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RESUMO

O estudo de metabdlitos secundarios produzidos por fungos tem despertado interesse dos
pesquisadores que buscam encontrar novas fontes de compostos que venham a contribuir para
0 desenvolvimento da industria, agricultura ou saude. O presente estudo avaliou o perfil
quimico por CCDC e CLAE dos extratos brutos das fracGes acetonitrila e hexano obtidas a
partir do cultivo do fungo endofitico Coriolopsis rigida, isolado de Cochlospermum regium,
em meio solido de arroz, os quais apresentaram uma variedade de compostos. Com as mesmas
técnicas comparou-se o perfil quimico do extrato bruto ACN obtido do cultivo em meio solido
de arroz com perfil quimico do extrato bruto acetato de etila obtido do cultivo em meio liquido
Czapek. A partir das analises observou-se que o extrato obtido do fungo cultivado em arroz
sinalizou uma maior diversidade de compostos que o extrato obtido do fungo cultivado em
Czapek. O extrato bruto ACN foi submetido a fracionamento utilizando técnicas
cromatogréficas resultando em duas substéncias isoladas, tirosol (1) e o 1-N-metil-p-fenol-
acetamida-2-O-glicosideo-propan-1-ona (2), as quais tiveram suas estruturas elucidadas através
de anélises de RMN. O ensaio de atividade alelopética e toxicidade do extrato bruto ACN
indicou a inibicdo da germinagdo das sementes de alface e se configurou como nao toxico para
0 microcrustaceo Artemia sp. Os compostos organicos volateis do fungo endofitico cultivado
em meio sélido de arroz, obtido por hidrodestilacdo, foram analisado por CG-EM, resultando
em 16 compostos identificados e tendo como majoritario o 5-metil-2-furanocarboxaldeido,
semi-quantificado com 29,24% e 620,05 pg. Também foram analisados por CG-EM os
constituintes volateis produzidos pelo fungo cultivado em meio BDA utilizando microextracédo
em fase solida, foram identificados 5 compostos e teve como majoritario o alcool feniletilico,
semi-quantificado com 49,17% e 935,43 ng. O ensaio aleloquimico dos compostos organicos
volateis do fungo foi avaliado sobre a germinacdo de sementes de alface, apresentando baixa
inibicdo, reduzindo as médias dos comprimentos das raizes em 18% e 8% na média dos
comprimentos das plantulas. O fungo C. rigida apresenta-se entdo, como um importante objeto
de pesquisa uma vez que sua producdo metabdlica confere uma variedade de substancias a
serem investigadas.

Palavras-Chave: Algodaozinho do Cerrado. Coriolopsis rigida. Metabolitos secundarios.
Atividade alelopatica.



ABSTRACT

The study of secondary metabolites produced by fungi has aroused the interest of
researchers who want to find new sources of compounds that may contribute to the development
of industry, agriculture or health. The present study evaluated the chemical profile by TLC and
HPLC of crude extracts of the acetonitrile and hexane fractions obtained from the cultivation
of the endophytic fungus Coriolopsis rigida, isolated from Cochlospermum regium, in rice solid
medium, which showed a variety of compounds. Using the same techniques, the chemical
profile of the crude ACN extract obtained from cultivation in rice was compared with the
chemical profile of the crude extract of the ethyl acetate obtained from cultivation in Czapek
liquid medium. From analyzes it was observed that the extract obtained from the fungus grown
in rice signaled a greater diversity of compounds than the extract obtained from the fungus
grown in Czapek. The crude ACN extract was subjected to fractionation using chromatographic
techniques resulting in two isolated substances, tyrosol (1) and 1-N-methyl-p-phenol
acetamide-2-O-glycoside-propan-1-one (2), which had their structures elucidated through
NMR analyses. The allelopathy and toxicity assay of the crude extract ACN indicated the
inhibition of the germination of the lettuce seeds and it was configured as non-toxic for the
microcrustacean Artemia sp. The volatile organic compounds of the endophilic fungus
cultivated in solid rice medium, obtained by hydrodistillation, were analyzed by GC-MS,
resulting in 16 identified compounds and having as majority the 5-methyl-2-
furanocarboxaldehyde, semi-quantified with 29.24% and 620.05 pg. Volatile compounds
produced by the fungus grown in PDA medium using solid phase microextraction were also
analyzed by GC-MS, 5 compounds were identified and the majority compound was semi-
quantified phenylethyl alcohol with 49.17% and 935.43 ng. The allelochemical assay of the
volatile organic compounds of the fungus was evaluated on the germination of lettuce seeds,
showing low inhibition, reducing the average root lengths by 18% and 8% in the average length
of the seedlings. The fungus C. rigida presents itself as an important object of research since
its metabolic production provides a variety of substances to be investigated.

Keywords: Algodaozinho do Cerrado. Coriolopsis rigida. Secondary metabolites. Allelopathic
activity.
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INTRODUCAO

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam os tecidos internos das plantas
e que, dependendo das condigdes, ndo causam prejuizos perceptiveis ao hospedeiro (CHAPLA,
BIASETTO & ARAUJO, 2013; STROBEL, 2018; GUPTA et al., 2020). Esses microrganismos
podem ser isolados de diversas partes das plantas como raizes, caules, folhas, frutos, sementes
e flores (STROBEL, 2018).

Muitos tém sido os estudos sobre fungos endofiticos nos quais eles foram capazes de
sintetizar in vitro metabolitos secundarios bioativos idénticos aos da planta hospedeira (CONTI,
GUIMARAES, & PUPO, 2012; CHAPLA, BIASETTO & ARAUJO, 2013), 0 que 0s tornam
uma rica fonte de produtos naturais bioativos (GUPTA et al., 2020) de interesse farmacéutico
e comercial (STROBEL, 2018).

Um bom exemplo disso € a droga anticancerigena de bilhdes de dolares, o taxol, usada
com sucesso no tratamento de diversos canceres. Nenhuma outra espécie de planta teve relato
de produzir o taxol sendo pelo género Taxus (arvores de teixo) da familia Taxaceae pertencente
a ordem Coniferales de Gimnospermas. No entanto, muitos trabalhos relataram o isolamento
do taxol de diversos fungos endofiticos, inclusive de fungos de varias outras plantas de espécies
diferentes da espécie Taxus (GUPTA et al., 2020).

A busca por novos agentes terapéuticos para tratar necessidades médicas que
permanecem desatendidas também é causa motivadora nos estudos de produtos naturais, que
desempenham importante papel na descoberta de medicamentos (KARTHIKEYAN, JOSEPH
& NAIR, 2022). Nesse sentido, os fungos estdo entre as mais importantes fontes de metabolitos
secundarios estruturalmente diversos e biologicamente importantes (ZHANG & FENG, 2022).
A exemplo temos os importantes farmacos terapéuticos produzidos por fungos endofiticos,
podofilotoxina (atividade anticancer, serve como precursora de trés principais farmacos
quimioterapicos: etoposide, teniposide e fosfato etoposide), alcaloides vinca (notaveis
quimiotaticas utilizadas no tratamento de neoplasias hematologicas e linfaticas), camptotecina
(pertence as drogas quimioterapicas mais importantes) e &cido fusidico (antibiotico
particularmente importante em infecgdes por estafilococos, incluindo o Staphylococcus aureus
resistente & meticilina (MRSA)) (GALINDO-SOLIS & FERNANDEZ, 2022).

A possibilidade de, a partir de fungos endofiticos, descobrir novos produtos naturais
bioativos (STROBEL, 2018), ou de obter esses produtos de importancia medicinal

minimizando a exploragdo de plantas medicinais é de grande relevéancia levando-se em conta
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que essas plantas podem ter taxa de crescimento lenta, ser de dificil acesso e serem raras, sem
mencionar 0 aumento da populacdo mundial que necessita cada vez mais desses produtos
(GUPTA et al., 2020).

Como compromisso da Estratégia Global para Conservacao de Plantas, o Brasil assumiu
como meta a producdo de uma lista abrangendo todas as plantas, algas e fungos encontrados no
pais. Essa lista foi finalizada e disponibilizada de forma online em maio de 2010 e com uma
revisao detalhada publicaram o Catadlogo de Plantas e Fungos do Brasil, o qual contém
informacdes sobre 40.989 espécies de plantas, algas e fungos nativos e nao nativos (THE
BRAZIL FLORA GROUP, 2018).

O Cerrado, segundo maior Bioma do Brasil, possui 12.356 espécies de plantas ja listadas
(RESENDE & GUIMARAES, 2007) e é berco da Cochlospermum regium. A C. regium,
conhecida como algoddo-do-campo, tem suas raizes utilizadas na medicina popular no
tratamento de doencas como infecgdes uterinas, intestinais e ovarianas, gastrite, Glceras, artrite
e afecgBes da pele (ANTUNES, 2009; CAMILLO et al., 2009). Essa espécie encontrada néo
somente no Cerrado, mas também nos biomas Amazonia e Mata Atlantica esta sob atencdo na
Lista Vermelha da Flora Brasileira versdo 2012.2, pois o extrativismo influenciado pelo
potencial medicinal de suas raizes pode futuramente colocéd-la como ameacada de extingdo
(CNCFLORA, 2012).

Considerando a atual situacdo acerca da inviabilidade da producdo de fitoterapicos
industrializados a partir da C. regium devido a ameaca que essa espécie enfrenta, o estudo de
sua microbiota fangica e diversidade quimica se torna relevante. Dessa forma, o fungo
endofitico identificado como Coriolopsis rigida, isolado de C. regium, foi objeto de estudo na
avaliacdo de seus metabdlitos secundarios, visando a descoberta de novos metabdlitos bioativos
e contribuir para a preservacdo da espécie com a possibilidade de oferecer uma nova fonte dos

compostos uteis ao homem.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

e Auvaliar o perfil quimico e a atividade biologica do fungo endofitico Coriolopsis
rigida, isolado da folha de Cochlospermum regium, cultivado em diferentes

meios e variando métodos de extragéo.

2.2 Objetivos especificos

e Cultivar o fungo endofitico em meio de arroz e meio Czapek;

e Obter os respectivos extratos brutos;

e Avaliar o perfil quimico dos extratos por CCDC e CLAE;

e Realizar o isolamento e elucidacédo estrutural dos constituintes majoritarios
obtidos do extrato bruto, utilizando técnicas cromatograficas e
espectroscopicas, respectivamente;

e Avaliar o extrato bruto nos ensaios das atividades aleloquimica e toxicidade
frente & Artemia salina;

e Obter os compostos organicos volateis da fermentagdo fangica em meio
solido de arroz utilizando hidrodestilacéo;

e Auvaliar o perfil de compostos volateis dos 6leos essenciais obtidos por

hidrodestilacdo e microextracdo em fase sélida por CG-EM.

e Auvaliar a atividade alelopatica dos compostos volateis produzidos pelo

fungo endofitico;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fungos

O reconhecimento da importancia dos fungos para o bem-estar humano € recente e por
muito tempo os fungos foram deixados de lado se comparados a pesquisas com plantas e
animais (CANUTO et al., 2012; WILLIS, 2018). Muitos dos primeiros escritos sobre fungos
os descreviam como plantas simples e inferiores. Foram os estudos das caracteristicas dos
fungos como parede celular, métodos para digerir e armazenar alimentos e DNA que 0s
classificaram em um reino proprio e os colocaram mais proximos dos animais do que das
plantas (WILLIS, 2018).

Eles sdo organismos eucariontes, sua membrana celular possui esterdis e a parede
celular possui glicanos, mananas e quitina sem peptideoglicano. Seu metabolismo ¢é
heterotréfico, em sua maioria sdo aerdbios, mas podem ser anaerdbios facultativos. Se
reproduzem de forma sexuada e assexuada com a producao de esporos (TORTORA, 2017).

A estimativa da diversidade de espécies de fungos ainda € incerta. Em 1991 a estimativa
era de 1,5 milhdes de espécies baseada na proporcao de fungos conhecidos para espécies de
plantas de 6:1 em regides onde o estudo de fungos era considerado bem estudado
(BLACKWEL, 2011). As estimativas variam de 500 mil a quase 10 milhdes de espécies, sendo
que a maior parte dos micologistas apoiam a faixa de 1,5 a 5 milhGes de espécies de fungos no
mundo (HAWKSWORTH & LUCKING, 2017).

O relatorio publicado em 2018, State Of The Word’s Fungi (2018 apud ZANNE et al.,
2020) relatou que havia aproximadamente 144 mil espécies de fungos descritas, 0 que expde
um grande abismo entre 0 nimero de espécies estudadas e o nimero de espécies estimadas
(GOLDMAN, 2020).

Todos os anos, a medida que os cientistas exploram os ecossistemas do mundo, esse
abismo diminui. Em 2019 os micologistas registraram 1.886 novos fungos e a América do Sul
contribuiu com 9,5% dos novos registros, ficando em 4° lugar no ranking mundial (Figura 1).
Dentro desse contexto, o Brasil ficou entre os 10 principais paises com a maioria das novas
espécies de fungos descritas em 2019. Nesse ranking mundial ele ocupou o 5° lugar com 85
novas espécies de fungos publicadas, ficando atras da China (377), Tailandia (129), Estados
Unidos (105) e Austrélia (96) (CHEEK et al., 2020).
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Figura 1 - A proporcéo de cada continente e Top 10 paises com maioria de novas espécies de
fungos nomeadas para a ciéncia em 2019

Fungi Fungi

China 377
Thailand 129
United States 105

Australia 96
Brazil 85

Spain 75

Italy 63

South Africa 62
India 61

Germany 47
Fonte: “Adaptado de” Cheek et al., 2020

O reino estd basicamente organizado nas classes Basidiomycota, Zygomycota,
Glomeromycota, Blastocladiomycota e Chytridiomycota e sdo capazes de sobreviver em uma
variedade de condic¢des de crescimento e interacfes biologicas (GOLDMAN, 2020). Crescem
em quase todos os habitats da Terra, mas considera-se que regides tropicais tém a maior
diversidade dos grupos de organismos. O pensamento por tras da necessidade de salvar as
florestas tropicais tem influéncia nos potenciais produtores de drogas que podem ser
encontrados ali, entre eles os fungos (BLACKWEL, 2011).

Eles desempenham papéis essenciais em muitos ecossistemas (GOLDMAN, 2020), sdo
importantes na cadeia alimentar decompondo matéria vegetal morta, importantes para as
plantas, pois quase todas dependem de simbioses com fungos que auxiliam na absor¢do de
minerais e agua do solo e importantes para 0s animais, entre eles 0 homem, seja no consumo
como alimentos, na produgdo de alimentos e farmacos (TORTORA, 2017).

Os fungos também podem ser patdgenos de plantas e animais podendo causar sérias
consequéncias de carater econdémico e ambiental. Como por exemplo, epidemias de doencas de
plantas causadas por fungos (fome da batata irlandesa no século XIX, praga do olmo holandés
e praga da castanha no século XX), e doengas em animais causadas por fungos como a sindrome
do nariz branco, que em 2007 se espalhou em regides de Nova York, Estados Unidos e Canada
diminuindo consideravelmente o nimero de morcegos, sendo que a espécie Myotis lucifugus

tem mais de 99% de chances de se tornar extinta no local (FISHER et al., 2012).
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E de se perceber que os microrganismos podem alterar o ambiente ao redor e afetar
quase todos os processos da biosfera (GUPTA et al., 2020). Fungos associados a plantas podem
ser agrupados entre fungos endofiticos, epifiticos e fitopatogénicos. Os endofiticos sdo nédo
patogénicos e colonizam o interior dos tecidos sadios, os epifiticos se diferem dos endofiticos
porque habitam na superficie dos vegetais e se diferem dos fitopatogénicos por ndo causarem
doencas nas plantas (CANUTO et al., 2012). Essa associacdo entre fungos endofiticos e seus
hospedeiros nao é definitiva, podendo um fungo endofitico se tornar patogénico em um estado
de desequilibrio (GUPTA et al., 2020).

3.2 Fungos Endofiticos

Os fungos endofiticos representam uma ampla gama de grupos taxonémicos
(BLACKWEL, 2011) e foram divididos em dois grupos: clavicipitaceos e ndo clavicipitaceos.
Os quais se distinguem por suas relacfes evolutivas, taxondmicas, relacbes com a planta
hospedeira e fungdes ecoldgicas (AMORIM, 2018; YAN et al., 2018; RIBEIRO et al., 2020).

Os endofitos clavicipitaceos apresentam um unico filo e possuem uma pequena faixa de
hospedeiros, geralmente sdo relatados por infectar gramineas. J& os ndo clavicipitaceos
possuem varios filos e uma ampla gama de plantas hospedeiras (AMORIM, 2018; GUPTA et
al., 2020). Os ndo clavicipitaceos tém recebido grande interesse por suas fungdes ecoldgicas e
potencial para varias aplicacdes biotecnologicas (YAN et al., 2018).

Com relacdo ao modo de transmissdo eles sdo divididos em quatro classes. As classes
1 e 2 podem ser transmitidas de modo horizontal ou vertical e as classes 3 e 4 apenas de modo
vertical. Os fungos endofiticos do grupo clavicipitaceos seguem o modo de transmissao classe
1 e os ndo clavicipitdceos seguem o modo de transmissdo da classe 2, 3 e 4. A transmissao
vertical ocorre na penetracdo das hifas no embrido das sementes e a transmissao horizontal
ocorre entre plantas através de esporos assexuados e sexuados (GUPTA et al., 2020).

Em geral os microrganismos endofiticos sdo estudados a partir de dois objetivos
principais:

1) Bioprospec¢do de metabolitos secundarios — os estudos séo voltados aos potenciais
metabolitos da planta hospedeira, potenciais metabdlitos do fungo e compostos organicos
volateis;

2) Entendimento da interagdo planta-hospedeiro — séo voltados a adaptacéo, tolerancia
ao estresse e produtividade aprimorada, efeito da simbiose no metabolismo secundério da planta

e no metabolismo secundario do microrganismo (FLORINDO, 2019).
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3.2.1 Importéancia dos Fungos Endofiticos

Estudos de fungos endofiticos ja relataram sua importancia no combate a fungos
fitopatogénicos de plantas, podendo ser uma solugdo para combater doengas em plantas
causadas por fungos evitando o uso de pesticidas quimicos. Também podem influenciar o
crescimento de plantas e auxiliar na tolerancia da planta a metais pesados (YAN et al., 2018).

Na lista de compostos produzidos por fungos endofiticos é possivel encontrar agentes
anticancer, antibioticos, compostos imunossupressores, antioxidantes e até hidrocarbonetos
relacionados aos combustiveis (STROBEL, 2018; YAN et al., 2018).

Espécies de fungos endofiticos dos géneros Chaeto-mium, Piriformospora, Curvularia,
Fusarium, Epicoccum, Penicillium e Trichoderma sdo conhecidos por tornar a planta
hospedeira mais tolerante a estresses bidticos e abidticos (RAJANI et al., 2021).

Os estudos dos metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos traz consigo
possibilidades de substituir pesticidas sintéticos no combate de microrganismos patogénicos
(YAN et al., 2018), de fornecer novos farmacos (FLORINDO, 2019) e de auxiliar no
desenvolvimento da planta mesmo com estresses biéticos e abidticos (RAJANI et al., 2021).
Também traz a possibilidade de ajudar na preservacgdo da biodiversidade de varias espécies de
plantas que sdo amplamente exploradas por suas propriedades medicinais. 1sso porque a
interacdo simbiotica entre fungo e planta favorece a capacidade do fungo em produzir
metabolitos que sdo produzidos pela planta hospedeira (CANUTO et al., 2012; GUPTA et al.,
2020).

3.3 Compostos Produzidos por Fungos com Bioatividades

Substéancias bioativas em geral sdo derivadas de metabolismo secundario (CANUTO et
al., 2012). Os metabolitos secundarios sdo moléculas que ndo sao diretamente necessarias para
0 desenvolvimento de seu produtor, mas, elas sdo associadas a adaptacdo do vegetal no
ambiente em que estdo, aos mecanismos de defesa e sdo fundamentais nas interagoes
metabolicas entre planta hospedeira e fungo endofitico (FLORINDO, 2019). Eles séo de baixo
peso molecular e pertencem as classes de policetideos, alcaloides, terpenos e peptideos nao
ribossomais (CANUTO et al., 2012). Eles tém recebido atencéo devido ao potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos que sdo considerados mais vantajosos se comparados aos
sintéticos (FLORINDO, 2019).
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A descoberta por Fleming em 1929 do metabdlito fangico penicilina produzido pelo
fungo Penicillium chrysogenun abriu horizontes para estudos desses compostos secretados por
fungos (SPECIAN et al., 2014; CHEN et al., 2020; GUPTA et al., 2020). Atualmente 10 dos
20 produtos mais rentaveis no inicio deste século séo de processamentos industriais envolvendo
fungos (SPECIAN et al., 2014).

Os fungos sdo capazes de produzir alguns dos antibidticos e medicamentos anticancer
mais amplamente usados. Como 0s penicilenois, extraidos de Penicillium sp., que sao
citotoxicos a numerosas linhas celulares, o taxol, isolado de Taxomyces andreanae, que é
anticancer, Clavatol (Torreya mairei), sordaricina (Fusarium sp.), jesterona (Pestalotiopsis
jesteri) e javanicina (Chloridium sp.) sdo todos conhecidos por possuirem fortes propriedades
antibacterianas e antifingicas contra varios agentes infecciosos de origem alimentar e a
pestacina, isolada de P. microspora , possui excelentes propriedades antioxidantes (GOUDA et
al., 2016).

A producdo de metabdlitos secundarios € na verdade uma resposta fisioldgica a
multiplos estimulos bioticos e abioticos, assim um fungo pode produzir uma variedade de
metabolitos secundarios. Como é o caso do fungo Lasiodiplodia theobromae que ja tem relatos
de 119 compostos produzidos por ele, destes 66 ja foram relatados algum tipo de bioatividade
como antibacteriana, citotoxica, antimicrobiana, anti-inflamatoria, atividade citotoxica contra
cancer humano, atividade antioxidante entre outras (SALVATORE, ALVES & ANDOLFI,
2020).

O trabalho de revisao de Ribeiro et al. (2020) levantou a identificacdo de 303 compostos
quimicos produzidos por 60 cepas de fungos endofiticos no Brasil. Esses 303 compostos foram
avaliados e apresentaram principalmente bioatividades citotoxicas, antibacteriana, antifingica
e antiparasitaria. O estudo ainda reforca que a diversidade de fungos endofiticos no pais pode

estar na casa dos milhares, no entanto a maioria nunca foi estudada.

3.4 Cerrado

Resultados divulgados no Catalogo de Plantas e Fungos colocaram o Brasil como o pais
com maior numero de espécies de plantas do mundo (THE BRAZIL FLORA GROUP, 2018).
Desde 1990 ele tem estado consistentemente entre os 3 paises que produziram o maior nimero
de espécies de planta recém descritas. Em 2019 foram 216 espécies catalogadas, o que o

manteve em primeiro lugar no ranking mundial, lugar que ocupa desde 2008. Todos 0s anos
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200 ou mais novas espécies de plantas sdo descritas no Brasil, 0 que corresponde a 10% do total
mundial (CHEEK et al., 2020).

Com 22% do territério brasileiro, o Cerrado € o segundo maior bioma do pais, abrigando
uma diversidade biologica que se compara a biodiversidade de florestas Umidas como a
Amazobnica e Atlantica. O Bioma é considerado um dos 35 hotspots de biodiversidade do
mundo devido a intensa degradacgdo que seus habitats tém sofrido (MARTINELLI, MESSINA
& FILHO, 2014).

Das 12.070 espécies de flora catalogadas no cerrado brasileiro, 645 encontram-se
ameacadas de extingdo (MARTINELLI, MESSINA & FILHO, 2014). A intensificagdo de
atividades como a agricultura e a criacdo de gado nesse bioma tem contribuido para alteracéo
desse habitat e ameaca levar a elevadas perdas da biodiversidade (LOYOLA et al., 2014).

Com relacdo a diversidade de fungos, Forzza et al. (2010) registraram 291 espécies no
Cerrado, ficando atrds dos Biomas Mata Atlantica com 1.664 espécies, Caatinga com 734

espécies e Amazonia com 519 espécies.

3.5 Planta Hospedeira — Cochlospermum Regium

A Cochlospermum regium (Figura 2) € uma espécie nativa do Brasil onde pode ser
encontrada nos estados Alagoas, Amapa, Amazonas, Bahia, Ceard, Distrito Federal, Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba, Paran,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Ronddnia, S&o Paulo, Sergipe e Tocantins. E comum
em ambientes de cerrado, savana amazonica, caatinga e pantanal (VIEIRA, CAMILLO &
CORADIN, 2018).

Esta entre as plantas que comp&em a Farmacopeia Popular do Cerrado. Suas raizes sao
utilizadas na forma de fatias, cavaco ou pd, no preparo de infusbes e garrafadas que sdo
indicadas para tratamentos de inflamagOes uterinas, intestinais, ovarianas, gastrite, Ulcera,
cravos, espinhas, manchas de pele, regulador menstrual entre outras. Os chas das raizes e das
cascas também séo utilizados na medicina popular (VIEIRA, CAMILLO & CORADIN, 2018).

Na CNCFlora (2012) a espécie é classificada abundante e amplamente distribuida,
portanto, consta como espécie ndo ameacada, mas devido ao potencial medicinal de suas raizes,

0 extrativismo da espécie pode futuramente categoriza-la como ameacada de extincao.
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Figura 2 - Espécie vegetal Cochlospermum regium: A) planta adulta; B) flor e botdes florais;
C) frutos.

Abaixo segue relatos de alguns estudos envolvendo a investigacdo de metabdlitos
extraidos da planta e ensaios de bioatividade ja publicados:

Estudos de Pedroso et al. (2019) detectaram a presenca de compostos fendélicos
(1.443,04 mg/g +8,34), flavonoides (708,75 mg/g +12,54), e flavondis (306,97 mg/g £10,29)
no extrato hidrometandlico das raizes da C. regium e analises de CLAE-DAD apresentou trés
acidos fendlicos: acido galico, acido cafeico e acido elagico.

Carvalho et al. (2018) estudou o efeito inibitorio do extrato acetato de etila das raizes
da C. regium frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativos. Anélise do extrato das raizes
em acetato de etila por CLAE indicou a presenca de &cido galico e Dihidrokaempferol-3-O-4-
glucopiranoside nas quantidades de 3,07 e 22,61 mg/g respectivamente, e apresentou atividade
inibitéria contra as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S.
agalactiae, contra as bactérias gram-negativas Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa. Com as demais bactérias do estudo o efeito inibitdrio foi considerado insatisfatério.
Os testes com as leveduras também apresentaram efeito inibitdrio, exceto para Candida
tropicalis.

Almeida-Apolonio et al. (2018) em seus estudos observaram que o extrato etanélico de
folhas da C. regium teve efeito inibitério com MIC variando de 62,5 a 250 pug/mL contra o
fungo Cryptococcus gattii, agente primario da criptococose que € uma infecgdo predominante
em pacientes imunocomprometidos. Também apresentou atividade antibiofilme reduzindo em
42,58% das células viaveis de C. gattii na concentracdo 10 mg/mL do ex, indicando seu
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potencial uso na profilaxia uma vez que a formacao de biofilmes contribui para a permanéncia
dos microrganismos no hospedeiro e auxilia na protecéo contra antimicrobianos.

Leme et al. (2017) também estudaram o extrato etandlico das folhas de C. regium o qual
foi detectado 87,4 +0,9 miligramas equivalentes de quercetina (mg/EQ) de flavonoides, 167,2
12,7 miligramas equivalentes de &cido galico (mg/EAG) do total de compostos fendlicos e 21,7
+0,1 miligramas equivalentes de catequina (mg/ECA) de taninos condensados. Além disso, a
atividade antimicrobiana contra microrganismos associados a infeccdo urinaria foi avaliada e
apresentou baixa atividade contra Escherichia coli (ATCC 25922) a 1 mg/mL e atividade
moderada contra Candida tropicalis (ATCC 750) a 0,5 mg/mL.

Moraes (2018) isolou 53 fungos endofiticos a partir de folhas e caules jovens e sadios
da C. regium pelos métodos de seccdo e maceracdo, os quais foram nomeados por Cr-n, sendo
Cr vindo de C. regium e n o nimero do fungo isolado. Dos fungos Cr-1 ao Cr-53, trés foram
identificados, sendo o fungo Cr-1 identificado como Coriolopsis rigida com 99% de
similaridade genética por Dantas (2020), o fungo Cr-8 identificado como Asordaria Conoidea
com 100% de similaridade do material genético por Arruda (2019) e o fungo Cr-32 identificado

por Moraes (2020) como Phomopsis sp. com 99% de semelhanca.

3.6 Fungo — Coriolopsis rigida

O fungo Coriolopsis rigida (Berk. & Mont.) Murrill possui a seguinte classificagéo: filo
Basidiomicota, classe Agaricomycetes, ordem Poliporais e familia Polyporaceae. A espécie
apresenta ocorréncia em 34 paises e 0 Brasil € o pais que apresenta a maioria das ocorréncias
(Figura 3) (GBIF, 2021).

E uma espécie neotropical com basidiomas efusos-reflexos amarelados que provocam a
podrid@o branca da madeira (Figura 4) (SAPARRAT et al., 2014). Estudos desse fungo estéo
concentrados em sua capacidade de degradar lignina, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
e corantes (DIAZ et al., 2010). A liberag&o de enzimas extracelulares como lignina-peroxidases,
peroxidases dependentes de Mn e lacase tem sido associada a capacidade de degradacéo de
lignina por parte dos fungos da podrid&o branca e essas mesmas enzimas podem participar tanto
na remocgdo de fendis monoméricos quanto na descoloracdo de residuos de azeitona
(SAMPEDRO et al., 2004).



28

Figura 3 - 10 paises com maior nimero de ocorréncias do fungo Coriolopsis rigida (Berk. &
Mont.) Murrill registradas no Global Biodiversity Information Facility Backbone Taxonomy

2021.
OCORRENCIAS POR PAIS OU AREA L=l
Paiz ou area Comtar
Brasi 263 |
México 118 |
Estados Unides da America 100 I
Costa Rica a6 |
Cuba 64 |
Jaraizca £y |
Porto Rico 13 ]
Panama 7 ]
Equador 4 [ ]
Guatemala 4 [

SEGUIMTE

Fonte: GBIF, 2021

Figura 4 - Basidioma de Coriolopsis rigida.

-

Fonte: “Adaptado de” SAPARRAT et al. (2014)

Estudos dos metabolitos secundarios produzidos por este fungo e suas atividades
bioldgicas tiveram inicio a partir do isolamento do microrganismo na qualidade de enddfito da
espécie vegetal Cochlospermum regium por Moraes (2018).

No estudo quimico dos compostos produzidos pelo fungo Coriolopsis rigida, isolado da
C. regium, Dantas (2020) identificou cinco substancias a partir do extrato bruto AcOEt (Figura
5), sendo elas o tirosol (1), p-hidroxifenilacetamida (I1), 3-[4-etil-oxiacetil-5-hidroxi-fenil]-

etanoato de metila (Ill), 2-acido-5-isopropanol-1H-pirrol-carboxilico (IV) e é&cido 3-
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oxipentanamida-2-amino-propandico (V). O mesmo extrato identificou a presenca de flavonas,
flavondis e xantonas, apresentou atividade antioxidante de 78,87% (1.000 mg/mL) e um valor
de CE. de 0,33 mg/mL, além de atividade aleloquimica com a inibi¢cdo do crescimento das

plantulas de Lactuca sativa L. e Raphanus sativus L. em 63% e 55%, respectivamente.

Figura 5 - Metabolitos produzidos pelo endéfito Coriolopsis rigida isolado de
Cochlospermum regium.
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Fonte: “Adaptado de” Dantas (2020)

3.7 Atividade Aleloguimica

As estratégias experimentais tradicionais da quimica de produtos naturais envolvem o
isolamento da linhagem microbiana de seu habitat, o cultivo em laboratério e a triagem dos
extratos obtidos em diferentes ensaios biologicos além do isolamento e identificacdo dos
produtos naturais obtidos (CONTI, GUIMARAES, & PUPO, 2012). Dentre 0s ensaios
bioldgicos, o estudo da alelopatia apresenta importancia ecolégica e possibilidade de fornecer
novas estruturas quimicas para producdo de bioativos que combatam as pragas e sejam menos
danosos ao ambiente (SANTORE, 2013).

A alelopatia ¢ um fendmeno que ocorre quando ha a interferéncia no funcionamento e
crescimento dos ecossistemas agricolas e biolégicos a partir de um ou mais metabdlitos
secundarios (aleloquimico) produzidos por um organismo, seja plantas, fungos, bacteérias, virus
ou algas (STASZEK e al., 2021; JMII, ZORRILLA & HAOUALA, 2022).
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Pesquisas tentam agrupar os aleloquimicos, como é o caso de Whittaker & Feeny (1971
apud PIRES & OLIVEIRA, 2011) que atribui 5 grupos a esses compostos, acido cindmico,
flavonoides, terpendides, esterdides e alcaldides. Além disso, eles relataram que muitos
compostos ocorrem na forma de glicosideos e essas substancias, que podem ser toxicas, tornam-
se ineficazes dentro da planta ao se combinarem com agUlcares. Rice (1984 apud PIRES &
OLIVEIRA, 2011) agrupa os compostos alelopaticos em 14 grupos e propde as vias de sintese
(Figura 6).

Figura 6 - Rota de sintese dos compostos alelopaticos sugerido por Rice (1984 apud PIRES &
OLIVEIRA, 2011).
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mevaldnico
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\J . Lactonas simples insaturadas
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e esterdides Naftoquinonas, antraquinonas e quinonas complexas

Fonte: Pires & Oliveira (2011)

Os fitoquimicos que compdem os metabdlitos secundarios usados como autodefesa das
plantas sdo alternativas para atuar como agrotdxicos, pesticidas, farmacéuticos e inseticidas
botanicos (PENGSOOK et al., 2022).
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Na busca de solugdes alternativas aos pesticidas convencionais que tém poluido o meio
ambiente e tém perdido eficicia, uma vez que pragas vém se tornando resistentes a esses, 0S
produtos naturais, com o estudo da alelopatia, demonstra crescente interesse na descoberta de
novos produtos que possibilite uma agricultura sustentavel e amiga do meio ambiente (PEREZ
& LAZO, 2010).

Nesse contexto, para verificar a atividade alelopéatica de extratos e compostos isolados,
0 bioensaio mais utilizado € a inibicdo da germinacdo de sementes, no qual sementes da espécie
selecionada séo dispostas em um substrato saturado com a solucéo teste (PIRES & OLIVEIRA,
2011). Uma das especies mais amplamente utilizadas nos ensaios de laboratério é a alface
(Lactuca sativa L.), uma vez que suas cipselas (frutos) sdo pequenas e, por possuirem grande
area de superficie de contato, sdo bastante sensiveis ao meio que as rodeiam (LIMA et al.,
2011).

Pensando nos riscos ambientais de toxicidade que os agrotdxicos oferecem ao
permanecerem no ambiente, atingirem o meio aquatico e acumularem ao longo da cadeia
alimentar, se faz necessario o estudo de ecotoxicidade nas pesquisas envolvendo novos
herbicidas (LIMA et al., 2011).

Dentre os testes utilizados para avaliar os efeitos nocivos dos agrotdxicos ao meio
ambiente, existe 0 ensaio com Artemia sp. (Crustacea, Brachiopoda) (LIMA et al., 2011), o
qual a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas especifica um método de ensaio através da
norma ABNT NBR 16530:2016.

A Artemia sp. € um dos organismos de medicdo ambiental (MARRERO et al., 2020) e
a atividade detectada através do ensaio com esse microcrustaceo é um indicador de toxicidade
contra insetos-praga além de ser Gtil para prever atividade pesticidas e farmacoldgica uma vez
que responde a uma ampla gama de compostos quimicamente e farmacologicamente variados
(PEREZ & LAZO, 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 Crescimento do fungo endofitico em meio de arroz e Czapek

As cepas do fungo endofitico Coriolopsis rigida, isolado da folha de C. regium por
Moraes (2018) e identificado por Dantas (2020), foram obtidas na micoteca do Laboratorio de
Reatividade de Compostos Organicos da Universidade Federal do Tocantins-UFT Campus de

Gurupi sob supervisao da Prof. Dra. Vanessa M. Chapla.

4.1.1 Meio de arroz

O indculo do fungo endofitico C. rigida foi repicado em placa de Petri (90 x 15 mm,
vidro) em meio Batata Dextrose Agar (BDA) durante 7 dias (fotoperiodo de 12 horas) a fim de
se obter micélio-agar para as fermentagdes em estado solido. O indculo no meio solido de arroz
foi realizado em 10 sacos de polietileno (500 g) com 180 g de arroz tipo 1 (Tio Jorge®) e 160
mL de dgua destilada, previamente autoclavados 2x por 40 min em temperatura acima de 120°C
e 1,1 kgf/cm? de pressdo. Foram utilizadas 5 placas de Petri para inocular os 10 sacos de arroz,
sendo adicionada metade do conteddo de uma placa de Petri em cada saco. Estes foram

incubados em temperatura ambiente por 21 dias.

4.1.2 Meio Czapek

O inéculo do fungo endofitico C. rigida foi repicado em placa de Petri (90 x 15 mm,
vidro) em meio BDA durante 7 dias (fotoperiodo de 12 horas) a fim de se obter micélio-agar
para as fermentagOes em estado liquido. O in6culo no meio liquido Czapek (HIMEDIA) foi
realizado em 3 erlenmeyers de vidro (500 mL) com 300 mL de meio Czapek, previamente
autoclavados 2 x por 20 min em temperatura acima de 120 °C e 1,1 kgf/cm? de pressdo. Foram
utilizadas 2 placas de Petri para inocular os 3 erlenmeyers com meio liquido Czapek, sendo
adicionada metade do conteddo de uma placa de petri em cada erlenmeyer. Estes foram
incubados em temperatura ambiente por 21 dias.
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4.2 Obtencao dos extratos brutos

4.2.1 Meio de arroz

Apos o periodo de fermentagdo em meio de cultura, a biomassa formada foi submersa
com &lcool metilico P.A. para extracdo dos compostos por maceracao, por periodo de 12 horas
por 3 vezes. O excesso de solvente foi evaporado em rotaevaporador para obtencdo do extrato
bruto. Contudo nédo foi possivel rotaevaporar totalmente o solvente, constatou-se que havia
cerca de 20 mL de &gua no extrato bruto o que impossibilitou a quantificacdo da massa seca do
extrato bruto metandlico.

O extrato bruto em meio aquoso foi submetido & particdo liquido-liquido (PLL).
Adicionou-se 150 mL de acetato de etila P.A. e levou a banho ultrassénico por 50 min para
solubilizacdo. Transferiu-se a solugdo para um funil de separacéo e adicionou-se 50 mL de 4gua
destilada, homogeneizou-se e aguardou-se a separacdo das fases por diferenca de densidade. A
fase orgénica em acetato de etila foi separada em bal&o de fundo redondo e a fase aquosa, 312
mL., retornou para o funil de separacdo. O procedimento de PLL foi repetido por 3 vezes. Apos
recolher as fases com acetato de etila em baldo de fundo redondo o excesso de solvente foi
evaporado em rotaevaporador e recolhido em recipiente de massa conhecida. O extrato em
acetato de etila ficou em capela de exaustdo por aproximadamente 9h para evaporacdo do
excesso de solvente resultando em 3 g de extrato seco.

O extrato bruto seco obtido da fracdo de acetato de etila foi solubilizado em 40 mL de
acetonitrila P.A. transferido para funil de separacéo. Realizou-se uma PLL com hexano P.A. (3
x 20 mL). O excesso de solvente foi evaporado em rotaevaporador e a massa seca dos extratos
obtidos das fracGes de acetonitrila (extrato bruto ACN) e hexano (extrato bruto HEX) foram

1,3662 g e 1,2045 g respectivamente.

4.2.2 Meio Czapek

O meio com o fungo foi submetido a uma filtragéo a vacuo, obtendo 940 mL do filtrado,
o filtrado foi submetido a PLL com acetato de etila P.A. (3 x 470 mL). O extrato foi concentrado
utilizando o rotaevaporador para evaporar o excesso de solvente e a massa seca do extrato bruto
do meio Czapek (CZA) foi de 148,7 mg.
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4.3 Avaliacéo do perfil quimico

4.3.1 Meio de arroz

O perfil quimico dos extratos brutos obtidos das fracGes de acetonitrila e hexano foram
avaliados por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), realizadas no Laboratorio de Reatividade de Compostos
Organicos (UFT-Gurupi).

Na CCDC utilizou-se placas de silica gel DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL
G/UVa2s4 como fase estacionaria e a fase movel foi composta de cloroférmio/metanol na
proporcéo de 9:1 (v/v). Os extratos brutos de ACN e HEX foram solubilizados em acetona P.A.
para serem aplicados na placa de silica gel e eluidos em cuba de vidro com a fase mével. Apos
eluicdo a placa foi retirada da cuba e revelada com luz UV (A =254 nm) e com vapores de iodo.

O perfil quimico no CLAE foi obtido utilizando Shimadzu® LC-6A com controlador
CBM 20A, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A, bombas LC-6AD para modo
analitico, injetor manual (7725i) com alca de amostragem de 20 pL (analitico). A coluna
utilizada foi a Eclipse Plus C18 Agilent® (5 um e 4,6 x 250 mm) e a elui¢éo foi programada
com gradiente exploratdrio dgua/metanol (95:5 a 0:100 v/v por 45 min. permanecendo nesta
condicdo por mais 10 min), com uma vazdo de 1,0 mL/min. Injetou-se 20 pL das solucdes
metanolicas dos respectivos extratos brutos na concentracdo de 3 mg/mL previamente filtradas
em Chromabond® C18ec.

4.3.2 Meio Czapek

O perfil quimico do extrato bruto proveniente do meio Czapek e obtido da fracdo de
acetato de etila (extrato bruto Czapek) também foi avaliado por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
realizadas no Laboratdrio de Reatividade de Compostos Organicos (UFT-Gurupi).

Na CCDC utilizou-se placas de silica gel DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL
G/UVas4 como fase estacionaria e a fase movel foi composta de cloroférmio/metanol na
proporcdo de 8:2 + 2 gotas de &cido acético glacial P.A. O extrato bruto CZA foi solubilizado

em metanol P.A. e aplicado na placa de silica gel e eluidos em cuba de vidro com a fase movel.
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Para comparacao, o extrato ACN foi aplicado nas mesmas condicdes que o extrato CZA. Apos
eluicdo a placa foi retirada da cuba e revelada com luz UV (A =254 nm) e com vapores de iodo.

O perfil quimico no CLAE foi obtido utilizando Shimadzu® LC-6A com controlador
CBM 20A, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A, bombas LC-6AD para modo
analitico, injetor manual (7725i) com alca de amostragem de 20uL (analitico). A coluna
utilizada foi a Shim-pack PREP-ODS (H) KIT Shimadzu® (5um e 4,6 x 250mm) e a eluicéo
foi programada com gradiente exploratorio dgua/metanol (95:5 a 0:100 v/v por 45 min.
permanecendo nesta condi¢do por mais 10 min), com uma vazao de 1,0 mL/min. Injetou-se 20
pL do extrato bruto CZA na concentragdo de 3 mg/mL em metanol (grau HPLC) previamente
filtradas em Chromabond® C18ec.

4.4 Isolamento e elucidacdo dos compostos quimicos isolados

O extrato bruto ACN foi submetido a fracionamento cromatografico de acordo com o
fluxograma 01 em coluna de vidro de diametro 2,5 cm e preenchida com silica gel com altura
18,5 cm no Laboratério de Reatividade de Compostos Organicos (UFT-Gurupi). A fase movel
foi composta de diclorometano/metanol em gradiente 100:0, 97:3, 95:5, 90:10, 50:50 e 0:100.
Obteve-se 68 fracdes as quais apos analise cromatografica (CCDC) foram reagrupadas em 27
fracdes nomeadas de A, B, C, D, ..., Z ¢ AA.

A fracdo G (26.9 mg, eluida na CC com fase movel diclorometano/metanol 97:3 v/v)
foi submetida a fracionamento cromatografico em CLAE Shimadzu® com detector de arranjo
de diodos (DAD) SPD-M20A, bombas LC-20AT para modo analitico, injetor manual (7725i)
com alca de amostragem de 164 uL (analitico). A coluna utilizada foi a Shim-pack VP-ODS
Shimadzu® (5 pm e 4,6 x 150 mm) no Laboratério de Cromatografia (UFNT-Araguaina). A
eluicdo da fracdo G foi programada com gradiente exploratorio agua/metanol (95:5 a 50:50 v/v
por 5 min, 50:50 a 0:100 por 35 min, permanecendo nesta condi¢do por mais 5 min, retornando
para condicdo inicial em 3 min e permanecendo nesta por 2 min), com uma vazdo de 1,0
mL/min. Antes de injetar, a fragdo foi filtrada em Ks-Tek® PVDF 0,22u. Para 0 monitoramento
dos compostos utilizou-se os comprimentos de onda 220 e 254 nm. O fracionamento resultou
em 13 fracdes, entre elas a substancia 1 (TR 9,6 min, 6,9 mg).

A fragdo W (130,2 mg, eluida na CC com fase movel diclorometano/metanol 50:50 v/v)
foi submetida a fracionamento cromatografico em modo preparativo em CLAE Shimadzu®
LC-6A com controlador CBM 20A, detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A, bombas
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LC-6AD para modo analitico, injetor manual (7725i) com al¢a de amostragem de 500 pL
(preparativo). A coluna utilizada foi a Shim-pack PREP-ODS (H) KIT Shimadzu® (15 pm e
20 x 250 mm) no Laboratdrio de Reatividade de Compostos Organicos (UFT-Gurupi). A
programacdo utilizada foi de gradiente exploratério agua/metanol (75:25 a 67:43 v/v por 5 min,
67:43 a 10:90 por 3 min, 10:90 a 0:100 por 9 min permanecendo nesta condi¢cdo por mais 13
min), com uma vazéo de 10,0 mL/min. Antes de injetar, a fragéo foi filtrada em Chromabond®
C18ec. Para 0 monitoramento dos compostos utilizou-se os comprimentos de onda 254 nm. O

fracionamento resultou em 12 fraces, entre elas a substancia 2 (TR 1,7 min, 3,6 mg).

Fluxograma 1 - Metodologia de fracionamento de 500 mg do extrato bruto ACN.

Extrato Bruto ACN
(500mg)

CC (silica gel), gradiente

) 68 fragdes — 27 fracdes
Diclorometano/Metanol

Fracdo G Fracdo W

(26,9mg)

(130,2mg)

CLAE (C18), gradiente
AguaMetanol 1mL/min

13 fragdes CLAEprep (C18), gradiente
Agua/Metanol 10mL/min

Sub. 2
(3,6mg)

12 fragdes

CC — Cromatografia em Coluna
CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Fonte: Autora

As substancias isoladas foram submetidas a analise de ressonancia magnética nuclear
(RMN de *H (600 MHz), HMBC, HMQC) em espectrofotdometro Bruker Avance 111 600 14,1T,
utilizando sinal de solvente residual ndo deuterado como referéncia. As analises foram

realizadas na Universidade Federal de Sdo Carlos.
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4.5 Ensaios aleloquimico e de toxicidade aguda

4.5.1 Teste de germinacdo (Alelopatia)

O estudo do efeito aleloquimico foi realizado com o extrato bruto ACN sobre a
germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.) Feltrin© (lote 0002601910000020 e %
de germinacdo 98%) no Laboratério de Reatividade de Compostos Organicos (UFT-Gurupi).
O ensaio foi realizado em triplicata nas concentracGes de 500, 1.000, 2.000, 3.000 mg/L e o
controle, o qual ndo continha o extrato bruto ACN. As solucgdes foram preparadas a partir da
diluicdo de uma solucdo estoque do extrato bruto ACN na concentracdo de 15.000 mg/L
utilizando metanol como solvente. Placas de petri em poliestireno (PS) 90 x 15mm foram
forradas com papel filtro e a elas adicionou-se 1 mL das solu¢des do extrato bruto ACN e 1 mL
de metanol para o controle. Ap6s o periodo de 24h adicionou-se as placas 4 mL de agua
destilada e 15 sementes de alface. Ap6s 5 dias realizou-se as medicdes das raizes e plantulas

utilizando um paquimetro.

4.5.2 Ensaio de toxicidade aguda

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado nas condicdes estabelecidas na ABNT NBR
16530 com o extrato bruto ACN contra o microcrustaceo Artemia sp. (Crustacea, Brachiopoda)
no Laboratdrio de Quimica Geral (UFNT-Araguaina). Preparou-se 1L de agua reconstituida e
realizou-se a medicdo de pH (8,0 + 0,5) e salinidade (34 + 2), 400 mL foram destinados para
eclosdo dos cistos de artemia e 600 mL foram reservados para preparar as solucfes testes.
Transferiu-se 400 mL de agua reconstituida em funil de separacdo de 500 mL e adicionou-se
62,3 mg de cisto de artemia Maramar® lote 209 e aguardou-se o periodo de 24h para eclosao
dos cistos.

As solucdes testes foram preparadas em baldo volumétrico de 50 mL nas concentracfes
10, 20, 30, 50 e 100 mg/L do extrato bruto de ACN. As solucdes testes foram diluidas com a
agua reconstituida a partir de uma solucéo estoque do extrato bruto ACN 2.500 mg/L a qual foi
preparada diluindo 15 mg do extrato bruto ACN em 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) P.A. e
apos solubilizacdo, adicionou-se 4 mL da &gua reconstituida. Para o controle preparou-se uma
solugéo estoque com 2 mL de DMSO e 4 mL de agua reconstituida. Pipetou-se 2 mL da solugéo
estoque do controle (quantidade de solugéo estoque do extrato bruto ACN utilizada no preparo
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da solucdo teste de maior concentragdo — 100 mg/mL), transferiu-se para baldo volumétrico de
50 mL e completou-se o volume com &gua reconstituida.

Antes de iniciar o ensaio, o pH das solucdes testes e do controle foi medido. Em
recipientes de vidro adicionou-se 10 mL das solugdes testes e controle, sendo destinados 4
recipientes para cada concentracdo. Em cada recipiente adicionou-se 10 nauplios de artemia. A
contagem de organismos vivos e mortos ocorreu com 24 e 48h e o pH das solucdes foi medido

ao final do ensaio. Manteve-se a temperatura do ambiente entre 23 e 27°C durante todo o ensaio.

4.6 Caracterizacao dos Compostos Organicos Volateis

4.6.1 Extracdo por hidrodestilacao

A metodologia do ensaio de hidrodestilacdo foi adaptada a partir dos estudos de Zhao
et al. (2016), Santos Filho, Amaral & Rodrigues-Filho (2011), Santos Filho (2010) ¢ Jerkovi¢
et al. (2007).

O ino6culo do fungo endofitico C. rigida foi repicado em placa de Petri (poliestireno (PS)
90 x 15 mm) em meio BDA durante 7 dias (fotoperiodo de 12 horas) a fim de se obter disco de
micélio-agar para as fermentacdes em estado soélido. O indculo no meio sélido de arroz foi
realizado em 6 bal6es de fundo redondo (boca esmerilhada 24/40 e capacidade 500 mL) com
100 g de arroz tipo 1 (Cristal®) e 170 mL de agua destilada, previamente autoclavados 2 x por
30 min em temperatura acima de 120°C e 1,1 kgf/cm? de press&o. Foram utilizadas 2 placas de
Petri contendo os discos de micélio-agar para inocular 4 baldes de fundo redondo com o0 meio
de arroz e 2 balGes de fundo redondo com meio de arroz foram reservados para o ensaio do
controle. Estes foram incubados em temperatura ambiente por 21 dias.

Apbs o periodo de incubacdo utilizou-se 01 baldo que continha somente o meio de arroz
(controle) e 3 baldes que continham o meio de arroz com o fungo C. rigida com o objetivo de
realizar o ensaio em triplicata. Adicionou-se aos balGes 250 mL de agua destilada, 100 pL do
padréo interno Timol 1 mg/mL (solvente acetato de etila) e com o auxilio do bastdo de vidro
homogeneizou-se a mistura. O baldo foi acoplado ao sistema Clevenger e foi submetido a
hidrodestilacdo por 3h. Apos o resfriamento do sistema, o hidrolato obtido foi transferido para
funil de separagdo para realizacdo da PLL por 3 vezes com 20 mL de solugdo hexano/ éter
etilico 2:1. A fase organica foi filtrada com sulfato de sddio anidro para remover particulas de

agua e o0 excesso de solvente foi rotaevaporado. As amostras concentradas foram transferidas
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para vial e identificadas C1H (Controle 1 Hidrodestilagéo), F1H (Fungo 1 Hidrodestilagéo),
F2H (Fungo 2 Hidrodestilacdo) e F3H (Fungo 3 Hidrodestilacéo).

As amostras foram analisadas no Laboratorio de Cromatografia (UFNT-Araguaina) em
Cromatdgrafo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas (CG-EM) Agilent® CG system
7990B com injetor automatico G4513A e MSD 5977B, coluna HP-5MS 5% Phenyl Methyl
Silox (30 m x 250 pm x 0.25 um), fonte de ionizag@o por impacto eletronico (70 eV), analisador
quadrupolo. O gés de arraste utilizado foi o hélio analitico 5.0 com fluxo de 1 mL/min. A
programacdo de temperatura do forno iniciou-se com 50°C sendo mantido por 1 min depois
aumentou 8°C/ min até a temperatura de 250°C e finalizando com isoterma por 5 min. O volume
de amostra injetada foi de 1 pL em modo splitless e o intervalo de aquisi¢cdo dos espectros de
massas foi de 40 a 500 u. Programou-se para iniciar a deteccao apos 4,3 min para ndo detectar
0 solvente e saturar o detector.

Na mesma programagéo acima citada, analisou-se um padréo de n-alcanos em acetato

de etila (C7-C31) e a solugdo de hexano/ éter etilico 2:1 utilizado na PLL.

4.6.2 Método microextracdo em fase sélida (SPME)

Para o ensaio utilizando a metodologia de microextracdo em fase solida, adaptacdes
foram realizadas a partir do estudo de Zhao et al. (2016).

O in6culo do fungo endofitico C. rigida foi repicado em placa de Petri (poliestireno (PS)
90 x 15 mm) em meio BDA e reservou-se placas de Petri contendo somente o meio BDA. Apo6s
0 periodo de 4 dias (fotoperiodo de 12 horas) de crescimento do fungo, separou-se 01 placa
contendo somente 0 meio BDA (controle) e 3 placas contendo o meio BDA e o fungo para
realizar o ensaio em triplicata.

O ensaio foi realizado no Laboratério de Cromatografia (UFNT-Araguaina) onde com
o0 auxilio de um prego perfurou-se as placas de petri e com uma microseringa de vidro inseriu-
se no centro do disco de micélio 2 pL do padréo interno Timol 50 pug/mL em acetato de etila.

As placas foram entdo colocadas em placa aquecedora com temperatura de 80°C e em
seu interior em modo headspace foi inserido uma fibra da Supelco® de 65 pum de
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB), previamente condicionada segundo as
instrucGes da empresa fabricante (Supelco®). Apds o periodo de 20 minutos, a fibra foi retraida
e analisada em Cromatografo Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas (CG-EM) Agilent®
CG system 7990B com injetor automatico G4513A e MSD 5977B, coluna HP-5MS 5% Phenyl
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Methyl Silox (30 m x 250 um x 0.25 um), fonte de ionizagao por impacto eletronico (70 eV),
analisador quadrupolo. O gas de arraste utilizado foi o hélio analitico 5.0 com fluxo de 1
mL/min. A programacao de temperatura do forno iniciou-se com 50°C sendo mantido por 1min
depois aumentou 8°C/ min até a temperatura de 250°C e finalizando com isoterma por 5 min.
A injecdo dos compostos extraidos da fibra ocorreu em modo splitless e o intervalo de aquisigdo
dos espectros de massas foi de 40 a 500 u.

As amostras analisadas foram identificadas como C1 (Controle 1) e para as placas que
continham os discos de micélio do Coriolopsis rigida, F1 (Fungo 1), F2 (Fungo 2) e F3 (Fungo
3).

4.6.3 ldentificacdo dos compostos organicos volateis

Para a identificacdo dos compostos volateis das amostras F1H, F2H e F3H (Tabela 5,
apéndice: Tabela 8-10) excluiu-se os compostos que foram identificados na amostra C1H
(controle) e do solvente usado na PLL (hexano/ éter etilico 2:1). Ja na identificacdo dos
compostos das amostras F1, F2 e F3 (Tabela 6, apéndice: Tabela 11-13) excluiu-se o0s
compostos identificados na amostra C1.

Os resultados da analise do padrdo de n-alcanos foram utilizados para determinar o
indice de retencédo (IR) baseado na modificacdo de Van den Dool & Kratz (1963) utilizando a
seguinte formula:

TRX — TRHA
TRHD — TRHA

IR=100ix< >+100N

Onde:

TRX = tempo de retengdo do composto (X);

TRHA = tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui antes do composto (X);
TRHD = tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui depois do composto (X);
i = diferenca entre o nimero de carbono que elui antes (HA) e depois (HD);

N = nimero de carbonos do hidrocarboneto que eluiram antes (HA).

Os criterios utilizados para considerar o composto como identificado foi o valor do IR
+ 10 comparado com o valor da literatura ADAMS 2017, NIST Web Book e NIST MS Search
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2.2 além do Sl baseado no R. Match > 90%. Os compostos que ndo atenderam a esses critérios
foram considerados néo identificados (NI).

Para estimar a proporcao dos compostos identificados e ndo identificados utilizou-se o
tradicional método de considerar a porcentagem da area relativa aos picos do cromatograma

calculados pela seguinte formula:

S
%Xzﬁ-wo
T

Onde:
%x = porcentagem do composto identificado;
Sx = &rea do pico cromatografico do composto identificado;

St = somatorio das areas dos picos cromatograficos de todos os compostos identificados e ndo

identificados (Nao considerando as areas dos picos dos compostos excluidos).

Adicionalmente, o timol foi utilizado como padrdo interno com o objetivo de semi-
quantificar os compostos identificados. Considerando que adicionou-se 100 pg de timol as
amostras obtidas no método de hidrodestilacdo e 100 ng de timol as amostras obtidas no método
de microextracdo em fase solida, Zhao et al. (2016) foi usado como referéncia utilizando a
férmula abaixo para semi-quantificar os compostos identificados:

Cy + Sy

Cy =

Onde:

Cx = massa do composto identificado;

Sx = &rea do pico cromatografico do composto identificado;
Ca = massa do padrdo interno adicionada;

Sa = area do pico cromatografico do padréo interno.

4.7 Ensaios aleloguimico dos compostos organicos volateis produzidos pelo fungo

endofitico Coriolopsis rigida

O estudo do efeito aleloquimico foi realizado sobre a germinacdo de sementes de alface
(Lactuca sativa L.) Feltrin© (lote 00031020100000030 e % de germinagdo = 100) no
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Laboratério de Quimica Geral (UFNT-Araguaina). O ensaio foi realizado em triplicata
utilizando placas de petri em poliestireno (PS) 90 x 15 mm com uma divisoria. Em 6 placas de
Petri adicionou-se, em metade da placa de Petri, 0 meio de cultivo BDA e repicou-se o fungo
ao centro da area do meio de cultivo. Apds 3 dias de crescimento do fungo, adicionou-se papel
filtro para cobrir a outra metade de 03 placas que continha o fungo e em 3 placas que néo
continha o fungo (Figura 7). Aos papéis filtro, adicionou-se 2 mL de agua destilada previamente
autoclavada e 10 sementes de alface. Apos 4 dias realizou-se as medicGes das raizes e plantulas

utilizando um paquimetro.

Figura 7 - Esquematizacao do ensaio aleloquimico dos compostos organicos volateis
produzidos pelo Coriolopsis rigida sobre a germinacao de sementes de alface (Lactuca sativa
L.).
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Fonte: Autora



43

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do perfil quimico

5.1.1 Meio de arroz

Ap0s a obtencdo dos extratos, os mesmos foram submetidos a analise do perfil quimico
por CCDC e CLAE (Figura 8 e 9). As analises de CCDC indicam uma variedade de compostos
existentes nos extratos brutos ACN e HEX (Figura 8). Nas revelacGes em UV e vapor de iodo
observa-se que o extrato bruto ACN possui maior variedade de compostos. Os compostos
eluidos na base na placa cromatogréfica possuem maior afinidade com a fase estacionaria que
nesse caso € a silica gel podendo ser atribuida a esses compostos carater polar e 0s compostos
eluidos na parte superior da placa sdo compostos que conferem maior afinidade com a fase

movel composta por cloroformio e metanol na proporgéo de 9:1 (v/v).

Figura 8 - Cromatografia em Camada Delgada Comparativa dos extratos brutos ACN e HEX
(Cloroformio:Metanol - 9:1 v/v). A= plaquinha revelada em luz UV (A = 254 nm). B=
plaquinha revelada em vapor de iodo.

Ext. Ext.
ACN HEX

Fonte: Autora

As analises de CLAE com o gradiente exploratério dos extratos brutos ACN e HEX
(Figura 9) apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, indicando a presenga de uma
variedade de compostos sendo a maioria eluidos ao final da programacéo, o que significa que
esses compostos possuem maior interacdo com a fase estacionaria do que com a fase movel

quando esta continha grande propor¢do de agua.
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Figura 9 - Sobreposic¢do dos Cromatogramas obtidos por CLAE dos extratos brutos ACN
(rosa) e HEX (verde) (A = 254 nm).
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Fonte: Autora

5.1.2 Meio Czapek

Comparando as analises de CCDC dos extratos brutos ACN e CZA (Figura 10 e Figura
11) observa-se maior variedade de compostos no extrato bruto ACN, pela maior presenca de

picos no cromatograma.

Figura 10 - Cromatografia em Camada Delgada Comparativa dos extratos brutos ACN e CZA
(Cloroférmio:Metanol - 8:2 v/v + 2 gotas de Acido acético Glacial). A= plaquinha revelada
em luz UV (A =254 nm). B= plaquinha revelada em vapor de iodo.

ACN CZA

Fonte: Autora
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Figura 11 - Sobreposicédo dos Cromatogramas obtidos por CLAE dos extratos brutos ACN
(verde) e Czapek (rosa) (A = 190 nm).
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Fonte: Autora

Essa maior variedade de compostos produzidos no meio de arroz pode ser justificada
pela relagdo C/N na composicdo dos meios de cultivos que € um dos fatores que mais afetam
o0s produtos de fermentacdo (MIRANDA, 2019). O arroz se apresenta como meio de cultivo
mais rico em fontes de carbono pela presenca de carboidratos e proteinas além de alguns sais
minerais enquanto o Czapek é constituido de sacarose e outros sais minerais sendo este meio

de cultivo mais pobre em fontes de carbono.

5.2 Isolamento e elucida¢do dos compostos quimicos isolados

O fracionamento do extrato bruto ACN resultou no isolamento de duas substancias,
denominadas compostos 1 e 2. As substancias isoladas tiveram suas estruturas quimicas
elucidadas por técnicas espectroscdpicas e foram nomeadas como tirosol (1) e 1-N-metil-p-
fenol acetamida-2-O-glicosideo-propan-1-ona (2) (Figura 12).
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Figura 12 - Substancias isoladas: tirosol (1) e 1-N-metil-p-fenol acetamida-2-O-glicosideo-
propan-1-ona (2)
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Fonte: Autora

5.2.1 Substancia 1 (tirosol)

A substancia 1 (Figura 13, Tabela 2) foi identificada por técnicas de RMN uni e
bidimensionais (Tabela 2, Apéndice: Figuras 26-31). No espectro de RMN de *H foi observado
2 dubletos, em 6w 6,98 (d, 2H, J=8,6 Hz) ¢ em 61 6,65 (d, 2H, J=8,6 Hz), indicando um sistema
aromatico com acoplamento orto e um anel para-dissubstituido. Uma de suas substituicdes, um
grupo -OH, foi atribuido devido as correlagdes em HMBC dos hidrogénios aroméaticos com um
carbono oxiquaternario em dc 155,9 (Figura 14).

Foram ainda observados dois sinais no espectro de RMN de *H em & 2,59 (8¢ 38,7; t,
2H, J=7,0 Hz) e 61 3,50 (8¢ 63,1; 2H, m), que apresentaram correlacdo COSY e associados aos
deslocamentos quimicos observados nos espectros de RNM de *H e *3C, indicaram ser um
grupo —CH>CH>OH. A correlacdo observada em HMBC (Figura 14) do H-2 (6+2,59) com o C-
4/8 (8¢ 129,7) confirmam esse grupo como o outro substituinte no anel aromatico.

Figura 13 - Estrutura quimica do tirosol (1)

Fonte: Autora
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Figura 14 - Correlagéo observada em HMBC para a substancia 1.

——— HMBC

Fonte: Autora

A partir das analises espectroscopicas e comparacdes dos dados com a literatura, foi
possivel identificar a substdncia 1 como o alcool p-hidroxi-fenil-etilico (tirosol)
(CHRISTOPHORIDOU & DAIS, 2009). O tirosol é uma pequena molécula semelhante a
horménio considerada molécula de deteccdo de quérum (quorum-sensing molecules - QSMs).
Em bactérias e fungos, varios processos ecologicamente e medicamente importantes, como
competéncia e bioluminescéncia, patogénese, formacédo de biofilme, esporulacdo, secrecéo,
morfogénese fungica e producédo de antibioticos sdo regulados por QSMs. Entre outros papeéis
no metabolismo microbiano, o tirosol regula a morfologia fingica juntamente com o farnesol,
outra QSMs. O tirosol é relatado por aumentar o crescimento de hifas, promovendo a formacao
de tubos germinativos em Candida albicans. Contrariamente, o farnesol evita a mudanga
morfoldgica de leveduras para hifas, inibindo a formacéo de tubos germinativos em C. albicans
(KIZILER et al., 2022).

Tabela 1 - Dados de RMN (DMSO-d6, 600 MHz) da substancia 1 (6 em ppm e J em Hz).

Posicéo on ppm (J em Hz) oc HMBC
1 3,50 - 3,52 (m) 63,1 C2
2 2,59 (t, 7,0) 38,7 Cl/C4
3 — - -
4e8 6,98 (d, 8,6) 129,7 C2/C5/C6/C8
5e7 6,65 (d, 8,6) 115,1 C4/C6/C7
6 - 155,9 -
OH-1 4,56 (sl) - cl/c2
OH-6 9,19 (sl) - -

Fonte: Autora
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5.2.2 Substancia 2 (1-N-metil-p-fenol-acetamida-2-O-glicosideo-propan-1-ona)

A substancia 2 (Figura 15) foi identificada por técnicas de RMN de H uni e
bidimensionais (Tabela 03, apéndice: figuras 32-36). O espectro de RMN de *H revelou sinais
que caracterizam um sistema aromatico para-dissubstituido (Tabela 3) com acoplamento orto:
em 6H 6,98 (d, 2H, J=8,2 Hz, H-4’ ¢ H-8”) ¢ em 6 6,59 (d, 2H, J=8,2 Hz, H-5" ¢ H-7").

Figura 15 - Estrutura quimica do e 1-N-metil-p-fenol-acetamida-2-O-glicosideo propan-1-ona

)

Fonte: Autora

No espectro foi possivel identificar ainda trés sinais singletos em 6n 3,08 (s, 2H, 6C
45,0), on 1,62 (s, 3H, dc 25,2) e dH 3,25 (s, 3H, doc 54,2), além do sinal dupleto em 6n 1,09 (d,
3H, J=7,0 Hz, dc 21,6) e do multipleto em 6n 3,54-3,52 (m, oc 67,0), todos referentes a
hidrogénios de grupos —CHz e —CHs.

O grupo substituinte N-metilacetamida foi identificado como um dos substituintes do
anel devido a correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figura 16) do sinal H-2’com o
sinal de uma carbonila de amida em &¢c 174,9 (C-1°) e com o carbono aromatico d¢c 129,9 (C-
4”), foi observado também o acoplamento do sinal em 1,62 (N-CHs) com o sinal de uma
carbonila de amida em ¢ 174,9 (C-1°).

O espectro de HBMC também indicou correlagdo do sinal de H2 (3,54 — 3,52, m, H-2)
com o sinal uma carbonila em 6c 177,7 (C-1), aléem do acoplamento do hidrogénio H-3 (dn
1,09) com o sinal da carbonila em 8¢ 177,7 (C-1) e C-2. Foi observado acoplamento no espectro
de COSY do H-2 com H-3, indicando assim a propanona como subestrutura.
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Os sinais na faixa de 61 3,05 a 3,61, em conjunto com o sinal do hidrogénio anomérico

em 6n 4,5 (H-17), indicaram a presen¢a de uma unidade B-glicosidica, a qual foi correlacionada

a partir do espectro de HBMC do hidrogénio anomérico com o sinal metilénico d¢c 54,2 (C-7")

e com o sinal em &c 71,9 (C-57).

Tabela 2 - Dados de RMN (DMSO-g, 600 MHz) da substancia 2 (5 em ppm e J em Hz).

Posicéo o1 ppm (J em Hz) oc HMBC
1 - 177,7 -
2 3,54 - 3,52 (m) 67,0 Cl/C3
3 1,09 (d, 7,0) 21,6 cl/c2
1 - 1749 -
2’ 3,08 (s) 45,0 C3/c4
3’ - 128,0 -
4e8 6,98 (d, 8,2) 129,9 C2’/C5’/C6’
5e7 6,59 (d, 8,2) 114,4 C4’/C6’
6’ - 1549 -
N-CHz3 1,62 (s) 25,2 cr
1” 4,5 99,7 C77/C5”
2” 3,37 73,3 C3”/C5”/CT”
3” 3,27 72,7 C27/C5”
47 3,05 70,3 C27/C6”
5” 3,18 71,9 c2”
6” 3,61 60,9 Cc4”
7’ 3,25 (s) 54,2 Cr

Fonte: Autora
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Figura 16 - Correlagéo observada em HMBC para a substancia 2.
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Fonte: Autora

A partir das andlises espectroscopicas e das correlacdes observadas nos experimentos
uni e bidimensionais, foi possivel identificar a substancia 2 como o 1-[N-metil-p-fenol
acetamida]-2-O-glicosideo-propan-1-ona. Devido a inexisténcia de dados referentes a essa
substancia na literatura, ela foi considerada como inédita. Contudo outras andlises

espectrométricas deverdo ser realizadas para confirmacdo da estrutura proposta.

5.3 Ensaios aleloguimico e de toxicidade aguda

5.3.1 Teste de germinacéo (Alelopatia)

O estudo do efeito aleloquimico indica que o extrato bruto ACN inibiu as germinagdes
das sementes de alface (Tabela 4, Figura 17 e Grafico 1). O ensaio indicou acéo inibitdria em
todas as concentragdes do extrato bruto ACN utilizadas no ensaio apresentando reducdo na
média das dimensdes das raizes de 20% na concentragdo 500 mg/L (24,89 mm), 78% na
concentragdo 1000 mg/L (6,71 mm), 90% na concentracdo 2000 mg/L (3,03 mm) e 92% na
concentrag¢do 3000 mg/L (2,39 mm) quando comparadas com a média das dimensdes das raizes
no Controle (31,14 mm).

Comportamento semelhante se observa na meédia das dimensdes das plantulas que
apresentaram reducdo de aproximadamente 19% na concentragdo 500 mg/L (19,70 mm) e 48%
na concentragdo 1000 mg/L (12,55 mm), 63% na concentragdo 2000 mg/L (9,03 mm) e 68%
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na concentracdo 3000 mg/L (7,72 mm) quando comparadas com a média das dimensfes das
plantulas no Controle (24,18 mm).

Tabela 3 - Comprimento médio total das raizes e plantulas em milimetros (mm) do ensaio
aleloquimico do extrato bruto ACN.

Tratamentos Raiz Plantula Raiz + Plantula
Controle 31,14 24,18 55,32
500 mg L* 24,89 19,70 44,59
1000 mg L 6,71 12,55 19,26
2000 mg L* 3,03 9,03 12,06
3000 mg L 2,39 7,72 10,11

Fonte: Autora

Figura 17 - Germinacdo das sementes de alface (Lactuca sativa L.) nas concentracdes do
extrato bruto ACN 500, 1.000, 2.000, 3.000 mg/L e o controle.

Controle 500mg/L 1.000mg/L 2.000mg/L  3.000mg/L

Fonte: Autora
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Gréfico 1 - Germinacdo das sementes de alface (Lactuca sativa L.) nas concentrag¢fes do
extrato bruto ACN 500, 1.000, 2.000, 3.000 mg/L e o controle.
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Fonte: Autora

O comportamento inibitorio na germinacdo das sementes de alface também foi
identificado no ensaio realizado por Dantas (2020), que avaliou a atividade alelopatica do
extrato bruto (cloroférmio), obtido a partir do cultivo em meio sélido de arroz do fungo
endofitico C. rigida, isolado de Cochlospermum regium, sobre a germinacdo de sementes de
alface (Lactuca sativa L.) e rabanete (Raphanus sativus L.). O ensaio resultou em reducdo de
67% no comprimento médio das raizes e 63% no comprimento médio das plantulas de alface
utilizando a concentragcdo de 3.000 mg/L do extrato; e na reducdo de 63% no comprimento
médio das raizes e 55% no comprimento médio das plantulas de rabanete utilizando a
concentracdo de 4.000 mg/L do extrato.

No estudo de Arruda et al. (2021), a atividade alelopatica de trés extratos obtidos do
fungo endofitico Asordaria conoidea, isolado de Cochlospermum regium, também foi
observada, tendo como melhor resultado de inibicdo na germinagdo de sementes de alface
(Lactuca sativa L.) o extrato bruto C (metanol) que reduziu em 70% o comprimento médio das

raizes e 66% no comprimento das plantulas com a concentragdo de 2.000 mg/L do extrato.

5.3.2 Ensaio de toxicidade aguda

O ensaio de toxicidade frente aos nauplios de A. salina resultou no efeito nédo toxico das

solugdes do extrato bruto ACN nas concentragOes testadas. Seguindo as orientagdes da ABNT
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NBR 16530:2016 Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade aguda - Método de ensaio com Artemia
sp (Crustacea, Brachiopoda) a salinidade da &gua processada no inicio do ensaio foi de 35. O
pH inicial mensurado (figura 18) teve um leve decréscimo conforme o aumento da concentracao
do extrato de ACN, o que pode indicar que o extrato teve carater acidulante na agua processada.
Apos 48h de ensaio e a confirmacdo de que ndo houve morte de nenhum néauplio o pH
mensurado (figura 18) indicou um leve acréscimo comparado as medic@es iniciais mostrando-
se semelhante em todas as concentragdes de extrato bruto ACN e permanecendo dentro da faixa

de pH indicada para o ensaio.

Figura 18 - Medigdes de salinidade e pH das soluc¢des do extrato bruto ACN no ensaio de
toxicidade frente aos nauplios de A. salina.

i

Controle 7,92 8,18
10 7.83 8,14
20 7,80 8,12
30 7,78 8,15
50 7,71 8,14
100 7,50 8,13

Fonte: Autora

O resultado obtido no ensaio por um lado configura um produto que ndo representa
perigo ambiental, nas concentragfes utilizadas, uma vez que ndo causou mortalidade nos

microcrustaceos. Por outro lado, pode indicar a auséncia de atividade pesticida e farmacoldgica.

5.4 Caracterizacdo dos Compostos Organicos Volateis

5.4.1 Extracdo por hidrodestilacéo

Os resultados obtidos das amostras em triplicatas F1H, F2H e F3H (Figura 19, apéndice:
Figura 37 e Tabelas 7-9) apos o tratamento dos dados, apontou uma variagao significativa entre
a amostra F3H e as amostras F1H e F2H que pode ser explicada pela auséncia de padronizacao
durante o ensaio realizado. O tempo de resfriamento da amostra no Clevenger ndo foi
cronometrado e a amostra F3H ficou em tempo bem superior se comparada as amostras F1H e

F2H. Processos de extracdo tém sua eficiéncia influenciada por diversos fatores como tipo de
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solvente usado, tempo de extracdo, tamanho da particula da amostra, temperatura de extracéo,
razao solido/solvente entre outros fatores (PATRA, ABDULLAH & PRADHAN, 2022). Pode-
se entender que a amostra F3H teve maior tempo de maceracdo 0 que possibilitou a
identificacdo de maior nimero de compostos e do aumento dos picos cromatograficos de
compostos identificados em comum com as demais amostras.

Para apresentar os resultados levando em consideracdo a variagdo da amostra, optou-se
por calcular a média aritmética ponderada levando em consideracdo as areas dos picos dos
cromatogramas de cada amostra. O resultado pode ser verificado na Tabela 4 que apresenta o
total de 16 compostos identificados (Figura 20) tendo como composto majoritario o 5-metil-2-
furanocarboxaldeido com 29,24% em relacdo as areas dos picos dos cromatogramas e 620,05
pg em relacdo ao padrao interno adicionado.

Estudos publicados identificaram o 5-metil-2-furanocarboxialdeido em analises de
jujuba (SONG et al., 2022), cha verde (GUO et al., 2021) e em crostas de pao integral (NOR
QUAIRUL IZZREEN, HANSEN & PETERSEN, 2016). Liu et al. (2012) aponta que aldeidos
podem ser derivados da autoxidacdo e oxidacdo enzimolise da liga¢do dupla carbono-carbono
de &cidos graxos insaturados presentes em cereais, e Santos (2013) explica que os furanos sao
formados no processo de degradagdo térmica dos acuUcares, durante a pir6lise. Como o
composto ndo foi identificado na amostra controle infere-se que este seja produto da agéo
fangica sobre o meio soélido de arroz.

Além das fontes alimenticias citadas, o 5-metil-2-furanocarboxialdeido também foi
identificado em analises de plantas como em grdos de Eragrostis tef (Zuccagni) Trotter
variedades branca e marrom (gréos de teff) (YISAK et al., 2021), frutos de Annona muricata
(SRIRAM et al., 2018) e semente de Lepidium sativum L. (HUSSEIN, 2016). Atividades
antimicrobiana (SRIRAM et al., 2018; HUSSEIN, 2016), antioxidante e de conservacdo
(SRIRAM et al., 2018) foram atribuidas ao composto.

Com férmula CeHeO2 € massa molecular 110 g/mol, o 5-metil-2-furanocarboxialdeido
foi identificado com 91% de similaridade baseada no R. Match (Tabela 4). No espectro de
massas (Figura 21) é possivel observar o pico do ion molecular com m/z 110 bastante intenso e
outros fragmentos como em m/z 109 referente ao pico M-1 caracteristico da perda de —H da
funcdo aldeido e em m/z 81 referente a perda de —CO representando uma clivagem alfa-
carbonilica na molécula M-1.

Ao todo, os cromatogramas das amostras F1H, F2H e F3H sinalizaram a presenca de 67
compostos extraidos da fermentacdo fungica em meio solido de arroz pelo método de
hidrodestilagcdo. Dos 67 compostos 51 ndo foram identificados (apéndice: tabelas 7-9).
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Figura 19 - Compostos identificados nos cromatogramas (CG-EM) das amostras F1H, F2H e F3H.
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Tabela 4 - Médias ponderadas dos constituintes quimicos identificados por CG-EM dos
ensaios de hidrodestilagéo.

Avrea do pico Semi-
Sl T
Ntmero Composto R IR* .”z* no quantificacao
it || &, I cromatograma

% J % | (H9)
1 1-(2-furanil)etanona 5,152 | 903 909 90 |1132356411,16| 4,35 |113,27
2 5-metil-2-furanocarboxaldeido 6,132 959 957 91 6288290175,09 | 29,24 | 620,05
3 2-etil-5-metilpirazina 6,785 | 998 |1.001'| 90 677200226,24 | 2,74 | 67,56
4 1-(2-furanil)-1-Propanona 6,931 | 1.006 | 1.007° 92 614000000,00 | 1,68 | 62,21
5 2-etenil-6-metil-pirazina 7,066 | 1.013 | 1.016'| 94 114000000,00 | 0,31 | 11,55
6 2-acetiltiazol 7,125 | 1.016 | 1.014 90 238980766,59 | 1,03 | 23,17
7 2-acetil-5-metil-furano 7,452 | 1.034 | 1.031 92 294000000,00 | 0,81 | 29,79
34,5rimetil-2-Ciclopenten-- | 7 464 | 1,035 |1.083| 91 | 11200000000 | 080 | 10,00
9 Benzenoacetaldeido 7,617 | 1.043 | 1.036 93 63900000,00 | 0,45 | 5,71
10 1-(1H-pirrol-2-il)etanona 7,902 | 1.058 | 1.054 92 580000000,00 | 1,59 | 58,76
11 2,6-dietilpirazina 8,253 | 1.078 | 1.078%2| 96 900822009,57 | 3,22 | 90,34
12 Alcool feniletilico 8,905 | 1.113 | 1.114 91 1160000000,00| 7,94 |119,10
13 2-(2-furanilmetil)-5-metil-furano | 10,141 | 1.181 | 1.189% 93 452536138,08 | 1,49 | 45,37
PI Timol 12,082 | 1.291 | 1.291 91 |1031238234,34| 5,87 |100,00
14 4-fenilpiridina 14,960 | 1.468 | 1.471% 92 144000000,00 | 0,40 | 14,59
3,5-di-terc-Butil-4- 10342 | 1.771 [1.774%| 91 | 75300000,00 | 0,21 | 7,63

15 hidroxibenzaldeido
16 1-Hexadecanol 20,709 | 1.876 | 1.874 92 179534883,72 | 0,73 | 17,54

Fonte: Autora

* = indice de retencédo calculado usando a equagdo de Van den Dool e Kratz.

** = [ndice de retencfo da literatura (ADAMS, 2017) baseada na equacéo de Van den Dool e Kratz.

# = identificado pelo NIST Web Book e/ou NIST MS Search 2.2

SI = indice de similaridade com base no R.Match

Pl = padréo interno

1= Nist- webbook: WAN AIDA et al, 2008.

2= Nist- webbook: FAN, XU & ZHANG, 2007.

3= Nist- webbook: ZHAO et al, 2008.




Figura 20 - Estrutura dos compostos identificados no ensaio de hidrodestilacéo.
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Figura 21 - Espectro de massas e proposta de fragmentagdo do composto majoritério do ensaio
de hidrodestilagdo (5-metil-2-furanocarboxialdeido).
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5.4.2 Método microextracdo em fase sélida (SPME)

Semelhante ao tratamento utilizado no ensaio de hidrodestilacdo calculou-se a média
aritmética ponderada, em relacdo a area dos picos dos cromatogramas, das amostras em
triplicata do ensaio de microextracdo em fase sélida F1, F2 e F3 (Figura 22, apéndice: Figura
38 e Tabelas 10-12), cujos resultados séo apresentados na Tabela 5. O ensaio teve como
resultado 5 compostos identificados (Figura 23, Tabela 5), entre eles 0 composto majoritario o
alcool feniletilico com 49,17% em relacéo as areas dos picos dos cromatogramas e 935,43 ng

em relagéo ao padréo interno adicionado.

Tabela 5 - Médias ponderadas dos constituintes quimicos identificados por CG-EM dos
ensaios de microextragcdo em fase sélida.

S R IR IR S| Avrea do pico Semi-

S Composto - o no quantificacéo
= () | &3 e cromatograma

% % | (ng)
1 Acetato de isopentil 4,682 876 869 94 | 1757073196,42 | 25,48 | 492,05
2 Alcool feniletilico 8,957 | 1.116 | 1.107 | 91 |3377193515,70 |49,17 | 935,43
3 Acido acético, éster 2-feniletilico 11,531 | 1.260 | 1.254 | 95 | 490292984,87 | 7,06 | 136,28
Pl Timol 12,101 | 1.292 | 1.291 | 92 | 359787482,65 | 5,22 | 100,00
4R,4aS,65)-4,4a-Dimetil-6-(prop-1-en-

A g-iI)-1,2,3,43,4a,5,6,7-octahidigna?‘taleno 15,140 | 1.480 | 1.476 | 91 28049460,04 | 0,42 | 7,69
5 a-Muuroleno 15,577 | 1.508 | 1.500 | 94 54776728,00 | 0,82 | 14,95

Fonte: Autora

* = indice de retencdo calculado usando a equa¢do de Van den Dool e Kratz.

** = [ndice de retencfo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equacéo de Van den Dool e Kratz.
# = identificado pelo NIST Web Book e/ou NIST MS Search 2.2

S| = indice de similaridade com base no R.Match

P1 = padréo interno

5= Nist- webbook: MALLARD et al, 2014.
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Figura 22 - Compostos identificados nos cromatogramas (CG-EM) das amostras F1, F2 e F3.
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Figura 23 - Estrutura dos compostos identificados no ensaio de microextragdo em fase sélida.
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Fonte: Autora

O alcool feniletilico € um liquido oleoso incolor com odor suave e quente semelhante a
rosa-mel e tem o uso mundial em cerca de mais de mil toneladas métricas por ano, sendo
encontrado em fragrancias usadas em cosméticos decorativos, fragrancias finas, xampus,
sabonetes entre outros e em produtos ndao cosméticos como produtos de limpeza
(SCOGNAMIGLIO et al., 2012).

O alcool feniletilico também foi identificado como composto majoritario em estudos
publicados de compostos organicos volateis extraidos dos fungos endofiticos Hypoxylon
anthochroum cepa Blaci, Muscodor albus E6, Neofusicoccum ribis, Botryosphaeria mamane
cultivados em meio BDA e Hypoxylon anthochroum cepas Blaegl, Gsegl, Haeg2, Smeg4
cultivados em meio de arroz e possui atividade antifangica contra fitopatdgenos (MORAES,
FERRAZ & CHAPLA, 2020).

Com férmula CgH100 e massa molecular 122 u, o alcool feniletilico foi identificado com
91% de similaridade baseada no R. Match (Tabela 5). No espectro de massas (Figura 24) é
possivel observar o pico do ion molecular com m/z 122 e outros fragmentos como em m/z 91
referente ao ion tropilio, atribuicdo que pode ser relacionada ao pico em m/z 65 que corresponde
a perda do fragmento CzH> deste. O pico em m/z 92 se refere a perda de CH20 da molécula.

Ao todo, os cromatogramas das amostras F1, F2 e F3 sinalizaram a presenca de 18
compostos extraidos da fermentagdo fungica em meio BDA pelo método de microextragdo em

fase solida. Dos 18 compostos 13 ndo foram identificados (apéndice: tabelas 11-13).



62

Figura 24 - Espectro de massas e proposta de fragmentacdo do composto majoritéario do
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5.5 Ensaios aleloquimico dos compostos organicos volateis produzidos pelo fungo
endofitico Coriolopsis rigida.

O estudo da atividade aleloguimica dos compostos organicos volateis produzidos pelo
fungo endofitico C. rigida foi avaliado sobre as germinacdes das sementes de alface e
apresentou leve reducdo nos comprimentos das plantulas cultivadas na presenca do fungo,
quando comparados aos comprimentos das plantulas cultivadas no controle (auséncia do
fungo). A média do comprimento das raizes (Tabela 6, figura 25) foi de 23,84 mm no controle
e de 19,61 mm com o fungo, o que representa uma reducdo de aproximadamente 18% de
reducdo na média dos comprimentos das raizes das sementes expostas a0s cCompostos organicos
volateis (COVs) produzidos pelo fungo.

A média do comprimento das plantulas (Tabela 6) foi de 14,58 mm no controle e de
13,47 mm com o fungo, 0 que representa aproximadamente 8% de reducdo na meédia dos
comprimentos das plantulas das sementes expostas aos COVs produzidos pelo fungo.

Resultado semelhante pode ser observado no estudo de Moraes (2018) cujas médias dos
comprimentos totais foi de 25 mm para o controle e 23 mm para as plantas que foram expostas
aos COVs do fungo C. rigida pelo periodo de 3 dias, o que significa a reducao de 8% na média
dos comprimentos. O presente ensaio teve a reducdo na média dos comprimentos totais de
aproximadamente 14% com 4 dias de exposicdo das plantulas aos COVs do fungo C. rigida
com 38,42 mm na média do controle e 33,08 mm na média das plantas com o fungo.

Figura 25 - Ensaio aleloguimico dos compostos organicos volateis do fungo Coriolopsis
rigida com a germinacao de sementes de alface (Lactuca sativa): A) Controle pléantulas; B)
Plantulas x Fungo; C) Controle fungo.

Fonte: Autora
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Tabela 6 - Comprimento médio total das raizes e plantulas em milimetros (mm) do ensaio
aleloquimico dos compostos organicos volateis produzidos pelo fungo Coriolopsis rigida.

Tratamentos Raiz Plantula Raiz + Plantula
Controle 23,84 14,58 38,42
Fungo 19,61 13,47 33,08

Fonte: Autora
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6 CONCLUSAO

A partir do cultivo do fungo C. rigida isolado de Cochlospermum regium, em meio
solido de arroz, obteve-se dois extratos brutos das fracdes acetonitrila e hexano. O perfil
quimico obtido por CCDC de CLAE de ambos os extratos apresentaram a existéncia de uma
variedade de substancias a serem exploradas, sendo que os cromatogramas indicaram maior
incidéncia de compostos com carater apolar.

A comparacéo do perfil quimico por CCDC e CLAE do extrato bruto ACN, obtido da
fermentacdo fungica em meio sélido de arroz, indicou maior producdo de metabdlitos em
comparacao com o perfil quimico do extrato bruto obtido da fermentacdo fingica em meio
liquido Czapek, o que pode indicar que o meio sélido de arroz propicia melhores condigdes
para a producdo de metabdlitos secundarios pelo fungo.

Utilizando técnicas de Cromatografia em Coluna e Cromatografia em Alta Eficiéncia
duas substancias foram isoladas do extrato ACN, e tiveram sua estrutura quimica elucidada por
RMN. Os compostos foram identificados como tirosol (1) e 1-N-metil-p-fenol acetamida-2-O-
glicosideo-propan-1-ona (2).

O ensaio aleloguimico com o extrato bruto ACN indicou a inibicdo das sementes de
alface nas concentracdes testadas, destacando-se as concentragdes 2.000 e 3.000 mg/L com
maior inibicdo. O ensaio de toxicidade do extrato bruto ACN frente ao microcrustaceo Artemia
sp. apresentou-se como ndo tdxico nas concentragdes testadas.

As amostras obtidas pelo método de hidrodestilacdo e microextracdo em fase sélida
foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Das amostras
referentes ao método de hidrodestilacdo, 16 compostos foram identificados, sendo o 5-metil-2-
furanocarboxaldeido o composto majoritario e das amostras referentes ao método de
microextracdo em fase solida, o alcool feniletilico foi o0 composto majoritario do total de 5
compostos identificados.

O ensaio aleloguimico dos compostos organicos volateis produzidos pelo fungo

endofitico C. rigida teve um leve efeito inibitorio na germinacéo das sementes de alface.
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APENDICE

Figura 26 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-d6, 600 MHz) da substancia 1
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Figura 27 - Espectro de RMN de H (DMSO-d6, 600 MHz) da substancia 1 & 5-8ppm
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Figura 28 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-d6, 600 MHz) da substancia 1 & 2-4ppm
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Figura 29 - Espectro COSY da substancia 1 (DMSO-d6, 600 MHz)
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Figura 30 - Espectro HSQC da substancia 1 (DMSO-d6, 600 MHz)
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Figura 31 - Espectro HMBC da substancia 1 (DMSO-d6, 600 MHz)
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Figura 32 - Espectro de RMN de 'H (DMSO-d6, 600 MHz) da substancia 2
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Figura 33 - Espectro de RMN de ‘H (DMSO-d6, 600 MHz) da substancia 2 com supressio da agua do DMSO
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Figura 34 - Espectro COSY da substancia 2 (DMSO-d6, 600 MHz)
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Figura 35 - Espectro HSQC da substancia 2 (DMSO-d6, 600 MHz)
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Figura 36 - Espectro HMBC da substancia 2 (DMSO-d6, 600 MHz)

| &L*u@

F1 [ppm]

I
50

F2 [ppm]

83



Figura 37 - Cromatogramas das amostras F1H, F2H e F3H
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Figura 38 - Cromatogramas das amostras F1, F2 e F3
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Figura 39 - Espectro de massas do 1-(2-furanil)etanona
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Figura 40 - Espectro de massas do 5-metil-2-furanocarboxaldeido
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Figura 41 - Espectro de massas do 2-etil-5-metilpirazina
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Figura 42 - Espectro de massas do 1-(2-furanil)-1-Propanona
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Figura 43 - Espectro de massas do 2-etenil-6-metil-pirazina

Abundance Scan 261 (7.064 min): F3H.D\data.ms
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Figura 44 - Espectro de massas do 2-acetiltiazol
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Figura 45 - Espetro de massas do 2-acetil-5-metil-furano
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Figura 46 - Espectro de massas do 3,4,5-trimetil-2-Ciclopenten-1-ona
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Figura 47 - Espectro de massas do Benzenoacetaldeido
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Figura 48 - Espectro de massas do 1-(1H-pirrol-2-il)etanona
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Figura 49 - Espectro de massas do 2,6-dietilpirazina

Abundance Scan 376 (8.244 min): F1H.D\data.ms
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Figura 50 - Espectro de massas do Alcool feniletilico

Abundance Scan 440 (8.900 min): F1H.D\data.ms
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Figura 51 - Espectro de massas do 2-(2-furanilmetil)-5-metil-furano
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Figura 52 - Espectro de massas do 4-fenilpiridina
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Figura 53 - Espectro de massas do 3,5-di-terc-Butil-4-hidroxibenzaldeido

104.1

Scan 1458 (19.341 min): F3H.D\data.ms

191.1

21

0.1 OH

=
L

T
o]
3.5-di-terc-Butil-4-hidroxibenzaldeido

435.2

Ll 232 2811 3051 saro 4048

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

93

Abundance

mfz—->

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

40

60 80

Figura 54 - Espectro de massas do 1-Hexadecanol
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Figura 55 - Espectro de massas do Acetato de isopentil

Abundanca Scan 104 (4.654 min): F1.D\data.ms
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Figura 56 - Espectro de massas do Acido acético, éster 2-feniletilico
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Figura 57 - Espectro de massas do (4R,4aS,6S)-4,4a-Dimetil-6-(prop-1-en-2-il)-
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Tabela 7 - Compostos identificados e ndo identificados da amostra F1H

Amostra F1H
Area do pico Semi-

Ndmero Composto (;iF;) e>l<§.* “:5* Sl nop quantificacéo

% cromatograma % e
1 1-(2-furanil)etanona 5,143 | 902 | 909 |90,4| 665.000.000 | 4,55 | 68,28
2 NI-1 5,214 | 906 448.000.000 3,07 46,00
3 NI-2 5,293 | 911 203.747.041 1,39 20,92
4 NI-3 6,025 | 953 380.513.842 2,60 39,07
5 5-metil-2-furanocarboxaldeido 6,109 | 958 | 957 |93,0| 4.764.000.000 | 32,60 | 489,12
6 NI-4
7 NI-5 6,721 | 994 432.000.000 | 2,96 | 44,35
8 2-¢etil-5-metilpirazina 6,776 | 997 [1.001|90,2| 437.000.000 2,99 44,87
9 NI-6 6,836 | 1.000 312.517.686 | 2,14 | 32,09
10 NI-7 6,930 | 1.006 256.325.747 1,75 26,32
11 1-(2-furanil)-1-Propanona
12 2-etenil-6-metil-pirazina
13 2-acetiltiazol
14 NI-8 7,447 |1.034 186.626.384 1,28 19,16
15 NI-9
16 2-acetil-5-metil-furano
17 3,4,5-trimetil-2-Ciclopenten-1-ona
18 Benzenoacetaldeido
19 NI-10 7,652 |1.045 105.099.338 | 0,72 | 10,79
20 NI-11
21 1-(1H-pirrol-2-il)etanona
22 NI-12
23 2,6-dietilpirazina 8,246 |1.077|1.078|98,6 | 433.000.000 | 2,96 | 44,46
24 NI-13 8,348 | 1.083 125.107.571 0,86 12,84
25 NI-14 8,392 |1.085 351.000.000 | 2,40 | 36,04
26 NI-15
27 Alcool feniletilico 8,905 |1.113|1.114 90,6 | 1.160.000.000 | 7,94 | 119,10
28 NI-16
29 NI-17
30 NI-18
31 NI-19
32 NI-20
33 NI-21
34 NI-22
35 NI-23 9,768 |1.160 97.246.981 0,67 9,98
36 NI-24
g7 | 2(&furanilmetil)-5-metil-furano |, 13511 181 |1.190|93,6| 126.000.000 | 0,86 | 12,94
38 NI-25 10,354 | 1.193 218.964.667 | 150 | 22,48




NI-26
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39 10,532 | 1.202 79.638.883 0,54 8,18
40 NI-27
a1 NI-28
42 NI-29
43 NI-30
44 NI-31 11,222 | 1.242 58.365.912 | 040 | 5,99
45 NI-32 11,278 | 1.245 88.274359 | 060 | 9,06
NI-33
46 11,378 |1.251 199.285.142 | 1,36 | 20,46
NI-34
47 11,614 | 1.264 203.605.462 | 1,39 | 20,90
48 NI-35 11,823 | 1.276 179.238.244 | 123 | 1840
Pl Timol 12,077 [1.291|1.291|91,6| 974.000.000 | 6,67 | 100,00
49 NI-36
50 NI-37
51 NI-38
52 NI-39 13,631 (1.384 481.653.140 | 3,30 | 49,45
53 NI-40 13,884 | 1.399 206.987.910 | 1,42 | 21,25
54 NI-41
55 NI-42 14,502 | 1.439 54.248.378 0,37 5,57
56 4-fenilpiridina
57 NI-43 15,359 | 1.494 207.621.441 | 142 | 21,32
NI-44
58
59 NI-45 17,525 | 1.639 984.759.387 | 6,74 | 101,10
60 NI-46
61 NI-47 18,215 | 1.688 193.142.861 | 1,32 | 19,83
62 NI-48
63 NI-49
3,5-di-terc-Butil-4-
64 hidroxibenzaldeido
65 1-Hexadecanol
66 NI-50
67 NI-51
30 compostos + o padréo
interno, 6 identificados e
24 ndo identificados. As
areas dos picos
TOTAL cromatograficos dos 14.612.970.376 | 100,00 | 1.500,30

compostos identificados
somam 58,57% incluindo o

padréo interno. 41,43 %

ndo foram identificados




Tabela 8 - Compostos identificados e néo identificados da amostra F2H
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Amostra F2H
Area do pico Semi-

Ndmero Composto (;iF;) e>l<§.* “:5* Sl nop quantificacéo

% cromatograma % e
1 1-(2-furanil)etanona 5,163 | 903 | 909 |91,3| 626.000.000 | 4,45 | 55,89
2 NI-1
3 NI-2 5,238 | 908 392.238.124 | 2,79 | 35,02
4 NI-3
5 5-metil-2-furanocarboxaldeido 6,132 | 960 | 957 |92,5| 5.290.000.000 | 37,58 | 472,32
6 NI-4
7 NI-5 6,739 | 995 451.000.000 | 3,20 | 40,27
8 2-etil-5-metilpirazina 6,791 | 998 |1.001|90,2| 420.000.000 | 2,98 | 37,50
9 NI-6 6,855 |1.001 244.861.048 | 1,74 | 21,86
10 NI-7 6,938 | 1.006 239.722.877 | 1,70 | 21,40
11 1-(2-furanil)-1-Propanona
12 2-etenil-6-metil-pirazina
13 2-acetiltiazol 7,129 |1.016|1.014|89,8| 201.933.190 | 1,43 | 18,03
14 NI-8
15 NI-9
16 2-acetil-5-metil-furano
17 3,4,5-trimetil-2-Ciclopenten-1-ona | 7,464 |1.035|1.033|91,0| 112.000.000 | 0,80 10,00
18 Benzenoacetaldeido 7,617 |1.043|1.036|93,4| 63.900.000 0,45 571
19 NI-10 7,667 |1.046 155.209.676 | 1,10 | 13,86
20 NI-11
21 1-(1H-pirrol-2-il)etanona
22 NI-12
23 2,6-dietilpirazina 8,261 |1.078|1.078|98,7| 427.000.000 | 3,03 | 38,13
24 NI-13 8,363 |1.084 141.446.842 | 1,00 | 12,63
o5 NI-14
26 NI-15
27 Alcool feniletilico
28 NI-16
29 NI-17
30 NI-18
31 NI-19
32 NI-20
33 NI-21
34 NI-22
35 NI-23 9,779 |1.161 102.236.089 | 0,73 9,13
36 NI-24
g7 | Z(2-furanilmetil)-5-metil-furano | ;4446 11 181 | 1184|905 | 197.000.000 | 1,40 | 17,59

38

NI-25
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39 NI-26
NI-27
40 10,665 | 1.210 110.970.036 0,79 9,91
a1 NI-28
42 NI-29
43 NI-30
44 NI-31
45 NI-32
NI-33
46 11,389 |1.251 222.257.402 1,58 19,84
NI-34
47 11,618 | 1.264 359.535.020 2,55 32,10
48 NI-35 11,834 | 1.277 330.335.082 | 241 | 30,30
PI Timol 12,084 |1.291|1.291 | 91,6 | 1.120.000.000 | 7,96 | 100,00
49 NI-36
50 NI-37
51 NI-38
52 NI-39
53 NI-40
54 NI-41 14,404 | 1.432 155.239.183 1,10 13,86
55 NI-42 14,506 | 1.439 93.761.738 0,67 8,37
56 4-fenilpiridina
57 NI-43
NI-44
58
59 NI-45 17,531 |1.639 551.359.673 3,92 49,23
60 NI-46 18,058 | 1.677 135.909.503 0,97 12,13
61 NI-47
62 NI-48 18,491 |1.708 1.495.353.135 | 10,62 | 133,51
63 NI-49
3,5-di-terc-Butil-4-
64 hidroxibenzaldeido
65 1-Hexadecanol 20,710 /1.876(1.874(91,2| 136.000.000 0,97 12,14
66 NI-50 26,307 | 2.366 293.652.664 2,09 26,22
67 NI-51
26 compostos + o padrdo
interno, 9 identificados e 17
ndo identificados. A area
TOTAL dos picos cromatograficos |, 77 951 282 100,00 | 1.256,96

dos compostos identificam
somam 61,04% incluindo o
padrdo interno. 38,96% nao

foram identificados
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Tabela 9 - Compostos identificados e ndo identificados da amostra F3H

Amostra F3H
Area do pico Semi-
Ndmero Composto (;iF;) e>l<§.* “:5* Sl no i quantificacéo
% cromatograma % e
1 1-(2-furanil)etanona 5,151 | 903 | 909 |88,8| 1.540.000.000 | 4,23 | 156,03
2 NI-1 5,217 | 906 828.449.307 2,27 83,94
3 NI-2 5,281 | 910 462.020.478 1,27 46,81
4 NI-3
5 5-metil-2-furanocarboxaldeido | 6,145 | 960 | 957 |89,0| 7.880.000.000 | 21,62 | 798,38
6 NI-4 6,395 | 975 344.897.207 0,95 34,94
7 NI-5 6,731 | 994 1.060.000.000 | 2,91 | 107,40
8 2-etil-5-metilpirazina 6,787 | 998 |1.001|90,1| 911.000.000 2,50 92,30
9 NI-6 6,846 |1.001 615.565.188 | 1,69 | 62,37
10 NI-7
11 1-(2-furanil)-1-Propanona 6,931 |1.006|1.007|91,5| 614.000.000 1,68 62,21
12 2-etenil-6-metil-pirazina 7,066 [1.013|1.016|94,1| 114.000.000 0,31 11,55
13 2-acetiltiazol 7,122 |1.016|1.014|89,5| 267.000.000 | 0,73 | 27,05
14 NI-8
15 NI-9 7,401 |1.031 346.803.861 | 0,95 | 35,14
16 2-acetil-5-metil-furano 7,452 (1.034|1.031(92,3| 294.000.000 0,81 29,79
17 3,4,5-trimetil-2-Ciclopenten-1-
ona
18 Benzenoacetaldeido
19 NI-10 7,657 |1.045 195.122.984 0,54 19,77
20 NI-11 7,766 |1.051 671.785.947 1,84 68,06
21 1-(1H-pirrol-2-il)etanona 7,902 |1.058(1.054|92,4| 580.000.000 1,59 58,76
22 NI-12 8,145 |1.072 822.359.596 2,26 83,32
23 2,6-dietilpirazina 8,253 |1.078|1.078 94,7 | 1.230.000.000 | 3,38 | 124,62
24 NI-13 8,356 |1.083 337.642.174 0,93 34,21
25 NI-14 8,400 |1.086 628.000.000 | 1,72 | 63,63
26 NI-15 8,860 |1.111 432.277.759 1,19 43,80
27 Alcool feniletilico
28 NI-16 8,912 1.113 495.161.541 1,36 50,17
29 NI-17 9,114 |1.125 418.031.631 1,15 42,35
30 NI-18 9,213 [1.130 210.202.038 0,58 21,30
31 NI-19 9,344 |1.137 167.236.237 0,46 16,94
32 NI-20 9,418 |1.141 309.116.093 0,85 31,32
33 NI-21 9,667 |1.155 208.549.441 | 0,57 | 21,13
34 NI-22 9,724 |1.158 263.740.073 0,72 26,72
35 NI-23 9,772 |1.161 258.290.450 0,71 26,17
36 NI-24 9,903 [1.168 430.884.290 1,18 43,66
g7 | Z(furanilmetil)-5-metil-furano |14 14411 1611190 (93,8| 604.000.000 | 1,66 | 61,20
38 NI-25 10,352 [ 1.192 576.051.829 | 1,58 | 58,36




NI-26
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39 10,530 | 1.202 102.953.703 | 053 | 1955
40 NI-27 10,659 | 1.210 358.754.386 | 0,98 | 36,35
41 NI-28 10,804 | 1.218 198.231.680 | 0,54 | 20,08
42 NI-28 10,910 | 1.224 228.364.000 | 063 | 23.14
NI-30
43 11,049 | 1.232 375.950259 | 1,03 | 38,09
44 NI-31 11,223 | 1.242 183.291.995 | 050 | 1857
45 NI-32 11,278 | 1.245 132.990.770 | 036 | 13.47
46 NI-33 11,380 | 1.251 674.998.662 | 1,85 | 68,39
47 NI-34 11,609 | 1.264 1.139.061.809 | 313 | 11541
48 NI-35 11,831 | 1.277 934.700.649 | 2,56 | 94,70
Pl Timol 12,086 |1.291|1.291|90,2| 987.000.000 | 2,71 | 100,00
49 NI-36 12.719 | 1.329 467.876.025 | 1.28 | 47.40
50 NI-37 12,825 | 1.335 321.835.060 | 088 | 32,61
51 NI-38 12,894 | 1.339 239.064502 | 066 | 2422
52 NI-39 13,634 | 1.384 282.812.093 | 078 | 28.65
53 NI-40 13,895 | 1.399 315492598 | 087 | 3196
54 NI-41 14,402 | 1.432 802.121.700 | 2.20 | 8127
55 NI-42 14,500 | 1.438 388.910295 | 1,07 | 39,40
56 4-fenilpiridina 14,960 | 1.468 | 1.471|92,2| 144.000.000 | 0,40 | 14,59
57 NI-43
NI-44
58 15,864 | 1.527 736.000.000 | 2,02 | 7457
59 NI-45 17,527 | 1.639 1.245.025.603 | 3.42 | 12614
60 NI-46 18,057 | 1.677 139.838.969 | 038 | 14.17
61 NI-47 18,214 | 1.688 214.622.039 | 059 | 21.74
62 NI-48
63 NI-49 10.125 | 1.755 696.299.020 | 1,91 | 7055
3,5-di-terc-Butil-4-
64 e oxibermalderdo 10342 |1.771|1.774 909 | 75300000 | 021 | 7,63
65 1-Hexadecanol 20,709 | 1.876|1.874|93,2| 208.000.000 | 0,57 | 21,07
66 NI-50
67 NI-51 28,003 | 2.505 643.342.030 | 1.77 | 6518
58 compostos + o padréo
interno, 13 identificados e
45 ndo identificados. As
areas dos picos
TOTAL cromatograficos dos 36.443.025.971 | 100,00 | 3.692,30

compostos identificados
somam 43,39% incluindo o
padrdo interno. 57,61% néo
foram identificados
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Tabela 10 - Compostos identificados e nédo identificados da amostra F1

Amostra F1
) TR IR IR g) | Areado pico Semi-
NUmero Composto (min) | exp.* | lit* cromart]c()) . quantificacio
% g % (ng)
1 NI-1
2 Acetato de isopentil 4,662 | 875 | 869 |93,5| 208000000,00 | 3,13 56,78
3 NI-2
4 NI-3
5 NI-4 7,842 |1.055 99977522,00 | 1,50 27,29
6 Alcool feniletilico 8,952 |1.116| 1.107 | 90 |4020000000,00 | 60,41 | 1097,33
7 NI-5 9,263 [1.133 771825223,00 | 11,60 | 210,68
8 NI-6 9,343 |1.137 349711205,00 | 5,25 95,46
9 Acido acético, éster 2-feniletilico | 11,527 | 1.259 | 1.254 |94,8 | 517000000,00 | 7,77 | 141,12
10 NI-7
11 NI-8
Pl Timol 12,097 [1.292| 1.291 | 92,6 | 366344281,00 | 5,50 | 100,00
(4R,4aS,6S)-4,4a-Dimetil-6-
12 (prop-1-en-2-il)-1,2,3,4,4a,5,6,7- | 15,140 | 1.480 | 1.476 |92,3| 33800000,00 | 0,51 9,23
octahidronaftaleno
13 NI-9 15,211 | 1.484 10845705,00 | 0,16 2,96
14 a-Muuroleno 15,577 | 1.508 | 1.500 | 93,7 | 54776728,00 | 0,82 14,95
15 NI-10 18,414 |1.702 116296221,00 | 1,75 31,75
16 NI-11 19,678 | 1.796 23010035,00 | 0,35 6,28
17 NI-12 19,805 | 1.806 29031877,00 | 0,44 7,92
18 NI-13 23,223 | 2.084 54327064,00 | 0,82 14,83
13 compostos + o padrdo
interno, 5 identificados e 8
nao identificados. A area
TOTAL dos picos cromatograficos | gec /95661 00 | 100,00 | 1.816,58
dos compostos identificam
somam 78,14% incluindo o
padrdo interno. 21,86 % nao
foram identificados




Tabela 11 - Compostos identificados e nédo identificados da amostra F2
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Amostra F2
R S TR IR | IR SI | Area do pico no Semi-
(min) |exp.* | lit.** cromatograma quantificagao
% % (ng)
1 NI-1 3,694 | 821 14682481,00 0,22 4,10
2 Acetato de isopentil 4,687 | 876 | 869 |94,4| 2100000000,00 | 31,62 | 586,04
3 NI-2 4,887 | 888 603745986,00 | 9,09 168,48
4 NI-3
5 NI-4
6 Alcool feniletilico 8,963 |1.116| 1.107 |91,5| 2750000000,00 | 41,41 | 767,43
7 NI-5 9,267 |1.133 216052946,00 | 3,25 60,29
8 NI-6 9,350 |1.138 122414664,00 | 1,84 34,16
9 Acido acético, éster 2-feniletilico | 11,539 | 1.260 | 1.254 |95,5| 411000000,00 | 6,19 114,70
10 NI-7
11 NI-8
Pl Timol 12,105 |1.292| 1.291 |91,8| 358340127,00 | 5,40 100,00
(4R,4aS,6S)-4,4a-Dimetil-6-
12 (prop-1-en-2-il)-1,2,3,4,4a,5,6,7-
octahidronaftaleno
13 NI-9
14 a-Muuroleno
15 NI-10 18,416 | 1.702 64751385,00 0,98 18,07
16 NI-11
17 NI-12
18 NI-13
8 compostos + 0 padrdo
interno, 3 identificados e 5
ndo identificados. A éarea dos
TOTAL picos cromatograficos dos | g6 14q67589 0 | 100,00 | 1.853,26

compostos identificam
somam 84,62% incluindo o
padrdo interno. 15,38% néo
foram identificados
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Tabela 12 - Compostos identificados e ndo identificados da amostra F3

Amostra F3
. TR IR IR | SI | Areado pico no Semi-
MIET e (min) |exp.* | lit.** cromatograma Quantificagdo
% % (ng)
1 NI-1
2 Acetato de isopentil 4,678 | 876 | 869 |93,5|1490000000,00 | 19,93 | 420,34
3 NI-2 4,899 | 888 824191973,00 | 11,03 | 232,51
4 NI-3 6,573 | 985 78388239,00 1,05 22,11
5 NI-4 7,843 | 1.055 212406312,00 | 2,84 59,92
6 Alcool feniletilico 8,957 |1.116|1.107 | 91,9 | 3100000000,00 | 41,47 | 874,53
7 NI-5 9,262 |1.133 361028163,00 | 4,83 | 101,85
8 NI-6 9,349 |1.137 293999362,00 | 3,93 82,94
9 Acido acético, éster 2-feniletilico | 11,530 | 1.260 | 1.254 | 95,9 | 526000000,00 | 7,04 | 148,39
10 NI-7 11,689 | 1.268 79115503,00 1,06 22,32
11 NI-8 11,779 | 1.274 51360642,00 0,69 14,49
Pl Timol 12,100 [ 1.292 | 1.291 | 91,9 | 354474262,00 | 4,74 | 100,00
(4R,4aS,6S)-4,4a-Dimetil-6-
12 (prop-1-en-2-il)-1,2,3,4,4a,5,6,7- | 15,141 | 1.480 | 1.476 | 87,4 | 12500000,00 0,17 3,53
octahidronaftaleno
13 NI-9
14 a-Muuroleno
15 NI-10 18,416 | 1.702 91965511,00 1,23 25,94
16 NI-11
17 NI-12
18 NI-13
12 compostos + o0 padréo
interno, 4 identificados e 8
ndo identificados. A &rea
TOTAL ggssf;iﬁ’;ocsr&?f‘égﬁtrf‘f‘:'ccao; 7475429967,00 | 100,00 | 2.108,88
somam 73,35% incluindo o
padrdo interno. 26,65% nao
foram identificados




