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Resumo

A identificagcdo de moléculas em uma mistura complexa
€ um procedimento dispendioso e de alto custo. O
objetivo do presente trabalho foi a identificacdo de
moléculas heterociclicas nitrogenadas utilizando-se
somente da ressonancia magnética nuclear (RMN-!H).
Foi realizado o cultivo de Pseudomonas aeruginosa
cepas PAO1, PW16.1 e PW16 M1 em dois meios
distintos; o sobrenadante livre de células foi extraido por
particdo liquido-liquido e as fragGes obtidas, apoés
concentradas, foram analisadas por RMN *H.

Introducao

A espectroscopia de RMN-'H é um método bastante
explorado na area da metabolémica, ndo direcionado,
rapido, baixo custo, produzindo sinais para todas as
espécies quimicas contendo prétons. Para os extratos
microbianos brutos, os espectros sdo complexos, com
muitos sinais sobrepostos. A “impressdo digital de
metabolitos”, visa destacar as semelhancas de
composicdo e explorar a variabilidade natural geral em
uma populagdo de amostras. O objetivo deste trabalho
foi a obtencdo do perfil metabdlico de espécies do
género Pseudomonas spp., por meio da técnica de RMN-
1H para a identificacdo de moléculas de baixo peso
molecular heterociclicas nitrogenadas.

Material e Métodos

Foram utilizadas trés cepas de Pseudomonas
aeruginosa: PAOl1 uma cepa padrdo e isolados
ambientais PW16.1 e PW16-M1. Para o preparo do pré-
in6culo, colbnias isoladas foram suspensas em solucao
salina ajustadas a 0,5 na escala nefelométrica de
McFarland; 30 pl da suspensédo foi inoculado em um
frasco Erlenmeyer contendo 30 ml de caldo LB e
incubado a 28 °C por 24 h, & 200 rpm. Para o cultivo
foram utilizados dois meios, o Meio 1 contendo (g/L): 20
g de glicose, 12,4 g de tryptona, 5 g de NaCl, 1,5 g de
K2HPO4.3H20, 0,04 g de MnSO4.H20, 1,67 g de
FeS04.7H:20, 1,22 g de MgCl2.6H20, pH 7; e o Meio 2
contendo: 20 g de peptona, 20 ml de glicerol, 5 g de
NaCl, 1 g de KNOs dissolvidos em 1000 ml de agua
destilada, pH 7. Uma aliquota de 1% do pré-inoculo foi
transferida para um frasco Erlenmeyer contendo 200 ml
do meio. Em sequéncia, o cultivo de células foi
centrifugado (3.500 rpm, 10 min), e o sobrenadante livre
de células foi concentrado em rotaevaporador (70 °C,
100 rpm, -600 mmHg). A extracdo dos bioativos foi

realizada conforme descrito por De Oliveira et al, (2011)™.
As amostras foram diluidas em diclorometano, filtradas e
concentradas em rotaevaporador. Apés, foram diluidas
em cloroférmio deuterado e analisadas por meio da
técnica de RMN *H.

Resultados Obtidos

A partir de analises do espectro (Figura 1), foi possivel
detectar e identificar compostos heterociclicos
aromaéticos nitrogenados baseando-se na literatura. Além
disso, comparando os espectros apresentados no Meio
de cultura 1 e o Meio de cultura 2, este Ultimo apresentou
uma maior intensidade nos picos que o primeiro. Isso se
deve ao maior rendimento dos metabdlitos no Meio 2 em
relacdo ao Meio 1, o que leva concomitantemente a
maior concentracdo dos compostos de baixo peso
molecular heterociclicas nitrogenadas no meio.
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Figura 1. Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H referente
a metabdlitos secundérios de diferentes cepas de P. aeruginosa. A-
Espectro de fenazinas obtido por Kumar et al. (2005)%; B- D-F-
Espectro dos metabdlitos no Meio 1 pelas cepas PAO1l, PW16.1 e
PW16 M1, respectivamente; C-E-G- Espectro dos metabdlitos no Meio
2 pelas cepas PAO1, PW16.1 e PW16 M1, respectivamente.

Concluséao

Com os métodos descritos neste estudo obtivemos o
perfil metabodlico das Pseudomonas aeruginosas PAOL,
PW16.1 e PW16 M1, detectando e identificando
metabolitos de classes especificas no sobrenadante de
cultivo. Tal procedimento reduz custos nos experimentos
e potencializa a produgdo destes compostos por
microrganismos produtores de moléculas do grupo das
fenazinas.
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