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Resumo

A resisténcia bacteriana aos antibioticos é sdo um sério problema de satde publica, que podem levar desde a uma
simples infeccdo limitada ou até mesmo a morte. A busca de novos compostos e/ou extratos que podem ajudar a
combater essas infecgcBes deve constantemente renovada como estratégia de combater a resisténcia bacteriana. O
objetivo desse trabalho foi obter substancia bioativas. Assim, o fungo Trichoderma sp FSF12 foi inicialmente
cultivado em meio cereal (arroz) e apds 28 dias de crescimento foi obtido o extrato hidrometandlico. O extrato foi
testado através do método de microdiluicdo em placa de 96 furos frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
e apresentou boa atividade. Entdo o extrato hidrometandlico teve seu perfil quimico determinado por HPLC-DAD que
apontou a presenca de substancias de diferentes classes de metabdlitos secundarios. O extrato foi fracionado por
cromatografia em coluna e levou ao isolamento dos compostos acido graxo poliinsaturado (1), 5°-inosil (2), tirosol
(3), harzialactona A (4) e 2-anidromevalbnico (5), que tiveram as suas estruturas determinadas por Ressonancia
Magnética Nuclear 1D e 2D. Os resultados obtidos mostram a importancia de busca de novos agentes antibacterianos.
Palavras-chave: Trichoderma; Atividade antimicrobiana; Fungos endofiticos; Substancias.

Abstract

Bacterial resistance to antibiotics is a serious public health problem, which can lead to a simple limited infection or
even death. The search for new compounds and / or extracts that can help fight these infections must be constantly
renewed as a strategy to fight bacterial resistance. The objective of this work was to obtain bioactive substances. Thus,
the fungus Trichoderma sp FSF12 was initially grown in cereal medium (rice) and after 28 days of growth the
hydromethanolic extract was obtained. The extract was tested using the 96-well plate microdilution method against
Gram-positive and Gram-negative bacteria and showed good activity. Then, the hydromethanolic extract had its
chemical profile determined by HPLC-DAD, which indicated the presence of substances from different classes of
secondary metabolites. The extract was fractionated by column chromatography and led to the isolation of the
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compounds polyunsaturated fatty acid (1), 5'-inosyl (2), tyrosol (3), harzialactone A (4) and 2-anhydromevalonic (5),
which had their structures determined by 1D and 2D Nuclear Magnetic Resonance. The results obtained show the
importance of searching for new antibacterial agents.

Keywords: Trichoderma; Antimicrobial activity; Endophytic fungi; Substances.

Resumen

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un problema grave de salud publica que puede provocar una simple
infeccién limitada o incluso la muerte. La bdsqueda de nuevos compuestos y / 0 extractos que puedan ayudar a
combatir estas infecciones debe renovarse constantemente como estrategia para combatir la resistencia bacteriana. El
objetivo de este trabajo fue obtener sustancias bioactivas. Asi, el hongo Trichoderma sp FSF12 se cultivé inicialmente
en medio de cereal (arroz) y después de 28 dias de crecimiento se obtuvo el extracto hidrometandlico. El extracto se
probé utilizando el método de microdilucion en placa de 96 orificios contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas y mostré buena actividad. Luego, el extracto hidrometanolico tuvo su perfil quimico determinado por
HPLC-DAD, lo que indicd la presencia de sustancias de diferentes clases de metabolitos secundarios. El extracto se
fraccion6 mediante cromatografia en columna y condujo al aislamiento de los compuestos acido graso poliinsaturado
(1), 5inosil (2), tirosol (3), harzialactona A (4) y 2-anhidromeval6nico (5), que tenian sus estructuras determinada
por Resonancia Magnética Nuclear 1D y 2D. Los resultados obtenidos muestran la importancia de buscar nuevos
agentes antibacterianos.

Palabras clave: Trichoderma; Actividad antimicrobiana; Hongos endofiticos; Sustancias.

1. Introducéo

Os fungos do género Trichoderma sdo saprdéfitos, ubiquos e altamente interativos na raiz e no solo, bem como no
interior de plantas (Machado et al., 2012). Reproduzem-se assexuadamente, tendo a sua fase teleomofica pertencente ao género
Hypocrea. Embora sejam considerados fungos de vida livre, ja ha evidéncias de que espécies de Trichoderma podem ser
oportunistas, simbiontes avirulentos de plantas, bem como parasitas de outros fungos (Samuels, 2006). S&o encontrados com
mais frequéncia em solos de regides de clima temperado e tropical (Harman et al., 2004), sendo algumas espécies
cosmopolitas, enquanto outras sdo limitadas a sua distribui¢do geogréfica (Samuels, 2006).

Trichoderma caracteriza-se pelo crescimento rapido em meio de cultura, com a producdo de um micélio aéreo e
esparso, com a formacdo de pustulas conidiogénicas brancas ou verdes (Bisset, 1991). Em geral as fialides sdo hialinas e séo
formadas sobre os conidiéforos. Os conidios sdo geralmente lisos, dificilmente ornamentados, com formato elipsoidal a quase
oblongo, sendo raramente globosos. Possuem coloragdo verde ou hialina, sendo, as vezes, amarelos. Quando presentes, 0s
clamidosporos sdo tipicamente globosos para subglobosos e sdo formados dentro ou nas pontas das hifas (Chaverri & Samuels,
2004).

A maioria das cepas de Trichoderma pode produzir metabolitos téxicos, os quais podem ser volateis e ndo volateis
(Stoppacher et al., 2011; Siddiquee et al., 2012, Vinale et al., 2008a). Zhang et al. (2014) obervaram que compostos organicos
volateis produzidos pelo isolado T-E5 de T. harzianum mostraram significativa atividade antifungica contra Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum. Em outro estudo, foi observada a inibi¢do do crescimento micelial de Gaeumannomyces
graminis var tritici, por meio de compostos néo volateis presentes em filtrados de Trichoderma spp. (Zafari et al., 2008).

Ja entre os compostos ndo volateis os peptaibols, que sdo uma grande familia de peptideos antibidticos produzidos por
fungos de solo, incluindo Trichoderma (Daniel & Rodrigues-Filho, 2007). Sao oligopepetideos lineares de 7 a 20 aminoacidos,
ricos em acido a-aminoisobutirico, com uma extremidade N-acilo, geralmente acetil e contendo um amino-éalcool no C-
terminal, tal como fenilalaninol ou leucinol (Wiest et al., 2002).

Além da capacidade de paralisar o crescimento de fitopatdgenos, os metabolitos secundarios produzidos por
Trichoderma spp. podem desempenhar um papel na regulacdo do crescimento de plantas e atuar como elicitores na inducéo de
respostas de defesa da planta (Vinale et al., 2008). O tipo de composto organico e as quantidades produzidas podem variar de

acordo com a espécie ou isolado (Arjona-Girona et al., 2014).
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Como se verificar o género Trichoderma produz diversos compostos com grande variedade de atividades bioldgicas, 0
que pode ajudar na busca de substancias e/ou extratos com atividade antimicrobiana para o combate a resisténcia bacterina aos
antibidticos. As taxas de resisténcia estdo aumentando mundialmente, novos mecanismos de resisténcia estdo surgindo e
infeccBes causadas por bactérias multirresistentes estdo cada vez mais dificeis de tratar. O arsenal atual de antibi6ticos esta
constantemente perdendo a sua eficacia e ha poucos sinais de que sera devidamente reposto em um futuro proximo (Wright et
al., 2014).

O desenvolvimento da resisténcia é um processo evolutivo normal para os micro-organismos, mas € acelerado pela

pressao seletiva exercida pela utilizacdo generalizada de agentes antibacterianos. Cepas resistentes sdo capazes de se propagar
onde ha descumprimento de medidas de prevencéo e controle de infecgdes (WHO, 2021).
A introducéo dos antibi6ticos na quimioterapia das infecgdes bacterianas em meados do século XX revolucionou o tratamento
médico, ocasionando a redugdo drastica da mortalidade causada por doencas microbianas. Esses agentes antimicrobianos
podem eliminar as bactérias (atividade bactericida) ou evitar o seu crescimento (atividade bacteriostatica) atacando
principalmente trés alvos basicos dos sistemas bacterianos: biossintese da parede celular, sintese de proteinas, reparo e
replicacdo do DNA (Walsh, 2000).

Assim, no presente trabalho estamos reportando a obtencdo de extrato e constituintes quimicos de Trichoderma sp
FSF12. Os compostos foram isolados através de técnicas de cromatografia e suas estruturas foram determinadas por RMN. O

extrato do fungo Trichoderma sp FSF12 apresentou boa atividade antimicrobiana.

2. Metodologia

2.1 Procedimentos gerais

Os dados de espectros de RMN de *H e 13C foram obtidos em um espectrdmetro Varian Mercury operando a 300 MHz para o
ndcleo de *H e em 75 MHz para o nicleo de *3C; CDClI; foi usado como solvente e TMS como referéncia interna. Os espectros
de massas foram obtidos usando um espectrémetro de massas de baixa resolucio da Waters Acquity TQD, com ionizagdo por

electrospray.

2.2 Ensaio de microdiluicdo em placa de 96 furos

A suscetibilidade dos microrganismos aos compostos foi determinada por ensaio de microdiluicdo em placa. O extrato
e compostos (1 mg cada) foram dissolvidas em 100 pL de dimetilsulféxido ¢ 900 pL. de BHI dando concentragdo inicial de
1000 pg/mL. Os testes foram realizados em placas de 96 pogos contendo 100 uL de Mueller Hinton Broth (MHB) de acordo
com Pinheiro et al. (2017). Entdo 100 pL da solucdo de cada composto foi adicionada a primeira cavidade da placa dando uma
concentracdo inicial de 500 pg/mL e em seguida foram feitas diluigdes sucessivas, sempre tirando 100 pL do pogo e
adicionado ao poco posterior de modo a obter as concentragdes de 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6 ¢ 7.8 pg/mL; posteriormente 5 pL
de solucdo da bactéria de teste a 1,0 x 108 UFC/mL foram adicionadas a cada pogo da placa seguido por incubagéo a 37 °C
(24h). Os microrganismos testados foram Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Bacillus subtilis (ATCC 6633) (obtidos do Instituto Evando Chagas Belém - PA, Brasil). A bioatividade foi registrada como
auséncia de coloragdo vermelha nos pogos apos a adigdo de 10 uL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio. Penicilina,
vancomicina e tetraciclina (25 pg/mL cada) foram utilizadas como controles positivos; 0 meio de cultura (apenas MHB) foi

usado como controle negativo.
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2.3 Cultura de Trichoderma sp FSF12 em arroz e isolamento dos constituintes quimicos

Inicialmente o fungo Trichoderma sp FSF12 foi cultivado em placa de Petri contendo meio BDA (Batata, dextrose,
agar). Entdo, 10 (dez) frascos de Erlenmeyer (1.000 mL) contendo 200 g de arroz e 100 mL de &gua destilada, por frasco,
foram autoclavados por 45 min a 121 °C (Carvalho et al., 2016). Ap6s, pequenos cubos de meio BDA contendo micélio de
Trichoderma sp FSF12 de 7 (sete) dias de cultivo em placa de Petri, forma adicionados nos frascos de Erlenmeyer sob
condic@es estéreis. Dois frascos (contendo somente arroz) foram usados como controle. Apos 28 dias de crescimento a 25 °C a
biomassa obtida foi macerada com uma solucdo hidrometandlica 3:7 e apdés trés dias foi filtrado (esse procedimento foi
repetido trés vezes). A solucdo hidrometandlica obtida foi evaporada sob presséo reduzida produzindo um residuo amarelado
(15,6 g). Por fim, 10 gramas do extrato hidrometanoélico foi fracionado sucessivamente por cromatografia em coluna (silica)
eluida com misturas de hexano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade, para o isolamento dos compostos
1-5.

2.4 Andlise por HPLC-DAD do extrato

A andlise do extrato por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) foi realizada em um cromatégrafo da linha
Alliance 2695 (Waters) equipado com amostrador automatico (autosampler) e detector de arranjo de fotodiodos (DAD), o
qual coleta dois espectros por segundo na regido do ultravioleta e visivel, na faixa entre 210 e 600 nm. As separaces foram
realizadas em uma coluna de fase reversa Sunfire C18 (150 mm x 4,6 mm de didmetro interno, tamanho de particula 5 pm. O
volume de amostra injetado foi de 20 pL e a temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. A fase mével constituiu-se de uma
mistura de H,O e MeOH. O gradiente exploratério linear de elui¢do usado foi de H,O-MeOH 90:10 a 0:100 em 40 min com
mais 5 min mantidos na Ultima concentragdo. O gradiente foi retornado a concentracgdo inicial em 5 min e mantido por mais 15
min, para o equilibrio do sistema, antes da injecdo da proxima amostra. O fluxo do eluente foi de 0,5 mL/min. Os

cromatogramas foram obtidos em dois comprimentos de onda 248 nm e 268 nm.

3. Resultados e Discussao
3.1 Determinacao das possiveis classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato de Thichoderma sp por meio de
HPLC - DAD.

A escolha do melhor comprimento de onda para a analise das classes foi realizada através do monitoramento da faixa de
comprimento de onda de 200 a 600 nm, por meio do sistema de deteccdo por arranjo de diodos. O comprimento de onda
selecionado para as analises foi de 268 nm, o qual obteve-se boa sensibilidade para a maioria das substancias presentes no
extrato. A analise por HPLC-DAD do extrato hidrometanélico de Thichoderma sp FSF12 mostrou grande quantidade de
constituintes quimicos, sendo trés majoritatios com tempo de retencdo entre 34 e 44 minutos de acordo com o cromatograma
obtido (Figura 1). No tempo de retencéo (tr) de 43,6 minutos, observou-se as absor¢des maximas em comprimentos de onda a
224 e 274,9 nm, que é compativel para o composto aromatico tirosol (Guimaraes et al., 2009). O cromatograma apresenta
também um pico com tg de 34,1 minutos, que no UV apresentou absor¢do em Amax. 260,7 nm, sugerindo a presenca de 4cidos
graxos polinsaturados. Para o0 tgr 36,5 min foi observado no UV uma absor¢do Amax. 254,8 nm, propondo a presenca composto

com carbonila a,B-insaturada (Nielsen & Smedsgaar, 2003).
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Figura 1. Cromatograma obtido por CLAE em fase reversa; Espectros no UV dos constituintes referentes aos picos do extrato
hidrometanoélico do fungo Trichoderma sp FSF12 em gradiente exploratério em 268 nm.
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3.2 ldentificacdo das substancias isoladas
Os compostos 1-5 isolados do extrato hidrometandlico de Trichoderma sp (Figura 2) foram identificados através das
anélises de seus dados espectrométricos de RMN e EM, além de comparacgéo dos dados reportados na literatura.

Figura 2. Compostos isolados de Trichoderma sp.
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O composto 1 apresentou no espectro de RMN de 'H sinais caracteristicos de acidos graxos poliinsaturados. O sinal
mais intenso no espectro de RMN de 'H foi observado em & 1,25, caracteristicos dos hidrogénios metilénicos de cadeia
alquilica longa, e os sinais em & 5,35, referente aos hidrogénios olefinicos. Os hidrogénios metilicos sdo observados em & 0,86
e os hidrogénios dialilicos e alilicos sdo observados em & 2,78 e 2,01, respectivamente. Além disso, observam-se sinais de
hidrogénios o e g-carboxilicos em & 2,34 e 1,63, respectivamente. O padrdo espectral apresentado no RMN de tH é tipico de
substancia da classe dos éacidos graxos poliinsaturados, o que confirma a informacéo obtida pela analise de HPLC-DAD do
extrato.

A determinagdo estrutural do composto 2 foi realizada com o auxilio dos espectros de RMN *H e **C. Analisando o

espectro de RMN de 'H, observa-se dois singletos cada um integrando para um hidrogénio, com deslocamentos quimicos de &
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8,25 e & 8,16 os quais foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-2 e H-8, respectivamente. Foi observado, também, um
dubleto, em & 6,00 (J= 6,0 Hz) referente ao hidrogénio H2’; o sinal dupleto em & 4,35 (J = 4,8 Hz) foi atribuido ao hidrogénio
H-3’; um dubleto em & 4,23, podendo esse ser atribuido ao H-4’. Ainda analisando o espectro de RMN de *H, observa-se um
duplo dubleto em & 3,81 (J = 2,4 e 3,9) referente ao hidrogénio H-5" ¢ um dubleto em & 3,29 referente ao hidrogénio
carbinolico H-6’. No espectro de RMN de *C observa-se um sinal de carbono caracteristico de lactama com um deslocamento
quimico de 8 153,5 o qual foi atribuido ao carbono C-4. Foi observado, também, um sinal de carbono olefinico referentes ao C-
8 em & 141,6. Outros cinco sinais de carbonos carbinélicos, sendo quatro metinicos (8 89,3; 86,8; 74,6 e 71,6) e um metilenico
com deslocamento de & 62,5 foram observados, indicando, portanto, a presenca de uma unidade de ribose ligada a estrutura. De
acordo com essas informagdes, pode-se concluir que o composto 2 é conhecido na literatura como nucleosideo 5’-inosil ou
inosina (Silva, 2007). Evidéncias indicam que a inosina apresenta um papel modulatorio sobre a inflamagdo (Rahimian et al.,
2010). Muitos outros trabalhos, também, demonstram o efeito anti-inflamatério da inosina e seus analogos como a INO-2002,
em modelos de lesdo pulmonar aguda (Liaudet et al., 2002; Mabley et al., 2003).

Para o composto 3 a analise do espectro de RMN de 'H evidenciou dois hidrogénios caracteristicos de anel aromatico
para substituido em & 7,08 (d, 2H; 8,5 Hz) referente aos hidrogénios H-4 e H-8 e § 6,68 (d, 2H; 8,5 Hz) referente aos
hidrogénios H-5 e H-7, além de dois tripletos ambos integrando para dois hidrogénios em & 3,67 (t, 2H; 6,6 Hz) e & 2,70 (t, 2H;
6,6 Hz) de hidrogénios metilénicos H-1 e H-2, respectivamente. O sinal em & 3,67 é caracteristico de hidrogénio metilénico
ligado a hidroxila. O espectro de RMN de 3C mostrou seis sinais, sendo dois de carbonos metilénicos em & 63,8 e § 38,2. O
espectro de carbono, também, registrou a presenca de quatro sinais de carbonos arométicos em 6 (154,2; 115,4; 130,4; 130,1),
o0s quais foram atribuidos aos carbonos C-6, C-5/7, C-4/8 e C-3, respectivamente, sendo isto uma caracteristica dos sistemas
aromaticos para substituido, devido a simetria dos nucleos nesse sistema. O sinal em & 154,2 indica a presenca de uma
hidroxila liga a carbono aromatico. Portanto, pela anélise dos experimentos de RMN de 'H e *3C e comparagdo com dados da
literatura foi possivel identificar a estrutura da substancia 3 como sendo a do tirosol (Silva 2007). O tirosol demonstra amplo
espectro de seus efeitos bioldgicos nos processos fisiologicos relacionados a salde e a doenga, como antiaterogénico,
cardioprotetor, anticAncer, neuroprotetor, antidiabético, anti-obesidade (Markovic et al., 2019)

O espectro de RMN de 'H do composto 4 mostrou um tripleto em § 3,99, o qual corresponde ao H-3, bem como dois
multipletos em 6 2,36-2,27 e & 4,92 referentes aos hidrogénios H-4a, H-4 e H-5, respectivamente. Foi observado também, um
dubleto em & 2,98 com constante de acoplamento de 6.0 Hz, o qual foi atribuido ao H-6. Os sinais referentes ao anel aromatico
foram observados como multipletos na regido de & 7,33-7,19. O espectro de RMN de 3C de 4 registrou quatro sinais de
carbonos aromaticos & (135,2; 129,6; 128.9; 127,2), os quais foram atribuidos aos carbonos C-1°, C-2°/6’, C-3’/5" ¢ C-4’,
respectivamente, sendo isto uma caracteristica dos sistemas aromaticos mono-substituido. Além destes sinais, foi possivel
observar um sinal com valor de deslocamento em & 67,0, referente de carbono carbinélico (C-3), sinais em & 177,1, referentes a
carbonila do anel da lactona, também foram identificados sinais em & 41,1 atribuido ao carbono metilénicos benzilico (C-6) e
sinais em & 34,8 referente ao carbono pS-lactamico (C-4). As correlagfes observadas em HMBC entre os hidrogénios
metilénicos H-4 com o carbono carbonilico da lactona C-2 (6 177,1) e os carbonos C-3 (5 67,0), C-5 (8 78,1) e C-6 (5 41,1); os
hidrogénios benzilicos H-6 (5 2,98) com o C-4 (5 34,8); correlagbes de H-6 com os carbonos aromaticos C1” (8 135,2) e C2°/6°
(6 129,6), ajudaram a fazer as atribui¢cbes dos sinais e determinar a estrutura de 4. Comparagdo com dados presente na
literatura auxiliaram na identificacdo da substancia 4, como sendo a harzialactona A. A harzialactona A é um metabdlito com
potencial aplicacdo contra leucemia (Chen et al., 2010).

A substancia 5 foi identificada através de experimentos de RMN de 'H, 3C, HETCOR e COSY. A andlise do espectro
de RMN de *H mostrou dois tripletos acoplando entre si em & 3,69 e 2,32 com constante de acoplamento de, aproximadamente

6,6 Hz, os quais foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-5 e H-4, respectivamente. Observou-se, também, dois
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singletos: um em & 5,76 referente ao hidrogénio olefinico H-2 e o outro, em & 2,10, referente aos hidrogénios metilicos. No
espectro de RMN *C observou-se um sinal de carbono caracteristico de carboxila em & 172,1, o qual foi atribuido ao carbono
C-1. Além destes, observou-se, ainda os sinais de carbonos olefinicos C-2 em & 120,3 e C-3 em § 152,8, um sinal de carbono
carhindlico metilénico C-5 em & 60,7. Comparagdo com dados de RMN de *H e *C presentes na literatura (Xu et al., 2011)

auxiliaram na identificacdo da substancia 5 como sendo acido 2-anidromevaldnico.

3.3 Avaliacao da atividade antibacteriana do extrato hidrometandlico de Thichoderma sp FSF12

A resisténcia aos antimicrobianos sintéticos representa grande desafio no tratamento das infeccdes. O uso indiscriminado
e irregular de antibidticos faz com que as bactérias se adaptem e se multipliqguem, aumentando o problema da resisténcia aos
antimicrobianos. Esta situacdo tem impulsionado a busca de novas formas terapéuticas mais eficientes e menos agressivas ao
organismo humano. Os produtos naturais representam uma alternativa extremamente viavel, uma vez que sempre serviram de
prototipo para o descobrimento de novos farmacos, pelas propriedades encontradas em seus constituintes quimicos (Silva et al.,
2007). A analise de amostras de extratos biolégicos € um modo rapido para se identificar compostos com atividade inibitdria.
Dessa forma, o extrato do fungo Thichoderma sp FSF12 foi testado contra Bactérias Gram positivas e Gram negativas. Os
resultados das CIM para esses micro-organismos teste variaram entre 7,81 - 500 pg.mL!. Inicialmente o extrato de
Thichoderma sp foi testado contra cepas de bactérias patogénicas e de acordo com a classificacdo de Aligiannis e
colaboradores (2001) sobre os valores de CIM o extrato mostrou bons resultados. Seguindo esta classificacdo, o extrato é
inibidor potente frente a bactéria Gram positiva B. subtilis CIM = 31,25 pg.mL™?, para bactéria E. coli, FSF12 (CIM = 15,62
pg.mL* e frente a bactéria Gram negativa Pseudomonas aeruginosa apresentou CIM = 31,25 pg.mL™. Bom base nesses
resultados o extrato foi fracionado em busca dos componentes ativos do extrato. Os compostos 1 — 5 apresentam diversas

atividades bioldgicas descritas na literatura e podem ser os responsaveis pela atividade observada para o extrato.

4. Concluséo

O extrato metanolico do fungo de solo Trichoderma sp. FSF12 apresentou boa atividade antimicrobiana e seu perfil
quimico foi tragado por HPLC-DAD e mostrou a presenca de compostos de diferentes classes de metbdlitos secundarios. Em
seguida, o fungo foi cultivado em meio solido (arroz) com quantidade suficiente para o isolamento de metabdlitos secundérios
do extrato ativo através de técnicas de cromatografia, que levou ao isolamento de 5 substancias como o &cido graxo
poliinsaturado (1), 5°-inosil (2), tirosol (3), harzialactona A (4) e 2-anidromeval6nico (5) identificados por RMN e EM. Esse
trabalho mostra a importancia do estudo de fungos na busca de compostos bioativos, o que abre a oportunidade de se encontrar

compostos que possam Vir a ser novos medicamentos.
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