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RESUMO

Na quimica dos produtos naturais, os fungos sdao amplamente reconhecidos por
seu papel na producdo de compostos bioativos com aplicagcdes em diversas
areas, como saude, agricultura e industria. O género Cercospora € conhecido
por sua ampla distribuicdo e por incluir espécies fitopatogénicas que produzem
metabdlitos secundarios importantes, como a cercosporina. Este composto, uma
perilenoquinona com propriedades fotodinamicas, € responsavel por causar
necrose em plantas hospedeiras e possui potencial biotecnoldgico, incluindo
aplicacbes em terapias fotodindmicas. Além disso, a cercosporina apresenta
atropoisomerismo, interconvertendo-se em isocercosporina quando em solucao,
um fator que dificulta seu isolamento e caracterizagdo. Neste estudo, foi
investigada a producao de cercosporina pelo fungo Cercospora brachiata, uma
espécie ainda pouco explorada cientificamente. A cercosporina foi isolada do
extrato fungico por colunas cromatograficas, monitoradas por cromatografia de
camada delgada e para melhor isolamento também foi utilizado a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) no modo semi-preparativo para melhores
resultados. A caracterizagao foi realizada por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de "H e 13C, e por fim, quantificadas por CLAE-analitico, a quantificagdo
se deu utilizando métodos analiticos para a criagdo de uma curva analitica. Os
resultados demonstraram que cerca de 20% do extrato era composto por
cercosporina. Este trabalho ndo apenas destaca a relevancia de Cercospora
brachiata como fonte produtora de cercosporina e isocercosporina, mas também
reforga a importancia do género na quimica de produtos naturais e na descoberta

de compostos bioativos com aplicacdes diversas.

Palavras-chave: Toxina, Isolamento, Cromatografia, Quantificacdo, Fungo.



ABSTRACT

In natural product chemistry, fungi are widely recognized for their role in the
production of bioactive compounds with applications in various fields, such as
health, agriculture, and industry. The Cercospora genus is known for its wide
distribution and includes phytopathogenic species that produce important
secondary metabolites, such as cercosporin. This compound, a perylenequinone
with photodynamic properties, is responsible for causing necrosis in host plants
and holds biotechnological potential, including applications in photodynamic
therapies. Additionally, cercosporin exhibits atropoisomerism, interconverting
into isocercosporin when in solution, a factor that complicates its isolation and
characterization. In this study, the production of cercosporin by the fungus
Cercospora brachiata, a species that has been scarcely explored scientifically,
was investigated. Cercosporin was isolated from the fungal extract using
chromatographic columns monitored by thin-layer chromatography (TLC). For
improved isolation, high-performance liquid chromatography (HPLC) in semi-
preparative mode was employed to achieve better results. The compound was
characterized by nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy of 'H e 13C
and subsequently quantified using analytical HPLC. Quantification was
performed through analytical methods for constructing a calibration curve. The
results demonstrated that approximately 20% of the extract consisted of
cercosporin. This study not only highlights the relevance of Cercospora brachiata
as a source of cercosporin and isocercosporin but also reinforces the importance
of the genus Cercospora in natural product chemistry and the discovery of

bioactive compounds with diverse applications.

Keywords: Toxin, Isolation, Chromatography, Quantification, Fungus.
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1. INTRODUGAO

Dentre os organismos estudados na quimica de produtos naturais
podemos destacar os fungos visto que eles desempenham papéis importantes
para nds, seres humanos, desde a alimentacdo até a producdo de
medicamentos. Os fungos estdo sendo altamente explorados tanto para fins
medicinais, como também para aplicagcbes agroquimicos e ingredientes

alimentares (Rodrigues et al. 2020).

Os fungos sao organismos heterotroéficos e eucariéticos, que podem ser
unicelulares, como as leveduras, ou multicelulares, como os cogumelos e as
orelhas de pau. Pertencem ao reino Fungi, o qual possui uma gama de
espécies com diferentes estruturas como cogumelos, bolores, orelhas-de-pau e

leveduras, como apresentado na Figura 1. (Bueno; Silva. 2014).

Figura 1 - Algumas estruturas de fungos.

Nota: cogumelos, bolores, orelhas-de-pau e leveduras.

Fonte: O autor.

Os fungos pertencentes ao género Cercospora sao conhecidos por sua
fitopatologia, acarretando doengas em culturas agricolas com impacto mundial,
conforme é apresentado na Figura 2. Além disso, esse género produz uma alta
gama de metabdlitos secundarios, sendo a cercosporina uma das toxinas mais
significativas e importantes (Daub. 1982). A cercosporina tem sido objeto de
estudo na fitopatologia, pela contribuicdo como bioinseticida e fortalecimento de
praticas agricolas mais sustentaveis, além de seu potencial em terapias
medicinais, como farmacos anticancerigenos e tratamentos oncoldgicos
(Mulrooney et al. 2012; Weiss et al.1987).
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Figura 2 - Sintomas de doenca foliar associados a Cercospora spp.

Nota: A) C. achyranthis em Achyranthes japonica, B) C. dispori em Disporum viridescens, C) C.
chinensis em Polygonatum humile, D) C. cf. flagellaris em Amaranthus patulus , E) C. capsici
em Capsicum annuum, F) Cercospora sp. na Ajuga multiflora, G) Cercospora sp. em Cardamine
leucanthe, H) C. cf. flagellaris em Celosia argentea var. cristata, 1) C. zeina em Zea mays, J) C.
beticola em Beta vulgaris, K) C. chrysanthemi em Crisantemo, L) C. apii em Apium.

Fonte: Adaptado de Groenewald et al. (2013).

O género Cercospora abriga diversas espécies que produzem
cercosporina, entre as quais se destacam Cercospora beticola e Cercospora
zeae-maydis. A producdo de cercosporina varia de acordo com as condi¢des

ambientais e as interacbes com as plantas hospedeiras (Groenewald 2013).

Cercospora brachiata foi relatada pela primeira vez no Brasil como
mancha foliar de Cercospora em A. viridis (Caruru), sendo a identidade do
agente etioldgico confirmada por uma combinagéo de informagdes morfoldgicas

e moleculares (Vieira et al., 2019).

A toxina cercosporina, objeto de estudo desse trabalho, € produzida por
fungos do género Cercospora. Essa fitotoxina € conhecida por favorecer a
necrose em folhas de diversas plantas, decorrente da sua atividade
fotossensibilizadora, ou seja, obtém sua ativagdo por meio de incidéncia de luz
(Yamane et al. 2010). Consequentemente, a cercosporina é capaz de gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS) sobquando ha incidéncia de luz,

classificando-a como uma toxina fotodinamica, causadora das interagdes entre
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patégeno e plantas, conforme demonstrado na Figura 3. Além das suas
atividades serem dependentes da luz, a sua biossintese no fungo também é
dependente da incidéncia de luz, ou seja, quanto mais exposto a luz, maior é a

producao de cercosporina (Yamane et al. 2010).

Figura 3 - Modo de ac¢do da cercosporina, sendo ativada pela energia da luz e

formando os oxigénios singleto e superoxidos.

Cercosporina messssp Geragdo de EROS

Célulada planta

Lesdo na membrana celular

Nutricdo para
o fungo

Morte celular

Fonte: O autor.

Dada a importancia da cercosporina, a quantificagdo precisa da toxina é
uma etapa crucial para a avaliagdo de sua malignidade. A utilizagdo de métodos
de separagdo como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permite a
determinacdo das concentragcdes de cercosporina, favorecendo a pesquisa

sobre sua toxicidade e eficacia como agente patogénico (Botelho et al., 2022).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar
e quantificar a cercosporina nos extratos do fungo Cercospora brachiata. A
investigacao é inédita e tem relevante importancia, a fim de identificar a

capacidade da espécie em produzir a toxina.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Estrutura da cercosporina

A estrutura da cercosporina apresentada na Figura 4 é caracterizada por
um anel aromatico ligado a oxigénios, formando uma molécula capaz de interagir
com a luz e gerar ROS o que a torna eficiente em causar danos a tecidos
vegetais (Daub; Chung. 2007).

Figura 4 - Estrutura da cercosporina.

CH; O OH

Fonte: O autor (2024).

A molécula cercosporina possui um nucleo pentaciclico oxidado como
mostrado na Figura 5, sendo classificada como uma perilenoquinona. Os
compostos que possuem essa classificagdo sdo provenientes de produtos
naturais possuindo cores vibrantes e atividades biolégicas, atividade

fotodinamica e anticancerigena (Mulrooney et al. 2012; Weiss et al.1987).
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Figura 5 - Destaque da classificagao perilenoquinonas
O OH (|3H3 @) OH

|
O OH CH; O OH
Perilenoquinona Cercosporina

Fonte: O autor (2024).

Segundo Fajola (1978), a cercosporina € uma fitotoxina com coloragao
vermelha, que em seus estudos causou danos em plantas, levando a necrose
dos tecidos vegetais. Esta toxina apresenta pico caracteristico de absorgéo
maxima em 470 nm no espectro de absorcido UV/Vis, tendo temperatura de fusao
de 260 °C, se mostra insoluvel em agua e éter de petroleo, soluvel em éter
dietilico e alcool etilico, e muito soluvel em acetona. Em placas de cromatografia
em camada delgada (CCD) de silica gel utilizando uma mistura de AcOEt:MeOH
(4:1) como eluente, a toxina é caracterizada por um fator de retencéo (Ry) de
0,68.

2.2. Atropoisomerismo e Isolamento de atropoisomeros

O atropoisomerismo € um fendmeno existente em moléculas com rotagao
restrita ao redor de uma ligagao simples, podendo ou n&o possuir um centro de
quiralidade. Isso ocorre, geralmente, devido a grandes grupos de substituintes
em anéis aromaticos. Esse fendbmeno gera isébmeros conformacionais, os
atropoisébmeros, que ndo sao caracterizados como estereoisdmeros tradicionais
pois ja que podem apresentar caracteristicas fisicas e bioldgicas diferentes
(Mulrooney; O’Brien; Kozlowski. 2007)

E visto que na cercosporina o fendmeno de atropoisomerismo se

manifesta, obtendo a partir da rotagao restrita e gera o composto isocercosporina
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(ICP). A cercosporina e seu atropoisomero sao estruturalmente semelhantes,
mas segundo Mulrooney (2012) apresentam comportamentos bioquimicos
distintos, destacando diferentes atividades fotodindmicas e toxicidade. Portanto,

a caracterizacao desses atropoisdmeros € essencial.

O composto ICP, apresentada na Figura 6, é interconvertido quando a
cercosporina esta em solugao, ou vice-versa, de acordo com os estudos feitos
por Yamazaki e Ogawa (1972) e Tabuchi, Tajimi e Ichihara (1991), é ressaltado
gue essa interconversido acontece quando ocorre a solubilizacdo em solventes
polares, como metanol ou dimetilsulféxido (DMSO), devido as suas propriedades
que podem influenciar a estabilidade. Desta maneira o isolamento total das

substancias se torna um desafio.

A configuragdo espacial da cercosporina estd diretamente ligada a sua
capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), pois a especificidade
do atropoisomerismo influencia a eficiéncia dessa atividade fotodinamica. Por
isso, é extremamente importante aplicar uma metodologia eficaz que permita a
separacao e caracterizacdo dos atropoisbmeros, para avaliar as propriedades

de cada um na producao de ROS (Mulrooney et al. 2012).

Figura 6 - Estrutura da cercosporina e isocercosporina com numeracao.

15
OH O  CHy 5

@]

|
OH O CHs OH O c';H3
15'
Cercosporina Isocercosporina

Fonte: O autor (2024).

Para o isolamento de atropoisdmeros o uso de técnica de cromatografia,

principalmente a CLAE é necessario, afim de estabelecer futuras aplicagbes
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biotecnolégicas, tanto para fins farmacéuticos como para o controle de pragas

agricolas.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo o isolamento da molécula cercosporina
por meio das técnicas de cromatografia, a caracterizagdo do composto por
ressonancia magnética nuclear e o desenvolvimento de método de analise em
CLAE para possibilitar a quantificagao da cercosporina em extratos de caldos de

crescimentos e de micélios de Cercospora brachiata.

3.2. Objetivos especificos

e |Isolar a cercosporina presente no extrato do fungo através de
cromatografia em coluna e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(modo semi-preparativo);

e Caracterizar a molécula isolada por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H e 13C;

e Quantificar o composto cercosporina por CLAE.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais
Os solventes utilizados durante os procedimentos foram: hexano, acetato
de etila, os quais foram previamente destilados para maior pureza, metanol
(Grau HPLC), etanol, metanol, acido féormico e cloroférmio deuterado. Tais
solventes disponiveis em laboratério, assim sendo MERCK, SYNTH E VETEC.
Para filtragdes foram usados papéis de filtro qualitativo (Unifil, Diametro: 24 cm,
velocidade de filtragcdo normal DIN 53137 (s): 20-25). Para analises em CCD,



18

foram usadas cromatoplacas de aluminio impregnadas com silica-gel
(Macherey-Nagel), reveladacom luz ultravioleta (254 e 366 nm), sem uso de
revelador quimico. Para analises de cromatografia em coluna do extrato de C.
brachiata foi utilizada coluna com 3,0 cm de didmetro, preenchida com silica 60G
de 40-270 mesh da marca Fluka Analytical.

4.2. Equipamentos

e Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas no
Laboratério da Rede de Laboratérios Multiusuarios (RELAM) da UFU, campus
Santa Ménica. Foi utilizado um equipamento da marca Bruker, modelo
AscendTM 400 Avance Ill HD (9,4 Tesla), operando a 400 e 100 MHz, para os
nucleos de 'H e '3C, respectivamente. O solvente utilizado foi cloroférmio
deuterado (Aldrich).

¢ Cromatografo liquido de alta eficiéncia.

Para isolamento dos compostos por meio do CLAE, foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu®, modelo LC—6AD,
composto por: bombas LC-6AD, desgaseificador DGU-20A5R, forno CTO-
20A, coletor de fragbes FRC—-10A, auto-injetor SIL-10AF e detectores de arranjo
de diodo (DAD) SPD-M20A e evaporativo por espalhamento de luz (ELSD-
evaporative light scattering detector) LT II.

4.3. Metodologia

4.3.1. Cultivo e extrato fungicos

O crescimento e a obtencdo dos micélios de C. brachiata foram realizados no
laboratério LAMIF (Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia) do Instituto de Ciéncias
Agrarias, localizado na UFU, Campus Monte Cammelo, sob a coordenagao do Prof. Dr.

Bruno S. Vieira.
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A extracao de C. brachiata foi realizada pelo Dr. John Kenedy R. P. Felisbino
através da maceragao de 502 g de micélios junto as placas com o meio de cultura,
usando acetato de etila como solvente extrator. O extrato obtido foi submetido ao

evaporador rotatério seguido de liofilizagao.

4.3.2. Isolamento

O isolamento da cercosporina a partir do extrato acetato de etila foi
realizado por cromatografia em coluna (CC) e CLAE com coluna semi-
preparativa.

Foram realizadas 03 cromatografias em coluna, sendo que a primeira
coluna (01) e a segunda coluna (02) foram realizadas utilizando o extrato, e a

terceira coluna (03) foi realizada utilizando uma fragao da coluna 02.

Coluna 01 (C1): Uma CC de 34,5 cm de altura de fase estacionaria e 2,5 cm de
diametro foi empacotada com 75 g de silica-gel utilizando como fase moével uma
mistura de acetato de etila e hexano em propor¢cédo 50:50% (v:v) e foram
aplicados 621 mg de extrato. A fase movel durante a eluigao foi em gradiente de
polaridade crescente, com as seguintes proporgdes de acetato de etila / hexano:
5/5 (3 x 200 mL); 6/4 (1 x 200 mL); 7/3 (3 x 200 mL); 8/2 (1 x 200 mL); 9/1 (1 x
200 mL); 10/0 (1 x 200 mL). Apds foram utilizados os solventes acetato de etila
/ metanol, também em gradiente nas proporgdes: 9/1 (1 x 200 mL); 8/2 (1 x 200
mL); 7/3 (1 x 200 mL); 6/4 (1 x 200 mL); 5/5 (1 x 200 mL); 4/6 (1 x 200 mL); 3/7
(1 x200 mL); 2/8 (1 x 200 mL); 1/9 (1 x 200 mL); 0/10 (1 x 200 mL). E por fim, foi
utilizado como eluente uma mistura de metanol / agua na proporgao 9/1 (1 x 200
mL) até nado restar mais material visivel na coluna. Esta coluna resultou 400
fragdes que, apos serem monitoradas por CCD, foram reunidas em 21 fragdes.
Dessas, a fracado 07 (3,7 mg) possuia perfil de composto isolado em CCD e por

isto foi separada.

Coluna 02 (C2): Uma CC de 34,5 cm de altura de fase estacionaria e 2,5 cm de
didmetro foi empacotada com 68,64 g de silica-gel utilizando como fase mével
uma mistura de acetato de etila e hexano em proporgéao 50:50% (v:v) e foram
aplicados 600 mg de extrato. Repetiu-se a mesma sequéncia de eluigao de C1.

Esta coluna resultou 283 fragbes que, apds serem monitoradas por CCD, foram
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reunidas em 10 fragdes. A fragcao 8 (180,9 mg) com coloragao vermelha intensa

foi utilizada para fazer a coluna 03.

Coluna 03 (C3): Uma CC de 23 cm de altura de fase estacionaria e 2,5 cm de
didmetro foi empacotada com 34,0 g de silica-gel utilizando como fase maével
uma mistura de acetato de etila e hexano em proporgéao 50:50% (v:v) e foram
aplicados 180,9 mg da fragao 08 extraida da coluna 02. A fase movel durante a
eluicao foi em gradiente de polaridade crescente, com as seguintes proporgcoes
de acetato de etila / hexano: 6/4 (1 x 100 mL); 7/3 (3 x 100 mL); 8/2 (1 x 100 mL);
9/1 (1 x 100 mL); 10/0 (1 x 100 mL). Apds foram utilizados os solventes acetato
de etila / metanol, também em gradiente nas proporg¢des: 9/1 (1 x 100 mL); 8/2
(1 x 100 mL); 7/3 (1 x 100 mL); 6/4 (1 x 100 mL); 5/5 (1 x 100 mL); 4/6 (1 x 100
mL); 3/7 (1 x 100 mL); 2/8 (1 x 100 mL); 1/9 (1 x 100 mL); 0/10 (1 x 100 mL). E
por fim foi utilizado como eluente uma mistura de metanol / agua na proporgao
(0,1% de acido formico) 9/1 (1 x 100 mL) até n&o restar mais material visivel na
coluna. Esta coluna resultou 156 fragcoes que, apds serem monitoradas por CCD,
foram reunidas em 08 fragcbes. A fracdo 8 com coloracao e Ry caracteristicos da
cercosporina foi utilizada para fazer o isolamento por CLAE - Semipreparativa.
Foram elaboradas tabelas, Tabela 1,2 e 3, contendo as colunas

cromatograficas realizadas.

Tabela 1 - Coluna cromatografica 01.

FRAGAO | MASSA (mg)| FRAGAO | MASSA (mg)
1 172,5 12 2,4
2 172,0 13 8,5
COLUNA 01 3 40,2 14 4,4
4 2,0 15 7,3
EXTRATO 5 5,8 16 2,8

6 2,6 17 6,0

621 mg 7 3,7 18 39,7
8 26,9 19 2,2
9 7.6 20 6,1
10 10,1 21 48,9
11 1,2

Fonte: O autor (2024).
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Tabela 2 - Coluna cromatografica 02.

FRACAO | MASSA (mg)
154,8
75,1
13,3
12,5
9,8
10,6
15,5
180,9
62,9
58,7

COLUNA 02
EXTRATO

600 mg

SO®NO OIS WN =

Fonte: O autor (2024).

Tabela 3 - Coluna cromatografica 03.

FRACAO | MASSA (mg)
3,2
6,4
5,0
82,0
48,0
1,7
32,2
2,4

COLUNA 03
F8-C02

180,9 mg

O~NO O, WN -

Fonte: O autor (2024).

4.3.3. Caracterizacao

As fragbes com maior grau de pureza foram monitoradas por CCD
(cercosporina com Ry. 0,68. Frajola, 1978); foram avaliadas analiticamente por
CLAE; e submetidas a ressonancia magnética nuclear, utilizando como solvente

o cloroférmio deuterado.
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4.3.4. Quantificacdo

A quantificagdo da cercosporina foi realizada pelo CLAE. Sendo utilizada
uma coluna analitica de fase reversa C18 da marca: Phenomenex modelo: Luna,
4,6 mm de didmetro interno, 25 cm de comprimento, particulas de 5 pm e poros
de 100 A de diametro, protegida pela respectiva pré-coluna. Utilizou-se na fase
movel agua deionizada (fase mével A) e metanol HPLC (fase moével B). Foi
utilizado o seguinte sistema isocratico 70% de B e 30% de A por 17 minutos, e
utilizou-se fluxo de 1 mL min-'.

Sendo a fragdo com maior grau de pureza foi analisada por CLAE nessa
metodologia e assim possibilitou a criacdo de uma curva analitica através do
grafico da area (area do composto) em 470 nm versus a concentragdo. A curva
foi preparada com as seguintes concentragdes: 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e
0,5 mg mL-'. O limite de detecgéo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) da curva

analitica foi calculado de acordo com as equacgées (Riley; Rosanske. 1996):

LD =3 (6/S) Equagao 1
LQ =10 (6/S) Equacao 2

Sendo: 6 é a area do maior ruido observado e S é o coeficiente angular

da curva analitica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento

A coluna cromatografica 01 gerou uma fragao (07 de 3,7 mg) que possuia
perfil da cercosporina e assim ela foi analisada por a RMN. Ja a coluna 02 foi
realizada com a finalidade de isolar a cercosporina para a quantificagdo. A
fragcdo 08 com 180,9 mg, apresentou coloracao e perfil em CCD da cercosporina
com Ry igual, porém ainda continha algumas impurezas, e desta foi realizada a
coluna 03. As fragcbes da coluna 03 foram avaliadas em CLAE e posteriormente
a fracdo 07 dessa mesma coluna com 32,2 mg, por apresentar maior pureza nos
cromatogramas, foi escolhida para a partir dela isolar a cercosporina no CLAE-
semi-preparativo.

Nessa analise usando a coluna semi-preparativa foram obtidas 6 fracoes,
denominadas de F1, F2, F3, F4, F5 e F6 como destaca a Figura 7 juntamente
com a programacao usada. Cada coleta das fragbes, em quantidade de massa,
gerou 3,0; 2,2; 0,1; 3,3; 2,9 e 0,1 mg, respectivamente.

Figura 7 - Cromatograma do CLAE-semipreparativo com a programacgao de

isolamento da cercosporina.

uV Max Intensity : 4,000,000
2000000 F1 F2 F3 F5 Time Tnten. I
F6 I
1000000} f L
¢
o = T ey T

010 10 20 3 40 50 60 7.0 8.0 9.0 10.0 1.0 12.0 13.0 140 180 60

Fonte: O autor (2024).

Com o resultado dessa analise foi possivel realizar a caracterizacado da

cercosporina por RMN com a fragao F4.

5.2. Caracterizagao por RMN

A fracdo F4 usada para a caracterizagdo via RMN de '3C indicou a

presenca de 15 sinais, que estao presentes na cercosporina, Tabela 1.



24

Tabela 4 - Dados de RMN da cercosporina do trabalho e da literatura (RMN 13C
(125 MHz), RMN "H (400 MHz), CDCl3).

LITERATURA
Cercosporina**
Morgan et al. (2009)*
N°C H1 C13 H1
C13
o(ppm), multip., J, S(ppm o(ppm), multip., J,
5(ppm) 3 3
Integragao ) Integragao
1,1 22,8 0,65 (d, J=6,1 Hz, 6H) 23,6 0,66 (d, J=6,1 Hz, 6H)
2,90 (dd, J=6,0 e 13,0 Hz, 2,91 (dd, J=6,1 e 13,0 Hz,
2H) 2H)
42,5
3,3 3,59 (dd, J=7,0 e 13,0 Hz, 42,4 3,54 (dd, J=7,0 e 13,0 Hz,
2H) 2H)
15, 15’ 60,5 4,21 (s, 6H) 61,4 4,22 (s, 6H)
2,2 67,4 3,39 (m, 2H) 68,3 3,39 (m, 2H)
14 92,0 5,74 (s, 2H) 92,9 5,75 (s, 2H)
11,11 107,6 7,07 (s, 2H) 108,5 7,09 (s, 2H)
7,7 108,7 109,6
13 112,3 1131
4, 4 127,3 128,2
99 130,0 130,8
8,8 134,6 135,4
55 152,2 153,1
12,12 162,7 163,6
10, ‘0’ 166,9 167,7
6, 6’ 181,2 182,0
OH 14,81 (s, 2H) 14,8 (s, 2H)
*Nota: RMN 13C (125 MHz), RMN 'H (500 MHz), CDCls.** RMN '3C (125 MHz), RMN "H (400
MHz), CDCls.

Fonte: O autor (2024); Felisbino (2023).

Os sinais foram discutidos como, 3 sinais estavam na regido de carbonos
carbindlicos com 8 60,5 (C-15¢e 15), 67,4 (C-2 e 2’) € 92,00 (C- 14); 09 sinais de
carbonos aromaticos em & 107,6 (C-7 e 7’), 108,7 (C-11 e 11’), 112,3 (C-13 e
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13"), 127,3 (C-4 e 4’), 130,0 (C-9e 9'), 134,6 (C-8 ¢ 8), 152,2 (C-5e 5'), 162,7
(C-12e12’),166,9 (C-10 e 10’).

Os carbonos 5e 5,10 e 10’ e 12 e 12’ tem maiores deslocamentos por
também estarem ligados a atomos de oxigénio por ligagéo simples. Ha também
um sinal de carbono de carbonila em & 181,2 (C-6 e 6’), a desblindagem do
carbono pelo oxigénio na carbonila, faz com que seu deslocamento quimico seja
maior. E por fim, foram observados dois sinais de carbonos, um metilico em &
22,8 (C- 1 e 1’) e outro, mais desblindado, em & 41,5 (C- 3 e 3’). Os dados de
RMN de '3C foram comparados com os da literatura publicada por Morgan et al.
(2009), o que comprovou esta estrutura (Figura 5).

No espectro de RMN 'H foi observado um sinal de hidrogénio em & 7,07
(s, 2H) ligado aos carbonos 11 /11’ e caracteristico de aromatico, outros sinais
em & 5,74 (s, 2H) ligado ao carbono 14, & 3,39 (m, 2H) ligado aos carbonos 2/
2',0 4,21 (s, 6H) ligado aos carbonos 15/15’, & 2,90 (dd, J=6,0 Hz, 13 Hz, 2H)
e 3,59 (dd, J=7,0 Hz, 13 Hz, 2H) ligado aos carbonos 3/3’ onde o sinal é
desdobrado por serem diastereotdpicos, um sinal de hidrogénio metilico em &
0,65 (d, J=6,1 Hz, 6H) ligado aos carbonos 1/1°, € ha um sinal de hidrogénio em
0 14,81 (s, 2H) que é atribuido ao hidrogénio fendlico.

Apds comparar os valores encontrados neste trabalho com os valores da
literatura conforme a Tabela 1, foi constatada que a substancia isolada era
cercosporina.

Ao longo do trabalho, a presencga de isocercosporina também foi avaliada,
sendo definida conforme descrito na literatura por Yamazaki e Ogawa (1972) e
Tabuchi, Tajimi e Ichihara (1991). Como ja mencionado, a cercosporina &
interconvertida em isocercosporina quando em solugdo, e vice-versa, 0 que
dificulta o isolamento completo de cada substdncia. A presenca da
isocercosporina, Figura 8, € destacada no cromatograma, Figura 9, onde em
vermelho representa a isocercosporina, obtido a partir da fracdo F7 da coluna 1

(C1), enquanto o cromatograma em azul corresponde a cercosporina isolada.
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Figura 8 - Estruturas da isocercopsorina com numeracao.

Isocercosporina

Fonte: o autor (2024).

A partir do cromatograma mostrado na Figura 9 e do estudo de Felisbino
(2023) que € possivel identificar a isocercosporina e a cercosporina no
cromatograma e que, portanto, é viavel o isolamento e quantificagdo tanto da
cercosporina quanto da isocercosporina. Neste trabalho teve o foco majoritario

no isolamento e quantificagao da cercosporina.

Figura 9 - Cromatogramas sobrepostos da cercosporina e isocercosporina
obtidos por CLAE (470 nm).

Uwis (470mm) U-Yis (4T 0rm)
= IracaoTAO2E DfmpmL1
fracaoTAO2S. dat DsmpmL1.dat
Retention Time Retmtion Time p
15 %

1 |
OH O CH, B B CHs
15 15

Fonte: o autor (2024).
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5.3. Quantificagao via CLAE

Apoés a caracterizagao da cercosporina foram feitas novas analises do
extrato no CLAE-analitico e foi obtido o cromatograma representado na Figura
10, evidenciando que havia a presenga majoritaria de um composto com tr: 10,8
minutos € um pico minoritario em 6,2 minutos. Esse pico minoritario advém da
conversao que ocorre ao solubilizar a substancia para fazer as analises. Por
conseguinte, para a realizacdo da quantificagéo foi necessario obter a proporgao
da isocercosporina presente em cada amostra usada para a quantificacéo, para

no final tirar a porcentagem correta.

Foram também analisados os cromatogramas de variadas concentragbes de
cercosporina, usados para a quantificagdo, com a finalidade de encontrar a
similaridade entre o pico caracteristico da cercosporina isolada, e o pico que a
mesma representaria no extrato em questdo. Os cromatogramas de todas as
concentragdes analisadas para quantificacdo da cercosporina estao reunidos na

Figura 10.

Figura 10 - Cromatogramas em CLAE (470 nm) das solu¢des de cercosporina

e do extrato fungico em acetato de etila na concentragdo (1,35 mg/mL).

Uv-Mis (470nm) Uv-Vis (470nm) Uv-Vis (#70nm) Uv-Vis (470nm) Uv-Vis (470nm) Uv-Vis (@70nm)
— axtraindd Mg ml3 05mgml 1 03mgml 3 D2mgml3 0imgmlL3
i extraiodd. dat Odmaml3.dat 05mgml1.dat 03mge J.dat (2mgml3.dat 0imgml 3.dat
s UwVis {70nm) Uv-Vis (47 0nm)
—— 0¥imgmL2 — Wimgml2 f
005 mgmL2 dat 00 imgmL 2 dat [ -
|05 .

0,08 ;.\0,3
Extrato 1,35 mg mL

Volls

0.04

0,02 \
[ \ e
o PR Y . : - i‘?{-:*;__':;‘- .d;...-’ 3

Fonte: O autor (2024).
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Como pode ser evidenciado o pico referente a conversao da cercosporina
em isocercosporina € bem inferior, interferindo bem pouco. Para as solugbes de
cercosporina nao houve grandes variagdes nos tempos de retencéo, e o perfil e
intensidade dos picos se mantiveram nas diferentes analises. Com os dados
obtidos pelo CLAE, foi elaborada a Tabela 2 que contém os valores de
concentragao, tempo de retengéo (Ry), area do pico e a média aritmética das

areas.

Tabela 5 - Areas dos picos e tempos de retencdes obtidos por CLAE para

solugdes de cercosporina com diferentes concentragoes.

% meédia , . fr médio
[Cercosporina] . Area média ]
das areas (min)
mg/mL
0,47 93,2 1,1.107 £ 0 10,8 £ 0,00
0,37 93,2 8,8.106+6,7 104 10,9+ 0,08
0,27 92,9 6,9.106+7,210* 10,8 +0,02
0,19 93,4 44108+5510* 10,9+0,02
0,09 93,0 2,3.108+2910* 10,9+0,00
0,047 93,8 1,0.108+6,510% 10,2 £ 0,02
0,01 0,00 0,00 0,00

Fonte: o autor (2024).

Com os dados da Tabela 2 foi elaborada a reta usando o software Origin
8.0. E a quantificagao foi feita usando a equacgao da reta obtida (Figura 11). Para
este calculo, foi usada a equacéao da reta y = a + bx, sendo y a area do pico, a
o coeficiente linear, b o coeficiente angular, e x a concentragdo de cercosporina.
Os valores obtidos para cada parametro foi a = 2,0.107, b = 1,4.105, e y =
5,6.106 mAU. Sendo o limite de detecgéo (LD) calculado de 1,65.10° mg mL™", o
limite de quantificagéo (LQ) de 5,5.10°° mg mL™', e os mesmos foram calculados
utilizando a raz&o entre o maior ruido encontrado na reta (1,1.107) e o coeficiente

angular da reta (2,0.107), conforme Equacgdes 1 e 2.
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Figura 11 - Curva analitica da area versus concentracao de cercosporina.
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Fonte: O autor (2024).

Através desses dados verificou-se que a concentracdo da cercosporina
no extrato cultivado sob luz apresentava 0,27 mg mL™", o que infere que ha 0,27
mg de cercosporina em 1,35 mg de extrato, ou seja, aproximadamente 20% do
extrato obtido é cercosporina. Assim, se inicialmente foram obtidos 1,68 g de
extrato, isto implica dizer que neste extrato ha aproximadamente 336 mg de
cercosporina.

Comparando os valores obtidos neste trabalho com a quantidades
mensuradas por Botelho et al. (2022) para a espécie Cercospora coffeicola, é
possivel notar que diferentes espécies do género Cercospora produzem
diferentes quantidades de cercosporina, e isto esta relacionado a varios fatores
como temperatura, meio de cultura, tempo de exposigao a luz e etc (Gunasinghe
et al., 2016; Jonge et al., 2018; Rezende et al., 2020). A maior concentragcao
quantificada através do CLAE por Botelho et al. (2022) foi de 37,26 yM. Enquanto
que, a quantidade produzida pelo fungo C. brachiata foi de 505,6 uM (0,27
mg mL™"), ou seja, aproximadamente 13,6 vezes maior que a maior quantidade
encontrada para Cercospora coffeicola. Isso demonstra que a espécie C.
brachiata é promissora para produgao de cercosporina nas condi¢cdes em que 0

fungo foi cultivado.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados € comprovada a producgao de cercosporina pelo fungo
que, através de técnicas de cromatografia em coluna e cromatografia liquida de
alta eficiéncia, foi possivel isolar a cercosporina de forma eficiente. A sua
caracterizagdo por Ressonancia Magnética Nuclear confirmou a estrutura do
composto isolado conforme e comparado com a literatura, validando a
metodologia usada. A quantificacdo da cercosporina por CLAE revelou que
aproximadamente 20% do extrato bruto do fungo era composto pela
cercosporina, que quando comparado com outras espécies do género

Cercospora tem um valor significativo.

Na quantificagdo, foi tragado uma curva analitica foi tragada com o
coeficiente de correlagao (r?) de 0,9933. Podendo confirmar um alto grau de
exatidao. Os resultados, comparados a outras espécies do género Cercospora,
demonstram um grande potencial de produgéo de cercosporina em grandes
quantidades, o que a torna uma espécie promissora para futuras aplicagdes
biotecnolégicas, podendo ser explorada para o desenvolvimento de agentes
bioinseticidas mais sustentaveis, além de suas potencialidades medicinais em

tratamentos fotodindmicos.



31

7. REFERENCIAS

BOTELHO, D.M.DOSS.; de RESENDE, M.L.V.; TEIXEIRA, A.R;
SANTIAGO, W. D.; POZZA, E. A.; MOREIRA, S. |.; RAMOS, J. B.; de AQUINO,
S. O.; FERREIRA, A. G.; REICHEL, T.; GUERRA-GUIMARAES, L. Cercosporin
production by Cercospora cofeicola isolates: spectrophotometry
and HPLC quantifcation and image analysis. Chemical Papers, v. 76, p.
2567-2572, 2022. DOI 10.1007/s11696-021-01965-5.

BUENO, D. J.; SILVA, J. O. FUNGI - The Fungal Hypha. In: Encyclopedia of
Food Microbiology, p. 11-19, 2014. DOI 10.1016/b978-0-12-384730-0.00132-
4,

DAUB, M. E. Cercosporin, a Photosensitizing Toxin from Cercospora species.
Phytopathology, v. 72, p. 370-374. 1982. DOI 10.1094/Phyto-72-370.

DAUB, M.E.; CHUNG, K-R. Cercosporin: A Phytoactivated Toxin in Plant
Disease. American Phytopathological Societynet Features. 2007. DOI
10.1094/APSnetFeature/2007-0207.

FAJOLA, A.O. Cercosporin, a phytotoxin from Cercospora spp. Physiol Plant
Pathol. v. 13, p. 157-164, 1978. DOI 10.1016/0048-4059(78)90029-2.

FELISBINO, J. K. Identificacdao de substancias produzidas por fungos
Cercospora brachiata, Beauveria bassiana e Verticillium sp e avaliagao da
atividade antibacteriana. 2019. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2019.

FELISBINO, J. K. Padronizagdao dos métodos de analises da cercosporina e
isocercosporina do extrato de Cercospora brachiata e avaliacdo da
atividade herbicida e de danos a biomembranas de lipossomas. Tese
(doutorado em Quimica) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia,
2023.

GROENEWALD, J. Z.; NAKASHIMA, C.; NISHIKAWA, J.; SHIN, H.-D.; PARK,
J.-H.; JAMA, A. N.; GROENEWALD, M.; BRAUN, U.; CROUS, P. W. Species
concepts in Cercospora: spotting the weeds among the roses. Studies in
Mycology, v. 75, p. 115-170, 2013. DOI 10.3114/sim0012.



32

GUNASINGHE, N.; YOU, M. P.; CAWTHRAY, G. R.; BARBETTI, M. J.
Cercosporin from Pseudocercosporella capsellae and its Critical Role in White
Leaf Spot Development. Plant Disease., n. 8, v. 100, p. 1521-1531, 2016. DOI
10.1094/pdis-10-15-1192-re.

JONGE, R.; EBERT, M. K.; HUITT-ROEHL C. R.; PAL, P.; SUTTLE, J. C;
SPANNER, R.E.; NEU-BAUER, J.D.; JURICK, W. M.; STOTT, K. A,; SECOR, G.
A.; THOMMA, B. P. H. J.; VAN DE PEER, Y.; TOWNSEND, C. A.; BOLTON,
M.D. Gene cluster conservation provides insight into cercosporin biosynthesis
and extends production to the genus Colletotrichum. National Academy of
Sciences (PNAS), v. 115, p. 459-466, 2018. DOI 10.1073/pnas.1712798115.

MORGAN, B. J.; DEY, S.; JOHNSON, S. W.; KOZLOWSKI, M. C. Design,
Synthesis, and Investigation of Protein Kinase C Inhibitors: Total Syntheses of
(+)-Calphostin D, (+)-Phleichrome, Cercosporin, and New Photoactive
Perylenequinones. Journal of the American Chemical Society, v. 131, n. 26,
p. 9413-9425, 2009. DOI 10.1021/ja902324;.

MULROONEY, C. A.; OBRIEN, E. M.; MORGAN, B. J.; KOZLOWSKI, M. C.
Perylenequinones: Isolation, Synthesis, and Biological Activity. European

Journal of Organic Chemistry, v. 21, p. 3887-3904, 2012. DOI
10.1002/ejoc.201200184.

REZENDE, J. S.; ZIVANOVIC, M.; NOVAES, M. I. C.; CHEN, Z.Y. The AVR4
efector is involved in cercosporin biosynthesis and likely affects the virulence of
Cercospora cf. fagellaris on soybean. Molecular Plant Pathology, v. 21, p. 53—
65, 2020. DOI 10.1111/mpp.12879.

RILEY, C. M.; ROSANSKE, T. W. Development and Validation of Analytical
Methods. 1. ed. Oxford: Pergamon, 1996. ISBN: 9780080530352.

RODRIGUES, MARCIO L.; NOSANCHUK, JOSHUA D.; REYNOLDS, TODD B.
Fungal diseases as neglected pathogens: A wake-up call to public health officials.
PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 14, n. 2, 2020. DOI
10.1371/journal.pntd.0007964.

TABUCHI, H., TAJIMI, A., ICHIHARA, A. (+)-Isocercosporin, A Phytotoxic
Compound Isolated from Scolecotrichum graminis Fuckel. Agricultural and
Biological Chemistry, v. 55, n. 10, p. 2675-2676, 1991.DOI
10.1080/00021369.1991.10870997.



33

VIEIRA, B. S., DA SILVA, N. A., FIRMINO, A. L., SIQUIEROLI, A. C. S.
Cercospora brachiata on slender amaranth (Amaranthus viridis) in Brazil.
Australasian Plant Disease Notes, v. 14, n. 1, 2019. DOI 10.1007/s13314-019-
03394.

WEISS, U.; MERLINI, L.; NASINI, G. Naturally Occurring Perylenequinones.
Fortschritte Der Chemie Organischer Naturstoffe. Progress in the Chemistry of
Organic Natural Products., p. 1-71, 1987. DOI 10.1007/978-3-7091-8906-1 1.

YAMANE, H.; KONNO, K.; SABELIS, M.; TAKABAYASHI, J.; SASSA, T.,
OIKAWA, H. Chemical Defence and Toxins of Plants. Comprehensive Natural
Products II, p. 339-385, 2010. DOI 10.1016/B978-008045382-8.00099-X.

YAMAZAKI, S., OGAWA, T. The Chemistry and Stereochemistry of Cercosporin.
Agricultural and Biological Chemistry, p. 1707-1718, 1972. DOI
10.1080/00021369.1972.10860458.



34

APENDICES
APENDICE | - ESPECTROS DE RMN DE H' E DE C'3 DA CERCOSPORINA

Figura A: Espectro de RMN de H'da cercosporina com deslocamentos quimicos.
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Figura B: Espectro de RMN de H' da cercosporina com valores de integrais.
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Figura C:. Espectro de RMN de

deslocamentos quimicos.
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Figura D: Espectro de RMN de C'® da cercosporina com

quimicos.
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