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RESUMO 
 

CARABALLO RODRÍGUEZ, A. M. Acesso a produtos naturais mediante a estratégia de 
cultivos mistos de endofíticos: o fungo Colletotrichum boninense FLe 8.1 e a 
actinobactéria Streptomyces albospinus RLe 7. 2013. 167 f. Dissertação. Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2013. 
 
Na literatura encontram-se referências de estudos envolvendo micro-organismos 
endofíticos, e mais recentemente estudos que avaliam a interação entre micro-organismos o 
que resulta na modificação, no tipo ou quantidade dos compostos que são produzidos.  
Neste trabalho foram realizados cultivos simples e mistos do fungo Colletotrichum boninense 
FLe 8.1 e da actinobacteria Streptomyces albospinus RLe 7, endófiticos isolados de 
Lychnophora ericoides que pertencem à coleção do Laboratório de Química de Micro-
organismos (LQMo) da FCFRP-USP, com o objetivo de aumentar suas capacidades de 
produção de novos compostos com atividade biológica. O cultivo misto, ou co-cultivo, é uma 
estratégia que tem sido usada para o acesso aos produtos naturais de origem microbiana. 
Existem poucos relatos de compostos com atividade biológica isolados a partir de S. 
albospinus e não há relatos de metabólitos secundários obtidos a partir de C. boninense. 
Nenhum desses micro-organismos tem sido descrito como endofítico na literatura e não 
existem relatos sobre co-cultivos envolvendo qualquer um deles na busca de compostos 
bioativos. Juntando as informações geradas através das diferentes técnicas de detecção 
utilizadas, como TLC, HPLC-DAD, GC-MS, ESI-MS, RMN e depois da análise 
correspondente, foi possível identificar e atribuir as estruturas de algumas substâncias 
conhecidas de origem microbiana como a mevalonolactona, o tirosol, a fisostigmina, a 
desferrioxamina E. ESI-MS foi utilizada para análises dos extratos brutos originados dos 
cultivos em meio arroz parbolizado permitindo visualizar compostos produzidos em baixas 
quantidades pelos micro-organismos na cultura simples quanto na co-cultura. Além disso, 
foram obtidos os perfis metabólicos desses micro-organismos a partir de cultivos em placa 
de Petri, possibilitando a detecção dos metabólitos em regiões específicas da interação 
microbiana, o que conduziu à identificação da fisostigmina e o seu análogo N-etilcarbamato 
produzidos pela actinobactéria, na interação com o fungo. Análises posteriores de MS 
sequencial permitiram obter perfis de fragmentação, os quais, juntamente com os dados dos 
íons detectados nos extratos, foram comparados com a informação disponível em bases de 
dados como DNP, METLIN e MassBank. Tais informações geradas a partir dessas análises 
permitiram sugerir possíveis compostos envolvidos na interação dos micro-organismos 
endofíticos mencionados. Foi sugerido que a fisostigmina, substância produzida pela 
actinobactéria S. albospinus RLe 7 e isolada nesse trabalho, poderia ter algum papel na 
inibição do crescimento do fungo C. boninense FLe 8.1 já que a inibição só foi observada 
quando cultivados ambos os micro-organismos na mesma placa de Petri. Porém, bioensaios 
com fisostigmina pura demonstraram que essa substância não possui atividade antifúngica 
per se, mas é possível que exista uma sinergia com outras substancias produzidas pela 
actinobactéria. Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram a importância do 
uso de técnicas de detecção muito sensíveis, como a ESI-MS, na identificação de 
substâncias envolvidas na troca metabólica e permitiram gerar informações que serão 
utilizadas em estudos futuros utilizando esses micro-organismos endofíticos. 

Palavras-chave: Micro-organismos endófiticos, produtos naturais, Streptomyces albospinus, 
Colletotrichum boninense, co-cultivo, fisostigmina. 
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ABSTRACT 

 
CARABALLO RODRÍGUEZ, A. M. Access to natural products by using the co-culture 
strategy of endophytic microorganisms: fungus Colletotrichum boninense FLe 8.1 and 
actinobacteria Streptomyces albospinus RLe 7. 2013. 167 f. Dissertation. Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 
2013. 
 
There are several studies involving endophytic microorganisms, and more recently some 
studies evaluate microbial interaction resulting in metabolic profiles modifications. In this 
study, simple and mixed cultures of the fungus Colletotrichum boninense FLe 8.1 and the 
actinobacteria Streptomyces albospinus RLe 7 were carried out. These endophytic 
microorganisms, isolated from Lychnophora ericoides, belong to the collection of the 
Laboratory of Microbial Chemistry (LQMo) of the FCFRP-USP. The main goal of this work 
was to increase the bioactive compounds production capacities. Co-culture, or mixed culture, 
is a recent strategy for accessing microbial natural products. There are few reports of 
bioactive metabolites from S. albospinus RLe 7 and there are no one about secondary 
metabolites obtained from C. boninense FLe 8.1. Neither the actinobacteria nor the fungus 
have been described as endophytic microorganisms and there are no co-culture studies 
involving these microorganisms in order to obtain natural products. Joining and analyzing all 
together the generated information from several detection techniques, such as TLC, HPLC-
DAD, GC-MS, ESI-MS, NMR, it was possible to identify and attribute the chemical structures 
of some known natural, such as mevalonolactone, tyrosol, physostigmine and deferrioxamine 
E. ESI-MS was used for extracts analysis from cultures in parboiled rice medium, allowing 
visualization of compounds produced in very low yields. Besides that, it was possible to 
obtain metabolic profiles from cultures in Petri dishes, leading to the detection of metabolites 
in specific regions of the microbial interaction. Physostigmine and its N-ethylcarbamate 
analogue were identified as actinobacteria metabolites in the interaction against the fungus. 
Posterior analysis by MS/MS allowed to obtain fragmentation profiles, which together with 
the ions detected from the extracts analysis, were compared by searching in databases, 
such as DNP, METLIN and MassBank. Such information allowed to suggest possible 
candidates for the compounds involved in the microbial metabolic exchange. It was 
hypothesized that physostigmine, isolated from the actinobacteria in this work, had a role in 
the fungal growth inhibition observed when both microorganisms were co-cultured. However, 
this substance did not show considerable antifungal activity when tested against C. 
boninense FLe 8.1, but it is possible that other compounds produced by this actinobacteria 
are acting in a synergistic way. The results showed here demonstrated the importance of 
very sensitive techniques, as ESI-MS, in the identification of molecules involved in the 
microbial metabolic exchange and will help in the generation of information for future studies 
involving those endophytic microorganisms. 

Keywords: Endophytic microorganisms, natural products, Streptomyces albospinus, 
Colletotrichum boninense, co-culture, physostigmine. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Importância dos produtos naturais na busca de substâncias com 
atividade biológica 
 

Os produtos naturais continuam sendo importantes na descoberta de novas 

substâncias bioativas a fim de desenvolver fármacos com indicações para um 

grande número de doenças.1 Os antibióticos, por exemplo, têm sido usados 

amplamente para o tratamento de doenças infecciosas. Entretanto, a exposição 

contínua dos micro-organismos presentes no ambiente a antibióticos usados pelo 

homem é a causa mais provável da resistência a esse tipo de substâncias, mais do 

que a resistência adquirida intra-hospitalarmente.2, 3  Apesar  da maioria dos 

antibióticos utilizados clinicamente na atualidade serem naturalmente produzidos por 

micro-organismos, muitas dessas substâncias promovem diferentes respostas 

quando utilizados em concentrações subinibitórias. Como consequência, a função 

dessas moléculas no ambiente real como mecanismo de comunicação microbiana, 

precisa ser estudada.4  

Por essa razão, um dos aspectos da fisiologia microbiana que merece maior 

consideração é o que tem sido denominado como “Parvoma”, ou compostos 

bioativos de baixo peso molecular produzidos pelos micro-organismos.2, 5, 6 É 

possível que todas as células vivas apresentem respostas específicas a pequenas 

moléculas, e que por exemplo, uma substância capaz de produzir antibiose em altas 

concentrações, produza efeitos contrários em baixas concentrações. Por esta razão, 

nem todos os metabólitos secundários produzidos por micro-organismos deveriam 

ser classificados como antibióticos indiscriminadamente, já que essa representa só 

uma descrição parcial das múltiplas atividades biológicas que uma molécula poderia 

ter no ambiente real.7  

Atualmente, o estudo de micro-organismos, devido ao potencial na produção 

de metabólitos com atividade biológica, tornou-se uma grande área de interesse. 

Desde a descoberta da penicilina a partir de Penicillium notatum, em 1928 por 

Alexander Fleming, compreendeu-se o significado dos fungos como fontes de novos 

compostos.8  Mundialmente tem sido mencionado que se conhece apenas 7% dos 

1,5 milhões de espécies de fungos que estimam-se presentes na Terra,9 podendo-se 

postular que apenas uma mínima porcentagem de metabólitos com importância 
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farmacológica de origem fúngica tem sido descoberta. Esses micro-organismos 

produzem uma coleção de metabólitos de várias classes químicas, tais como 

terpenoides, esteroides, xantonas, quinonas, fenóis, isocumarinas, benzopiranonas, 

tetralonas, citocalasinas e eniatinas,10 porém acredita-se que a maioria dos genes 

envolvidos na biossíntese desses produtos naturais podem ter sido silenciados, 

tornando-se crítico encontrar diferentes estratégias para expressá-los. Assim, a fim 

de acessar esse reservatório de metabólitos inexplorados, é necessário induzir sua 

biossíntese.11 

 

1.2. Micro-organismos endofíticos 
 

O termo “endofítico” tem sido discutido por vários autores, basicamente se 

referindo àqueles micro-organismos, fungos ou bactérias, que colonizam tecidos 

vegetais, mas que não produzem efeitos patogênicos no hospedeiro.12, 13 Os micro-

organismos endofíticos possuem um grande potencial já que a interação com a 

planta hospedeira resulta na produção de novas moléculas.10 Na Terra existem 

quase 300.000 espécies de plantas, e cada uma contém um ou mais micro-

organismos endofíticos,14, 15 razão pela qual a possibilidade de que a interação entre 

os micro-organismos conduza à produção de novas moléculas bioativas é grande. 

Micro-organismos endofíticos e plantas hospedeiras têm uma relação tanto 

mutualística como antagonística.16 Há relatos mencionando tolerância das plantas 

ao calor e a sais provavelmente devido à presença dos endofíticos,17 assim como 

tem sido proposto que os endofíticos decompõem alguns metabólitos vegetais a fim 

de obter nutrientes e energia,16 mostrando dessa maneira o beneficio dos dois 

organismos. Sob o ponto de vista antagônico, as plantas têm mecanismos para 

evitar o crescimento descontrolado dos endofíticos, produzindo uma variedade de 

metabólitos tóxicos, assim como os fungos sobrevivem contrapondo esses 

mecanismos de defensa da planta.10, 16 É essa continua interação endófito-planta a 

que faz interessantes este tipo de micro-organismos sob a ótica dos produtos 

naturais. Curiosamente, apesar do primeiro micro-organismo endofítico ter sido 

reportado em 1904, eles não receberam muita atenção até há pouco tempo.8 

Inúmeros estudos avaliando atividade antioxidante,18 antimicrobiana, 19-24 

inseticida,25 antifúngica, 26-28 antimalárica, 20, 29 antileishmania, 30 antiviral, 31 e 

anticancerígena32 de vários micro-organismos endofíticos tem sido publicados, 
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sendo a maioria deles fungos. Há estudos reportando avaliação biológica dos 

extratos obtidos,33 assim como outros estudos resultaram em isolamento e 

identificação de novos compostos bioativos.34-41 

Tem sido publicadas várias revisões ressaltando a importância dos fungos 

endofíticos na busca de produtos naturais.8, 10, 13, 16, 32, 42-44 Aly et al.8 fizeram uma 

revisão exaustiva de relatos de metabólitos obtidos a partir de fungos endofíticos 

avaliando-os como futuros fármacos. Os autores encontraram um número crescente 

de publicações e no período de 2 anos, compreendido entre 2008-2009, a pesquisa 

nessa área levou à descoberta de mais de 100 novos produtos naturais, enquanto o 

mesmo número de novos compostos foi reportado no período de 8 anos 

compreendido entre 2000-2007.  Alguns autores tem sugerido que os fungos 

endofíticos podem ser fontes promissoras de compostos anticancerígenos45 e 

antifúngicos,46 e mais recentemente outros autores tem concluído que os compostos 

antimicrobianos são os principais produtos esperados de fungos endofíticos ,47 e em 

muitos casos esses compostos estão implicados na proteção da planta frente a 

micro-organismos fitopatogênicos.13  

Um fator que justifica a pesquisa nesse grupo de micro-organismos, além de 

encontrar novas estruturas, é o uso como fontes de compostos bioativos cuja 

obtenção por síntese é difícil, e obtenção de compostos produzidos pelos vegetais 

hospedeiros. Por exemplo, a camptotecina (1) foi obtida a partir de um dos fungos 

da família Phycomycetes como endofítico de Nothapodytes foetida,48 assim como a 

partir de Fusarium solani, fungo endofítico de Camptotheca acuminata.49 O exemplo 

clássico da literatura é o do paclitaxel (2), composto anticancerígeno produzido no 

córtex de Taxus brevifolia. Este composto foi produzido por um dos endófitos desta 

planta, Taxomyces andreanae.50 Recentemente tem sido publicados outros 

exemplos, como o do pro-fármaco desoxipodofilotoxina (3) produzido pelo fungo 

endofítico Aspergillus fumigatus Fresenius,51 a podofilotoxina (4) produzida pelo 

fungo endofítico Phialocephala fortunii, presente em Podophyllum peltatum L.,52 e a 

piperina (5) produzida pelo fungo Pericornia sp. endofítico de Piper longum L.53 
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Figura 1. Alguns exemplos representativos de substâncias com atividade anticancerígena obtidos a 
partir de fungos endofíticos. 

 

Rukachaisirikul e colaboradores54 reportaram o isolamento de vinte sete 

metabólitos a partir de duas linhagens de Botryosphaeria rhodina, fungo endofítico 

das folhas de Garcinia mangostana. Dentre os metabólitos mencionados, cinco 

novos compostos foram isolados da linhagem PSU-M35: botriosfaerilactonas A (6), B 

(7), C (8), botriosfaeridiona (9), botriosfaerihidrofurano (10), enquanto a partir da 

linhagem PSU-M114 foram isolados dois novos metabólitos: botriosfaerinona (11) e 

botriosfaeriodiplodina (12). Este exemplo demonstra a diversidade química dos 

metabólitos secundários, mesmo em linhagens da mesma espécie de micro-

organismos. 

Na busca de produtos naturais com atividade antimalárica, Cao e Clardy55 

reportaram o isolamento de duas novas naftoquinonas, delitzchianonas A (13) e B 

(14) a partir de Delitzchia winteri, e uma nova δ-lactona, 8-acetoxi pestalopirona (15) 

a partir do fungo endofítico Phomatospora bellaminuta. Nenhuma das novas 

substâncias mencionadas por esses autores apresentou atividade antimalárica 

considerável.  
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Figura 2. Alguns exemplos de novos metabólitos secundários obtidos a partir de fungos endofíticos 

 

Os fungos endofíticos parecem ser mais inovadores do que fungos isolados 

de solo. Um estudo mostrou que de 135 metabólitos isolados, a proporção de novas 

estruturas produzidas por endofíticos foi consideravelmente elevada (51%) quando 

comparada com a produzida por fungos de solo (38%).10 Outro estudo incluindo 150 

fungos endofíticos mostrou que certos gêneros tais como Alternaria, Chaetomium, 

Colletotrichum, Curvularia, Nigrospora e Xylaria produzem um grande número de 

compostos bioativos, entre eles fomopsólidos, caetoglobosinas, prosalanapironas e 

solanapironas.42 Baseado nos resultados de pesquisa em produção metabólica de 

Guignardia sp., Phomopsis sp. e Pestalotiopsis guepinii, todos fungos endofíticos 

isolados de Spondias mombin (Anacardiaceae), Rodrigues e colaboradores 19 

sugeriram a necessidade de aumentar a pesquisa sobre a microbiota brasileira 

devido à alta biodiversidade extensivamente reportada. 

Como mencionado para os fungos, as actinobactérias que residem nos 

tecidos de plantas vivas sem causar dano a elas são denominadas também de 

endofíticas.56 Elas estão amplamente presentes como endofíticas e adquiriram 
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grande importância como fontes de compostos bioativos inovadores. 57, 58 Qin e 

colaboradores57 fizeram uma extensa revisão sobre micro-organismos promissores, 

actinobactérias endofíticas, mostrando o gênero Streptomyces como o mais 

importante produtor de substâncias bioativas de interesse farmacológico. 

Actinobactérias do gênero Streptomyces têm sido reconhecidas como excelentes 

produtoras de metabólitos bioativos por outros autores59, 60 e recentemente foi 

revalidada a sua capacidade de produção de novas substâncias com a descoberta 

de genes de policetídeo sintase envolvidos na biossíntese de policetídeos 

aromáticos,61 e estudos dos fatores de regulação da produção de antibióticos.62  

Alguns exemplos de metabólitos secundários obtidos a partir de 

actinobactérias endofíticas incluem as celastramicinas A (16) e B (17),63 7’-

desmetilnovobiocina (18) e 5’’-desmetilnovobiocina (19),64 substâncias com atividade 

antibiótica, o ácido pterídico (20),65 regulador de crescimento vegetal, as 

cedarmicinas A (21) e B (22)66 e o 6-prenilindol (23),67 substâncias com atividade 

antifúngica, a fistupirona (24),68 a qual a pesar de não apresentar atividade 

antifúngica in vitro, inibe a infecção do repolho chinês causada por Alternaria 

brassicicola ao suprimir a germinação dos esporos desse fungo, a anicemicina 

(25),69 substância com atividade citotóxica, e a cletramicina (26), substância inibidora 

do crescimento do tubo polínico e que também possui atividade antifúngica, todas 

elas obtidas do gênero Streptomyces. 

De fato, as actinobactérias têm sido importantes na procura de novos 

fármacos, como ressaltado por Raja e Prabakarana.58 Esses autores também 

enfatizaram o papel do gênero Streptomyces na produção dos antibióticos e 

quimioterápicos atualmente comercializados. Eles mencionaram que 45% dos 

metabólitos microbianos bioativos conhecidos, em torno de 10.000 compostos, 

foram isolados de actinobactérias, sendo 34% do gênero Streptomyces e 11% de 

outras actinobactérias pouco conhecidas. Isso mostra claramente o grande potencial 

da pesquisa em produtos naturais provenientes de actinobactérias. 
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1.3. Co-cultivo microbiano 
 

A falta de estímulo da interação planta-endofítico no meio de cultivo pode 

explicar a atenuação na produção de metabólitos secundários pelos micro-

organismos isolados a partir de tecido vegetal cultivados exaustiva e 

sucessivamente.70 Foi devido a essa necessidade de estimular a produção de 

metabólitos pela interação entre micro-organismos que a co-cultura, ou cultura 

mista, surgiu como uma interessante estratégia para induzir a resposta química de 

micro-organismos interagindo em um mesmo ambiente. A co-cultura refere-se ao 

cultivo de diferentes micro-organismos no mesmo meio de cultura induzindo a 

competição, simulando condições naturais como acontece no interior da planta, 

resultando na produção de compostos bioativos.17, 71-74 

A co-cultura tornou-se uma estratégia bem-sucedida a fim de induzir a 

produção de compostos de interesse e emergiu devido à falta de conhecimento 

sobre as complexas redes de interações bióticas.75 Cueto e colaboradores,71 

utilizaram a estratégia da co-cultura entre uma linhagem de deuteromiceto e uma 

bactéria marinha, o que levou à obtenção de uma nova benzofenona, a pestalona 

(27), a qual apresentou elevada atividade antibiótica frente a bactérias resistentes. A 

pestalona não foi produzida na cultura simples suportando o uso dessa estratégia na 

busca de novos produtos naturais. Penttinen e colaboradores76 obtiveram resultados 

que sugeriram a interação entre a actinobactéria gram-positiva Streptomyces 

californicus e o fungo Stachybotrys chartarum como a razão do estímulo na 

produção de compostos citostáticos, os quais não foram identificados nesse estudo. 

Esses resultados demonstraram a importância da competição microbiana na 

produção de compostos bioativos, ressaltando a utilidade dos ensaios de indução 

inter-espécie e inter-gênero.  

Um exemplo recente de co-cultura entre actinobactéria e fungo foi 

desenvolvido por Zuck e colaboradores77 cultivando Aspergillus fumigatus frente a 

vários micro-organismos. A interação mais significativa foi observada frente à 

actinobactéria Streptomyces peucetius, resultando em dois novos compostos, 

fumiformamida (28) e N,N´-((1Z,3Z)-1,4-bis(4-metoxifenil)buta-1,3-dien-2,3-di-il)di-

formamida (29), três compostos já conhecidos, e aumento na produção de três 

compostos previamente isolados do fungo em cultura simples. Schroeckh e 

colaboradores78 utilizaram a estratégia de co-cultura de Aspergillus nidulans frente a 
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cada uma das 58 actinobactérias de uma coleção, identificando que a actinobactéria 

Streptomyces hygroscopicus foi capaz de ativar a expressão de um cluster de genes 

silenciados do fungo levando à produção de ácido orselínico (30), ácido lecanórico 

(31), e os inibidores de catepsina K, F-9775A (32) e F-9775B (33). Na revisão de 

Brakhage e colaboradores,11 foram mencionadas algumas das estratégias para 

ativar genes silenciados em fungos filamentosos, ressaltando a importância da 

comunicação inter-espécie conduzindo à produção de substâncias bioativas. 
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Figura 4. Algumas estruturas químicas de compostos de origem microbiana isolados em estudos utilizando a estratégia de co-cultura.  



Introdução  |  12 

 

Como foi mencionado, a co-cultura não somente resulta na produção de 

compostos não obtidos nas culturas simples de micro-organismos, mas também 

permite o aumento das quantidades de metabólitos produzidos em cultura 

simples. Slattery e colaboradores79 observaram que de cinquenta e três linhagens 

de bactérias, cada uma delas co-cultivada com Streptomyces tenjimariensis, 

somente doze induziram a produção dos antibióticos istamicina A (34) e B (35) 

em quase o dobro do nível produzido em mono-cultura. Esses autores também 

mencionaram a influência de outros fatores na produção dos compostos tais 

como acessibilidade aos nutrientes, afinidade taxonômica, assim como 

requerimentos fisiológicos.  

Meyer e Stahl80 utilizaram a co-cultura a fim de aumentar os níveis de 

Proteína Antifúngica (AFP) produzida por Aspergillus giganteus quando cultivado em 

presença de Fusarium oxysporium. Estes autores demonstraram que a produção de 

AFP foi dependente do contato célula-célula entre células vivas do fungo, assim 

como também da composição do meio. Outro estudo ressaltando a importância da 

interação entre células vivas dos micro-organismos em co-cultura foi publicado por 

Onaka e colaboradores,81 demonstrando que bactérias produtoras de ácido micólico 

induziram a produção de um novo antibiótico, alchivemicina A (36) produzida por 

Streptomyces endus. Os autores concluíram que foi necessária a adição de 

bactérias vivas produtoras de ácido micólico para observar mudanças no perfil 

metabólico de várias linhagens de Streptomyces, já que experimentos separados 

onde só foram adicionadas bactérias mortas ou somente ácido micólico não tiveram 

influência sobre tais perfis. 

Degenkolb e colaboradores,82 reportaram a obtenção de lipoaminopeptídeos 

utilizando a co-cultura entre o fungo endofítico Acremonium sp e o fungo Mycogone 

rósea, enfatizando assim o uso do co-cultivo a fim de conseguir uma maior 

diversificação de estruturas microbianas.  

Oh e colaboradores,83 demonstraram a indução de biossíntese em resposta à 

interação microbiana em co-cultivo. A obtenção das libertelonas A-D (37-40), novos 

diterpenoides, foi obtida mediante o co-cultivo do fungo marinho Libertella sp. e uma 

α-proteobactéria. Esses micro-organismos não produziram nenhum dos compostos 

mencionados quando cultivados isoladamente, e sim, quando uma pequena 

quantidade de cultivo bacteriano foi transferida ao meio contendo o fungo. Nenhum 

desses compostos apresentou atividade antibiótica, porém a libertelona D 
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apresentou atividade citotóxica quando testada frente a uma linhagem de células de 

carcinoma de colón humano.  

Zhu e colaboradores,84 obtiveram a marinamida (41) e o seu metil éster (42), 

análogos de 1-isoquinolina, empregando o co-cultivo entre dois fungos endofíticos. 

Esses compostos apresentaram atividade antibacteriana significativa contra 

Escherichia coli, Pseudomonas pyocyanea and Staphylococcus aureus. Nenhum 

desses compostos foi produzido quando cultivado isoladamente.  

Angell e colaboradores, 85 estudaram comunidades microbianas marinhas 

como fonte de substâncias com atividade antibiótica e antifúngica. Eles observaram 

a produção de um metabólito azul, piocianina (43), em presença de Pseudomonas 

aeruginosa. Os autores sugeriram que P. aeruginosa agia sinergicamente com as 

bactérias selecionadas naquele estudo. Finalmente, eles concluíram que as 

interações bacterianas têm um forte impacto na produção de metabólitos 

secundários, e também ressaltaram a importância de pesquisar a atividade biológica 

dos extratos orgânicos de populações microbianas mistas. 

Posteriormente, Oh e colaboradores73 reportaram mais outro estudo de 

indução envolvendo o fungo marinho Emericella sp. e a actinobactéria Salinispora 

arenicola, na produção de metabólitos levando ao isolamento de dois novos 

depsipeptídeos cíclicos com atividade antimicrobiana, emericelamidas A (44) e B 

(45). Enquanto esses compostos foram produzidos em baixa quantidade pelo fungo 

quando cultivado isoladamente, a co-cultura levou ao aumento de quase 100 vezes 

a quantidade produzida na cultura simples.  

Park e colaboradores86 aplicaram a estratégia da co-cultura em micro-

organismos obtidos a partir de minas abandonadas, conseguindo a obtenção de um 

novo composto. A competição entre Aspergillus fumigatus e a bactéria 

Sphingomonas sp. levou à obtenção de glionitrina A (46), uma nova dicetopiperazina 

apresentando atividade antibiótica e citotóxica. Os autores desse estudo 

contemplaram quatro possíveis hipóteses para explicar a obtenção do composto: o 

fungo poderia ter produzido um precursor que seria posteriormente biotransformado 

enzimaticamente pela bactéria, alteração da expressão gênica do fungo por algum 

tipo de estímulo bacteriano, indução da produção por fatores externos, ou indução 

pela interação competitiva em longo prazo entre o fungo e a bactéria. Esta última 

hipótese foi aceita pelos autores em função dos resultados dos experimentos 
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desenvolvidos, nos quais nenhuma das outras hipóteses avaliadas conduziu à 

produção de gliotrinina A pelo fungo. 

 

1.4. Outros fatores que influenciam a produção de metabólitos 
secundários 

 

Vale a pena ressaltar que a composição do meio de cultura também 

influencia a produção metabólica dos micro-organismos. Mínimas alterações nas 

condições de cultivo podem resultar em mudanças do perfil metabólico dos micro-

organismos. Por exemplo, altas concentrações de sacarose e glicose, junto com 

extratos de malte ou de levedura, e adição de minerais e elementos traço, 

usualmente resultam em metabólitos altamente variados e em altos 

rendimentos.87 Adicionalmente, a produção de alguns metabólitos secundários de 

origem fúngica é influenciada por fatores ambientais tais como as fontes de 

nitrogênio e de carbono, temperatura, luz e pH. 8 Assim a partir de uma simples 

linhagem pode ser obtida uma grande variedade de compostos, de acordo com a 

estratégia OSMAC (one strain, many compounds). 88 Essa estratégia foi utilizada 

com sucesso por Bode e colaboradores envolvendo fungos e actinobactérias 

levando à obtenção de mais de 100 compostos apresentando mais de 25 tipos 

diferentes de estruturas utilizando apenas seis linhagens de micro-organismos.88 

As manumicinas, obtidas a partir de Streptomyces parvulus,89 e vários novos 

espirobisnaftalenos obtidos a partir do fungo Sphaeropsidales sp.,90 são alguns 

dos exemplos dos resultados que podem-se conseguir modificando os 

parâmetros de cultivo. 

Miao e colaboradores, 91 também concluíram que os parâmetros de cultivo 

para o crescimento fúngico (temperatura, pH, salinidade e composição do meio de 

cultivo) assim como o cultivo em competição frente a bactérias, tiveram efeitos 

consideráveis sobre o crescimento miceliar e a atividade biológica a Arthrinium c.f. 

saccarichola. Esse fungo produziu mais compostos quando cultivado em condições 

de estresse.  
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1.5. Espectrometria de massas na detecção de produtos naturais 
microbianos 

 

Nielsen e Smedsgaard92 apresentaram os dados correspondentes à 

desreplicação e detecção de 474 micotoxinas e metabólitos fúngicos mediante uma 

metodologia que envolve LC-UV-MS aplicando o método modificado de extração em 

micro-escala publicado por Smedsgaard93, o qual foi desenhado para ser utilizado 

em meios ricos que permitam altos rendimentos de metabólitos secundários e 

mínima interferência nas análises. Além dos dados para os metabólitos incluídos, o 

estudo apresenta os dados correspondentes aos adutos comumente observados 

nas análises por ESI-MS. 

Mais recentemente, Nielsen e colaboradores94 apresentaram um estudo 

detalhado de fragmentação e formação de adutos por ESI-MS de 719 compostos 

incluídos na base de dados própria, a qual foi construída através dos anos de 

pesquisa do grupo. Os autores avaliaram o impacto da exatidão da massa e do 

padrão isotópico a fim de diferenciar composições elementares de 33.136 

compostos válidos incluídos em AntiBase 2008. Os autores demonstraram que ESI-

MS no modo positivo de detecção foi o método mais versátil para detectar 93% dos 

compostos avaliados. A atribuição, apenas utilizando o padrão de formação de 

adutos, foi possível e sem ambiguidade, para 56% dos compostos detectados por 

ESI-MS no modo positivo, e 37% no modo negativo. Desta maneira se ressalta o 

uso da MS a fim de desreplicar misturas de metabólitos secundários de origem 

microbiana. 

 A utilização de técnicas de imageamento por espectrometria de massas com 

ionização-desorção de matriz assistida por laser (MALDI-IMS)95, 96 permitiu a 

descoberta de duas substâncias peptídicas a partir de co-culturas de colônias 

bacterianas,97 demonstrando também a complexidade química da troca metabólica 

na co-cultura entre Bacillus subtilis e Streptomyces coelicolor.98 MALDI-IMS também 

pode ser utilizada para gerar hipóteses com relação à função dos metabólitos 

detectados nas interações microbianas,97 assim como permitir a observação da 

produção de compostos em resposta à competição simulada em cultivos em meio 

líquido.99 

Finalmente, vale a pena ressaltar a importância das bases de dados na 

estratégia de desreplicação. METLIN,100 base de dados de metabólitos, permite 
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realizar buscas utilizando informação gerada a partir de MS.100 Essa base de dados 

foi desenvolvida a fim de facilitar a identificação de metabólitos através de análises 

de massas. METLIN é uma base de dados pública, de acesso livre, que fornece as 

seguintes informações geradas a partir de diferentes fontes biológicas: dados físicos 

e estruturais de metabólitos endógenos conhecidos, fármacos e metabólitos de 

fármacos; dados de FT-MS de amostras de referência; dados de MS sequencial de 

referência de metabólitos conhecidos e derivados; perfis de LC-MS de metabólitos 

humanos e de alguns organismos modelo.  

MassBank101 é outra base de dados pública, de acesso gratuito, de pequenas 

moléculas (<3000 Da) criada a fim de auxiliar as pesquisas nas ciências da vida. Os 

dados são compostos por espectros de massa de metabólitos primários, flavonoides, 

giberelinas, saponinas, carotenoides, fosfolípideos e oligosacarídeos. Assim 

MassBank contem aproximadamente 9276 dados de ESI-MSn de 1889 compostos 

químicos. Também há disponíveis dados de EI-MS para compostos voláteis tais 

como terpenoides, alcoóis alquílicos, aldeídos e ácidos carboxílicos. MassBank é 

uma base de dados analisados sobe condições experimentais não padronizadas, na 

qual os contribuidores fornecem as informações desde seus próprios servidores, e 

que desenvolve e fornece ferramentas para manipular os dados. Assim, para facilitar 

a identificação, os dados de ESI-MS2 foram agrupados por composto fornecendo 

informação de um mesmo composto em diferentes condições experimentais.  

 

1.6. Colletotrichum boninense e Streptomyces albospinus 
 

O fungo Colletotrichum boninense não tem sido estudado sob o ponto de vista da 

produção de metabólitos secundários. Esse fungo foi identificado como um dos 

agentes responsáveis de antracnose em abacate,102 limão, tomate, manga,103 

também em amêndoa e morango,104 assim como em pimenta.105 Anteriormente, C. 

boninense foi classificado erroneamente como C. gloeosporioides devido à 

similaridade morfológica entre as espécies.106, 107 Posteriormente, foi realizada uma 

caracterização molecular e morfológica mais rigorosa, levando a propor C. 

boninense como uma nova espécie em 2003, habitando uma ampla faixa de plantas 

tais como Crinum, Clivia e Cymbidium, e com uma distribuição que alcançava o 

litoral pacífico do Japão.108 Recentemente foi descrito que C. boninense representa 
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um complexo de espécies.109 C. boninense também tem sido isolado, junto com C. 

gloeosporioides, como endofítico a partir de folias de Maytenus ilicifolia,110 assim 

como em plantas de café de Colômbia, Hawai, México e Porto Rico.111 Alguns 

metabólitos tem sido reportados para o gênero Colletotrichum, como o ácido 

coletótrico (47) isolado de C. gloeosporioides, 112 os três novos compostos: ácido 6-

isoprenilindol-3-carboxilico (48), 3b,5a-diidroxi-6b-acetoxi-ergosta-7,22-dieno (49) e 

3b,5a-diidroxi-6b-fenilacetiloxi-ergosta-7,22-dieno (50) produzidos por Colletotrichum 

sp., endofítico de Artemisia annua L. (Asteraceae),113 dois compostos antifúngicos, (-

) cis-4-hidroxi-6-desoxiscitalona (51) e (4R)-4,8-diidroxi-α-tetralona (52), produzidos 

por linhagens de C. gloeosporioides isolado como endofítico de Cryptocarya 

mandioccana (Lauraceae).114  
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Figura 6. Metabólitos secundários isolados de Streptomyces albospinus. 
 

Da actinobactéria Streptomyces albospinus isolada de solos, mesma espécie 

utilizada neste projeto, existem alguns estudos reportando a obtenção de 

metabólitos secundários como a fenamida, derivado de fenilalanina (53),115 novos 

membros da família das elfamicinas, os antibióticos fenelfamicina G (54) e H (55),116 

além de três novos compostos: 2-metil-2,5,6-bornantriol (56); 4,4´-(3-hidroxipropano-

1,1-diil) difenol (57) e 7-(4-metoxibenzil)- 4,5,6,7-tetrahidro-1,3-oxazepina-5,6-diol 

(58).117 

Não há estudos ainda reportando S. albospinus como micro-organismo 

endofítico. Também não tem sido estudadas interações em co-cultura envolvendo S. 

albospinus e C. boninense. Contudo, este é apenas o começo de um longo caminho 

na busca de produtos naturais a partir da interação desses micro-organismos 

endofíticos.   
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2. OBJETIVOS 
 

Objetivo geral: 

O objetivo principal deste trabalho foi identificar, isolar e determinar 

estruturalmente os compostos produzidos a partir das culturas simples e mista da 

actinobactéria Streptomyces albospinus RLe 7 e o fungo Colletotrichum boninense 

FLe 8.1, ambos micro-organismos endofíticos.   

 

Objetivos específicos: 

• Cultivar a actinobactéria endofítica S. albospinus RLe7 e o fungo 

endofítico C. boninense FLe8.1 em culturas simples e em mistura em meio 

líquido e sólido;  

• Analisar os perfis químicos dos extratos obtidos através de TLC, 

HPLC-DAD, RMN de 1H e ESI-MS; 

• Submeter os extratos obtidos aos ensaios de atividade citotóxica 

em células tumorais in vitro; 

• Avaliar os resultados obtidos a fim de verificar o aumento da 

diversidade química e/ou bioativa em decorrência da aplicação da estratégia 

de cultivos microbianos mistos; 

• Selecionar os cultivos promissores para serem ampliados, 

possibilitando obter quantidades suficientes de extratos para fracionamento 

cromatográfico, isolamento e elucidação estrutural das substâncias 

produzidas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Material 
 
Solventes: Solventes PA da marca Synth; solvente grau cromatográfico das 

marcas: Merck, J.T. Baker e Mallinckrodt; solventes deuterados da marca Acros;  

 
Meios de cultura: PDA (dextrose, batata, ágar - Acumedia); dextrose (Vetec); 

extrato de levedura (Fluka); extrato de malte (Acumedia); PDB (potato dextrose broth 

– Sigma Aldrich); arroz parbolizado,* meio ISP-2 (4 g de extrato de levedura, 10 g de 

extrato de malte, 4 g de dextrose, água destilada para 1L, pH 7.2), meio ISP-2 ágar 

(15 g de ágar em 1L de meio ISP-2).  

 
Cromatografia: cromatoplacas sílica gel com suporte de alumínio e 

fluorescência UV254, 250 µm, 20 x 10 cm (Whatman, Germany); resina XAD-4; resina 

XAD-16; sephadex LH – 20 (Sigma Aldrich); sílica flash 230-400 mesh (Merck); sílica 

gel 60 (Merck) 0,063-0,200 nm; Colunas para cromatografia (Vidrolabor); colunas 

para HPLC: analítica CLC-ODS 250 mm x 4,6 mm, 5 µm (Shimadzu) acoplada à pré-

coluna 12,5 mm x 4,6 mm (Agilent Technologies); analítica 250 mm x 4,6 mm, 5 µm 

(Phenomenex) acoplada à pré-coluna 12,5 mm x 4,6 mm (Phenomenex); coluna 

semi-preparativa VP250/10 nucleosil 120-5 C18 250 mm x 10,0 mm, 5 µm 

(Macherey-Nagel) acoplada a pré-coluna 15 mm x 9,4 mm, 7 µm (Agilent 

Technologies); coluna para análise por cromatografia de gases: DB-5MS (30m x 

0.25mm x 0.25um) Agilent J&W GC Columns. 

 
Vidraria: Béquers de 10, 50, 250 e 500, 1000 e 4000 mL (Vidrolabor); 

Erlenmeyers de 50, 125, 500, 1000 e 2000 mL (Vidrolabor); placas de Petri de 10 cm 

de diâmetro, placas de Petri de 5 cm de diâmetro, tubos RMN 5 mm, serie 500, 7 

pol. (Sigma Aldrich); tubos RMN grade 7 U-P PK-5 (Kontes Glass Company); tubos 

RMN 5 mm (Shigemi®) código CMS005B (CDCl3), MMS005B (CD3OD), BMS 0003 

(D2O). 
 

                                                            
* O meio arroz foi preparado com 45 g de arroz parbolizado mais 50 mL de meio ISP-2, e autoclavado durante 40 min. 
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Equipamentos: Aparelho de purificação de água Millipore Milli-Q (Millipore); 

autoclave vertical (Phoenix® AV 75); balança analítica Gehaka BG 400; balança 

analítica Mettler-Toledo XS-205 Dual Range; incubadora BOD (biochemical oxygen 

demand - Tecnal); bomba de vácuo (Micronal); capela de fluxo laminar (Pachane® 

PA 320); Centrífuga Hettich EBA 12 D-78532 Tuttingen (Alemanha) Typ 1000, Werk 

Nr. 0005843-02-00, Baujahr 2000, E Kin 5700Nm, 230/240V, 50/60Hz, 2,2A, 350W, 

zul. Drehzal 18,000 U/min, zul. Dichte: 1,2 Kg/dm3; Evaporador centrífugo tipo 

Speed-Vac (UNIVAPO 100 ECH); espectrômetro de RMN: (Bruker® DRX-500MHz); 

Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência – HPLC (Shimadzu® Shim-Pak), acoplado a 

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

detector arranjo de diodos UV/VIS SPD-M10AVP Shimadzu, coletor de fração 

FRC10A Shimadzu, injetor automático SIL-10AF Shimadzu e software Class VP; 

espectrômetro no UV-VIS (Shimadzu® PC 1520 – Diode Array); espectrômetro de 

massas XEVO TQ-S (Waters Corporation Milford, USA) acoplado a sistema de 

UPLC ACQUITY UPLCTM H CLASS; espectrômetro de massas: ESI-MS micro-TOF 

(Bruker-daltonics, Billerica, USA); rota-evaporadores (Büchi R-114 ou Micronal 

B525); sistema purificador de água osmose reversa OS10LX (Gehaka); sonicador 

Branson1200 (Branson Ultrasonics Corporation); cromatógrafo gasoso com detector 

de massas (GC-MS) Shimadzu modelo QP-2010.   
 
Micro-organismos selecionados: Os micro-organismos selecionados 

pertencem à coleção do Laboratório de Química de Micro-organismos (LQMo) da 

FCFRP-USP coordenado pela Profa. Dra. Mônica Tallarico Pupo. Tanto a 

actinobactéria S. albospinus RLe 7, isolada da raiz, como o fungo C. boninense FLe 

8.1, isolado das folhas, foram obtidos da espécie Lychnofora ericoides durante o 

projeto de doutorado do aluno Raphael Conti.118 Tanto a actinobactéria quanto o 

fungo foram identificados por sequenciamento genético durante o projeto de 

doutorado da aluna Fernanda Oliveira das Chagas (Proc. FAPESP 09/17695-6): 

 
Código LQMo Identificação do 

micro-organismo 
Código de acesso do 
GenBank 

Similaridade 

RLe 7 Streptomyces 
albospinus 

EU521699.1 98% 

FLe 8.1 Colletotrichum 
boninense 

GU935881.1 100% 
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Os micro-organismos foram escolhidos por apresentarem diferenças nos 

perfis cromatográficos após análise dos extratos por HPLC-DAD quando 

comparadas as culturas mistas e as culturas simples. 

 
Outros: Papel de Filtro (AZ Labor); tubo de transferência (Fischer ®); alça de 

platina; DataAnalysis 4.0 ESI Compass 1.3 for micrOTOF. 

 

3.2. Métodos 
 
3.2.1. Condições e metodologia de cultivo  
 

Os dois micro-organismos escolhidos foram cultivados em meios líquido e 

sólido para verificar a variação da produção metabólica segundo o tipo de meio. Os 

procedimentos envolvendo a produção dos metabólitos secundários foram 

realizados sob condições assépticas (capela de fluxo laminar) e o material utilizado 

foi previamente esterilizado em autoclave. Os procedimentos de extração foram 

baseados nas metodologias empregadas durante o desenvolvimento do projeto de 

mestrado da aluna Fernanda O. das Chagas,119 que se mostraram eficazes para 

obtenção de extratos em altos rendimentos. 

 
3.2.1.1. Cultivo líquido em meio PDB 
 
3.2.1.1.1. Cultura simples em meio PDB  
 

A actinobactéria S. albospinus RLe 7 foi reativada a partir do estoque mantido 

em óleo mineral. Com ajuda de uma alça de platina foi feita a raspagem do estoque 

e transferência imediata a um tubo de vidro contendo 4 mL de meio ISP-2 líquido. A 

cultura foi incubada por 48 horas em agitação a 120 rpm e 30 oC. A cultura foi 

transferida a uma placa contendo ISP-2 ágar e incubada por sete dias a 30 oC. A 

partir desta placa foi realizada uma pré-cultura transferindo dois fragmentos de 

micélio-ágar de 5 mm de diámetro, utilizando um tubo de transferência, a um tubo de 

4 mL contendo meio ISP-2. Esta pré-cultura foi incubada por 72 horas em agitação a 

120 rpm e 30 oC. Depois da incubação, a pré-cultura foi vertida em 200 mL de meio 
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PDB e incubada por 11 dias em agitação a 120 rpm e 30 oC. Desta maneira foi 

obtida a cultura simples da actinobactéria em meio líquido PDB.  

O fungo C. boninense FLe 8.1 foi reativado a partir do estoque mantido em 

água. Fragmentos de micélio-ágar de 5 mm de diámetro contendo o fungo foram 

transferidos a uma placa contendo meio PDA e deixados em incubação a 30 oC por 

sete dias. Posteriormente, doze fragmentos de micélio-ágar de 5 mm de diâmetro 

foram transferidos a 200 mL de meio PDB e incubados por 14 dias em agitação a 

120 rpm e 30 oC. Desta maneira foi obtida a cultura simples do fungo em meio 

líquido PDB. 

 
3.2.1.1.2. Cultura mista em meio PDB  
 

A pré-cultura da actinobactéria S. albospinus RLe 7, como descrito na 

cultura simples, foi adicionada à cultura do fungo C. boninense FLe 8.1 em meio 

líquido PDB de três dias de incubação. A cultura mista foi mantida por 11 dias, 

depois da adição da actinobactéria S. albospinus RLe 7, em agitação a 120 rpm e 

30 oC. 

 
3.2.1.2. Cultura mista em meio sólido ISP-2 ágar 
 

A actinobactéria S. albospinus RLe 7 foi reativada como descrito na cultura 

simples, a partir do estoque mantido em óleo mineral, porém não foi feita a pré-

cultura. Diretamente do tubo contendo a actinobactéria em 4 mL de meio ISP-2 

líquido, incubado por 48 horas em agitação a 120 rpm e 30 oC, foi espalhada a 

actinobactéria S. albospinus RLe 7 com ajuda de um palito com algodão estéril ao 

longo da placa com ISP-2 ágar, de maneira tal que uma extensão de 3 cm foi 

coberta com a actinobactéria. A placa foi incubada a 30 oC durante três dias, depois 

deste período foi colocado um fragmento de ágar contendo o fungo C. boninense 

FLe 8.1 a 6 cm de distância da actinobactéria S. albospinus RLe 7. O fungo foi 

cultivado como descrito na cultura simples. A cultura mista foi incubada por 21 dias 

depois da adição do fungo e mantida a 30 oC para análise por ESI-MS.  
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 3.2.1.3. Ensaio de inibição por compostos voláteis em placa de Petri 
 
Um dos bioensaios de antimicrobianos voláteis foi baseado na metodologia de 

Strobel et al.,120 preparando placas de Petri com meio de cultura ISP-2 ágar e 

deixando-as esfriar. Posteriormente foi retirada uma faixa de aproximadamente 1 cm 

de meio de cultura da região central da placa. Os micro-organismos foram 

reativados como descrito no item 3.2.1.1.1. Cada micro-organismo foi inoculado em 

uma região da placa ficando separados por uma região sem meio de cultura para 

evitar a difusão de compostos solúveis no meio. Foram feitos controles das culturas 

mistas, nas quais cada micro-organismo foi inoculado em uma região da placa de 

Petri enquanto a outra região da placa continha apenas meio de cultura. As culturas 

foram incubadas por 7 dias a 30 oC. 

Outro dos bioensaios de antimicrobianos voláteis foi baseado na metodologia 

de Bruce et al.121 Os micro-organismos foram reativados como descrito no item 

3.2.1.1.1 incubando individualmente cada um deles em placas de Petri contendo 

meio ISP-2 ágar, durante três dias a 30 oC. Depois desse período, a tampa da placa 

de Petri contendo o fungo foi removida, e substituída pela placa de Petri contendo a 

actinobactéria, selando-as com parafilme, permanecendo um micro-organismo acima 

do outro durante o resto do experimento. Os controles do fungo e da actinobactéria 

foram realizados substituindo a tampa da placa de Petri por placas contendo apenas 

meio de cultura ISP-2 ágar. Os micro-organismos foram incubados por 10 dias a 30 
oC. Esse período foi estabelecido devido a que foi o tempo no qual o fungo controle 

cresceu na placa de Petri inteira. A actinobactéria não apresentou esse tipo de 

crescimento, permanecendo na região na qual foi inoculada. 

 
3.2.1.4. Cultivo em meio arroz parbolizado 
 
3.2.1.4.1. Cultura simples em meio arroz parbolizado 
 

A actinobactéria S. albospinus RLe 7 foi reativada a partir do estoque em óleo 

mineral como descrito no item 3.2.1.1.1. A pré-cultura da actinobactéria foi 

transferida, após 72 horas de incubação em agitação a 120 rpm e 30 oC, ao meio 

arroz parbolizado e incubada por 25-28 dias a 30 oC em BOD. Foram incubados 

dezenove Erlenmeyers da cultura simples da actinobactéria durante 28 dias, e mais 
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quatro Erlenmeyers como controles da cultura mista (dois Erlenmeyers de 25 dias de 

incubação, e dois da cultura mista de 28 dias de incubação). 

O fungo C. boninense FLe 8.1 foi reativado a partir do estoque em água 

estéril como descrito no item 3.2.1.1.1. Doze fragmentos de sete dias de incubação 

em meio PDA do fungo foram transferidos ao meio arroz parbolizado o qual foi 

incubado por 25-28 dias a 30 oC em BOD. Foram feitos quatro controles da cultura 

mista (dois Erlenmeyers de 25 dias de incubação, e dois da cultura mista de 28 dias 

de incubação). 

 

3.2.1.4.2. Cultura mista em meio arroz parbolizado 
 

A cultura mista foi realizada seguindo três ordens de adição dos micro-

organismos, cada uma deles em duplicata, como descrito a seguir:  

• Adição da actinobactéria S. albospinus RLe 7 ao meio arroz, 

como descrita na cultura simples, e três dias depois foram adicionados os 

fragmentos de micélio-ágar contendo o fungo C. boninense FLe 8.1, deixando 

a cultura mista em incubação por 25 dias a 30 oC em BOD.  

• Adição simultânea da actinobactéria S. albospinus RLe 7 e o 

fungo C. boninense FLe 8.1, como foi descrita para a cultura simples de cada 

um deles, e deixando a cultura mista em incubação por 28 dias a 30 oC em 

BOD.  

• Adição do fungo C. boninense FLe 8.1 ao meio arroz, como 

descrita na cultura simples, e três dias depois foi adicionada a pré-cultura da 

actinobactéria S. albospinus RLe 7, deixando a cultura mista em incubação 

por 25 dias a 30 oC em BOD.  

 
3.2.2. Obtenção dos extratos  
 
3.2.2.1. Cultura mista em meio líquido PDB 
 

Depois do período de incubação da cultura líquida (14 dias), foram 

adicionados 200 mL de EtOH diretamente na cultura dos micro-organismos. Após 12 

horas aproximadamente, o meio foi homogeneizado com ajuda do aparelho mixer e 
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sonicado por 15 minutos, posteriormente foi filtrado a vácuo. Depois de evaporar o 

EtOH, uma quantidade de água foi adicionada para completar o volume a 400 mL e 

realizar a respectiva partição com solventes Hex, AcOEt e BuOH. Cada partição foi 

realizada com um volume total de 400 mL de solvente orgânico o qual foi divido em 

três procedimentos. Os extratos orgânicos foram secos a pressão reduzida.  

 

3.2.2.2. Extração da cultura mista em meio ISP-2 ágar  
 

Os extratos da cultura mista em meio ISP-2 foram obtidos seguindo o 

procedimento de extração em micro-escala descrito por Smedsgaard93 realizando 

algumas modificações para a análise da cultura mista dos micro-organismos 

mencionados neste trabalho.  

Como mostrado na Figura 7, foram retirados três fragmentos de ágar (5 mm 

de diâmetro) de cada região específica da placa de cultivo. Na placa da cultura 

mista, as regiões foram: micélio do fungo (F), margem do micélio do fungo (MF), halo 

de inibição (HI), margem do micélio da actinobactéria (MA), micélio da actinobactéria 

(A). No caso do fungo controle, uma única região correspondente ao micélio (FC) foi 

retirada já que depois do tempo de cultivo deste experimento (21 dias) o fungo 

cresceu na placa toda. No caso da actinobactéria controle as regiões foram: micélio 

da actinobactéria controle (AC), margem do micélio da actinobactéria controle (MAC) 

e ágar da actinobactéria controle (AAC). Cada grupo de fragmentos das regiões 

mencionadas foi extraído da seguinte maneira, descrito também na Figura 7: os 

fragmentos foram transferidos a um tubo Eppendorf de 1,5 mL, adicionando 1 mL de 

mistura solvente.† Os fragmentos foram extraídos por ultrassom durante 15 minutos,  

e centrifugados por 10 minutos a 14000 rpm. O extrato orgânico foi transferido para 

outro tubo Eppendorf limpo com ajuda de uma pipeta Pasteur e seco sob vácuo. O 

resíduo seco foi re-dissolvido com ajuda de ultrassom por 10 minutos com 

MeOH:H2O 1:1 para análise por ESI-MS. 

. 

                                                            
† Foram utilizadas duas misturas solventes diferentes  realizando o procedimento de extração com cada uma 
delas,  obtendo‐se  os  extratos  correspondentes:  MeOH:CH2Cl2:AcOEt (1:2:3) contendo 1% de ácido 
fórmico (v/v) e ACN:H2O (65:35) contendo 1% de ácido fórmico. 
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Figura 7. Metodologia da extração em micro-escala. Modificação a partir de Smedsgaard (1997).93 
Três fragmentos de micélio-ágar foram retirados de cada região marcada na figura: F (fungo), MF 
(margem do fungo), HI (halo de inibição), MA (margem da actinobactéria), A (actinobactéria). 

 
3.2.2.3. Cultura mista em meio arroz parbolizado 
 

Depois do período de incubação, 25-28 dias, das culturas simples e mistas 

em meio sólido arroz parbolizado, foram adicionados 200 mL de MeOH em cada 

Erlenmeyer. Após 24 horas, as suspensões foram sonicadas por 15 minutos e 

filtradas a vácuo. Antes de ser realizada a partição, o MeOH foi evaporado e 

posteriormente foi adicionada uma quantidade de água levando o volume para 400 

mL em cada Erlenmeyer. No caso da cultura simples da actinobactéria S. albospinus 

RLe 7, os extratos hidroalcoólicos foram reunidos em um só para ser particionado 

com 7,6 L de solvente orgânico. No caso da cultura mista, cada Erlenmeyer foi 

extraído e particionado por separado. O volume do solvente orgânico para cada 

partição (Hex, AcOEt, BuOH) foi divido para realizar o procedimento três vezes. Os 

extratos orgânicos foram secos à pressão reduzida.  

 

Cortar 3 fragmentos de micélio - ágar 
(5mm de diâmetro) de uma região 

específica da cultura 

Transferência dos fragmentos  a um 
tubo Eppendorf 

1 mL de mistura solvente 

Ultrassom por 15 minutos 

Centrifugado 

Transferência do extrato orgânico para 
outro tubo Eppendorf limpo e secar 

Extrato re-dissolvido com MeOH :H 2O 

Análise por ESI - MS 

F MF HI MA  A 
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3.2.3. Triagem biológica dos extratos obtidos 
 

O estudo da citotoxicidade in vitro dos extratos foi realizado no Laboratório de 

Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceará. A citotoxicidade das 

amostras foi avaliada pelo método do MTT122 utilizando três linhagens de células 

tumorais: MDA-MB435 (melanoma - humano), HCT-8 (cólon - humano) e SF-295 

(glioblastoma - humano). As células foram cedidas pelo Instituto Nacional do Câncer 

(Estados Unidos), e foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % 

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

contendo 5% de CO2. 

As células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades nas seguintes 

densidades: 0,7 x 105 (HCT-8), 0,6 x 105 (SF-295) e 0,1 x106 (MDAMB-435). Os 

extratos e frações foram incubados durante 72 horas em uma única concentração 

(50 µg/mL). As absorbâncias foram obtidas com o auxílio de um espectofotômetro de 

placa a 595 nm. Doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle positivo 

apresentando IC50 de 0,04 µg mL-1 para as células HCT-8 e SF-295, e de 0,2 µg mL-

1 para as células MDA-MB435. 

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos 

intervalos de confiança a partir da regressão não linear no programa GraphPad 

Prism. Cada amostra foi testada em triplicata em dois experimentos independentes. 

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotóxico das 

amostras testadas. Os resultados, como observado na Tabela 1, foram 

apresentados da maneira seguinte: amostras sem atividade (SA), com pouca 

atividade (PA, inibição de crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade 

moderada (MO, inibição de crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita 

atividade (MA, inibição de crescimento variando de 75 a 100%) 

 
3.2.4. Triagem química dos extratos obtidos 
 

Os extratos das culturas líquidas e sólidas em meio arroz parbolizado foram 

submetidos à análise por TLC, HPLC-DAD, RMN de 1H e GC-MS. Alguns dos 

extratos obtidos a partir da cultura sólida em arroz parbolizado, assim como os 

extratos obtidos a partir da extração em micro-escala (Figura 7), foram analisados 

também por MS.  
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As análises da extração em micro-escala foram realizadas por inserção direta 

dos extratos no equipamento ACQUITY UPLCTM H CLASS acoplado a detector de 

massas XEVO TQ-S da Waters Corporations Milford, USA, nas seguintes condições: 

polaridade: modo positivo, capilar: 32 KV, cone: 40 V, temperatura da fonte: 150oC, 

temperatura de dessolvatação do gás nitrogênio: 400 oC, gás de colisão: argônio. Como 

solvente A: H2O + 0.1% ác. fórmico e como solvente B: MeOH + 0.1% ác. fórmico, na 

relação 20% solvente A: 80% solvente B. Vazão de 0.1 mL/min, volume de injeção de 5 

µL. As análises foram realizadas no modo positivo. 

As análises por GC-MS foram realizadas no cromatógrafo gasoso com 

detector de massas Shimadzu modelo QP-2010. As condições das análises foram 

as seguintes: temperatura do forno 100 oC; temperatura de injeção 250 oC; modo de 

injeção split, modo linear de controle da velocidade da vazão; pressão 81,5 KPa; 

vazão total 26,1 mL/min; vazão na coluna 1,1mL/min; velocidade linear 39,0 cm/seg; 

vazão de purga 3,0 mL/min. GCMS-QP2010: temperatura da fonte 250 oC; 

temperatura de interface 290 oC; tempo de corte do solvente 3,5 min. MS: tempo de 

início 4,00 min; tempo final 49,00 min; modo scan de aquisição; intervalo 0,3 seg; 

velocidade de scan 1666; faixa de massa m/z 50,00-500,00. As bases de dados de 

comparação de espectros obtidos por EI-MS foram NIST 08S, NIST 08 e WILEY-7. 

As análises dos extratos dos cultivos em meio arroz parbolizado por inserção 

direta foram realizadas no equipamento micrOTOF II - ESI-TOF Mass Spectrometer 

(Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). As condições do experimento foram as 

seguintes: vazão da bomba de infusão: 300 µL/h, fase móvel de solubilização: 

MeOH:H2O, modo de detecção positivo. Devido à alta resolução do aparelho, foi 

realizada calibração interna antes das análises com solução de trifluoroacetato sódico a 

10 mg/mL. As condições do aparelho durante as análises foram as seguintes: end plate: 

500 Volts, capillary: 4500 Volts, capillary exit: 120 Volts, skimmer 1: 50 Volts, skimmer 2: 

22 Volts, transfer: 70 µs, dry gas temperature: 200 oC, dry gas flow: 4 L/min, nebulization 

gas pressure: 0.4 Bar, gas nitrogênio, bomba de infusão modelo Cole Parmer. 

As análises por MS sequencial dos extratos dos cultivos em meio arroz 

parbolizado foram realizadas no equipamento micrOTOF-Q II - ESI-TOF Mass 

Spectrometer (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). As condições do experimento 

foram as seguintes: vazão da bomba de infusão: 250 µL/h, fase móvel de 

solubilização: MeOH:H2O, modo de detecção positivo. Devido à alta resolução do 

aparelho, foi realizada calibração interna antes das análises com solução de 
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trifluoroacetato sódico a 10 mg/mL. As condições do aparelho durante as análises 

foram as seguintes: end plate: 500 Volts, capillary: 3500 Volts, skimmer 1 RF: 200 

Vpp, skimmer 2 RF: 200 Vpp, transfer: 70 µs, dry gas temperature: 180 oC, dry gas 

flow: 4 L/min, nebulization gas pressure: 0.4 Bar, gas nitrogênio, bomba de infusão 

modelo KdScientific mod. no. 601553. 

 As análises por TLC foram realizadas em fase normal utilizando gradiente de 

polaridade com Hex, AcOEt e MeOH e em fase reversa usando gradientes de 

polaridade usando água:MeOH, quando adequado. Foi utilizada revelação no UV 

(254nm e 365nm) assim como vanilina sulfúrica. As análises por HPLC-DAD em fase 

reversa foram realizadas utilizando coluna analítica CLC-ODS 250 mm x 4,60 mm x 

5 µm e fase móvel em gradiente de MeOH:água (10% a 100% de MeOH em 30 

minutos). A concentração dos extratos foi de 5µg/µL injetando 20µL, vazão de 

1mL/min, e detecção na faixa do UV entre 190-370nm.  

As amostras para análises por RMN de 1H foram solubilizadas em CDCl3, 

CD3OD ou D2O. As amostras analisadas por GC-MS foram solubilizadas em CHCl3. 

As amostras analisas por ESI-MS foram solubilizadas em H2O:MeOH 1:1. 

 
3.2.4.1. Cultura mista em meio líquido PDB 
 
3.2.4.1.1. Obtenção da mevalonolactona 
 

Primeiro foi fracionado o extrato butanólico da cultura mista, L-A7F8.1Bu, 

utilizando uma série de procedimentos cromatográficos começando com um 

fracionamento usando sílica flash em vácuo. Nem todas as frações obtidas através 

dos diferentes procedimentos cromatográficos resultaram em isolamento de 

substâncias puras de interesse, porém são apresentadas as duas frações, as quais 

segundo os dados das análises por RMN de 1H e CG-MS, contém mevalonolactona. 

O esquema da Figura 8 mostra a obtenção da mevalonolactona presente em duas 

frações do extrato butanólico da cultura mista em meio líquido.  

L-A7F8.1Bu
2,5 g

CLV Sílica gel 60 
(220-240 Mesh) 
Gradiente Hex a 
MeOH 6 frações

L-A7F8.1Bu3
83,5 mg

SephadexLH-
20: 5 frações
FM: MeOH

L-A7F8.1Bu3.3
43,9 mg

Coluna Sílica 
(230-80 Mesh) 

Gradiente Hex a 
MeOH 15 
frações

L-A7F8.1Bu3.3.8 
(3,3 mg) 

L-A7F8.1Bu3.3.9 
(1,9 mg)

 
Figura 8. Obtenção das frações L-A7F8.1Bu3.3.8 e L-A7F8.1Bu3.3.9 contendo mevalonolactona. 
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3.2.4.1.2. Obtenção do tirosol 
 

O extrato orgânico da cultura mista em meio líquido obtido com AcOEt, L-

A7F8.1AcO foi submetido a fracionamento por SPE C-18 usando fase móvel em 

gradiente de água a MeOH 100%. Algumas das frações obtidas a partir deste 

fracionamento foram analisadas por ESI-MS. O esquema da Figura 9 mostra o 

procedimento cromatográfico que resultou no isolamento do tirosol.  

 

L-A7F8.1AcO     
682,9 mg

Extração em fase 
sólida 
C-18  

Fração 1, água 
100%

L-A7F8.1AcO1  
64,6 mg

Purif icação por 
HPLC-DAD 

L-A7F8.1AcO1.6 
Tirosol 2,63 mg

 
Figura 9. Purificação do tirosol a partir do extrato L-A7F8.1AcO da cultura mista em meio líquido 
PDB. 

 
3.2.4.2. Cultura mista em meio sólido ISP-2  
 

Os extratos obtidos segundo a metodologia descrita na Figura 7 foram 

analisados diretamente por ESI-MS a fim de detectar os possíveis metabólitos 

envolvidos na inibição do crescimento do fungo.  

 

3.2.4.3. Cultura em meio arroz parbolizado 
 

Alguns dos extratos da cultura simples e mista foram analisados por RMN de 
1H e ESI-MS. Os extratos da cultura simples da actinobactéria S. albospinus RLe 7 

foram submetidos a fracionamento utilizando resina XAD-16 ou XAD-4, 

posteriormente foi realizado um fracionamento por exclusão de tamanho molecular 

utilizando Sephadex LH-20. Tanto na cultura simples (extratos BuOH e AcOEt) como 

na mista foi detectada a presença de fisostigmina por ESI-MS. Esta substância 

também foi detectada por GC-MS na fração SA-A7AcOX4.5.2. A fisostigmina foi 

obtida segundo o procedimento cromatográfico descrito na Figura 10. 
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SA-A7AcO
5,15 g

XAD-16 20cm x 4cm
FM: Gradiente MeOH em 

H2O de 0-100%
7 frações

Fração 4 
487,27 mg

(MeOH80%)

Sephadex LH-20 
65 cm x 2.5 cm 

5 frações

Fração 5
85,69 mg

CCD Preparativa 
MeOH:AcOEt 1:1

SA-A7AcOX4.5.2 
Fisostigmina 1,5 mg

SA-A7Bu
5,86 g

XAD-4 20cm x 4cm
FM: Gradiente MeOH em 

H2O de 0-100%
7 frações

Fração 4 
901,90 mg

(MeOH80%)

Sephadex LH-20 
65 cm x 2.5 cm 

5 frações

Fração 5
101,86 mg

CCD Preparativa 
MeOH:AcOEt 1:1

SA-A7BuXAD4(2-3) 
Fisostigmina 10,55 mg

A B

 
Figura 10. Isolamento da fisostigmina a partir do extrato da cultura simples da actinobactéria S. 
albospinus RLe7 em arroz parbolizado. Extrato de AcOEt (A), extrato de BuOH (B) 

 

 3.2.4.4. PCA dos extratos das culturas em meio arroz parbolizado  
 

A fim de obter maior informação gerada das análises dos extratos de AcOEt 

das culturas em meio arroz parbolizado foram realizados dois tipos de análises 

quimiométricas de reconhecimento não supervisionado de padrões, PCA (análise de 

componentes principais) e HCA (análise de agrupamento hierárquico), utilizando os 

dados gerados por ESI-MS pela inserção direta dos seguintes extratos: 

SA A7 AcO A: cultura simples da actinobactéria RLe 7; 

SA A25 AcO A: controle de 25 dias da actinobactéria RLe 7 da cultura mista; 

SA A28 AcO A: controle de 28 dias da actinobactéria RLe 7 da cultura mista; 

SA F25 AcO A: controle de 25 dias do fungo FLe 8.1 da cultura mista; 
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SA F28 AcO A: controle de 28 dias do fungo FLe 7 da cultura mista; 

SA PA AcO A: cultura mista com adição inicial da actinobactéria RLe 7;  

SA PF AcO A: cultura mista com adição inicial do fungo FLe 8.1; 

SA MD AcO A: cultura mista com adição simultânea dos micro-organismos. 

 

Os parâmetros levados em conta na PCA foram os sinais detectados nos 

espectros de massas, as intensidades dos íons, assim como a origem biológica do 

possível metabólito (íon detectado), sendo o fungo, a actinobactéria, ou a interação 

entre os dois micro-organismos. A PCA foi calculada utilizando o método SVD 

(decomposição de valores singulares) utilizando o software The Unscrambler® 9.6.  

A HCA foi realizada utilizando os mesmos dados de ESI-MS das amostras da 

cultura mista utilizando o mesmo software The Unscrambler® 9.6. Foi realizado um 

pré-processamento de dados manual com objetivo de eliminar informações não 

relevantes, condicionando a matriz de dados para uma análise mais eficiente.123 O 

tipo de pré-processamento utilizando neste trabalho foi uma normalização utilizando 

a seguinte fórmula:√(I +1), onde I é a intensidade do pico em cnts.  

 

3.2.5. Ensaio de inibição com substância pura 
 

Após o isolamento da fisostigmina a partir da cultura simples da 

actinobactéria, foram realizados ensaios para determinar se a fisostigmina era a 

substância responsável pela inibição do fungo FLe 8.1 na cultura mista em meio 

sólido ISP-2, e também a responsável da inibição da produção metabólica do fungo 

no meio arroz parbolizado. 

 

3.2.5.1. Ensaio antifúngico por diluição 
 

O ensaio antifúngico da fisostigmina contra o fungo FLe 8.1 foi realizado 

segundo o método de micro-diluição em caldo M38-A da CLSI124 com pequenas 

modificações. O ensaio foi feito em placas estéreis de 96 poços utilizando 12 

concentrações da substância a ser testada em diluições seriadas a razão de 2 desde 

400 µg/mL até 195.3 ng/mL. O volume final de cada poço foi de 200 µL. A 

fisostigmina foi testada em triplicata. Como controle positivo foi utilizado o 

antifúngico actidione. Como indicador colorimétrico foi utilizado o corante resazurina, 
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o qual apresenta uma mudança de cor de roxo, quando dissolvido em meio PDB 

(ausência de crescimento), para rosa (indicando crescimento). Foram feitos os 

controles correspondentes ao micélio, controle negativo da actidione, controle de 

esterilidade da fisostigmina, controle de esterilidade do DMSO e controle de 

esterilidade do meio PDB. A temperatura foi mantida a 30 oC durante o ensaio. 

Após várias tentativas seguindo procedimentos descritos na literatura para 

esporulação de C. boninense109, não foi observada esporulação do fungo endofítico, 

razão pela qual o ensaio foi realizado usando uma suspensão do micélio. Esta 

suspensão foi obtida mediante raspagem superficial com meio PDB (10 mL) 

auxiliado por uma alça de platina a partir do cultivo do fungo C. boninense FLe 8.1 

em meio PDA em placa de Petri (10 cm de diâmetro) após sete dias de crescimento. 

Desta suspensão foram adicionados 80 µL em cada poço.  

As observações foram feitas e registradas com câmera fotográfica durante 

sete dias. Este experimento foi realizado duas vezes nas mesmas condições para 

confirmar os resultados observados.  

 

3.2.5.2. Ensaio de inibição do crescimento fúngico em placa de Petri 
 

O ensaio de inibição em placa foi realizado mediante transferência de 

fragmentos de micélio-ágar (5 mm de diámetro) do fungo C. boninense FLe 8.1 de 

sete dias de crescimento em meio PDA a uma placa de Petri (5 cm de diâmetro) 

contendo fisostigmina. Foram feitos dois experimentos paralelos, um deles utilizando 

meio PDA em cinco placas de Petri e outro utilizando meio ISP-2 ágar. Foram 

preparadas cinco concentrações da fisostigmina (500, 400, 300, 200 e 100 µg/mL) 

em um volume total de 5 mL de meio em cada placa. O crescimento do fungo foi 

registrado durante duas semanas e comparado com o crescimento do fungo nas 

mesmas condições sem adição da fisostigmina. As culturas foram mantidas a 30 oC 

durante o ensaio. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Micro-organismos selecionados 
 

Inicialmente foram realizadas as culturas mistas em meio líquido, seguindo a 

metodologia descrita no item 3.2.1.1.2, entre a actinobactéria S. aburaviensis RLe 10 e 

o fungo C. boninense FLe 8.1, assim como a cultura entre a actinobactéria S. 

albospinus RLe7 e o fungo C. boninense FLe 8.1. Depois de 14 dias foram obtidos os 

extratos em AcOEt, os quais foram analisados por HPLC-DAD. Foi observado que a 

cultura mista entre a actinobactéria S. aburaviensis RLe10 e o fungo C. boninense FLe 

8.1 não apresentou diferenças no perfil químico quando comparado com a cultura 

simples. Por outro lado, foram observadas diferenças nos perfis de absorção no UV 

obtidos depois da análise por HPLC-DAD na cultura mista entre a actinobactéria S. 

albospinus RLe 7 e o fungo C. boninense FLe 8.1 (Figura 11). Assim esses dois micro-

organismos foram escolhidos para o prosseguimento do projeto de mestrado.  

Figura 11. Cromatograma dos extratos de AcOEt da cultura mista do C. boninense FLe 8.1 com as 
actinobactérias S. albospinus RLe 7 e S. aburaviensis RLe 10.  
A). S. albospinus RLe 7 (preto), C. boninense FLe 8.1 (azul), cultura mista (rosa), absorção a 225 nm.  
B). S. albospinus RLe 7 (preto), C. boninense FLe 8.1 (azul), cultura mista (rosa), absorção a 265 nm. 
C). S. aburaviensis RLe 10 (preto), C. boninense FLe 8.1 (azul), cultura mista (rosa), absorção a 225 
nm. D). S. aburaviensis RLe 10 (preto), C. boninense FLe 8.1 (azul), cultura mista (rosa), absorção a 
265 nm. Coluna analítica CLC-ODS 250 mm x 4,5 mm e fase móvel de MeOH em água (10% a 100% 
de MeOH, em 30 min; 100% de MeOH, de 30 a 35 min, 100% a 10% de MeOH, de 35 a 37 min; 10% 
de MeOH, de 37 a 45 min), à vazão de 1 mL min-1, e detecção no UV. 
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4.2. Triagem biológica dos extratos obtidos 
 

Como observado na Tabela 1 e na Figura 12 as amostras SA-F28HEXB e SA-

A7AcOX6 na concentração de 50 µg/mL apresentaram elevada atividade citotóxica 

em pelo menos uma das linhagens empregadas.  

Segundo estes resultados, curiosamente só um dos extratos em hexano da 

duplicata da cultura do fungo de 28 dias de incubação em meio arroz parbolizado 

apresentou atividade citotóxica. Não se esperava atividade neste único extrato, já 

que não apresentaram atividade citotóxica nenhum dos extratos de hexano de 25 

dias de incubação do fungo, nem mesmo a duplicata de 28 dias. 

Ambos os extratos SA-F28HEXB e SA-A7AcOX6 foram submetidos a 

fracionamentos cromatográficos que não resultaram em isolamento de substâncias 

responsáveis pela atividades mencionada, provavelmente pela baixa quantidade 

contida neles. Como tentativa adicional, amostras desses dois extratos foram 

analisadas por ESI-MS.  
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Tabela 1. Resultados dos ensaios de citotoxicidade dos extratos das culturas simples e mistas de S. 
albospinus RLe 7 e C. boninense FLe 8.1 em três linhagens de células tumorais. 

Amostras Rendimento Linhagens celulares 
 Massa (mg) MDA-MB435 HCT8 SF295 

L-A7F8.1ACO 682,9 PA (34,73%) PA (8,55 %) PA (30,28 %) 
L-A7F8.1BU 2495,2 PA (3,16%) SA SA 
SA-PFACOA 158,6 SA SA SA 
SA-F25ACOA 149,9 SA SA SA 

SA-PFBUA 2126,9 SA SA PA (17,90 %) 
SA-MDACOA 183,4 SA SA PA (18,11 %) 
SA-A25ACOA 853,8 SA SA PA (5,52 %) 
SA-A28BUA 2606,3 SA SA SA 
SA-BRBUA 260,7 SA SA PA (5,93 %) 
SA-A25BUA 1026,8 SA SA PA (14,15 %) 
SA-F25BUA 955,6 SA SA SA 
SA-F28BUA 1083,4 PA (27,18%) SA PA (20,19 %) 

SA-F28ACOA 237,8 PA (10,45%) PA (22,75 %) PA (28,51 %) 
SA-BRACOA 320,7 PA (12,84%) SA SA 
SA-PABUA 2306,0 PA (7,13%) SA SA 
SA-MDBUA 2843,7 PA (24,06%) SA SA 

SA-A28ACOA 292,1 SA SA PA (11,24 %) 
SA-PAACOA 139,0 SA SA PA (23,41 %) 
SA-A7HEX 10638,6 PA (23,84%) SA PA (29,55 %) 
SA-A7ACO 19926,6 SA SA PA (7,60 %) 
SA-A7BU 38853,6 SA SA SA 

SA-MDACOB 112,6 PA (18,57%) PA (26,14 %) PA (27,58 %) 
SA-F28ACOB 170,0 PA (24,81%) PA (15,42 %) PA (23,00 %) 
SA-F28BUB 918,1 SA SA SA 
SA-MDBUB 3041,5 SA SA SA 

SA-PAACOB 119,6 SA PA (5,43 %) PA (16,02 %) 
SA-A25HEXA 344,0 PA (11,93 %) PA (9,51 %) PA (34,08 %) 
SA-A25HEXB 316,1 PA (12,65 %) SA PA (29,96 %) 

SA-A7HEX 10638,6 PA (19,16 %) PA (13,54 %) PA (24,65 %) 
SA-PAHEXA 252,1 SA SA PA (16,58 %) 
SA-PAHEXB 287,2 SA SA PA (9,69 %) 
SA-F25HEXA 94,4 PA (28,05 %) PA (22,65 %) PA (22,45 %) 
SA-F25HEXB 122,7 PA (45,92 %) PA (48,76 %) PA (38,76 %) 
SA-A28HEXA 537,9 PA (22,89 %) PA (11,34 %) PA (30,97 %) 
SA-A28HEXB 530,8 PA (17,49 %) PA (12,99 %) PA (35,04 %) 
SA-PFHEXA 270,5 SA SA PA (16,41 %) 
SA-PFHEXB 204,4 SA PA (6,21 %) PA (20,76 %) 
SA-F28HEXA 351,0 SA SA PA (45,82 %) 
SA-F28HEXB 125,1 MA (93,25 %) PA (32,56 %) PA (47,85 %) 
SA-MDHEXA 0,3 PA (22,26 %) SA SA 
SA-MDHEXB 397,0 PA (21,14 %) SA PA (21,09 %) 
SA-A7AcOX6 69,1 PA (47,19 %) MA (82,15 %) MO (70,37 %) 

Dox - MA (98,27%) MA (97,30 %) MA (96,94 %) 
Códigos das amostras: L- se refere à cultura mista em meio líquido PDB (A7F8.1=S. albospinus RLe 
7 e C. boninense FLe 8.1). SA- se refere à cultura em meio arroz parbolizado (PF=adição inicial do 
fungo C. boninense FLe 8.1 na cultura mista; F25 ou F28=C. boninense FLe 8.1 de 25 ou 28 dias de 
incubação respectivamente; MD= adição simultânea dos micro-organismos na cultura mista; A25 ou 
A28=S. albospinus RLe 7 de 25 ou 28 dias de incubação respectivamente; BR= Branco; PA= adição 
inicial de S. albospinus RLe 7 na cultura mista; A7=cultura simples de S. albospinus RLe 7 de 28 dias 
de incubação; ACO=acetato de etila; BU=butanol; HEX=hexano; as letras A ou B no final do código 
de cada extrato se refere à duplicata).  
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Figura 12. Resultados dos ensaios de citotoxicidade dos extratos das culturas simples e mistas de S. albospinus RLe 7 e C. boninense FLe 8.1 em três 
linhagens de células tumorais. 



Resultados e Discussão  |  42 

 

4.3. Cultura mista em meio líquido PDB 
 

A partir do fracionamento cromatográfico do extrato de BuOH da cultura mista 

em meio líquido foram obtidas várias frações que foram analisadas por RMN de 1H e 

por GC-MS.  

 
4.3.1. Isolamento e caracterização da mevalonolactona 
 

Os espectros de RMN de 1H das amostras L-A7F8.1Bu3.3.8 e L-

A7F8.1Bu3.3.9 foram muito semelhantes, apresentando sinais interessantes na 

região entre δ 4.6-1.0 apesar de não corresponder a substâncias puras. A fim de 

obter maior informação, a amostra L-A7F8.1Bu3.3.9 foi analisada por GC-MS e a 

amostra L-A7F8.1Bu3.3.8 analisada por ESI-MS.  

Os dados de GC-MS da amostra L-A7F8.1Bu3.3.9 evidenciam uma mistura 

de pelo menos sete substâncias, e cujos espectros de massas por IE foram 

comparados com os da biblioteca de compostos do NPPNS-FCFRP-USP quando foi 

possível. Segundo o cromatograma obtido (Figura 13), o primeiro sinal (tempo de 

retenção de 8.75 minutos e 58.3% de área total), corresponde à mevalonolactona, 

tetraidro-4-hidroxi-4-metil-2H-piran-2-ona, de acordo com a comparação com o 

banco de espectros da biblioteca mencionada (97% de similaridade).  

 

Figura 13. Cromatograma da análise por GC-MS da amostra L-A7F8.1Bu3.3.9.  
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Segundo o espectro de RMN de 1H da amostra L-A7F8.1Bu3.3.8 (Figura 14), 

vários dos sinais são coerentes com a estrutura da substância sugerida: δ 4,60 (1H, 

ddd, J=4,53,  11,29,  10,74 Hz), 4,36 (1H, m), 2,66 (1H, dd, J=1,8,  17,4 Hz), 2,54 

(1H, d, J=17,4), 1,91 (2H, m), 1,41 (3H, s) os quais, quando comparados com 

literatura,125, 126 são idênticos aos da mevalonolactona. A informação obtida por ESI-

MS (Figura 15) sugere também a presença desta molécula já que foi detectado o íon 

majoritário m/z 153.0530 (erro de 5,1 ppm)‡, correspondente a [M+Na+], assim como 

o íon m/z 131.0705 (erro de 1,7 ppm), correspondente a [M+H+]. A mevalonolactona 

é um metabólito de origem natural previamente reportado na literatura também em 

fungos endofíticos.127, 128 Adicionalmente, foi realizada busca no DNP129 

corroborando que este composto possui atividade biológica, sendo ativo contra 

Enterobacter agglomerans e Fusarium avenaceum.130 No caso da atividade contra a 

E. agglomerans foi observado que a aplicação da mevalonolactona junto com o 

ácido benzóico, a 5-metil-2,4-imidazolidinediona (metil-hidantoína), e a tetra-hidro- 4-

hidroxi-4-metil-2H-piran-2-ona (ciclo-glicil-L-leucil) apresentou maior atividade em 

comparação com as substâncias utilizadas separadamente, demonstrando que 

existe um efeito sinérgico entre elas.  

Este metabólito não foi ainda descrito para a actinobactéria S. albospinus, ou 

para o fungo C. boninense. Devido aos relatos mencionando a mevalonolactona 

como produzida por fungos, provavelmente foi produzida pelo fungo C. boninense 

FLe 8.1, porém não foi determinado se ela foi produzida na cultura simples do fungo 

em meio líquido, e como será descrito posteriormente, a mevalonolactona também 

não foi detectada na cultura simples do fungo C. boninense FLe 8.1 em meio arroz 

parbolizado. 

 

 

 

 

 

                                                            
‡ Cálculo do erro = massa teórica - massa experimental x 1000000/ massa teórica  
Massa exata da mevalonolactona = 130. 062995 
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Figura 14. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) da amostra L-A7F8.1Bu3.3.8. Estrutura da mevalonolactona, C6H10O3, mostrando em vermelho os 
deslocamentos químicos de hidrogênio (δ em ppm). 
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Figura 15. Região do espectro de ESI-MS da amostra L-A7F8.1Bu3.3.8 apresentando os íons de m/z 
131 e de m/z 153 confirmando a presença da mevalonolactona.  

 
4.3.2. Identificação e caracterização do tirosol 
 

A partir do extrato de AcOEt da cultura mista em meio líquido foi isolado o 

tirosol, derivado da tirosina, molécula amplamente conhecida envolvida em quorum 

sensing e de origem fúngica.131 Esta molécula foi isolada do fungo patogênico 

Candida albicans132 e posteriormente foi descrita sua função como molécula 

sinalizadora.133 Na Figura 16 se mostra o espectro de RMN de 1H obtido da fração L-

A7F8.1AcO1.6 contendo o tirosol observando os seguintes deslocamentos químicos 

atribuídos para esta molécula: δ 7,13 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,80 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 

3,73 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,73 (t, J = 6,7 Hz, 2H), os quais são coerentes com os 

reportados na literatura.133 O tirosol também foi isolado de fungos endofíticos em 

trabalhos prévios do LQMo.134, 135 
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Figura 16. Espectro de RMN de 1H do tirosol isolado da cultura mista da RLe 7 e o FLe 8.1 em meio líquido PDB (D2O, 500 MHz). 
Estrutura do tirosol mostrando em vermelho os deslocamentos químicos de 1H (δ em ppm).  
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4.4. Cultivo em meio arroz parbolizado 
 
4.4.1. Cultivo simples da actinobactéria RLe 7 
 

A análise da cultura simples da actinobactéria S. albospinus RLe 7 foi feita 

inicialmente por HPLC-DAD no UV, porém não foi possível observar diferenças 

quando comparado com o extrato do meio de cultura, devido provavelmente à baixa 

concentração dos metabólitos contidos nele. Na análise por RMN de 1H do extrato 

da cultura simples e do meio de cultura também não foi possível observar diferenças 

devido à alta proporção dos açúcares do meio de cultura. Por esta razão, foi feita 

também a análise por ESI-MS (Figura 17) detectando os íons de m/z 276,17 e de 

m/z 219,11 como os mais intensos. Busca do íon de m/z 276,17 nas bases de dados 

METLIN100 e MassBank101 resultou na fisostigmina como um dos possíveis 

compostos atribuíveis à massa de 275 Da (METLIN ID 1934; MassBank Record 

KOX00723) correspondendo a [M+H]+ como foi observado nas análises aqui 

apresentadas. Os dados de RMN de 1H que suportam a atribuição deste íon à 

molécula conhecida como fisostigmina são apresentados no item 4.4.3. Este 

resultado permitiu validar outras buscas nas bases de dados mencionadas utilizando 

a informação gerada por ESI-MS. 

Outro dos íons detectados corresponde provavelmente à desferrioxamina E, 

também conhecida como nocardamina. Segundo essa hipótese, o íon detectado 

com maior intensidade corresponde à [M+Na]+ m/z 623,3368 (I=79505 cnts§)**, além 

dos íons correspondentes a [M+H]+ m/z 601,3593 I=54373 cnts); [M+K]+ m/z 

639,3211 (I= 54091 cnts). A desferrioxamina E, molécula coincidente com os íons 

mencionados já foi isolada anteriormente no LQMo.118 Busca pelo íon m/z 623,33 

[M+Na]+ na base de dados METLIN100 sugeriu duas possíveis estruturas que formam 

adutos com sódio no modo positivo nas análises por ESI-MS, mas nenhuma 

apresentando compostos protonados nem formando adutos com potásio, enquanto a 

base de dados MassBank101 não mostrou nenhum resultado, utilizando como 

parâmetros de busca os três sinais mencionados. No DNP129 a busca por massa 

exata e fonte biológica sugeriu cinco possíveis estruturas, entre elas a nocardamina. 

Os resultados e os parâmetros das buscas nas bases de dados para os íons m/z 

                                                            
§ Desferrioxamina E, C27H48N6O9, [M+Na]+ teórico m/z 623,337498. Erro de 1,1.  
** I=Intensidade em cnts. 



Resultados e Discussão  |  48 

 

601, m/z 623 e m/z 639 se mostram na Tabela 2. Levando-se em conta que uma 

molécula com esse perfil no espectro de ESI-MS foi isolada de actinobactérias da 

coleção do LQMo118 e que uma das bases de dados, específica de produtos naturais 

sugeriu a mesma molécula, isolada também do gênero Streptomyces, pode-se 

afirmar a presença da desferrioxamina E no extrato da cultura simples da 

actinobactéria S. albospinus RLe 7 em meio arroz parbolizado. 
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Tabela 2. Resultados da busca em bases de dados dos íons m/z 601, m/z 623 e m/z 639. 

Base de dados Parâmetros de 
busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

METLIN íon m/z 623,33; 
[M+Na]+ 

C34H48O9 

O
O

O O

O

OH

OH

HO

O

 

METLIN ID 63705 136, Patente137 

METLIN íon m/z 623,33; 
[M+Na]+ 

C27H53O12P 

 

1-octadecanoil-
glycero-3-fosfo-(1'-
mio-inositol), 
METLIN ID 46746 

PubChem 
74380467 

DNP Massa exata 
600,3-600,4; Fonte 
biológica 
“Streptomyces” 

C34H48O9 

O
O

O O

O O

HO

OH
O  

Milbemicina α22 138 
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Base de dados Parâmetros de 
busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
600,3-600,4; Fonte 
biológica 
“Streptomyces” 

C35H52O8 

O
O

O O

O

HO

HO
HO

 

VM 48640, CAS 
175448-15-4 

139, Patente140  

DNP Massa exata 
600,3-600,4; Fonte 
biológica 
“Streptomyces” 

C35H52O8 

O
O

O O

O

HO

HO
HO

 

VM 44867, CAS 
115008-92-9 

139, 140 
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Base de dados Parâmetros de 
busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
600,3-600,4; Fonte 
biológica 
“Streptomyces” 

C27H48N6O9 

NHO

N

HN
O

OH

O
O

N
HO NH

OO N
OH

 

Nocardamina ou 
desferrioxamina E, 
CAS 26605-16-3 

141, 142 

DNP Massa exata 
600,3-600,4; Fonte 
biológica 
“Streptomyces” 

C32H44N2O9 Estreptolidigina, 
CAS 7229-50-7 

143-145 
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Figura 17. Espectro de massas do extrato em AcOEt da cultura simples de S. albospinus RLe 7 em meio arroz parbolizado obtido por ESI-MS por inserção 
direta do extrato. Na região ampliada do espectro observam-se os íons de m/z 601, m/z 623 e m/z 639 atribuídos à desferrioxamina E correspondendo a 
[M+H]+, [M+Na]+ e [M+K]+, respectivamente. Também, observa o íon de m/z 276 atribuído à fisostigmina correspondendo a [M+H]+. 
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4.4.2. Cultivo misto em meio sólido de arroz parbolizado  
 

Os extratos de AcOEt dos cultivos mistos da actinobactéria S. albospinus RLe 

7 e do fungo C. boninense FLe 8.1 em meio de arroz parbolizado, foram analisados 

por HPLC-DAD obtendo perfis pouco satisfatórios devido à similaridade dos 

cromatogramas quando comparados os perfis dos extratos das culturas, tanto 

simples como mistas, e os extratos do meio de cultura. Os espectros de RMN de 1H 

dos extratos em AcOEt (Figura 18), também não permitiram identificar diferenças 

entre os extratos da cultura mista com os das culturas simples e com o extrato do 

meio de cultura. Tanto as análises por HPLC-DAD e RMN de 1H mostraram bastante 

interferência do meio de cultura de arroz parbolizado, como observado no espectro 

de RMN de 1H (Figura 18) o qual apresentou sinais na região entre δ 3,0-5,0 

correspondentes a hidrogênios ligados a carbonos sp3 contendo função álcool, o que 

refere-se possivelmente a hidrogênios pertencentes a carboidratos. Assim, o 

conteúdo de metabólitos secundários de origem microbiana pode ter sido muito 

baixo com relação à quantidade de interferentes do meio de cultura nas condições 

de extração descritas levando a cromatogramas e espectros de RMN de 1H muito 

complexos que não permitiram obter informações úteis a fim de confirmar a 

presença de substâncias de origem microbiana pelas análises dos extratos brutos. 

Assim, os extratos de AcOEt dos cultivos em meio de arroz parbolizado 

também foram analisados por ESI-MS obtendo os espectros mostrados na Figura 

19. Esse tipo de análise permite detectar moléculas que provavelmente estejam em 

baixa quantidade devido à alta sensibilidade do equipamento, porém não 

necessariamente todos os íons detectados correspondem a moléculas produzidas 

pelos micro-organismos. Com os dados dos espectros de ESI-MS dos extratos dos 

cultivos mistos em meio de arroz parbolizado foi realizada uma análise 

quimiométrica descrita no ítem 4.4.2.1, a fim de identificar possiveis diferenças não 

facilmente observadas na Figura 19.  
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Co-cultivo

C. boninense 28 dias

C. boninense 25 dias

S. albospinus 25 dias

S. albospinus 28 dias

Meio de cultivo-arroz parbolizado

 

Figura 18. Espectros de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) dos extratos de AcOEt das culturas simples e mistas de S. albospinus RLe 7 e C. boninense FLe 8.1 
em meio arroz parbolizado. De cima para baixo: cultura mista com adição simultânea dos micro-organismos; controle do fungo FLe 8.1 de 28 dias; controle 
do fungo FLe 8.1 de 25 dias; controle da actinobactéria RLe 7 de 25 dias; controle da actinobactéria RLe 7 de 28 dias; branco do meio de cultura de arroz 
parbolizado. 
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Figura 19. Espectro de massas da cultura mista de S. albospinus RLe 7 e C. boninense FLe 8.1 em meio arroz parbolizado obtido por ESI-MS por inserção direta dos extratos 
de AcOEt. De cima para baixo: S. albospinus RLe 7 controle de 28 dias (1267 íons detectados na faixa m/z 99.0865-1135.5971); cultura mista adicionando primeiro S. 
albospinus RLe 7 (1140 íons detectados na faixa m/z 118.0870-1119.5866);  cultura mista adicionando primeiro C. boninense FLe 8.1 (1073 íons detectados na faixa m/z 
100.0730-1119.5983); cultura mista com adição simultânea dos micro-organismos (1209 íons detectados na faixa m/z 106.0643-1100.5657); controle de C. boninense FLe 8.1 
de 28 dias (1078 íons detectados na faixa m/z 100.0725-1136.7970); branco do meio de cultura (1097 íons detectados na faixa m/z 104.1043-1077.6306).  
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 4.4.2.1. Análise de Componentes Principais dos extratos brutos de 
AcOEt dos cultivos mistos em meio sólido de arroz parbolizado 
 

Utilizando os dados gerados a partir dos espectros de ESI-MS dos extratos da 

cultura mista em meio arroz parbolizado (Tabela 3), foram aplicadas as análises 

exploratórias e análises de agrupamentos não supervisionados de padrões, PCA 

(análise de componentes principais) e HCA (análise de agrupamentos hierárquicos). 

Atualmente estas ferramentas metabolômicas vem sendo usadas nas estratégias de 

desreplicação e priorização de linhagens microbianas que ajudem na descoberta de 

novos produtos naturais.146 Dado que este método é utilizado para encontrar 

similaridade entre amostras,147 depois da aplicação do PCA, os extratos foram 

classificados em três grupos, evidenciando que não houve diferença entre os 

extratos controle da actinobactéria RLe 7 e os extratos das culturas mistas com o 

fungo FLe 8.1. Um dos extratos controle do fungo FLe 8.1 (SA F25 AcOA) gerou um 

conflito inicial na análise, já que como se observa na Tabela 3, o número de íons 

detectados reportados pelo software Compass DataAnalysis foi inferior, 

provavelmente devido a um erro próprio do software na conversão dos dados do 

espectro. Esse inconveniente não gerou problema nenhum na análise, já que depois 

da validação manual, na qual os íons gerados pelo extrato do branco foram 

subtraídos de todos os extratos, os dados restantes foram correspondentes aos íons 

gerados unicamente a partir dos extratos. Adicionalmente, na Figura 20 se observa 

que os espectros dos extratos controle do fungo FLe 8.1, SA F28 AcO A e SA F25 

AcO A, foram muito similares, o que foi corroborado na Figura 21 depois da PCA.  

Mediante as análises dos gráficos de escores e pesos é possível identificar 

quais sinais são responsáveis pela diferenciação entre as amostras.123 O gráfico de 

escores da PC1 x PC2 (Figura 21A) mostra que com a PC1 somente se conseguem 

diferenciar os extratos controle do fungo do resto de extratos, e já com a PC2 se 

conseguiu diferenciar entre os extratos do fungo controle de 25 e 28 dias de 

incubação. O gráfico de pesos da PC1 x PC2 (Figura 21B) mostra que os íons m/z 

276 e m/z 219 foram os responsáveis pela similaridade entre os extratos da 

actinobactéria controle e os das culturas mistas, devido à presença e intensidade 

nos espectros. Também, observa-se que tanto o íon de m/z 784 presente com maior 
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intensidade no extrato F25AcOA, quanto o íon de m/z 336 presente somente no 

extrato F28AcOA, foram responsáveis pela diferenciação destes extratos na PC2.  

Na Figura 21C observa-se que a PC3 permitiu diferenciar os extratos da 

cultura mista PFAcOA e PAAcOA dos extratos controle da actinobactéria. Isto foi 

devido à maior intensidade dos íons m/z 276 e m/z 219 nos extratos mencionados 

quando comparados os mesmos íons no extrato MDAcOA. Na mesma Figura 21C se 

observa a proximidade entre os extratos PFAcOA e PAAcOA, mostrando a 

similaridade entre elas. Isto foi corroborado no gráfico de pesos PC1 x PC3 onde se 

observa novamente a presença dos íons de m/z 219 e de m/z 276 como 

determinantes de similaridade das amostras.  

 
Tabela 3. Dados das análises de ESI-MS, dos extratos dos cultivos mistos em meio arroz 
parbolizado, utilizados na PCA. 
Código do extrato Número de íons detectados Faixa de m/z 
SA A7 AcO A 1267 99,0865-1135,5971 

SA A25 AcO A 1324 116,0730-1129,5883 

SA A 28 AcO A 1231 106,0662-1119,6145 

SA PA AcO A 1140 118,0870-1119,5866 

SA PF AcO A  1073 100,0730-1119,5983 

SA MD AcO A 1209 106,0643-1100,5657 

SA F25 AcO A 78 118,0818-838,5254 

SA F28 AcO A 1078 100,0714-1136,7851 

SA BR AcO A 1097 104,1043-1077,6306 

Códigos das amostras: SA- se refere à cultura em meio arroz parbolizado (PF=adição inicial do fungo 
C. boninense FLe 8.1 na cultura mista; F25 ou F28=C. boninense FLe 8.1 de 25 ou 28 dias de 
incubação respectivamente; MD= adição simultânea dos micro-organismos na cultura mista; A25 ou 
A28=S. albospinus RLe 7 de 25 ou 28 dias de incubação respectivamente; BR= Branco do meio dd 
cultura; PA= adição inicial de S. albospinus RLe 7 na cultura mista; A7=cultura simples de S. 
albospinus RLe 7 de 28 dias de incubação; ACO=acetato de etila; a letra A no final do código de cada 
extrato significa que só uma das duplicatas foi utilizada nas análises. 
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Figura 20. Comparação dos espectros de ESI-MS dos extratos do fungo controle FLe 8.1 em meio arroz parbolizado. Superior: SA F28 AcO A, inferior: SA 
F25 AcO A. 
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A B

C D

 
Figura 21. Gráfico de escores e pesos das PCAs referentes aos extratos da cultura mista em arroz parbolizado. A. Gráfico de escores da PC1 x PC2, B. 
Gráfico de pesos da PC1 x PC2, C. Gráfico de escores da PC1 x PC3, D. Gráfico de pesos da PC1 x PC3. 
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Figura 22. Gráfico de scores da PC1 x PC2 x PC3 referente aos extratos da cultura mista em arroz parbolizado.  



Resultados e Discussão  |  61 

 

 

 

 
Figura 23. Dendrograma dos extratos da cultura mista em arroz parbolizado. 
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Na Figura 23 podem-se observar os três grupos gerados pela similaridade 

entre os extratos das culturas mistas com relação aos extratos das culturas simples 

mediante o método de agrupamento HCA-complete-linkage usando a distância 

Euclidiana do software The Unscrambler®. Os extratos F25AcOA e F28AcOA estão 

na mesma distância significando que não houve diferença entre os extratos dos 

cultivos controle do fungo de 25 e 28 dias de incubação. Os extratos PFAcOA e 

PAAcOA ficaram no mesmo grupo indicando que não houve diferenças quando o 

fungo ou a actinobactéria foram adicionados com antecedência na cultura mista. O 

terceiro grupo incluiu os extratos das culturas simples das actinobactérias A7AcOA, 

A25AcOA e A28AcOA, assim como o da cultura mista MDAcOA. Esta classificação 

apresentou o mesmo padrão obtido no gráfico de escores da Figura 22. 

Basicamente, a análise exploratória de dados por PCA permitiu verificar que 

não houve diferenças entre os extratos de AcOEt das culturas simples e mistas em 

meio arroz parbolizado. As variáveis utilizadas foram a presença ou ausência de 

sinais, assim como a intensidade, levando em conta que a baixa intensidade dos 

sinais representa baixa abundância dos íons correspondentes, o que poderia ser 

indicativo da presença de compostos em baixa quantidade, pois em ESI-MS a 

intensidade de um sinal é função da concentração do analito na amostra.148 

 

 4.4.2.2. Análise por ESI-MS dos extratos de AcOEt dos cultivos mistos  
 

Apesar de não ter observado diferenças significativas entre os extratos, 

alguns sinais apresentaram intensidade relativamente maior na co-cultura quando 

comparados com a cultura simples. Um destes exemplos corresponde ao íon de m/z 

455, sinal que apresenta maior intensidade quando comparados os espectros das 

culturas mistas com o da cultura simples da actinobactéria (Figura 19). Na Tabela 4 

observa-se que na cultura mista de adição simultânea dos micro-organismos, extrato 

MDAcOA, a intensidade desse sinal foi maior quando comparado com o sinal 

correspondente ao mesmo íon na cultura simples da actinobactéria, extrato 

A28AcOA. Não foi isolado nenhum composto correspondente a esse íon, porém 

foram realizadas buscas no DNP,129 partindo da hipótese do que o íon de m/z 455 

corresponde ao íon [M+H]+. A busca na base de dados sugeriu 4 possíveis 

compostos com a mesma fórmula molecular (Tabela 5). Os três compostos 
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derivados do herboxidieno (GEX 1Q1, GEX 1Q2 e GEX 1Q4) são compostos que 

seriam detectados por MS preferivelmente no modo negativo devido à presença de 

um grupo carboxila na estrutura. Na publicação de Sakai et al.149 esses compostos 

foram analisados por HRFAB-MS detectando o íon [M-H]-, o que impede realizar a 

atribuição desses compostos como possíveis candidatos do íon m/z 455 detectado 

no modo positivo nesta análise. A orimicina ou olimicina é um composto produzido 

por S. albochromogenes com atividade antifúngica patenteado em 1960, cuja 

estrutura não se encontra publicada na literatura, razão pela qual também não pode 

ser atribuída ao íon m/z 455.  

Os resultados da busca em uma faixa de massa maior, m/z 454.0-454.9, 

sugeriu alguns compostos derivados das kinamicinas.150-153 Se menciona o resultado 

dessa busca simplesmente para ressaltar a utilidade da alta resolução nas análises 

por MS quando não se dispõe de informação relacionada a fragmentação por MS 

sequencial. Junto ao íon m/z 455, foram observados outros dois íons, m/z 469 e m/z 

483, e entre as kinamicinas sugeridas na busca, três análogos poderiam apresentar 

os mesmos três sinais por ESI-MS: kinamicina D (C22H18N2O9), FL120C´ 

(C23H20N2O9) e FL120C (C24H22N2O9).154, 155 Pelo cálculo de erro, de 

aproximadamente 472 ppm, podem ser descartadas as fórmulas moleculares das 

kinamicinas como candidatas para os sinais mencionados. O aumento na 

abundância do íon m/z 455 na co-cultura pode ser indicativo de que o composto 

correspondente poderia ter alguma atividade inibitória no crescimento do fungo FLe 

8.1 nas condições mencionadas. Com a informação disponível, nenhuma das 

estruturas sugeridas na base de dados foi atribuída ao íon m/z 455.  

 
Tabela 4. Intensidade do ìon de m/z 455 nas culturas em meio arroz parbolizado 

Extrato Código Intensidade do íon m/z 455 
(cnts) 

Cultura simples RLe 7 A7 AcO A 10156 
Co-cultura adicionando primeiro 
o fungo FLe 8.1 PF AcO A 35953 
Co-cultura adicionando primeiro 
a actinobactéria RLe 7 PA AcO A 55906 
Co-cultura adicionando 
simultâneamente os micro-
organismos MD AcO A 98115 

 



Resultados e Discussão  |  64 

 

 
 

 

 

Tabela 5. Resultados da busca no DNP do íon de m/z 455.  

Base de dados Parâmetros 
de busca 

Fórmula molecular Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“454.29-
454.39” e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C25H42O7 GEX 1Q2, CAS 
192320-35-7 

149  

DNP Massa exata 
“454.29-
454.39” e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C25H42O7 GEX 1Q4, CAS 
192320-37-9 

149 

DNP Massa exata 
“454.29-
454.39” e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C25H42O7 GEX 1Q1, CAS 
192320-34-6 

149 

DNP Massa exata 
“454.29-
454.39” e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C25H42O7 Estrutura não reportada Orimicina, CAS 
103000-46-0 

Patente 156 
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A desferrioxamina E, sideróforo amplamente conhecido isolado de 

actinobactérias157 e presente na cultura simples de S. albospinus RLe 7, como foi 

mencionado anteriormente, também foi detectada na cultura mista de S. albospinus 

RLe 7 e C. boninense FLe 8.1. Na cultura mista esse sideróforo parece ter maior 

intensidade quando comparado com a cultura simples de S. albospinus RLe 7 

(Tabela 6). Para a identificação da desferrioxamina E foram levados em conta os 

íons correspondentes [M+H]+, [M+Na]+ e [M+K]+, assim como a informação obtida a 

partir das buscas nas bases de dados como mencionado na cultura simples da 

actinobactéria RLe 7 (Tabela 2). A detecção destes três íons sugeriu novamente a 

presença da desferrioxamina E nos extratos, já que os dados dos espectros de RMN 

de 1H do extrato da cultura mista não permitiram determinar claramente a presença 

desta molécula quando comparados com os dados da literatura.157 No extrato do 

fungo C. boninense FLe 8.1 em cultura simples não foi identificado o sideróforo, 

corroborando que ele foi produzido pela actinobactéria RLe 7 e provavelmente a 

biossíntese deste composto aumentou na cultura mista devido à competição por 

nutrientes do meio, mas essa hipótese não foi testada neste trabalho. 

 
Tabela 6. Intensidade do ìon de m/z 623 nas culturas em meio arroz parbolizado 

Extrato Código Intensidade do íon m/z 623 
(cnts) 

Cultura simples RLe 7 A7 AcO A 79826 
Co-cultura adicionando primeiro 
o fungo FLe 8.1 PF AcO A 210979 
Co-cultura adicionando primeiro 
a actinobactéria RLe 7 PA AcO A 80122 
Co-cultura adicionando 
simultâneamente os micro-
organismos MD AcO A 128235 

 

 4.4.2.3. Análise por ESI-MS do extrato controle de AcOEt do fungo FLe 
8.1 cultivado em arroz parbolizado 

 

Foi realizada a análise MS/MS do íon de m/z 403 presente no extrato de 

AcOEt do fungo FLe 8.1 em meio arroz parbolizado, como observado nos espectros 

de massas da Figura 19. O estudo de fragmentação foi realizado utilizando várias 

energias de colisão observando que o íon de m/z 403 gerou o íon de m/z 335 por 

perda de 68 Da (Figura 24). Adicionalmente, foi observado que o íon de m/z 335 

gerou o íon de m/z 205 por perda de um fragmento de 130 Da (Figura 25). 
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Assumindo esse íon como [M+H]+, realizou-se busca no DNP129 na faixa de m/z 

402,0-402,9 e origem biológica “fungus” obtendo-se quatro possíveis candidatos 

(Tabela 7). O fitolídeo A poderia ser descartado como um dos candidatos já que 

segundo a literatura, por ESI-MS espera-se detectar o íon de m/z 425 

correspondente a [M+Na]+, 158 o qual não foi observado. Nenhum dos outros três 

candidatos pode ser atribuído ao íon m/z 403 já que o erro calculado foi superior a 

100 ppm. Busca na base de dados METLIN100 pelos íons fragmento m/z 335 e m/z 

205 sugeriu duas possíveis estruturas, mas nenhuma delas coincidente com o íon 

precursor de m/z 403. Apesar da valiosa informação obtida dos espectros de 

MS/MS, não foi possível definir se o íon m/z 403 corresponde a algum dos três 

compostos restantes ou trata-se de um composto inédito.  
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Tabela 7. Possíveis candidatos para o íon de m/z 403.  
Base de dados Parâmetros de 

busca 
Fórmula molecular Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“402.0-402.9” e 
origem biológica 
“fungus” 

C18H30N2O4S2 

 

FE 399, CAS 
200127-94-2 

Patente 159 

DNP Massa exata 
“402.0-402.9” e 
origem biológica 
“fungus” 

C20H18O9 

 

Integrastatina B 160 

DNP Massa exata 
“402.0-402.9” e 
origem biológica 
“fungus” 

C22H26O7 Fitólido A, CAS 
200936-84-1 

158 

DNP Massa exata 
“402.0-402.9” e 
origem biológica 
“fungus” 

C23H30O6 

O

O

O
HO

OHHO
 

Sch 65676, CAS 
178117-40-3 

161 
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Figura 24. Espectro de MS/MS por CID do íon de m/z 403. 
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Figura 25. Espectro de MS/MS do íon de m/z 335 por CID. 
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 4.4.2.4. Análise por ESI-MS do extrato SA-F28HexB 
 

Como foi mencionado anteriormente, o extrato SA-F28HexB provem da fração 

hexânica do fungo cultivado durante 28 dias em meio de arroz parbolizado. Segundo 

os resultados observados na Tabela 1, esse extrato apresentou atividade citotóxica 

elevada frente a uma das linhagens celulares testadas, porém a duplicata desse 

extrato não apresentou atividade significativa. Foi realizada a análise por ESI-MS de 

maneira simultânea ao extrato SA-A7AcOX6 sendo observados muitos sinais 

coincidentes entre eles, indicando que a maioria dos sinais observados 

correspondeu à interferência procedente do meio de cultivo. Um único íon, m/z 496, 

proveniente desse extrato foi analisado por MS sequencial. Na Figura 26 observam-

se o espectro em full scan do extrato e o espectro MS-MS do íon de m/z 496. 

O íon de m/z 496 apresentou uma primeira perda de 18 Da correspondente 

provavelmente a [M+H-H2O]+. Busca no DNP129 não sugeriu nenhuma substância 

dentre a faixa de massa de m/z 495,0-495,5 e de origem fúngica. Buscas pelo 

padrão de fragmentação nas bases de dados METLIN100 e MassBank101 não sugeriu 

nenhum candidato para o íon mencionado, razão pela qual não foi possível realizar a 

atribuição correspondente. 

 

m/z 496

m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

%

0

100
F28_HexB_MSMS_01  11 (0.605) Sm (SG, 3x1.00); Cm (10:18) 2: Daughters of 496ES+ 

2.88e6184.0

104.0

86.0 125.0

496.2

478.2
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m/z
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

%

0

100
F28_HexB_IDMS_01  61 (0.710) Sm (SG, 8x0.75); Cm (47:90-159:238x5.000) Scan ES+ 

1.02e8313.2

301.1

285.1

239.2

338.2

579.4

382.2
551.4

397.1 437.1
415.2 496.2

580.4
607.4

608.4
635.4 711.4 739.4

 
Figura 26. Espectros da análise por ESI-MS do extrato SA-F28HexB. Superior: Espectro em full scan 
do extrato. Inferior: Espectro de fragmentação por CID do íon de m/z 496. 



Resultados e Discussão  |  71 

 

4.4.3. Identificação estrutural e caracterização da fisostigmina 
 

O espectro de RMN de 1H em CDCl3 (Figura 27) da fisostigmina, isolada 

segundo o esquema da Figura 10, mostra um hidrogênio aromático em δ 6,80, duplo 

dupleto (J=1,7,  8,8 Hz), que acopla com um hidrogênio em δ 6,34, dupleto (J=8,3 

Hz), em relação orto. Este mesmo hidrogênio em δ 6,80 acopla com um hidrogênio 

em relação meta que apresenta um deslocamento químico em δ 6,76, dupleto (J=1,7 

Hz). Foram identificados quatro sinais cada um integrando para três hidrogênios, 

indicando a presença de quatro metilas. Os hidrogênios em δ 2,87 se observam 

como um dupleto (J=4,1 Hz), provavelmente pelo acoplamento com o hidrogênio do 

carbamato, simpleto largo em δ 4,93. Observam-se os hidrogênios metílicos pouco 

desblindados em δ 1,43 como um simpleto, e mais dois simpletos correspondentes 

aos hidrogênios das outras duas metilas, especificamente N-metilas em δ 2,55 e δ 

2,93. Aparecem dois sinais cada um integrando para um hidrogênio, um deles como 

multipleto em δ 2,79 e o outro como duplo dupleto, em δ 2,63 (J=7,6,  15,5 Hz) 

indicando acoplamento com o hidrogênio geminal e com um hidrogênio vicinal. A 

atribuição dos H2a e H2b foi feita segundo a análise feita por Santos-Sánchez et 

al.162 O multipleto em δ 1,98 foi atribuído ao hidrogênio na posição 3, o qual integrou 

para dois hidrogênios. O experimento 1H-1H COSY (Figura 28) permitiu determinar a 

conexão entre C3 e C2, assim como o acoplamento entre a metila do carbamato (δ 

2,87) e o hidrogênio ligado ao nitrogênio (δ 4,93). Igualmente, este experimento 

permitiu confirmar as ligações entre os carbonos aromáticos da posição 6 (δ 6,80) e 

7 (δ 6,34). Os dados de RMN de 13C permitiram determinar a presença dos 15 

carbonos da molécula (Figura 29), assim como a presença de dois metilenos, nas 

posições 2 (δ 53,2) e 3 (δ 40,6), pelos dados do experimento DEPT (Figura 30). Os 

dados de HMQC (Figura 31) e HMBC (Figura 32) foram necessários para identificar 

as conexões entre hidrogênios e carbonos, possibilitando a atribuição completa dos 

deslocamentos químicos. Os dados obtidos e mostrados na Tabela 8 são coerentes 

com os atribuídos à fisostigmina na literatura. 
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Figura 27. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) da fisostigmina isolada da cultura simples de S. albospinus RLe 7 em arroz parbolizado. 
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Figura 28. Espectro de COSY (500 MHz, CDCl3) da fisostigmina isolada da cultura simples de S. albospinus RLe 7 em arroz parbolizado. 
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Figura 29. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) da fisostigmina isolada da cultura simples de S. albospinus RLe 7 em arroz parbolizado. 
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Figura 30. Espectro de DEPT (125 MHz, CDCl3) da fisostigmina isolada da cultura simples de S. albospinus RLe 7 em arroz parbolizado. 
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Figura 31. Espectro de HMQC (500 MHz, CDCl3) da fisostigmina isolada da cultura simples de S. albospinus RLe 7 em arroz parbolizado. 
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Figura 32. Espectro de HMBC (500 MHz, CDCl3) da fisostigmina isolada da cultura simples de S. albospinus RLe 7 em arroz parbolizado. Na parte superior, 
estrutura da fisostigmina mostrando algumas das correlações H→C observadas no espectro de HMBC. 
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Tabela 8. Dados de RMN de 1H (500 MHz), 13C (125 MHz), HMQC e COSY obtidos em CDCl3 
referentes à fisostigmina isolada da cultura simples de S. albospinus RLe 7 em meio arroz 
parbolizado. 

Átomo δ 13C δ 1H 
(multiplicidade, J 

em Hz) 

COSY HMBC (1H→13C) 

C(3a)-CH3 27,2 1,43 (s) - C-3; C-3a; C-8a; C-
3b 

C3 40,6 1,98 (m) H2b; H2a C(3a)-CH3; C-3a; C-
3b 

N(1)- CH3 37,9 2,55 (s) - C-2; C-8a 
C2 (Hb) 53,2 2,63 (dd, 

J=7,6;15,5) 
H3; H2a N(1)- C; C-3; C-3a; 

C-8a 
C2 (Ha) 53,2 2,79 (m) H2b; H3 N(1)- C 
NH-CH3 27,9 2,87 (d, J=4,1) N-H CO2N 

N(8)- CH3 37,3 2,93 (s) - C-8a 
C8a 97,8 4,20 (s) - C(3a)-C; N(1)- C; C-

3; C-3a 
N-H - 4,93 (s) NH-CH3 - 
C7 107,0 6,34 (d, 8,3) H-6 C-3b; C-5 
C4 116,3 6,76 (d, 1,7) - C-3a; C-6; C-7a; C-5 
C6 120,8 6,80 (dd, 1,7; 8,8) H-7 C-4; C-7a; C-5 

CO2N 156,2 - - - 
C5 143,5 - - - 

C(3a)-CH3 52,9 - - - 
C3b 137,3 - - - 
C7a 149,4 - - - 
 

A fisostigmina é um produto natural reconhecido por sua ação inibitória sobre 

a enzima acetilcolinesterase. Já foi isolada de outras actinobactérias, havendo 

inclusive patentes relacionadas com o processo de obtenção a partir de cultivo de 

actinobactérias em cultura simples (Merck)163 como em mista (Takeda Chem. 

Ind.),164 em meio líquido. Também existem patentes sobre derivados da fisostigmina, 

porém obtidos por síntese165-167, demonstrando a importância que teve essa 

molécula na busca de substâncias como potenciais fármacos. Porém, como descrito 

neste trabalho, a fisostigmina só foi detectada e isolada a partir de cultivos em meio 

sólido.  

Durante o procedimento de isolamento da fisostigmina, foi observada possível 

degradação da substância. Na literatura têm sido descritos vários produtos de 

degradação da fisostigmina nas tentativas de isolamento desse alcaloide,168-172 

assim como há estudos da estabilidade da fisostigmina reportando alguns dos 

produtos de degradação deste produto natural.173 Embora tenha sido observado um 

possível produto de degradação de coloração vermelha atribuível à rubreserina, 

durante a secagem a pressão reduzida a 40 oC de várias amostras contendo 

fisostigmina, a análise por GC-MS não foi conclusiva pois foi encontrada apenas 

uma similaridade de 88% com eserolina, composto incolor, como observado na 

Figura 33. A importância dos produtos de degradação da fisostigmina tem sido 
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reportada, já que alguns deles, além da rubreserina, apresentaram atividade 

citotóxica frente a algumas linhagens de células tumorais.174  

 

 

Figura 33. Análise por GC-MS da fração SA-A7BuX4.2.1 contendo um possível produto de 
degradação da fisostigmina (eserolina). 

 
Com os resultados apresentados, o interesse principal foi isolar a fisostigmina, 

e determinar se essa substância apresentava atividade antifúngica, portanto não 

foram realizadas outras análises dos produtos de degradação da fisostigmina. 

Adicionalmente, foi demonstrada a formação da eserolina como produto de hidrólise 

na fonte de ionização por ESI-MS mostrando a formação do íon de m/z 219. Além da 

eserolina, são formados outros fragmentos por dissociação na fonte, m/z 233 e m/z 

162 (Figura 34). Também foram feitas análises MS/MS da fisostigmina (Figura 35) e 

do íon de m/z 219 para verificar a procedência do íon de m/z 162 a partir do íon de 

m/z 219 (Figura 36). 
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Figura 34. Espectro de ESI-MS da fisostigmina padrão (Sigma-Aldrich®), [M+H]+ m/z 276. 
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Figura 35. Espectro de MS/MS por CID do íon de m/z 276 
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Figura 36. Espectro de MS/MS por CID do íon de m/z 219 
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 4.4.4. Análise por ESI-MS da fração SA-A7AcOX6 

 

Como descrito anteriormente no item 3.2.4.3 (Figura 10) foram obtidas sete 

frações no procedimento cromatográfico, a amostra SA-A7AcOX6 corresponde à 

última fração recuperada utilizando resina XAD-16. Devido à dificuldade de isolar 

qualquer substância a partir dessa fração utilizando alguns procedimentos 

cromatográficos, foi realizada a análise por ESI-MS obtendo o espectro observado 

na Figura 37. Adicionalmente, foram realizadas as análises de MS sequencial de 

vários íons correspondentes a possíveis metabólitos depois de fazer uma depuração 

dos sinais correspondentes aos interferentes procedentes do meio de cultivo. 

Os íons de m/z 803 (Figura 38), m/z 771 (Figura 39), m/z 743 (Figura 40) e 

m/z 691 (Figura 41) foram submetidos a análises por MS sequencial apresentando 

um padrão de fragmentação similar, originando sempre um íon de maior abundância 

correspondente ao sinal de m/z 413. Provavelmente os íons mencionados 

correspondem a uma série análoga de compostos. Segundo o padrão de 

fragmentação, é provável que essa série de compostos corresponda a derivados 

antraciclínicos glicosilados, os quais podem sofrer quebra da ligação glicosídica 

onde a carga pode-se localizar tanto na aglicona quanto no açúcar, também 

apresentando clivagem da cadeia lateral da aglicona, assim como perdas neutras 

adicionais de H2O, NH3 ou CO.175  

A hipótese dos íons mencionados pertencerem a derivados de antraciclinas 

glicosiladas pode-se conceber levando em conta que vários dos compostos 

sugeridos pela busca no DNP129 (Tabela 9-12) apresentaram esse tipo de estrutura, 

como o composto derivado de 8-desoxipremitramicinona (Tabela 9), o antibiótico MA 

144 U6, a citorodina J e a cinerubina K (Tabela 10), já que um derivado desse tipo 

de estrutura poderia gerar o íon de m/z 413 devido à quebra da ligação glicosídica e 

posteriores quebras, por exemplo nas cadeias laterais do anel A dariam lugar ao íon 

de m/z 301.  

Os derivados antraciclínicos, por exemplo citorodina J,176 sugeridos para o íon 

de m/z 771 (Tabela 10) poderiam dar lugar a fragmentos similares daqueles 

observados no espectro Figura 39 devido à quebra da ligação glicosídica e perda 

posterior de 32 Da devido possivelmente a perda de CH3OH. Os dados de 

fragmentação da cinerubina K mencionados por Mahmoud177 sugerem presença do 
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íon de m/z 415 correspondente à aglicona formando aduto com sódio e o íon de m/z 

383 correspondente à porção glicosídica formando aduto com sódio. Segundo essa 

informação, a formação dos íons m/z 413 e m/z 381 é coerente com essa classe de 

compostos, suportando a hipótese da presença desse tipo de compostos na fração 

SA A7 AcOX6.  

Segundo essa informação da literatura, assim como a informação observada 

nas análises por ESI-MS, existe a possibilidade de que os íons aqui mencionados 

correspondam a derivados glicosilados apresentando uma estrutura cíclica rígida 

que dificilmente fragmenta, porém a informação obtida e analisada não é conclusiva, 

o que impede realizar a atribuição estrutural dos compostos detectados devido a que 

não existem estudos de fragmentação por CID que permitam uma comparação 

adequada. 
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Figura 37. Espectro de ESI-MS da fração SA A7AcOX6 
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Figura 38. Fragmentação do íon precursor de m/z 803 por CID. Energia de colisão 40 eV. 
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%

0

100
SA_ACO_MSMS_02  13 (0.745) Sm (SG, 3x1.00); Cm (10:17) 4: Daughters of 771ES+ 

2.98e6413.2

301.0

188.9170.8
381.3 771.3

 

Figura 39. Fragmentação do íon precursor de m/z 771 por CID. Energia de colisão 40 eV.  
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m/z 743

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

%

0

100
SA_ACO_MSMS_03  11 (0.629) Sm (SG, 3x1.00); Cm (10:18) 4: Daughters of 743ES+ 

2.43e6413.1

301.0

170.9 188.9
353.0 743.2

 

Figura 40. Fragmentação do íon precursor de m/z 743 por CID. Energia de colisão 40 eV. 
m/z 691

m/z
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

%

0

100
SA_ACO_MSMS_05  13 (0.734) Sm (SG, 3x1.00); Cm (11:18) 3: Daughters of 691ES+ 

3.85e6413.1

301.1

171.0

 

Figura 41. Fragmentação do íon precursor de m/z 691 por CID. Energia de colisão 40 eV. 
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Tabela 9. Resultados da busca em bases de dados do íon m/z 803 

Base 
de 
dado
s 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referênci
a 

DNP Massa exata 
“802,0-802,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces
” 

C37H50N6O14 

 

Antibiótico A 201A, CAS 37305-78-5  178 

DNP Massa exata 
“802,0-802,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces 

C43H50N2O13 Derivado antraquinônico, estrutura não 
reportada. 

Antibiótico DC 14, CAS 73070-83-4 179 

DNP Massa exata 
“802,0-802,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces
” 

C36H58N4O16 

N

H
N

O
O

OO

OHHO

HO

OHHO

O

HN

O

HOHO

HO

N
H

O

O

 

Estreptovirudina B2, CAS 51330-31-5 180, 181 
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Base 
de 
dado
s 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referênci
a 

DNP Massa exata 
“802,0-802,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces
” 

C40H50O17 

O

O

O

O
OOHOH OH

O

O

O
OH

O

O
OH

HO
OH  

4a-O-[2,6-Didesoxi-3-C-metil-β-D-ribo-hexopiranosil-
(1→3)-2,6-didesoxi-β-D-lyxo-hexopiranosil-(1→3)-2,6-
didesoxi-β-D-arabino-hexopiranosido]- 8-
desoxipremitramicinona, CAS 475111-68-3  

182 

DNP Massa exata 
“802,0-802,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces
” 

C44H54N2O10
S 

 

Derivado de naftomicina A: N-[2-
[[(6Z,8Z,10E,12S,13S,16E,19S,20E,22S,23S,24S,25E
)-4,5,12,13,14,15,18,19,22,23,24,27-dodeca hidro-
13,19,23,28-tetrahidroxi-6,12,16,22,24,26,29-
heptametil-1,5,15,27,32-pentaoxo-3,31-metano-1H-4-
benzazaciclononacosin-2-il]tio]etil]-acetamida, CAS 
214281-72-8 

183 
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Tabela 10. Resultados da busca em bases de dados do íon de m/z 771 
Base 
de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“771,0-771,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C40H50O15 

HO

O

OH O OHO

O
O

O

OH
O

O
O O

OH

 

Antibiótico MA 144 U6, CAS 64222-71-1 184, 185 

DNP Massa exata 
“771,0-771,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C40H50O15 

O

O

O

O

O O

OO

OH

OH

OH

O

OOH

HO  

Citorodina J, CAS 95599-42-1 176 
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Base 
de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“771,0-771,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C40H50O15 

O

O

O

O

O O

OO

OH

OH

O

OOH

HO

OH

 

Cinerubina K 177 

DNP Massa exata 
“771,0-771,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C43H62O12 

 

Antibiótico UK 78622, CAS 127346-85-4 186 
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Base 
de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“771,0-771,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C41H70O13 

 

Antibiótico NK 154183ª, CAS 152986-47-5 187 

DNP Massa exata 
“771,0-771,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C41H43ClN4O9 Antibiótico peptídico, estrutura não reportada Yemenimicina, CAS 12764-56-6 188, 
Patente189 
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Tabela 11. Resultados da busca em bases de dados do íon m/z 743 
Base 
de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“742,0-742,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C40H54N8O6 Estrutura não reportada Antibiótico SS 8228B, CAS 98444-88-3 Patente190, 

191 

DNP Massa exata 
“742,0-742,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C37H58O15 

 

Aldgamicina E 192 
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Tabela 12. Resultados da busca em bases de dados do íon m/z 691 
Base 
de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“690,0-690,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C37H38O13 

 

Antibiótico Sch 47554, CAS 150050-20-
7 

193 

DNP Massa exata 
“690,0-690,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C38H58O11 

 

Higrolidina, CAS 83329-73-1 194 

DNP Massa exata 
“690,0-690,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C39H62O10 

 

Roseofungina, CAS 12687-98-8 195 

DNP Massa exata 
“690,0-690,5” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C27H50N10O11 

 

Ácido N-acetilestreptotricina E, CAS 
1123520-73-9 

196 
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4.5. Cultura mista em meio sólido ISP-2  
 

Devido às poucas quantidades de material disponíveis a partir de cultivos em 

placa de Petri, é necessário utilizar técnicas analíticas mais sensíveis para obter um 

perfil metabólico da cultura de micro-organismos.197 Assim, foi utilizado o protocolo 

desenvolvido por Smedsgaard93 para obter um perfil metabólico da interação entre 

S. albospinus RLe 7 e C. boninense FLe 8.1, na qual o crescimento fúngico foi 

inibido pela actinobactéria como observado na Figura 42, com uma pouca 

quantidade de amostra e mínimo consumo de solventes. O rendimento dos extratos 

obtidos dos fragmentos de micélio-ágar é mostrado na Tabela 13. 

 

F MF HI MA A

 
Figura 42. Co-cultivo de S. albospinus RLe 7 e C. boninense FLe 8.1 em meio ISP-2.  
S. albospinus RLe 7 (direita) e C. boninense FLe 8.1 (esquerda). Os códigos na figura referem‐se a: F (fungo), MF 
(margem do fungo), HI (halo de inibição), MA (margem da actinobactéria), A (actinobactéria). 
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Tabela 13. Rendimento dos extratos obtidos a partir do experimento de extração em micro-escala. 
Extratos 
obtidos com 
mistura 
solvente P††  

Massa dos 3 
fragmentos 
de micélio-
ágar (mg) 

Massa do 
extrato seco 
(mg) 

Códigos dos 
extratos 
obtidos com 
mistura 
solvente A‡‡  

Massa dos 3 
fragmentos 
de micélio-
ágar (mg) 

Massa do 
extrato seco 
(mg) 

ACP 213,2 2,5 ACA 224,9 1,6 
MACP 288,4 3,0 MACA 239,3 1,1 
AACP 246,1 2,5 AACA 270,4 0,8 
FCP 227,6 2,2 FCA 225,7 0,8 
AP 213,9 2,6 AA 255,0 2,1 
MAP 162,0 1,9 MAA 167,8 0,6 
HIP 147,3 1,4 HIA 146,1 0,6 
MFP 163,9 2,0 MFA 142,0 0,6 
FP 180,5 1,6 FA 167,0 0,7 
BRP 172,8 5,4 BRA 188,0 0,6 

 
As análises foram realizadas por ESI-MS no modo positivo, já que foi 

observado um melhor perfil de detecção, o que é coerente com um estudo 

recentemente publicado demonstrando que muitos dos produtos naturais geralmente 

são detectados nesse modo, já que de 719 metabólitos microbianos e micotoxinas 

padrão, 93% foram detectados usando ESI-MS no modo positivo.94 

Segundo os espectros obtidos por ESI-MS, a extração com ACN:H2O foi mais 

eficiente possibilitando a observação de maior número de sinais quando 

comparados os espectros do halo de inibição dos extratos HIP (mistura ACN:H2O 

1% ác. fórmico) e HIA (AcOEt:CH2Cl2:MeOH 1% ác. fórmico) (Figura 43). Isto 

também pode ser observado na Tabela 13 na qual se mostram os valores das 

massas de peso seco dos extratos obtidos com os dois tipos de mistura solvente. 

Levando-se em conta os melhores rendimentos dos extratos obtidos com a mistura 

solvente ACN:H2O e maior intensidade dos sinais detectados, as análises descritas 

na continuação do texto serão baseadas nos espectros gerados a partir destes 

extratos.  

 

                                                            
†† ACN:H2O (65:35) contendo 1% de ácido fórmico (v/v). 
‡‡ MeOH:CH2Cl2:AcOEt (1:2:3) contendo 1% de ácido fórmico (v/v). 
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Figura 43. Espectros de ESI-MS dos extratos do halo de inibição comparando as duas misturas solventes utilizadas na extração em micro-escala.  
a). Extrato do halo de inibição obtido com a mistura solvente MeOH:CH2Cl2:AcOEt (1:2:3) contendo 1% de ácido fórmico (v/v); b). Extrato do halo de inibição 
obtido com a mistura solvente ACN:H2O (65:35) contendo 1% de ácido fórmico (v/v). 

 

28-09-2012

m/z
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

%

0

100
HIA_01  44 (0.805) Sm (SG, 5x0.75); Cm (36:57) Scan ES+ 

7.17e7301.1

257.1

217.2
235.2

288.3
275.1

338.3
317.1

360.3

663.4453.1437.2 685.4 701.4

28-09-2012

m/z
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

%

0

100
HIP_01  41 (0.750) Sm (SG, 5x0.75); Cm (33:68) Scan ES+ 

1.56e7219.2

453.2

276.2

261.2

233.2

249.1

381.1

314.1290.2

291.1

365.1

332.3
337.2

353.1

382.1 411.1

395.1

592.2

454.2

543.1455.1

456.2 527.2
469.1 507.2

591.2545.2

630.1

593.2

692.2

672.2631.2

671.2

693.2

705.2 784.2 908.5 924.5

a. HIA

b. HIP
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Os espectros de massas dos extratos mencionados foram comparados entre 

si a fim de identificar diferenças nos perfis, já que cada extrato foi representativo de 

uma região específica da interação microbiana. Assim, a identificação de sinais nas 

regiões da interação na co-cultura e posterior comparação com os controles 

correspondentes, permitiu propor o micro-organismo responsável pela produção do 

possível metabólito identificado. A análise contemplou também a verificação de que 

os íons detectados nos extratos dos micro-organismos não proviessem do extrato do 

meio de cultura (branco) nem do solvente, neste caso o MeOH. Depois de realizar 

essa depuração, foram realizadas análises de massas sequencial por CID a 

diferentes energias de colisão (5, 15, 25, 30 eV)  para obter informação estrutural 

das moléculas detectadas mediante esta técnica. Da Figura 44 até a Figura 53 estão 

mostrados os espectros em full scan de cada um dos extratos. Na Tabela 14 

mostram-se os íons submetidos a fragmentação por CID, e os espectros 

representativos das análises MS/MS mostram-se a partir da Figura 54. 

 
Tabela 14. Íons detectados nos extratos da co-cultura em meio ISP-2 ágar e submetidos a CID.  

Íon 
(m/z) Extratos Fragmentos mais representativos gerados por CID 

(energia de colisão) 

304 AACP, MACP, ACP, 
AP,MAP 212, 188, 173 (25 eV) 

290 AACP, MACP, ACP, AP, 
MAP, HIP, FP, MFP 219, 174, 162, 147 (15 eV) 

276 AACP, MACP, ACP, AP, 
MAP, HIP, FP, MFP 245, 233, 219, 188, 176, 162 (15 eV) 

274 FCP, HIP, FP, MFP 256, 212, 203, 187, 174, 171, 157, 130, 127, 114, 112, 106, 
102, 97, 88, 84, 83, 72, 71, 70, 68, 58, 57, 55 (25 eV) 

257 FCP, FP, MFP 211, 140, 139, 121, 96, 95, 84, 72, 70 (20 eV) 
249 AP, MAP, HIP 204, 189, 176, 170, 147, 84 (20 eV) 

222 FCP, FP 204, 176, 163, 151, 149, 136, 130, 120, 108, 105, 102, 91, 86, 
84, 72, 71, 58 (20 eV) 

614 AACP, MACP, ACP, AP, 
MAP, HIP, FP, MFP  478, 460, 453, 364, 346, 317, 308, 241, 159, 132 (25 eV) 

672 AACP, MACP, ACP, AP, 
MAP, HIP, FP, MFP 592, 572, 456, 438, 162, 144, 137, 136 (25 eV) 

592 AACP, MACP, ACP, AP, 
MAP, HIP, FP, MFP 456, 438, 162, 144, 137, 126 (20 eV) 

758 FCP, FP 184 (20 eV) 
782 FCP, FP 184 (20 eV) 

784 FCP, AP, MAP, HIP, FP, 
MFP 184 (25 eV) 

786 FCP, FP 184 (25 eV) 
820 FCP, FP 761, 700, 584, 478, 301, 163 (30 eV) 
822 FCP, FP 804, 763, 480, 303, 163 (30 eV) 
824 FCP, FP 678, 649, 538, 163 (30 eV) 
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28-09-2012

m/z
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000

%

0

100
BRP_01  41 (0.750) Sm (SG, 3x0.75); Cm (36:49) Scan ES+ 

1.06e7365.1203.0

360.3

338.3

265.0217.0
261.1

231.0
301.1

281.0 305.1
339.3

381.0 527.1
393.1 427.0 522.5

437.1 469.3
550.6

689.1

 
Figura 44. Espectro de ESI-MS do extrato BRP correspondente ao meio de cultura ISP-2 ágar. 

28-09-2012

m/z
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

%

0

100
FCP_01  82 (0.819) Sm (SG, 5x0.75); Cm (66:127) Scan ES+ 

1.06e7222.3

320.5

296.3

274.3236.3

257.3 318.4

381.3

334.5
336.5

348.5

784.7

782.7

766.7
758.7655.6453.3383.3 411.3

522.6
497.4457.5

631.6
543.3 558.4 659.6

710.7 750.6

786.7
822.7

820.7

787.7

824.6

 
Figura 45. Espectro de ESI-MS do extrato FCP correspondente ao fungo controle.  
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28-09-2012

m/z
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000

%

0

100
AACP_01  43 (0.787) Sm (SG, 3x0.75); Cm (31:70) Scan ES+ 

3.89e7381.1
219.1

200.0

365.1

276.2

261.2233.2

254.1

304.3
277.2

290.2

314.1

332.3
342.2

543.1

527.2382.1

490.2
410.2 456.2424.2 476.3

592.2

544.1 591.2
692.2

630.1593.1

614.2 672.2654.2
693.2

707.2

 
Figura 46. Espectro de ESI-MS do extrato AACP correspondente ao ágar da actinobactéria controle.  

28-09-2012

m/z
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000

%

0

100
MACP_01  43 (0.787) Sm (SG, 3x0.75); Cm (33:72) Scan ES+ 

2.81e7219.2

200.0

381.1

276.2

261.2227.1

233.2

254.1

304.3

277.2

314.1
365.1

332.3 342.2

592.2

490.2
453.1

411.1382.1

396.2

422.2

424.2

482.8 543.1
491.2

527.2

560.2
591.2

630.1609.2
906.4692.2643.3

678.2672.2 708.2 899.4
740.3

909.4
944.4

 
Figura 47. Espectro de ESI-MS do extrato MACP correspondente à margem da actinobactéria controle.  
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28-09-2012

m/z
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000

%

0

100
ACP_01  40 (0.732) Sm (SG, 3x0.75); Cm (34:52) Scan ES+ 

1.10e7338.3

219.1

200.0

217.0

276.1

233.1
261.1

254.1

277.1

314.1304.2
290.1

365.1

360.3

339.3

340.2

381.0

592.2

453.1424.2

382.0
411.1

393.1 437.1

456.1

522.5
457.1

490.2 497.2
550.6

569.2

630.1593.1
692.1

672.1631.1 923.3907.3
708.1 885.3

 
Figura 48. Espectro de ESI-MS do extrato ACP correspondente ao micélio da actinobactéria controle.  

28-09-2012

m/z
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000

%

0

100
AP_01  41 (0.750) Sm (SG, 3x0.75); Cm (35:68) Scan ES+ 

2.10e7219.1

200.0

381.1

276.2
261.2

233.2

249.1

304.3

290.2

365.1
314.1

320.3

321.2 342.2

592.2

543.1

382.1
411.1

396.2
453.2422.2 527.2460.1 506.3

544.1
560.2

630.1

593.1609.3
692.2

631.1
672.2

632.1
693.2

908.5784.2708.3 899.5 913.5

 
Figura 49. Espectro de ESI-MS do extrato AP correspondente ao micélio da actinobactéria na co-cultura.  
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28-09-2012

m/z
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

%

0

100
MAP_01  42 (0.768) Sm (SG, 5x0.75); Cm (35:66) Scan ES+ 

1.57e7219.2

381.1

276.2261.2

233.2

249.1

304.3

290.2
365.1

314.1

320.3

332.3

592.2
543.1

453.2383.1
411.1

407.2 424.1

460.1
527.2506.3474.1

544.1
591.2

630.1

609.3

692.2631.2
672.2

632.1
694.3

908.5740.3 784.2 924.5

 
Figura 50. Espectro de ESI-MS do extrato MAP correspondente à margem da actinobactéria na co-cultura.  

28-09-2012

m/z
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

%

0

100
HIP_01  41 (0.750) Sm (SG, 5x0.75); Cm (33:68) Scan ES+ 

1.56e7219.2

453.2

276.2

261.2

233.2

249.1

381.1

314.1290.2

291.1

365.1

332.3
337.2

353.1

382.1 411.1

395.1

592.2

454.2

543.1455.1

456.2 527.2
469.1 507.2

591.2545.2

630.1

593.2

692.2

672.2631.2

671.2

693.2

705.2 784.2 908.5 924.5

 
Figura 51. Espectro de ESI-MS do extrato HIP correspondente à halo de inibição na co-cultura.  
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28-09-2012

m/z
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

%

0

100
FP_01  43 (0.787) Sm (SG, 5x0.75); Cm (35:61) Scan ES+ 

1.25e7219.2

290.2

274.2
261.2222.0

257.1

236.1

692.2291.1 314.1

320.3
630.1592.2381.1336.2

337.2 453.2
411.1

422.2
497.2457.3 543.1522.5 550.6

614.2

655.4
657.4

784.6

782.6

693.2
766.5758.6
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Figura 52. Espectro de ESI-MS do extrato FP correspondente ao micélio do fungo na co-cultura.  
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Figura 53. Espectro de ESI-MS do extrato MFP correspondente à margem do fungo na co-cultura.  
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Vários dos íons foram atribuídos a substâncias produzidas pela actinobactéria 

S. albospinus RLe 7. O íon [M+H]+ m/z 276 foi atribuído à fisostigmina (C15H21N3O2) 

levando em conta o perfil de fragmentação gerado a partir da CID (Figura 54). Foram 

observados os fragmentos m/z 245, m/z 233, m/z 219, m/z 188, m/z 176 e m/z 162 o 

que permitiu eliminar a hipóteses desses íons serem atribuídos a outros metabólitos 

produzidos pela actinobactéria. Adicionalmente foram feitas análises MS/MS dos 

íons m/z 233 (Figura 55) e m/z 219 (Figura 56), confirmando-os como fragmentos da 

fisostigmina produzidos por dissociação na fonte de ionização. A presença da 

fisostigmina nos extratos mencionados (Tabela 14) indica que esta substância foi 

produzida pela actinobactéria e difundiu até o micélio do fungo na cultura mista, 

provavelmente estando envolvida na inibição do crescimento desse fungo. 
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Figura 54. Fragmentação do íon precursor m/z 276 por CID. Energia de colisão 15 eV. 
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Figura 55. Fragmentação do íon precursor m/z 233 por CID. Energia de colisão 15 eV. 
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Figura 56. Fragmentação do íon precursor m/z 219 por CID. Energia de colisão 15 eV. 
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Figura 57. Fragmentação do íon precursor de m/z 290 por CID. Energia de colisão 15 eV. 
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O íon [M+H]+ m/z 290 foi detectado nos extratos da actinobactéria controle e 

na co-cultura. Isto indica que esse metabólito, produzido pela actinobactéria, difunde 

no meio de cultura até atingir o micélio do fungo. As intensidades deste íon parecem 

maiores nas regiões de interação com o fungo na co-cultura, sugerindo que esta 

molécula também poderia estar envolvida na inibição do crescimento do fungo. 

Provavelmente a presença do fungo estimula a produção dessa molécula. O 

espectro MS/MS mostra os fragmentos m/z 219 e m/z 162 apresentados também 

pela fisostigmina, indicando que estas duas substâncias podem ser análogas. A 

diferença de 14 Da entre os íons m/z 276 e m/z 290 pode ser devido à presença de 

um grupo N-etila no carbamato, já que a possível perda neutra de isocianato de etila 

geraria o mesmo íon fragmento observado na fisostigmina, [M+H - EtNCO] m/z 219 

(Figura 58). Baseado na informação mencionada, sugere-se a fórmula molecular 

C16H23N3O2 para esta molécula, e o íon detectado na análise foi [M + H]+ m/z 290. 

Não existem relatos dessa substância como produto natural, mas devido à 

importante atividade anticolinesterase da fisostigmina, os efeitos do alongamento da 

cadeia N-carbâmica mediante síntese orgânica tem sido estudados na busca de 

alternativas para o tratamento da doença de Alzheimer.198, 199 O análogo N-

etilcarbamato da fisostigmina foi sintetizado, junto com outros derivados, em um 

trabalho que demonstrou a seletividade dos derivados N-alquilcarbamato da 

fisostigmina pela enzima butirilcolinesterase.200 Não há relatos de atividade 

antifúngica para essa substância, pelo qual não pode ser concluída o efeito biológico 

na interação com o fungo C. boninense FLe 8.1. 

 

 
 

Figura 58. Formação do íon fragmento m/z 219 a partir dos íons m/z 276 e m/z 290 
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Levando-se em conta a produção da fisostigmina e o análogo descrito, 

sugeriu-se a presença de mais análogos dessas substâncias. O íon m/z 304 foi 

detectado também nos extratos da actinobactéria controle e na co-cultura. 

Assumindo o íon de m/z 304 como [M+H]+, foi realizada uma busca no DNP129 sob 

os critérios de massa exata na faixa entre 303,0-303,5 e restringindo a fonte 

biológica ao gênero Streptomyces, encontrando-se seis estruturas químicas de 

produtos naturais já isolados, cinco dos quais contêm nitrogênio (Tabela 15). Uma 

das estruturas sugeridas é o antibiótico TAN 1169A patenteado em 1990,201 análogo 

N1-acetil da fisostigmina. A análise do espectro gerado a partir da CID (Figura 59) 

indica que não pode ser feita tal atribuição já que o íon m/z 304 apresentou um perfil 

diferente ao da fisostigmina e do análogo descrito, não observando-se perda inicial 

de 57 Da nem de 71 Da correspondente ao metil e etil carbamato, respectivamente 

(Figura 54). Busca na base de dados METLIN100 e no MassBank101 comparando os 

fragmentos obtidos por CID não mostrou resultados. Os dados obtidos nesta análise 

não são suficientes para sugerir a estrutura correspondente ao íon m/z 304.  
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Tabela 15. Resultados da busca em bases de dados do íon m/z 304 

Base de dados Parâmetros de 
busca 

Fórmula molecular Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“303,0-303,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C15H17N3O2S 

 

Colismicina E, 
CAS 161504-76-3 

202 

DNP Massa exata 
“303,0-303,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C19H29NO2 

 

Iromicina A, CAS 
213137-53-2 

203 

DNP Massa exata 
“303,0-303,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C13H17N7O2 Kikumicina A, CAS 
37913-77-2 

204 

DNP Massa exata 
“303,0-303,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C18H13N3O2 

 

Mansouramicina 
D, CAS 1199808-
47-3 

205 

DNP Massa exata 
“303,0-303,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C16H21N3O3 

 

TAN 1169A, CAS 
132663-94-6 

201 

DNP Massa exata 
“303,0-303,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C17H25N3O2 

 

Valindolmicina, 
CAS 102141-01-5 

206, 207 
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Figura 59. Fragmentação do íon precursor m/z 304 por CID. Energia de colisão 25 eV. 

 

Os íons m/z 672 e m/z 592 apresentam o mesmo padrão de fragmentação por 

CID. A partir do íon m/z 672, devido á perda de 80 Da, o íon m/z 592 é gerado. A 

sequência a partir do íon fragmento m/z 456 é idêntica. Isto sugere que os dois 

compostos correspondem a estruturas análogas produzidas pela actinobactéria tanto 

na cultura simples como na co-cultura. Vale a pena esclarecer que o íon m/z 592 

não corresponde ao aduto dimérico da fisostigmina [2M+H+MeCN]+ já que o 

solvente utilizado nas análises por ESI-MS foi MeOH:H2O. Busca no DNP129 com os 

critérios de massa exata na faixa de 671,0-671,5 e origem biológica “Streptomyces” 

sugeriu seis compostos, todos nitrogenados (Tabela 16). Na literatura disponível 

sobre os compostos sugeridos na base de dados não existem estudos de MS/MS 

por CID que permitam comparar com a informação para os íons mencionados. Os 

compostos pepsidina A208 e pepstatina BU209 são derivados peptídicos o que 

permitiria sugerir possíveis fragmentações nas ligações peptídicas, porém, não há 

estudos de fragmentação de nenhum destes dois compostos. Busca nas bases de 

dados METLIN100 e MassBank101 por múltiplos íons fragmentos a partir do íon 

precursor m/z 672 não sugeriu nenhuma substância com o mesmo padrão de 

fragmentação obtido nas análise por ESI-MS.  
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Tabela 16. Resultados da busca em bases de dados do íon m/z 672 

Base de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou 
código 

Referência 

DNP Massa exata 
“671,0-671,5 e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C34H41NO13 

O

O
O

O

OO
OH

OHO

OH O OH NH2

OH  

Antibiótico 
CG17A, CAS 
124526-25-6 

210 

DNP Massa exata 
“671,0-671,5 e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C38H49N5O6 

 

Bingcamida B, 
CAS 1196866-
44-0 

211 
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Base de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou 
código 

Referência 

DNP Massa exata 
“671,0-671,5 e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C34H41NO13 

 

TAN 1120, 
CAS 131443-
34-0 

212 

DNP Massa exata 
“671,0-671,5 e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C39H45NO9 

 

Naftomicina C, 
CAS 86825-
87-8 

213 

DNP Massa exata 
“671,0-671,5 e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C33H61N5O9 Pepsidina A, 
CAS 51724-
57-3 

208, Patente214 

DNP Massa exata 
“671,0-671,5 e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C33H61N5O9 

 

Pepstatina 
BU, CAS 
50655-18-0 

209 
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 Ao realizar a busca no DNP129 por possíveis compostos atribuíveis ao íon de 

m/z 592 (Tabela 17) foi sugerido o antibiótico C 8030B o qual foi produzido por S. 

pseudogriseolus junto com outros derivados, incluindo entre eles a fisostigmina215. 

Segundo essa publicação que originou uma patente216, os compostos isolados 

apresentaram atividade antibacteriana e inseticida. Não se encontrou informação 

adicional com relação à estrutura química do composto C 8030B além dele ser um 

antibiótico nucleosídico similar à adenomicina. Adicionalmente, a busca por íons 

fragmentos na base de dados MassBank101 sugeriu a paromomicina, composto cujo 

espectro de MS/MS por ESI-MS a 20 eV apresentou dois sinais coincidentes com 

aqueles observados para o íon de m/z 592, os íons fragmento de m/z 455 e de m/z 

162. Nenhum dos íons de m/z 671 e de m/z 592 podem ser atribuídos à 

paromomicina, já que devido à sua massa, se esperaria o íon de m/z 616 

correspondente a [M+H]+.  
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Tabela 17. Possíveis candidatos para o íon de m/z 592 

Base de dados Parâmetros 
de busca 

Fórmula molecular Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

MassBank íons 
fragmento: m/z 
456; m/z 162 
íon precursor: 
m/z 592 

C23H45N5O14 

O

O

NH2

NH2

OH

O

OH

NH2

OH

OH

O

NH2

OH

O

OH

HO

O

NH2OH

 

Paromomicina, 
CAS 7542-37-2 

217 

DNP  Massa exata 
“591-592” e 
origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C22H33N5O14 Estrutura não reportada Antibiótico C 
8030B, CAS 
71427-14-0 

215, Patente 216 
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Figura 60. Fragmentação do íon precursor de m/z 672 por CID. Energia de colisão 25 eV. 
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Figura 61. Espectro de fragmentação do íon precursor de m/z 592 por CID. Energia de colisão 20 eV. 
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Figura 62. Espectro de fragmentação do íon precursor de m/z 614 por CID. Energia de colisão 25 eV. 
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Continuando as análises e segundo a sugestão da paromomicina, foi 

detectado o íon de m/z 614, sinal com baixa intensidade, sendo produzido pela 

actinobactéria. Esse íon foi submetido também a CID (Figura 62) apresentando dois 

íons fragmento com elevada intensidade, porem, eles não coincidiram com os 

fragmentos mencionados para a paromomicina. Buscas nas bases de dados 

METLIN100 e MassBank101 não sugeriram nenhuma estrutura, em quanto a busca no 

DNP129 (Tabela 18) sugeriu, entre seis compostos, o sideróforo ferrioxamina B. 

Assim como foi descrita anteriormente nas culturas em meio arroz parbolizado a 

presença da desferrioxamina E, não se descartou a presença da ferrioxamina B já 

que nenhum dos íons correspondentes à desferrioxamina E (m/z 601, m/z 623 e m/z 

639) foi detectado na cultura em meio ISP-2 ágar. Além disso, a produção dos 

sideróforos é conhecida e há vários relatos de isolamento,141, 218, 219 assim como de 

estudo da sua função biológica na interação com outros micro-organismos.157, 220, 221 

Não existe informação disponível sobre a fragmentação por ESI-MS de nenhuma 

das restantes cinco estruturas sugeridas, impossibilitando a correta atribuição do íon 

de m/z 614. 

 



Resultados e Discussão  |  116 

 

Tabela 18. Possíveis candidatos para o íon de m/z 614 

Base de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“612.9-613.9” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C25H45FeN6O8 

 

Ferrioxamina B, 
CAS 14836-73-8 

222, 
Patentes223, 

224 

DNP Massa exata 
“612.9-613.9” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C31H51NO11 

 

Desmicarosil-
platenomicina, 
CAS 52044-89-0 

225 

DNP Massa exata 
“612.9-613.9” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C30H48NO10P 

 

Fosfazomicina C2 226 
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Base de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“612.9-613.9” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C30H48NO10P 

 

Fosfazomicina C1, 
CAS 122856-27-3 

226 

DNP Massa exata 
“612.9-613.9” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C34H47NO9 Oleficina, CAS 
12764-54-4 

227 

DNP Massa exata 
“612.9-613.9” 
e origem 
biológica 
“Streptomyces” 

C31H35NO12 

OH
OO

O

O

O

O

O

OH

OH OH

N
OH  

1-
hidroxisulfurmicina 
T 

228 
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Alguns dos sinais detectados foram atribuídos a metabólitos produzidos pelo 

fungo C. boninense FLe 8.1. O perfil de fragmentação do íon de m/z 274 por CID 

(Figura 63) foi diferente daqueles descritos para a actinobactéria, mostrando um 

primeiro fragmento m/z 256, provavelmente correspondente a [M+H-H2O]+, o que 

levou à hipótese que tratava-se de uma substância contendo um grupo hidroxila que 

sofreu facilmente desidratação nas condições da análise. Buscas nas bases de 

dados METLIN100 e MassBank101 não sugeriram nenhuma estrutura utilizando como 

parâmetros tanto o íon de m/z 274 quanto o padrão de fragmentação por CID. A 

busca no DNP129 sugeriu o pirenolina A, derivado isoquinolínico apresentando um 

grupo hidroxila e um metoxila, e cuja estrutura daria lugar a uma perda de água. Não 

há estudos de fragmentação da pirenolina A que permitam sugerir uma perda de 44 

Da gerando o íon fragmento m/z 212. Com a informação disponível não é possível 

atribuir o íon m/z 274 à pirenolina A. Estudos de fragmentação são necessários a fim 

de formular mecanismos de fragmentação característicos pelo menos por classe de 

compostos, apesar de que os caminhos reais de dissociação podem ser atípicos 

como mostrado em outros derivados isoquinolínicos, por exemplo nas isoquinolin-3-

carboxamidas.229  

 
Tabela 19. Resultados da busca em bases de dados do íon m/z 274 

Base de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou 
código 

Referência 

DNP Massa 
exata 
“273.0-
273.5” e 
origem 
biológica 
“fungus” 

C15H15NO4 Pirenolina 
A, CAS 
129134-97-
0 

230 

 

Figura 63. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 274 por CID a 25 eV. 
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101.9

96.9

126.8
111.8

113.9
125.9

256.0
212.0186.9129.8
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O íon m/z 257 apresentou uma perda de 117 Da na CID (Figura 64) gerando 

o íon fragmento de m/z 140 sugerindo uma estrutura rígida que não dissocia 

facilmente. Nenhum dos espectros de MS/MS dos compostos sugeridas pela busca 

na base de dados METLIN100 apresentou fragmentação que originasse o íon de m/z 

140. A busca no DNP129 (Tabela 20) sugeriu cinco compostos, dos quais não foram 

encontradas informações sobre fragmentação para nenhuma delas nas bases de 

dados METLIN100 e MassBank.101 Não foi observado nenhum sinal coincidente ao 

padrão isotópico do cloro, o qual estaria em m/z 259 com um terço da intensidade do 

sinal em m/z 257, razão pela qual a substância conhecida como avicenina A pode 

ser descartada dentre os possíveis candidatos atribuíveis ao sinal em m/z 257. Com 

relação à equinotinctona, a única informação disponível de MS refere-se ao espectro 

obtido por HR-EI-MS, gerando dois fragmentos em m/z 227 e m/z 211,231 os quais 

não necessariamente seriam gerados a partir da fragmentação por ESI deste 

derivado xantônico. Do composto lambertelina,232 já obtido por síntese,233 também 

não há estudos de fragmentação que permitam prever analogia estrutural. Com a 

informação disponível não foi atribuída nenhuma dessas estruturas ao íon de m/z 

257. 
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Figura 64. Espectro de fragmentação do íon precursor de m/z 257 por CID a 20 eV 
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Tabela 20. Possíveis candidatos para o íon de m/z 257. 
Base de dados Parâmetros de 

busca 
Fórmula molecular Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“255.9-256.5” e 
origem biológica 
“fungus” 

C15H12O4 

 

8-Hidroxi-1-
hidroximetil-3-
metilxantona, CAS 
60883-98-9 

234 

DNP Massa exata 
“255.9-256.5” e 
origem biológica 
“fungus” 

C12H16O6 Ácido telfaírico, CAS 
181213-66-1 

235 

DNP Massa exata 
“255.9-256.5” e 
origem biológica 
“fungus” 

C11H9ClO5 

 

Avicenina A 236 

DNP Massa exata 
“255.9-256.5” e 
origem biológica 
“fungi” 

C15H12O4 

 

Equinotinctona, CAS 
176181-82-1 

231 

DNP Massa exata 
“255.9-256.5” e 
origem biológica 
“fungi” 

C14H8O5 

 

Lambertelina, CAS 
28980-51-0 

232 

 



Resultados e Discussão  |  121 

 

O íon de m/z 222 também apresentou perda de 18 Da, provavelmente 

correspondente a H2O, na CID gerando o íon fragmento 204 sugerindo uma possível 

desidratação devido à presença de um grupo álcool na estrutura. Busca no DNP129 

sugeriu apenas uma possível estrutura, 3-(2,3,4-trihidroxibutil)indol. Porter e 

colaboradores,237 além de apresentar os dados sobre a estrutura sugerida, também 

sugeriram um sinergismo entre os três alcaloides indólicos identificados e isolados 

do fungo Balansia epichloe. O estudo da fragmentação e o mecanismo proposto da 

dissociação foi realizada por EI,237 dados que não permitem uma comparação válida 

com a fragmentação obtida por CID para o íon m/z 222. A busca na base de dados 

de MassBank101 pelos sinais observados no espectro de fragmentação do íon 

mencionado (Figura 65) junto com as intensidades relativas sugeriu 20 possíveis 

compostos nenhum dos quais foi coincidente com a massa (~221 Da) nem com o 

padrão de fragmentação, ou seja, apenas poucos sinais foram coincidentes (máximo 

5) em intensidades não coerentes quando comparadas com as observadas na 

Figura 65. Busca por METLIN100 só sugeriu dois compostos apresentando 

unicamente um dos íons fragmento, dos quais só um foi coincidente com uma 

massa de 221 Da, mas a fragmentação por CID com várias energias, até 40 eV, 

mostrou um espectro de fragmentação não coincidente com o obtido para o íon de 

m/z 222 da Figura 65. A partir da informação aqui analisada, não foi possível atribuir 

o íon de m/z 222 a nenhum dos dois possíveis candidatos (Tabela 21) sugeridos 

pelas buscas nas bases de dados.  

 
Tabela 21. Possíveis candidatos para o íon m/z 222 
Base de 
dados 

Parâmetros 
de busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

METLIN Íons 
fragmento: 
222, 204, 
176, 163, 
130, 91, 86, 
84, 71, 57. 

C8H15NO6 

O

OH
OHN

OH

HO

HO

 

N-acetil-β-D-
manosa, CAS 
7772-94-3 

238 

DNP Massa 
exata 
“220.9-
221.9” e 
origen 
biológica 
“fungus” 

C12H15NO3 3-(2,3,4-
trihidroxibutil)indol, 
CAS 61183-25-3 

237 
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Figura 65. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 222 por CID. Energia de colisão 20 eV. 

 

Na faixa de massa de m/z 780-825 nos extratos provenientes do micélio do 

fungo controle se observaram sinais correspondentes a três compostos. Os sinais 

observados em m/z 824, m/z 822 e m/z 820 correspondem provavelmente aos íons 

[M+K]+, enquanto os sinais em m/z 786, m/z 784 e m/z 782 correspondem aos íons 

[M+H]+, respectivamente, já que as diferenças entre 824 e 786, 822 e 784, assim 

como 820 e 782, foram de 38 Da, sendo a mesma diferença de massa que existe 

entre H+ e K+. Esta informação também sugeriu que os compostos correspondem a 

uma série de análogos com diferenças apenas no número de insaturações, o que 

explicaria a diferença de massa de 2 Da.  

Os íons de m/z 782 (Figura 67), m/z 784 (Figura 68) e m/z 786 (Figura 69) 

apresentaram o mesmo padrão de fragmentação, todos eles gerando o íon m/z 184 

por CID. Adicionalmente, o íon em m/z 758 (Figura 66) também apresentou esse 

mesmo padrão de fragmentação. Buscas por dados de MS/MS e por faixa de massa 

entre “781-785” na base de dados METLIN100 (Tabela 22) sugeriu sete possíveis 

estruturas, entre as quais os compostos 1,2 doleoil fosfatidilcolina e araquidonoil 

tiofosfatidilcolina poderiam ser candidatos para os íons de m/z 786 e de m/z 784, 

respectivamente. Segundo os espectros de MS/MS disponíveis nessa base de 

dados, pode-se observar o sinal de m/z 184 como único fragmento a várias energias 

de colisão (10, 20 e 40 eV) para esses dois compostos. Partindo dessa informação, 

a busca no DNP129 por derivados de fosfatidilcolina também sugeriu outros 

derivados de fosfatidilcolina de fórmula estrutural C42H80NO8P, compostos que 

poderiam corresponder ao sinal em m/z 758, assim como compostos de fórmula 

molecular C44H80NO8P, que poderiam corresponder ao sinal em m/z 782, e cuja 

fragmentação por CID também originaria o íon de m/z 184 correspondente à espécie 

fosfocolina [C5H15NO4P]+. A formação do íon fragmento de m/z 184 é coerente com 
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o reportado na literatura envolvendo estudos de fragmentação de fosfolipídeos.239 A 

função biológica dos lipídeos nos micro-organismos tem sido objeto de estudo, 

demonstrando, por exemplo, que os lipídeos da superfície em plantas atuam como 

moléculas de sinalização na interação planta-fungo induzindo a fase patogênica no 

desenvolvimento de fungos como Colletotrichum sp.240 Apesar dos derivados de 

fosfatidilcolina não terem sido descritos especificamente para C. boninense, todos os 

segundos mensageiros lipídicos são formados a partir dos principais precursores de 

membrana, fosfatidilcolina e esfingomielina.241  

Por outro lado, na busca no DNP129 sob os critérios de massa exata entre 

“781 – 785” e origem biológica “fungi” (Tabela 22) foi sugerida somente o composto 

de fórmula molecular C45H57N3O9 correspondente à beauvericina (Tabela 22), 

composto bioativo isolado pela primeira vez de Beauveria bassiana.242 A 

beauvericina forma complexos com metais alcalinos,243, 244 sendo um ionóforo 

específico para potássio,245, 246 sugerindo a possibilidade de que os íons de m/z 820, 

m/z 822 e m/z 824 pudessem corresponder à espécie [M+K]+. Devido a que esse 

depsipeptídeo está formado por três moléculas de N-metil-fenilalanina (C10H11NO2) e 

três moléculas de ácido 2-hidroxi-isovalérico (C5H8O), teoricamente, ao fragmentar a 

beauvericina seriam observados sinais em m/z 177, correspondente ao resíduo de 

metil fenilalanina, ou em m/z 84, correspondente ao resíduo do ácido 2-hidroxi-

isovalérico, os quais não coincidiram com o sinal observado em m/z 184 nem com o 

observado em m/z 163, descartando a beauvericina como candidato provável dos 

íons mencionados.   
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Tabela 22. Possíveis candidatos dos íons m/z 782, m/z 784, m/z 786, m/z 820, m/z 822 e m/z 824. 
Base de 
dados 

Parâmetros de 
busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou 
código 

Referência 

METLIN Massa exata “781-
786” e dados MS/MS 

C44H84NO8P 

O

O
O

P
O

N

O

O

O OH

n=7n=7

n=7 n=7  

1,2 Dioleoil 
fosfatidilcolina, 
CAS 56648-
95-4 

 

METLIN Massa exata “781-
786” e dados MS/MS 

C44H82NO6PS Araquidonoil 
tio-
fosfatidilcolina, 
CAS 146797-
82-2 
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Base de 
dados 

Parâmetros de 
busca 

Fórmula 
molecular 

Fórmula estrutural Nome ou 
código 

Referência 

DNP Massa exata “819-
824” e origem 
biológica “fungi” 

C35H53FeN6O13 

Fe

O

O

O

O

O

O

N

NN

O

HN

NHH

O
H

HN

O

O

OH

OH

O

 

Coprogen, 
CAS 31418-
71-0 

247 

DNP Massa exata “781-
785” e origem 
biológica “fungi” 

C45H57N3O9 

 

Beauvericina, 
CAS 26048-
05-5 

242 
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Como mencionado anteriormente, os íons em m/z 820 (Figura 70), m/z 822 

(Figura 71) e m/z 824 (Figura 72) apresentaram o mesmo perfil de fragmentação por 

CID gerando também o íon comum de m/z 163, apesar de ter menor abundância 

quando o íon m/z 824 foi dissociado. Busca no DNP129 (Tabela 22) sugeriu apenas o 

sideróforo coprogen.247 Segundo o estudo de fragmentação do coprogen,248 esse 

composto possui um grupo quelante com alta afinidade por íons metálicos formando 

elevadas quantidades de adutos iônicos com sódio [M+Na]+ o que levaria a observar 

o íon de m/z 844, o qual não foi observado nos espectros do micélio do fungo 

controle (Figura 45) nem no espectro do micélio de fungo na co-cultura (Figura 52). 

No mesmo estudo de MS sequencial do coprogen248 conclui-se que os sideróforos 

livres de ferro dissociam mais efetivamente quando comparados com os 

complexados com Fe(III) como o coprogen. Além disso, os autores mencionaram 

que nas análises do coprogen por ESI-MS no modo positivo foram observados sinais 

correspondentes aos adutos com sódio [M+Na]+ dificultando os estudos de 

fragmentação, os quais finalmente foram realizados por ESI no modo negativo. 

Segundo a informação mencionada, é pouco provável que os íons de m/z 820, m/z 

822 e m/z 824 correspondam ao coprogen. Devido ao fato de não existirem estudos 

relacionados com obtenção de metabólitos secundários de C. boninense, a 

informação obtida por MS não foi suficiente para uma completa caracterização 

estrutural, porém é valiosa para estudos posteriores envolvendo metabolismo 

secundário desse micro-organismo. 
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Figura 66. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 758 por CID. Energia de colisão 20 eV. 
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Figura 67. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 782 por CID. Energia de colisão 20 eV. 
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Figura 68. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 784 por CID. Energia de colisão 25 eV. 
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Figura 69. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 786 por CID. Energia de colisão 25 eV. 

 

28-09-2012

m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 820 840

%

0

100
FCP_MSMS_08  17 (0.734) Sm (SG, 3x0.75); Cm (17:22) 1: Daughters of 820ES+ 

7.91e3162.7

112.9 156.1
114.6

150.7130.1

820.0

301.0
212.7194.0184.0

174.5 211.8
221.7

239.1 251.0 295.8

477.7

359.6
314.7 333.8 351.0

370.1 408.6
386.3 421.5 454.3449.8

761.2699.8
584.2

524.5
502.6494.8

535.9 582.7
543.6

637.2611.1593.9 617.0
651.1

693.9
661.7

721.9 746.2

819.2

 
Figura 70. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 820 por CID. Energia de colisão 30 eV. 
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Figura 71. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 822 por CID. Energia de colisão 30 eV. 
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Figura 72. Espectro de fragmentação do íon precursor m/z 824 por CID. Energia de colisão 30 eV. 
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Um único íon, m/z 249, presente nos extratos da co-cultura não foi detectado 

em nenhum dos controles sugerindo-o como um produto da indução resultado da 

interação microbiana. O perfil de fragmentação por CID (Figura 73) foi diferente dos 

anteriormente descritos para os metabólitos da actinobactéria e do fungo, mostrando 

uma primeira perda de 45 Da, e uma segunda de 28 Da, gerando os íons fragmento 

de m/z 204 e de 176, respectivamente. Nenhuma outra informação pode ser obtida 

para uma correta caracterização estrutural. Além disso, baseado na informação 

obtida por MS não foi possível atribuir a produção dessa substância a qualquer um 

dos dois micro-organismos. Busca no DNP129 variando a origem biológica sugeriu 10 

possíveis candidatos para o gênero Streptomyces e cinco para fungos. 

Segundo os dados publicados por Bitzer e colaboradores,249 o composto 

isovaleril 6-desoxi-α-L-talopiranosido foi detectado por ESI-MS como o íon de m/z 

271 correspondente à espécie [M+Na]+, cujo sinal não foi observado no espectro da 

Figura 73. O composto piriculariol,250 metabólito de origem fúngica com atividade 

fitotóxica, apresenta uma estrutura molecular susceptível a perda de 45 Da devido á 

quebra do fragmento hidroximetil terminal da cadeia alifática, assim como também 

pode ocorrer a perda de 28 Da como CO correspondente ao aldeído presente no 

anel aromático. Não existem estudos de fragmentação desse composto que 

permitam realizar uma comparação e atribuir tal estrutura ao íon de m/z 249, porém 

o piriculariol é o candidato mais provável a ser atribuído dentre os resultados 

sugeridos pelas bases de dados.  
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Tabela 23. Possíveis candidatos para o íon de m/z 249. 
Base de dados Parâmetros de 

busca 
Fórmula molecular Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C13H16N2O3 

 

Antibiótico SA4-3, 
CAS 108073-64-9 

251 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C14H20N2O2 

 

Antibiótico NP 
25302 

252 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C10H17O5P 

 

CGA 134735 253 

DNP  Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C15H20O3 

 

2-etiliden-5,7-di-
hidroxi-1-fenil-3-
heptanona 

254 

DNP  Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C12H24O5 

 

Narbosine D, CAS 
133578-70-8 

255 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C9H16N2O6 

 

Malioxamicina, 
CAS 73020-27-6 

256 
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Base de dados Parâmetros de 
busca 

Fórmula molecular Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C11H20O6 

 

Isovaleril 6-desoxi-
α-L-talopiranosido 

249 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C8H12N2O7 Estrutura não reportada Morimicina, CAS 
102149-28-0 

Patente257 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C9H20N4O4 

 

L-threo 
Negamicina  

258 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“Streptomyces” 

C13H12O5 

 

Misakimicina, CAS 
91776-49-7 

259 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“fungus” 

C15H20O3 

 

Hirsutanol C, CAS 
210897-92-0 

260 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“fungus” 

C14H16O4 Micorradicina, CAS 
160162-46-9 

261 
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Base de dados Parâmetros de 
busca 

Fórmula molecular Fórmula estrutural Nome ou código Referência 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“fungus” 

C15H20O3 

O

H
OH

O

 

Merulactona 262 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“fungus” 

C15H20O3 

 

Nidulol, CAS 
81784-05-6 

263 

DNP Massa exata 
“247,8-248,5” e 
origem biológica 
“fungus” 

C14H16O4 

 

Piriculariol, CAS 
79863-70-0 

250 
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Figura 73. Espectro de fragmentação do íon precursor de m/z 249 por CID. Energia de colisão 20 eV.  

 

O experimento de co-cultura utilizando a extração em micro-escala e posterior 

análise por ESI-MS confirma que esta técnica permite obter informação relacionada 

com a troca metabólica na interação microbiana. Provavelmente variando a mistura 

solvente poderão ser observados outros metabólitos produzidos nestas condições 

de cultivo que não foram detectados. Outras técnicas de visualização metabólica 

vêm sendo desenvolvidas a fim de detectar e visualizar espaço-temporalmente a 

produção metabólica no ambiente real sem precisar de procedimentos de extração, 

usando técnicas acopladas à espectrometria de massas95, 97, 98, 264-268. Assim, o 

procedimento de extração em micro-escala é uma primeira abordagem que permitiu 

detectar rapidamente e com um mínimo tempo no preparo de amostra, alguns dos 

possíveis metabólitos produzidos pela interação entre S. albospinus RLe 7 e C. 

boninense FLe 8.1 por ESI-MS. Deve-se levar em conta que só poucos sinais dos 

muitos observados por MS, da mesma maneira como foi observado na extração em 

micro-escala, podem ser identificados e/ou atribuídos com exatidão.266  

Os métodos de micro-escala são desenhados para meios ricos que permitem 

a obtenção de altos rendimentos de metabólitos secundários e mínima interferência 

do meio de cultura.92 Este experimento permitiu observar vários dos sinais 

correspondentes aos metabólitos produzidos pelos micro-organismos estudados, 

assim como foi possível obter informações estruturais geradas a partir das 

fragmentações mediante MS sequencial. Isto demonstra que MS é uma boa técnica 

para realizar análises com pouca quantidade de amostra assim como baixa 

quantidade de metabólitos microbianos. Desta maneira, a informação aqui incluída 

será importante para posteriores estudos envolvendo S. albospinus RLe 7 e C. 

boninense FLe 8.1. 
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Recapitulando, na Tabela 24 observam-se as substâncias que foram 

detectadas por MS, caracterizadas por MS/MS e/ou isoladas neste trabalho, assim 

como a origem biológica de cada uma delas. 

 
Tabela 24. Metabólitos secundários identificados e/ou atribuídos neste trabalho 

Micro-organismo Metabólito ou íon 
detectado 

Fórmula estrutural Técnica de 
identificação 

C. boninense FLe 
8.1 

Mevalonolactona 
Substância isolada 

 

EI-MS, ESI-MS, 
RMN de 1H  

C. boninense FLe 
8.1 

Tirosol, substância 
isolada 

 

RMN de 1H 

C. boninense FLe 
8.1 

íon de m/z 403 Não definida  ESI-MS/MS 

C. boninense FLe 
8.1 

íon de m/z 496 Não definida  ESI-MS/MS 

C. boninense FLe 
8.1 

íon de m/z 274  Não definida  ESI-MS/MS 

C. boninense FLe 
8.1 

íon de m/z 257 Não definida  ESI-MS/MS 

C. boninense FLe 
8.1 

íon de m/z 222 Não definida  ESI-MS/MS 

C. boninense FLe 
8.1 

íon de m/z 758 Possível derivado de 
fosfatidilcolina 

ESI-MS/MS 

C. boninense FLe 
8.1 

íon de m/z 782, m/z 
784, m/z 786 

Possíveis derivados de 
fosfatidilcolina 

ESI-MS/MS 

C. boninense FLe 
8.1 

íon de m/z 820, m/z 
822, m/z 824 

Não definidas  ESI-MS/MS 

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 276: 
fisostigmina, 
substância isolada 

 

EI-MS, ESI-MS, 
RMN de 1H e de 
13C  

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 219: 
eserolina 

 

EI-MS, ESI-MS/MS 

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 290: N-
etil fisostigmina 

 

ESI-MS/MS 
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Micro-organismo Metabólito ou íon 
detectado 

Fórmula estrutural Técnica de 
identificação 

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 601, m/z 
623, m/z 639: 
desferrioxamina E 
ou nocardamina 

NHO

N

HN
O

OH

O
O

N
HO NH

OO N
OH

 

ESI-MS 

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 455,  Não definida ESI-MS/MS 

S. albospinus RLe 
7 

íons de m/z 803, m/z 
771, m/z 743, m/z 
691 

Possíveis derivados glicosilados 
antraciclínicos 

ESI-MS/MS 

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 304 Não definida ESI-MS/MS 

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 614 Não definida ESI-MS/MS 

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 672 Não definida ESI-MS/MS 

S. albospinus RLe 
7 

íon de m/z 592 Não definida ESI-MS/MS 

Co-cultivo, origem 
biológica não 
definida 

íon de m/z 249 Possivelmente atribuído ao 
piriculariol 

 

ESI-MS/MS 

 

 4.6. Ensaio de inibição por compostos voláteis em placa de Petri 
 

O experimento de inibição por compostos voláteis permitiu observar que a 

atividade antifúngica não foi produzida devido a compostos de caráter volátil 

produzidos pela actinobactéria. Apesar do meio ISP-2 ágar não ser ideal para 

fungos, o crescimento de ambos os micro-organismos foi satisfatório nesse meio. Os 

micro-organismos foram incubados por 7 dias a 30 oC. Não foi observada inibição do 

crescimento do fungo, sugerindo que a inibição do crescimento em meio sólido 

deve-se a substâncias que difundem no meio de cultura. 

Os bioensaios seguindo as metodologias de Strobel et al.120 (Figura 74) e de 

Bruce et al.121 (Figura 75) demonstraram que a inibição só foi produzida quando os 

micro-organismos estavam no mesmo meio sem nenhuma interferência que 

impedisse a troca metabólica entre eles.  
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Figura 74. Bioensaio de compostos voláteis segundo a metodologia de Strobel et al.120 A. Controle do 
fungo C. boninense  FLe 8.1, B. Controle da actinobactéria S. albospinus RLe 7, C. Cultura mista, não 
foi observada inibição do crescimento do fungo. 

 

 

Figura 75. Bioensaio de compostos voláteis segundo a metodologia de Bruce et al.121 A. Controle de 
Colletotrichum boninense FLe 8.1, B. Placas de Petri mostrando a maneira como foram superpostos 
os micro-organismos: placa superior contendo Streptomyces albospinus RLe 7, placa inferior 
contendo o fungo C. boninense FLe 8.1, C. Placas de Petri abertas mostrando que não houve inibição 
do crescimento do fungo C. boninense FLe 8.1 (direita) pela actinobactéria S. albospinus RLe 7 
devido a compostos voláteis. 

 
4.7. Ensaio de inibição com substância pura 
 
4.7.1. Ensaio antifúngico por diluição 
 

A fim de determinar se a fisostigmina foi responsável pela inibição do 

crescimento do fungo em placa de Petri, assim como da inibição da produção 

metabólica pelo fungo observada na cultura mista em meio arroz parbolizado, foi 

realizado o ensaio de inibição em placa de 96 poços utilizando fisostigmina pura 

(Sigma-Aldrich). Aparentemente foi observada atividade antifúngica na concentração 

de 400 µg/mL a qual foi mantida somente por 72 horas já que depois de 144 horas a 

ausência de cor do indicador sugeriu que houve crescimento fúngico em todos os 

poços (Figura 76). Porém, estes resultados não permitiram atribuir à fisostigmina 

como a única substância responsável pela inibição do crescimento do fungo 

observada nos experimentos iniciais de antagonismo em placas de Petri.  
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Figura 76. Ensaio antifúngico da fisostigmina por diluição em caldo contra o fungo C. boninense FLe 
8.1. Substância em triplicata nos poços A, B e C de 1 até 12 nas concentrações de 1452,7,  726,3,  
363,2,  181,6,  90,8,  45,4,  22,7,  11,3,  5,7,  2,8,  1,4 e 0,7 nmol/mL. Em F o controle positivo do 
antifúngico actidione, nas concentrações de 1421,7,  710,9,  355,4,  177,7,  88,9,  44,4,  22,2,  11,1,  
5,5,  2,8,  1,4 e 0,7 nmol/mL. G1-3 controle negativo micélio FLe 8.1. G5-9 controle DMSO nas 
concentrações de 5%, 4%, 3%, 2% e 1% respectivamente. H1-3 triplicata do controle da fisostigmina 
sem adição do micélio do fungo. H5 controle de esterilidade do antifúngico actidione. H8-9 controle do 
DMSO. H10-12 controle do meio PDB. 

 
4.7.2. Ensaio de inibição do crescimento fúngico em placa de Petri 
 

O ensaio de inibição em placa tanto em meio ISP-2 ágar como em meio PDA 

não apresentou diferenças no crescimento do fungo C. boninense FLe 8.1 quando 

comparado ao controle do fungo sem adição da fisostigmina, como pode ser 

observado na Figura 77. 

 

 

Figura 77. Ensaio de inibição do crescimento do fungo em placa com fisostigmina. A. FLe 8.1 em 
meio ISP-2 ágar com adição de 500 µg/mL de fisostigmina. B. FLe 8.1 em meio ISP-2 ágar. C. FLe 
8.1 em meio PDA com adição de fisostigmina nas seguintes concentrações, de esquerda a direita: 
Controle negativo, 363,2,  726,3,  1089,5,  1452,7 e 1815.9 nmol/mL. 
 

Assim, os resultados obtidos nos ensaios de inibição sugeriram que a 

fisostigmina não possui atividade antifúngica considerável contra o fungo C. 

boninense FLe 8.1 por si só, nas condições mencionadas para os experimentos 

descritos. Levando em conta a discussão apresentada com relação à extração em 

24 h 72 h48 h 144 h

A B

C

Controle 
negativo

100 µg/mL 200 µg/mL 300 µg/mL 400 µg/mL 500 µg/mL
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micro-escala na cultura mista em meio ISP-2, análogos da fisostigmina podem estar 

agindo junto com ela a fim de impedir o crescimento do fungo, isto é, atuando 

sinergicamente. Provavelmente S. albospinus RLe 7 produziu além da fisostigmina, 

derivados com alguma atividade antimicrobiana que foram ativos contra o fungo, 

como tem sido descrito em outras actinobactérias produtoras de fisostigmina.215 

Assim, é possível que outras moléculas estejam envolvidas na inibição do 

crescimento do fungo atuando sinergicamente. Atualmente, a detecção e atribuição 

de produtos naturais utilizando MS continua sendo um desafio, situação 

exemplificada pela tanamicina, composto antifúngico que não foi detectado por 

técnicas tradicionais, mas que foi detectado e parcialmente caracterizado utilizando 

técnicas recentes de MS e análise de dados.269  
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5. CONCLUSÕES 
 

Apesar de terem sido observadas diferenças no perfil metabólico entre a 

cultura simples e mista em meio líquido entre as linhagens da actinobactéria S. 

albospinus RLe 7 e o fungo C. boninense FLe 8.1, a dificuldade no isolamento das 

substâncias ainda continua sendo uma limitante como resultado da baixa quantidade 

produzida nas condições de cultivo testadas em meio líquido. Foram identificadas e 

caracterizadas duas substâncias com conhecida atividade biológica de origem 

fúngica, a mevalonolactona e o tirosol.  

O uso de outras condições de cultivo permitiu identificar e isolar a 

fisostigmina, conhecido inibidor da acetilcolinesterase. Essa substância foi 

identificada a partir dos cultivos da actinobactéria S. albospinus RLe 7 em meio 

sólido, arroz parbolizado e ISP-2 ágar, fazendo uso da espectrometria de massas 

como técnica muito sensível para detectar metabólitos em muita baixa quantidade. 

Outros possíveis metabólitos foram detectados mediante MS, e junto com o auxílio 

de bases de dados, foi possível identificar ou propor candidatos prováveis a serem 

atribuídos aos sinais detectados por MS, como se demonstrou também com a 

desferrioxamina E, sideróforo produzido por Streptomyces, ou os derivados de 

fosfatidilcolina no fungo C. boninense. O isolamento e caracterização da fisostigmina 

permitiu detectar o análogo N-etilcarbamato da fisostigmina, substância ainda não 

reportada como produto natural, mediante MS/MS, ressaltando o uso dessa técnica 

na busca de produtos naturais de origem microbiana. 

A fisostigmina não apresentou atividade antifúngica contra o fungo C. 

boninense FLe 8.1, sugerindo de fato que outras substâncias puderam ter sido 

produzidas, atuando de maneira independente ou em sinergia, possivelmente junto 

com a fisostigmina. Isto poderia ter acontecido com o derivado N-etilcarbamato da 

fisostigmina, identificado por MS, já que outros análogos da fisostigmina possuem 

atividade antibiótica. 

Outras técnicas de detecção foram utilizadas demonstrando que existem 

muitos metabólitos produzidos em baixa quantidade, o que dificultou seu isolamento, 

identificação e caracterização estrutural. Porém, sendo a desreplicação um 

importante passo cujo objetivo busca distinguir entre compostos conhecidos e 

inéditos268, a abordagem utilizada neste projeto gerou informações importantes, as 

quais foram comparadas com a literatura disponível, sobre os perfis metabólicos dos 
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micro-organismos utilizados no desenvolvimento, e que servirão como base para 

futuros trabalhos que conduzam ao esclarecimento da relação microbiana em 

termos de troca metabólica desses micro-organismos.  

Reunindo as informações geradas através das diferentes técnicas de 

detecção utilizadas (TLC, HPLC-DAD, GC-MS, ESI-MS, RMN), e depois de uma 

cuidadosa análise, foi possível identificar e atribuir as estruturas de algumas 

substâncias conhecidas de origem microbiana (mevalonolactona, tirosol, 

fisostigmina, desferrioxamina E) sendo produzidas por micro-organismos que ainda 

não foram descritos na literatura como endofíticos e que não tem sido amplamente 

estudados. 

Pode-se concluir a importância de utilizar a espectrometria de massas como 

uma das técnicas mais sensíveis para direcionar a busca de moléculas de interesse, 

ou seja, para realizar isolamento de compostos de interesse guiado por 

espectrometria de massas,99 uma vez que a triagem biológica não permitiu observar 

atividade citotóxica considerável dos extratos. Isto não significa, porém, que não 

existam moléculas de interesse com outras atividades biológicas. Isto foi 

demonstrado com a fisostigmina, a qual, apesar de não mostrar atividade antifúngica 

per se quando testada frente ao fungo C. boninense FLe 8.1, possui elevada 

atividade anticolinesterase que em seu momento lhe permitiu ser uma molécula 

importante para a realização de modificações estruturais a fim de obter derivados 

ativos com menor toxicidade, para o uso na doença do Alzheimer.270 Além disso, 

deve-se levar em conta que outros derivados da fisostigmina possuem atividade 

antibiótica,201, 215 indicando que S. albospinus RLe 7 pode ter a capacidade de 

produzir outros derivados com essa atividade, potencial que pode ser explorado 

mediante a estratégia de co-cultura utilizando outras linhagens de micro-organismos 

endofíticos, assim como outros meios de cultura. 

Para finalizar, é necessário ressaltar a importância não só dos artigos 

científicos e bases de dados de produtos naturais, mas também das informações 

contidas nas patentes, já que muitos dos resultados das pesquisas científicas 

resultam sendo protegidos por sistemas de propriedade intelectual que não se 

disponibilizam em artigos de pesquisa. Além disso, as informações de MS incluídas 

nas bases de dados são parte essencial das estratégias de desreplicação, o que 

facilitará a descoberta de novos produtos naturais. 
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