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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO
PARA PRODUZIR PRODUTOS METABOLICOS SECUNDARIOS DE
FUNGOS OU BACTERIAS E PRODUTO METABOLICO SECUNDARIO DE
FUNGOS OU BACTERIAS, MARCADO DE FORMA ISOTOPICA".

A presente invengdo refere-se a um método para produzir pro-
dutos metabolicos secundarios marcados de forma isotdpica, de fungos ou
bactérias, em um meio de cultura sintético liquido, bem como os produtos
metabolicos secundarios marcados de forma isotopica, de fungos ou bacté-
rias.

Atualmente, as substancias marcadas de forma isotépica sdo de
interesse crescente, particularmente na tecnologia de cromatografia liquida
com detecgdo espectrométrica de massas (LCMS), que possibilita analises
espectrométricas eficientes em altos volumes de produtos. Esta tecnologia
pode ser usada para uma ampla série de analisados potenciais, sem impor
quaisquer limitagées quanto a massa molecular, mas ainda assim com pos-
siveis problemas ocorrendo na detecgdo das substancias individuais, signifi-
cando que os espectros de desintegragdo e os picos de moléculas individu-
ais devem ser especificados correspondentemente. Para assegurar aplica-
G¢ao e metodo confiaveis da LCMS, o uso de assim denominadas substan-
cias de padrao interno tornou-se cada vez mais importante. Os padroes in-
ternos sdo substancias que mais se assemelham a caracteristica dos anali-
sados-alvos, isto &, particularmente, tendo possivelmente estruturas molecu-
lares idénticas, contudo em pesos moleculares diferentes. As moléculas do
analisado—alvo, marcadas de forma isotopica, isto €, moléculas nas quais
um ou varios atomos na molécula sao substituidos por seus isétopos e, por-
tanto, passaram a ser padroes internos ideais. Atualmente, tais substancias
sao produzidas por sinteses organicas, por exemplo, substituindo atomos de
hidrogénio ou carbono pelos is6topos mais pesados correspondentes.

Neste contexto, demonstrou-se, entretanto, em analises por
LCMS, que é desejavel que as substéncias marcadas de forma isotopica,
usadas como padrdes internos, tenham diferengcas de massas moleculares

da ordem de pelo menos 3, para permitir a separagao distinta entre elas e os
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analisados-alvo, e que, se possivel, sejam usadas substancias que compre-
endem tao poucos isctopdmeros quanto possivel.

Uma maneira para produzir metabdlitos vegetais ou microbia-
nos, marcados de forma isotopica, é por intermédio da rota biossintética das
respectivas plantas e/ou microbios. Ao fazer isto, os meios de cultura sao
suplementados com nutrientes marcados de forma radioativa e 0s compo-
nentes dos meios de cuiltura sao incorporados até uma certa porcentagem
nos ciclos anabdlicos e metabdlicos das culturas microbianas ou vegetais,
de tal modo que os isétopos sejam incorporados nos produtos metabdlicos.
Esse método envolve a desvantagem de que uma marcacéo apenas incom-
pleta é factivel por esse método e que uma mistura de diferentes isotopdme-
ros € normalmente formada, 0 que torna essas substancias marcadas de
forma isotépica, ou os metabolitos vegetais ou microbianos marcados de
forma isotdpica, dificilmente adequadas para uso como padrdes internos,
pois, com o uso dessas substéncias, ndo apenas um padrdo, mas um amplo
espectro de padroes seria aplicado, o que, por sua vez, tornaria a detecgao
seletiva de substancias-alvo em espectrometrias de LCMS impossivel ou
possivel apenas com grande dificuldade.

A presente invencéo visa a fornecer um método para produzir
produtos metabdlicos secundarios de fungos ou bactérias, marcados de for-
ma isotopica, nos quais todos ou quase todos atomos de carbono, atomos
de nitrogénio ou 4tomos de enxofre contidos no produto de parida sdo subs-
tituidos por is6topos estaveis, produzindo assim um unico produto final mar-
cado de forma isotdpica, para ser detectavel de forma facil e confiavel em
processos espectrométricos, particularmente LCMS. A invengao visa ainda a
produzir um produto metabdlico que pode ser usado de forma segura e con-
fiavel como um padrao interno em processos analiticos espectrométricos,
particularmente LCMS.

Para atingir esses objetivos, 0 método de acordo com a presen-
te invengdo é conduzido de uma maneira tal que a sintese seja conduzida
imobilizando os fungos ou bactérias sobre um veiculo inerte, e ao mesmo

tempo, adicionando um meio de cultura liguido sintético no qual substan-
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ciaimente todos os atomos de carbono. atomos de nitrogénio e/ou 4tomos de
enxofre foram substituidos por isdtopos estaveis. Ao realizar a sintese imobi-
lizando os fungos ou bactérias sobre um veiculo inerte, € a0 mesmo tempo,
adicionando um meio de cultura liquido sintético no qual substancialmente
todos os atomos de carbono, atomos de nitrogénio e/ou atomos de enxofre
foram substituidos por isdtopos estaveis, tornou-se factivel produzir um pro-
duto metabdlico dos fundos e bactérias, marcado de forma isotépica, no qual
todos os atomos, ou pelo menos 95% dos atomos, a serem obtidos a partir
do meio de cultura por crescimento, isto é, &tomos de carbono, nitrogénio ou
enxofre, foram substituidos pelos isétopos mais estaveis dos nutrientes mar-
cados de forma isotdpica, contidos no meio de cultura, de modo a permitir a
recuperagdo de um produto seletivo marcado de forma isotdpica, em vez de
uma mistura de diferentes homologos que tém nomeros variados de atomos
de is6topos, como foi descrito freqlentemente nas técnicas anteriores. As-
sim sendo, é factivel por este método de produgédo obter um produto meta-
bolico secundario marcado de forma isotépica que pode ser usado seletiva-
mente e que pode ser clara e indubitavelmente detectado em qualquer anali-
se, mesmo em estudos metabdlicos.

De acordo com outra modalidade, o método é conduzido de uma
maneira tal que os aglcares ou dalcoois de agucares, particularmente D-[U-
3Ce)-glicose, '°C-sacarose, "*C-glicerina e/ou '*C-acetato, sejam usados co-
mo fontes de carbono no meio de cultura liquido sintético; >N-aminoacidos,
-nitratos, -compostos amoniacos ou —uréia sejam usados como fontes de ni-
trogénio; ¥S- ou **S-sulfatos, -sulfetos ou —aminoécidos, sejam usados como
fontes de enxofre. Quando sao desenvolvidos produtos metabdlicos de fungos
ou bactérias, os fungos ou as bactérias, consequentemente, devido ao fato de
as fontes de carbono, nitrogénio e/ou enxofre completamente marcadas esta-
rem contidas no meio de cuitura liquido sintético, serdo forgados a incopora-
rem dentro do produto metabdlico o isétopo respectivamente marcado, de
modo a assegurar que os produtos metabolicos secundarios dos funges ou
bactérias fiquem marcados com os respectivos isdtopos, ou substituidos pelos

respectivos isétopos, em um alto grau, se ndo completamente.
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Para melhorar o rendimento de produtos metabdlicos secunda-
rios de fungos ou bactérias, marcados de forma isotopica, o método de a-
cordo com uma outra modalidade € conduzido de uma maneira tal que o
meio de cultura liquido sintético contenha adicionalmente uma misture sele-
cionada entre sais inorganicos ou acidos e bases que tém ions Na*, K',
Ca™, Mg"", Fe™, Zn™, Cu™, B™ bem como COs~, SO4", PO4 ", NO; . De-
vido ao fato de que 0s sais ou acidos e bases que tém os ions Na*, K*, Ca™,
Mg™, Fe'™", Zn*", Cu™, B™", bem como CO3", SO,°, PO,", NOsy , estdo
contidos no meio de cultura liquido sintético, assegura-se que quaisquer ions
estranhos possivelmente presentes nos fungos ou bactérias, além de carbo-
no, hidrogénio, nitrogénio e enxofre, sejam fornecidos de forma segura em
quantidades suficientes de modo a assegurar altos rendimentos além de ra-
pido crescimento.

Para melhorar ainda mais o rendimento, usa-se um veiculo natu-
ral ou sintético que tem uma grande area superficial interna, particularmente
silicato, silicato estratificado, zedlita, bentonita, argila queimada, terra diato-
macea, materiais sintéticos ou similares, na gualidade do dito veiculo inerte.
Usando um veiculo inerte que tem uma grande area superficial interna, é
factivel melhorar o rendimento no método de acordo com a invengao em pe-
lo menos 50%, diferentemente dos métodos convencionais que sao condu-
zidos sem veiculos inertes que tém grandes areas superficiais internas. Tais
aumentos no rendimento ndo apenas tornam o metedo mais econdmico,
mas também asseguram que quantidades suficientes dos produtos finais
desejados dos produtos metabdlicos secundarios marcados de forma isotd-
pica sejam produzidas de modo a permitir que 0s mesmos sejam usados de
uma maneira apropriada como padrdes internos em analises, ou mesmo em
estudos metabolicos.

De acordo com a invencao, as maiores melhoras no rendomento
serao obtidas, particularmente, pelo fato de que se usa um silicato de alumi-
nio, como por exemplo, terra diatomacea, particularmente diatomita, HM-N
isoluto ou uma zedlita, ou silicato estratificado, particularmente uma vermicu-

lita, entre o grupo de minerais de mica, na forma natural ou tratada, na quali-
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dade do dito veiculo inerte. Com essas substancias, as propriedades super-
ficiais tais como tensao superficial, porosidade, e similares, sao, particular-
mente, apropriadas para atingir taxas especialmente boas de reposi¢ao so-
bre as superficies do veiculo. De uma maneira analoga, o uso de veiculos
sintéticos inertes, que podem ser selecionados entre materiais espumados,
poliamida, silicone, polietileno, polipropileno, poli(tetrafitor etileno), poliéster,
ou similares, possibilitardo consequentemente a obtengac de grandes me-
lhoras no rendimento, com o que o uso de veiculos naturais que tém gran-
des areas superficiais, ou 0 uso de veiculos sintéticos, produziré rendimen-
tos siilarmente aumentados, em fungdo dos produtos metabdlicos a serem
produzidos.

Para conseguir um controle do método tao rapido quanto possi-
vel simultaneamente com um alto rendimento, outra modalidade da invencéao
aprimora até o grau em que a produgao é realizada em temperaturas na fai-
xa entre 3 e 45°C, particularmente entre 10 e 35°C. Neste contexto, parcial-
mente veio a ser favoravel que o0 método de produgdo nem sempre seja
conduzido em uma temperatura constante, mas que variagdes de temperatu-
ra dentro dos limites indicados também possam levar a melhores rendimen-
tos ou velocidades de reagao aceleradas ou numeros elevados de reposi-
¢ao.

Para obter um produto final tao puro quanto possivel, 0 método
de acordo com a invengao € conduzido de uma maneira tal que os produtos
metabdlicos secundarios marcados de forma isotdpica sejam recuperados a
partir do meio de cultura liquido sintético por extragdo e concentragdo, por
exemplo, por uma combinagao de etapas tais como extracdo sélido/tiquido-
liquido/liquido, centrifugacao, filtragao e evaporagao. Depois da recuperagao
dos produtos metabolitos secundarios marcados de forma isotdpica, veio a
ser vantajoso submeter esses produtos a um procedimento adicional de puri-
ficacao, onde, de acordo com a invengdo, sdo usados de preferéncia méto-
dos cromatograficos e, particularmente, cromatografia de coluna, cromato-
grafia preparatdria em camada delgada, cromatografia idnica, cromatografia

de afinidade, cromatografia de exclusao e/ou cromatografia liquida prepara-
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toria sob alta pressao, como procedimentos de purificacao Tal método de
reprocessamento e procedimento de purificagao tornara posssivel a recupe-
racdo de produtos metabdlicos secundarios marcados de forma isotopica, de
fungos e bactérias, nos quais pelo menos 95% dos atomos de carbono, ato-
mos de nitrogénio e/ou atomos de enxofre foram substituidos pelos respecti-
vOs is6topos estaveis, permitindo assim a recuperagao de produtos com dife-
rengas de massa apropriadas em relagdo aos seus analisados naturais, de
modo a serem suficientemente distinguiveis dos isdtopos pesados de ocor-
réncia natural, por exemplo, em uma cromatografia liquida com detec¢do
espectrométrica de massas (LCMS), e, assim sendo, por exemplo, permitir o
fornecimento de padrbes internos estaveis claramente identificaveis nessas
analises.

A invencao visa ainda a fornecer um produto metabdlico secun-
dario de fungos bactérias, marcado de forma isotépica, que compreende
substancialmente todos, particularmente pelo menos 95% dos atomos de
carbono, atomos de nitrogénio e/ou atomos de enxofre substituidos por is6-
topos estaveis.

De acordo com outra modalidade da inveng¢ao, tais produtos me-
tabdlicos secundarios de fungos ou bactérias, marcados de forma isotdpica,
podem ser usados como padrfes internos em quimica analitica, para estu-
dos metabdlicos em testes de alimentagao de animais, em estudos metabd-
licos para elucidar ciclos metabdlicos, rotas de degradacéo e/ou periodos de
degradacdo, bem como intercalagdes. No caso de todos propodsitos de uso
mencionados, é de essencial importancia ter obtido um padrao estavel e cla-
ramente detectavel, ou uma substancia claramente detectavel e rastreavel,
no esquema de teste ou esquema de degradacao, para ser capaz de repro-
duzir precisamente as etapas individuais do método ou do processamento.

De acordo com outra modalidade, as micotoxinas, particular-
mente tricotecenos tais como nivalenol, desoxinivalenol, 3-acetil-
desoxinivalenol, 15-acetil-desoxinivalenol, fusarenona-X, toxina T-2, toxina
HT-2, DAS, fumonisinas tais como fumonisina B1, B2 ou B3, ocratoxinas tais

como ocratoxina A, B, C ou D, zearalenonas, moniliformina ou aflatoxinas
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tais como aflatoxina B1, B2, G1 ou G2, sdo usadas como produtos metaboli-
cos em métodos analiticos ou em estudos metabdlicos, rotas de degrada-
¢do, e similares. As micotoxinas séo de interesse crescente na etiologia de
doencas animais, e é necessario produzir tecnicamente quantidades sufici-
entes dessas substancias, para possibilitar subsequentemente a condugao
dos respectivos exames toxicoldgicos veterinarios, usando substancias qui-
micas tao distintas e puras quanto possivel. Como as micotoxinas constitu-
em sérios riscos de saude para homens e animais, seu procedimento analiti-
co é um tema de interesse mundial, pois, particularmente, muitos paises ja
desenvolveram orientacéo e valores-limite para a tolerancia de tais substan-
cias. A detecgdo e quantificagdo dessas micotoxinas por intermédio do uso
de padrdes internos, que sao precisamente detectaveis, e assim sendo, pos-
sibilitam a andlise quantitativa da respectiva toxina, constituem um avango
importante na detec¢do dessas substancias nocivas.

Similarmente, também a detecgao quantitativa ou rastreamento
de toxinas e, sobretudo, e de acordo com outra modalidade da invengéo, de
endotoxinas e exotoxinas, particularmente as toxinas bacterianas de Esche-
richia coli sp., Salmonella sp., Clostridium sp., Bacillus sp. ou Staphylococ-
cus sp., & de vital interesse para a saude publica e para a detecgdo de subs-
tancias nocivas em alimentos e alimentos finos. Além disso, o uso de produ-
tos metabdlicos tais como antibidticos e, particularmente, antibidticos produ-
zidos a partir de actinomicetos, tais como tetraciclinas, estreptomicinas ou
aminoglicosideos, antibiéticos produzidos a partir de Bacillus sp., tais como
bacitracina ou polimixina, antibiéticos produzidos a partir de Penicillium, tais
como penicilina ou griseofulvina, ou cefalosporinas produzidas a partir de
Cephalosporium, é de importancia crescente, particularmente no caso de
doencas ou para a detecgdo dessas substéncias em alimentos e alimentos
finos, onde isto também vale para as substancias que tornam factivel a de-
tecgdo quantitativa de produtos metabdlicos tais como antibidticos sao de
vital interesse para o publico em geral.

De acordo com outra modalidade, substancias puras que tém

graus de marcagéo de '*C, °N, or S ou *S s&o usadas como produtos me-
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tabolicos, e assim sendo, por um lado, permitindo a clara diferenciacao entre
substancias ndo-marcadas ou produtos metabdlicos, €, por outro lado, asse-
gurando também de forma segura a diferenciagdo entre isotopos de ocor-
réncia natural, e, finaimente, produzindo uma substancia para ser rastreavel
precisamente em analises e processos de detecgao.

No texto que se segue, a invengdo sera explanada mais deta-
thadamente por meio de exemplos que ilustram a produgao de produtos me-
tabdlicos marcados de forma altamente isotdpica.

Exemplo 1
Producdo de [U-‘3C1sl-desoxinivalenoi (DON) marcado de forma altamente

isotdpica

Para produzir **C-DON completamente marcado, um fungo fu-
sarium, a saber, Fusarium grarminearum, é inoculado sobre um material vei-
culo inerte, a saber, vermiculita, e incubado em um meio de cultura sintético
que consiste em 0,5 g de K;HPQ,, 2,0 g de NaNOs, 0,7 g de MgSQ4.7H:0,
2,0 g de KCI, 15 g de D-[U-"®Cg]glicose, 1,5 g de NH4H:PO4, 15 mg de
Fe(I)SO4*7H,0 ou 20 mg de ZnSO.*7H,0 and contendo D-[U-'°Celglicose
como Unica fonte de carbono. Depois de 5 semanas a cerca de 28°C, o ma-
terial que contém toxina é extraido com acetato de etila e subseqgientemente
purificado até a qualidade-padrao (pureza >98%) por meio de extragéo, cro-
matografia e cristalizag¢éo.

Cerca de 40 mL de meio de incubagdo sao preparados por for-
mulagdo de produgdo. Depois disso, 0 material coletado contendo toxina e
processado adicionalmente. A partir de 1.000 mL de formulag&o ou lote, sao
obtidos 5 e 50 mg (7,5 a 17,5 mg] de [U-"°C45]-DON completamente marca-
do.

O produto purificado foi caracterizado pelos seguintes processos
analiticos:

'H RMN e "°C-RMN
LC-EM/EM Q Trap para determinar a parte do isétopo 3¢

Determinacdo da pureza e concentragdo contra materiais refe-

renciais, usando UV/VIS e HPLC-DAD
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Ajuste da concentracao
Controle de qualidade usando UV/VIS, HPLC-DAD, LC-EM/EM

A Trap

Esse '*Cqs-desoxinivalenol ("*Cs-DON) marcado de forma alta-
mente isotdpica pode ser usado, por exemplo, como um padrao interno. Tal
padrao interno tem um peso molecular mais pesado em extamente 15 g/mol,
seu sinal no espectro de massas (figura 1), aparecendo, assim, exatamente
15 unidades de massa atémica (u.m.a.) mais altas do que o sinal do analisa-
do. Como todas as outras propriedades quimicas e fisicas do DON marcado
com "3C sdo idénticas aquelas do analisado, tal padrdo interno apresenta
exatamente a mesma fragmentag@o que o analisado, e também a ionizagao
da substancia € idéntica, e assim sendo, também o rendimento da ionizagao.
Isto significa que as alturas dos sinais dos fragmentos ou dos ions da subs-
tancia tornam-se absolutamente comparaveis entre o padrdao interno e o
analisado, e, devido ao fato de que a concentragdo do padrédo interno é co-
nhecida em uma analise, podem ser tiradas conclusdes quanto a concentra-
¢ado de um analisado, e é por isso que esse desoxinivalenol altamente mar-
cado constitui um padrao interno perto do ideal.

A figura 1 ilustra C12-DON e C15-DON em um espectro de mas-
sas coletivo. Além dos picos moleculares de *C45-DON e ?C-DON em 295,2
e 310,2, respectivamente, a figura 1 indica também a distribuicao dos com-
postos nos quais nem todos os atomos de carbono foram marcados, e assim
sendo, ndo consistem em uma espécie de isdtopo (isotopbmeros). No caso
de desoxinivalenol de ocorréncia natural, esse & '*C4-DON, que corresponde
a distribuicao natural entre Cqo e Cys.

Exemplo 2
Producdo de **C-fumonisina marcada de forma altamente isotépica

Para aproduzir uma fumonisina completamente marcada com
3C, 1.000 mL de um meio liquido que consiste em 0,5 g de KH.PO4, 0,5 g
de KNOjg, 0,7 g de MgS0,.7H;0, 2,0 g de KCI, 17,5 g de D-[U-"3Cg]glicose,
1,5 g de NH H.PO,4, 15 mg de Fe(ll)SO4*7H,O e 20 mg de ZnSO4"7H,0,
sendo D-[U-"?Cq]glicose a Unica fonte de carbono, aplicados sobre cubos de
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espuma de 1 x 1 x 1 ¢cm, s&o inoculados com Fusarium moniliforme e incu-
bados em uma incubadora a 28°C e 70% de umidade relativa. Depois de 3
semanas, 0 material que contém a toxina é extraido com uma mistura de sol-

ventes, contendo acetonitrila:HzO 1:1, e subseglentemente purificado até a

" qualidade-padréo (pureza >98%) por meio de extracao e estapas cromatogra-

ficas, tal como cromatografia de troca iénica, cromatografia instantanea em
coluna com silica-gel, cromatografia de camada delgada e HPLC preparatoria.

Desta maneira, sdo obtidos 80-240 mg de '°C-fumonisinas por
1.000 mL de formulagao (HPLC-FLD).

Exemplo 3
Producido de [U-'°C4,]-3-acetil-desoxinivalenol marcado de forma_altamente

isotépica

Para produzir [U-'3C,47]-3-acetil-desoxinivalenol marcado de for-
ma altamente isotdpica, 1.000 mL de um meio liquido sintético, consistindo
em 0,5 g de KH,PO4, 0,5 g de KNO3, 0,7 g de MgS0O4*7H;0, 2,0 g de KCl,
17,5 g de D-[U-"Cg]glicose, 1,5 g de NH4H,PO4, 15 mg de Fe(I)SO47H,0 e
20 mg de ZnSO4*7H:0 , e contendo [U-Cg]-glicose completamente marca-
da de forma isotépica como a tnica fonte de carbono, aplicados sobre terra
diatomacea, a saber, HM-N isoluto, sdo inoculados com Fusarium graminea-
rum e incubados em uma incubadora a 28°C por 9 dias. Depois de 9 dias, o
material que contém a toxina € colhido, extraido com azedtropo de acetonitri-
la’H.O, e subseqlientemente, purificado até qualidade-padrédo (pureza
>98%) por meio de extragdo, cromatografia, cristalizagéo, Buchi-MPLC e
recristalizacdo. A partir de uma batelada, podem ser obtidos cerca de 15-50
mg de um produto final altamente puro. A verificagédo da pureza é realizada
através de analise por LC-UV, usando uma coluna capilar de C18.

Um 3-acetil-desoxinivatenol marcado de forma isotdpica, produzi-
do desta maneira, tem uma massa molecular mais pesada em 17 g/mol do
que aquela do 3-acetil-desoxinivalenol ndo-marcado ou nao intensamente ou
ndo completamente marcado. O 3-acetil-desoxinivalenol marcado de forma
incompleta tem uma massa molecular de M/z = 338, enquanto que o produto

marcado completamente de forma isotdpica tem uma massa molecular de
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355. A figura 2 ilustra o espectro de massas do '*C-3-acetil-desoxinivalenol
puro, a partir da qual pode-se observar que o produto foi marcado em 75% € a
distribuicao dos isotopos do produto é evidente. A distribuicdo do produto e
dos isotopdmeros marcados de forma incompleta neste caso depende da pu-
reza isotopica do produto de partida, '*Ce-glicose, e pode ser ainda claramen-
te deslocada na dire¢do de um produto completamente marcado quando se
usa '°Ce-glicose completamente pura. A partir da figura 2, fica, entretanto, cla-
ramente evidente que os isotopdmeros que tém menos do que 13 atomos de
3C estao virtualmente ausentes, de tal modo que o '*C-3-acetil-desoxini-
valenol também pode ser usado perfeitamente como um padrao interno.

Exemplo 4
Producio de [U-'3C,-]-15-acetil-desoxinivalenol altamente marcado de forma

isotdpica

Para produzir [U-'C+7]-15-acetil-desoxinivalenol altamente mar-
cado de forma isotdpica, um meio de cultura que consiste em 0,5 g de
KoHPQ4, 2,0 g de NaNQj, 0,7 g de MgSO,*7H,0, 2,0 g de KCI, 15 g de
D-[U-"°Cg]glicose, 1,5 g de NHsH.PO,, 15 mg de Fe(11)SO,*7H,0 e 20 mg de
ZnS04*7H.0 é inoculado com Fusarium graminearum sobre um veiculo de
filossilicato com grédos grossos e incubado a 28°C em uma incubadora. De-
pois de 9 dias, o material que contém a toxina & colhido, extraido com aceta-
to de etila, e subseqlentemente, purificado até uma qualidade-padrao (pure-
za >98%) por meio de extragdo, cromatografia e cristalizagao. Alternativa-
mente a cristalizacdo, pode ser também aplicada uma etapa adicional de
purificacao, usando HPLC preparatoria.

Cerca de 30-60 mg do produto-alvo altamente puro podem ser
obtidos partir de uma batelada de fermentacao.

Exemplo 5
Producdo de [U-'°Cys]-nivalenol ou [U-'°C,-]-fusarenona-X altamente marca-

do de forma isotopica

Para produzir [U-'3Cys]-nivalenol ou [U-'*C;]-fusarenona-X al-
tamente marcado de forma isotopica, um meio liquido que consiste em 0,5 g
de KoHPOy4, 2,0 g de NaNQO3, 0,7 g de MgS0O4*7H-0, 2,0 g de KCI, 15 g de
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D-{U-"?Celglicose, 1,5 g de NH4H,PO4, 15 mg de Fe(1NSO4*7H.0 ou 20 mg
de ZnS0O.*7H.0, sendo [U-"°Cgj-glicose a unica fonte de carbono, e filossili-
cato inerte, & inoculado com Fusarium nivale e incubado a 28°C por 5 sema-

nas. Depois disso, o material que contém a toxina é extraido com metanol e

“cloreto de metileno, e subsegiientemente, purificado até uma qualidade-

padrio (pureza >98%) por meio de extragao, cromatografia e cristalizagao.
Alternativamente a cristalizagdo, pode ser aplicada uma purificagao adicio-
nal, usando HPLC preparatoria.

Exemplo 6
Producao de [U-"*C,o]-ocratoxina A altamente marcada de forma isotopica

Para obter a substancia-alvo, o fungo Petromyces albertensis
sobre um veiculo de filossilicato inerte é fermentado com um meio liquido
sintético que consiste em 0,5 g de K.HPO,, 2,0 g de NaNOs, 0,7 g de Mg-
SO.*7H,0, 2,0 g de KCI, 15 g de D-[U-"°C¢]glicose, 1,5 g de NH4H:PO4, 15
mg de Fe(ll)S04*7H20 ou 20 mg de ZnS04*7H:0, que contém glicose com-
pletamente marcada com 8¢, como a unica fonte de carbono. Os frascos
sd0 entdo incubados em uma incubadora por 6 semanas a 28°C e 70% de
umidade do ar, e subseqlientemente, o material é extraido com tolueno. A
substancia-alvo é purificada por cromatografia de coluna e recristalizada
como nos exemplos precedentes.

Exemplo 7
Producio de [U-'C,sl-zearalenona altamente marcada de forma isotépica

Para produzir [U-'°Cyg)-zearalenona altamente marcada de for-
ma isotdpica, 1.000 mL de um meio liquido que consiste em 0,5 g de
KHoPO4, 0,5 g de KNQ3, 0,7 g de MgS0,4*7H;0, 2,0 g de KCl, 17,5 g de D-
[U-"Ce]glicose, 1,5 g de NH,H-PO4, 15 mg de Fe(l1)SO4*7H,0 e 20 mg Zn-
S04*7H.0, sendo a D-[U-"*Cg]glicose a tnica fonte de carbono, aplicado so-
bre argila porosa queimada na forma granular, a saber, Seramis ou Lecca, é
inoculado com Fusarium semitectrum e incubado em uma incubadora a 28°C
e 70% de umidade relativa. Depois de 3 semanas, 0 material que contém a
toxina é extraido com éter de petréleoc puro e uma mistura de éter de petrd-

leo/acetato de etila 4:1 e 2:1, e subsequentemente, purificado até a qualida-
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de-padrao (pureza >98%) por meio de extracdo e etapas cromatograficas.
tais como cromatografia de troca idnica, cromatografia instantanea em colu-
na com silica-gel, cromatografia de camada delgada e HPLC preparatoria.

Exemplo 8
Producdo de '°Ns-rocquefortina C altamente marcada de forma isotépica

Para produzir uma rocquefortina C completamente marcada com
o isétopo de nitrogénio °N, 1.000 mL de um meio liquido que consiste em
0,8 g de KH2PQy4, 0,7 g de MgS0Q4*7H20, 1,0 g de KCli, 17,5 g de D-Glicose,
1,0 g de *NH4'°NO3, 1,5 g de NaH;PQ,, 15 mg de Fe(ll)SO4*7H.0, 20 mg
de ZnS04*7H,0, sendo o ®NH4°NO; a unica fonte de nitrogénio, aplicado
sobre terra de diatomacea grossa, sao inoculados com Penicillium commune
e incubados em uma incubadora a 12°C e 70% de umidade do ar. Depois de
48 dias, o material que contém a toxina € extraido com um solvente organico
que consiste em cloroférmio:metanol 9.1, e subseqientemente, purificado
até uma qualidade-padriao (pureza >98%) por meio de extragdo liquido-
liquido, cromatografia instantdnea em coluna com silica-gel, e HPLC prepa-
ratéria. S&o obtidos 300 mg de "®Ns-rocquefortina C por 1.000 mL de formu-
lagao é (HPLC-FLD).
Exemplo 9
Producéo de '°N,-**S-penicilina altamente marcada de forma isotépica

Para produzir uma penicilina completamente marcada com o0 is6-
topo de nitrogénio "N e com o isétopo de enxofre **S, 1.000 mL de um meio
liquido que consiste em 1,0 g de Ko.HPQ4, 0,2 g de MgCls, 20,0 g de D-glicose,
1,0 g de "°NH4'°NQs3, 0,5 g de Na;*°S04, 1,5 g de NaHPQ,, 5 mg de Fe(11)Cly,
5 mg de ZnCl, sendo 0 "®NH,'*NO; a dnica fonte de nitrogénio, e o Na; SOy,
a unica fonte de enxofre, aplicados sobre pequenos cubos de espuma, sao
inoculados com Penicillium notatum e incubados em uma incubadora a 28°C
e 70% de umidade do ar. Depois de 30 dias, o material que contém a toxina é
extraido com acetato de etila, e subseqlientemente purificado até a qualidade-
padrao (pureza >98%) por meio de extragao liquido-liquido, cromatografia ins-
tantdnea em coluna com silica-gel, e HPLC preparatéria. Sao obtidos 500 mg
de "*No-**S-penicilina por 1.000 mL de formulagéo (HPLC-FLD).



10

15

20

25

30

REIVINDICAGOES

1. Método para produzir produtos metabdlicos secundarios de
fungos ou bactérias, marcados de forma isotépica, em um meio de cultura
liquido sintético, caracterizado pelo fato de que a sintese é conduzida
imobilizando os fungos ou bactérias sobre um veiculo inerte, e a0 mesmo
tempo, adicionando um meio de cultura liquido sintético no qual pelo menos
95% dos atomos de carbono, atomos de nitrogénio e/ou atomos de enxofre
foram substituidos por isétopos estaveis.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que sdo usados acgucares ou alcoois de agucares, particularmente
D-[U-"3Cq¢]-glicose, "*C-sacarose, "*C-glicerina e/ou *C-acetato, como fontes
de carbono no meio de cultura liquido sintético, sdo usados '°N-amino-
acidos, -nitratos, -compostos amoniacais ou -uréia como fontes de
nitrogénio, e sdo usados *S- or **S-sulfatos, -sulfetos ou —aminoacidos
como fontes de enxofre.

3. Método, de acordo com a reivindicagédo 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que o meio de cultura liquido sintético contém adicionalmente
uma mistura selecionada entre sais inorganicos ou acidos e bases que tém
jons Na*, K*, Ca™, Mg™, Fe™, zn™, Cu™, B™", bem como CO3;", SO,",
PO4-", NO3-.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, 2 ou 3,
caracterizado pelo fato de que usa-se um veiculo natural ou sintético que
tem uma grande area superficial interna, particularmente silicato, silicato
estratificado, zedlita, bentonita, argila queimada, terra diatomacea, materiais
sintéticos ou similares, na qualidade do dito veiculo inerte.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo
fato de que como veiculo inerte se usa um silicato de aluminio, como por
exemplo, uma zedlita ou um silicato estratificado, particularmente uma
vermiculita, do grupo de minerais de mica, na forma natural ou tratada.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo
fato de que como veiculo sintético inerte sdo usados os materiais

espumados, poliamida, silicone, polietileno, polipropileno, poli(tetrafltor-
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etileno), poliéster, ou similares.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
6, caracterizado pelo fato de que a produgéao é realizada em temperaturas na
faixa entre 3 e 45T, particularmente entre 10 e 35 TC.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
7, caracterizado pelo fato de que os produtos metabdlicos secundarios
marcados de forma isotépica sdo recuperados a a partir do meio de cultura
liquido sintético por extragdo e concentragdo, por exemplo, por uma
combinagdo de etapas tais como extragdo sdlido/liquido-liquido/liquido,
centrifugacéo, filtragao e evaporacgao.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo
fato de que sé&o usados métodos cromatograficos, e particularmente,
cromatografia de coluna, cromatografia preparatéria em camada delgada,
cromatografia idnica, cromatografia de afinidade, cromatografia de exclusao
e/ou cromatografia liquida preparatéria sob alta pressdo, como processos de
purificagao.

10. Produto metabdlico secundario de fungos ou bactérias,
marcado de forma isotépica, caracterizado pelo fato de que pelo menos 95%
dos atomos de carbono, atomos de nitrogénio e/ou atomos de enxofre foram
substituidos por isétopos estaveis, selecionado do grupo consistindo de
micotoxinas, tricotecenos como nivalenol, deoxinivalenol, 3-acetil-
deoxinivalenol, 15-acetil deoxinivalenol, fusarenon X, toxina T-2, toxina HT-2,
DAS, fumonisinas como fumonisina, B1, B2 ou B3, ocratoxinas como
ocratoxina A, B, C ou D, zearalenonas, moniliformina ou aflatoxinas como
aflatoxina B1, B2, G1 ou G2 ou antibiéticos como antibiéticos formados por
actinomicetos como tetraciclinas, streptomicinas ou aminoglicosideos,
antibiéticos formados por Bazillus sp.como bacitracina ou polimixina,
antibiéticos formados por penicillium como penicilina ou griseofulvina, ou
cefalosporinas formadas por cefalosporium, que é produzido por um método
como definido em qualquer uma das reivindicagées 1 a 9, para a produgao
de um padrao interno em quimica analitica, para estudos metabdlicos em

experiéncias de alimentagdo em animais, para estudos metabdlicos para
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explicar ciclos metabdlicos, rotas de degradagdo efou periodos de
degradagao, bem como intercalagdes.

11. Produto metabdlico, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizado pelo fato de que é uma susbtancia pura que tem um grau de
marcagdo com °C, °N, *S ou **S de pelo menos 95%.

12. Produto metabdlico, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizado pelo fato de que sdo usadas toxinas tais como endotoxinas e
exotoxinas, particularmente toxinas bacterianas de Escherichia coli sp.,
Salmonella sp., Clostridium sp., Bacillus sp. ou Staphylococcus sp., na

qualidade do dito produto metabdlico.
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