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Resumo

O presente estudo investigou o género Aspergillus, que produz &cidos orgéanicos, como o citrico,
oxdlico e tartarico. Por meio de técnicas como a cromatografia e ressonancia magnética, os acidos
foram isolados e identificados. A capacidade desse endoéfito em produzir esses acidos abre novas
perspectivas para estudos sobre a interacdo A. niger com a espécie hospedeira, mangabeira com
possiveis aplicacdes tecnolégicas na agricultura. A descoberta de um simbionte capaz de produzir
acidos organicos responséaveis pela solubilizacdo de fosfatos abre uma nova possibilidade para o
manejo dessa cultura.

Palavras-chave: Género Aspergillus. Acidos organicos. Cromatografia. Aplicagdes tecnoldgicas.
Agricultura.

Area do Conhecimento: Quimica.
Introducéo

O género Aspergillus, pertencente a classe de fungos mitospoéricos, € amplamente encontrado na
natureza, presente em frutas, vegetais e qualquer outro substrato decomposto que é capaz de prover
o alimento necessario para o seu crescimento (EL-HAWARY et al.,, 2020). Tais fungos sao
metabolicamente muito versateis e diversas espécies tém sido descritas como produtores de
metabolitos de interesse (SARROCO et al., 2022). Dentre eles, pode-se destacar a producao de acidos
organicos por Aspergillus sp. que sdo de interesse comercial, como, por exemplo, o acido citrico.
Atualmente, a produgdo comercial de 4cidos organicos € conduzida através de fermentacao utilizando
a espécie Aspergillus niger (CAIRNS et al., 1991). A producgdo de substancias de interesse comercial
através de fontes renovaveis tem ganhado visibilidade, e a utiliza¢@o de fungos é uma 6tima alternativa
devido ao crescimento acelerado em curto periodo, e a possibilidade de alterar as condi¢des de cultivo
a fim de produzir metabdlitos especificos (ARAUJO, 2010).

Os fungos do género Aspergillus sp. receberam destaque pela producdo de acidos organicos,
entretanto, os acidos de maior interesse nas pesquisas conduzidas sdo o acido citrico e o acido oxalico
(BAKRI et al., 2019). Um numero grande de mecanismos tem sido proposto em relagéo a regulacdo e
sintese, enfatizando a producao desses acidos, processo que é altamente influenciado pelas condi¢gbes
ambientais como o pH do meio de cultura e fontes de carbono, nitrogénio e micronutrientes
(PAPAGIANNI et al., 2005). Ha também pesquisas sobre a habilidade dos &cidos organicos em
solubilizar fosfato inorganico (CUNNINGHAM e KUIACK, 1992). Assim este trabalho teve por objetivo
o isolamento desses acidos organicos através das técnicas cromatograficas e identificacdo por RMN
de 'H e 13C

Metodologia

As andlises por HPLC foram realizadas em um equipamento Shimadzu, acoplado ao detetor SPD-
M2DA 330 PhotoDiodo-Array Ultra-Violet (PDA-UV), coluna analitica de fase reversa Shimpack (ODS,
5 um, 150 x 4,6 mm) e semi-preparacéo de fase reversa Phenomenex (ODS, 10 ym, 250 X 10,0 mm).
A deteccédo foi efetuada por UV com um comprimento de onda de 214 nm para a determinacdo dos
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acidos organicos. As analises por RMN uni e bidimensionais foram realizadas num espectrémetro
Varian INOVA-500 a 500 MHz para o nucleo de *H e 125 MHz para o nucleo de 2C, o TMS foi utilizado
como referéncia interna. As amostras foram dissolvidas em MeOH (metanol) e os espectros de massa
foram obtidos num espetrémetro QTOF (Micromass) em modo de ionizacdo positiva por electrospray
(ESI). O fungo Aspergillus niger foi isolado das folhas de Hancornia speciosa (mangabeira). O fungo foi
cultivado em meio liquido composto pelo suco da fruta da mangabeira por 28 dias. Apés este periodo
0 micélio do fungo foi separado do caldo fermentado que foi extraido com acetato de etila fornecendo
500 mg de extrato bruto. O extrato bruto foi fracionado por coluna cromatografica com 50g silica gel
utilizando acetato de etila /metanol nas seguintes propor¢des (100% acetato/ 0% metanol; 70% acetato
de etila / 30 % metanol; 60% acetato de etila / 40% metanol e 50% acetato de etila/ 50% metanol). A
fracdo 60% acetato de etila / 40% metanol se mostrou pura quando analisada por HPLC resultando no
isolamento do composto 1. A fracdo 50% acetato de etila/ 50% metanol foi purificado por HPLC
utilizando 65% de metanol e 35% de agua resultando no isolamento dos compostos 2 e 3. Todas as
amostras foram preparadas e dissolvidas com o MeOH grau HPLC que é um solvente ultra pura, foram
dissolvidas 1 mg de amostra com 1 ml de solvente.

Resultados

A fracdo 60% acetato de etila / 40% metanol, obtida a partir do fracionamento do extrato acetato de
etila do fungo A. niger cultivado em meio de suco de mangaba, foi analisada por RMN de H e
apresentou apenas um sinal em &1 6,33 (S) sugerindo que se tratava de ligacdo de hidrogénio a
heteroatomo. O espetro de RMN de 3C mostrou a presenga de um sinal em &¢c 161,1 indicando a
presenca de uma carbonila, sendo esta fragcdo denominada composto 1 identificado como sendo o
acido oxalico (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura do acido oxalico
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Fonte: Os Autores, 2020.

A frac@o 50% acetato de etila/ 50% metanol obtida por coluna cromatografica foi purificado por HPLC
0 que resultou em duas fracBes. A fracdo 1, apresentou aspeto cristalino e foi submetida a analise de
RMN de H, verificando que possui uma substancia majoritaria em sua composicdo (Figura 2). O
espetro de RMN de H (figura 3) apresentou dois sinais em dn 2,77 (d, J=15,5 Hz) e 2,88 (d, J1 geminal
=15,5 Hz). O espetro HMBC (Figura 4) apresentou correlagdes de sinais em dn 2,77 (d, J=15,5 Hz) com
0c 176,0; 173,0; 73,0 e 44, sugerindo tratar-se do 4cido citrico, uma vez que este acido é produzido por
varias espécies de A. niger. O espectro de massas (Figura 5) obtido por electrospray modo positivo,
mostrou os ions 193 [M+H]* e 215 [M+Na]* e os fragmentos 175 [M+H-H20]* e 149 [M+H-COz]*
caracteristicos do &cido citrico, estes dados sdo consistentes com os dados espectroscopicos
presentes na literatura.
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Figura 2 - Estrutura do acido citrico (substancia 3)
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Fonte: Os autores, 2020.

Figura 3 - Espectro de RMN de 1H a 500 MHz do acido citrico (Mistura MeOH + DMSO-ds)
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Fonte: Os Autores, 2020.
Figura 4 - Espectro de HMBC do acido citrico (Mistura MeOH + DMSO-ds)
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Fonte: Os Autores, 2020.
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Figura 5- Espectro de Massas do acido citrico obtido por eletrospray no modo positivo
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Fonte: Os Autores, 2020.

A fracé@o 50% acetato de etila/ 50% metanol obtida por coluna cromatografica foi purificado por HPLC
0 que resultou em duas fracdes. A fracdo 2 apresentou aspeto cristalino e foi submetida a analise de
RMN de H, verificando que possui uma substancia majoritaria em sua composicdo (Figura 6). O
espetro de RMN de 'H da substancia (Figura 7) apresentou apenas um sinal 6w 4,72 (s), como varias
espécies de A. niger sdo produtoras de acidos organicos, a comparacao destes dados com valores de
acidos produzidos pelo género Aspergillus sugeriu que este acido é o acido tartarico.

Figura 6 - Estrutura da substancia 4 (acido tartarico)
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Fonte: Os autores, 2020.

Figura 7- Espectro de RMN de *H a 500 MHz, do acido tartarico (CDCls)
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Fonte: Os autores, 2020.
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Discusséo

O trabalho desenvolvido permitiu identificar que a cepa de A. niger isolada das folhas da mangabeira
produz os acidos organicos, oxalico, citrico e tartarico. Através dessa extracdo foram obtidos 159 mg
do Composto 1, ja o composto 2 foi obtido aproximadamente 75 mg e composto 3 foi obtido cerca de
100 mg. Varios trabalhos (MENDES et al. 2003) tém relatado a importancia destes acidos na
solubilizacdo de fosfatos no solo, estando este fungo associado a mangabeira, uma planta carateristica
de solos pobres. A descoberta de um simbionte capaz de produzir acidos organicos responsaveis pela
solubilizacdo de fosfatos abre uma nova possibilidade para o0 manejo dessa cultura.

Conclusao

O trabalho realizado descobriu que o isolado de Aspergillus niger produz trés acidos orgéanicos
oxalico, citrico e tartarico que podem ajudar na solubilizacdo de fosfato no solo para a mangabeira
durante a decomposi¢cdo das folhas. A capacidade do endéfito de produzir esses acidos abre novas
perspectivas para estudos da interagéo A. niger/mangabeira, com potencial para impactar o manejo de
culturas comercialmente significativa.
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