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Objetivos

a) Detectar peptaibdis ou outros metabdlitos
secundérios presentes na fracdo aquosa do
extrato bruto do meio de cultivo utilizando-se
screening por HPLC-UV-ELSD-MS e por
UPLC-MS/MS.

b) Desenvolver um método para o isolamento
dos peptideos detectados em fracdes ainda
ndo investigadas produzidas pelo Hypocrea sp.
c) ldentificar e caracterizar os peptideos
isolados utilizando-se técnicas de UPLC-MS,
MS/MS e RMN-1D e -2D.

Métodos e Procedimentos

O fungo Hypocrea sp. (AT1) foi crescido em
placas de Petri em meio sélido PDA, as quais
foram incubadas por 14 dias a 28°C. O micélio
foi entdo transferido para um tubo Falcon para
preparacdo de inoculacdo em meio liquido. O
in6culo foi incubado em 15 litros do meio
liguido SDB distribuidos em frascos Schott®. A
glicose do meio de cultura foi medida até a
deplecéo total no oitavo dia, interrompendo-se
entéo o crescimento fdngico.

O meio de crescimento foi entdo filtrado a
vacuo, e submetido & particdo liquido/liquido
com AcOEt, resultando nas fracGes aquosa e
organica. A fracdo aquosa foi adsorvida em
uma mistura de resinas XAD-2, 4 e 7. ApOs 24
horas, a mistura de resinas foi filtrada, as
resinas foram recuperadas e dessorbidas com
MeOH/acetona 1:1. O solvente de dessorcdo

foi evaporado e seco, obtendo-se a fracéo
aquosa-XADs (AT1B).

A fracdo AT1B foi submetida a uma separagéo
por cromatografia em coluna com gel de
Sephadex® LH-20, utilizando-se 1:1 MeOH/H20
como fase moével. As fracBes obtidas foram
submetidas a analises cromatograficas e
espectroscopicas por HPLC-UV-ELSD-MS e
reunidas por similaridade quimica.

A fracdo AT1BX (obtida da separacdo em
Sephadex LH-20) foi submetida a novo
fracionamento por cromatografia de coluna de
fase reversa (C18) em coluna pré-empacotada
de extracdo em fase solida (SPE) Waters® Sep-
Pak. A coluna foi eluida com um gradiente de
MeOH em H:20. Assim, obteve-se as fracfes
AT1BXA até ATI1BXK, as quais foram
submetidas a andlises cromatograficas e
espectroscoépicas por HPLC-UV-ELSD-MS.

Por fim, as fracbes AT1BXA e AT1BXC foram
purificadas utilizando-se um sistema
cromatografico Waters® acoplado a um
detector espectrofotométrico de UV (deteccao
em dois comprimentos de onda entre 200 e 600
nm). Os dados foram processados e adquiridos
pelo software Empower 2.0 (Waters®).

Resultados

O peptaibol trichokonina VI tipicamente
apresenta uma fragmentacdo no residuo Pro
na posicdo 14, gerando um fragmento em m/z
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774,4503 e outro fragmento em m/z 1163,6783
[1].
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Figura 1. Espectro de massas de alta resolucéo da
fracdo AT1BXI.

Durante o estudo das fragfes AT1BXI, AT1BXJ
e AT1BXK, observou-se a presenca de ions
protonados entre m/z 1163 e 1164 e entre m/z
774 e 775. Esse resultado é compativel com o
esperado para o peptaibol trichokonina VI.

Além disso, a partir da purificacdo das fracfes
aquosas  selecionadas, obteve-se  trés
compostos puros isolados. Esses foram
identificados por meio das técnicas de UPLC-
MS e RMN-1D e -2D.

A partir da purificagdo da fragdo AT1BXAS3,
obteve-se 0 composto identificado como
dipeptideo tirosina-prolina.
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Figura 2. Proposta de estrutura para o composto
derivado da fragdo AT1BXAS3 (tirosina-prolina).

A partir da purificacdo da fracdo AT1BXCS,
obteve-se o0 composto identificado como o
dipeptideo fenilalanina-prolina.
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Figura 3. Proposta de estrutura para o composto
derivado da fragdo AT1BXCS8 (fenilalanina-prolina).

Por fim, a partir da purificacdo da fracdo
AT1BXC7, obteve-se o composto identificado
como dicetopiperazina ciclo[Pro-Phe].
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Figura 4. Proposta de estrutura para o composto
derivado da fragdo AT1BXC7 (ciclo[Pro-Phe]).

Conclusoes

O subsequente fracionamento por
cromatografia em coluna de fase reversa C18 e
vérias purificacbes por HPLC-UV levaram a
obtencdo de trés compostos isolados. Pela
analise dos espectros de RMN e dos espectros
de massa de alta resolucdo desses compostos,
identificou-os como sendo o dipeptideo tirosil
prolina, a dicetopiperazina ciclo[Phe-Pro] e o
dipeptideo linear fenilalanina-prolina.

Além disso, obteve-se sinais m/z compativeis
com o esperado para o peptaibol trichokonina
VI nas fracBes AT1BXI, AT1BXJ e AT1BXK.
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