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RESUMO 

Os fungos endofíticos são uma fonte rica de produtos naturais com diversas 

atividades biológicas, apresentando grande potencial para a indústria alimentícia 

e farmacêutica. A produção de metabólitos fúngicos in vitro pode ser otimizada 

através de técnicas que envolvem a química, bioquímica e biologia molecular, 

com um custo associado relativamente baixo. Apesar de serem importantes 

fontes de compostos bioativos, a diversidade dos fungos endofíticos, 

especialmente os do gênero Penicillium, ainda é explorada de forma insuficiente 

no Brasil, em especial na região amazônica. Portanto, o objetivo do presente 

trabalho foi investigar os metabólitos secundários produzidos por uma linhagem 

de Penicillium citreosulfuratum preservado na coleção do Laboratório de 

Bioensaios e Microrganismos da Amazônia (LABMICRA) da Central Analítica do 

Centro de Apoio Multidisciplinar da UFAM. Assim, a linhagem de P. 

citreosulfuratum codificada como M167 (LabMicrA 1245) foi cultivada em meio 

líquido BDL a partir de esporos preservados na coleção do LABMICRA. Durante o 

cultivo, que contou com o monitoramento do nível de glicose e pH, alíquotas 

foram separadas e analisadas através de inserção direta em espectrômetro de 

massas (MS). As frações mais relevantes, baseado nas análises de MS, foram 

preparados e submetidos a fracionamentos em coluna aberta e HPLC, utilizando-

se C-18 como fase estacionária. Em adição, os extratos foram submetidos a 

ensaios larvicida, antimicrobiano e citotoxicidade.  Através das análises por MS foi 

possível desreplicar o policetídeo citreoviridina na fração Pc3. Por sua vez, o 

fracionamento cromatográfico resultou no isolamento do alcalóide isorugulosuvina 

e do policetídeo 10Z-isocitreoviridinol. Em conclusão, o presente trabalho 

demonstrou que P. citreosulfuratum é uma valiosa fonte de metabólitos 

secundários com atividades biológicas diversas. Essas descobertas destacam o 

potencial promissor dos fungos endofíticos do gênero Penicillium presentes na 

região amazônica como fonte de produtos naturais para aplicações 

biotecnológicas. No entanto, mais pesquisas são necessárias para explorar a 

linhagem estudada e a diversidade e potencial biotecnológico dos fungos 

endofíticos existentes na região amazônica. 

Palavras-chave: policetídeo, alcalóides, citreoviridina, isorugulosuvina, 10Z-

isocitreoviridinol 



Abstract 

Endophytic fungi are a rich source of natural products with diverse biological 

activities, presenting great potential for the food and pharmaceutical industries. 

The production of fungal metabolites in vitro can be optimized through techniques 

involving chemistry, biochemistry and molecular biology, with a relatively low 

associated cost. Despite being important sources of bioactive compounds, the 

diversity of endophytic fungi, especially those of the genus Penicillium, is still 

insufficiently explored in Brazil, especially in the Amazon region. Therefore, the 

objective of the present work was to investigate the secondary metabolites 

produced by a strain of Penicillium citreosulfuratum preserved in the collection of 

the Laboratory of Bioassays and Microorganisms of the Amazon (LABMICRA) of 

the Analytical Center of the Multidisciplinary Support Center of UFAM. Thus, the P. 

citreosulfuratum strain coded as M167 (LabMicrA 1245) was cultivated in BDL 

liquid medium from spores preserved in the LABMICRA collection. During 

cultivation, which included monitoring the level of glucose and pH, aliquots were 

separated and analyzed by direct insertion into a mass spectrometer (MS). The 

most relevant fractions, based on MS analyses, were prepared and subjected to 

open column fractionation and HPLC, using C-18 as the stationary phase. In 

addition, the extracts were subjected to larvicide, antimicrobial and cytotoxicity 

assays. Through MS analysis it was possible to dereplicate the polyketide 

citreoviridin in the Pc3 fraction. In turn, the chromatographic fractionation resulted 

in the isolation of the alkaloid isorugulosuvine and the polyketide 10Z-

isocitreoviridinol. In conclusion, the present work demonstrated that P. 

citreosulfuratum is a valuable source of secondary metabolites with diverse 

biological activities. These findings highlight the promising potential of endophytic 

fungi of the genus Penicillium present in the Amazon region as a source of natural 

products for biotechnological applications. However, more research is needed to 

explore the studied lineage and the diversity and biotechnological potential of  the 

endophytic fungi found in the Amazon region. 

Keywords: polyketide, alkaloids, citreoviridin, isorugulosuvine, 10Z-

isocitreoviridinol 
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1. INTRODUÇÃO 

Fungos endofíticos são microrganismos que colonizam o interior dos 

órgãos vegetais, podem apresentar estruturas aparentes ou não, sem causar 

qualquer patogenicidade a planta (Banhos et al., 2014), em troca, através de seus 

metabólitos secundários, fornece ao seu hospedeiro hormônios de crescimento ou 

antibióticos (TakahashI & Lucas, 2008). 

 A busca por novas fontes de substâncias com relevância farmacológica, 

vem dando cada vez mais visibilidade a esses microrganismos fúngicos, devido 

sua larga capacidade de adaptação a vários meios de cultura, curto período de 

vida e diversidade em métodos de manipulação. Os fungos endofíticos, em 

especial, sintetizam uma ampla gama de produtos naturais com diversas 

atividades biológicas (Pinheiro et al., 2013), os quais são produzidos na fase final 

do crescimento celular e, quando secretados no meio de cultura, podem ser 

identificados e isolados para posterior uso na indústria alimentícia ou produção de 

fármacos (Specian et al.,2014).  

Dentre as substâncias mais conhecidas, o taxol, ácido micofenólico e as 

estatinas ganham destaque (Demain e Sanchez, 2009; Takahashi et al., 2013; Liu 

et al., 2016), devido ao uso no tratamento do câncer (Liu et al., 2016), profilaxia 

na rejeição de órgãos (Fleck et al., 2009) e prevenção de aterosclerose 

(Albuquerque et al., 2004), respectivamente. 

A produção de metabólitos de origem fúngica in vitro apresenta baixo custo 

e boa otimização, os quais são utilizadas técnicas que envolvem, química, 

bioquímica, biologia molecular. Vale ressaltar que as condições de cultivo 

influenciam diretamente na produção desses metabólitos, ou seja, variando 

parâmetros como meio de cultura, temperatura e afins, pode-se obter os mais 

diversos produtos naturais (Bader et al., 2010). 

Embora os fungos endofíticos sejam uma importante fonte de compostos 

bioativos, sua diversidade no Brasil ainda é investigada de forma insuficiente, 

principalmente aquelas existentes na região amazônica (Freire; Vasconcelos; De 

Lima Coutinho, 2014) e, com base nisso, pode-se afirmar a necessidade de 

estudos químicos acerca de espécies de Penicillium, pois conforme a literatura 

apresentada, este gênero é uma fonte promissora de produtos naturais. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Reino Fungi 

Os fungos compreendem um grupo diverso de organismos eucarióticos 

caracterizados por paredes celulares compostas por quitina (com alguma 

celulose) e reprodução por esporos ou conídios. Embora algumas formas 

(leveduras: ascomicetos) sejam unicelulares, a m1aioria dos fungos é multicelular 

e caracterizada por um corpo constituído de filamentos (hifas), os quais têm a 

espessura de uma célula. Os fungos são heterotróficos, alimentando-se através 

de absorção por meio de uma rede de hifas em forma de teia (o micélio) (Figura 

1). Os alimentos são digeridos por exoenzimas e depois absorvidos. Ao contrário 

das plantas e semelhante aos animais, eles armazenam alimentos como 

glicogênio (não amido). Os fungos são avasculares, não móveis e têm alternância 

de gerações. A reprodução pode ser sexuada (meiótica) e assexuada (mitótica) 

dependendo da espécie e das condições (Kirk et al., 2008). No que diz respeito a 

interação com plantas, podem ser de forma simbiótica, neutra ou antagônica, as 

quais induzem a produção de metabólitos úteis, promovendo resistência a 

estresses bióticos e abióticos, tais como, insetos-praga, fungos, bactérias, vírus e 

nematóides, déficit hídrico entre outros (Kogel; Franken; Huckelhoven, 2006). 

 

Figura 1. Imagem microscópica de um micélio (maestrovirtuale.com). 

As características bioquímicas adicionais incluem: a presença de um 

esterol único, ergosterol, nas membranas das células fúngicas (substituindo o 

colesterol encontrado nos animais); uma via única de biossíntese de lisina; uma 

forma única de proteína de microtúbulo, formada durante a divisão nuclear; a 
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posse de núcleos muito pequenos, com baixíssima quantidade de DNA repetitivo; 

a mitose é alcançada sem a dissolução do envelope nuclear (Spooner & Roberts 

2005; Takahashi et al., 2013). 

Como não são fotossintéticos, os fungos podem viver em áreas escuras, 

crescendo em qualquer direção e as hifas podem invadir o interior de um 

substrato para se alimentar, expandindo muito a área física sobre a qual irão se 

alimentar (Takahashi et al., 2017). No passado, isso levou a um sucesso notável, 

com enormes picos na abundância de esporos de fungos após extinções em 

massa no período geológico Permiano, último período da Era Paleozoicas, e na 

fronteira K-T (entre os períodos Cretáceo e Terciário) (Spooner & Roberts, 2005). 

Os primeiros fósseis de fungos são de hifas anastomosadas com cerca de 

2,4 bilhões de anos na Era Paleoproterozóica (Bengston et al., 2017). Essas 

formas eram aquáticas, com a colonização da terra ocorrendo no período 

Siluriano, como evidenciado pelos registros de Tortotubus Protuberans 440 my bp 

(Pratt et al.,1978); estes são considerados os registros mais antigos conhecidos 

de um organismo terrestre multicelular (Wellman 1995). 

Os fungos são um dos cinco principais reinos eucarióticos, os quais fungos 

modernos são colocados no filo Eumycota (fungos verdadeiros); um nome usado 

para distingui-los dos fungos viscosos e aquáticos estruturalmente semelhantes, 

que formam os filos Myxomycetes e Oomycetes (protistas). Eumycota é dividido 

em 8 sub-reinos, dos quais Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e 

Chytridiomycota tem maior destaque, e atualmente são conhecidas cerca de 

120.000 espécies de fungos, embora as estimativas de sua verdadeira 

diversidade variem de 2,2 a 3,8 milhões de espécies (Hawsksworth & Lucking 

2017).  
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Figura 2. Fluxograma f ilogenética do Reino Fungi, abrangendo Filos de maior destaque, Classe e 

Ordem (adaptado de Kirk et al., 2008). 

Assim, as aproximadamente 99.000 espécies de fungos estudados até 

agora, representam uma porcentagem muito pequena da total diversidade dos 

fungos (Quevedo et al., 2012). Destas, cerca de 1000 espécies são conhecidas 

na Amazônia (Alfredo, 2012), embora proporcionalmente poucas tenham sido 

estudadas em detalhes, tais como, biotecnologia, botânica, farmacologia, 

ecologia, taxonomia (Cavalcante et al., 2020). 

Essa falta de conhecimento é refletida pelo fato de que os fungos são um 

dos poucos organismos não microscópicos com espécies ainda sendo 

descobertas em regiões bem estudadas como Europa Ocidental e América do 

Norte (Duarte et al., 2016; Shearer et al., 2007; Vellinga 2004). Embora as áreas 

tropicais do mundo tenham uma diversidade de espécies muito maior do que as 

zonas temperadas (Blackwell 2011), a soma de fatores como a falta de 

micologistas tropicais, os desafios logísticos a serem enfrentados na realização 

de inventários e os desafios técnicos de identificação do material coletado 

(Bezerra et al., 2019), mostram que o conhecimento das espécies de fungos 

tropicais, sua diversidade, ecologia e bioquímica está muito aquém do existente 
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nas zonas temperadas (Barreiro & Bolzani 2009; Lewinsonhn & Prado 2002). 

Como resultado, é possível fazer contribuições significativas para a micologia, 

mesmo com estudos de fragmentos florestais em campus universitários (Farr 

1985; Alencar et al., 2003; Pereira et al., 2005; Rocha et al., 2013), incluindo 

novas espécies (Gomes-Silva et al., 2013; Sousa et al., 2020). 

A insipiência, de forma geral, acerca dos fungos é uma lacuna crítica em 

nosso entendimento, uma vez que são ecologicamente centrais para a função do 

ecossistema, sendo importantes na reciclagem e eliminação de ecossistemas 

(Maggs 1985), atuando como elementos-chave de vários ciclos minerais 

(nitrogênio, carbono, fósforo, por exemplo) (Killham 1994), além de serem 

amplamente responsáveis pela taxa de decomposição e liberação de nutrientes 

em ecossistemas de floresta tropical (Osono & Takeda 2002; Wardle et al., 2004; 

Takahashi et al., 2017). Ademais, as espécies carnívoras podem ser importantes 

no controle de populações de nematóides do solo; uma variedade de espécies 

que parasitam artrópodes (McCoy et al., 2019); eles também são extremamente 

importantes em associações micorrízicas com angiospermas (endomicorrizas) e 

gimnospermas (ectomicorrizas) estando presentes em mais de 90% das espécies 

de plantas vasculares investigadas (Brundrett 2009), enquanto suas associações 

com algas ou cianobactérias dão origem a líquens, que, enquanto presentes 

globalmente, são elementos chave dos ecossistemas boreais e subpolares (Ahti & 

Oksanen 1990; Crittenden 1991). Os papéis ecológicos dos fungos são variados, 

eles podem ser saprófitos, parasitas, predadores ou mutualistas (às vezes até 

simbiontes) (Spooner & Roberts, 2005; Takahashi et al., 2017). 

Os humanos usam fungos de várias maneiras, incluindo preparação e 

fermentação, panificação, medicamentos (Penicillium: antibióticos; Claviceps 

Purpurea: vasoconstritor) (Takahashi et al., 2017) com atividade antioxidante, 

(Huang et al., 2007), anticâncer, antiviral, imunomodulador (Verma, Kharwar, 

Strobel, 2009), fabricação de alimentos (ex: soja, queijo, etc.) (Figura 3) e 

corantes (Frisvad et al., 2013), consumo direto (huitlacoche, trufas, cogumelos e 

shitake) (Valverdy et al.,1996), biopesticidas entomófagos (Beauvaria: Luz et al., 

2004) e fungos nematófagos (Siddiqui & Mahmood 1996), enzimas industriais, 

compostagem (Pallu 2010) e como organismos modelo na comparação e 
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identificação de genes mutantes, auxiliando na elucidação de doenças congênitas 

(Lehle et al., 2006). 

 

Figura 3. Alimentos e medicamentos oriundos de fungos (preparaenem.com/biologia/importância-

dos-fungos). 

Segundo Escritório Técnico da Fiocruz na Amazônia, hoje Instituto 

Leônidas & Maria Deane (ILMD / Fiocruz Amazônia), os gêneros de fungos de 

maior ocorrência na região são, Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, onde o 

Penicillium é um dos mais utilizados e, seus produtos e derivados geram alguns 

milhões de dólares anualmente em todo o mundo devido ser promissor fonte de 

produtos naturais bioativos (Takahashi et al., 2017). 

2.2 Metabólitos secundários de fungos 

Metabólitos secundários, também chamados de produtos naturais, são uma 

importante fonte de compostos bioativos, os quais são produzidos a partir de 

simbiose entre microrganismos endofíticos e plantas (Ribeiro et al., 2020). Esses 

compostos possuem atividades de interesse farmacêutico (ex: antifúngico, 

antiviral, antitumoral e etc.) e são agrupados em classes, tais como alcalóides, 

esteroides, terpenóides (Figura 4), isocumarinas, quinonas, fenilpropanóides, 

ligninas, fenóis, ácidos fenólicos, metabólitos alifáticos, lactonas, citocatalasinas 

(Figura 5), flavonóides, peptídeos e xantonas, podendo ser tóxicos ou até mesmo 

letais mediante de determinados microrganismos (Specian et al., 2014). Mesmo 

explorada de forma insuficiente, diversos estudos reconhecem seu papel biológico 
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na fabricação de produtos farmacêuticos, químicos e industriais (Gunatilaka, 

2006). 

 

Figura 4. Estrutura do diterpenóide Taxol 

isolado do fungo Taxomyces Andreanea 

(Strobel, 1993). 

 

Figura 5. Estrutura da citocatalasina H2 

isolado do fungo Xylaria sp. (Yu Li et al., 

2012). 

2.3 O gênero Penicillium 

Este gênero é uma classe do subfilo Ascomycete, ordem Eurotiales, família 

Trichocomaceae, o qual possui mais de 64.000 espécies reconhecidas (Kirk et al., 

2008). Existem três subgêneros: Aspergilloides, Furcatum e Penicillium (Samson 

et al., 2004). No passado, o gênero também incluiu espécies agora consideradas 

como membros dos gêneros Biverticillium e Talaromyces (Yilnaz et al., 2012). Sua 

nomenclatura tem a ver com seu conídio (estrutura assexuada produtora de 

esporos) em formato de pincel (Figura 6). 

 

Figura 6. Conídio do fungo do gênero Penicillium (preparaenem.com/biologia/penicilina). 

No geral, os membros do gênero são mais abundantes em biomas frios e 

temperados, onde são onipresentes como fungos do solo (Frac et al., 2018). Há, 

entretanto, uma série de espécies que se estendem ou são nativas dos trópicos 

(Wakelin et al., 2007). Em solos de floresta Neotropical, foram encontradas 17 

(Cruz et al., 2013), 23 (Countinho & Maia 2018) e 32 (Fraga et al., 2010) espécies 
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de Penicillium. Até mesmo solos de áreas semiáridas (Pernambuco) foram 

encontrados até 13 espécies do gênero (Countinho et al., 2010), assim como em 

bromélias epífitas de floresta seca circundantes (Silva et al., 2018). Além disso, ao 

contrário de membros do gênero Aspergillus intimamente relacionado (Hall & 

Denning, 1994), as espécies de Penicillium não requerem a presença de altos 

níveis de oxigênio para sobreviver e, portanto, podem ser encontradas em 

ambientes relativamente anóxicos, como lama de mangue (Gomez, 2007; Park et 

al., 2009) e ambientes totalmente marinhos (Tsuda et al., 2004) 

A maioria dos membros do gênero são saprófitas, crescendo em 

substâncias orgânicas biodegradáveis (Pitt 1991) e são recicladores altamente 

eficientes (Samson & Frisvad 2004). Muitos são fungos do solo e, por ser um 

ambiente altamente competitivo, produzem micotoxinas potentes (Nicoletti, Manzo 

& Ciavatta 2009), antibacterianos (Harris et al., 2009), bem como enzimas e 

ácidos orgânicos (ex: ácido cítrico) de interesse industrial (Soccol et al., 2006; 

Castilho et al., 2000). Várias espécies, incluindo P. corylophilum, P. fellutanum, P. 

implicatum, P. janthinellum, P. viridicatum e P. waksmanii são potencialmente 

patogênicos para os mosquitos (da Costa et al., 1998), enquanto outros podem 

produzir substâncias com propriedades anticâncer (Nicoletti et al., 2009) e, 

espécies como P. simplicissimum mostram tolerância a metais pesados e podem 

ser agentes biossorventes eficientes para a biolixiviação de cobre, chumbo, níquel 

e óxido de zinco (Burgstaller et al.,, 1992; Li et al., 2008; Valix et al.,, 2001), isso 

pode ser auxiliado pela capacidade quelante de tais extrólitos, como ácido 

pulvilórico e ácido penicílico (Houbraken et al., 2011).   

Enquanto o conhecimento geral sobre o gênero Penicillium na Amazônia 

pode ser relativamente pobre (Cavalcante et al., 2018), Oliveira & Jesus (2015) 

relataram 111 linhagens do gênero depositadas nas coleções de Micologia Viva 

do INPA, as quais 95 linhagens poderiam ser identificadas como espécies. Estes 

incluíam: P. aculeatum, P. commune, P. corylophilum, P. chrysogenum, P. 

citrinum, P. expansum, P. fellutanum, P. frequentans, P. glabrum, P. griseofulvum, 

P. implicatum, P. lividum, P. melinii, P. paxilli, p. raistricki, P. roquefortii, P. 

sclerotirum, e P. verruculosum. Destes, Oliveira & Jesus (2015) observaram que 

P. citrinum, P. lividum e P. implicatum estavam bem representados na coleção do 

INPA e tinham potencial biotecnológico. Vários destes, tais como P. citrinium, P. 
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coryophilum, P. griseofulvum, P. lividum, P. implicatum foram registrados em 

solos de outras partes do Brasil (ver Cruz et al., 2013), nos quais P. decumbens, 

P. janthinellum e P. simplicissimum são espécies amplamente distribuídas 

(Christiansen et al., 2000). Pesquisas micológicas recentes na Amazônia que 

envolveram este gênero estão resumidas no Quadro 1. 

Quadro 1. Estudos Micológicos Recentes na Amazônia envolvendo o gênero Penicillium  

Assunto de Pesquisa  Referência 

 
Isolamento e potencial enzimático de fungos associados 

ao intestino de larvas de Stenochironomus Kieffer 

(Insecta: Diptera: Chironomidae) 

Belmont-Montefisco et 

al., (2020) 

Caracterização de proteases produzidas por espécies 

de Penicillium (alguns derivados de amostras 

Amazonense) 

Brito (2018) 

Estudo químico do Penicillium chrysogenum 
de Andrade Nobre 

(2013) 

Tolerância a hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 

para fungos filamentosos, incluindo Penicillium sp., 

isolados de sedimentos contaminados no Rio 

Amazonas 

De Lima Souza et al., 

(2017) 

Isolamento de Penicillium com propriedades bioativos 

do solo Amazônico 

dos Reis Celestino et 

al (2014)  

Uso experimental de Penicillium sp. no controle de 

cupins Nasutitermes corniger 

dos Santos Oliveira et 

al., (2018) 

Presença de membros do gênero Penicillium associado 

com as colmeias de abelhas sem ferrão (Melipona) 
de Souza et al., (2018) 

Ocorrência de fungos filamentosos associados a larvas 

de Simulium goeldii, incluindo Penicillium bilaii 
Fonseca et al., (2008) 

Descrição de cinco espécies novas do gênero 

Penicillium da serrapilheira da Amazônia Colombiana e 

a descrição de perfis químicos de ácido penicílico, 

Houbraken et al., 

(2011) 
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andrastina A, ácido pulvilórico, paxilina, paspalina e 

jantitrem, entre outros 

Estudo das condições ideais para a produção de 

hipnofilinas por P. strigellus  
Ikashiwa et al., (2012) 

Analise de metabólitos (incluindo um alcaloide 

antimicrobiano) produzidos por uma espécie de 

Penicillium isolado da palmeira de buriti (Mauritia 

flexuosa) 

Koolen et al., (2012) 

Constituintes químicos do fungo endofítico Penicillium 

chrysogenum isolado de Strychnos toxifera 

(Loganiaceae) 

Koolen et al., (2014) 

Presença de fungos (incluindo Penicillium) na água 

ingerida nas comunidades ribeirinhas 
Lima et al., (2017) 

Estudos de metabólitos ativos do Penicillium sp. isolado 

de Gustavia elliptica (Lecythidaceae) 
Ohse (2019) 

Avaliação do potencial de produção das enzimas 

celulases e xilanases de fungos, incluído Penicillium, 

isolados dos solos da região Amazônica  

Pirota et al., (2015) 

Produção de enzimas termoestáveis por Penicillium 

isolado da região Amazônica 

Santa-Rosa et al., 

(2018) 

Atividade biosurfactante de fungos isolados do solo 

Amazonense, incluindo Penicillium 
Sena et al., (2018) 

Presença de Penicillium na castanha do Brasil  Sousa (2018)  

Analises da toxicidade de pigmentos naturalmente 

produzidos por Penicillium simplicissimum e P. 

janczewskii do Amazonas 

Texeira et al., (2012) 

Presença de Penicillium, entre outros fungos, no ar e 

ambiente de escolas públicas em Manaus 
Tiago et al., (2017)  

 



25 

 

Trabalhos pertinentes feitos fora do Amazonas podem incluir análises do 

metabolismo secundário de fungos (incluindo um Penicillium sp.) vivendo 

endofiticamente na árvore Melia azedarach (Meliaceae) (dos Santos 2003) e Petit 

et al., (2009) sobre novos metabólitos secundários derivados de uma espécie de 

Penicillium isolado do solo do Cerrado.  

O gênero Penicillium é um dos cerca de 40 gêneros da família Eurotiales 

Trichocomaceae, parte da divisão Ascomycete do Reino Fungi. Desde a década 

de 1980, as abordagens morfológicas para a descrição das espécies foram 

amplamente superadas pela quimiotaxonomia, que comumente envolve perfis de 

zimograma em que as espécies são diferenciadas com base nos padrões 

eletroforéticos em gel de poliacrilamida de isoenzimas particulares (Pitt, 1991). 

Além disso, padrões de ramificação, apesar de não corresponderem 

perfeitamente com as seções dos subgêneros, ainda são utilizados na 

classificação deste gênero (Pitt, 1979), são elas, conidióforos monoverticilados, 

biverticilados, terverticilados e poliverticilados (Figura 7). Com base nisso, o 

gênero tinha 406 membros em 2013 (Visagle et al. 2014), embora novas espécies 

estejam continuamente sendo descritas (por exemplo, Barbosa et al. 2018; 

Rodríguez-Andrade et al. 2021). O gênero é organizado em dois subgêneros, 

cada um com suas próprias seções (Tsang et al. 2018), uma dessas seções, 

Exilicaulis, contém Penicillium citreosulfuratum, a linhagem a seguir. 

 

Figura 7. Conidióforos monoverticilados (A), biverticilados (B e C), terverticilados (D) e 

poliverticilados (E) (Visagie et al., 2014). 

2.4 Penicillium citreosulfuratum 

Uma amostra foi encontrada na França, onde foram registradas colônias na 

superfície e dentro da casca de sobreiros (Quercus subor, Fagaceae) em Portugal 

(Serra et al. 2008), no entanto a espécie tem ampla distribuição. Foi relatado 
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recentemente na Península Coreana (Park et al. 2020), além de ter sido 

registrado como comum no solo e no ar dos fynbos sul-africanos (um habitat 

semiárido semelhante ao cerrado), bem como nas flores dos arbustos Protea 

repens (Proteaceae). Lá, os esporos da espécie são transportados para as flores 

por ácaros que se alimentam e põem ovos preferencialmente nas colônias de P. 

citreosulfuratum do que nas de outros fungos que crescem dentro das flores, o 

que sugere uma interação mutualística (Visagle et al. 2016). 

Além disso, na República Tcheca, P. citreosulfuratum foi encontrado 

associado ao gênero de líquen Chrysothrix. No entanto, não tem associação 

endossimbiótica com algas, mas faz parte do tapete fúngico, onde hospeda 

crisovírus que também podem estar envolvidos na associação multiespécies 

(Petrzik et al. 2019). A espécie também foi identificada como estando associada a 

algas marinhas nas águas costeiras de Bornéu (Taha et al. 2021).  

No geral, a seção Exilicaulis é tradicionalmente caracterizada por estipes 

monoverticilados não vesiculados (Pitt 1979). Recentemente, com base na 

análise filogenética multigênica, a seção de membros do Exilicaulis foi redefinida 

para incluir espécies com conidióforos biverticilados e foi separada em seis clados 

(Visagle et al. 2016), com β-tubulina (BenA), calmodulina (CaM) e a segunda 

maior subunidade de RNA polimerase II (RPB2) usada para a identificação 

precisa das espécies nesta seção (Visagie et al. 2016). Em todo o mundo, 55 

espécies são conhecidas, até o momento, para esta seção do gênero (Park et al. 

2020). 

Em sua revisão taxonômica Visagie et al. (2016) oferece a seguinte 

descrição acerca do P. citreosulfuratum: 

Ágar autolisado de levedura Czapek (CYA), 25 ° C, 7d: Colônias radial e 

concentricamente sulcadas, moderadamente profundas; margens baixas, 

estreitas, inteiras; micélio amarelo; textura loccose; esporulação esparsa a 

moderada, conídios em massa acinzentados a verde escuro (25D6 – F6–

26E6); exsudato claro, ausente em algumas cepas; pigmento solúvel 

amarelo; amarelo reverso (3A6–3A8) a amarelo alaranjado (4B8). Ágar de extrato 

de malte de Blakeslee (MEA), 25 ° C, 7d: Colônias baixas, planas; margens 

baixas, estreitas, inteiras; micélio branco nas margens, amarelo em outras 

partes; textura loccose; esporulação moderadamente densa, conídios em massa 



27 

 

verde opaco a acinzentado (25E4–26E5); exsudato ausente; pigmento solúvel 

amarelo; reverso amarelo esverdeado (1A6) no ponto de inoculação, desbotando 

para amarelo acinzentado (1B6–2B6). Ágar de sacarose de extrato de 

levedura (YES), 25 ° C, 7d: Colônias baixas a moderadamente profundas, radial e 

concentricamente sulcadas; margens baixas, muito estreitas, inteiras; micélios 

brancos nas bordas, amarelos no centro; textura loccose; esporulação esparsa, 

conídios em massa branco esverdeado (27A2), verde opaco (27E4) em áreas 

mais densas; exsudato ausente; pigmento solúvel ausente; reverso do amarelo 

claro para o amarelo (3A4–6) para o amarelo profundo (4A8) em alguns 

isolados. CREA, 25 ° C, 7d: ácido não produzido 

 

Figura 8. Linha superior (esquerda para direita), CYA, MEA, YES. Linha inferior (esquerda para 

direita) CYA, MEA E YES reverso, P. citreosulfuratum (Biourge, Cellule 33: 285 ,1923). 

Conidióforos principalmente monoverticilados, mas às vezes com estipes 

muito curtas que podem ser interpretados como ramos subterminais, com 

conidióforos biverticilados às vezes presentes; Estirpes / ramos lisos, quando 

terminais 70–290 × 2–2,5 µm, quando carregados subterminalmente 18–90 × 2–

2,5 µm; Metulas tipicamente 2, às vezes 3, divergentes, 8–29 × 1,5–2,5 µm (18 ± 

4,5 × 2,1 ± 0,2), vesículas 2,5–4 µm (3,4 ± 0,3); fiálides ampuliforme, 5–10 por 

métula, 5–9 × 2–3 µm (6,7 ± 0,9 × 2,4 ± 0,2); Conídios lisos, globosos, 1,5–2 × 

1,5–2 µm (1,8 ± 0,1 × 1,8 ± 0,1), largura / comprimento médio = 0,98, n = 50 

A análise das capacidades úteis desta espécie é complicada pelo fato de 

que, segundo Visagle et al. (2016), Penicillium citreosulfuratum é o nome correto 

para o clado anteriormente considerado por Serra et al. (2008) como P. 

toxicarium. No entanto, a análise filogenética molecular recente mostrou que os 

dois são clados únicos, apesar de suas fortes semelhanças morfológicas (Sugiura 

et al. 2020). Assim, P. citreosulfuratum e Penicillium toxicarium são formas 
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separadas e a literatura sobre elas não pode ser combinada. Este também é o 

caso de P. citreoviride e P. trzebinskii que também foram confundidos com P. 

toxicarium (Sugiura et al. 2020) e, por causa da opinião de Serra et al. (2008), 

com P. citreosulfuratum. Consequentemente, apenas a literatura que se refere 

inequivocamente a P. citreosulfuratum será usada aqui. 

Junto com P. citreonigrum (sinônimo = P. citreoviride), P. citreosulfuratum é 

um forte produtor de citreoviridina (Figura 9) (Peterson et al., 2015), uma 

micotoxina que tem sido associada à doença do arroz amarelo ou beribéri 

cardíaco agudo, ambos historicamente no Japão (Sakabe et al. 1977, Udagawa & 

Tatsuno 2004, Uraguchi 1969) e bem mais recentemente no Brasil (Almeida et al. 

2012, Rosa et al. 2010). No entanto, a produção de citreoviridina não é exclusiva 

das espécies de Penicillium na seção Exilicaulis, nem apenas daquelas que 

crescem em arroz, visto que foi encontrada em diversas espécies, crescendo em 

uma variedade de substratos (Cole et al. 1981, Wicklow & Cole 1984, Wicklow et 

al. 1988, Wigmann et al. 2015; Shiratori et al. 2017). 

 

Figura 9. Estrutura química da citreoviridina (Barbosa et al., 2019). 

Em um aspecto mais aplicado, P. citreosulfuratum foi uma das cinco 

espécies de fungos de solo encontrados que possuem capacidade significativa 

para degradar bifenilos policlorados (PCB) em solos de locais industriais 

altamente poluídos na França, onde os fungos de solo foram identificados por 

extração de DNA e PCR (Germain et al. 2021). A espécie também se mostrou 

resistente à poluição por sulfeto de ferro no pós-industrial (Technosols) na Polônia 

(Stępniewska et al. 2020). 

Problemas de taxonomia complicam muito a atribuição da produção de 

produtos metabólicos às espécies corretas de fungo Penicillium (Pitt & Leisner 
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1991). Assim, na tabela abaixo também foram listadas publicações relacionadas 

ao Penicillium toxicarium, o fungo amarelo do arroz. Esta espécie há muito é 

considerada sinônimo de P. citreosulfuratum (Shiratori et al. 2017), mas estudos 

de Sugiura et al. (2020) mostraram que os dois formam clados distintos e não são 

sinônimos. No entanto, foram incluídas publicações que utilizam o nome P. 

toxicarium porque: (a) indicam os tipos de produtos metabólicos que também 

podem ser isolados de P. citreosulfuratum e (b), dado o nível de confusão da 

nomenclatura em torno das duas formas, pode de fato ter sido relatado como 

proveniente de P. toxicarium, mas foi sintetizado a partir de populações que eram, 

de fato, atribuíveis a P. citreosulfuratum. 

Além disso, como P. toxicarium foi considerado sinônimo de P. 

citreonigrum e P. citreoviride (Visagie et al. 2016), material relevante publicado 

sobre essas duas espécies também foram incluídas. Na análise das afinidades 

seccionais das espécies de Penicillium, Visagie et al. (2016) alocaram 42 

espécies para a seção Exilicaulis, e a análise de beta-tubulina e calmodulina e a 

variação da região rRNA do espaçador interno transcrito agruparam-nas em cinco 

grupos. Um deles incluía P. citreosulfuratum, juntamente com P. cinerescens, P. 

citreonigrum e P. fundyense. Assim, uma vez que espécies estreitamente 

relacionadas partilham frequentemente vias metabólicas semelhantes (Frisvad & 

Filtenborg 1990), a literatura sobre estas espécies, P. citreoviride e P. toxicarium, 

foi analisada para obter informações, tanto sobre o que foi isolado para P. 

citreosulfuratum e o que poderia razoavelmente ser esperado. A esta pesquisa 

foram adicionados mais três nomes (P. aenum, P. bertai e P. subcinearum), 

sendo estes táxons listados como sinônimos de alguns das formas listados acima 

por Pitt et al. (2000). Com base nesta pesquisa bibliográfica, foi relatado que as 

seguintes substâncias foram isoladas de membros deste clado dentro da 

Penicillium seção Exilicaulis: 

Quadro 2. Publicações envolvendo espécies do gênero Penicillium.  

Nome da 

substância 

Espécie de Penicillium  Referência 

Citrinina P. citreosulfuratum  Pollock (1947) 

Enzimas 
extracelulares 

P. citreosulfuratum  Hanen et al. (2019) 

Ácido desidrocarólico P. cinerescens Bracken & Raistrick (1947); 

Rosowsky (1972) 
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Gliotoxinas P. cinerescens Frisvad (1989) 

β-frutofuranosidase P. citreonigrum Araújo et al. (2022); 

Nascimento et al. (2016b)  

Citreoviridina P. citreonigrum da Rocha et al. (2015); 
Okano et al. (2020); Rosa et 
al. (2010); Shiratori et al. 

(2017); Uchiyama et al. 
(2019)  

esclerotioramina 

alcalóide clorado 

P. citreonigrum Yuan et al. (2014) 

Dicetopiperazina P. citreonigrum Huang et al. (2018) 

Sesquiterpenóides 
Drimano 

P. citreonigrum Ebel et al. (2006) 

Sesquiterpenos do 

tipo eremófilo 

P. citreonigrum Yuan et al. (2015) 

frutooligossacarídeos P. citreonigrum Nascimento et al. (2016a,b); 
Nobre et al. (2019)  

Gutato P. citreonigrum Wang et al. (2010) 

Lapacehol e Lomatiol P. citreonigrum Silva et al. (1997) 

Mereroterpenóides 

oxigenados 

P. citreonigrum Ebel et al. (2006) 

Fenóis P. citreonigrum Huang et al. (2018) 

Pirenocina A P. citreonigrum Zou et al. (2022) 

Sesquiterpenos P. citreonigrum Yuan et al. (2017) 

Policetídeo Terrein P. citreonigrum Zou et al. (2022) 

Antrasteróides P. citreoviride Nakada & Yamamura (2000)  

Beta-Glucosidases P. citreoviride Hirte & Glath (1980) 

Celulases P. citreoviride Hirte & Glath (1980) 

Citreoantrasteróide P. citreoviride Kosemura et al. (1995) 

Citreoazopirona P. citreoviride Kosemura & Yamamura 

(1997) 

Citreobenzofuranos 
A, B, e C, 

P. citreoviride Kosemura et al. (1992b) 

Citreobifenil P. citreoviride Shizuri et al. (1988) 

Citreopirona P. citreoviride Niwa et al. (1980) 

Citroetiolactona P. citreoviride Shizuri et al. (1983)  

Citreo-γ-pirona P. citreoviride Nakada et al. (1999) 

Citreohibridona A e B P. citreoviride Kosemura et al. (1991, 

1992a); Kosemura (2002) 

Citreohibridiona C P. citreoviride Ksemura et al. (1996); 
Kosemura (2002) 

Citreoindol P. citreoindole Matsunaga et al. (1991) 

Citreoespirosteroide P. citreoviride Kosemura et al. (1997) 

Citreotiopirano A P. citreoviride Nakada et al. (1999) 

Citreoviridina P. citreoviride Ueno (1971) 

Micotoxina tipo 
Citreoviridina 

P. citreoviride Datta & Ghosh (1981) 
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Citreoviranol P. citreoviride Shizuri et al. (1988) 

Citreoviridinol P. citreoviride Niwa et al. (1981) 

Metabólitos tipo 

Curvularina 

P. citreoviride Lai et al. (1991) 

Ácido dipicolínico P. citreoviride Hodson & Foster (1966); 
Kalle & Khandekar (1983)  

Demetilcitreoviranol P. citreoviride Shizuri et al. (1988) 

Hemicelulases P. citreoviride Hirte & Glath (1980) 

6-Hidroxi-8-metoxi-

3S,5-
dimetilisocroman 

P. citreoviride Lai et al. (1990) 

6-hidroxi-8-metoxi-

3S,5-dimetil-3,4-
dihidroisocumarina 

P. citreoviride Lai et al. (1990) 

Mesoterpenóides P. citreoviride Kosemura (2003) 

Análogo de 
pestalotina (LL-

P880γ) 

P. citreoviride Kimura et al. (1986) 

Precitreobifenil P. citreoviride Shizuri et al. (1988) 

Secocitreoviridina P. citreoviride Niwa et al. (1981) 

Semi-Vioxantina P. citreoviride Zeek et al. (1979) 

Lactona esteróide P. citreoviride Liu et al. (2006) 

Vioxantina P. citreoviride Bode et al. (2007) 

Citreoviridina P. toxicarium Uraguchi (1969); Ueno 

(1971) 

Mosquitocidas P. toxicarium Jin et al. (2021) 

Heanamindol P. toxicarium, P. 
citreonigrum, e P. 

cinerascens (amostra 
mixto) 

Kim et al. (2015) 
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3. OBJETIVOS  

3.1 Geral: 

Estudar química e biologicamente metabólitos secundários de uma 

linhagem de Penicillium citreosulfuratum de esporos preservados na coleção do 

Laboratório Labmicra da Central Analítica do Centro de Apoio Multidisciplinar da 

UFAM.  

3.2 Específicos:  

Analisar por espectrometria de massas os extratos de uma linhagem de P. 

citreosulfuratum em busca de íons de compostos relatados ou não para essa 

espécie. 

Obter metabólitos do fungo, priorizando os extratos que apresentarem 

atividades biológicas. 

Identificar metabólitos do fungo, isolados ou em mistura. 

Submeter os extratos, frações e metabólitos do fungo a ensaios biológicos, 

inseticida, citotóxico e antimicrobiano. 
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4. METODOLOGIA 

Para o cumprimento dos objetivos, o projeto foi constituído das seguintes 

etapas:  

4.1 Levantamento bibliográfico dos metabólitos dos fungos P. 

Citreosulfuratum  

Foi feito um levantamento bibliográfico dos metabólitos de P. 

citreosulfuratum em bases de dados livres ou disponibilizadas pela Capes para 

acesso acadêmico.  

4.2 Reativação da linhagem e preparo da suspensão de esporos 

Neste trabalho foi estudada a linhagem M167 de P. citreosulfuratum 

(LabMicrA 1245), registrada no Sisgen sob o código AC2C1DD. As suspensões 

de esporos do fungo preservado na coleção de cultura foram feitas em placas de 

meio BDA, com a aplicação das amostras preservadas em inóculo central e 

tripontual (Figura 10).  

   

Figura 10. Fungos preservados e inóculos tripontuais, respectivamente. 

Após 8 dias de crescimento, os esporos foram raspados com haste 

metálica, suspensos em triplicata, em 10 mL de solução de glicerol 20% contidas 

em tubos falcon, previamente autoclavada. Os esporos suspensos foram 

armazenados em um refrigerador. 

Meio BDA – Batata, dextrose e ágar. 

Caldo obtido de 200 g de batata cortados em cubos e levadas ao 

microondas em bequer com 1L de água destilada, cozidas por 10 minutos, filtrado 

e misturado com 20 g de dextrose e 15 g de ágar bacteriológico. Após 
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homogeneizado, foi esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121 ºC e 

distribuído nas placas. 

4.3 Crescimento fúngico em escala preparativa laboratorial 

50μL da suspensão de esporos da linhagem M167 de P. citreosulfuratum 

(LabMicrA 1245) foram adicionados em cada um de 103 frascos Erlenmeyers de 1 

L, contendo 300 mL de meio BDL (ver abaixo), anotando-se o pH inicial. 

Procedeu-se o cultivo estático, a 26 °C, no escuro, por um período de 

aproximadamente 21 dias. A cada três dias foi feito o acompanhamento do nível 

de glicose e pH, para isto, foram retiradas alíquotas das amostras para avaliação 

do perfil químico ao longo do crescimento dos fungos (Figura 11). 

     

Figura 11. Acompanhamento do crescimento do fungo, linhagem M167 P. citreosulfuratum 

(LabMicrA 1245) e controle de amostras, respectivamente.  

Meio BDL – Batata, dextrose e extrato de levedura. 

O caldo foi obtido de 200 g de batata cortados em cubos e levadas ao 

microondas em bequer com 1L de água destilada, cozidas por 10 minutos e 

peneiradas. O caldo foi misturado com 20 g de dextrose e 2 g de extrato de 

levedura. Foram preparados 33L de meio e, após homogeneizado, distribuídos 

em frascos Erlenmeyer de 1 L, colocando-se 300 mL por frasco. Os frascos foram 

tapados e esterilizados a 121 ºC por 15 minutos em autoclave.  

4.4 Obtenção de extratos  

Para a extração, foi particionado 1,1 L do meio cultivado com 900 mL de 

acetato de etila/propano-2-ol (9:1) 3 vezes. Este processo se repetiu para os 33 L 
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de meio reservados. Os extratos foram reunidos e pesados, o qual obteve 

rendimento de 4,5713g. Uma alíquota de 5,5 mg foi separada para ensaios 

biológicos.  

O extrato foi submetido a um fracionamento inicial por cromatografia liquida 

clássica (CLC) em C-18 (octadecilsilano). Para isto, foi preparada uma pastilha da 

amostra, através de maceração da mesma com o mínimo de metanol e, após 

condicionamento da coluna com H2O/MeOH (9:1), a pastilha foi depositada em 

seu interior e iniciado o processo de eluição. O gradiente utilizado foi H2O/MeOH 

nas proporções 9:1 (Pc1), 7:3 (Pc2), 1:1 (Pc3) e MeOH (Pc4) (Figura 12). As 

frações obtidas com cada eluente foram separadas em frascos e preservadas em 

geladeira. 

Após a pré-concentração, as frações acima que ainda continham água 

foram submetidas a extração em fase sólida (SPE). Após a fase liquida ter sido 

drenada, o analito retido foi eluido em quantidade mínima de MeOH, coletado e 

concentrado, conforme figura 13. 

 

Figura 12. CLC em coluna aberta C-18. 
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Figura 13. Esquema de SPE: 1 – corpo de uma seringa dentro do qual a fase solida é compactada 

entre dois f iltros, 2 – condicionamento, 3 – extração, 4 – lavagem, 5 – eluição: recuperou-se os 

analitos retidos na fase solida pela percolação de um pequeno volume de metanol  

Os extratos foram concentrados, identificados e armazenados. Rendimento 

das amostras pós SPE, Pc1 0,3747g, Pc2 0,2883g, Pc3 3,3483g, Pc4 0,5310g. 

Em seguida separadas alíquotas para teste de perfil químico em CCD, (Figura 

14). 

 

Figura 14. Extratos concentrados, separados por eluição Pc1, Pc3, Pc2, Pc4 e precipitado 

formado, respectivamente. 

As placas de CCD das frações do extrato do meio cultivado (Item 4.5) 

revelaram um bom potencial para a obtenção de metabólitos do fungo (Figura 15), 
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a qual a fração Pc3 foi escolhida para ser trabalhada em coluna Sephadex (Item 

4.6).  

1.  2.  

3.  4.  

Figura 15. CCD das 4 amostras Pc1, Pc2, Pc3, Pc4 e precipitado do extrato do meio cultivado 

pela linhagem M167, respectivamente. Placas de C-18 eluídas com: H2O/MeOH/Acetona 

(0,5:8:1,5) (1), Hex./AcOEt/Acetona (5:4:1) (2), H2O/MeOH/Acetona (5:4:1) (3). Placa (4) 

4.5 Cromatografia de Camada Delgada (CCD) 

As alíquotas dos extratos foram aplicadas através de capilar em placa de 

cromatografia de fase normal e modo reverso, eluidas em cuba utilizando diversos 

solventes como fase móvel, tais como hexano, acetato de etila, metanol, acetona 

e água destilada, variando suas proporções (detalhes nos procedimentos 

descritos no texto). Após eluição, as CCDs foram reveladas com etanol/H2SO4 

(9,5:0,5). 

4.6 Fracionamento por coluna Sephadex LH20 

Coluna Sephadex, já empacotada (4,0 cm x 60,0 cm), foi ativada com 500 

mL de MeOH e mantida em repouso por 24h. Coluna condicionada na proporção 

resina/MeOH (1:4). Amostra da fração de M167 – H2O/MeOH (1:1), denominada 

Pc3, foi separada, dissolvida em quantidade mínima de MeOH e, após 

homogeneização, com auxílio de pipeta graduada foi depositado no interior da 

coluna. O eluente utilizado foi o metanol, resultando em 20 frações coletadas (A-
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U). Aproximadamente 1,2 g do extrato Pc3 foi utilizado para fracionamento em 

coluna Sephadex.  

Tabela 1. Rendimento das f rações da coluna Sephadex. 

Amostra Massa (g) Rendimento 

(%) 

Pc3A 0,0035 0,29 

Pc3B 0,0041 0,34 

Pc3C 0,0051 0,42 

Pc3D 0,0198 1,65 

Pc3E 0,0280 2,33 

Pc3F 0,0442 3,68 

Pc3G 0,0466 3,88 

Pc3H 0,0901 7,51 

Pc3I 0,6623 55,19 

Pc3J 0,0493 4,11 

Pc3L 0,0716 5,96 

Pc3M 0,0306 2,55 

Pc3N 0,0088 0,73 

Pc3O 0,0041 0,34 

Pc3P 0,0183 1,53 

Pc3Q 0,0061 0,51 

Pc3R 0,0023 0,19 

Pc3S 0,0015 0,13 

Pc3T 0,0068 0,57 

Pc3U 0,0015 0,13 

Rendimento total (%) 92,04 
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Posteriormente, foi executado teste de perfil químico em CCD (item 4.5), 

com 10 mL de eluente Hex./AcOEt (1:1) mais 0,3 mL de MeOH e 0,25 mL de 

acetona, onde as frações I e J demonstraram similaridade no perfil químico 

(Figura 16) e, portanto, foram reunidas e pesadas (0,6623g) sendo agora 

denominada Pc3I, para posterior fracionamento.  

 

 

Figura 16. CCD das f rações I (9) e J (10), eluente utilizado Hex/AcOEt (1:1) 0,3 mL de MeOH e 

0,25 mL de acetona. 

A fração Pc3I foi então submetida a cromatografia líquida clássica, CLC C-

8, (Item 4.7). 

4.7 Fracionamento por CLC C-8 

As dimensões da coluna dependem da quantidade de analito a ser 

cromatografado, neste caso, foi utilizado coluna com 2 cm de diâmetro.  A sílica, 

previamente ativada a 100ºC por 1 hora, foi vertida na coluna até alcançar altura 

de 7 cm, e pressionada com auxílio de bomba de vácuo, afim de que estivesse 

bem comprimida (Figura 17). Especificações da sílica: SiliaFlash F60; tamanho da 

partícula 40-63 μm (230-400 mesh).  



40 

 

   

Figura 17. Coluna C-8 empacotada. 

Coluna foi condicionada com 100 mL Hex/AcOEt/MeOH/Acetona 

(7:2:0,5:0,5) e iniciado o processo de fracionamento (Figura 18). Gradiente 

executado determinado a partir de teste em CCD, Hex/AcOEt/MeOH/Acetona nas 

proporções (7:2:0,5:0,5), (6:3:0,5:0,5), (4,5:4,5:0,5:0,5), (4:4:1:1) e metanol. A 

quantidade de cada eluente a ser usado foi calculado pela relação volume da 

coluna e altura da sílica empacotada, através da formula π.r2.h. Foram coletadas 

10 frações. 

 

Figura 18. Execução da coluna C8 e f rações coletadas. 

Tabela 2. Rendimento das f rações de Pc3I 

Amostra Massa (g) Rendimento (%) 

1 0,0035 0,53 

2 0,0026 0,40 

3 0,0064 0,97 

4 0,1146 17,30 

5 0,1200 18,20 

6 0,1439 21,72 
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7 0,1068 16,12 

8 0,0815 12,30 

9 0,0557 8,41 

10 0,0079 1,19 

Rendimento total (%) 97,14 

 

O material oriundo desta etapa, foi submetido a CCD (Figura 19), 

Cromatografia de Camada Delgada Preparativa (CCDP) item 4.8 e coluna C-18 

(modo reverso) com fase móvel Hex/AcOEt (1:1) 0,3 mL de MeOH, 0,25 mL de 

acetona e 0,15 mL de acido acetico. Posteriormente foi realizado análise em 

espectrometria de massa (item 4.10.2). 

   

Figura 19. CCD das f rações coletadas. Eluente: Hex/AcOEt (1:1) 0,3 mL de MeOH, 0,25 mL de 

acetona e 0,15 mL de ácido acético. 

4.8. Cromatografia de Camada Delgada Preparativa (CCDP) 

Após CCD frações 6 e 7 foram reunidas e denominada Pc3I6. 160 mg de 

Pc3I6 foi submetido Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP), 

(Figura 20).  

1  2  3  4  
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Figura 20. Fração Pc3I6 (1), aplicação (2), eluição (3), pós eluição em CCDP (4).  

Visando a separação dos componentes da fração Pc3I6, foi utilizada como 

fase estacionária a sílica gel distribuída em placa de vidro, onde foi depositada a 

amostra e eluida em cuba. Placa cromatográfica de vidro pré-fabricada, com 

dimensões 20x20 cm, espessura da camada adsorvente entre 0,1 e 2 mm e cerca 

de 6 g de sílica depositada sobre a lâmina. Deve-se ter cuidado ao depositar 

amostra sobre a placa, quanto mais rente a linha de partida menores serão as 

variações de fator de retenção (Rf). Eluente usado 150 mL Hex/AcOEt (1:1) 4,5 

mL de MeOH, 3,75 mL de acetona e 2,25 mL de ácido acético e, após eluicão, a 

placa foi posta em câmara de luz UV-A (365nm) e luz UV-C (254nm) para 

demarcação das bandas para posterior raspagem (Figura 21).  

1  

2  

Figura 21. CCDP em camara de luz UV-A 365 nm (1) e luz UV-C 254 nm (2) 

 Os componentes retidos a placa foram raspados com espatula 

separadamente, filtrados e reservados, (Figura 22 e 23). 
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Figura 22. Componentes retidos a placa denominados A, B, C, D, E, F, G.  

 

 

Figura 23. Amostras retiradas da placa preparativa para posterior f iltração.  

O material retido a sílica foi extraído com MeOH, coletado e concentrado 

para posterior fracionamento em C-18. Coluna C-18 foi condicionada com 50 mL 

H2O/acetona (7:3), onde aproximadamente 40,6 mg da fração Pc3I6C foi 

fracionada. Gradiente utilizado: H2O/acetona nas proporções (7:3), (6:4), (1:1), 

(2:8) e acetona. 10 frações foram coletadas e feita extração em fase sólida (SPE), 

(Figura 24). Amostras foram concentradas no nitrogênio e pesadas.  

Tabela 3. Rendimento das f rações de Pc3I6C. 

Amostra Massa (mg) Rendimento (%) 

1 / 2 / 3 0 0 

4 / 5 / 6 8,8 21,68 

7 / 8 16,1 39,66 

9 3,5 8,62 

10 0 0 
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Rendimento total (%) 69,96 

Em seguida submetidas a CCD com 10 mL de fase móvel Hex/AcOEt (7:3) 

mais 0,3 mL de metanol, 0,25 mL de acetona e 0,15 mL de ácido acético. 

Amostras 4,5 e 6 foram reunidas, denominada Pc3I6C4 e amostras 7 e 8 foram

reunidas também, denominada Pc3I6C7. 

 

Figura 24. SPE das f rações coletadas da amostra Pc3I6C.  

Entre as frações coletadas, a fração Pc3I6C7 obteve resultado mais 

relevante após CCD, a qual uma alíquota foi encaminhada para análise por 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN), item 4.9.1., onde os resultados obtidos 

foram inconclusivos e outra alíquota enviada para análise por espectrometria de 

massas, item 4.9.2. 

4.9. Identificação dos metabólitos 

4.9.1. Análise espectrometria por ressonância magnética nuclear (RMN) 

As analises foram realizadas no laboratório NMR da Central Analítica da 

UFAM. Os espectros de unidimensionais (1D - 1H, 13C e DEPT 135) e 

bidimensionais (2D - HSQC e HMBC) da UFAM foram registrados em um 

instrumento Bruker Avance III DRX 500, operando a 11,75 Tesla (500,13 MHz 

para RMN de 1H e 125,76 MHz para RMN de 13C). O tetrametilsilano (TMS) foi 

utilizado como padrão de referência interno. As amostras foram dissolvidas em 

clorofórmio deuterado (CDCl3), e, quando necessário, uma pequena quantidade 

de metanol deuterado (CD3OD) foi empregada para a homogeneização das 

soluções. As constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz), 
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enquanto os deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão 

(ppm).  

4.9.2. Análises por espectrometria de massas dos extratos  

Os extratos e suas frações foram solubilizados em metanol grau HPLC, 

sendo diluídas na concentração de 1 mg/mL e analisados em um espectrômetro 

de massas, modelo Accela Autosampler – Thermo Fisher Scientific, por inserção 

direta com fonte de ionização via ESI (electrospray) ou APCI (Atmospheric 

Pressure Chemical Ionization), nos modos positivo e negativo. Os espectros de 

massas de cada extrato (íons totais) foram analisados em busca de íons de 

interesse e comparado com a literatura para a espécie do fungo. 

A amostra Pc3I6C7, submetida a injeção direta (Item 4.9.2), apresentou as 

seguintes massas (m/z) visíveis: 234, 274, 402, 418, 434, onde a m/z 418 foi a 

massa majoritária. Fonte APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization), 

produzindo íons como consta na tabela 4.  

Tabela 4. Fragmentação m/z da amostra Pc3I6C7. 

m/z fragmentos (+) fragmentos (-) 

234 
217 / 207 / 188 / 175 / 167 / 

152 
219 / 209 / 190 / 177 / 169 / 154 

274 257 / 240/ 228 / 196 / 152 259 / 242 / 230 / 198 / 154 

402 
315 / 297 / 273 / 257 / 243 / 

193 / 163 / 137 

317 / 299 / 275 / 259 / 245 / 195 / 

167 / 139 

418 

401 / 383 / 373 / 357 / 339 / 

313 / 301 / 275/ 259 / 243 / 

217 / 193 / 165 / 137 / 125 

403 / 385 / 375 / 359 / 341 / 315 / 

303 / 277/ 261 / 245 / 219 / 195 / 

167 / 139 / 127 

434 
417/ 413 / 395 / 327 / 291 / 

273 / 257 / 203 / 162 / 175 

419 / 415 / 397 / 329 /293 / 275 / 

259 / 205 / 164 / 177 

 

Após resultados inconclusivos, foram realizados novos testes na matriz. 

1 mg da amostra Pc3 foi solubilizada em 1 mL de MeOH e submetida à 

estudo exploratório por análise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiência 

(HPLC semi-preparativa). Tempo de aquisição: 30 minutos, vazão 1 mL/min a 40 
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ºC e comprimento de onda 280-385 nm. Com base nos dados cromatográficos e 

dos espectros de massas gerados, foram realizados novos fracionamentos destas 

frações em colunas abertas de CLC C8 (Item 4.7), o qual pode ser visualizado no 

Erro! Fonte de referência não encontrada. e posteriormente enviado para 

analise em RMN, onde foi possível identificar as substâncias isorugulosuvina e 

10Z-isocitreoviridinol, de acordo com a literatura. 

A seguir métodos utilizados nas análises. 

Quadro 3. Métodos utilizados em analises HPLC. 

Coluna Descrição Fase Móvel Anotações 

 

 

 

C-18 

Dimensões: 

150x4,60 mm 

5μm 

Luna 5u 

C18(2) 100A 

MeOH Não obteve boa 

separação 

MeOH/H2O (1:1) Não obteve boa 

separação 

MeOH/H2O (6,5:3,5) Exibiu menos ruídos 

EtOH/H2O (1:1) Não obteve boa 

separação 

EtOH/H2O (2:8) Não obteve boa 

separação 

EtOH/H2O (4:6) Exibiu menos ruídos 

 

 

Phenyl 

Dimensões: 

150x4,60 mm 

5μm 

Luna 5u 

Phenyl-Hexyl 

MeOH Não obteve boa 

separação 

MeOH/H2O (1:1) Não obteve boa 

separação 

MeOH/H2O (9:1) Não obteve boa 

separação 

MeOH/H2O (6,5:3,5) Exibiu menos ruídos 

MeOH/H2O (7,5:2,5) 1% 

ácido fórmico 

Obteve boa separação 
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A amostra Pc3 foi submetida a injeção direta, item 4.9.2, apresentando as 

seguintes massas visíveis: 220, 234, 258, 274, 298, 388, 402, 418, 434, 448, 512, 

sendo em seguida fragmentadas, fonte APCI, produzindo íons como consta na 

tabela 6. A fase móvel utilizada foi metanol/água (6,5:3,5) e 1% de ácido fórmico 

em coluna Luna 5u Phenyl – Hexyl 150x4,6 mm a uma vazão de 1mL/min., 

temperatura do forno à 40ºC.  

Tabela 5. Fragmentação m/z da amostra Pc3. 

m/z fragmentos (+) fragmentos (-) 

220 
193 / 179 / 165 / 147 / 139 / 133 / 

105 

195 / 181 / 167 / 149 / 141 / 135 

/ 107 

234 
217 / 207 / 193 / 175 / 167 / 139 / 

81 

219 / 209 / 195 / 177 / 169 / 141 

/ 83 

258 
241 / 229 / 227 / 183 / 167 / 147 / 

119 / 105 

243 / 231 / 229 / 185 / 169 / 149 

/ 121 / 107 

274 
257 / 247 / 229 / 217 / 195 / 179 / 

167 / 145 

259 / 249 / 231 / 219 / 197 / 181 

/ 169 / 147 

298 
297 / 257 / 243 / 239 / 217 / 187 / 

145 / 139 

299 / 259 / 245 / 241 / 219 / 189 

/ 147 / 141 

388 301 / 283 / 271 / 255 / 221 / 139 303 / 285 / 273 / 257 / 223 / 141 

402 
315 / 297 / 285 / 259 / 221 / 193 

/139 

317 / 299 / 287 / 261 / 223 / 195 

/ 141  

418 
401 / 383 / 373 / 357 / 339 / 313 / 

301 / 275 /125 

403 / 385 / 375 / 359 / 341 / 315 

/ 303 / 277 /127 

434 
417 / 329 / 291 / 273 / 235 / 209 / 

175 / 163 

419 / 331 / 293 / 275 / 237 / 211 

/ 177 / 165 

448 
429 / 401 / 393 / 337 / 305 / 292 / 

187 / 159 / 131 

431 / 403 / 395 / 339 / 307 / 294 

/ 189 / 161 / 133 

512 495 / 477 / 451 / 323 / 283 / 191 497 / 479 / 453 / 325 / 285 / 193 
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A partir desses resultados, especificamente na fragmentação de 402, foi 

possível identificar a substância citreoviridina, de acordo com a literatura.  

 

Figura 25. Fluxograma das metodologias aplicadas: Esquema I. 
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Figura 26. Continuação do f luxograma das metodologias aplicadas: Esquema II 

Os esquemas 1 e 2 foram as primeiras tentativas, os quais não obtiveram 

resultados favoráveis, conforme citados anteriormente. O procedimento 

representado pelo esquema 3, representa a metodologia aplicada que obteve 

resultado, o qual foi possível isolar e identificar as substâncias descritas nos 

resultados. 
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Figura 27. Fluxograma das metodologias aplicadas: Esquema III 
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4.10 Ensaios de extratos 

4.10.1 Ensaios de atividade larvicida  

Em parceria com a Fiocruz, as frações do extrato do meio líquido foram 

submetidos a ensaios larvicidas para Aedes Aegypti. 

Para o ensaio larvicida do extrato bruto, foram pesados 5,5 mg da amostra 

e dissolvidos em 100 μL de DMSO e 20 mL de água destilada, com a adição de 1 

mg de ração para alimentação das larvas em copos plásticos de 50 mL. Em 

seguida, foram selecionadas 10 larvas de Aedes Aegypti, sendo então 

transferidas ao meio. Estes ensaios foram realizados em triplicata. Para controle 

negativo, foi utilizado 100 μL de solvente DMSO em 20 mL de água destilada. A 

atividade foi aferida pela porcentagem de mortalidade das larvas nos intervalos de 

24, 48 e 72 horas de incubação, em uma temperatura de 28ºC. 

 A porcentagem de mortalidade foi calculada de acordo com a 

seguinte fórmula: 

 

Onde: 

LM = Larvas mortas; 

LT = Larvas totais 

4.10.2 Teste de citotoxicidade in vitro 

Os testes de citotoxidade foram realizados no instituto Leônidas e Maria 

Deane (FIOCRUZ – AM), em parceria com a Rede de Plataformas Tecnológicas 

Fiocruz, na subunidade de Bioensaios de Compostos Biotecnológicos. Os ensaios 

foram realizados de acordo com a metodologia Alamar Blue, conforme proposto 

por Ahmed et. al (1994), onde cinco frações do extrato do meio cultivado, nas 

concentrações de 50 μg/mL a 6,25 μg/mL, foram submetidas ao teste de 

citotoxicidade frente a linhagem de fibroblasto humano MRC5, sendo cultivadas 

em Dullbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro 

fetal bovino inativado (FBS) e antibiótico penicilina (50 µg/mL). Os testes foram 

realizados em triplicata. 

As células foram plaqueadas na concentração de 1,0 x 10⁴ células/poço em 

placas de 96 poços. Após 24 horas de incubação e aderência em estufa a 5% de 



52 

 

CO2 e uma temperatura de 37 ºC, as células foram tratadas com as frações, 

previamente solubilizados em DMSO e testados nas concentrações de 50, 25, 

12,5 e 6,25 µg/mL. Em seguida, as placas foram mantidas em incubadora por um 

período de 72 horas, nas mesmas condições relatadas acima. Foi utilizado 

Doxorrubicina (DOX) como controle da droga, sendo testado nas mesmas 

concentrações que as amostras, enquanto o controle negativo foi feito apenas 

com o meio de cultura. O controle positivo foi apenas o crescimento celular.  

Após este período de incubação, foram adicionados 10 μL de resazurina 

0,4% em cada poço. Ao término do período de metabolização de 2 horas deste 

composto, foi realizada a leitura de fluorescência. A fluorescência foi monitorada 

em leitor de microplaca (GloMax® Explorer). A porcentagem de viabilidade celular 

foi calculada conforme a seguinte equação: 

 

Onde: 

 Ft = Fluorescência da célula + meio + amostra + resazurina 

 Fb = Fluorescência da célula + meio + resazurina 

Os dados obtidos dos testes de citotoxidade foram analisados de acordo 

com o desvio padrão (σ) da porcentagem de inibição do crescimento celular 

utilizando o software GraphPad Prism v.8. A Erro! Fonte de referência não 

encontrada.5 apresenta uma classificação para a toxicidade das frações 

analisadas de acordo com a viabilidade celular determinada (SLETTEN e DAHL, 

1999; LÖNROTH e DAHL, 2003). 

Tabela 6. Classif icação de citotoxidade 

Classificação Viabilidade Celular (%) 

Atóxico > 90 

Levemente citotóxico > 60 a < 90 

Moderadamente citotóxico > 30 a < 60 

Severamente citotóxico <30 

Fonte: Sletten e Dahl (1999); Lönroth e Dahl (2003) 
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4.10.3 Teste antimicrobiano 

Em parceria com Laboratório de Bioensaios e Microrganismos da 

Amazonia na Central Analítica, dez frações, denominadas Pc1, Pc3, Pc4, C7, D, 

E, F, G, J e M, nas concentrações de 2 mg/mL (solução mãe) em 10 % de 

Dimetilsulfóxido (DMSO) e 90 % de H2O destilada autoclavada foram submetidas 

ao teste antimicrobiano frente as cepas da coleção Cefar Diagnóstica (CCCD): 

Pseudomonas aeruginosa (P 004) e Enterococcus faecalis (E 002). 

Os microrganismos testados foram cepas da coleção Cefar Diagnóstica 

(CCCD): Pseudomonas aeruginosa (P 004) e Enterococcus faecalis (E 002). As 

bactérias foram reativadas em Mueller Hinton (MH) ágar (HIMEDIA®) e mantidas 

a 36 ± 1 °C por 24 horas. Após reativação dos patógenos, uma colônia isolada foi 

transferida para um tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo BHI para bactérias 

posteriormente incubados a 36 ± 1°C por 24 horas. A concentração de colônias 

utilizada no teste foi correspondente ao número 0,5 da escala de turbidez Mc 

Farland, na concentração de 1,5 × 108 Unidades Formadoras de Colônia 

(UFC.mL-1) para bactérias de acordo com as recomendações da Clinicaland 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002; CLSI, 2003). 

Para o preparo das amostras foram pesadas e solubilizadas na 

concentração de 2 mg/mL (solução mãe) em 10 % de Dimetilsulfóxido (DMSO) e 

90 % de H2O destilada autoclavada. Como controle negativo foi realizado com a 

substituição das amostras por água autoclavada. O controle positivo foi realizado 

substituindo as amostras por antibióticos na concentração da solução mãe de 2 

mg/mL sendo administrado cloridrato de ciprofloxacino para P. aeruginosa e 

ampicilina para E. faecalis. 

4.10.3.1. Determinação da atividade antimicrobiana – Ensaio em placas de 

microdiluição 

Realizou-se uma triagem (screening) das amostras para verificação da 

efetividade das mesmas frente aos patógenos citados anteriormente. A triagem foi 

realizada em microplaca de 96 poços onde foram adicionados em triplicata 100 μL 

do meio de cultura na concentração dobrada, 100 μL da solução mãe da amostra 

(2 mg/mL) e 10 μL da suspensão de células dos patógenos na concentração 

citada no item 1. Os ensaios foram incubados a 36 ± 1 °C por 24 h. Decorrido 

esse tempo as placas foram reveladas com TTC (Cloreto de Trifeniltetrazolio).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Ensaios biológicos 

5.1.1 Ensaios de atividade larvicida  

Após 72 horas a fração do extrato do meio líquido não demostrou ação 

larvicida frente ao Aedes Aegypti. 

5.1.2 Teste de citotoxicidade in vitro 

A avaliação da inibição do crescimento celular em ambiente de cultura in 

vitro foi conduzida através da análise da reação redox do indicador resazurina. 

Essa reação foi provocada pelas frações em investigação, com o propósito de 

determinar sua atividade citotóxica. Os resultados obtidos foram determinados em 

porcentagem para diferentes amostras, incluindo as frações 14 RI (precipitado 

formado), 15 RI1 (Pc1), 16RI2 (Pc2), 17 RI 3 (Pc3), 18 RI 4 (Pc4) (Figura 28). 

As cinco frações do extrato do meio cultivado submetidas ao teste de 

citotoxicidade frente a linhagem de fibroblasto humano MRC5, nas concentrações 

de 50 μg/mL a 6,25 μg/mL, apresentaram elevada toxidade. Isso é possível 

verificar no gráfico 1, em que estão representadas as viabilidades das células 

frente à cada fração, tendo sido considerado 100% viável o controle de células. 

Observa-se que a viabilidade das células MRC5 frente às amostras apresenta 

atividade abaixo de 50% em todas as concentrações ensaiadas. Essa 

porcentagem elevada de toxicidade nas concentrações testadas para todas as 

amostras foi superior inclusive à doxorrubicina (controle positivo), a droga de 

referência. Em consequência disto, as frações não foram submetidas aos ensaios 

de citotoxicidade frente as células tumorais. 

 

Figura 28. Resultado da análise de citotoxicidade das f rações f rente a célula MRC5.  
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5.1.3 Teste antimicrobiano 

Dez amostras denominadas Pc3 (1), C7 (2), D (3), E (4), F (5), G (6), J (7), 

M (8), Pc1 (9) e Pc4 (10), nas concentrações de 2 mg/mL em 10 % de DMSO e 

90 % de H2O destilada, foram submetidas ao teste antimicrobiano frente as cepas 

da coleção Cefar Diagnóstica (CCCD): Pseudomonas aeruginosa (P 004) e 

Enterococcus faecalis (E 002), onde as amostras C7 (2), D (3), E (4), F (5), G (6), 

J (7), M (8) eram frações de Pc3. 

As amostras M (8), Pc4 (10) e o antibiótico cloridrato de ciprofloxacino (C+) 

apresentaram atividade frente a P. aeruginosa e E. faecalis, enquanto as 

amostras D (3), E (4), G (6) e ampicilina (C+) apresentaram atividade somente 

contra E. faecalis na concentração de 1mg/mL (Figura 31).  

 

Figura 29. GRAM NEGATIVA – Pseudomonas aeruginosa. As f rações correspondentes aos poços 

estão no quadro 1 
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Figura 30. GRAM POSITIVA – Enterococcus faecalis. As f rações correspondentes aos poços 

estão no quadro 1. 

Quadro 4. Resultados do teste antimicrobiano 

Patógenos∕ 

Amostras 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C- C+ 

Pc3 C7 D E F G J M Pc1 Pc4 Sem Ant 

Pseudomonas 

aeruginosa(G-) 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

1 

 

0 

 

1 

 

0 

 

1 

Enterococcus 

faecalis (G+) 

 

0 

 

0 

 

1 

 

1 

 

0 

 

1 

 

0 

 

1 

 

0 

 

1 

 

0 

 

1 

Legenda* 1= apresentou atividade 0= não apresentou atividade                  

 

Figura 31. As amostras analisadas f rente a Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis.  
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Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa oportunista que 

pode causar infecções em indivíduos com sistema imunológicos comprometidos 

ou em ambientes hospitalares. É conhecida por sua resistência a diversos 

antibióticos e sua capacidade de se adaptar rapidamente a diferentes ambientes o 

que torna seu tratamento desafiador (Gonçalves & Goulart, 2021). Para combater 

a P. aeruginosa, é crucial considerar a escolha de antibióticos eficazes a fim de 

evitar o desenvolvimento de resistência, no entanto, sua resistência vem 

aumentando aos antibióticos, levando à necessidade de abordagens alternativas. 

A Enterococcus faecalis, por sua vez, é uma bactéria Gram-positiva que 

normalmente reside no trato gastrointestinal humano e, também, pode causar 

infecções, principalmente em ambientes hospitalares. Assim como P. aeruginosa, 

essa bactéria desenvolveu resistência a muitos antibióticos, incluindo a 

vancomicina e, portanto, a busca por novos agentes terapêuticos é importante 

para combater E. faecalis (Lângaro, 2020). 

Para ambos os casos, a prevenção de infecções hospitalares, controle de 

infecções e o uso adequado de antibióticos são fundamentais para minimizar a 

disseminação desses patógenos, através do desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos, como produtos naturais, que podem ser explorados como 

opções promissoras de combate às duas bactérias.  

5.2 Parte química 

5.2.1 Caracterização da citreoviridina 

A citreoviridina, obtida da fração Pc3, foi caracterizada por meio de 

fragmentação em cromatografia liquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC/MS), item 4.9.2. Essa fração apresentou máximos de absorção no 

comprimento de onda 385 nm. A banda em 385 nm, dentro da faixa de 380-440 

nm é coerente com a absorção da cor violeta e permite observar a cor 

complementar amarela, característica da toxina, devida à presença de suas 

duplas ligações conjugadas (Figura 32). 
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Figura 32. Estrutura da micotoxina citreoviridina. 

O espectro de LC-MS apresentou o íon molecular protonado ([M+H]+) em 

m/z 403. Através da fragmentação da molécula protonada com energia de colisão 

15% foram encontrados os íons em m/z: 315, 297, 285, 259, 193, 143 e 139 

(Figura 33). 

Este perfil de fragmentação é semelhante ao encontrado para o padrão 

analítico de citreoviridina, onde os fragmentos em m/z 315,2 e 139,1 podem ser 

selecionados como íons de quantificação e confirmação em análises de matrizes 

alimentícias para esta micotoxina (Rocha, 2013). 
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FRAGMENTACAO_403 #416-438 RT: 2.49-2.58 AV: 23 NL: 7.78E2
T: ITMS + c APCI corona Full ms2 403.00@cid15.00 [110.00-405.00]
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Figura 33. Fragmentação do íon m/z 403,3 (M+H) em fonte APCI. 

  

O íon m/z 315,1, formado após uma perda neutra de 88 daltons (Da), 

correspondendo provavelmente à C4H8O2, que é possível através da 

fragmentação do anel de cinco membros (Figura 34).  

 

Figura 34. Fragmentação do anel de cinco membros da citreoviridina.  

A citreoviridina é uma micotoxina produzida por espécies fúngicas 

ascomycetas dos gêneros Aspergillus e Penicillium. No último gênero, a produção 

deste inclui P. charlesii, P. citreovidride, P. citreonigrum, P. pedemontanum e P. 

pulvillorum. Esta toxina pode ser produzida quando esses fungos contaminam o 
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arroz úmido e outros grãos armazenados (Ianaka et al. 2010), embora também 

possa afetar as culturas no campo (Wicklow et al. 1984). Nos seres humanos, 

causa beribéri cardíaco e também danifica o fígado e os rins (Rosa et al. 2010). A 

citreoviridina também está relacionada à doença de Keshan (Sun 2010), uma 

cardiomiopatia caracterizada por episódios agudos ou crônicos que afeta 

principalmente crianças e mulheres jovens e ocorre através do consumo de 

cereais mofados. Testes realizados em laboratório sobre a ação da 

acetilcolinesterase (AChE), enzima que atua na propagação do impulso nervoso 

inativando a ação do neurotransmissor acetilcolina hidrolisando em acetato e 

colina, e ATPase, classe de enzimas que catalisam a decomposição do trifosfato 

de adenosina (ATP), em cérebro de ratos (Datta & Ghosh 1981), apontaram que a 

micotoxina atua como um inibidor dessas enzimas, em específico ATPase em 

mitocondria (Linnett et al. 1978), incluindo no coração (Sayood al. 1989).  

A Citreoviridina é altamente tóxica para os seres humanos (Nishie et al. 

1988; Peraica et al. 2000), e também responsável por danos da saúde da 

população, especialmente em áreas onde grãos como arroz são consumidos em 

alto volumes (Carajal-Moreno 2015; Iamanaka et al. 2010). Isso levou à 

imunocromatografia, método barato de detecção doenças infecciosas, hormônios 

e outros analitos em alimentos, usando anticorpos monoclonais (Li et al. 2020). É 

provável que os impactos em mamíferos são uma consequência acidental das 

ações de citreoviridina contra competidores potenciais, como Saccharomyces, 

cuja substância se liga especificamente em partes de suas ATPases (Gause et al. 

1981), através da possível proteção do fungo contra a exposição a altos níveis de 

luz UV (Andrade 2016). 

Embora altamente tóxico para os mamíferos (Ueno 2020), a citreoviridina 

foi julgada como um agente de controle de malária, através da capacidade de 

atacar especificamente as mitocôndrias de Plasmodium (De Flombaum & 

Stoppani 1981), e é conhecido por atacar especificamente células de câncer de 

pulmão, deixando células saudáveis ilesas (Wu et al. 2013). Atua afetando a 

dobragem de proteínas, o ciclo celular e a função do citoesqueleto em tais 

células, suprimindo o crescimento celular do câncer e a proteína quinase (ativada 

por mitógeno), a qual é regulada por sinalização extracelular, através de 

desfosforilação específica de HSP90AB1 (membro citoplasmático localizado no 



61 

 

retículo endoplasmático) e de serino 255 (proteína membro de uma família de 

enzimas proteolíticas) (Hu et al. 2015). 

5.2.2. Caracterização da isorugulosuvina 

A amostra codificada como Pc3P5 (2,5 mg) apresentou-se como um sólido 

amorfo de coloração amarelo turvo. No espectro de massas no modo positivo 

(Figura 35) foi observado um pico base de m/z 334, correspondente a um possível 

alcaloide. Quando submetido à fragmentação, este íon apresentou perda in icial de 

59 Da, seguida de 104 e 153 Da, gerando os fragmentos em m/z 275, 230 e 181, 

respectivamente. 
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Figura 35. Espectro de massas da amostra Pc3P5 (modo positivo). 
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Figura 36. Espectro de massas da amostra Pc3P5 (modo negativo). 

 

No espectro de RMN de 1H (Figuras 37 e 38), foram observados diversos 

sinais na região de δ 6,5-8,5, sugerindo a presença de anéis aromáticos. Ainda no 

espectro de RMN de 1H foi observado um sinal desblindado em δ 10,89, além de 

sinais de hidrogênios metínicos em δ 3.97 (1H, m) e 3.85 (1H, m), e metilênicos 

em δ 2.80 (1H, dd, 14,6, 4,6) e 2,52 (1H, m), e 2,46 (1H, dd, 13,3, 4,9) e 1,84 (1H, 

dd, 13,4, 7).  
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Figura 37. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3P5.  
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Figura 38. Ampliação do espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3P5 na 

região de 5-7.5 ppm. 
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No espectro de RMN de 13C (Figura 39) foram observados sinais de 20 

carbonos, dos quais 8 se mostraram característicos de anel indólico (δ 124,2, 

108,6, 135,8, 111,1, 120,7, 118,2, 118,5 e 127,3) e 4 de sistema 

dicetopiperazínico (δ 55,0, 55,4, 165,9, 166,6). Através do mapa de correlação 

HSQC (Figuras 40 e 41) foram observadas correlações do hidrogênio do anel 

indólico em δ 6,96 (1H, d, 2,2) com o carbono em δ 124,2. Ainda no mapa de 

correlação HSQC, foram observadas correlações para os hidrogênios metínicos 

do anel dicetopiperazínico em δ 3,97 (1H, m) e 3,85 (1H, m) com os carbonos em 

δ 55,0 e 55,4, respectivamente.  
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Figura 39. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CD3OD) da amostra Pc3P5. 
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Figura 40. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3P5.  
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Figura 41. Ampliação do mapa de contorno HSQC (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3P5 na 

região de 5,5-8 ppm. 

 

Através do mapa de contorno HMBC (Figuras 42 e 43) foram observadas 

correlações para o hidrogênio em δ 6,96 (1H, d, 2.2) com os carbonos em δ 

108,6, 127,2 e 135,8, confirmando assim a presença do anel indólico. Ainda no 

mapa de contorno HMBC foram observadas correlações para o hidrogênio 

metínico em δ 3,97 (1H, m) com os carbonos em δ 29,4, 108,6 e 166,6, e para o 

hidrogênio metínico em δ 3,85 (1H, m) com os carbonos em δ 39,5, 136,3, 165,9, 

confirmando assim a conectividade entre o anel indólico e o anel 

dicetopiperazínico. Por fim, as correlações observadas entre os hidrogênios em δ 
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2,46 (1H, dd, 13,3, 4,9) e 1,84 (1H, dd, 13,4, 7) com os carbonos em δ 55,4, 

129,5, 136,3, 165,9 indicam a presença de um anel aromático terminal, o que 

pode ser confirmado através das demais correlações no mapa de contorno HMBC 

(Tabela 7). 
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Figura 42. Mapa de contorno HMBC (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3P5.  
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Figura 43. Ampliação do mapa de contorno HMBC (500 MHz, CD3OD) da amo stra Pc3P5 na 

região de 5,5-8 ppm. 

Todas os sinais e as correlações observadas nos espectros de RMN 1D e 

2D são coerentes com a estrutura do alcalóide isorugulosuvina (Figura 44). Os 

dados de RMN de 1H obtidos são coerentes com dados da literatura (Auckloo et 
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al., 2017.), embora com algumas necessárias correções destes, conforme as 

correlações observadas para a amostra Pc3P5 (Tabela 6). Quanto aos ensaios 

biológicos, no que se refere a citotoxidade, a fração de origem Pc3 (17 RI 3) 

apresentou alto teor toxicidade de acordo com a viabilidade celular determinada 

(Item 4.10.2). Em relação ao teste antimicrobiano frente as cepas da coleção 

Cefar Diagnóstica (CCCD): Pseudomonas aeruginosa (P 004) e Enterococcus 

faecalis (E 002), essa fração não apresentou atividade (Item 4.10.3). 

Tabela 7. Dados de RMN de 1H e 13C da amostra Pc3P5.  

Posição 1H (mult,,J em Hz)a 13Ca HMBCa 1H (mult., J em 

Hz)b 

1-NH 10,89 (1H, s) - 108,6, 124,2, 
127,3, 135,8 

10,89 (s, 1H; NH) 

2 6,96 (1H, d, 2,1) 124,2 108,6, 127,2, 

135,8 

7,00–6,95 (m, 1H) 

3 - 108,6 - - 

3a - 127,3 - - 

4 7,49 (1H, d, 8,0) 118,5 108,6, 127,3, 
120,7;135,8 

7,31 (d, J=8,0 Hz, 
1H) 

5 6,99 (1H, td, 7,5, 

0,9) 

118,2 111,1, 127,3 7,07 (t, J=6,8 Hz, 

1H), 

6 7,07 (1H, td, 7,6, 
1,1) 

120,7 118,5, 135,8 7,00–6,95 (m, 1H) 

7 7,32 (1H, d, 8,1) 111,1 118,2, 127,3 7,48 (d, J=8,0 Hz, 

1H) 

7a - 135,8 - - 

8 2,80 (1H, dd, 14,6, 
4,6) e 2,52 (1H, m) 

29,4 55,0, 108,6, 124,2, 
127,3, 166,6 

2,80 (dd, J=14,4 
Hz, 4,0 Hz, 1H; 

AB) e 2,54–2,43 
(m, 1H; AB), 

9 3,97 (1H, m) 55,0 29,4, 108,5, 166,6 3,97 (br s, 1H) 

10 - 166,6 - - 

11-NH 7,71 (1H, d, 2,4) - 55,0, 165,9 7,70 (br s, 1H; NH) 

12 3,85 (1H, m) 55,4 39,5, 136,3, 165,9 3,86 (br s, 1H), 

13 - 165,9 - - 

14-NH 7,91 (1H, d, 2,2) - 55,4, 166,6 7,91 (br s, 1H; NH) 

15 2,46 (1H, dd, 13,3, 

4,9) e 1,84 (1H, 
dd, 13,4, 7) 

39,5 55,4, 129,5, 136,3, 

165,9 

2,54–2,43 (m, 1H; 

AB) e 1,84 ppm 
(dd, J=13,2 Hz, 6,8 

Hz, 1H; AB) 

16 - 136,3 - - 

17 6,71 (1H, 6,7, 1,8) 129,5 39,5, 126,1, 129,5 6,71–6,69 (m, 1H) 

18 7,18 (1H, m) 127,8 127,8 7,19–7,15 (m, 1H) 

19 7,16 (1H, m) 126,1 129,5 6,71–6,69 (m, 1H) 

20 7,18 (1H, m) 127,8 127,8 7,19–7,15 (m, 1H) 
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 a Experimento realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz para 13C em CD3OD, utilizando TMS 

como padrão interno. bOuchaou et al., 2015. 

 

Figura 44. Estrutura da isorugulosuvina devidamente numerada.  

 

 

Figura 45. Estrutura da isorugulosuvina e suas correlações. 

21 6,71 (1H, 6,7, 1,8) 129,5 39,5, 126,1, 129,5 7,19–7,15 (m,1H) 



69 

 

A isorugulosuvina é um alcaloide dicetopiperazínico. Como grupo, os 

alcalóides dicetopiperazínicos são produzidos por uma ampla variedade de 

organismos, incluindo bactérias, fungos, esponjas, estrelas do mar, tunicados 

(ascídios), algas vermelhas e até mamíferos (Huang et al. 2010). No entanto, 

como 90% das bactérias gram-negativas sintetizam essas moléculas, é com esse 

grupo que a maioria das pesquisas tem sido conduzida (de Carvalho & Abraham 

2012). Em contraste, a isorugulosuvina é um isômero da rugulosuvina, um 

alcalóide indólico (que contém o núcleo indol) bioativo sintetizado apenas por 

membros da família de fungos ascomicetos Trichocomaceae (Kozlovsky, A. G. et 

al. 2014).  

Embora originalmente considerada sintetizada apenas por fungos 

Penicillium (Dorner et al. 1980), a isorugulosuvina é agora conhecida por ser 

sintetizada por outros membros da família, incluindo Emericella dentata e E. 

variecolor, espécies marinhas com variedades que são simbióticas com esponjas 

(Bringmann e outros 2003: Hamed et al. 2021). No entanto, a capacidade de 

sintetizar isorugolosuvina parece amplamente distribuída no gênero Penicillium 

(Kozlovskiĭ et al. 2013a), com espécies conhecidas por sintetizá-la incluindo P. 

piscarium (Kozlovskiĭ et al. 2000); P. canescens e P. janczewskii (Nicoletti et al. 

2007). A distribuição desta capacidade não é, no entanto, onipresente, e por isso 

tem sido usada em estudos taxonômicos baseados em fitoquímica do gênero 

(Kozlovskiĭ et al. 2009; Nicoletti et al. 2007; Zhelifonova et al. 2010). Apesar de 

originalmente o composto isorugulosuvina seja sintetizada exclusivamente por 

membros do gênero Penicillium, não há relatos de seu isolamento na espécie P. 

citreosulfuratum.  

Em mamíferos, foi demonstrado que a rugulosuvina se liga ao receptor 5-

HT1, que se liga à serotonina. Também conhecida como 5-HT, a serotonina é um 

neurotransmissor, e esse receptor é expresso no cérebro, baço e rim neonatal de 

mamíferos. Em contraste, a rugulosuvina demonstrou ter pouca afinidade de 

ligação para os receptores α1 adrenérgicos e dopaminérgicos (Bartoccini et al. 

2022). Enquanto isso, estudos in vitro mostraram que a isorugulosuvina inibe o 

crescimento dos fungos patogênicos do solo Rhizoctonia solani (Nicoletti et al. 

2007) e também pode prevenir a formação de biofilme em esponjas marinhas que 

hospedam fungos produtores de isorugulosuvina (Hamed et al. 2021). Tal 
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atividade é uma característica comum dos metabólitos secundários dos membros 

desse gênero fúngico (Kozlovskiĭ et al. 2013b; Kumar et al. 2018; Rabha & Jha 

2018) e tem uma ampla gama de potenciais aplicações médicas, além do bem 

estabelecido uso antimicrobiano da própria penicilina (Gupta & Rodriguez-Couto 

2018; Mbaoji et al. 2021). 

5.2.3. Caracterização da 10Z-isocitreoviridinol  

A amostra codificada como Pc3H2 (4,1 mg) apresentou-se como um sólido 

amorfo de coloração amarela. No espectro de massas no modo positivo (Figura 

46) foi observado um pico base de m/z 418. Quando submetido à fragmentação, 

este íon apresentou perda inicial de 18 Da, seguida de 144 e 158 Da, gerando os 

fragmentos em m/z 401, 275 e 261, respectivamente. 

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

m/z

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
e

la
tiv

e
 A

b
u

n
d

a
n

ce

419.2

420.2

261.2

275.2

401.2
421.2

195.1 276.2 357.1 435.2219.1 305.2167.1 453.1391.2 775.2757.0675.3613.3549.3523.1 693.0485.1 631.3591.3 801.2

 

Figura 46. Espectro de massas da amostra Pc3H2 (modo positivo). 
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Figura 47. Espectro de massas da amostra Pc3H2 (modo negativo).  

No espectro de RMN de 1H (Figuras 48 e 49) de Pc3H2 observou-se uma 

mistura complexa, com um composto majoritário. Relativo a este composto, na 

região de hidrogênios aromáticos/olefínicos, verificou-se a presença de 7 sinais 

em δ 7,14 (1H, dd, 14,9 e 11 Hz), 6,57 (1H, m), 6,55 (1H, m), 6,49 (1H, m), 6,42 

(1H, ddd, 15,2, 10,8, 4,8), 5,99 (1H, d, 15,2) e 5,62 (1H, s). Além disso, foram 

observados sinais de metilas em 1,19 (3H, d, 6,5), 1,23 (3H, s), 1,27 (3H, s), 1,18 

(3H, s) e 2,00 (3H, s), e de uma metoxila em δ 3,90 (3H, s).  
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Figura 48. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3H2.  
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Figura 49. Ampliação do espectro de RMN de 1H (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3H2 na 

região de 5-7.5 ppm 

No espectro de RMN de 13C (Figura 50) foram observados 23 sinais 

majoritários, dos quais 3 se mostraram característicos de anel α-pirona (δ 89,2, 
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166,4 e 173,2) e 8 de sistema octa-1,3,5,7-tetraeno (δ 109,8, 120,3, 129,4, 132,4, 

137,1, 139,1, 143,5, 155,9), sugerindo a presença de um esqueleto policetídeos 

do tipo α-pirona (Auckloo et al., 2017). Através do mapa de correlação HSQC 

(Figuras 51 e 52) foi observada correlação do hidrogênio em δ 5,62 (1H, s) com o 

carbono em δ 89,2 do anel α-pirona. Ainda no mapa de correlação HSQC, foram 

observadas correlações para os hidrogênios em δ 6,55, 7,14, 6,49, 6,57, 6,42 e 

5,99 com os carbonos do sistema octa-1,3,5,7-tetraeno em δ 120,3, 137,1, 132,4, 

139,1, 129,4 e 143,5, respectivamente.  
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Figura 50. Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CD3OD) da amostra Pc3H2. 
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Figura 51. Mapa de contorno HSQC (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3H2 
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Figura 52. Ampliação do mapa de contorno HSQC (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3H2 na 

região de 5,5-8 ppm. 

A confirmação da estrutura como um análogo de citreoviridina se deu a 

partir das correlações a longa distância entre os hidrogênios da metila em δ 2,00, 

característica deste tipo de esqueleto, com os carbonos em δ 173,2, 155,9 e 

109,8 do anel α-pirona e ausência de outros sinais de metila no espectro (Auckloo 

et al., 2017). Ainda no mapa de contorno HMBC (Figuras 53 e 54) foi observada 

correlação a longa distância entre o hidrogênio em δ 5,99 do sistema octa-1,3,5,7-

tetraeno e o carbonos em δ 74,3 e 87,5 de um suposto sistema glicosídico.  
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Figura 53. Mapa de contorno HMBC (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3H2. 
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Figura 54. Ampliação do mapa de contorno HMBC (500 MHz, CD3OD) da amostra Pc3H2 na 

região de 5,5-8 ppm. 

A partir da comparação dos dados obtidos (Tabela 7) com dados da 

literatura (Auckloo et al., 2017.), a amostra Pc3H2 foi identificada como sendo o 

policetídeo 10Z-isocitreoviridinol (Figura 55). Assim como a substância 

supracitada isorugulosuvina, quanto aos ensaios biológicos, no que se refere a 

citotoxidade, a fração de origem Pc3 (17 RI 3) apresentou alta toxicidade no 

ensaio de viabilidade celular (Item 4.10.2). Em relação ao teste antimicrobiano 

frente as cepas da coleção Cefar Diagnóstica (CCCD): Pseudomonas aeruginosa 

(P 004) e Enterococcus faecalis (E 002), Pc3 (17 RI 3) não apresentou atividade 

(Item 4.10.3). 
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Tabela 8. Dados de RMN de 1H e 13C da amostra Pc3H2. 

Posição 1H (mult,, J em Hz)a 13Ca HMBCa 1H (mult., J em 
Hz)b 

1 1,19 (3H, d, 6,5) 13,2 80,1, 87,7 1,16 (3H, d, 
6,43) 

2 4,08 (1H, q, 6,5) 80,1 - 4,04 (1H, m) 

3 - 84,3 - - 

4 4,02 (1H, s) 79,1 80,1, 84,3, 87,5, 

84,3 

3,98 (1H, s) 

5 - 87,5 - - 

6 3,63 (1H, s) 91,0 79,1, 87,5, 74,3, 
87,5 

3,60 (1H, s) 

7 - 74,3 - - 

8 5,99 (1H, d, 15,2) 143,5 91,0, 74,3, 129,4, 

139,1, 87,5 

6,10 (1H, m) 

9 6,42 (1H, ddd, 15,2, 
10,8, 4,8) 

129,4 74,3, 143,5, 139,1, 
132,4 

6,41 (1H, m) 

10 6,57 (1H, m) 139,1 143,5, 129,4, 

132,4, 137,1 

6,57 (1H, m) 

11 6,49 (1H, m) 132,4 129,4, 139,1, 
137,1, 120,3 

6,49 (1H, m) 

12 7,14 (1H, dd, 14,9 e 
11,0) 

137,1 139,1, 132,4, 
120,3, 155,9 

7,14 (1H, dd, 
14,08 e 10,99) 

13 6,55 (1H, m) 120,3 132,4, 137,1, 

155,9, 109,8 

6,55 (1H, m) 

14 - 155,9 - - 

15 - 109,8 - - 

16 - 173,2 - - 

17 5,62 (1H, s) 89,2 109,8, 173,2, 

166,4 

5,62 (1H, s) 

18 - 166,4 - - 

19 - 84,3 80,1, 84,3, 79,1 1,27 (3H, s) 

20 4,02 (1H, s) 79,1 79,1, 87,5, 91,0 1,29 (3H, s) 

21 - 87,5 91,0, 74,3, 143,5 1,26 (3H, s) 

22 3,63 (1H, s) 91,0 155,9, 109,8, 
173,2 

2,00 (3H, s) 

23 - 74,3 173,2 3,90 (3H, s) 
a Experimento realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz para 13C em CD3OD, utilizando 

TMS como padrão interno. bAuckloo et al., 2017. 
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Figura 55. Estrutura do 10Z-isocitreoviridinol devidamente numerada. 

 

 

 

Figura 56.  Estrutura do 10Z-isocitreoviridinol e suas correlações. 

Citreoviridinol é um derivado da micotoxina citreoviridina, um polieno 

amarelo fluorescente e neurotóxico produzido por espécies de Aspergillus e 

Penicillium (Datta & Ghosh 1981; Magan & Olsen 2004), e que interfere no 

metabolismo do ATP em mamíferos (Wu et al. 2013). A presença de citreoviridina 

tem sido utilizada na taxonomia química de Penicillium (Peterson et al. 2015). 
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Embora possa infectar alimentos armazenados e suas plantações pés-mãe (Rosa 

et al. 2010; Wicklow et al. 1988, respectivamente) e causar beribéri (Uraguchi 

1969), a substância também demonstrou possuir atividade farmacológica contra 

tumores no pulmão humano (Wu 2013). A estrutura da citreoviridina foi publicada 

pela primeira vez por Sakabe et al. (1964). A produção, purificação e 

caracterização espectrográfica foi relatada por Rocha (2013). A citreoviridina tem 

vários isômeros, incluindo a isocitreoviridina (Nagel et al. 1972). 

Citreoviridinol é um composto heteropolicíclico aromático de 3 anéis, 

pertencente à classe de compostos orgânicos conhecidos como 1,4-dioxepanos. 

Estes são dioxepanos com os dois átomos de oxigênio do anel na posição 1 e 4, 

respectivamente. A fórmula molecular é C23H30O7, com uma massa molecular de 

418.5. O nome IUPAC e: 4-metoxi-5-metil-6-[(1Z,3E,5Z)-6-{4,7,8-trihidroxi-1,3,5-

trimetil-2,6-dioxabiciclo[3.2.1]octan-3-il}hexa-1,3,5-trien-1-il]-2H-piran-2-ona. 

Seguindo Yannai (2004), citreoviridinol tem as seguintes propriedades: 

solubilidade em água 0.12 g/L; refratividade 113.08 m³·mol⁻¹; superfície polar 

114.68Å². Seus constituintes espectrais estão disponíveis em 

https://contaminantdb.ca/contaminants/CHEM029278.  

Citreoviridinol foi identificado pela primeira vez por Niwa et al. (1981). Tanto 

a citreoviridina quanto o citreoviridinol são derivados do precursor citreomontanina 

(Patel & Pattenden 1991). Assim como a citreoviridina, o citreoviridinol é um 

policetídeo que contém uma porção α-pirona ligada a um oxaciclo oxidativamente 

funcionalizado por um ligante de polieno (Bin Go & Tang 2020). Síntese do 2,6-

dioxabiciclo [3.2. 1] unidade de octanagem do citreoviridinol foi relatada por 

Bowden & Pattenden (1985). Nishiyama et al. (1985a) forneceram estudos 

estruturais e conformacionais de citreoviridinol, e Nishiyama et al. (1986) 

relataram a síntese da substância. 

Citreoviridinol foi usado por Houbraken et al. (2011) na taxonomia química 

de Penicillium (seção Citrina). Vários derivados químicos e compostos 

estruturalmente semelhantes foram relatados (Nishiyama et al. 1985b; Forbes et 

al. 1991). Vias biossintéticas potenciais foram investigadas por Ebenezer & 

Pattenden (1992). 

Citreoviridinol e outros compostos do tipo citreoviridina contendo uma 

fração 2,8-dioxabiciclo [3.2.1] octano, podem ser usados em quimioterapia de 

https://contaminantdb.ca/contaminants/CHEM029278
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câncer de mama (Mar'yasov, et al. 2021). A produção in vitro de tais substâncias 

podem ser induzida pelo estresse de colônias de Penicillium apropriadas (ul 

Hassan et al. 2019), que podem desencadear a ativação de grupos de genes 

específicos responsáveis pela síntese de substâncias que, de outra forma, 

permaneceriam não expressas (Aukloo et al. 2017). 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os fungos endofíticos, em particular a linhagem M167 de Penicillium 

citreosulfuratum (LabMicrA 1245) investigada neste estudo, são uma fonte valiosa 

de metabólitos secundários tais como policetídeos e alcaloides com atividades 

biológicas diversas. 

Os resultados obtidos evidenciam o potencial promissor dos fungos 

endofíticos do gênero Penicillium, presentes na região amazônica, como uma 

fonte de produtos naturais com aplicações biotecnológicas. 

As análises por RMN e MS se mostraram essenciais para elucidar e 

caracterizar a citreoviridina, um policetídeo, na fração Pc3, bem como guiar o 

isolamento e caracterizar o alcaloide isorugulosuvina e o policetídeo 10Z-

isocitreoviridinol através do fracionamento cromatográfico. 

Quanto aos testes biológicos, a amostra matriz (Pc3) não demonstrou 

atividade larvicida, e no teste citotóxico, exibiu uma alta porcentagem de 

toxicidade. O teste microbiano revelou que as amostras M (fração de Pc3) e Pc4 

exibiram atividade contra P. aeruginosa e E. faecalis, enquanto as amostras D, E 

e G (frações de Pc3) demonstraram atividade somente contra E. faecalis. Isso 

ressalta a importância da pesquisa de novos produtos naturais como agentes 

antimicrobianos e promissoras alternativas para combater essas bactérias que 

apresentam resistência aos antibióticos convencionais. 

Apesar das contribuições deste estudo, é necessário realizar pesquisas 

adicionais para explorar melhor o potencial da linhagem estudada e da 

diversidade dos fungos endofíticos na região amazônica e aproveitar seu 

potencial de forma mais efetiva. 
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