isolado foi testado para o controle da podridao vermelha do sisal, sendo classificado
como potencial agente de biocontrole desta doencga por inibir o crescimento e
esporulagéo de Aspergillus niger em experimentos in vitro e reduzir a incidéncia da
doenca em plantas de sisal (DAMASCENO, 2012).

Este trabalho teve como objetivo estudar a composi¢cao quimica do fungo P.
citrinum, visando futuros estudos desses compostos para o controle de Aspergillus
niger, agente etiolodgico da podridao vermelha do sisal.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia Agricola
do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da UFRB e no laboratorio
de quimica organica, em parceria com o grupo GESNAT, do Instituto de Quimica
da Universidade Federal da Bahia.

1. Métodos cromatograficos

As andlises cromatograficas em camada delgada comparativa (CCDC) foram
realizadas utilizando respectivamente gel de silica HF2s4+366 € PF254+366, SENdO @
primeira das marcas Merck e Acros Organics Bélgica e a segunda da marca Merck.

As cromatoplacas foram preparadas por meio do espalhamento da
suspensao de silica em agua destilada em placas de vidro com o auxilio do
espalhador mecanico, para obtencdo de placas com 0,50 mm e 1,00 mm de
espessura para CCDC e CCDP, respectivamente. As placas de vidro utilizadas
apresentavam dimensodes de: 2,5 x 7,0 cm, 5,0 x 20,0 cm e 20,0 x 20,0 cm. Apds
secagem a temperatura ambiente, as placas eram ativadas em estufa a 100°C por
um periodo minimo de uma hora. Para compor os sistemas de eluicdo foram
utilizadas solventes organicos: Cloroférmio, Acetato de etila, Metanol, Hexano e
Diclorometano de qualidade P.A das marcas Quemis e Tedia. As substancias
presentes nas cromatoplacas foram reveladas utilizando-se irradiacbes com
lampadas ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e vapores

de iodo.
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2. Métodos fisicos

2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, *3C e gHMBC, foram
adquiridos em equipamento Varian Inova 500 de 11,7 Tesla, operando na
frequéncia de 500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para carbono-13. O
equipamento € equipado com sondas direta de 5 mm e indireta de 3 mm, sendo a
temperatura de 298K. Para obtencdo dos espectros utilizou-se os solventes
deuterados: cloroformio, metanol, e dimetilsulféxido da marca Merck. Os
deslocamento quimicos foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados a partir do padrdo interno tetrametilsilano (TMS) (6 = 0). As
multiplicidades das absorc¢des foram indicadas segundo a convencao: singleto (s),

dupleto (d), tripleto (t) e multipleto (m).

2.2 Espectroscopia no infravermelho (IV)

Os espectros adquiridos na regidao do infravermelho foram registrados com
espectrofotbmetro Shimadzu, na faixa de 4000-400 cm™. As amostras foram
preparadas na forma de filme com cloroférmio e acetato de etila P.A. da marca
Quemis em filme com janela de NaCl seco para amostras oleosas e na forma de

pastilhas de KBr, para amostras solidas.

2.3 Cromatografia em fase gasosa com detector de massas (CG-EM)

As analises por CG-EM foram realizadas em cromatografo Perkin Elmer,
modelo Clarus 680 acoplado a um detector de massas modelo Clarus SQ 8T com
ionizacao por impacto de elétrons a 70 eV. As amostras, previamente metiladas,
foram solubilizadas em 1,0 mL de metanol e injetadas manualmente no
cromatografo num volume de 10 pL. Empregou-se o modo full scan de
escaneamento, pois ndo se conhecia o perfil de intensidade das massas e utilizou-

se um analisador de massas do tipo quadrupolo armadilha de ions.
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A caracterizacdo dos perfis das amostras ocorreu por comparagdo do
espectro de massa obtido com os padrbes existentes na biblioteca do software
(Mass Spectral Database NIST/EPA/NIH). Baseando-se nos valores de area total
dos picos, correspondentes a 100%, quantificou-se a porcentagem do composto
em funcao da area relativa de cada pico.

3. Reacgbes

3.1 Metilag&o com diazometano

As amostras de fracdes e extratos contendo acidos graxos foram metiladas
utilizando-se diazometano preparado por reagdo com nitrosometiluréia. Para isso,
a nitrosometiluréia foi preparada por meio da adicdo, com agitacdo constante, de
uma solucao de hidroxido de sodio (NaOH) (a 35%) a uma solucéo de bromo liquido
(Br2) (22,00 g) e acetamida (14,75 g). Em seguida, a mistura foi aquecida até o
ponto de fervura, sendo posteriormente resfriada em banho de gelo durante duas
horas, obtendo-se apés filtracdo a vacuo e secagem ao ar, cristais de acetil-metil-
uréia (com um redimento aproximado de 12,25 g).

Os cristais obtidos, foram ent&o dissolvidos em 12,50 mL de &cido cloridrico
(HCI) concentrado e aquecidos durante 12 minutos. ApGs este procedimento, a
solucéo foi diluida em agua destilada (12,50 mL) e resfriada em banho de gelo,
numa temperatura abaixo de 10°C. A seguir, adicionou-se uma solucdo gelada de
nitrato de sodio (NaNO3s) (43%) a esta solugdo. Apos a filtragdo a vacuo e secagem
ao ar, obteve-se um soélido amarelo palido (nitrosometiluréia). Assim, a metilagéo
das amostras ocorreu em solucao etérea de diazometano recentemente preparado
por reacdo com nitrosometiluréia a uma solucdo aquosa de hidroxido de potassio
(KOH) (50%) em éter sulfarico colocados em banho de gelo (VOGUEL, 1971).

A amostra a ser metilada foi dissolvida em CHCIz e adicionou-se lentamente,
solucéo de diazometano gelado, até ndo observar-se mais desprendimento de gas
(excesso de CH2N2). O solvente da mistura foi evaporado a temperatura ambiente,
o produto da reacéo foi analisado por CCDC e RMN !H para verificar a ocorréncia

da metilacao.
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4. Isolamento de Penicillium citrinum

O isolado de Penicillium citrinum foi obtido a partir de trabalhos anteriores,
conduzidos no Laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB, que tinham como
objetivo isolar Aspergillus niger de plantas de sisal com sintomas de podridao
vermelha do caule, no municipio de S&o Domingos-BA (SA, 2009). Nestes
isolamentos de A. niger, diversas vezes observou-se o crescimento exclusivo de
Penicillium sp.. Também se observou que este isolado inibia o crescimento e a
esporulagéo de A. niger em testes realizados in vitro e reduzia a incidéncia da
podriddo vermelha em plantas de sisal, em estudos de casa de vegetacéo
(DAMASCENO, 2012). O isolado de P. citrinum encontra-se na colegdo de culturas
de micro-organismos do Laboratorio de Microbiologia Agricola da UFRB, campus
de Cruz das Almas.

5. Obtencéo dos extratos brutos de Penicillium citrinum

O fungo P. citrinum foi multiplicado em placas de Petri contendo meio de
cultura Batata, Dextrose e Agar (BDA). Apos sete dias de cultivo, fragmentos
miceliais foram transferidos para Erlenmeyers com capacidade de 500 mL,
contendo 150 mL de meio liquido Czapek® enriquecido com 0,5% de extrato de
levedura. Foram realizadas trés etapas sucessivas de cultivo em 35 Erlenmeyers
em dois agitadores rotativos a temperatura de 28°C. Apos quatorze dias de cultivo,
0 micélio e a fracédo liquida do cultivo de P. citrinum foram separados por filtracdo
a vacuo. Dessas amostras, separadas, foram obtidos os extratos brutos por meio
de extracdo com solventes organicos de diferentes polaridades (Figura 1). Os
extratos brutos do micélio foram obtidos apos trés extracbes em cloroférmio,
acetato de etila e metanol, respectivamente. A primeira com cloroférmio por 72
horas, foi repetida por trés vezes, obtendo-se o extrato de cloroformio (ECM) e o
residuo. Este residuo foi utilizado para a segunda extracdo utilizando-se acetato de
etila e o residuo formado utilizou-se para a terceira extragdo com metanol (Figura
1). Os trés extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo.

A fracéo liquida, obtida do cultivo de P. citrinum, denominada filtrado, obtida

do cultivo de P. citrinum foi particionada pelos solventes, cloroférmio, acetato de
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etila e n-butanol sendo em seguida concentrados. Assim, foram obtidos 6 extratos

a partir do cultivo de P. citrinum (Figura 1).

Figura 1. Obtencdo dos extratos organicos a partir do micélio e filtrado de Penicillium

citrinum.
Penicillium citrinum
(meio liquido Czapeck 0,5%
extrato de levedura)
Filtragcdo & vacuo
|
Micelio Fracdo liquida
Maceracdo com
Cloroférmio por 72 Particdo com
horas (3X) Cloroférmio
Evaporacéo do Maceracdo com Evaporagdo do Particio com
solvente Acetato de Etila por solvente Acetato de Etil
72 horas (3X) Cetalo de Elila
ECM (3,3
(3.39) ECF (1,29)
EAM Residuo EAF =M Residuo
I Evaporagéo do Maceragdo com |Evapora(;éo do IParti(;éo com
solvente Metanol por 72 solvente n-butanol
horas (3X)
EAM (2,14q) EAF (0,6489)
EMM Residuo EBF Residuo
Evaporacdo do IJ Evaporacao do
solvente solvente
EMM (12,119) EBF (4,2589)

Legenda
ECM — Extrato cloroférmico do micélio.

EAM — Extrato acetato de etila do micélio.

EMM — Extrato metandlico do micélio.
ECF - Extrato cloroférmico do filtrado.
EAF — Extrato acetato de etila do filtrado.

EBF — Extrato n-butandlico do filtrado.
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Realizou-se também uma extragéo controle, utilizando-se somente o meio de
cultura, meio liquido Czapek® enriquecido com 0,5% de extrato de levedura, apés
exposicdo deste as mesmas condi¢des de cultivo do Penicillium citrinum. O meio
de cultura foi entdo particionado com cloroférmio, seguido de acetato de etila e o n-
butanol, apds evaporacdo do solvente os extratos controles foram posteriormente
concentrados. Resultaram 3 extratos controles: extrato controle em cloroférmio
(ECC), extrato controle em acetato de etila (ECA) e extrato controle em n-butanol

(ECB), cujos espectros de RMN de H foram obtidos (Figura 2 a 4).

Figura 2. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] do extrato controle em
cloroférmio (ECC).
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Figura 3. Espectro de RMN de *H [500 MHz, DMSO-de, & (ppm)] do extrato controle em
acetato de etila (ECA).
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Figura 4. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, DMSO-ds, § (ppm)] do extrato controle em n-
butanol (ECB).
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Apos andlises de RMN de *H dos seis extratos obtidos a partir da extracdo do
micélio e do filtrado de Penicillium citrinum, foram selecionados para estudos
cromatograficos os extratos em cloroférmio do micélio (ECM) e do filtrado (ECF) e
0 extrato em acetato de etila do micélio (EAM) foi submetido & metilacdo para

caracterizacao por CG-EM (Figuras 5 a 8).

Figura 5. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] do extrato cloroférmico do
micélio (ECM).
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Figura 6. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] do extrato cloroférmico do
filtrado (ECF).
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] do extrato acetato de etila do
micélio (EAM) antes da metilacéo.

| I

Figura 8. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDClz, & (ppm)] do extrato acetato de etila do
micélio (EAM) metilado.
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Os extratos em acetato de etila do filtrado (EAF), metanélico do micélio (EMM)
e n-butandlico do filtrado (EBF) foram reservados para serem analisados

posteriormente (Figuras 9 a 11).
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Figura 9. Espectro de RMN de H [500 MHz, DMSO-ds, & (ppm)] do extrato acetato de etila
do filtrado (EAF).
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Figura 10. Espectro de RMN de *H [500 MHz, DMSO-ds, & (ppm)] do extrato metandlico
do micélio (EMM).
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Figura 11. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, DMSO-ds, § (ppm)] do extrato n-butandlico
do filtrado (EBF).
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6. Isolamento dos constituintes quimicos

6.1 Fracionamento do extrato cloroférmico do micélio (ECM)

O extrato cloroférmico do micélio (ECM), com massa de 3,3 g, foi fracionado
por cromatografia em coluna por adsorcao (CC) (Figura 12). Inicialmente, utilizou-
se cloroférmio para eluicdo da coluna e em seguida a polaridade deste sistema foi
gradualmente aumentada por meio da adicdo de metanol. As 55 fracGes obtidas do
ECM foram coletadas em balGes de 250mL e concentradas a pressao reduzida em

rota-evaporador (Tabela 1).
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Figura 12. Fracionamento em coluna do ECM.

Tabela 1. Frac6es obtidas a partir da cromatografia em coluna do extrato cloroférmico do
micélio de Penicillium citrinum (ECM).

Fracdes Sistema de solventes Massa Massa
& (mg) Total (g)
1ECM a 22ECM Cloroférmio 273,0
23ECM a 33ECM Cloroférmio/ Metanol 99:1 177,5
34ECM a 38ECM Cloroférmio/ Metanol 98:2 223,4
39ECM a 43ECM Cloroférmio/ Metanol 95:5 -
3.3

44ECM a 48ECM Cloroférmio/ Metanol 90:10 152,2 g
49ECM a 53ECM Cloroférmio/ Metanol 80:20 48,7
54ECM a 55ECM Metanol 25,2

As fracdes adquiridas foram analisadas por meio de cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC). As fragbes que apresentavam perfil quimico
semelhantes foram reunidas resultando em 22 fragfes, as quais foram nomeadas

1-2ECM a 55ECM.
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Apés andlise por CCDC e RMN de 'H as fracdes 8-11ECM, 12-20ECM e 21-
39ECM foram escolhidas para estudo, ap6s analise por CCDC e RMN de *H (Figura
13).

Figura 13. Substancias isoladas a partir das fracées 8-11ECM, 12-20ECM e 21-39ECM do
extrato cloroformico do micélio (ECM).

8-11ECM Substancia
(35mg) Sl
12-20ECM Substancia
= (36,4mg) sl —
8 ] Substancia
Sl
M21-39ECM
— 21-39ECM (319 5mg) —
Substancia
| Demais fracdes Siv

6.1.1 Estudo da fracdo 8-11ECM

A fracdo 8-11ECM, solido amorfo de coloracdo vinho foi submetida a
sucessivas lavagens com acetona, resultando na obtencdo de um sélido branco
cristalino. Ap6s andlise de RMN de 'H e infravermelho, esse composto foi

identificado como a substancia Sl (Figura 13).
6.1.2 Estudo da fracdo 12-20ECM
A fracdo 12-20ECM de aspecto oleoso e coloracdo amarelada e foi

caracterizada através de andlises por RMN de 'H e de *3C, infravermelho e CG-

EM, apos tratamento com reacdo de metilacdo, como substancia Sl (Figura 13).
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6.1.3 Estudo da fragdo 21-39ECM

A fracdo 21-39ECM, de aspecto oleoso e cor amarelo claro, foi classificada
como uma mistura de acidos graxos, por meio de analises CCDC, RMN de *H, 13C,
infravermelho e apdés reacdo de metilagdo, a amostra foi analisada por CG-EM,
sendo renomeada como M21-39ECM e identificada como uma mistura dos ésteres

metilicos de acidos carboxilicos, as substancias Slll e SIV (Figura 13).

6.2 Fracionamento do extrato cloroférmico do filtrado (ECF)

O extrato cloroférmico do filtrado (ECF), de massa 1,2g, foi fracionado por
CC, seguindo a mesma metodologia anterior, sendo que o0s sistemas de eluicdo
foram constituidos de misturas dos solventes: diclorometano e metanol em
gradiente crescente de polaridade (Figura 14, Tabela 2).

Figura 14. Fracionamento em coluna do ECF.

Foram obtidas 25 fracdes do ECF, nomeadas de 1ECF a 25ECF, as quais

foram concentradas em rota-evaporador e analisadas por CCDC (Tabela 2).



97

Tabela 2. Fragbes obtidas a partir da cromatografia em coluna do extrato cloroférmico do

micélio de Penicillium citrinum (ECF).

~ . Massa Massa Total
FracOes Sistema de solventes
(mg) (9)
1ECF e 2ECF Diclorometano 100,0
3ECF Diclorometano/ Metanol 99:1 37,1
4ECF a 12ECF Diclorometano/ Metanol 98:2 146,1
13ECF Diclorometano/ Metanol 97:3 -
14ECF a 19ECF Diclorometano/ Metanol 95:5 i
. 14,2 1,29
20ECF Diclorometano/ Metanol 90:10 ’
21ECF Diclorometano/ Metanol 80:20 -
22ECF Diclorometano/ Metanol 70:30 58,0
23ECF Diclorometano/ Metanol 50:50 -
24ECF a 25ECF Metanol -

Apés andlise por RMN de 'H as fracGes:

escolhidas para estudo (Figura 15).

1ECF, 2ECF e 3ECF foram
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Figura 15. Substancias presentes em fracdes do extrato cloroférmico do filtrado (ECF).

— 2ECF-M1 (2,4mg)

- 2ECF-M2 (6,3mg)

— 2ECF H-{2ECF-M3 (27,8mg)

Substancia
Sl

- 2ECF-M4 (91,5mg)

L 2ECF-M5 (4,7mg)

ECF
|

— 3ECF-M1 (5mg)

Substancia
S

- 3ECF 3ECF-M2 (7Tmg)

L 3ECF-M3 (13,5mg)

— Demais fracdes

6.2.1 Estudo da fracdo 2ECF

Substancia
SV

A fracdo 2ECF apresentou aspecto oleoso com consisténcia pastosa e

coloragéo castanho-amarelada. Posteriormente a andlises de RMN de *H (Figura

16) e em CCDC, a fracdo foi submetida a separacdo por CCDP, utilizando

cloroformio como sistema de eluicdo, a partir da qual foram originadas 5 novas
fracOes: 2ECF-M1; 2ECF-M2; 2ECF-M3; 2ECF-M4 e 2ECF-M5 (Figura 15).
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Figura 16. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] da fragédo 2ECF.
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Das fracOes adquiridas da CCDP de 2ECF, as fracdes 2ECF-M1; 2ECF-M2;
2ECF-M3 e 2ECF-M4 foram analisadas por RMN de *H (Figuras 17 a 20). Por meio
deste procedimento foi possivel identificar a substancia Sl, na fracdo 2ECF-M2

(Figura 18). As fracOes restantes foram reservadas para estudos posteriores.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da fracdo 2ECF-M1.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da fracdo 2ECF-M2.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da fracdo 2ECF-M3.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da fracdo 2ECF-M4.
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6.2.2 Estudo da fracdo 3ECF

A fracdo 3ECF foi isolada na forma de 6leo castanho-amarelado. Em seguida
a analise do espectro de RMN de 1H (Figura 21) e observacdo em CCDC, a
amostra foi separada por CCDP, cujo sistema de eluicdo utilizado foi hexano/
acetato de etila na proporcéo de 95:5. Deste procedimento, resultaram 3 fracoes:
3ECF-M1; 3ECF-M2 e 3ECF-M3 (Figura 15).

Figura 21. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls,
8
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As fracoes S3ECF-M1; 3ECF-M2 e 3ECF-M3 foram submetidas a RMN de *H
(Figuras 22 a 24). Em 3ECF-M1, a andlise do espectro indicou a presenca da
substancia Sl (Figura 22). No espectro de RMN de 'H da fracdo 3ECF-M3 (Figura
24) é possivel observar a presenca de sinais que indicativos da substancia SV; e
apo6s caracterizacdo via RMN de *3C confirmou-se a presenca do composto por
comparacao com dados da literatura. A fragcdo 3ECF-M2 encontra-se em processo

de purificacao e ainda ndo possui estruturas elucidadas.
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da fracdo 3ECF-M1.
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Figura 23. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da fracdo 3ECF-M2.
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] da fracdo 3ECF-MS3.
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6.3 Estudo do extrato acetato de etila do micélio (EAM)

A andlise do espectro de IV e RMN de *H do extrato de acetato de etila (EAM)
antes da reacao de metilacdo (Figura 25 e 26) revelaram a presenca de acidos
graxos. O EAM de aspecto pastoso, coloracéo castanha, soluvel em cloroférmio foi
metilado e submetido a caracterizacdo por CG-EM (Figura 27) e infravermelho
(Figura 28). Apos este procedimento, o EAM metilado, foi novamente estudado por
RMN de 'H e 13C e a andlise desse espectros permitiu a confirmacédo da presenca
das substéancias SI, Slll e SVI (Figuras 29 e 30). Entretanto, o EAM ainda encontra-

se em processo de andlise visando elucidacdo de novos compostos.
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Figura 25. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] do extrato acetato de etila
do micélio (EAM) antes da reacdo de metilacao.
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Figura 26. Espectro de infravermelho [filme com janela de NaCl] do Extrato de Acetato de
Etila (EAM) de Penicillium citrinum antes da reacdo de metilacao.
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Figura 27. Cromatograma de ions totais do extrato acetato de etila do micélio (EAM)
metilado.
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Figura 28. Espectro de infravermelho [filme com janela de NaCl] do Extrato de Acetato de
Etila do Micélio (EAM) de Penicillium citrinum apés reacdo de metilacédo.

105 —|
%T |
90 —|
] |
N 3
¢
75 —| ‘
n 2
B 8
i | 8
&
i 8
o
650 —| ¢
o
i g
H
i g
45 —| l
i | & 8
i g 2 &
8 a
i | g
8 5
g
30 —| 2
& i
i 5
E
i 2
] |
i .
g
15 — “
T T T T T T T L e BN m s s s s T ———
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500




107

Figura 29. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] do extrato acetato de etila
do micélio (EAM) metilado.
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Figura 30. Espectro de RMN de *3C [125 MHz, CDCls, § (ppm)] do extrato acetato de etila
do micélio (EAM) metilado.
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1. Constituintes quimicos isolados e identificados de Penicillium citrinum

Os métodos cromatograficos aplicados aos extratos de cloroférmio do

micélio (ECM), cloroférmio do filtrado (ECF) e acetato de etila do micélio (EAM),

resultaram no isolamento e identificagdo de 5 substancias: ergosterol (Sl); 9,12

hexadecadienoato de n-propil (Sll); 9,12 octadecadienoato de metila (SllI); 10,13-

dimetiltetradecanoato de metila (SVI) e S-3-metilpent-2-enolactona (SV) (Tabela 3).

Tabela 3. Constituintes quimicos isolados e identificados do micélio e filtrado de Penicillium

citrinum.
scijobdsl'?a%giaa Estrutura Amostras
Fracédo 8-11ECM
CH
o ’ Frag&o 2ECF-M2
SUb(SStZIi)nC'a s Fracdo 3ECF-M1
EAM (metilado)
Substancia
Fracdo 12-20ECM
(s
Substancia "o ” X Fracdo 21-39ECM
EAM (metilado)
(shn \
HaC
CH
Substancia * Fracdo 21-39ECM
HSCWWO‘CHs
(SIV) Lo S EAM (metilado)
(0]
Substancia | o Fracdo 3ECF-M3
O
H,C

3
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1.1 Identificagc&o da substancia Si

O composto Sl (75 mg) (Figura 31) foi isolado como um sélido cristalino de
coloracdo branca em fragGes de polaridade intermediaria do: extrato cloroférmico
do micélio (ECM) na fragdo 8-11ECM,; extrato cloroférmico do filtrado (ECF) nas
fracbes 2ECF-M1 e 3ECF-M2 e extrato acetato de etila do micélio (EAM) metilado
(Tabela 4). Nas fracdes 8-11ECM, 2ECF-M1 e 3ECF-M2, a descricao de Sl foi
realizada somente por meio de espectro de RMN de 'H (Tabela 4). Para o EAM
metilado, a caracterizacdo do ergosterol foi feita por RMN de 'H e *C, além de
espectroscopia na regiao do infravermelho, sendo entdo os dados comparados com
a literatura (Figuras 35 a 36). Assim, identificou-se SI, com a estrutura do composto
esteroidal, ergosterol, de férmula molecular C2gH44O (Figura 31) (MARINHO, 2005;
ROSSET, 2011; CHEN et al., 2013).

Figura 31. Estrutura proposta para a substancia Sl, identificada como Ergosterol.

21 22 : 27

A andlise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da fracdo 8-11ECM ,
demonstrou deslocamentos caracteristicos de substancias da classe dos
esteroides (Figura 32), singletos proeminentes em & 0,63 e em 6 0,95 (Figura 32Kk,
32g; Tabela 4), tripletos em 6 0,83 e em & 0,85 (Figura 32j, 32i; Tabela 4), além
dubletos em 6 0,93 e 6 1,04 (Figura 32h, 32f; Tabela 4), sinais estes, que sugerem
a presenca de hidrogénios metilicos terminais ao longo da cadeia. Observou-se um
multipleto em & 3,63 indicando existéncia de hidrogénio metinico (Figura 32e;

Tabela 4). Foram visualizados ainda no espectro sinais de hidrogénios olefinicos
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na molécula, como nos multipletos em & 5,18, & 5,21, 5 5,38 e & 5,58 (Figura 32d,
32c, 32b, 32a; Tabela 4) (MARINHO, 2005; CHEN, 2013). Assim, observa-se que
os dados espectrais observados no espectro de RMN H séo equivalentes aqueles
relatados em literatura para o ergosterol.

Figura 32. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] da fragdo 8-11ECM para a
substéancia Sl, ergosterol.
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O espectro de RMN H (500 MHz, CDClIs) da fracdo 2ECF-M2 (Figura 33),
apresentou sinais sugestivos de ergosterol, como em & 0,63, 6 0,95, 5 0,83 & 0,85,
5 0,93 e 5 1,04, os quais indicam hidrogénios metilicos na estrutura (Figura 33Kk,
339, 33h, 33j, 33i, 33f; Tabela 4). Em 5 3,56, um multipleto, relativo a presenca de
hidrogénio metinico (Figura 33e; Tabela 4). Além de multipletos em & 5,18, 6 5,21,
8 5,38 e 6 5,58 alusivos a hidrogénios olefinicos da molécula (Figura 33d, 33c, 33b,
33a; Tabela 4).
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da fracdo 2ECF-M2 para a
substéancia Sl, ergosterol.
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No espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) da fracdo 3ECF-M1 (Figura 34),

também foram observados sinais indicativos de hidrogénios metilicos na cadeia:
singletos em & 0,63 e em & 0,95 (Figura 34k, 34g; Tabela 4); tripletos em & 0,83 e
em 5 0,85 (Figura 34j, 34i; Tabela 4) e dubletos em 6 0,93 e & 1,04 (Figura 34h, 34f;
Tabela 4). Um singleto em 6 3,64 caracteristico de hidrogénio metinico (Figura 34e;
Tabela 4) e sinais de hidrogénios olefinicos na estrututra, em: 6 5,18, 6 5,21, 5 5,38

e 6 5,57 (Figura 34d, 34c, 34b, 34a; Tabela 4).
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da fracdo 3ECF-M1 para a
substéancia Sl, ergosterol.
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No extrato acetato de etila do micélio de Penicillium citrinum (EAM) metilado,
a substancia S| estava em mistura, entretanto, foi possivel observar sinais
sugestivos da presenca do ergosterol (Sl) no espectro de RMN de *H obtido (Figura
35). Sinais tipicos de metilas terminais, em: 6 0,63, 6 0,95, 6 0,83, 56 0,85, 50,93 e
d 1,04 (Figura 35k, 35g, 35h, 35j, 35i, 35h, 35f; Tabela 4). Visualizou-se também
deslocamento caracteristico de hidrogénio metinico na estrutura, num multipleto em
d 3,64 (Figura 35e; Tabela 4). Observou-se ainda no espectro, multipletos em &
5,18, 6 5,22, 6 5,37 e 6 5,58 (Figura 35d, 35c, 35b, 35a; Tabela 4), sinais estes que

sugerem a presenca de hidrogénios olefinicos ao longo da cadeia.
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Figura 35. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] do extrato acetato de etila
do micélio (EAM) metilado para a substancia Sl, ergosterol.
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos caracteristicos de ergosterol (Sl) para os sinais de RMN de H.

1 1
6 H 1 ] 1 i o H
. o H (Experimental) o H (Experimental) 1 .
Simbolo (Experimental) (Experimental) & H (Literatura)*
Fragdo 2ECF-M1 Fragdo 3ECF-M1
Fracao 8-11ECM EAM (metilado)

a 5,58 5,58 5,57 5,58 5,58
b 5,38 5,38 5,38 5,37 5,39
c 5,21 5,21 5,21 5,22 5,22
d 5,18 5,18 5,18 5,18 5,18
e 3,63 3,56 3,64 3,64 3,63
f 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04
g 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95
h 0,93 0,93 0,93 0,91 0,92
i 0,85 0,85 0,85 0,85 0,84
i 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
k 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63

*Valores retirados da literatura obtidos em CDCIls a 30 °C, Chen et al., 2013.
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Segundo Arora et al. (2004), o ergosterol é classificado como um esterol
ndo-polar, derivado do lanosterol, componente da membrana plasmatica de
fungos e essa substancia desempenha importante papel na organizacéo e
dindmica da membrana celular, contribuindo para a sua estrutura, barreira
biofisica e fluidez (SOOD e KINNUNEN, 2008). Alguns estudos indicam ainda
qgue, o ergosterol possivelmente participa em outros eventos biolégicos, como
por exemplo na regulacdo da sintese de quitina, polissacarideo de origem
microbiana (CAMELINI, 2010).

A andlise do espectro de RMN de *C do EAM metilado também
apresentou sinais indicativos de Sl (Figura 36) demonstrou um sinal em 6 141,34
(C-24) (Figura 36l; Tabela 5) indicativo de carbono metinico ligado a carbono
metilico. Em & 139,77 (C-5), observa-se um singleto referente a carbono nao-
hidrogenado na estrutura (Figura 36m; Tabela 5). Sinais observados em 6 135,56
(C-22) e em 6 131,98 (C-23) sugerem carbonos olefinicos ligados a carbonos
metinicos (Figura 36n, 360; Tabela 5). Ja os sinais em 6 119,58 (C-6), 6 116,28
(C-7) e 6 54,56 (C-14) sao indicativos de carbonos olefinicos hidrogenados
(Figura 36p, 36q, 36s; Tabela 5) (MARINHO, 2005; SACCHI e col., 1997; VIGLI
et al., 2003; ROSSET, 2011).

Em 6 70,47 (C-3) é possivel visualizar um sinal associado a um carbono
metinico ligado a um grupo hidroxila na molécula (Figura 36r; Tabela 5).
Observou-se também sinais indicativos de carbonos metilénicos em 6 38,38 (C-
1) e em & 23,00 (C-15) (Figura 36t, 36u; Tabela 5). Os carbonos metilicos ao
longo da cadeia, caracteristicos da molécula de ergosterol, puderam ser
visualizados atraves de sinais em 4 19,94 (C-26), 6 19,64 (C-27), 6 17,60 (C-28),
5 16,28 (C-19) e 6 12,05 (C-18) (Figuras 36v, 36x, 36w, 36y, 36z; Tabela 5)
(MARINHO, 2005).
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Figura 36. Espectro de RMN de *C [125 MHz, CDCls, & (ppm)] do extrato acetato de
etila do micélio (EAM) metilado, substancia Sl, ergosterol.
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos caracteristicos de ergosterol para os sinais de RMN
de 13C.

5°c (Experimental)

Simbolo EAM metilado 5 °c (Literatura)*

| 141,34 141,4
m 139,77 139,8
n 135,56 135,6
o 131,98 132,0
p 119,58 119,3
q 116,28 116,3
r 70,47 70,5
s 54,56 54,6
t 38,38 38,4
u 23,00 23,0
v 19,94 19,6
X 19,64 19,4
w 17,6 17,6
y 16,28 16,3
z 12,05 12,2

*Valores retirados da literatura obtidos em CDCIlz a 30 °C, Chen et al., 2013.

A analise por espectroscopia na regido do infravermelho do extrato
acetato de etila do micélio (EAM) (Figura 37) demonstrou informacdes
corroborativas com aquelas encontradas por RMN 'H. Em relacédo ao espectro
obtido, foram observadas bandas em 2927, 2854, 1458, 968 e 740 cm™, as quais
sdo comumente relacionadas a vibracdes de estiramentos de grupos metilenos
(Figura 37). Sinais em 1735 cm%, sugerem a presenca de carbonila (Figura 37)
(LOPES e FASCIO, 2004; HUANG et al., 2011). Em 1377 cm™, visualiza-se uma
banda de média intensidade sugerindo a presenca de deformacdes de grupos
metila (Figura 37) (Silva, 2005). Segundo Huang et al. (2011), as bandas
observadas em 3452 cm? estdo associadas a vibracGes de alongamento de OH

e em 1033 cm™ a vibracéo de alongamento C-O (Figura 37).
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Figura 37. Espectro de infravermelho [pastilha de KBr] do extrato acetato de etila do
micélio (EAM) metilado para o composto ergosterol (Sl).
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1.2 Identificacdo da substancia SlI

A substancia Sll (36,4mg), obtida apds fracionamento em coluna do
extrato cloroférmico do micélio (ECM), na fracdo 12-20ECM, apresentou aspecto
oleoso e cor amarelada (Figura 38). Foi realizada a caracterizacdo da substancia
por meio de espectroscopia de infravermelho, RMN de *H, 13C e espectrometria
CG-EM, sendo proposta a estrutura de um éster metilico, do acido graxo poli-

insaturado, 9,12-hexadecadienoato de n-propil.
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Figura 38. Estrutura proposta para a substancia Sll, identificada como 9,12-
hexadecadienoato de n-propil.
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A andlise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls, Figura 39) da fracéo
12-20ECM demonstrou sinais referentes a estrutura da substancia Sl (Figura
43) apresentou um multipleto largo em 6 5,36 (Figura 39a; Tabela 6), o qual foi
atribuido a hidrogénios olefinicos presentes na molécula. Um sinal em 6 4,17
indicativo da presenca de hidrogénios metilénicos da propila (Figura 39b; Tabela
6). Pode-se observar um multipleto em 6 2,77 alusivo a presenca de um grupo
metilénico entre os hidrogénios olefinicos (Figura 39c; Tabela 6). Um tripleto em
d 2,30 caracterizando hidrogénio metilénico a a carbonila (Figura 39d; Tabela 6).
Visualizou-se um multipleto em & 2,04 aos hidrogénios metilénicos a olefinicos
exceto aqueles entre olefinas (Figura 39e; Tabela 6). Sinais em 4 1,3 (Figura 39f;
Tabela 6), sugerem hidrogénios metilénicos e em & 1,25 e 6 1,60 podem ser
indicativos de hidrogénios metilénicos adjacentes a grupos metilicos (Figura 39g;
Tabela 6). Foram observados ainda sinais em & 0,88 e & 0,90 indicando a
presenca de metilas terminais (Figura 39h; Tabela 6) (MARINHO, 2005; MARIA,
2009; FAGUNDES, 2011).
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Figura 39. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] da fragdo12-20ECM e
substéancia SlI.
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos caracteristicos de ésteres para os sinais de RMN
de H.

& 'H ( 8 *H (

Simbolo Experimental) Literatura)* Atribuicdo
a 5,36 5,29 -CH=CH
b 4,17 4,12; 4,31 -O-CH,CH2CH3
c 2,77 2,76 RS
d 2,30 2,20 -CH,-COOR
e 2,04 2,02 -CH,-CH=CH
f 1,3 1,20 (CH2)n
g 1,25e 1,60 1,60 -CH,-CH2-COOR
h 0,88 e 0,90 0,85 CHs-(CH2)n

*Valores retirados da literatura obtidos em CDCls a 30 °C (SACCHI e col., 1997; VIGLI et al.,
2003; ROSSET, 2011).

O espectro RMN *3C de S, fracdo 12-20ECM (Figura 40) exibiu um sinal
em 6 173,9 (C-1) (Figura 40i; Tabela 7) referente a uma carbonila de éster, quatro
sinais de carbonos olefinicos 4 130,01 (C-9), 6 128,07 (C-10), 6 127,89 (C-12) e
§ 130,23 (C-13) (Figura 40j, 40k; Tabela 7) (MARINHO, 2005; SACCHI e col.,
1997; VIGLI et al., 2003; ROSSET, 2011).
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Figura 40. Espectro de RMN de *3C [125 MHz, CDCls, § (ppm)] da fragdo 12-20ECM e
substancia SlI.
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Foi observado um sinal em 65,05 (C-1’) referente ao carbono metilénico
do propil éster (Figuras 45l; Tabela 7). Um sinal em & 34,08 (C-2), indicativo de
carbono metilénico (Figuras 45m; Tabela 7). Visualizou-se ainda no espectro,
sinais tipicos de carbonos metilénicos em & 29,69 (C-8) (Figura 45n; Tabela 7) e
de carbonos metilénicos vizinhos a carbonos metilicos em & 22,56 (C-15) e 6
19,93 (C-2’) (Figuras 45p; Tabela 7). Um singleto em & 25,63 (C-11) sugestivo
de carbono metilénico entre os carbonos olefinicos (Figuras 450; Tabela 7). E
em & 14,10 (C-16) um singleto tipico de carbono metilico terminal (Figuras 45q;
Tabela 7) (MARINHO, 2005).
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos caracteristicos de ésteres para os sinais de RMN
de 3C.

S 13C S 13C
Simbolo Atribuicéo
(Experimental) (Literatura)*
[ 173,9 172,5 R-COOR
] 130,01 e 130,23 130,0 -CH=CH-CH2-CH=CH-
k 127,89 e 128,07 128,0 -CH=CH-CH2-CH=CH-
I 65,05 65,83 - O(CH2)2-CH3
m 34,08 34,0 -CH2-COOR
n 29,69 29,5 -(CH2)n-
0] 25,63 25,8 -CH=CH-CH2-CH=CH-
p 22,56 e 19,93 22,60 -(CH)-CHs
q 14,10 14,0 -(CH2)n-CH3

*Valores retirados da literatura obtidos em CDCls a 30 °C (SACCHI e col., 1997; VIGLI et al.,
2003; ROSSET, 2011).

O espectro obtido na analise por espectroscopia na regido do
infravermelho (Figura 41), apresentou bandas em 2924, 2854, 1462 e 740 cm™,
associadas as vibracbes de estiramentos de grupos metilenos. Foram
observados também, estiramentos em 1739 cm-* referentes a carbonila do éster,
em 1168,86 cm referente a ligagdo C-O-C de éster e 1462 cm™ indicativo de
ligacbes duplas na cadeia (Figura 41) (LOPES e FASCIO, 2004; HUANG et al.,
2011). Uma banda de média intensidade em 1377 cm™ indicou a presenca de
deformacéo do grupo metila. Foi possivel observar ainda, bandas caracteristicas
de ligagGes C-O de ésteres nas regides de 1265 e 1168 cm™* (Figura 41) (SILVA,
2005).
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Figura 41. Espectro de infravermelho [filme com janela de NaCl] do composto SlI, fragéo
12-20ECM de Penicillium citrinum.
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O cromatograma de ions totais da fracdo 12-20ECM (Figura 42) obtido a
partir do fracionamento do extrato cloroférmio do micélio do Penicillium citrinum
mostrou uma série de bandas (Figura 42). O espectro de massas (Figura 48)
relacionado a banda com o tempo de retencdo 18,88 minutos foi identificado
como o composto Sll, 9,12- hexadecadienoato de n-propil por comparagdo com
a biblioteca de massas do equipamento (NIST). N&o foi possivel a identificacéo
de um composto relacionado a banda com o tempo de retencédo 16,45 minutos
guando o espectro de massas deste foi comparado com a biblioteca do

equipamento (Figura 49 e 50).
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Figura 42. Cromatograma de ions totais da fracdo 12-20ECM.
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Figura 43. Comparacdo com o espectro de massas com o tempo de retencdo 18,88
minutos com os dados da biblioteca.
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Figura 44. Espectro de massas com o tempo de retengao 16,45 minutos.
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Hit REV Compound Name MW, Formula CAS

1 368 WETHYL 11-METHYL DODEC E 228 C14H2802 900336-45-1

2 849 748 TRIDECANOIC ACID, 12-METHYL-, METHYL ESTER 242 C15H3002 5129-58-8 Nist

a 843 589 TETRADECANOIC ACID, 10 13-DIMETHYL- METHYL ESTER 270 C17H3402 267650237 Nist

4 828 728 UNDECANOIC ACID, 10-METHYL- METHYL ESTER 214 C13H2602 5129-56-6 Nist

5 321 703 WETHYL B-METHYL-NONANGATE 186 C11H2202 900336-43-6 Nist

6 812 733 TRIDECANOIC ACID, METHYL ESTER 228 C14H2802 1731-88-0 Nist

7 811 735 METHYL 13-METHYLTETRADECANOATE 256 C16H3202 900336-31-4 Nist

8 809 684 METHYL 18-FLUORO-OCTADECANOATE 316 C19H3702F 900336-47-5 Nist

9 804 761 HEXADEGANOIC AGID, METHYL ESTER 270 CITH3402 112-38-0 Nist

10 797 717 HEXADECANOIC ACID, 15-METHYL-, METHYL ESTER 284 C18H3602 £920-04-0 Nist

1 789 703 TRIDECANOIC ACID, METHYL ESTER 228 C14H2802 1731-88-0 Nist

12 782 §75  NONANOIC ACID, METHYL ESTER 172 C10H2002 1731-84-6 Nist

13 779 §72  NONANOIC ACID, METHYL ESTER 172 C10H2002 1731-84-6 Nist

14 776 712 PENTADECANOIC ACID, METHYL ESTER 256 C16H3202 7132-64-1 Nist

15 771 735 HEXADECANOIC ACID, METHYL ESTER 270 C17H2402 112380 Nist

18 759 727 HEXADECAMOIC ACID, METHYL ESTER 270 C17H3402 112380 Nist

7 789 668  HEPTADECANOIC ACID, 16-METHYL- METHYL ESTER 208 C19H3802 5129-61-3 Nist

18 785 732 PENTADECANOIC ACID, 14-METHYL-, METHYL ESTER 270 CATHIO2 5120-60-2 Nist

19 755 565  DODECANDIC ACID, 10-METHYL- METHYL ESTER 228 C14H2802 5120657 Nist

20 755 589 HEPTADECANOIC ACID, METHYL ESTER 284 C18H3502 1731-02-6 Nist
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1.3 Identificacao das substancias Sllil e SIV

octadeca-97,127-dienoato de metila (Slll) 10,13-dimetiltetradecanoato de metila (SIV)

As substancias SllI e SIV foram identificadas como constituintes da fracao
M21-39ECM (319,5mg), uma mistura obtida a partir do fracionamento em coluna
do extrato cloroformico do micélio de Penicillium citrinum, de aspecto oleoso e
coloragdo amarelada. Os compostos Sl e SIV também foram observados em
mistura no extrato acetato de etila do micélio (EAM) metilado. A identificacdo das
substancias octadeca-9Z,12Z-dienoato de metila (Slll) e 10,13-
dimetiltetradecanoato de metila (SIV), presentes nas misturas, foi realizada com
base nos dados de RMN de 'H, 13C, espectroscopia de infravermelho e CG-MS
e comparacao com os valores da literatura (AMBROSIO, 2014).

Os espectros de RMN *H (500 MHz, CDCls) de M-21-39ECM (Figura 46)
e EAM metilado (Figura 47), misturas em analise das substancias Slll e SIV,
apresentaram caracteristicas espectrais semelhantes. A substancia Slll
demonstrou um tripleto largo em & 5,35 atribuido a hidrogénios olefinicos foi
observado no espectro de RMN 'H da mistura M-21-39ECM, sendo este sinal
também visualizado no espectro do EAM metilado (Figuras 46a, 47a, 48a; Tabela
8). As substancias Slll e SIV exibiram um singleto em & 3,67 indicando a
presenca de grupo metoxilico para o espectro da mistura M-21-39ECM, um sinal
com a mesma atribuicdo foi visto em & 3,66 para o espectro do EAM metilado
(Figuras 46b, 47b, 48b, 49b; Tabela 9). Para a substancia Slll, foi possivel
observar um tripleto em & 2,77, em ambos espectros de M-21-39ECM e do EAM
metilado, sugerindo a presenca de um grupo metilénico entre 0s grupos
olefinicos (Figura 46c, 47c, 48c; Tabela 8). Para as substancias Slll e SIV os

espectros de M-21-39ECM e também o do EAM metilado exibiram um tripleto
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em ¢ 2,30 caracterizando hidrogénio metilénico a a carbonila (Figura 46d, 47d,
48d, 49d; Tabela 8). Para a substancia SllI, foi observado um tripleto em & 2,04,
em ambos espectros da mistura M-21-39ECM e do EAM metilado, referente aos
hidrogénios metilénicos a olefinicos exceto aqueles entre olefinas (Figuras 46e,
47e, 48e; Tabela 8) e o sinal em & 1,67 referente aos grupos metilénicos 3
carbonilicos visualizado no espectro de M-21-39ECM, um sinal referente a esta
atribuicéo foi demonstrado em 6 1,62 para o espectro do EAM metilado (Figuras
461, 471, 48f; Tabela 8). Para as substancias Slll e SIV, o sinal em 6 1,30, dos
espectros de M-21-39ECM e EAM metilado, foi atribuido a todos os grupos
metilénicos, com excegao para os a e [3 carbonilicos e a olefinicos apresentados
para os ésteres graxos (Figuras 46g, 479, 48g; Tabela 8) Um singleto em & 0,88
no espectro de M-21-39ECM e em & 0,85 no espectro de EAM metilado,
sugeriram a presenca de metila terminal para a substancia Sllil (Figuras 46h, 47h,
48h; Tabela 8). Para as substancias Slll e SIV, foram observados sinais em &
0,88 e 6 0,89 sugerindo a ocorréncia de metilas, tanto para o espectro de M-21-
39ECM, quanto para o espectro do EAM metilado (MARINHO, 2005; MARIA,
2009; FAGUNDES, 2011).



129

Figura 46. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, & (ppm)] da mistura M21-39ECM.
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Figura 47. Espectro de RMN de *H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] do Extrato de Acetato de
Etila (EAM) metilado.
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Figura 48. Estrutura proposta para a substancia SllI, identificada como octadeca-
9Z,127-dienoato de metila.

Figura 49. Estrutura proposta para a substancia SIV, identificada como 10,13-
dimetiltetradecanoato de metila.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos caracteristicos de ésteres para os sinais de RMN de *H.
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Sl SIvV Slil SIvV
& H & H 8 'H 8 'H
Simbolo  (Experimental) (Experimental) (Experimental) (Experimental) & 'H (Literatura)* Atribuicéo
Fragcdo M21- Fracdo M21- EAM metilado EAM metilado
39ECM 39ECM

a 5,35 5,35 5,29 -CH=CH-
b 3,67 3,67 3,66 3,66 3,70 - OCHjs
c 2,77 2,77 2,76 -CH=CH-CH2-CH=CH-
d 2,30 2,30 2,30 2,30 2,20 -CH2-COOR
e 2,04 2,04 2,02 -CH2-CH=CH-
f 1,67 1,67 1,62 1,62 1,60 -CH2-CH2-COOR
g 1,30 1,30 1,30 1,30 1,20 (CH2)n
h 0,88 0,88 0,85 0,85 0,85 CHs-(CH2)n

*Valores retirados da literatura, obtidos em CDCls a 30 °C, (SACCHI e col., 1997; VIGLI et al., 2003; ROSSET, 2011).
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O espectro de RMN *3C da mistura M-21-39ECM (Figura 50) apresentou
um sinal em & 174,27 (C-1) referente a uma carbonila de éster (Figuras 50i, 50i,
51i, Tabela 9), este mesmo sinal pode ser visualizado em baixa intensidade em
8 174,33 para o espectro de RMN de 13C do EAM metilado (Figuras 51i, 52i, 53i,
Tabela 9) para os dois compostos Slll e SIV. Foram observados para 0 composto
SllI tanto no espectro de M-21-39ECM quanto no espectro de EAM metilado,
guatro sinais de carbonos olefinicos em 5 127,9 (C-12), 6 128,0 (C-10), 5 130,0
(C-9) e & 130,2 (C-13) dos grupos metilenos externos e internos,
respectivamente (Figuras 50j, 50k, 51j, 51k, 52j, 52k; Tabela 9), (MARINHO,
2005). Para os compostos Slll e SIV, um sinal de carbono metoxilicos em & 51,4
(C-1’) foi visualizado no espectro da mistura M-21-39ECM (Figuras 50I, 52I, 53I;
Tabela 9) e também no espectro do EAM metilado (Figuras 51, 521, 53I; Tabela
9) (MARINHO, 2005). Para ambas substancias Slll e SIV, visualizou-se um
singleto em & 34,0 (C-2), no espectro de M-21-39ECM, sugestivo de carbono
metilénico a carbonila (Figuras 50m, 52m, 53m; Tabela 9), um sinal
correspondente a essa atribuicdo também foi observado no espectro do EAM
metilado em & 34,11 (C-2) (Figuras 51m, 52m; Tabela 9). Para composto SlilI, no
espectro de M-21-39ECM, foi observado o sinal em 6 27,18 (C-11) indicando a
presenca de carbonos metilénico a olefinicos exceto aqueles entre olefinas
(Figuras 50n, 52n; Tabela 9), como também um sinal em & 25,55 (C-11) sugere
a presenca de um carbono metilénico entre os grupos olefinicos (Figuras 500,
520; Tabela 9). Sinais similares a estes e referentes ao composto SlII foram
encontrados em 6 27,2 (C-11) eem 6 25,63 (C-11) no espectro do EAM metilado
(Figuras 51n, 510, 52n, 520; Tabela 9). Nas substancia Slll e SIV, sinais
visualizados em & 29,43, no espectro de M-21-39ECM (Figuras 50, 52, 53;
Tabela 9) e em 6 29,69 no espectro do EAM metilado (Figuras 51, 52, 53; Tabela
9) sugerem a presenca de carbonos metilénicos. Observou-se ainda um dubleto
em d 22,5 (C-2’) e & 22,6 (C-3’), nos espectros das duas amostras, de M-21-
39ECM e do EAM metilado, sugestivos de carbonos metilicos na estrutura de
Sl (Figura 50, 51, 52; Tabela 9). O sinal em & 14,0 (C-18) do espectro de M-21-
39ECM, sugerindo carbonos metilicos para as substancias Slll e em SIV (Figura

50p, 52p; Tabela 9). Um sinal de carbonos metilicos em Slll e em SIV também



133

pode ser visualizado no espectro do EAM metilado em 6 14,1 (C-18) (Figura 51p,
52p; Tabela 9).

Figura 50. Espectro de RMN de *C [125 MHz, CDCls, & (ppm)] da mistura M-21-39ECM.
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Figura 51. Espectro de RMN de 3C [125 MHz, CDCls, & (ppm)] do extrato de acetato de
etila do micélio (EAM) metilado.
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Figura 52. Estrutura proposta para a substancia Slll, identificada como octadeca-
9Z7,127-dienoato de metila.
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Figura 53. Estrutura proposta para a substancia SIV, identificada como 10,13-
dimetiltetradecanoato de metila.
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos caracteristicos de ésteres para os sinais de RMN de *C.
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Sl SIvV
Sl SIvV
S 13C S 13C
8 13C 8 °C 8 °C
Simbolo  (Experimental)  (Experimental) _ _ _ Atribuicao
(Experimental)  (Experimental) (Literatura)*
Fracdo M-21- Fracdo M-21- _ _
EAM metilado EAM metilado
39ECM 39ECM
i 174,0 174,0 174,33 174,33 172,5 R-COOR
] 130,0 e 130,2 130,04 e 130,22 130,0 -CH=CH-CH2-CH=CH-
k 127,9 e 128,0 127,9 e 128,0 128,0 -CH=CH-CH2-CH=CH-
I 51,4 51,4 51,4 51,4 51,4 -OCH3
m 34,0 34,0 34,11 34,11 34,0 -CH2-COOR
- 29,43 29,43 29,69 29,69 29,5 -(CH2)n-
n 27,18 27,2 27,2 -CH2-CH=CH-CH2-
0 25,55 25,63 25,8 -CH=CH-CH2-CH=CH-
p 14,0 14,0 14,1 14,1 14,0 CHs-(CH2)n

*Valores retirados da literatura,

obtidos em CDCls a 30 °C, (SACCHI e col., 1997; VIGLI et al., 2003; ROSSET, 2011).
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Na caracterizagdo por espectroscopia na regido do infravermelho de M21-
39ECM (Figura 54), o espectro apresentou estiramentos em 1741,72 cm
referentes a carbonila do éster, em 1170,79 cm™ indicativo de ligacdo C-O-C do
éster e proximos a 1438,90 cm sugerindo ligacdes duplas da cadeia alifatica. Além
disso, foram observadas bandas em 2927, 2851, 1461 e 721 cm™, associadas as
vibraces de estiramentos de grupos metilenos. Em 1376 cm observa-se uma
banda com intensidade média atribuida a deformacédo do grupo metila. Nas regides
de 1249 e 1172 cm'l, sdo observadas banda de C-O dos ésteres (SILVA, 2005).

Figura 54. Espectro de infravermelho [filme com janela de NaCl] de M-21-39ECM de
Penicillium citrinum.
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No espectro de infravermelho do EAM metilado (Figura 55), as bandas
indicativas de carbonila do éster foram observadas em 1735,93 cm e referentes a
ligacdo C-O-C em 1165. cm? (Figura 55). As vibracdes de estiramentos
correspondentes a grupos metilenos foram visualizadas em 2927,94; 2854,65, e
740,67 cm™®. Observou-se também uma banda em 1377,17 cm™ sugestiva de
grupamentos metila (SILVA, 2005).
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Figura 55. Espectro de infravermelho [filme com janela de NaCl] do Extrato de Acetato de
Etila (EAM) de Penicillium citrinum apds metilagdo.
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O cromatograma de ions totais da fracdo M-21-39ECM (Figura 56)
obtido a partir do fracionamento do extrato cloroférmio do miceélio de P. citrinum
mostrou uma série de bandas conforme a figura (Figura 56). O espectro de massas
(Figura 57) relacionado a banda com o tempo de retencdo 18,68 minutos foi
identificado como o composto Sl (9,12-octadeacadienoato de metila) por
comparacdo com a biblioteca de massas do equipamento (NIST), 0 mesmo
comportamento para o componente SIV, 10,13-dimetiltetradecanoato de metila
com o tempo de retencdo em 16,24 minutos (Figura 58). Este mesmo
comportamento foi observado para os tempos de retencao 18,83 e 16,42 minutos

para o espectro de CG/MS do acetato de metila metilado (Figuras 59 a 61).
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Figura 56. Cromatograma de ions totais da mistura M-21-39ECM.
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Figura 58. Comparacdo com o0 espectro de massas com o0 tempo
minutos com os dados da biblioteca.
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Figura 59. Cromatograma de ions totais do extrato acetato de etila (EAM) metilado.
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Figura 60. Comparacdo com o0 espectro de massas com o tempo de retencdo 16,42

minutos com os dados da biblioteca.
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Figura 61. Comparacdo com o0 espectro de massas com o tempo de retencdo 18,83
minutos com os dados da biblioteca.
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1.4 Identificagdo da substancia SV

A substancia SV (13,5 mg), aparéncia oleosa e coloragdo amarelada, foi
obtida apds cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) da fracao
3ECF, resultante do fracionamento em coluna do extrato cloroférmico do filtrado
(ECF) (Figura 62). Sua estrutura foi proposta com base na interpreta¢ao dos dados
obtidos por RMN de *H (Figuras 63, 64 e 65), RMN de 3C (Figura 66) e gHMBC
(Figura 67 a 71) e comparagdo com a literatura. Assim, a substancia SV foi
identificada como um derivado de lactona insaturada, denominada S-3-metilpent-
2-enolactona (BRICHACEK e CARLSON, 2007).

Figura 62. Estrutura proposta para a substancia SV, identificada um derivado de lactona
insaturada, S-3-metilpent-2-enolactona.

O espectro de RMN H (500 MHz, CDCls, Figura 63) da fracdo 3ECF exibiu
um singleto em & 5,82 (H-2) (Figuras 63a, 64; Tabela 10), integrando para um
hidrogénio, referente a hidrogénio olefinico presente na estrutura. Em 6 4,38 (H-5,
J = 6,22 e 6,48 Hz) observou-se um tripleto, integrando para dois hidrogénios,
indicativo de hidrogénios metilénicos (Figura 63b, 64; Tabela 3). Um outro tripleto
em o 2,38 (H- 4, J = 5,96 e 6,22Hz), integrando para dois hidrogénios, sugere a
presenca de hidrogénios metilénicos (Figura 63c, 65; Tabela 10). Observou-se
ainda no espectro um singleto proeminente em & 2,0 (H-6) integrando para trés
hidrogénios, sugerindo a presenca de hidrogénio metilico (Figura 63d, 65; Tabela
10) (MARINHO, 2005; KATO e YOSHIKOSHI, 1991; BRICHACEK e CARLSON,
2007).
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Figura 63. Espectro de RMN de 'H [500 MHz, CDCls, § (ppm)] para a substancia SV na
fracdo 3ECF-M3.
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Figura 64. Ampliacdo da regido entre 4,0 e 8,0 ppm do espectro de RMN de 'H [500 MHz,
CDCls, 6 (ppm)] da fracdo 3ECF-M3.
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Figura 65. Ampliacédo da regido entre 0 e 3,0 ppm do espectro de RMN de H [500 MHz,
CDCls, & (ppm)] da fragdo 3ECF-M3.
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos caracteristicos de lactonas para os sinais de RMN
de 'H.

Simbolo & H ( Experimental) 8 H (Literatura)* Atribuicado
a 5,82 5,8 -C=CH
b 4,38 4.4 -CH,-O
c 2,38 2,4 -C-CH»-CHa»-
d 2,00 2,0 -CHs

*Valores retirados da literatura (KATO e YOSHIKOSHI, 1991; BRICHACEK e CARLSON, 2007).

No espectro de RMN 3C da fracdo 3ECF-M3 (Figura 66) observou-se um
sinal em 6 164,58 (C-1) (Figura 66e; Tabela 11) indicativo de carbonila na molécula.
Em 6 157,74 (C-3) e 6 116,75 (C-2) podem ser visualizados sinais atribuidos a
carbonos olefinicos da estrutura (Figura 66f, 66g; Tabela 11). Foram observados
sinais tipicos de carbonos metilénicos em 6 29,18 (C-4) e em 5 65,85 (C-5) e um
sinal sugestivo de carbono metilico em 6 22,95 (C-6) (Figuras 66i, 66h, 66j; Tabela
11) (MARINHO, 2005; KATO e YOSHIKOSHI, 1991; BRICHACEK e CARLSON,
2007).
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Figura 66. Espectro de RMN de *C [125 MHz, CDCls, § (ppm)] para a substancia SV na
fracdo 3ECF-M3.
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos caracteristicos de lactonas para os sinais de RMN de
130.

Simbolo § 13C (Experimental) & *3C (Literatura)* Atribuicdo
e 164,58 164,0 -C=0
f 157,74 157,0 -C=CH
g 116,75 117,0 -C=CH
h 65,85 67,0 -CH,-O
| 29,18 29,0 -CH,-CH:>
J 22,95 24,0 CHs;

*Valores retirados da literatura (KATO e YOSHIKOSHI, 1991; BRICHACEK e CARLSON, 2007).

Para confirmar a estrutura foi realizado experimento de gHMBC. Foi

observada correlacdo dos sinais em ¢ 5,82 (H-2) e 6 4,38 (H-5) com o carbono C-
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4 (5 29,18) (Figura 67; Tabela 12), o sinal em & 5,82 ( H-2) com o carbono C-1 (6
164,58) em conjunto com o sinal em & 4,38 (H-5) com os carbonos C-1 (6 164,58)
e o carbono C-3 (6 157,74) (Figura 68; Tabela 12). A correlagdo dos sinais em &
2,38 ( H-4) e 6 2,00 (H-6) com os carbonos C-2 (6 116,75), C-3 (6 157,74) (Figura
69; Tabela 12) , como também a correlacdo dos sinais em & 2,38 ( H-4) com os
carbonos C-6 (6 22,95) e C-5 (6 65,85) e o hidrogénio H-6 (6 2,0) com os carbonos
C-4 (5 29,18) (Figura 70; Tabela 12) possibilitaram a identificacédo da lactona (Figura
71; Tabela 12).

Figura 67. Mapa de contornos gHMBC [500 MHz, CDClIs, 6 (ppm)] para a substancia SV,
S-3-metilpent-2-enolactona, na fragdo 3ECF-M3.

F1
(ppm}
20
] ]
a0
50
60 |

70-] 1

90
A Rassanaisseasans T T T T T

T T T T ¥ T v v
6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8
F2 (ppm)




147

Figura 68. Mapa de contornos gHMBC [500 MHz, CDCls, 6 (ppm)] para a substancia SV,
S-3-metilpent-2-enolactona, na fragdo 3ECF-M3.
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Figura 69. Mapa de contornos gHMBC [500 MHz, CDCls, 6 (ppm)] para a substancia SV,
S-3-metilpent-2-enolactona, na fracdo 3ECF-M3.
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Figura 70. Mapa de contornos gHMBC [500 MHz, CDCls, 6 (ppm)] para a substancia SV,
S-3-metilpent-2-enolactona, na fragdo 3ECF-M3.

D U S S

F1 1
(ppm})

4u€ !
sué
sné
7ué ! 9
ané
904

1004

LAAR LS AR LARAS RARRSRRRRS RASRS: T TrrYTT TITTTTYTYTTTTTYTYYTTTYYYY TrrreT T

e e
3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8
F2 (ppm)

Figura 71. Mapa de contornos gHMBC [500 MHz, CDCIs, 6 (ppm)] para a substancia SV,
S-3-metilpent-2-enolactona, na fracdo 3ECF-M3.
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Tabela 12. CorrelacGes dos sinais RMN de 'H, *C e gHMBC da substancia SV, S-3-
metilpent-2-enolactona.

Nimero §'H ( Experimental) & *C (Experimental) gHMBC
1 164,58 H-2; H-5
2 5,82 116,75 H-4; H-6
3 157,74 H-4; H-5; H-6
4 4,38 29,18 H-2; H-5; H-6
5 2,38 65,85 H-4
6 2,00 22,95 H-4

CONCLUSAO

O estudo quimico dos extratos cloroférmicos do micélio (ECM) e do filtrado
(ECF) e acetato de etila do micélio (EAM) obtidos a partir do cultivo de Penicillium
citrinum, fungo endofitico de plantas de sisal do semiarido baiano, resultou no
isolamento de cinco substancias: ergosterol (Sl); 9,12 hexadecadienoato de n-
propil (SIl); octadeca-9Z,12Z-dienoato de metila (Slil); 10,13-dimetiltetradecanoato
de metila (SVI) e S-3-metilpent-2-enolactona (SV). Os compostos identificados
foram caracterizados e descritos por meio de analises por espectroscopia de RMN
de 'H, 3C e gHMBC, espectrometria na regido do infravermelho, cromatografia

gasosa acoplada a detector de massas (CG-EM) e comparacédo com a literatura.



150

REFERENCIAS

AMBROSIO, E.; MILANO, L. M; SOUZA, M. T. F. de; CHIAVELLI, L. U. R,
MONTANHER, P. F.; VISENTAINER, J. V.; ALMEIDA, V. de C.; SOUZA, N. E;
GARCIA, J. C. Study of biodiesel photodegradation through reactions catalyzed by
Fenton's reagent. Journal of the Brazilian Chemical Society, S&o Paulo, v. 25,
n. 4, Apr. 2014 .

ARORA, A.; RAGHURAMAN, H.; CHATTOPADHYAY, A. Influence of cholesterol
and ergosterol on membrane dynamics: a fluorescence approach. Biochimica et
Biophysica Acta, v. 318, p. 920-926, 2004.

CAMELINI, C. M. Producao de biomassa do fungo Agaricus subrufescens por
processos fermentativos solido e submerso para obtencdo de
polissacarideos bioativos. Floriandpolis, 2010. 215 p. Tese (Doutorado) —
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Poés-Graduagdo em
Biotecnologia.

BENNETT, J. W. Mycotechology: the role of fungi in biotechnology. Journal of
Biotechnology, 66, 101-107, 1998.

BENNETT, J. W.; CHRISTOPHERSEN, C.; FRISVAD, J. C. Secondary metabolites
characteristic of Penicillium, Penicillium steckii and related species.
Phytochemistry 54:301-309, 2000.

BRICHACEK, M.; CARLSON, R. M. Dihydropyran as a Template for Lactone
Synthesis, Synthetic Communications, 37, 3541-49 (2007).

CHEN, D. Q.; AN J. M.; FENG, Y. L.; TIAN, T.; QIN, X. Y.; ZHAO, Y.Y. Cloud-point
extraction combined with liquid chromatography for the determination of ergosterol,
a natural product with diuretic activity, in rat plasma, urine, and faece. Journal of
Analytical Methods in Chemistry, v. 2013, 2013. doi: 10.1155/2013/479056.

DAMASCENO, C. L.. Potencial de Penicillium citrinum para o controle de
Aspergillus niger, agente causal da podriddo vermelha do sisal. Monografia
(Graduacédo) — Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), Cruz das
Almas, BA, 2012.

DEMAIN, A. L. Small bugs, big business: the economic power of the microbe.
Biotechnology Advances, 18, 499-514, 2000.



151

DUTTA, T.; SAHOO, R.; SENGUPTA, R.; RAY, S.S.; BHATTACHARJEE, A,
GHOSH, S. Novel cellulases from an extremophilic flamentous fungi Penicillium
citrinum: production and characterization. Journal of industrial microbiology &
biotechnology, 2007;35:275-82.

FAGUNDES, C. A. M. Sintese e caracterizacdo de biodiesel metilico e etilico a
partir de blendas dos 6leos de tungue e de soja. Dissertacdo de mestrado,
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RG, 2011

HUANG, L.; CAO, Y.; XU, H.; CHEN, G. Separation and purification of ergosterol
and stigmasterol in Anoectochilus roxburghii (Wall) Lindl by high-speed counter-
current chromatography. Journal of separation science, 34(4): 385-392, 2011.

KATO, M.; OUCHI, A.; YOSHIKOSHI, A. A useful synthetic method for 3-substituted
d-lactones: Synthesis of secocrispiolide. Bulletin of the Chemical Society of
Japan, 64(5),1479- 1486, 1991.

KHOSRAVI, AR.; SHEIKHKARAMI, M.; SHOKRI, H.; SABOKBAR, A. Genetic
Variability of Citrinin-Producing Penicillium citrinum Strains as Occupational Health
Hazards in Northern Iran. Archives of Industrial Hygiene and Toxicology, [S.l],
v. 63, n. 4, dec. 2012.

KOROLKOVAS, A. e BURCKHALTER, J. H. Quimica Farmacéutica. Editora
Guanabara Roogan. Rio de Janeiro, 1998.

KOZLOVSKII, A.G.; ZHELIFONOVA, V.P.; ANTIPOVA, T.V. Fungi of the genus
Penicillium as producers of physiologically active compounds (Review). Journal of
Applied Biochemistry and Microbiology, v. 49, n.1, 2013.

KWON, O. E.; RHO, M. C.; SONG, H.Y.; LEE, S. W.; CHUNG, M. Y.; LEE,
J. H.; KIM, Y. H.; LEE, H. S.; KIM, K. Phenylpyropene A and B, new inhibitors of
acyl- CoA: cholesterol acyltransferase produced by Penicillium griseofulvum
F1959. Journal of Antibiotics, 55, 2002.

LARSEN, T. O.; LANGE, L.; SCHNORR, K.; STENDER, S.; FRISVAD, J. C.
Solistatinol, a novel phenolic compactin analogue from Penicillium solitum.
Tetrahedron Letters, 48: 1261-1264, 2007.



152

LOPES, W. A.; FASCIO, M. Esquema para interpretagdo de espectros de
substancias organicas na regido do infravermelho. Quimica Nova, Séo Paulo , v.
27, n. 4, Aug. 2004.

MARIA, R. M. Andlise do &cido linoléico conjugado em carne bovina por RMN.
Dissertacdo de Mestrado, Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Carlos, SP, 2009

MARINHO, A. M. do R. Metabolismo secundario de fungos endofiticos do
género Penicillium associados as plantas Murraya paniculata (Rutaceae) e
Melia azedarach (Meliaceae). Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Séao
Carlos, Sao Carlos, SP, 2005.

NCBI. Penicillium spp. Disponivel em:< http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/>
(Acesso em: novembro de 2010).

NICOLETTI, R.; LOPEZ-GRESA, M. P.; MANZO, E.; CARELLA, A.; CIAVATTA, M.
L. Production and fungitoxic activity of Sch 642305, a secondary metabolite of
Penicillium canescens. Mycopathologia, 163: 295-301, 2007.

PALLU, A. P. de S. Potencial biotecnologico de fungos do género Penicillium
e interacdo com cana-de-agucar, 2010, 130f, Dissertacdo (Doutorado em
Genética e Melhoramento de plantas)- Universidade de S&o Paulo, Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2010.

ROSSET, I. G. Producéo de biodiesel empregando biocatélise via reacdes de
esterificacdo e transesterificacdo. Dissertacdo de Mestrado, Universidade de
Sao Paulo (USP), Séo Carlos, SP, 2011.

SA, J. O de. Patogénese de Aspergillus niger e biocontrole da podriddo
vermelha do sisal por Trichoderma spp.,2009. 53 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Agrarias) — Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, 2009.

SACCHI, R.; ADDEO, F.; PAOLILLO, L. *H and **C NMR of virgin olive oil: A
overview. Magnetic Resonance in Chemistry, 35: S133, 1997.

SILVA, C. L. M. da. Obtencéo de ésteres etilicos a partir da transesterificacdo
do 6leo de andiroba com etanol. Dissertacdo — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Quimica, 2005.



153

SILVA, M. G.; FURTADO, N. A. J. C.; PUPO, M. T.; FONSECA, M. J. V,; SAID,S;
FILHO, A. A. DA S.; BASTOS, J. K.; Antibacterial activity from Penicillium
corylophilum Dierckx. Microbiological Research, Volume 159, Issue 4, 2004.

SOOD, R.; KINNUNEN, P. K. J. Cholesterol, lanosterol, and ergosterol attenuate
the membrane association of LL-37(W27F) and temporin L. Biochimica et
Biophysica Acta, v. 1778, p. 1460-1466, 2008.

VIGLI, G.; PHILIPPDIS, A.; SPYROS, A. DAIS, P. Classification of edible oils by
employing 31P and 1H NMR spectroscopy in combination with multivariate
statistical analysis. A proposal for the detection of seed oils adulteration in virgin
olive oils. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51: 5715, 2003.

VOGUEL, A. I. Quimica Organica: Analise Organica Qualitativa. vol. 3, 3 ed.,
Rio de Janeiro: Ao livro Técnico S. A., 1971, p1018.

TAKAHASHI, J. A.; LUCAS, E. M. F. Ocorréncia e diversidade estrutural de
metabalitos fungicos com atividade antibiotica. Quimica Nova, 31(7), 2008.

TRISUWAN, K.; RUKACHAISIRIKUL, V.; BORWORNWIRIYAPAN, K
PHONGPAICHIT, S.; SAKAYAROJ, J.; Benzopyranone, benzophenone, and
xanthone derivatives from the soil fungus Penicillium citrinum PSU-RSPG95.
Tetrahedron Letters, Volume 55, Issue 7, 12, 2014

XU, B.J.; JIA, X.Q.; GU, L.J.; SUNG, C.K. Review on the qualitative and quantitative
analysis of the mycotoxin citrinin. Food Control; 17:271-85, 2006



154
CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou os estudos quimicos dos extratos de cloroférmio
do micélio (ECM) e cloroformio do filtrado (ECF) e do extrato acetato de etila do
micélio (EAM) obtidos a partir do micélio e filtrado de Penicillium citrinum, fungo
endofitico de plantas de sisal do semiarido baiano. Foram identificadas cinco
substancias: ergosterol (Sl); 9,12 hexadecadienoato de n-propil (Sll); octadeca-
97,12Z-dienoato de metila (Slll); 10,13-dimetiltetradecanoato de metila (SVI) e S-
3-metilpent-2-enolactona (SV), as quais foram descritas mediante auxilio de
andlises por espectrofotometria de RMN de 'H, 3C, gHMBC, IR, CG-EM e
comparacao com a literatura.

Contudo, faz-se necessaria a continuacao deste estudo, objetivando, avaliar
a atividade antimicrobiana das substancias identificadas e a caracterizacdo dos
extratos e fragdes ainda ndo analisados, visando a elucidagéo de novas estruturas.

O isolado de Penicilium citrinum foi considerado neste trabalho um micro-
organismo bastante promissor no que tange a producdo de substancias
antimicrobianas, visto que se observou atividade inibitéria da germinacdo de
esporos de A. niger, agente etiologico da podriddo vermelha do sisal, por extratos
de P. citrinum. Assim, os extratos obtidos do micélio e fracao liquida do cultivo de
P. citrinum, apresentaram-se como fontes promissoras de compostos bioativos e
podem ser utilizados para inibir a germinacéo de esporos de A. niger.

N&o foi possivel determinar a concentracdo minima inibitéria para o
crescimento micelial de A. niger por extratos e fracdes obtidos de P. citrinum, sendo
necessario aprofundar os estudos com estes extratos, assim como a purificacao e

identificacdo de provaveis substancias antifungicas.



