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RESUMO 

A utilização de biofertilizantes na agricultura apresenta muitos benefícios quando 

comparada ao uso de fertilizantes sintéticos, pois além de fornecerem alguns 

nutrientes necessários ao desenvolvimento e de fortalecerem os sistemas de defesa 

das plantas, diminuem o risco de contaminação ambiental e possuem um menor 

custo. Neste sentido, este trabalho teve o objetivo de analisar o perfil químico do 

biofertilizante comercial Vorax® que é produzido através da fermentação da bactéria 

Corynebacterium glutamicum em melaço de cana de açúcar e, assim, avaliar seu 

potencial frente à cultura de feijão (Phaseolus vulgaris). Buscou-se investigar 

metabólitos que estejam presentes no biofertilizante e que possam estar 

relacionados ao aumento na produção de culturas agrícolas, visto que a interação 

presente entre este produto e a planta ainda não estão totalmente elucidadas na 

literatura. Através do uso da técnica analítica cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas juntamente a ferramentas computacionais (Molecular 

Networking) foi realizada a identificação putativa de moléculas presentes no produto 

e que poderiam ser alusivas à bioatividade em plantas. Foram examinadas, também, 

amostras de etapas que compõem o processo produtivo do biofertilizante 

objetivando compreender a origem e a evolução dos metabólitos anotados. Na 

tentativa de simplificar esta complexa matriz, uma purificação parcial do produto foi 

realizada. Testes de aplicação foliar em plantas de feijão bem como de testes de 

germinação com sementes desta planta foram realizados visando comparar a ação 

do biofertilizante e suas frações obtidas diante a amostras tratadas apenas com 

água. Resultados obtidos sugerem que algumas frações purificadas do biofertilizante 

apresentaram respostas semelhantes e em alguns casos superiores ao produto 

completo. Entretanto, este foi capaz de aumentar substancialmente produção de 

clorofilas totais nas plantas tratadas. Avaliou-se, também, a possibilidade de ação 

antifúngica do produto através de ensaios de concentração mínima inibitória contra 

as cepas dos fungos Penicilium digitatum e Fusarium graminearum, sendo estes 

dois microrganismos responsáveis por grandes prejuízos às culturas de citros e de 

grãos, respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que o produto não 

apresenta ação antifúngica frente a estes microrganismos. Por fim, buscou-se 

avaliar a segurança no manuseio do produto por meio de testes antiproliferativos 

utilizando células de queratinócitos humanos imortalizados. Dado que o 



biofertilizante não foi capaz de inviabilizar a proliferação das células utilizadas 

conclui-se que o mesmo apresenta segurança em seu manuseio frente à cultura 

celular estudada.  

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The biofertilizers use in agriculture has many benefits when compared to synthetic 

fertilizers, because it provides some needed nutrients for plants defense systems 

development and strengthening; it reduces environmental contamination risks and 

have a lower cost. In this sense, this work aims to analyze the chemical profile of the 

Vorax® commercial biofertilizer produced through the Corynebacterium glutamicum 

fermentation in sugarcane molasses and evaluate its potential at the bean crop 

(Phaseolus vulgaris). We sought to investigate metabolites that are present in the 

biofertilizer and those who may be related to the increase in the production of crops 

with an important impact on national agriculture, since the interaction between this 

product and the plant is not yet fully elucidated in the literature. Using the ultra-high 

performance liquid chromatography tandem mass spectrometry in combination with 

computational tools (Molecular Networking), a putative identification of molecules 

present in the product was carried out. Samples of the biofertilizer's production 

process periods were analyzed in order to understand the pathway of the annotated 

metabolites. In an attempt to simplify this complex matrix, a partial purification of the 

product was carried out. Foliar application tests on bean plants as well as 

germination tests with seeds of this plant were carried out in order to compare the 

biofertilizer action and its obtained fractions against samples treated only with water. 

Obtained results suggest that some purified biofertilizer fractions showed similar 

responses and even higher than the complete product at some cases However, it 

was able to substantially increase total chlorophyll production in the treated plants. A 

possibility of the product's antifungal action was also evaluated through minimum 

inhibitory concentration tests against the Penicilium digitatum and Fusarium 

graminearum fungal strains, these two microorganisms being responsible for great 

damage to citrus and grain cultures, respectively. Results suggest that the product 

does not have any antifungal action against these microorganisms. Finally, we 

sought to assess the safety in handling the product through antiproliferative tests 

using immortalized human keratinocyte cells. Since the biofertilizer was not able to 

prevent the proliferation of the cells used, it can be concluded that it is safe to handle, 

at least considering the studied cell culture. 
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1. Introdução 

1.1 O uso de fertilizantes e a demanda na produção de alimentos 

A agricultura desempenha o papel fundamental de alimentar uma 

população global de mais de 7,5 bilhões de pessoas, além de prover fibras e ser o 

principal meio de sustento para milhões de pessoas (IPCC, 2014). Neste contexto, o 

Brasil está entre os principais produtores de alimento do mundo. Segundo dados do 

Levantamento Sistemático da Produção Agrícola do Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística, a safra nacional de cereais, leguminosas e oleaginosas totalizou 240,6 

milhões de toneladas em 2017, 29,5% superior à obtida no ano anterior (IBGE, 

2017). Em 2019, o setor agropecuário correspondeu a 21,4% do PIB (Produto 

Interno Bruto) nacional (CEPEA, 2020). Porém, a necessidade na produção de 

alimentos deve se somar aos novos desafios a serem enfrentados pelo setor como o 

crescimento da população mundial para mais de 10 bilhões de pessoas até 2050, 

impactos sofridos devido às mudanças climáticas (FAO, 2017) e a imposição de se 

adequar aos acordos multilaterais oriundos destas mudanças (GRASSI et al., 2017). 

A substantiva elevação na oferta de alimentos está diretamente 

relacionada ao consumo de fertilizantes. A utilização dos fertilizantes químicos na 

agricultura tem um papel fundamental para a crescente oferta de alimentos a fim de 

suprir a população mundial (CHAUDHARY et al., 2017). A Figura 1 apresenta dados 

do consumo mundial de fertilizantes, onde pode ser visto que o consumo médio 

deste insumo no Brasil está entre 100 a 300 kg por hectare.  
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Figura 1. Uso de fertilizante por hectare de terra cultivável em 2015. A faixa de consumo do 

Brasil encontra-se na mesma média que países como os Estados Unidos, México, 

Venezuela e Peru. Na América do Sul, Apenas a Colômbia e Chile são indicados com 

consumos em faixas superiores.  Fonte: World Bank/ Our World in Data (ROSER e 

RITCHIE, 2013). 

Estima-se que apenas os fertilizantes nitrogenados sejam responsáveis 

por cerca de 40% da produção de alimentos no mundo (EMBRAPA, 2018) e que o 

mercado de fertilizantes totais apresente uma taxa de crescimento anual composta 

de 10,1% entre o período de 2021 a 2026 (MORDOR INTELLIGENCE, 2021). 

Entretanto, apesar da importância dos fertilizantes na produção dos alimentos, seu 

uso indiscriminado está associado a uma série de problemas ambientais, tais como 

poluição atmosférica e das águas subterrâneas, eutrofização, diminuição da 

fertilidade do solo dentre outros (MAHANTY et al., 2016). Assim, o investimento em 

outras tecnologias capazes de ajudar no fornecimento de alimentos e fibras de forma 

a não incorrer em outros prejuízos ambientais torna-se cada vez mais emergente.  

1.2 Produtos naturais microbianos e a utilização dos biofertilizantes  

Há séculos os produtos naturais têm sido investigados pelo homem como 

modelos para a descoberta de compostos de grande valor agregado que vão de 

encontro à promoção significativa da qualidade de vida (SILVA, 2014). Devido ao 

seu potencial em síntese destes produtos, os microrganismos têm sido utilizados em 

análises deste âmbito, dada a sua capacidade de dispor de porções significativas de 

seus genomas à produção de metabólitos secundários. Tais metabólitos são 

compostos orgânicos que se formam ao final ou perto da fase estacionária de 
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crescimento destes microrganismos e não estão diretamente associados ao 

crescimento, desenvolvimento e reprodução dos mesmos (SINGH et al., 2017). 

Muitos destes produtos podem apresentar inúmeras atividades biológicas, como a 

antibiótica, anticancerígena, inibidores enzimáticos, nutracêuticos, polímeros, 

surfactantes etc., tornando-os matérias-primas de interesse em muitas áreas 

industriais (DEMAIN, 2014). No setor agrícola, a utilização de microrganismos e/ou 

seus metabólitos já é bastante difundida para a fabricação de bioherbicidas (USTA, 

2013), biofungicidas (CHANDLER et al., 2011), reguladores do crescimento de 

plantas (TSAVKELOVA et al., 2006) e biofertilizantes (SCHÜTZ et al., 2018). 

Com o objetivo de reduzir a dependência de fertilizantes sintéticos, os 

biofertilizantes mostram-se ecologicamente viáveis, baratos, acessíveis e podem ser 

usados como fonte suplementar de nutrientes (SUBBAIAH, 2019). A adição destes 

produtos traz benefícios, como o aumento da população de microrganismos, 

especialmente na rizosfera, além de melhorarem a condição do solo permitindo que 

este apresente condições físicas, químicas, nutricionais e biológicas favoráveis ao 

cultivo de determinadas culturas (CHAUDHARY et al., 2018). Além disso, os 

biofertilizantes são capazes de ajudar no fortalecimento das plantas contra estresses 

bióticos e abióticos (BHARDWAJ et al., 2014; MAHANTY et al., 2016; 

SENEVIRATNE et al., 2017).  

Diferentes definições do termo “biofertilizante” têm sido adotadas. Vessey 

(2003) descreve como  

uma substância que contém microrganismos vivos que, quando aplicado a 

sementes, superfícies de plantas ou solo, colonizam a rizosfera ou o interior 

da planta e promovem o crescimento, aumentando o fornecimento ou 

disponibilidade de nutrientes primários para a planta hospedeira.  

Fuentes-Ramirez e Caballero-Mellado (2005) definem como “um produto 

que contém microrganismos vivos, que exercem efeitos benéficos diretos ou 

indiretos sobre o crescimento das plantas e o rendimento da colheita por meio de 

diferentes mecanismos”. No Brasil, biofertilizante é o “produto que contém princípio 

ativo ou agente orgânico, isento de substâncias agrotóxicas, capaz de atuar, direta 

ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, elevando a sua 

produtividade” (BRASIL, 2004), não incluindo necessariamente microrganismos 

vivos em sua composição. O produto pode ser obtido mediante fermentação 



26 
 

aeróbica ou anaeróbica de matéria orgânica em meio líquido e possui características 

fertiprotetoras, podendo atuar como defensivos agrícolas (EMBRAPA, 2009). 

Apesar de ainda discreto, estima-se que o mercado de biofertilizantes 

tenha movimentado entre 1 e 1,5 bilhão de dólares em 2020 com taxa de 

crescimento anual composta prevista entre 12,9% e 14,2% (AGRIBUSINESS 

INTELLIGENCE, 2019). Dessa maneira, os investimentos em pesquisa agrícola, 

com avanços em ciências e tecnologias são fundamentais para o contínuo êxito do 

setor. A Figura 2 mostra que a América do Sul situa-se em uma região considerada 

de taxa de crescimento médio quanto ao uso e produção de biofertilizantes. 

 

Figura 2. Mercado de biofertilizantes, por região no mundo. América do Norte e Central, 

Europa e Rússia possuem alta taxa de crecimento no mercado de biofertilizantes. América 

do Sul, Oriente Médio, Ásia e Oceania situam-se na taxa de crescimento médio no que se 

refere ao consumo de biofertilizantes, enquanto que a África apresenta uma baixa taxa de 

crescimento no consumo de biofertilizantes. Fonte: Mordor Intelligence, 2021. 

Produzido pela empresa Microquímica Indústrias Químicas Ltda. 

(Campinas, São Paulo, Brasil), o biofertilizante Vorax® é um produto que apresenta 

ação bioestimulante. O processo de produção é realizado através da fermentação 

realizada pela bactéria C. glutamicum utilizando-se como meio de cultura o melaço 

de cana-de-açúcar esterilizado, sendo o microrganismo inativado ao final do 

processo. A C. glutamicum é capaz de utilizar muitos substratos como fontes de 

carbono, tais como glicose, sacarose, pentose, etanol e ácidos orgânicos, dentre 

outros (ZAHOOR et al., 2012), o que torna o melaço uma excelente opção para fonte 

de obtenção de energia. Desta maneira, o produto final é a soma dos compostos 

presentes no meio inicial e o extrato dos metabólitos produzidos por este 

microrganismo durante o processo de produção.  
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Análises laboratoriais prévias contratadas pela fabricante mostraram que 

pouco mais de 25% da composição do produto deve-se ao ácido glutâmico, sendo 

este um dos principais produtos de síntese da C. glutamicum. Outros aminoácidos 

respondem por pouco mais de 3% da composição do produto. A presença de 

açúcares diversos, tais como glicose, lactose e frutose somam perto de 18% e de 

vitaminas de classes diversas somam pouco mais de 0,1%. A Figura 3 mostra um 

gráfico feito a partir destes estudos composicionais do biofertilizante.  

 

Figura 3. O biofertilizante Vorax® e análise composicional percentual obtido em análises 

laboratoriais anteriores. Fonte: Microquímica Tradecorp, 2021. 

Visto que grande parte de sua composição não é determinada faz-se 

necessário caracterizar os metabólitos presentes no biofertilizante de modo a 

compreender melhor quais rotas metabólicas este é capaz de ativar quando aplicado 

às plantas. 

1.3 Corynebacterium glutamicum 

A C. glutamicum (Figura 4) é um microrganismo que tem destaque no 

âmbito industrial desde sua descoberta e isolamento, nos anos 1950. Sendo uma 

bactéria Gram-positiva em formato bastonete, este organismo apatogênico que não 

esporula é classificado como “geralmente considerado seguro” (GRAS - generally 

regarded as safe). Amplamente utilizada para a síntese biotecnológica de 

aminoácidos, ela tem sido aplicada em vários processos produtivos de compostos 

químicos de alto valor agregado, como combustíveis, polímeros e no avanço em 

sistemas biológicos e engenharia metabólica como um organismo chave (LEE, et al., 

2016; ZAHOOR et al., 2012; HERMANN et al., 2003; CHENG et al., 2019; 

WENDISCH et al., 2006; SASAKI et al., 2019).  
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Figura 4. Corynebacterium glutamicum colocadas em uma membrana nucleopore e 

visualizadas por microscopia eletrônica de varredura. Fonte: EGGELING e BOTT, 2005. 

Estudos anteriores verificou-se o grande potencial de aplicação dos 

extratos desta bactéria na agricultura, pois o tratamento de culturas como batata 

com os extratos obtidos a partir da fermentação da bactéria levou ao aumento de 

produtividade (RÖDER et al., 2018). Dessa forma, torna-se necessário caracterizar 

quimicamente estes extratos e entender o papel dos metabólitos primários e 

secundários no aumento desta interessante produtividade. Isso poderia contribuir de 

maneira pragmática e direta para a agricultura brasileira e, consequentemente, para 

a economia do país. 

1.4 Metabolômica e Ferramentas de Bioinformática 

Metabolômica é uma abordagem que tem como objetivo identificar e 

quantificar um conjunto de metabólitos produzidos por um organismo e, assim, 

melhorar a compreensão das redes metabólicas e a subsequente composição 

bioquímica. A metabolômica alvo (targeted metabolomics) visa à análise de um ou 

mais metabólitos pré-selecionados que estejam associados a rotas metabólicas 

específicas, enquanto que a metabolômica não alvo (untargeted metabolomics) 

baseia-se na análise de metabólitos de diversas classes químicas inseridos no 

sistema biológico em estudo (CANUTO et al., 2017). Os metabólitos são pequenas 

moléculas (peso molecular inferior a 1500 Da) que estão envolvidos no controle e 

regulação das funções celulares e podem ser precursores, intermediários ou 

produtos finais de vias metabólicas. São úteis para saber as condições em que o 
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meio se encontra, sendo utilizados para obter uma impressão digital de um estado 

fisiológico versus patológico. Podem ser utilizados, também, como biomarcadores 

para diagnósticos ou monitorar tratamentos (LAZAR et al., 2015). A metabolômica 

nos permite que, através do uso de métodos analíticos, como a espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear (RMN) ou a espectrometria de massas (MS), 

diversas variáveis, tais como impacto do tempo, estado nutricional, perturbação 

ambiental, entre outros, possam ser analisadas simultaneamente em meio a 

centenas de metabólitos, fornecendo uma visão mais holística a partir dos dados 

obtidos (DIXON et al., 2006). A cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à 

espectrometria de massas tandem (UHPLC-MS/MS) é uma importante ferramenta 

analítica utilizada no estudo metabolômico, combinando a eficiência e rapidez na 

separação dos analitos no UHPLC com o alto desempenho do MS. Somado a isso, o 

analisador de massas do tipo orbitrap fornece alta e reprodutível precisão da massa 

em combinação com a faixa de massa dinâmica suficiente e velocidade de varredura 

(NIELSEN, 2015). 

Neste contexto, as ferramentas disponíveis de bioinformática são 

essenciais para a análise adequada do grande número de dados gerados através do 

uso de instrumentos analíticos (LAZAR et al., 2015). Vários são os bancos de dados 

de espectros de massas específicos (METLIN, Human Metabolome DataBase - 

HMDB, LIPID MAPS, Massbank Of North America e outros) que fornecem 

informações para que comparações possam ser feitas a partir dos dados obtidos e 

que auxiliam na detecção de moléculas em estudo utilizando-se de métodos 

estatísticos (MELAMUD et al., 2010). Além dos anteriormente citados, outros bancos 

de dados de espectros de massas gratuitos permitem que espectros de MS/MS 

gerados possam ser inseridos em seu banco e seja realizada uma anotação de 

moléculas seguindo critérios pré-estabelecidos. O GNPS (Global Natural Products 

Social Molecular Networking) enquadra-se como uma plataforma de 

armazenamento, análise e disseminação de espectros de MS/MS (Figura 5). Nesta 

base de dados, todo conhecimento acerca de espectros brutos que é gerado pela 

comunidade contribui para ajudar na anotação molecular através da comparação 

destes com espectros de referência (bibliotecas espectrais) e outros dados 

experimentais. Além disso, o GNPS permite que sejam realizadas análises de 

derreplicação de moléculas através da consulta em bibliotecas espectrais próprias e 
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de terceiros (MassBank, ReSpect e NIST), bem como formação de redes 

moleculares (Molecular Networking, MN) (WANG et al., 2016).   

 

Figura 5. Representação das interações entre a comunidade de produtos naturais, 

bibliotecas espectrais do GNPS e seus conjuntos de dados. No momento, 221.083 

espectros de MS/MS de 18.163 compostos exclusivos são usados para pesquisas no 

GNPS. Isso inclui bibliotecas de terceiros, como MassBank, ReSpect e NIST, bem como 

bibliotecas espectrais criadas para o GNPS (GNPS-Collections) e espectros da comunidade 

NP (GNPS-Community). As bibliotecas espectrais GNPS crescem por meio das novas 

identificações de espectros MS/MS feitas por usuários. A utilidade dessas bibliotecas é 

derreplicar compostos, tanto em dados públicos quanto privados. Esse processo de 

derreplicação é executado em todos os conjuntos de dados públicos e os resultados são 

relatados automaticamente, permitindo que os usuários consultem todos os conjuntos de 

dados, organismos e condições. Fonte: Adaptado de WANG et al., 2016. 

As redes moleculares clássicas (MNC) são representações visuais dos 

espectros de fragmentação presentes na amostra. Cada nó da rede molecular 

formada corresponde a um espectro MS/MS. As linhas entre os nós os conectam de 

acordo com o grau de similaridade. A formação destas redes (famílias espectrais) 

pelo GNPS dá-se pela semelhança na fragmentação apresentada pelos analitos, o 

que é um indicativo de semelhança estrutural entre os mesmos. Esta correlação 

espectral entre os compostos pode ser realizada mesmo quando não houver a 

presença de nenhuma anotação pelo banco de dados (WANG et al., 2016).  
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Complementando a qualidade das informações fornecidas pelos dados 

obtidos das análises de MS/MS, a ferramenta Feature-based Molecular Networking 

(FBMN) permite a formação das redes moleculares incorporando informações 

adicionais como padrões de isótopos, tempo de retenção, mobilidade de íons e área 

do pico correspondente ao sinal de interesse, sendo possível visualizar a distinção 

entre isômeros que produzam MS/MS semelhantes, facilitando a anotação espectral 

e fornecendo informações quantitativas. Para tanto, ao contrário do MNC, que utiliza 

a contagem de íons precursores somados, o FBMN utiliza a área ou altura do pico 

para realizar uma estimativa mais precisa da intensidade relativa do íon. Para isso, o 

FBMN requer um pré-processamento dos dados de MS/MS utilizando softwares de 

visualização e otimização de parâmetros (por exemplo, MZmine ou MS-DIAL). Neste 

processamento podem ser ajustados a intensidade mínima dos picos obtidos em MS 

e MS/MS, os tempos de retenção e valores de m/z médios (conjunto de informações 

que definem os features), a junção dos isótopos e o alinhamento dos features 

obtidos. Estes softwares exportam os dados em formatos específicos para que, 

através da utilização da plataforma GNPS, seja possível a criação de redes 

moleculares contendo todas estas informações acerca dos metabólitos presentes 

nas amostras (NOTHIAS et al., 2020). O resultado da rede molecular é visualizado 

usando o software de bioinformática Cytoscape. A informação quantitativa acerca 

dos features é expressa através do tamanho do nó formado nas redes moleculares 

(Figura 6). Assim como no MNC, os nós são conectados por bordas quando os 

espectros de fragmentação representativos têm um número de íons de fragmento 

correspondentes e perfis MS/MS semelhantes sobre um valor de cosseno (cosine) 

limite. O FBMN fornece uma maneira conveniente de investigar totalmente cada um 

dos metabólitos, acessando seus tempos de retenção, abundância de pico 

cromatográfico, fórmulas moleculares e propriedades espectrais de MS/MS. 

Portanto, o FBMN tem sido usado recentemente em um número crescente de 

relatórios de pesquisa como um método para a investigação abrangente de produtos 

naturais (NOTHIAS et al., 2020; HOU et al., 2019). 
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Figura 6. Exemplo de redes moleculares obtidas através do Feature-based Molecular 

Networking através de análises de UHPLC-UV-HRMS/MS, em modo negativo, de diversas 

partes de plantas de batatas yacon a) Rede molecular inteira, indicando que os grupos de 

estéres de ácido cafeico representam a maior parte dos nodos formados. O tamanho dos 

nodos representa diferenças semi-quatitativas nas concentrações dos metabólitos em cada 

extrato da planta analisada, enquanto que as cores dos nodos estão relacionadas à 

presença de cada metabólito em diferentes órgãos b) Nodos amplificados de ésteres de 

ácido cafeico e suas identificações de fórmulas estruturais. Nodos circulados em amarelo 

foram isolados e caracterizados e nodos circulados em azul tiveram sua anotação por 

derreplicação. FONTE: Adaptado de PADILLA-GONZÁLEZ et al. (2020). 

Outras ferramentas disponíveis, como o Network Annotation Propagation 

(NAP), o DEREPLICATOR e o MS2LDA contribuem para a previsão de espectros de 

fragmentação in silico de estruturas conhecidas permitindo uma pesquisa em bancos 

de dados químicos para prováveis estruturas postulantes. Tal como em outras 

ferramentas, aqui a razão massa/carga (m/z) dos precursores bem como os 

espectros MS/MS servem como entrada para buscar prováveis estruturas 

correspondentes, as quais são classificadas por uma pontuação associada. O 

DEREPLICATOR é orientado à busca de peptídeos (MOHIMANI et al., 2016) 

enquanto o NAP utiliza de anotações (matches) já previamente feitas em redes 

moleculares para sugerir possíveis estruturas candidatas vizinhas a estas (SILVA et 

al., 2018). Já o MS2LDA faz a busca de subestruturas das moléculas baseando-se 
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não somente em seus íons fragmentos, mas também em perdas neutras comuns, 

contribuindo assim para anotações de subfamílias e modificações compartilhadas 

(HOOFT et al., 2016). Adicionalmente, o MolNetEnhancer (ferramenta também 

disponível na plataforma do GNPS) é capaz de agregar as informações fornecidas 

pelas ferramentas anteriores fornecendo os dados em forma de redes moleculares 

(Figura 7). Ademais, com base nos dados sintetizados, ele fornece referências das 

famílias espectrais formadas, como classes e subclasses químicas às quais 

pertencem (ERNST et al., 2019). As redes moleculares aqui formadas também 

podem ser exploradas com a utilização do Cytoscape. 

 

Figura 7. Visão esquemática global da formação das redes moleculares na ferramenta 

MolNetEnhancer. Fonte: Adaptado de ERNST et al., 2019. 
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1.5 Níveis de Anotação e Identificação 

O trabalho de caracterização dos metabólitos presentes em amostras de 

estudo é uma das metas da metabolômica. O conjunto de dados obtidos através da 

utilização de uma ou mais técnicas analíticas permite-nos fazer inferências acerca 

da composição e estrutura de metabólitos presentes no material analisado. Para 

tanto, uma distinção a dois termos torna-se necessária: anotação e identificação. A 

anotação de um metabólito é uma atribuição putativa do mesmo e é realizada 

baseando-se na correspondência de suas características físico-químicas (massa 

nominal, tempo de retenção, espectro de fragmentação etc.) com dados presentes 

em bases de dados públicas ou comerciais. A identificação é feita através da 

comparação das propriedades utilizando-se um padrão autêntico em condições 

analíticas idênticas às do metabólito em questão (GODZIEN et al., 2018). Entretanto, 

diferentes níveis de anotação dos metabólitos podem ser obtidos. A classificação 

determinada pelo Chemical Analysis Work Group (CAWG), que é parte do 

Metabolomics Standards Initiative (MSI) (SUMNER et al., 2007; FIEHN et al., 2007) é 

dividida em 5 níveis (Figura 8). Os níveis de anotação 0 e 1 são considerados como 

níveis de identificação dos compostos. O nível 0 trata do metabólito que foi 

devidamente isolado e teve toda sua estereoquímica completamente caracterizada. 

O nível 1 trata da identificação do composto mediante a comparação de suas 

propriedades físico-químicas com um padrão autêntico. O nível 2 caracteriza a 

anotação de compostos mediante a similaridade de suas propriedades físico-

químicas com dados presentes em bibliotecas espectrais públicas ou comerciais. O 

nível 3 trata de compostos os quais tiveram suas classes químicas anotadas 

mediante, também, suas propriedades físico-químicas ou similaridade espectral 

quando comparada a compostos químicos conhecidos de uma determinada classe 

química. O nível 4 trata de compostos que não foram nem identificados nem 

anotados, entretanto, baseado nas informações obtidas acerca destes, podem ser 

diferenciados e quantificados (GODZIEN et al., 2018).  
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Figura 8. Níveis de confiança na identificação de compostos para estudos de metabolômica. 

Fonte: Adaptado de GODZIEN et al., 2018. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

2. Objetivos 

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar o perfil metabólico do 

biofertilizante Vorax®, sendo o mesmo obtido a partir da fermentação da bactéria C. 

glutamicum em melaço de cana de açúcar e sais minerais, por meio da 

caracterização química durante os diferentes períodos de produção do 

biofertilizante, associando a ensaios biológicos de sub-frações do mesmo. 

2.1 Objetivos Específicos 

Dentre os objetivos específicos encontram-se: 

- Analisar os extratos gerados a partir do cultivo da bactéria C. glutamicum 

em meio de cultura composto de melaço de cana e sais minerais através de análises 

de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS). Para tanto, 

buscou-se examinar cada uma das etapas que compõem o processo produtivo do 

biofertilizante; 

- Realizar anotações de metabólitos secundários de interesse produzidos 

pela bactéria C. glutamicum; 

- Entender o papel dos metabólitos primários e secundários presentes no 

biofertilizante que possam estar relacionados ao aumento de produtividade de 

culturas agrícolas; 

- Avaliar as respostas apresentadas por plantas de Phaseolus vulgaris 

(feijão) submetidas ao tratamento com soluções do biofertilizante e frações obtidas 

do produto via análises de biomassa; 

- Investigar o efeito do biofertilizante na germinação de sementes de P. 

vulgaris mediante análises de biomassa. 
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3. Materiais e Procedimentos 

As amostras do biofertilizante Vorax®, pertencentes ao lote 125/18, e 

amostras dos períodos que compõem o processo produtivo do mesmo, pertencentes 

ao lote 150/19, foram fornecidas pela empresa Microquímica Indústrias Químicas 

Ltda.  

3.1 Investigação do perfil metabólico do biofertilizante Vorax® 

Extrações líquido-líquido com o biofertilizante Vorax® foram realizadas 

utilizando 4 solventes de diferentes polaridades: hexano, diclorometano, butanol 

(Synth, Diadema/SP) e acetato de etila (planta piloto – IQ/UNICAMP). Todas as 

extrações foram realizadas na proporção de 2/1 (v/v) (solvente/biofertilizante). Os 

materiais foram centrifugados por 3 min a 5000 rpm, os sobrenadantes separados e 

concentrados em N2 gasoso. Cada extração teve seu concentrado obtido 

ressuspenso em 1 mL metanol grau HPLC (Synth). Posteriormente, 100 µL de cada 

solução obtida foi diluída em 900 µL de metanol grau HPLC (Synth) e filtrada para 

vials utilizando membrana hidrofóbica PTFE (Analítica, São Paulo/SP) de 0,22 µm 

de diâmetro de poro para posterior análise via cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC). 

 As análises foram realizadas no Laboratório de Biomoléculas e 

Espectrometria de Massas da Universidade Estadual de Maringá (Maringá/PR) 

utilizando um cromatógrafo líquido de alta eficiência (Shimadzu, Nexera X2, Japão) 

acoplado a espectrômetro de massas com analisador quadrupolo-tempo de voo (Q-

ToF) (Impact II, Bruker Daltonics Corporation, Alemanha). Para a separação 

cromatográfica foi utilizada uma coluna C18 Acquity UPLC CSM (2,1µm; 2,1 x 100 

mm) (Waters, EUA) e a composição da fase móvel foi de água suplementada com 

1% (v/v) de ácido fórmico (A) e metanol com 0,1% (v/v) de ácido fórmico (B), à 40°C. 

A vazão de fase móvel foi de 0,2 mL.min-1. As análises foram realizadas no modo 

positivo com fonte de ionização electrospray (ESI) compreendendo a faixa m/z 50-

1400. Os quatro íons mais intensos foram selecionados para fragmentação 

automática. A energia de colisão utilizada foi de 3,5 kV. Espectros foram 

processados no software DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics Corporation, 

Alemanha). 
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3.2 Análises dos períodos de produção do biofertilizante Vorax® 

A produção do biofertlizante Vorax® é realizada no sistema de operação 

descontínua (batelada) e o procedimento é dividido em “períodos”. Estes períodos 

constituintes do processo produtivo são descritos na Figura 9. Triplicatas de 

extrações líquido-líquido de amostras referentes a cada período foram realizadas tal 

como descrito na seção 3.1, entretanto, utilizando apenas o solvente acetato de 

etila.  

 

Figura 9. Etapas que compõem o processo produtivo do biofertilizante. Maiores informações 

acerca do processo não podem ser informadas por sigilo industrial. 

Uma nova extração líquído-líquido do biofertilizante (em duplicata) com 

acetato de etila foi realizada seguindo os mesmos procedimentos descritos 

anteriormente no item 3.1. 

As análises foram realizadas na empresa Apex Science (Campinas/SP) 

utilizando equipamento HPLC (UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific, EUA) 

acoplado a um espectrômetro de massas Orbitrap de alta resolução (Q Exactive, 

Thermo Fisher Scientific, EUA) com fonte de ionização electrospray a 3,5 kV. Para a 
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separação cromatográfica foi utilizada uma coluna Thermo Scientific Accucore C18 

(2,6 µm; 100 x 2,1 mm).  A composição da fase móvel foi de água suplementada 

com 0,1% (v/v) de ácido fórmico (A) e acetonitrila (B). A corrida cromatográfica 

procedeu-se de forma gradiente, sendo, para a análise dos períodos de produção: 0-

10 min 5% B, 10-15min 5% a 98% B, 15-16,2 min 98% a 5% B e 16,2- 25 min  5% B, 

sendo mantidos à 45°C, com vazão da fase móvel de 0,2 mL.min-1 e 3 µL de volume 

total de injeção. Para a análise do biofertilizante Vorax: 0-10 min 5% B, 10-17min 5% 

a 98% B, 17-25 min 98% a 5% B, sendo mantidos a 45°C, com vazão da fase móvel 

de 0,3 mL.min-1 e 4 µL de volume total de injeção.  As análises foram realizadas em 

modo positivo compreendendo a faixa m/z 133-2000 na análise dos períodos de 

produção e m/z 100-1500 para o biofertilizante. Em ambas as análises os cinco íons 

mais intensos por ciclo foram selecionados para fragmentação automática. Os 

espectros foram processados no software Xcalibur 3.0.63 (Thermo Fisher Scientific, 

EUA). 

3.3 Extração em larga escala e obtenção de frações do biofertilizante Vorax® 

Realizou-se uma extração líquido-líquido em larga escala partindo de 20L 

do biofertilizante utilizando-se acetato de etila na proporção de 2/1 (v/v) 

(solvente/biofertilizante). O extrato obtido foi submetido a uma purificação parcial 

utilizando gel Sephadex® LH-20 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia) e metanol 

grau HPLC (Synth) como solvente eluente. Ao final do procedimento, um total de 60 

frações foi obtido.  

Com o intuito de reduzir a quantidade de frações totais do produto foi 

avaliado o perfil cromatográfico destas, utilizando um cromatógrafo líquido de alta 

eficiência (Acquity UPLC, Waters, EUA) acoplado a um detector de arranjo de 

diodos com detector de UV (PDA), para detecção de compostos que apresentassem 

absorção em comprimentos de onda  λ = 210 nm. Para a separação cromatográfica, 

utilizou-se uma coluna analítica C18 Zorbax Eclipse Phenyl-Hexyl (5 µm; 150 x 4,6 

mm). A composição da fase móvel foi de água suplementada com 0,1% de ácido 

fórmico (v/v) (A) e acetonitrila (B), vazão da fase móvel de 1,0 mL.min-1 e volume de 

injeção de 10 µL. A corrida cromatográfica procedeu-se de forma gradiente: 0-20 min 

5% B, 20-22 min 50% B, 22-25 min 5% B. Os espectros foram processados com o 

software Empower 2 (Waters, EUA). As 60 frações inicialmente obtidas foram 

agrupadas de acordo com a semelhança entre os perfis cromatográficos reduzindo, 



40 
 

assim, para um total de 6 frações. A Figura 10 ilustra os passos realizados para o 

procedimento. 

 

Figura 10. Esquema ilustrativo dos passos utilizados na extração em larga escala do 

biofertilizante para obtenção de frações do mesmo. O concentrado do biofertilizante obtido 

após a extração líquido-líquido foi submetido a uma purificação parcial. As 60 frações 

obtidas após a purificação foram analisadas em um HPLC-DAD e, finalmente, agrupadas em 

6 frações de acordo com seu perfil espectral. 

Amostras das frações obtidas foram submetidas à análise de HPLC-

MS/MS na empresa Apex Science, utilizando um UHPLC (UltiMate 3000, Thermo 

Fisher Scientific, EUA) acoplado a um espectrômetro de massas Orbitrap de alta 

resolução (Q Exactive, Thermo Fisher Scientific, EUA) com fonte de ionização 

electrospray a 3,5 kV. Para a separação cromatográfica utilizou-se uma coluna 

Thermo Scientific Accucore C18 (2,6 µm; 100 x 2,1 mm). A composição da fase 

móvel foi de água suplementada com 0,1% (v/v) de ácido fórmico (A) e acetonitrila 

(B). A corrida cromatográfica procedeu-se de forma gradiente: 0-10 min 5% B, 10-

15min 5% a 98% B, 15-16,2 min 98% a 5% B e 16,2- 20 min  5% B, sendo mantidos 

à 45°C. A vazão da fase móvel foi de 0,2 mL.min-1 e 3 µL de volume total de injeção. 

As análises foram realizadas em modo positivo compreendendo a faixa m/z 100-

1500. Os cinco íons mais intensos foram selecionados para fragmentação 

automática. Os espectros foram processados no software Xcalibur 3.0.63 (Thermo 

Fisher Scientific, EUA). 
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3.4 Utilização das Ferramentas de Bioinformática 

3.4.1 Library Search 

Os dados do biofertilizante obtidos através da análise de cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas descrito no item 3.2 foram comparados 

aos espectros MS/MS presentes no banco de dados da plataforma GNPS.  Para 

tanto, os dados em formato .raw foram convertidos para o formato .mzXML utilizando 

o software MSConvert (ProteoWizard Software Foundation, EUA). Após convertidos 

os dados foram submetidos à nuvem do banco de dados do GNPS para realização 

das pesquisas. Buscou-se por compostos já caracterizados no Molecular Library 

Search (http://gnps.ucsd.edu) com tolerância da massa do íon precursor e do íon do 

fragmento MS/MS ajustadas para 0.02 Da de modo a gerar espectros consensos. 

Compostos identificados putativamente deveriam ter um cosseno (cosine score) 

igual ou superior a 0.75 e pelo menos 4 fragmentos semelhantes. Espectros 

fornecidos foram confrontados com espectros presentes em bases de dados do 

GNPS para estabelecer os hits (anotações estabelecidas pela plataforma), sendo 

que estes também deveriam possuir um cosseno igual ou superior a 0,75 e pelo 

menos 4 fragmentos idênticos (WANG et al., 2016). Quanto mais próximo de 1 mais 

semelhantes são as moléculas obtidas nos dados brutos e aquelas fornecidas pelas 

bases de dados. Foi também realizada a verificação manual dos espectros de 

fragmentação de íons com as bibliotecas espectrais em bases de dados virtuais, tais 

como HMDB, MassBank of North America dentre outros.  

3.4.2 Feature-based Molecular Networking 

Foram construídas redes moleculares utilizando os dados obtidos após as 

análises HPLC-MS/MS dos períodos de produção do biofertilizante (https://ccms-

ucsd.github.io/GNPSDocumentation/featurebasedmolecularnetworking/). Para a 

construção das redes moleculares através do FBMN foi necessário um 

processamento dos dados no software MZmine 2.53. Após a importação dos 

arquivos em formato de arquivo .mzXML para o software, realizou-se visualização 

nos dados brutos para verificar a intensidade de variações na linha de base, tempo 

de duração do pico e número mínimo de pontos necessário para formar um pico 

cromatográfico e poder selecionar os parâmetros para as etapas de processamento 

http://gnps.ucsd.edu/
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posteriores. Na sequência, algumas funções foram utilizadas. Os nomes das 

mesmas, suas finalidades e os parâmetros utilizados são mostrados na Tabela 1.  

Tabela 1: Parâmetros utilizados no software MZmine para a construção de tabelas de 

quantificação e, posteriormente, redes moleculares através do MolNet Enhancer. 

Função Finalidade Parâmetros Utilizados 

Mass Detection 
Detecção de 

massas/sinais em MS 
e MS/MS 

MS: 1 x 105 

MS/MS: 1 x 103 

ADAP 
Chromatogram 

Builder 

Construção dos 
cromatogramas 

Group intensity threshold: 3 x 105 

Minimum group size: 5 

Minimum highest intensity: 3 x 105 

m/z tolerance: 10 ppm 

Chromatogram 
Deconvolution 

Deconvolução dos 
cromatogramas dos 
íons extraídos em 
picos individuais 

Local minimum search 
Chromatogram threshold 10% 

Search min. RT: 0.01 
Min. absolute height: 3 x 105 
Min. ratio peak top/edge: 2 

Peak duration range: 0.05 – 2.00 
m/z range for MS/MS: 0.01 
RT range for MS/MS: 0.02 

Isotopes Peak 
Grouper 

Agrupamento de 
isótopos 

m/z tolerance: 10 ppm 
RT tolerance: 0.02 

Min. charge: 2 
Representative isotope: most 

intense 

Alignment 

Alinhamento dos 
sinais/picos 

selecionados para 
ajuste de variações no 

temo de retenção 

Join aligner 
m/z tolerance: 10 ppm 

Weight for m/z: 75 
RT tolerance: 0.05 
Weight for RT: 25 

 

Como última etapa, foi realizada uma verificação manual dos dados 

gerados a fim de filtrar sinais cromatográficos sem definição ou àqueles que fossem 

detectados apenas em amostras do branco do solvente. 

Os dados processados contendo os features detectados foram 

exportados como tabela (formato de arquivo .csv) para a plataforma GNPS em para 

construção das redes moleculares via FBMN. Para a construção destas redes 

moleculares foi considerada uma tolerância de massa do íon precursor e dos íons 

fragmentos MS/MS de 0.02 Da. As conexões entre os nós foram formadas de tal 

forma que o cosseno (cosine score) apresentasse um valor superior a 0.75 e um 
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número mínimo de 4 picos em comum no espectro de fragmentação (WANG et al., 

2016; NOTHIAS et al., 2020).  

3.4.3 Network Annotation Propagation 

Para a obtenção das anotações por propagação entre as redes 

moleculares obtidas (https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/nap/) foram 

utilizados os respectivos resultados dos trabalhos (GNPS job ID) para cada uma das 

redes formadas via FBMN (períodos de produção, produto final e frações). A 

precisão da massa para a busca de candidatos foi definida para 5 ppm e o valor do 

mínimo do cosseno para sub selecionar dentro de um cluster ficou estabelecido 

como 0.65. Foram selecionadas as bases de dados de estruturas químicas GNPS, 

NPatlas (https://www.npatlas.org/), SUPNAT (http://bioinf-

applied.charite.de/supernatural_new/), CHEBI (https://www.ebi.ac.uk/chebi/), 

DRUGBANK (https://go.drugbank.com/) e FooDB (https://foodb.ca/) para a busca de 

possíveis metabólitos compatíveis com os valores de massa do íon precursor e dos 

íons fragmento. 

3.4.4 MolNetEnhancer 

Para aprimorar as informações estruturais químicas na rede molecular, as 

anotações de estrutura in silico do NAP e as informações obtidas através das 

análises via FBMN foram incorporadas à rede usando o fluxo de trabalho GNPS 

MolNetEnhancer (https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/molnetenhancer/) 

no site do GNPS. As anotações da classe química foram realizadas usando a 

ontologia química ClassyFire (ERNST et al., 2019; WANG et al., 2016; FEUNANG et 

al., 2016; SILVA et al., 2018).  

3.5 Ensaios in vivo 

3.5.1 Ensaios de germinação de sementes de Phaseolus vulgaris 

Testes de germinação com sementes de feijão (Phaseolus vulgaris L. - 

Var. Pérola) foram realizados utilizando soluções do biofertilizante Vorax® e soluções 

preparadas a partir das 6 frações obtidas conforme descrito na seção 3.3. As 

sementes foram adquiridas da empresa Sementes Fortaleza (Campinas/SP) e são 

pertencentes ao lote FP 01/20. Os graus de pureza e germinação informados pelo 
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fornecedor são iguais a 99,6% e 90%, respectivamente. Utilizou-se duas folhas de 

papel para germinação (Cienlab Equipamentos Científicos Ltda., Campinas/SP) 

como substrato e estes foram previamente cortados e autoclavados antes de serem 

colocados em placas de Petri (8,5 cm de diâmetro). Foram adicionadas 6 sementes 

e um total de 6 mL de cada uma das soluções teste em cada placa, sendo estas 

posteriormente vedadas com Parafilm M®. As placas foram mantidas em câmara de 

fotoperíodo sob sistema 12h/12h claro/escuro e sob temperatura de 27°C, por 7 

dias. Os testes foram realizados em duplicata (exceto para o controle negativo) e a 

concentração utilizada para as soluções foi igual a 300 ppm, conforme 

recomendação do fabricante. Para o controle positivo foi utilizado água Milli-Q® e 

para o controle negativo, foi utilizado uma solução de glifosato a 1% (m/m). Para 

comparação dos resultados foram avaliados dados de formação de biomassa, como 

o comprimento e a massa das raízes formadas. A Figura 11 ilustra os passos 

realizados no experimento. 

 

 

Figura 11. Esquema ilustrativo para realização dos ensaios de germinação de sementes 

utilizando as soluções do biofertilizante e das frações deste. 

3.5.2 Ensaios de aplicação foliar em plantas de Phaseolus vulgaris 

Testes de aplicação foliar foram realizados utilizando soluções do 

biofertilizante Vorax® e soluções preparadas a partir das 6 frações obtidas conforme 

descrito na seção 3.3. Os ensaios foram realizados entre 05 de janeiro e 01 de 

fevereiro de 2021 em casa de vegetação, no Instituto de Biologia da Universidade 

Estadual de Campinas, com variância de temperatura entre 21-37ºC, umidade 23-

93%, irrigação periódica controlada de 2 mm e iluminação natural. Para o 

crescimento das plantas utilizou-se vasos de 8 litros e sementes do lote descrito na 

seção 3.5.1. Foi utilizado, também, substrato para hortaliças (casca de pinus, turfa, 

vermiculita, superfosfato simples e nitrato de potássio) adquirido da empresa Vida 
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Verde (Mogi Mirim/SP). Os vasos foram irrigados com 2 litros de solução 

concentrada de 1,8% de nitrogênio, 1,8% de fósforo, 7,2% de potássio, 0,05% de 

ferro (EDTA) e 0,002% de molibdênio minutos antes da semeadura. Foram 

semeadas 4 sementes por vaso. Como descrito na Tabela 2, o ensaio foi composto 

por 8 tratamentos, sendo cada tratamento consistindo em 4 vasos, totalizando 16 

plantas por tratamento. Sete dias após a germinação foram aplicados 25 mL de cada 

solução para cada um dos 8 tratamentos, sendo aplicação única. A concentração 

utilizada para cada solução foi igual a 300 ppm. A avaliação dos resultados obtidos 

para os 8 tratamentos foi realizada 14 dias após a aplicação das soluções e esta 

deu-se pela análise da biomassa fresca e seca das raízes e da parte aérea. A 

quantidade de clorofilas totais foi avaliada utilizando-se o equipamento Clorofilog® 

(Falker – Porto Alegre/RS). Todas as análises deram-se pela comparação de cada 

tratamento com o controle positivo (apenas aplicação de água). A secagem das 

raízes e partes aéreas foi realizada em estufa, a 50 °C, por 72 h, como proposto por 

Milani et al. (2008), com adaptações.  

Tabela 2: Descrição das soluções utilizadas para cada tratamento no ensaio de aplicação 

foliar em Phaseolus vulgaris. 

Tratamento Solução Aplicada 

1 Água (controle positivo) 

2 Vorax 

3 Fração 1 

4 Fração 2 

5 Fração 3 

6 Fração 4 

7 Fração 5 

8 Fração 6 

 

3.6 Análises estatísticas  

3.6.1 Análises estatísticas multivariadas das análises de UHPLC-MS/MS dos 

períodos de produção do biofertilizante Vorax®  

Os dados brutos de LC-MS/MS, obtidos para os períodos de produção do 

biofertilizante (item 3.2), foram convertidos para formato de arquivo .mzXML 
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utilizando o software MSConvert (ProteoWizard Software Foundation) e processados 

no software MZmine, como descrito no item 3.4.2. O software gera uma matriz de 

dados onde estão descritas informações referentes a cada feature reconhecido (MS, 

tempo de retenção e área do pico correspondente), e a informação de cada feature é 

relacionada a um número de reconhecimento (ID). Com a matriz gerada, foi utilizada 

a plataforma online MetaboAnalyst 4.0 a fim de analisar as mudanças geradas no 

perfil metabólico pela análise de PCA (Principal Component Analysis) e PLS-DA 

(Partial least squares discriminant analysis). Os dados foram previamente 

normalizados pela mediana, transformados logaritmicamente e escalonados por 

Pareto. 

3.6.2 Análises estatísticas univariadas das análises in vivo com Phaseolus 

vulgaris 

As análises estatísticas univariadas relativas aos ensaios in vivo com as 

sementes e as plantas de P. vulgaris foram realizadas utilizando o Action Stat 4.0 

(EstatCamp - Software e Soluções Estatísticas - São Carlos/SP ). Testes de Shapiro-

Wilk foram usados para verificar a normalidade de distribuição dos dados, enquanto 

que o Teste de Levene foi aplicado para verificação da homogeneidade das 

variâncias. Utilizou-se os Testes T-student e Wilcoxon-Mann-Whitney, com níveis de 

significância de 95% em todos os casos, para amostras paramétricas e não 

paramétricas, respectivamente. O Microsoft Excel (Microsoft Corporation, EUA) foi 

utilizado para a construção dos gráficos de diagrama de caixa (boxplot) a fim de 

ilustrar a distribuição dos valores obtidos. 

3.7 Testes antifúngicos de soluções do biofertilizante Vorax® frente aos fungos 

Fusarium graminearum e Penicillium digitatum 

Para realizar a avaliação de uma possível capacidade de ação antifúngica 

do biofertilizante Vorax® foram preparados meios de cultura para o cultivo dos 

fungos Fusarium graminearum e Penicillium digitatum utilizando-se os meios Czapek 

e YES (yeast extract sucrose), respectivamente, conforme descrito por Kosalec et al. 

(2005). Suspensões de esporos de cada fungo na concentração de 105 esporos mL-1 

foram preparadas para serem utilizadas em testes de Concentração Mínima 

Inibitória (Minimum Inhibitory Concentration - MIC). Estes testes de inibição foram 

realizados com o biofertilizante Vorax® em concentrações próximas a de aplicação 
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(300 ppm). O procedimento foi realizado tal como descrito por Wiegand et al. (2008), 

com modificações.  

3.8 Avaliação in vitro da atividade antiproliferativa do biofertilizante Vorax® 

Com a finalidade de avaliar o potencial sobre a proliferação de células 

humanas, foi realizado o teste de atividade antiproliferativa do biofertilizante Vorax®. 

O teste foi realizado em parceria com pesquisadores do Laboratório de Fitoquímica, 

Farmacologia e Toxicologia experimental (LAFTex), da Faculdade de Ciência 

Farmacêuticas da Universidade Estadual de Campinas seguindo protocolo descrito 

por Monks (1991) e Shoemaker (2006), com adaptações. A linhagem celular HaCat 

(queratinócitos humanos imortalizados) foi cedida pela Faculdade de Odontologia de 

Piracicaba/UNICAMP. As células foram mantidas em meio RPMI 1640 (Nutricell, 

Campinas, SP) suplementado com 5% de soro fetal bovino (VitroCell, Campinas, 

SP), denominado como meio de cultivo completo. Para os experimentos, o meio de 

cultivo completo foi suplementado com 1% de uma solução de streptomycin/penicillin 

(1000 U.mL-1:1000 µg. mL-1, 1%, VitroCell). Tanto para manutenção quanto para o 

experimento, as células foram incubadas a 37°C em atmosfera úmida com 5% de 

CO2. 

Inicialmente, as células HaCat (100 µL.compartimento-1, 3 X 104 cel.mL-1) 

foram plaqueadas em 2 placas de 96 compartimentos denominadas T1 (tratadas) e 

T0 (controle de células no início do experimento, 6 compartimentos) e incubadas por 

24 horas. Após este período, as células das placas T1 foram expostas a soluções do 

biofertilizante preparadas em meio de cultivo completo (100 µL.compartimento-1, 

0,15, 1,5, 15 e 150 µL.mL-1), ao controle positivo de atividade antiproliferativa 

Doxorrubicina (Eurofarma, 100 µL.compartimento-1, 0,015, 0,15, 1,5 e 15 µL.mL-1) ou 

meio de cultivo completo (100 µL.compartimento-1). Após os tratamentos, as células 

da placa T1 foram incubadas por 48 horas enquanto as células da placa T0 foram 

fixadas com ácido tricloroacético (Sigma-Aldrich, 50%, 50 µL.compartimento-1) por 1 

hora, a 4°C, para determinação da quantidade celular inicial. Após as 48 horas de 

exposição, as células da placa T1 foram fixadas com ácido tricloro acético. Após 

secagem em temperatura ambiente, todas as células fixadas (T1 e T0) foram 

coradas com solução de sulforrodamina B 0,4% em ácido acético 1% (50 

µL.compartimento-1) por 20 minutos a temperatura ambiente. Após a lavagem do 

excesso de corante com ácido acético 1% e secagem das placas, o corante ligado 
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às proteínas celulares foi solubilizado com Trizma Base (10 μM, pH 10,5, 150 

μL.compartimento-1) e foi realizada a leitura espectrofotométrica das microplacas em 

comprimento de onda a 540 nm no espectrofotômetro VersaMax (Molecular Devices, 

EUA).  

A proliferação celular (%) foi considerando-se a diferença entre os valores 

de absorbância das células viáveis sem tratamento ao final (T1) e no início (T0) do 

período de exposição como representativas de 100% de proliferação celular.  

As curvas de proliferação celular em função da concentração da amostra 

foram construídas empregando-se o software ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation). 
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4. Resultados e Discussão 

4.1 Investigação do perfil metabólico do biofertilizante Vorax® 

Devido à complexidade da matriz do biofertilizante, buscou-se realizar 

extrações com diferentes solventes para explorar classes distintas de metabólitos 

presentes na amostra. Diferentes interações entre os solventes utilizados e o 

biofertilizante foram verificadas durante as extrações. Nesta análise exploratória do 

biofertilizante foram anotados 72 metabólitos através do Molecular Library Search da 

base de dados GNPS, compreendendo fitormônios, compostos fenólicos, ácidos 

orgânicos dentre outros. Dentre os metabólitos, 30 correspondem à extração com o 

solvente acetato de etila (41,67% do total das anotações), 23 ao diclorometano 

(31,94% das detecções totais), 20 à extração com hexano (27,78%) e 34 metabólitos 

(47,22%) utilizando-se n-butanol. A distibuição do total de metabólitos obtidos em 

cada extração é representada no diagrama de Venn da Figura 12. 

 

 

Figura 12. Diagrama de Venn mostrando a distribuição dos metabólitos identificados 

putativamente pela base de dados GNPS através da extração do biofertilizante Vorax® com 

os solventes citados, utilizando um HPLC-MS/MS, no modo positivo. 

As classes de metabólitos que foram detectadas através das extrações 

com os solventes acetato de etila e n-butanol apresentaram alguma similaridade. 

Desta maneira, para as etapas seguintes, optou-se em prosseguir com extrações 

utilizando apenas o acetato de etila devido a maior facilidade em obter extratos 

secos com este solvente e, também, devido ao menor custo médio deste solvente 

em relação ao n-butanol. 
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4.2 Anotação de metabólitos presentes no biofertilizante  

O uso de biofertilizantes é capaz de auxiliar no aumento da produção 

agrícola (CAJAMARCA et al., 2019; SCHÜTZ et al., 2018; ANSARI et al., 2014), no 

entanto, devido ao grande número de possíveis matérias-primas disponíveis para a 

elaboração destes produtos, uma análise composicional faz-se necessária a fim de 

garantir a segurança no manuseio e aplicação dos mesmos. 

As técnicas de espectrometria de massas têm sido utilizadas há mais de 

meio século com o intuito de ajudar a identificar compostos desconhecidos (KIND et 

al., 2007). Por este motivo, a técnica de UHPLC-MS/MS foi aplicada a fim de 

investigar o perfil metabólico do biofertilizante obtido através da fermentação da 

bactéria C. glutamicum em melaço de cana-de-açúcar.  

Resultados das análises composicionais dos extratos de Vorax®, obtidos 

através da extração líquido/líquido com acetato de etila, foram alcançados com o 

auxílio da base de dados Global Natural Products Social Molecular Network (GNPS) 

através da utilização do Library Search, que permite realizar a derreplicação dos 

dados brutos de MS/MS comparando com dados das bibliotecas espectrais da 

plataforma para estabelecer os hits. A comparação é baseada na similaridade do 

cosseno (cosine score) obtido, que quanto mais próximo de 1 é o resultado, mais 

similar ao espectro da biblioteca. Os principais metabólitos anotados selecionados 

estão exibidos na Tabela 3, sendo alguns brevemente discutidos de acordo com 

informações encontradas na literatura. 

De acordo com os resultados obtidos, diversos metabólitos de diferentes 

classes químicas foram anotados Dentre estes, algumas classes de compostos já 

conhecidos e reportados por apresentarem bioatividade em plantas, como 

fitormônios (CUTLER et al. 2010; HLUSKA et al., 2021; TAMOGAMI et al., 1997), 

lipídios (PROST et al., 2005), compostos fenólicos (SHARMA et al., 2019) e 

aminoácidos (AZIZ et al., 2017; FRANZONI et al., 2021). 

O íon m/z 281.2484, presente nas amostras dos extratos do biofertilizante 

no tempo de retenção 8.20 min (Figura 13a), foi anotado pela plataforma GNPS 

como sendo o ácido linoleico ([M+H]+, C18H33O2). Para a realização da anotação, os 

dados de MS/MS obtidos para o íon precursor foram comparados com as bibliotecas 

espectrais presentes na plataforma. O mirror match (Figura 13b) fornecido pela 

plataforma mostra os íons fragmentos do metabólito anotado em comparação com a 
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biblioteca e é utilizado para efetivar a anotação espectral. Nele, os dados brutos 

obtidos através das análises de UHPLC-MS/MS são mostrados na parte superior 

(em preto) e são comparados com os resultados fornecidos (em verde) pela 

plataforma GNPS. A comparação entre os espectros de MS/MS apresentou um 

cosine score de similaridade de 0.96. 

 

Figura 13. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 281.2484, com 

detecção para o metabólito ácido linoleico, no tempo de retenção 8.20 min. b) Mirror Match 

do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 281.2484, com anotação para o ácido linoleico. De acordo 

com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue anotar um determinado metabólito a 

partir dos íons fragmentos gerados por este. Os valores de MS/MS do metabólito, marcados 

em preto, podem ser comparados com o seu respctivo hit proposto pela plataforma, em 

verde. c) Fórmula estrutural e molecular do ácido linoleico. 

De maneira geral, sabe-se que os lipídios têm função estrutural e de 

armazenamento de carbono em sistemas vegetais (NELSON e COX, 2011). Em 

específico, os oxilipídios são uma diversa classe de ácidos graxos oxigenados 

(GÖBEL et al., 2009) que estão envolvidos em respostas antimicrobianas (PROST et 

al., 2005) e de defesa contra condições de estresses bióticos e abióticos 

(BÄRENSTRAUCH et al., 2020; MAYNARD et al., 2018). A síntese destes 

compostos, em plantas, deve-se a oxidação de ácidos graxos poli-insaturados como, 

por exemplo, o ácido linoleico e o ácido linolênico.  
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O íon m/z 279.2327, presente no tempo de retenção 8.04 min (Figura 

14a), foi anotado como sendo o ácido linolênico ([M+H]+, C18H30O2). O mirror match 

obtido para o referido íon, com cosine score de similaridade igual a 0,76, é mostrado 

na Figura 14b.  

 

Figura 14. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 279.2327, com 

detecção para o metabólito ácido linolênico, no tempo de retenção 8.04 min. b) Mirror Match 

do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 281.2484, com anotação para o ácido linoleico. De acordo 

com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue anotar um determinado metabólito a 

partir dos íons fragmentos gerados por este. Os valores de MS/MS do metabólito, marcados 

em preto, podem ser comparados com o seu respctivo hit proposto pela plataforma, em 

verde. c) Fórmula estrutural e molecular do ácido linolênico. 

Como supracitado, os ácidos graxos poli-insaturados linoleico e linolênico 

são precursores de oxilipídios e, também, são precursores do ácido jasmônico, uma 

importante molécula sinalizadora nas respostas das plantas a resistência a insetos e 

patógenos (CREELMAN e MULLET, 1997). 

A anotação sugerida para o composto de m/z 247.1330 ([M+H-H2O]+, 

C15H19O3), no tempo de retenção 4.13 min, proposto pela base de dados foi o ácido 

abscísico (Figura 15a). Para a anotação realizada foram utilizados os íons 

fragmentos do íon m/z 247.1329 pela plataforma GNPS conforme visto no mirror 

match (cosine score de similaridade de 0.88) na Figura 15b.  



53 
 

 

Figura 15. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H-H2O]+ m/z 247.1329, com 

detecção para o metabólito ácido abscísico, no tempo de retenção 4.13 min. b) Mirror Match 

do GNPS para o íon [M+H-H2O]+ m/z 247.1329, com anotação para o ácido abscísico. De 

acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue anotar um determinado 

metabólito a partir dos íons fragmentos gerados por este. Os valores de MS/MS do 

metabólito, marcados em preto, podem ser comparados com o seu respctivo hit proposto 

pela plataforma, em verde. c) Fórmula estrutural e molecular do ácido abscísico. 

Porcel et al. (2014) descreve em seu trabalho que, assim como outros 

fitormônios, o ácido abscísico é um sequiterpenóide natural e está envolvido em 

processos fisiológicos das plantas, tais como sinalizador a estresses abióticos, como 

a falta de água, além de estarem envolvidos na regulação do crescimento e 

desenvolvimento. Foi visto, também, que este composto pode inibir o alongamento 

das raízes apresentando, assim, uma correlação negativa entre crescimento e o 

conteúdo endógeno das plantas. No entanto, plantas deficientes em ABA são 

geralmente menores do que as selvagens. Bano et al. (2012) propuseram a 

aplicação exógena de ABA para melhorar a tolerância ao estresse. 

Tratando-se de fitormônio, uma anotação obtida para o íon m/z 204.1244, 

presente no tempo de retenção 2.63 min (Figura 16a), foi para a citocinina N6-(Δ2-

isopentenil)-adenina ([M+H]+, C10H14N5). O cosine score de similaridade para o 

mirror match obtido para este metabólito (Figura 16b) foi de 0.97. 
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Figura 16. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 204.1244, com 

detecção para o metabólito N6-(Δ2-isopentenil)-adenina, no tempo de retenção 2.63 min. b) 

Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 204.1244, com anotação para a N6-(Δ2-

isopentenil)-adenina. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue 

anotar um determinado metabólito a partir dos íons fragmentos gerados por este. Os valores 

de MS/MS do metabólito, marcados em preto, podem ser comparados com o seu respctivo 

hit proposto pela plataforma, em verde. c) Fórmula estrutural e molecular da N6-(Δ2-

isopentenil)-adenina. 

As citocininas naturais são fitormônios derivados de adenina e que 

possuem uma cadeia lateral aromática ou então um isoprenóide, como é o caso da 

N6-(Δ2-isopentenil)-adenina. Estes fitormônios estão envolvidos em uma série de 

processos fundamentais às plantas associados à produtividade, como estresses 

bióticos e abióticos (CORTLEVEN et al., 2019), formação de calos (LALOUE et al., 

1977), desenvolvimento de raízes e brotos (WERNER et al., 2003) e na indução de 

resistência à patógenos (AKHTAR et al., 2020; NASEEM et al., 2014). Outras 

características importantes da ação das citocininas são o retardamento da 

senescência das folhas (HÖNIG et al., 2018; GUO et al., 2014) e seu papel na 

biossíntese de clorofila (MÜLLER et al., 2021; CORTLEVEN et al., 2014). Além 

disso, um estudo de Hlophe et al. (2021) mostrou que plantas Brachystelma 

pulchellum e B. pygmaeum tiveram seus teores de compostos fenólicos aumentados 

após cultivo in vitro na presença de 3 citocininas, sendo que a N6-(Δ2-isopentenil)-

adenina apresentou os maiores níveis de elevação daqueles compostos.  

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Cortleven%2C+Anne
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Para o íon m/z 204.1244, a fragmentação observada e utilizada para 

estabelecer o hit com a citocinina N6-(Δ2-isopentenil)-adenina pode ser observada 

pelo mirror match, mostrado na Figura 17b. A confirmação da presença deste 

composto no biofertilizante Vorax® foi realizada comparando o perfil de 

fragmentação obtido nas análises do biofertilizante com a análise utilizando o padrão 

comercial (Sigma-Aldrich), fornecido pela empresa Microquímica Indústrias Químicas 

Ltda. Observa-se nas análises o mesmo tempo de retenção em 2.63 min., como 

mostrado na Figura 17c e, com base nesta comparação pode-se anotar a citocinina 

com nível de anotação 1, ou seja, quando há a comparação com o padrão autêntico. 
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Figura 17. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 204.1244, com 

anotação para o metabólito N6-(Δ2-isopentenil)-adenina, no tempo de retenção 2.63 min, 

para o extrato do biofertilizante. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 204.1244, 

com anotação para a N6-(Δ2-isopentenil)-adenina. De acordo com critérios pré-

estabelecidos, a plataforma consegue anotar um determinado metabólito a partir dos íons 

fragmentos gerados por este. Os valores de MS/MS do metabólito, marcados em preto, 

podem ser comparados com o seu respctivo hit proposto pela plataforma, em verde. c) 

Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 204.1244 do padrão de N6-(Δ2-

isopentenil)-adenina (Sigma-Aldrich), no tempo de retenção 2.62 min. d) Fragmentação 

MS/MS obtida para o padrão da citocinina N6-(Δ2-isopentenil)-adenina, obtida no tempo de 

retenção 2.62 min. Observa-se a compatibilidade entre as fragmentações obtidas para a 

detecção obtida pela plataforma GNPS para o pico base m/z 136.0621 e para os picos 

obtidos de menor intensidade m/z 148.0616 e m/z 69.0704. 

A anotação feita pela plataforma GNPS para o íon m/z 148.0606, no 

tempo de retenção 0.75 min (Figura 18a), foi o aminoácido ácido glutâmico ([M+H]+,  

C5H10NO4). Como mencionado na seção 1.2, sabe-se que este aminoácido 

encontra-se presente na composição geral do biofertilizante e, assim, sua detecção 

já era esperada. A comparação dos íons fragmentos obtidos para os dados brutos 

foi realizada com resultados presentes nas bibliotecas espectrais do GNPS e o 
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resultado é mostrado na Figura 18b, onde é apresentado o mirror match (cosine 

score de similaridade de 0.80) fornecido pela plataforma. 

 

Figura 18. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 148.0606, com 

detecção para o metabólito ácido glutâmico, em 0.75 min. b) Mirror Match do GNPS para o 

íon [M+H]+ m/z 148.0606. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue 

anotar um determinado metabólito a partir dos íons fragmentos gerados por este. Os valores 

de MS/MS do metabólito, marcados em preto, podem ser comparados com o seu respctivo 

hit proposto pela plataforma, em verde. c) Fórmula estrutural e molecular do ácido 

glutâmico. 

Aminoácidos são compostos nitrogenados que constituem as unidades 

fundamentais para a síntese de proteínas. O ácido glutâmico é precursor de muitos 

compostos orgânicos (BROSNAN et al., 2012), sendo um precursor da síntese de 

clorofila nas plantas (TAIZ et al., 2017). Qiu et al. (2020) traz uma ampla discussão 

em seu artigo de revisão acerca de outras importantes funções desempenhadas por 

este aminoácido. Lee et al. (2021) descreve em seu trabalho os efeitos benéficos no 

aumento da eficiência fotossintética e atividade antioxidativa em plantas de tomate 

submetidas a aplicações exógenas de ácido glutâmico. Similarmente, El-Rheem et 

al. (2021), Mazher et al. (2011) descrevem ganhos em biomassa advindos da 

aplicação foliar de soluções utilizando o composto. Ampofo e Ngadi (2021) 

apresentam resultados de aumentos em compostos fenólicos em plantas de feijão 
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submetidas a aplicações de ácido glutâmico correlacionando com redução no 

estresse oxidativo das plantas. 

Foram anotados três compostos fenólicos nos tempos de retenção 2.58, 

3.07 e 2.37 min. (Figuras 19a, 20a e 21a) para os íons m/z 199.0608, m/z 165.0547 

e m/z 161.0598 sendo, respectivamente, o ácido siríngico ([M+H]+,  C9H11O5), o 

ácido p-cumárico ([M+H]+,  C9H9O3) e a 6-metil cumarina ([M+H]+,  C10H9O2). As 

informações contendo os íons fragmentos obtidos das análises MS/MS dos 

compostos fenólicos mencionados e que foram utilizados para comparação com 

dados presentes nas bibliotecas espectrais da plataforma GNPS são exibidos nos 

mirrors matches (Figuras 19b, 20b e 21b). Os respectivos cosine score de 

similaridade para os metabólitos são 0.97, 0.88 e 0.71. 

 

 

Figura 19. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 199.0608, com 

detecção para o metabólito ácido siríngico, em 2.58 min. b) Mirror Match do GNPS para o 

íon [M+H]+ m/z 199.0608. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue 

anotar um determinado metabólito a partir dos íons fragmentos gerados por este. Os valores 

de MS/MS do metabólito, marcados em preto, podem ser comparados com o seu respctivo 

hit proposto pela plataforma, em verde. c) Fórmula estrutural e molecular do ácido siríngico. 
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Figura 20. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 165.0547, com 

detecção para o metabólito ácido p-cumárico, em 3.07 min. b) Mirror Match do GNPS para o 

íon [M+H]+ m/z 165.0547. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue 

anotar um determinado metabólito a partir dos íons fragmentos gerados por este. Os valores 

de MS/MS do metabólito, marcados em preto, podem ser comparados com o seu respctivo 

hit proposto pela plataforma, em verde. c) Fórmula estrutural e molecular do ácido p-

cumárico. 
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Figura 21. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 161.0598, com 

detecção para o metabólito 6-metil cumarina, em 2.37 min. b) Mirror Match do GNPS para o 

íon [M+H]+ m/z 161.0598. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue 

anotar um determinado metabólito a partir dos íons fragmentos gerados por este. Os valores 

de MS/MS do metabólito, marcados em preto, podem ser comparados com o seu respctivo 

hit proposto pela plataforma, em verde. c) Fórmula estrutural e molecular da 6-metil 

cumarina. 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários de plantas e são 

divididos em hidroxibenzóicos, no qual pertence o primeiro composto, e em 

hidroxicinâmicos, no qual os dois últimos fazem parte. Os compostos fenólicos de 

plantas são sintetizados na rota do chiquimato, sendo precursores dos 

fenilpropanóides e desempenham importantes papéis nas plantas sendo associados 

às funções de regulação de crescimento e defesa (SHAHIDI e YEO, 2018; NKOMO 

et al., 2019; BAYOUMI et al., 2008; CHEYNIER et al., 2013). Além disso, eles 

apresentam ações no organismo humano, como atividade anti-oxidativa e 

antimicrobiana (NATELLA et al., 1999; SHAHIDI e YEO, 2018; ANGELINI et al., 

2021).   

Demais metabólitos anotados e listados na Tabela 3 têm seus dados de 

cromatogramas de íons extraídos, tempos de retenção, mirror match e níveis de 

anotação apresentados na seção 7 A (Apêndice). Dentre eles encontram-se 

metabólitos descritos na literatura, como o loliolide (GRABARCZYK et al., 2015; 

MURATA et al., 2019), 2’-deoxiadenosina (YUAN et al., 2013), jasmonoil-leucina 
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(WASTERNACK, 2007; TAMOGAMI et al., 1997), linoleoil etanolamida 

(KEEREETAWEEP et al., 2015), piridoxina (CZÉGÉNY et al., 2019; SOLTANI et al., 

2012), N-(2-feniletil)acetamida (REHMAN et al., 2018), N-(1-hidróxi-3-fenilpropan-2-

il)benzamida (HUSSAIN et al., 2016), swertisina (CHRZĄSZCZ et al.,2021). Além 

disso, foram anotados 3 metabólitos glicosilados isolados de fontes vegetais: 2-

ciclohexen-1-ona-4-[(1)-3-(β-D-glicopiranosiloxi)-1-buten-1-il]-4-hidroxi-3,5,5-trimetil 

(MORCOL et al., 2020),                    2-(hidroximetil)-6-[5-[3-(hidroximetil)-5-(3-

hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-diidro-1-benzofuran-2il]-2-metoxifenoxi]oxano-3,4,5-triol 

(KHAN et al., 2020) e (2,3,4,5,6)-2-[4-[(3,3a,6,6a)-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-

1,3,3a,4,6,6a-hexahidrofuro[3,4-c]furan-6-il]-2,6- dimetoxifenoxi]-6-

(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol (SU et al., 2021). 

 

 

https://sciprofiles.com/profile/author/b01JWDhlMjVpR1J6OUs1a09UTlZCeU96WkExR2tobDNHaWxiZ1BmajhqcDE0cWFXTjF2a1Y4S3lDOEhiOTViMQ==
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Tabela 3: Metabólitos putativamente identificados no biofertilizante Vorax®. 

 
 

Metabólito 
Fórmula 

Molecular 
(experimental) 

Fórmula 
Molecular 
(Teórico) 

Aduto 
m/z 

experimental 
m/z teórico 

Erro 
(ppm) 

Nível de 
Anotação 

1 Ácido linoleico C18H33O2 C18H32O2 [M+H]+ 281.2484 281.2475 3.18 2 

2 
Ácido 13-ceto-9,11-
octadecadienóico 

C18H31O3 C18H30O3 [M+H]+ 295.2269 295.2268 0.44 2 

3 Ácido linolênico C18H31O2 C18H30O2 [M+H]+ 279.2327 279.2319 3.02  
4 Ácido abscísico C15H19O3 C15H20O4 [M-H2O+H]+ 247.1329 247.1329 0.12 2 
5 N6-(Δ2-isopentenil)-adenina C10H14N5 C10H13N5 [M+H]+ 204.1245 204.1244 0.63 1 
6 Jasmonoil-leucina C18H30NO4 C18H29NO4 [M+H]+ 324.2170 324.2169 0.20 2 
7 Ácido p-cumárico C9H9O3 C9H8O3 [M+H]+ 165.0547 165.0546 0.48 2 
8 Ácido siríngico C9H11O5 C9H10O5 [M+H]+ 199.0608 199.0601 3.52 2 
9 6-metil cumarina C10H9O2 C10H8O2 [M+H]+ 161.0598 161.0597 0.58 2 

10 
Ácido glutâmico 

 
C5H10NO4 C5H9NO4 [M+H]+ 148.0606 148.0604 1.12 2 

11 N-(2-feniletil)acetamida C10H14NO C10H13NO [M+H]+ 164.1071 164.1070 0.67 2 
12 2’-Deoxiadenosina C10H14N5O3 C10H13N5O3 [M+H]+ 252.1090 252.1091 -0.46 2 

13 
Linoleiol etanolamida 

 
C20H38NO2 C20H37NO2 [M+H]+ 324.2898 324.2897 0.29 2 

14 
N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-

il)benzamida 
C16H18NO2 C16H17NO2 [M+H]+ 256.1333 256.1332 0.37 2 

15 
Piridoxina 

 
C8H12NO3 C8H11NO3 [M+H]+ 170.0817 170.0812 3.12 2 

16 Loliolide C11H17O3 C11H16O3 [M+H]+ 197.1180 197.1172 3.95 2 
17 Swertisina C22H23O10 C22H22O10 [M+H]+ 447.1285 447.1286 -0.16 2 

18 

2-Ciclohexen-1-ona, 4-[(1)-3-
(β-D-glicopiranosiloxi)-1-

buten-1-il]-4-hidroxi-3,5,5-
trimetil 

C19H31O8 C19H30O8 [M+H]+ 387.2015 387.2013 0.40 2 

19 

2-(hidroximetil)-6-[5-[3-
(hidroximetil)-5-(3-

hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-
diidro-1-benzofuran-2-il]-2-

metoxifenoxi]oxano-3,4,5-triol 

C26H38O11N C26H34O11 [M+NH4]
+ 540.2441 540.2439 0.30 2 
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20 

(2,3,4,5,6)-2-[4-[(3,3a,6,6a)-
3-(4-hidroxi-3,5-

dimetoxifenil)-1,3,3a,4,6,6a-
hexahidrofuro[3,4-c]furan-6-

il]-2,6-dimetoxifenoxi]-6-
(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol 

C28H40O13N C28H36O13 [M+NH4]
+ 598.2493 598.2494 -0.19 2 



64 
 

4.3 Análises multivariadas dos períodos de produção do biofertilizante Vorax®  

O processo de produção do biofertilizante Vorax® é realizado no sistema 

de batelada e é dividido 8 em períodos, como descrito na seção 3.2. A fermentação 

realizada pela C. glutamicum ocorre através da utilização do melaço de cana de 

açúcar como meio de cultivo. Neste sentido, seria esperado encontrar em sua 

composição, além de metabólitos produzidos pela bactéria, àqueles oriundos de 

uma matriz vegetal. 

Análises estatísticas multivariadas (PCA e PLS-DA) dos dados de 

UHPLC-MS/MS dos extratos dos períodos de produção do biofertilizante (seção 3.2) 

foram realizadas e podem ser vistas na Figura 22.  

 

Figura 22. Gráficos de scores 2D referentes ao a) PCA e b) PLS-DA para os dados obtidos 

através das análises de UHPLC-MS/MS dos períodos de produção do biofertilizante Vorax®. 

O PCA (Principal Component Analysis) é um método de redução de 

dados onde estes são projetados em um novo sistema de coordenadas fazendo com 

que a maior parte da variação dos dados resida nos primeiros componentes 

principais, os PCs. Em outras palavras, o PCA é mais comumente usado para 

identificar como uma amostra é diferente de outra, quais variáveis mais contribuem e 

se essas variáveis contribuem da mesma maneira independentes entre si (XIA e 

WISHART, 2016). O gráfico de scores na Figura 22a apresenta os dados originais 



65 
 

representados nas novas coordenadas e os loadings representam os pesos 

referentes aos dados originais durante o processo de projeção. A primeira 

coordenada (PC1) explica 55,2% da variância, enquanto que a segunda coordenada 

(PC2) explica 10,4%. Como esperado, nota-se uma clara tendência de separação 

entre os grupos “Melaço” e “Base”, presentes no quadrante negativo de PC1, dos 

demais grupos, presentes no quadrante positivo de PC1. Isto se deve ao fato de que 

nestes períodos a bactéria ainda não está presente, sendo esta inoculada no 

período “0”. Portanto, é sugerido que a bactéria atua de maneira significativa para 

mudar o perfil do produto final. 

O PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis) é uma análise 

supervisionada que usa técnicas de regressão multivariada a fim de extrair, por meio 

de combinação linear de variáveis originais (X), as informações que podem prever a 

associação de classe (Y). Em outras palavras, o componente principal preserva o 

máximo de covariância possível entre o dado original e a informação fornecida ao 

sistema, presente na matriz Y, de forma a obter o máximo de separação entre os 

grupos. Assim, o PLS-DA representa uma representação ortogonal do PCA (RUIZ-

PEREZ et al., 2020). Para validar o modelo, o teste de permutação foi realizado, por 

meio da técnica Leave-one-out, obtendo um p-valor de 0.01, com uma análise 

aleatória utilizando 100 como número de permutação. Além disso, a validação 

cruzada foi realizada com os dados a fim de verificar a precisão, capacidade de 

ajuste (R2) e de predição do modelo (Q2), respectivamente relacionados à 0.25, 0.99 

e 0.95. Esses valores corroboram com a validação do modelo de PLS-DA. O gráfico 

de scores da Figura 24b mostra que a separação entre os grupos foi maior do que o 

observado para o PCA, sendo este resultado esperado, uma vez que o PLS-DA 

correlaciona a variância do espaço multidimensional (representado pela matriz X) 

com uma determinada informação fornecida ao sistema (presente na matriz Y). 

As análises realizadas de PCA e PLS-DA forneceram, respectivamente, o 

loadings plot e o VIP (Variable Importance in Projection) (Figura 23). Ambas as 

projeções dizem respeito a quais dos features mais contribuem para a efetiva 

separação dos grupos, observados nas Figuras 23a e 23b. 
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Figura 23. a) Loadings Plot onde cada um dos pontos roxos representa um feature e b) VIP 

scores obtido ds análise PLS-DA mostrando os ID’s dos features significativos., ou seja, 

aqueles que mais contribuem para a separação entre os grupos analisados. 

Os dados da Figura 23 auxiliaram na anotação de metabólitos, pois de 

acordo com cada feature diferencial foi possível ver como as classes de compostos 

químicos que foram anotadas estavam se modificando de acordo com cada período 

de produção do produto. Dentre os 15 features apresentados pelo PLS-DA na tabela 

de VIP scores, 7 foram anotados a nível 3 e 8 a nível 4 e os mesmos podem ser 

vistos na seção 7 B (Apêndice). 

4.3.1 Redes moleculares dos períodos de produção do biofertilizante e 

anotações obtidas 

A utilização da ferramenta de bioinformática Feature-based Molecular 

Networking auxiliou na quantificação relativa dos metabólitos presentes em cada um 

dos períodos de produção do biofertilizante. Esta quantificação é baseada na área 

do pico referente ao feature, seja este anotado ou contendo apenas a informação 

m/z do íon. Os nodos formados nas redes (neste caso, cada nodo representando um 

feature) estão coloridos externamente e no círculo central de acordo com a 

classificação da classe química proposta pelo MolNet Enhancer. As cores do anel 

interno em cada nodo correspondem aos períodos de produção do biofertilizante 

Vorax®, sendo o espaço ocupado por cada cor proporcional à quantificação relativa 

daquele íon em cada um dos períodos analisados, como mostrado pelas legendas 
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nas figuras a seguir. Desta maneira, é possível fazer inferências quanto ao consumo 

de determinado composto pela C. glutamicum ou a sua produção pela mesma. As 

ferramentas de bioinformática também contribuem para a anotação de compostos 

seja em nível 2, quando há um hit entre os íons precursor e íons fragmentos de um 

composto presente nos dados analisados com um composto identificado nas 

bibliotecas espectrais consultadas ou em nível 3, quando os compostos são 

anotados pelas classes químicas aos quais pertencem por similaridade espectral 

quando comparada a dados presentes nas bibliotecas espectrais (ou bibliotecas in 

silico, no caso do NAP). A Figura 24a mostra a anotação das redes moleculares 

formadas por suas superclasses químicas (FEUNANG et al., 2016) através de 

análise in silico, usando a ferramenta MolNet Enhancer, como descrito no item 3.4. A 

Figura 24b mostra a composição percentual de cada uma das superclasses que 

foram anotadas. Superclasses como lipídeos, benzenóides, ácidos orgânicos e 

derivados podem ser observadas nos dados dos períodos de produção do 

biofertilizante. 

 

Figura 24. a) Anotação das superclasses químicas dos compostos presentes nos períodos 

de produção do biofertilizante Vorax® realizada através de análises in silico, utilizando a 

ferramenta MolNet Enhancer. b) Composição percentual dos compostos pertencentes aos 

períodos de produção do biofertilizante anotados pelo MolNet Enhancer. 
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A anotação das classes químicas dos metabólitos também foi realizada e 

é mostrada na Figura 25.  

 

Figura 25. Anotação das classes químicas (nível 3) dos compostos presentes no processo 

de produção do biofertilizante Vorax® realizada através de análises in silico, utilizando a 

ferramenta MolNet Enhancer. 

Comparando as redes moleculares formadas e apresentadas na Figura 

25 com as redes moleculares apresentadas na Figura 24 é possível ver, por 

exemplo, que dentre as classes que integram a superclasse de lipídios presentes 

estão metabólitos anotados como terpenóides (ou compostos semelhantes 

estruturalmente). A Figura 26 mostra anotações de nível 3 para metabólitos das 

classes dos terpenóides. É possível ver que a produção destes metabólitos se inicia 

a partir do período 0, ou seja, quando a C. glutamicum é inoculada no meio de 

cultivo (KRUBASIK et al., 2001). 
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Figura 26. a) Redes moleculares totais formadas pelo MolNet Enhancer, com destaque para 

metabólitos pertencentes à classe dos terpenóides. b) Famílias espectrais de metabólitos 

pertencentes à classe dos terpenóides. O anel interno dos nodos indica que os metabólitos 

desta classe de compostos são, quase que em sua totalidade, produzidos após a inoculação 

da C. glutamicum no meio de cultivo. 

Alguns exemplos de features significativos para a classe dos terpenóides 

foram indicados pelo loadings plot fornecido pela análise de PCA são mostrados na 

Figura 27, sendo todos anotações de nível 3.  
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Figura 27. a) Família espectral de metabólitos pertencentes à classe dos terpenóides b) 

feature 176, referente ao metabólito m/z 695.5101 c) feature 189, referente ao metabólito 

m/z 724.5312 d) feature 1103, referente ao metabólito m/z 789.5806 e) feature 1629, 

referente ao metabólito m/z 818.6014. Os gráficos boxplot apresentam a área referente ao 

pico cromatográfico de cada metabólito para cada um dos períodos de produção, antes e 

após a normalização realizada no tratamento dos dados. 

Os terpenóides são sintetizados a partir dos monômeros isopentenil 

pirofosfato e dimetilalil pirofosfato. Pertencentes a esta classe, os carotenoides são 

compostos formados a partir de 8 unidades de isopreno e abundantes entre plantas 

e microrganismos agindo como antioxidantes ou estabilizadores de membranas. Nas 

plantas, os carotenoides são essenciais no processo de fotossíntese, aumentando a 

absorção de luz e fotoproteção das plantas contra espécies reativas de oxigênio, 

auxiliando nas respostas ao estresse de luz. (HEIDER et al., 2012; SWAPNIL et al., 

2020). A síntese de alguns carotenoides em C. glutamicum é conhecida, ainda que 

seus mecanismos não tenham sido totalmente elucidados (HEIDER et al., 2012; 

EGGELING e BOTT, 2005). Ela se dá através da via do não-mavelonato (MEP 

pathway), onde os precursores de carotenoides, farnesil pirofosfato e geranilgeranil 

pirofosfato são gerados a partir do dimetilalil pirofosfato pela enzima prenil 

transferase. Duas moléculas de geranilgeranil pirofosfato são condensadas pela 

enzima fitoeno sintase formando o fitoeno. Em seguida, 4 dessaturações são 
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realizadas por ação da fitoeno dessaturase formando o licopeno. A enzima licopeno 

elongase condensa o licopeno formado com o dimetilalil pirofosfato formando o 

carotenoide acíclico flavuxantin. A ciclização do decaprenoxantin é catalisada pela 

carotenoide-ε-ciclase (HEIDER, 2012). Um esquema da biossíntese é mostrado na 

Figura 28.  

Anotações de nível 3 apresentadas na Figura 29 sugerem a formação 

desta classe de metabólitos pela bactéria durante seu processo de fermentação, ou 

seja, a partir do período 0. Uma anotação proposta pelo Networking Annotation 

Propagation para o feature 220 ([M+H]+ m/z 701.5289) sugeriu o metabólito 

(2R,6R,7aR)-2-[(12E)-6,11,15,19,23,27,31-heptametildotriaconta-

2,4,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,30-tetradecaen-2-il]-4,4,7a-trimetil-2,5,6,7-

tetraidro-1-benzofuran-6-ol, com estrutura química apresentada na Figura 29c. 

Ainda que não se encontre dados na literatura condizentes com a presença do 

metabólito sugerido, é visto a semelhança estrutural apresentada entre a sugestão 

de anotação e o carotenoide decaprenoxantin (Figura 29d), um dos principais 

carotenoides sintetizados pela C. glutamicum (HENKE et al., 2017). Entretanto, não 

foi anotado o carotenoide decaprenoxantin nas famílias espectrais formadas. 

 

 

 



72 
 

 

Figura 28. Biossíntese de carotenoides em C. glutamicum. 1) isopentenil pirofosfato 2) 

dimetilalil pirofosfato 3) geranil pirofosfato 4) farnesil pirofosfato 5) geranilgeranil pirofosfato 

6) fitoeno 7) licopeno 8) flavuxantin 9) decaprenoxantin A) prenil transferase B) fitoeno 

sintase C) fitoeno dessaturase D) licopeno elongase E) carotenoide-ε-ciclase. FONTE: 

Adaptado de HEIDER, 2012. 

 

 

 



73 
 

 

Figura 29. a) Família espectral pertencente à classe dos terpenóides. b) Gráfico boxplot das 

áreas referente ao pico cromatográfico correspondente ao feature 220 (metabólito m/z 

701.5289) para cada um dos períodos de produção, antes e após a normalização realizada 

no tratamento dos dados. Apesar dos dados de concentração para o feature nos períodos 6 

A.A. e 26 não apresentarem uma linearidade esperada, nota-se o aumento da produção 

deste evidenciada no período final analisado c) Anotação de metabólito sugerida pelo 

Networking Annotation Propagation, com ionização [M+H]+ d) Fórmula estrutural da 

decaprenoxantina, um dos carotenoides sintetizados pela Corynebacterium glutamicum. 

Este metabólito não foi anotado nas redes moleculares formadas. 

Alguns dos features indicados pelo VIP scores como diferenciais (ID’s 

1103, 263, 770 e 599) também pertencem à classe dos terpenóides. Entretanto, 

features de outras classes também foram anotados como diferenciais. A Figura 30 

mostra o metabólito m/z 650.4943 (feature 1083), anotado com nível 3 e pertencente 

a classe de compostos orgânicos nitrogenados. 
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Figura 30. Destaque para uma família espectral da classe dos compostos orgânicos 

nitrogenados. O feature 1083 (metabólito m/z 650.4943) foi indicado como diferencial pelo 

VIP scores do PLS-DA. O gráfico boxplot indica a área do pico cromatográfico referente a 

este metabólito para cada um dos períodos de produção, antes e após a normalização dos 

dados. 

Um dos features marcados como diferenciais pelo VIP scores (feature 

1244, m/z 165.1387), mostrado na Figura 31, não teve sua anotação realizada pelo 

GNPS através do MolNet Enhancer. Porém, após buscas em bancos de dados de 

espectros de massa (metlin.scripps.edu) e combinando informações obtidas em 

bancos de dados de compostos naturais 

(https://dnp.chemnetbase.com/faces/chemical/ChemicalSearchResults.xhtml) 

sugere-se que o metabólito em questão se trata da 2,3,5-trimetil-6-propilpirazina 

([M+H]+ m/z 165.1387, C10H17N2). Trabalhos relatam que a C. glutamicum é capaz 

de sintetizar este metabólito (DICKSCHAT et al., 2010) e outros derivados 

(MORTZFELD et al., 2020). O íon m/z 165.1388 encontrado no tempo de retenção 

3.71 min. (Figura 32a) nos dados brutos de UHPLC-MS/MS dos extratos do 

biofertilizante aponta a presença do metabólito em questão no biofertilizante. 

Todavia, apesar do erro referente ao valor de m/z observado para o feature 1244 

apresentar um erro muito baixo em relação ao valor teórico (1.06 ppm), a ausência 

de informações de MS/MS do metabólito na literatura permite-nos anotá-lo em nível 

3. 
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Figura 31. a) Feature 1244 (m/z 165.1387) indicado como diferencial pelo VIP socres do 

PLS-DA. b) Gráfico boxplot indicando a área do pico cromatográfico referente a este 

metabólito para cada um dos períodos de produção, antes e após a normalização dos 

dados.  c) Fórmula química estrutural da trimetilpropilpirazina. 

 

Figura 32. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 165.1388 no 

biofertilizante Vorax, no tempo de retenção 3.71 min. b) MS/MS obtido para o metabólito c) 

Fórmula estrutural da trimetilpropilpirazina, anotada a nível 3. 
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Dentre os compostos discutidos na seção 4.2, anotados pelo Library 

Search, alguns foram agrupados em famílias espectrais e serão mostrados a seguir. 

O composto N6-(Δ2-isopentenil)-adenina, identificado com nível de anotação 1, é 

visto na Figura 33. 

 

Figura 33. a) Nodo pertencente ao íon [M+H]+ m/z 204.1242, anotado como N6-(Δ2-

isopentenil)-adenina e agrupado na classe química das imidazopirimidinas. b) Gráfico 

boxplot indicando a área do pico cromatográfico referente a este metabólito para cada um 

dos períodos de produção, antes e após a normalização dos dados. c) Fórmula estrutural da 

N6-(Δ2-isopentenil)-adenina. 

Como citado anteriormente, as citocininas estão envolvidas em processos 

associados à produtividade das plantas, como resistência a estresses bióticos e 

abióticos, retardamento da senescência das folhas e na biossíntese de clorofila. 

Como é visto na Figura 33b, a produção de N6-(Δ2-isopentenil)-adenina é iniciada 

no período 0, ou seja, após a inoculação da C. glutamicum no meio de cultivo. No 

estudo de Seo et al. (2016) os pesquisadores identificaram genes na C. glutamicum 

capazes de induzir enzimas produtoras de citocininas conhecidas como LOG 

(“Lonely guy”). A constatação se deu mediante comparação estrutural com enzimas 

LOGs presentes em outros organismos, como a Arabdopsis thaliana e o fungo 

Mycobacterium marinum. As enzimas LOG ativam as citocininas via 
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defosforibolização, hidrolisando diretamente a ligação entre a base N6 substituída e 

a ribose 5’-monofosfato no precursor da citocinina, o iPRMP (isopentenil ribosídio 

mono fosfato).  

A biossíntese da N6-(Δ2-isopentenil)-adenina em C. glutamicum se dá 

pela prenilação do dimetilalil pirofosfato, oriundo da via do não-mavelonato, no grupo 

amino N6 em nucleotídeos de adenosina (AMP, ADP ou ATP). A enzima adenilato 

dimetilaliltransferase (isopentenil transferase) catalisa esta reação. Citocininas 

ribosídeo 5’-tri ou difosfatos são desfosforiladas pela ação da enzima fosfatase. E, 

finalmente, a citocinina ribosídeo 5’-monofosfato é convertida à  N6-(Δ2-isopentenil)-

adenina através da ação da enzima específica fosforibohidrolase  “lonely guy” (LOG) 

(SEO et al., 2016; FRÉBORTOVÁ e FRÉBORT, 2021). A Figura 34 ilustra a 

formação da N6-(Δ2-isopentenil)-adenina. 
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Figura 34. Biossíntese da N6-(Δ2-isopentenil)-adenina em C. glutamicum. 1) Dimetilalil 

difosfato 2) Adenosina trifosfato 3) Adenosina difosfato 4) Adenosina monofosfato 5) 

isopentenil-adenina ribosídeo 5’-trifosfato 6) isopentenil-adenina ribosídeo 5’-difosfato 7) 

isopentenil-adenina ribosídeo 5’-monofosfato 8) N6-(Δ2-isopentenil)-adenina A) 

dimetilaliltransferase B) fosfatase C) citocinina fosforibohidrolase “lonely guy” - LOG. 

FONTE: Adaptado de FRÉBORTOVÁ e FRÉBORT, 2021. 

Em um estudo de mapeamento genético realizada pela empresa 

GoGenetic (Curitiba/PR), contratado pela empresa fabricante do biofertilizante, foi 

constatada a presença de genes envolvidos na biossíntese das enzimas necessárias 

para a formação de terpenóides na cepa de C. glutamicum utilizada na fabricação do 

produto. Tal como na biossíntese de terpenóides, a biossíntese da citocinina N6-(Δ2-

isopentenil)-adenina também utiliza de unidades de isopentenil pirofosfato. A Figura 

35 mostra que 24% dos genes da bactéria foram identificados e relacionados a vias 

metabólicas. Em destaque é visto que genes identificados à biossíntese de lipídeos 

e, em especial, à síntese de terpenóides (aqui, marcado como isoprenóides - 

isoprenoids, do inglês).  
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Figura 35. Identificação das vias metabólicas envolvidas de acordo com os genes presentes 

na cepa da C. glutamicum, utilizada para a fabricação do biofertilizante Vorax®. O estudo 

identificou 24% dos genes totais da bactéria. Os genes identificados na biossíntese de 

terpenóides confirmam que as enzimas presentes fazem parte da via do não-mavelonato. 

Foi realizada uma busca manual dos genes codificantes das enzimas 

envolvidas nas vias biossintéticas expressas nas Figuras 28 e 34. Encontrou-se 4 

genes codificantes referentes à biossíntese dos terpenóides e 1 referente à 

biossíntese de isopenteniladenina e os resultados obtidos são mostrados na Figura 

36.  
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Figura 36. Resultados obtidos para a busca manual dos genes codificantes referentes à 

biossíntese das enzimas de terpenóides e de N6-(Δ2-isopentenil)-adenina. a) Genes 

codificantes da enzima fitoeno sintase. b) Genes codificantes da enzima fitoeno dessaturase 

(ou desidrogenase). c) Genes codificantes da enzima licopeno elongase. d) Genes 

codificantes da enzima carotenoide-ε-ciclase. e) Genes codificantes da enzima 

dimetilaliltransferase. 

A constatação da presença dos genes codificantes para as enzimas 

envolvidas na biossíntese de terpernóides (fitoeno sintase, fitoeno dessaturase, 

licopeno elongase, carotenoide-ε-ciclase e dimetilaliltransferase) endossam a 

capacidade da produção de metabólitos desta classe de compostos pela cepa de C. 

glutamicum utilizada no processo produtivo do biofertilizante.  

Outro metabólito discutido anteriormente cuja anotação foi realizada pelo 

GNPS, e aqui classificada pelo MolNet Enhancer na classe dos ácidos carboxílicos e 
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derivados, foi o aminoácido ácido glutâmico. Como visto na Figura 37, uma família 

espectral para este metabólito foi formada. 

 

Figura 37. a) Família espectral com anotação para a classe dos ácidos carboxílicos e 

derivados (com anotação de subclasse para aminoácidos), em destaque o nodo pertencente 

ao íon [M+H]+ m/z 148.0605, anotado como ácido glutâmico. b) Gráfico boxplot indicando a 

área referente do pico cromatográfico referente a este metabólito para cada um dos 

períodos de produção, antes e após a normalização dos dados. c) Fórmula estrutural do 

ácido glutâmico. 

A produção de ácido glutâmico pela C. glutamicum é bem conhecida na 

literatura (LEE et al., 2016). Como mostrado na Figura 36, sua síntese inicia-se após 

a inoculação da bactéria no meio de cultivo e também se pode notar que há um 

decréscimo deste metabólito entre a penúltima e última etapa do processo produtivo, 

o que pode sugerir uma degradação do composto, visto que a última etapa é 

seguida de um processo de aumento de temperatura. Um nodo adjacente, 

correspondente a um metabólito de m/z 147.0917 foi anotado em nível 3, na mesma 

classe química. 

A Figura 38 mostra outros dois metabólitos, swertisina ([M+H]+ m/z 

447.1285) e ácido siríngico ([M+H]+ m/z 199.0601), que foram anotados 

anteriormente. 
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Figura 38. a) Família espectral com anotação para a classe dos flavonoides (com anotação 

de subclasse para flavonoides glicosilados), em destaque o nodo pertencente ao íon [M+H]+ 

m/z 447.1285, anotado como swertisina. b) Gráfico boxplot indicando a área referente do 

pico cromatográfico referente a swertisina para cada um dos períodos de produção, antes e 

após a normalização dos dados. c) Fórmula estrutural da swertisina. d) Nodo pertencente ao 

íon [M+H]+ m/z 199.0601, anotado como ácido siríngico. Não houve anotação de classe 

química. e) Gráfico boxplot indicando a área do pico cromatográfico referente ao ácido 

siríngico para cada um dos períodos de produção, antes e após a normalização dos dados. 

f) Fórmula estrutural do ácido siríngico. 

Os metabólitos swertisina e ácido siríngico pertencem à classe dos 

compostos fenólicos. A presença destes compostos em melaço de cana-de açúcar 

já foi relatada por Deseo et al. (2020). A análise dos gráficos referentes às áreas da 

média dos picos cromatográficos indica há um decréscimo na concentração destes 

compostos (principalmente do ácido siríngico), entre a penúltima e última etapa do 

processo de produção. Como também citado anteriormente, provavelmente esta 

queda na concentração nesta última etapa se deva a uma degradação térmica de 

parte do metabólito presente.  Entre os períodos 26 e D.E. ocorre um aumento de 

temperatura que é decorrente do processo produtivo. 

As Figuras 39 e 40 apresentam outros metabólitos que foram anotados 

anteriormente. 
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Figura 39. a) Família espectral com anotação para a classe dos compostos orgânicos 

oxigenados b) Destaque do nodo pertencente ao íon [M+H]+ m/z 252.1086, anotado como 

2’-deoxiadenosina c) Gráfico boxplot indicando a área referente do pico cromatográfico 

referente a 2’-deoxiadenosina para cada um dos períodos de produção, antes e após a 

normalização dos dados d) Fórmula estrutural da 2’-deoxiadenosina. e) Nodo pertencente 

ao íon [M+H]+ m/z 256.1332, anotado como N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida e 

anotação para a classe dos compostos benzênicos e derivados f) Gráfico boxplot indicando 

a área do pico cromatográfico referente a N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida para 

cada um dos períodos de produção, antes e após a normalização dos dados g) Fórmula 

estrutural da N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida. h) Nodo pertencente ao íon [M+H]+ 

m/z 324.2897, anotado como linoleil etanolamida e anotação para a classe decompostos 

orgânicos nitrogenados i) Gráfico boxplot indicando a área do pico cromatográfico referente 

a linoleil etanolamida para cada um dos períodos de produção, antes e após a normalização 

dos dados. j) Fórmula estrutural da linoleil etanolamida. 
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Figura 40. a) Família espectral com anotação para a classe dos benzofuranos, em destaque 

o nodo pertencente ao íon [M+NH4]
+ m/z 540.2440, anotado como 2-(hidroximetil)-6-[5-[3-

(hidroximetil)-5-(3-hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-diidro-1-benzofuran-2-il]-2-metoxifenoxi]oxano-

3,4,5-triol b) Gráfico boxplot indicando a área referente do pico cromatográfico referente a 

este metabólito para cada um dos períodos de produção, antes e após a normalização dos 

dados. c) Fórmula estrutural do metabólito d) Nodo pertencente ao íon [M+H]+ m/z 

387.2015, anotado como 2-Ciclohexen-1-ona, 4-[(1)-3-(β-D-glicopiranosiloxi)-1-buten-1-il]-4-

hidroxi-3,5,5-trimetil e) Gráfico boxplot indicando a área do pico cromatográfico referente ao 

metabólito para cada um dos períodos de produção, antes e após a normalização dos 

dados. f) Fórmula estrutural do 2-Ciclohexen-1-ona, 4-[(1)-3-(β-D-glicopiranosiloxi)-1-buten-

1-il]-4-hidroxi-3,5,5-trimetil. 

Os metabólitos 2’-deoxiadenosina e a linoleoil etanolamida, mostrados na 

Figura 39, apresentam aumentos das áreas referentes às médias dos picos 

cromatográficos relativos aos períodos após a inoculação da bactéria, o que sugere 

uma superexpressão no decorrer do processo produtivo. Os metabólitos mostrados 

na Figura 40 apresentaram-se como fazendo parte da composição do melaço-de-

cana.  

Algumas anotações bastante interessantes (seja em nível 1, 2 ou 3) de 

metabólitos com bioatividades descritas na literatura foram realizadas para o 

biofertilizante Vorax®. Com a análise realizada pelo FBMN é visto que há muitos 

metabólitos de interesse dentre os anotados que já se encontravam inicialmente no 

meio de cultivo, o melaço de cana-de-açúcar, sendo detectados também no produto 
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final. O melaço é composto, em sua maior parte, por água, sacarose, glicose e 

frutose, cinzas e sais minerais. Entretanto, sua composição irá variar de acordo com 

a região, tipo de solo e clima no qual a cana de açúcar é cultivada (JAMIR et al., 

2021; DOTANIYA et al., 2016; PALMONARI et al., 2020). Estudos acerca de 

metabólitos secundários presentes no melaço de cana-de açúcar estão quase que 

restritos às classes de compostos fenólicos (ALI et al., 2019; JAMIR et al., 2021; 

DESEO et al., 2020). O melaço possui muitas aplicações, podendo ser utilizado na 

fabricação de etanol, na alimentação animal (DOTANIYA et al., 2016; JAMIR et al., 

2021) e como meio de cultivo para microrganismos (BENTO et al., 2020; XU et al., 

2015). Além disso, já foi descrita sua utilização no combate e controle de 

nematoides em plantações de tomate (VAWDREY e STIRLING, 1997) e como 

fertilizante do solo, impactando significativamente na produção de espinafre 

(PYAKUREL et al., 2019). Aumentos significativos na biomassa e produção de 

beterrabas também foram observados quando da mistura deste com esterco de 

cabras (NADEEKA e SERAN, 2020). Resultados expressivos no aumento de 

biomassa e da enzima superóxido dismutase em canola também foram observados 

por Li et al. (2020), quando aplicado em baixas concentrações. Devido a grande 

concentração de compostos fenólicos no melaço, estudos acerca dos benefícios 

trazidos à saúde devido ao seu consumo moderado têm sido realizados (SINGH et 

al., 2015; WRIGHT et al., 2014).  

4.4 Ensaios in vivo  

Dentre os produtos agrícolas de destaque no cenário nacional encontra-

se o feijão comum (Phaseolus vulgaris L.), sendo o Brasil um dos maiores 

produtores e consumidores (USDA, 2019). Esta é, também, uma das mais antigas 

culturas domesticadas das Américas e um dos mais importantes legumes produzidos 

e consumidos no mundo, sendo uma das principais fontes de proteína, fibras, 

carboidratos complexos, vitaminas e minerais para milhões de pessoas em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento (MESQUITA et al., 2007; BROUGHTON et al., 

2003).  

Neste contexto, devido à importância apresentada por esta cultura no 

cenário nacional e mundial, optou-se pela sua utilização nos ensaios in vivo com o 

biofertilizante e suas frações.  
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4.4.1 Germinação de sementes de P. vulgaris utilizando soluções do 

biofertilizante Vorax® e frações obtidas a partir de uma purificação parcial do 

mesmo 

Sendo produto de uma fermentação bacteriana em uma complexa matriz 

vegetal como meio de cultivo, buscou-se realizar uma partição do produto através de 

uma cromatografia em coluna, utilizando gel-Sephadex®, como descrito na seção 

3.3. Assim, a partição dos metabólitos no produto ajudaria a elucidar quais destes 

(ou grupos destes) mais contribuem para alcançar os efeitos benéficos que resultam 

em maior produtividade e qualidade na colheita. Neste sentido, foram utilizadas 

sementes de feijão (P. vulgaris) para a realização de ensaios de germinação, 

aplicando-se soluções do biofertilizate Vorax® e soluções das frações obtidas para 

avaliação da biomassa formada. Para os grupos controle foi utilizado água 

desmineralizada. 

Os resultados dos ensaios de germinação de sementes de P. vulgaris 

(como descrito na seção 3.5.1) utilizando solução do biofertilizante e das suas seis 

frações obtidas (na concentração de 300 ppm) são mostrados na Figura 41. 

 

Figura 41. Resultados obtidos para os ensaios de germinação de sementes de Phaseolus 

vulgaris utilizando o biofertilizante Vorax® e as frações obtidas a partir deste. a) Sementes 

germinadas ao final do experimento. Os gráficos boxplot b) e c) mostram, respectivamente, 

a dispersão dos valores de comprimento e massa obtidos para as raízes formadas para 

cada tratamento. Símbolos ♦ expressos nos gráficos denotam outliers e asteriscos (*) 
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representam valores significativamente diferentes em relação ao grupo controle (p < 0.05, 

teste T-Student / Mann-Whitney-Wilcoxon). 

A germinação é uma etapa crítica do desenvolvimento de uma planta. 

Seu sucesso é controlado por fatores endógenos e ambientais como luz, 

temperatura, umidade entre outros (BHATTACHARJEE, 2008). Sendo assim, 

estando a semente na presença de certos metabólitos, estes podem contribuir para 

estimular ou retardar sua germinação.  

A Figura 41 traz informações acerca da biomassa formada a partir das 

sementes de feijão. Na Figura 41b são exibidos os resultados dos comprimentos das 

raízes oriundas das sementes. Aumentos médios para os tratamentos com o Vorax®, 

fração 2 e fração 4 são vistos (17,14, 30,67 e 14,32%, respectivamente), no entanto, 

apenas a fração 2 atingiu nível de significância em relação ao controle. Para a 

Figura 41c, que mostra os resultados obtidos para as massas das raízes formadas, 

os mesmos tratamentos destacados na Figura 41b são os melhores valores obtidos 

e todos apresentam significância em relação ao tratamento controle. Os aumentos 

médios registrados foram de, respectivamente, 58,63, 137,58 e 49,42%. Os valores 

obtidos para ambos os parâmetros para a fração 5 também mostram-se diferenciais, 

no entanto, negativamente. 

4.4.2 Aplicação foliar em plantas de P. vulgaris utilizando soluções do 

biofertilizante Vorax® e frações obtidas a partir de uma purificação parcial do 

mesmo 

A aplicação foliar (ou adubação foliar) é uma técnica que fornece 

nutrientes às plantas através de soluções ou suspensões destes. Usada 

corretamente pode ser mais eficiente, econômica e ecológica para suplementar à 

fertilização do solo. A aplicação foliar supera algumas limitações da fertilização do 

solo, como lixiviação, precipitação insolúvel de fertilizantes, antagonismo entre 

certos nutrientes, solos heterogêneos inadequados para baixas dosagens e reações 

de fixação/absorção, como no caso de fósforo e potássio (KAUSHAL et al., 2014). 

Os primeiros estudos acerca do tema datam do início do século 19 (Gris, 1843) 

(FERNÁNDEZ et al., 2009), no entanto, métodos e estudos para pesquisas dos 

mecanismos envolvidos no processo só foram possíveis no século 20 (FERNÁNDEZ 

et al., 2009; KANNAN, 2010). Fernández et al. (2015) descreve em seu livro uma 
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abordagem aprofundada dos mecanismos envolvidos na absorção dos nutrientes 

através das folhas das plantas. Neste sentido, foi usada a técnica de aplicação foliar 

em plantas P. vulgaris usando soluções do biofertilizante Vorax® e de suas frações. 

Tal como no ensaio de germinação de sementes, buscou-se avaliar a bioatividade 

de alguns metabólitos sobre as plantas que receberam a aplicação de soluções do 

biofertilizante comparando com aquelas que receberam soluções das frações 

obtidas a partir da purificação parcial do biofertilizante. As amostras controle foram 

tratadas apenas com água desmineralizada.  

 

 

Figura 42. Ensaio de aplicação foliar em plantas de P. vulgaris realizado em casa de 

vegetação a) Plantas de P. vulgaris 4 dias após semeadura b) Aplicação foliar das soluções 

10 dias após semeadura c) Plantas de P. vulgaris 10 dias após semeadura d) Plantas de P. 

vulgaris no dia da avaliação (27 dias após semeadura) e) Clorofilômetro utilizado para leitura 

de clorofilas totais f) Avaliação do comprimento de raizes e partes aéreas das plantas g) Pós 

secagem da biomassa obtida h) Pesagem das raizes e partes aéreas das plantas do ensaio.   
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A Figura 42 ilustra os diferentes tempos do ensaio realizado com as 

plantas utilizadas no estudo e as Figuras 43 e 44 apresentam os resultados da 

biomassa obtida após os tratamentos comparando os comprimentos e massas 

(frescas e secas) das raizes e massas aéreas formadas. 

 

Figura 43. Resultados obtidos para os ensaios de aplicação foliar em plantas de P. vulgaris 

utilizando o biofertilizante Vorax® e as frações obtidas a partir deste. Os gráficos boxplot a) e 

b) mostram, respectivamente, a dispersão dos valores de comprimento das raízes e parte 

aérea obtida para cada tratamento. Símbolos ♦ expressos nos gráficos denotam outliers e 

asteriscos (*) representam valores significativamente diferentes em relação ao grupo 

controle. (p < 0.05, teste T-Student / Mann-Whitney-Wilcoxon). 

A avaliação da biomassa formada nas plantas de feijão após a aplicação 

do biofertilizante, das frações deste e do grupo controle foi realizada comparando os 

comprimentos obtidos para, respectivamente, as raízes e parte aérea. Na primeira 

imagem podemos notar que todos os tratamentos mostraram aumentos 

significativamente diferenciáveis em relação ao tratamento controle, enquanto pode 

ser visto na Figura 43b que apenas as frações 3, 4 e 5 atingiram este patamar, 

sendo que a fração 4 mostrou um comprimento médio 66% superior em relação ao 

controle. Ainda que os resultados obtidos a partir da aplicação do biofertilizante não 

tenham atingido valores significativamente diferenciáveis pode-se notar que a 

mediana dos valores registrados encontra-se perto de 80 cm, enquanto que o grupo 

controle registra esse valor em torno de 50 cm, indicando uma tendência de 

aumento para este parâmetro. A seguir são mostrados os resultados para as 

massas frescas e secas com as plantas utilizadas no ensaio. 
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Figura 44. Resultados obtidos para os ensaios de aplicação foliar em plantas de P. vulgaris 

utilizando o biofertilizante Vorax® e as frações obtidas a partir deste. Os gráficos boxplot a) e 

b) mostram, respectivamente, a dispersão dos valores de massa fresca das raízes e parte 

aérea obtida para cada tratamento e os gráficos boxplot c) e d) mostram, respectivamente, a 

dispersão dos valores de massa seca das raízes e parte aérea obtida para cada tratamento 

Símbolos ♦ expressos nos gráficos denotam outliers e asteriscos (*) representam valores 

significativamente diferentes em relação ao grupo controle (p < 0.05, teste T-Student / Mann-

Whitney-Wilcoxon). 

Levando-se em consideração os valores obtidos para as massas frescas, 

a Figura 44a mostra que massas das raizes das plantas que receberam as soluções 

das frações 3, 4, 5 e 6 apresentaram valores significativamente superiores daqueles 

encontrados para o grupo controle. Na Figura 44b, comparando o valor da massa da 

parte aérea, vemos que este patamar de significância foi obtido apenas para os 

tratamentos das plantas que receberam as soluções do biofertilizante e da fração 4. 

Os aumentos médios registrados foram de 31,5% e 63,8%, respectivamente.  

Após o procedimento de secagem das raízes e partes aéreas (conforme 

descrito na seção 3.5.2), novamente foi realizada a avaliação das massas obtidas. A 

Figura 44c mostra que todas as plantas, com exceção daquelas que receberam 
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soluções da fração 1, obtiveram valores de massa seca de raízes significativamente 

superiores em relação ao grupo controle. Na Figura 44d é possível ver que apenas 

as plantas cujos tratamentos receberam a aplicação de soluções do biofertilizante e 

soluções das frações 4 e 5 apresentaram valores de massa fresca de parte aérea 

significativamente superiores em relação ao tratamento controle. 

Em uma análise parcial, é possível notar que houve um ganho de 

biomassa nas plantas submetidas ao tratamento com o biofertilizante Vorax® em 

quase todos os parâmetros avaliados e que a fração 4 mostrou-se diferencial em 

relação às demais, atingindo quase sempre os maiores valores de biomassa 

formada. Sendo a produção de biomassa quase que totalmente dependente da 

fotossíntese realizada pela planta (O’CONNOR, 2003), seria esperado que estes 

tratamentos apresentassem valores também superiores em relação aos outros. A 

Figura 45 mostra os valores médios das leituras de clorofilas totais realizados para 

cada tratamento. As leituras foram realizadas em 4 períodos, sendo o primeiro antes 

da aplicação foliar das soluções, e as demais nas 3 semanas que sucederam o 

experimento.  
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Figura 45. Valores médios de clorofilas totais em Phaseolus vulgaris obtidos para cada 

tratamento. As aplicações das soluções de biofertilizante e suas frações foram realizadas 

após t0 e as leituras de  clorofilas totais em t1, t2 e tf foram realizadas nas semanas que 

sucederam a aplicação das soluções. Barras de erros indicam valores de desvio padrão. 

Valores destacados com um asterisco (*) denotam valores significativamente diferentes em 

relação ao grupo controle (p < 0.05, teste T-Student / Mann-Whitney-Wilcoxon). 

A Figura 45 mostra que houve incrementos substanciais de clorofilas 

totais em quase todos os tratamentos a partir de t0, sendo estes menos 

pronunciados nas plantas que receberam soluções da fração 2 e fração 6. É 

possível ver também que houve mudanças significativas nas quantidades de 

clorofilas totais para quase todos os tratamentos. Porém, comparando com os 

valores registrados para o grupo controle é mostrado que a significância 

apresentada é para valores inferiores. Entretanto, o valor médio de clorofilas totais 

em t0 para o grupo controle é superior em relação a todos os demais. Desta 

maneira, para saber o incremento registrado na quantidade de clorofilas totais para 

cada tratamento foi calculado a diferença entre tf e t0.  A Figura 46 mostra os 

aumentos percentuais de clorofilas totais no período compreendido entre t0 e tf para 

as plantas que receberam as soluções em cada tratamento. 



94 
 

 

Figura 46. Aumento percentual de clorofilas totais para cada tratamento entre os períodos t0 

e tf. 

O aumento percentual na quantidade média de clorofilas totais produzidas 

pelo tratamento com o biofertilizante Vorax® e o tratamento com a fração 4 estão de 

acordo com o que era esperado, dado que estes foram os maiores produtores de 

biomassa. Seria esperado valores maiores para o tratamento das plantas que 

receberam a solução da fração 4 em relação as plantas que receberam solução do 

biofertilizante, visto que aquele produziu um aumento percentual maior de biomassa. 

Entretanto, a produção fotossintética é apenas um dos fatores responsáveis pelo 

crescimento e desenvolvimento da planta (HOFIUS et al., 2007).  

4.5 Análise composicional das Frações obtidas do biofertilizante Vorax® 

Para tentar compreender as diferenças observadas entre os tratamentos 

efetuados nos ensaios in vivo com a aplicação das soluções do biofertilizante Vorax® 

e de suas frações, foi realizada uma análise acerca dos metabólitos presentes 

nestas. A anotação dos metabólitos presentes nas frações foi realizada mediante 

análises utilizando o Library search. Buscou-se pelos metabólitos anotados nos 

dados brutos de UHPLC-MS/MS das frações a partir das informações dos tempos de 

retenção informados. As áreas dos picos referentes a cada metabólito anotado 

foram integradas utilizando o software Xcalibur 3.0.63 e o gráfico mostrado na 
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Figura 47 foi feito utilizando o software Excel. Este exibe, em escala logarítmica, as 

integrais das áreas dos metabólitos anotados nas frações 1 a 6. 

 

Figura 47. Gráfico (em escala logarítmica) dos metabólitos anotados nas frações de 1 a 6. 

Cada uma das cores representa a fração analisada e o tamanho das barras compreende a 

intergal da área do pico correpondente a cada metabólito anotado. Na sequência: 1) Ácido 

glutâmico (m/z 148.0608), 2) N-(2-feniletil)acetamida (m/z 164.1071), 3) 2-Ciclohexen-1-ona, 

4-[(1)-3-(β-D-glicopiranosiloxi)-1-buten-1-il]-4-hidroxi-3,5,5-trimetil (m/z 387.2015), 4) 2-

(hidroximetil)-6-[5-[3-( hidroximetil)-5-(3-hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-diidro-1-benzofuran-2-il]-

2-metoxifenoxi]oxano-3,4,5-triol (m/z 540.2441), 5) Ácido 13-ceto-9,11-octadecadienóico 

(m/z 295.2269), 6) Loliolide (m/z 197.1180), 7) N6-(Δ2-isopentenil)-adenina (m/z 204.1245), 

8) Ácido siríngico (m/z 199.0608), 9) Piridoxina (m/z 170.0817), 10) 2’-deoxiadenosina (m/z 

252.1090), 11) N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida (m/z 256.1332), 12) Swertisina (m/z 

447.1285), 13) Ácido linoleico (m/z 281.2475), 14) Ácido linolênico (m/z 279.2318), 15) Ácido 

p-cumárico (m/z 165.0547), 16) 6-metil cumarina (m/z 161.0598), 17) Linoleoil etanolamida 

(m/z 324.2898), 18) Ácido abscísico (m/z 247.1329), 19) Jasmonoil leucina (m/z 324.2170), 

20)  (2,3,4,5,6)-2-[4-[(3,3a,6,6a)-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1,3,3a,4,6,6a-

hexahidrofuro[3,4-c]furan-6-il]-2,6-dimetoxifenoxi]-6-(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol (m/z 

598.2493). 

As anotações para os metabólitos presentes nas frações obtidas a partir 

do GNPS não contemplou todos aqueles anotados anteriormente (Tabela 3). Para 

tanto, uma busca manual nos dados brutos de UHPLC-MS/MS foi, também, 
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realizada. A Figura 47 mostra que nenhum dos metabólitos foi anotado como 

presente na fração 1, o que pode justificar os resultados não significativos obtidos 

em relação ao controle positivo. As frações 2 e 5 contam com 12 dos metabólitos 

anotados. As frações 3 e 4 possuem as maiores quantidades, sendo 18 metabólitos 

cada e, na fração 6, apenas 2 metabólitos.   

Resultados apresentados na Figura 41 para a formação de biomassa 

mostram que os tratamentos com o biofertilizante e as frações 2 e 4 se 

sobrepuseram em relação aos demais tratamentos, tendo alcançado resultados 

significativamente superiores. Neste sentido, uma das possíveis razões pelas quais 

sementes que receberam a solução da fração 2 terem obtido maiores valores 

médios encontra-se no fato desta fração conter uma maior concentração, quando 

comparado às demais frações, de alguns ácidos graxos poli-insaturados, tais como o 

ácido 13-ceto-9,11-octadecadienóico, ácido linoleico e o ácido linolênico. Este último 

metabólito é precursor do ácido 12-oxo-fitodienóico que, por sua vez, é precursor do 

fitormônio ácido jasmônico (WASTERNACK et al. 2013). Enomoto e Miyamoto 

(2021), através de análises de espectrometria de massas por imageamento (MSI), 

identificaram concentrações do ácido linolênico em sementes de feijão nas radículas 

e na casca, sugerindo que o metabólito poderia servir como fonte de carbono e 

energia para a maturação e germinação das sementes. Assim, uma maior 

disponibilidade deste metabólito no meio poderia propiciar um melhor 

desenvolvimento das raízes. Por outro lado, a presença do metabólito anotado como 

ácido p-cumárico nas frações 5 e 6 pode estar relacionado com o baixo 

desenvolvimento das raízes nestes tratamentos, ainda que apenas o tratamento da 

fração 5 tenha apresentado resultado significativamente inferior em relação ao 

controle positivo. Zanardo et al. (2008) verificou que a aplicação exógena de ácido p-

cumárico em soja (Glycine max (L.) Merr.) induz a interrupção prematura do 

crescimento de raízes. Tal efeito poderia estar ligado à redução da atividade da 

enzima fenilalanina amônia liase ocasionado pelo acúmulo de seu inibidor, cinamato. 

Os resultados obtidos para a aplicação foliar da solução do biofertilizante 

e de suas frações são apresentados nas Figuras 43 e 44. Significativos ganhos de 

biomassa em relação ao tratamento positivo foram verificados para alguns dos 

tratamentos, com destaque para a fração 4, a qual exibiu-se como diferencial em 

todos os parâmetros analisados. Ainda que grande parte dos metabólitos de 

diferentes classes químicas que foram anotados tenha sido detectada nesta fração 
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alguns se destacam pela sua maior concentração e por resultados previamente 

descritos na literatura, como a piridoxina (CZÉGÉNY et al. 2019; SOLTANI et al. 

2012) e a citocinina N6-(Δ2-isopentenil)-adenina (HÖNIG et al., 2018; GUO et al., 

2014; MÜLLER, 2021; CORTLEVEN et al., 2014). E, também, a possível presença 

de outros metabólitos não anotados pode, também, ter contribuído positiva ou 

negativamente para os resultados obtidos para os ensaios de germinação e 

aplicação foliar. Entretanto, os resultados apresentados na Figura 46 mostram que 

as plantas que receberam soluções do biofertilizante Vorax® exibiram maiores taxas 

de produção de clorofilas totais, o que pode expor um possível efeito sinérgico entre 

todos os metabólitos presentes na composição deste tornando-o capaz de ativar 

diferentes rotas metabólicas e, por consequência, auxiliar no desenvolvimento das 

plantas. 

4.6 Testes antifúngicos de soluções do biofertilizante Vorax® frente aos fungos 

Fusarium graminearum e Penicillium digitatum 

A atividade antifúngica do biofertilizante Vorax® foi investigada através de 

testes de Concentração Inibitória Mínima (Minimum Inhibitory Concentration, MIC) 

frente aos fungos Penicillium digitatum e Fusarium graminearum. Tais 

microrganismos foram selecionados devido ao fato de ambos causarem perdas no 

pós-colheita, gerando grandes prejuízos ao setor agrícola (ARAÚJO et al., 2019; 

DWEBA et al., 2017). Ensaios foram realizados utilizando o biofertilizante diluído 

para concentrações próximas àquelas de sua aplicação, sendo feitos em 

sextuplicatas para o biofertilizante e em triplicatas para os controles positivo e 

negativo. A Figura 48 apresenta a disposição das concentrações correspondentes 

para o biofertilizante a cada poço da microplaca, bem como para os controles 

positivo e negativo. A Figura 49 apresenta os ensaios de concentração mínima 

inibitória no primeiro dia e após 96h.  
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Figura 48. Disposição para as concentrações de biofertilizante utilizadas no experimento de 

concentração mínima inibitória. O valor de concentração, em destaque, representa a 

concentração de aplicação do biofertilizante indicada pelo fabricante. 

 

Figura 49. Placas de 96 poços dos ensaios de concentração mínima inibitória para os 

fungos F. graminearum (esquerda) e P.digitatum (direita) a) Primeiro dia da inoculação das 

soluções de esporos b) Após 96h inoculação das soluções de esporos. 
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Doenças causadas por fungos podem acometer plantas e plantações 

inteiras, causando enormes prejuízos para as atividades agrícolas e comprometendo 

a produção de alimentos (BENGYELLA et al., 2017). Neste contexto, uma possível 

ação antifúngica do biofertilizante em estudo poderia figurar como uma medida 

alternativa ao uso de fungicidas além de ser capaz de agregar valor ao produto.  

Apesar de terem sido anotados compostos que apresentaram ação 

antifúngica em outras espécies de fungos em sua composição (MONTAGNER et al., 

2008; LIU et al., 2020), os resultados apresentados na Figura 49 indicam que a 

aplicação direta de soluções de biofertilizante Vorax®, em quaisquer das 

concentrações utilizadas no experimento, não impediu o crescimento dos fungos F. 

graminearum e P. digitatum.  

4.7 Atividade Antiproliferativa do biofertilizante Vorax® 

Após 48 horas de exposição, o biofertilizante Vorax® não afetou a 

proliferação (proliferação ≥ 75%) dos queratinócitos humanos imortalizados HaCat 

(Figura 50), independente da concentração avaliada. Como esperado, o 

quimioterápico Doxorrubicina inibiu, de maneira diretamente proporcional, a 

proliferação das células HaCat. 

As avaliações in vitro permitem a triagem simultânea de um grande 

número de moléculas possibilitando a redução do uso de animais tanto para as 

avaliações de eficiência farmacológica quanto segurança de uso (RUSSO et al., 

2019). No entanto, é preciso ter em mente que a avaliação do efeito sobre a 

proliferação celular é uma avaliação alvo-dirigida (MULLER e MILTON, 2012). Ou 

seja, o resultado obtido para o biofertilizante Vorax® indicou a baixa probabilidade de 

interação deste biofertilizante com tecidos que normalmente estão em processo de 

duplicação celular nos mamíferos, tais como pele, mucosas e medula óssea. 
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Figura 50. Influência do biofertilizante Vorax® (linhas azul e vermelha) e do quimioterápico 

Doxorrubicina (linha preta) sobre a proliferação de queratinócitos humanos imortalizados 

HaCat após 48 horas de exposição. 
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5. Conclusão 

Como conclusões gerais destaca-se a grande diversidade de metabólitos 

naturais detectados no biofertilizante Vorax®, o que pode contribuir para a ativação 

de diferentes rotas metabólicas importantes, desde a produção fotossintética até 

àquelas relacionadas ao combate a estresses bióticos e abióticos. Evidenciou-se, 

também, a presença de alguns metabólitos que apresentaram bioatividade, como 

alguns ácidos graxos poliinsaturados e a citocinina isopenteniladenina, sendo estes 

responsáveis por alterações significativas apresentadas nos ensaios de germinação 

de sementes e aplicação foliar, respectivamente. Para mais, o biofertilizante não 

apresentou atividade antiproliferativa, nas concentrações analisadas, frente às 

células humanas estudadas, o que prospecta uma maior segurança para quem o 

manusear. Assim, o estudo contribui de maneira efetiva para estimular um 

fortalecimento na promoção do produto como uma opção viável e segura, que gera 

uma maior produtividade do setor agrícola e um menor impacto ambiental. Foi visto, 

no entanto, que o produto não substitui o uso de agentes fungicidas.  

As análises realizadas até aqui abrem caminho para estudos mais 

aprofundados acerca da composição do produto de modo que mais metabólitos 

possam ser anotados e identificados. As várias classes químicas anotadas sugerem 

a possibilidade de que outros metabólitos estejam presentes e atuem de maneira a 

contribuir para aumentar a produtividade das plantas submetidas a tratamentos com 

o biofertilizante Vorax®. 
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7. Apêndice 

A. Anotação proposta pelo GNPS dos metabólitos no biofertilizante Vorax® 

 

Figura A1. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 295.2269, no tempo 

de retenção 4.89 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 295.2269, com 

anotação para ácido 13-ceto-9,11-octadecadienóico. c) Fórmula estrutural e molecular do 

ácido 13-ceto-9,11-octadecadienóico. 
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Figura A2. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 324.2170, no tempo 

de retenção 5.57 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 324.2170, com 

anotação para jasmonoil-leucina. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores 

de íons fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabólito 

anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto 

pertencem aos dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular do jasmonoil-

leucina. 
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Figura A3. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 164.1071, no tempo 

de retenção 3.60 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 164.1071, com 

anotação para n-(2-feniletil)acetamida. Fragmentos marcados em verde correspondem a 

valores de íons fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o 

metabólito anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em 

preto pertencem aos dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular do n-

(2-feniletil)acetamida. 
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Figura A4. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 252.1090, no tempo 

de retenção 0.76 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 252.1090, com 

anotação para 2’-deoxiadenosina. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores 

de íons fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabólito 

anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto 

pertencem aos dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular do 2’-

deoxiadenosina. 
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Figura A5. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 324.2898, no tempo 

de retenção 8.93 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 324.2898, com 

anotação para linoleoil etanolamida. Fragmentos marcados em verde correspondem a 

valores de íons fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o 

metabólito anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em 

preto pertencem aos dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular do 

linoleoil etanolamida. 
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Figura A6. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 256.1333, no tempo 

de retenção 4.60 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 256.1333, com 

anotação para n-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida. Fragmentos marcados em verde 

correspondem a valores de íons fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um 

hit com o metabólito anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores 

marcados em preto pertencem aos dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e 

molecular do n-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida. 
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Figura A7. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 170.0817, no tempo 

de retenção 2.80 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 170.0817, com 

anotação para piridoxina. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de íons 

fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabólito anotado, de 

acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos 

dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular da piridoxina. 
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Figura A8. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 197.1180, no tempo 

de retenção 3.27 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 197.1180, com 

anotação para loliolide. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de íons 

fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabólito anotado, de 

acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos 

dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular do loliolide. 
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Figura A9. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 477.1285, no tempo 

de retenção 3.07 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 477.1285, com 

anotação para swertisina. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de íons 

fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabólito anotado, de 

acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos 

dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular da swertisina. 
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Figura A10. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 387.2015, no tempo 

de retenção 2.50 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 387.2015, com 

anotação para 2-ciclohexen-1-ona, 4-[(1)-3-(β-D-glicopiranosiloxi)-1-buten-1-il]-4-hidroxi-

3,5,5-trimetil. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de íons fragmento 

anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabólito anotado, de acordo com 

os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos dados 

experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular da 2-ciclohexen-1-ona, 4-[(1)-3-(β-

D-glicopiranosiloxi)-1-buten-1-il]-4-hidroxi-3,5,5-trimetil. 
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Figura A11. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 540.2441, no tempo 

de retenção 3.28 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 540.2441, com 

anotação para 2-(hidroximetil)-6-[5-[3-(hidroximetil)-5-(3-hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-diidro-1-

benzofuran-2-il]-2-metoxifenoxi}oxano-3,4,5-triol. Fragmentos marcados em verde 

correspondem a valores de íons fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um 

hit com o metabólito anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores 

marcados em preto pertencem aos dados experimentais obtidos. c) Fórmula estrutural e 

molecular do 2-(hidroximetil)-6-[5-[3-(hidroximetil)-5-(3-hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-diidro-1-

benzofuran-2-il]-2-metoxifenoxi}oxano-3,4,5-triol. 
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Figura A12. a) Cromatograma de íons extraídos para o íon [M+H]+ m/z 598.2493, no tempo 

de retenção 3.29 min. b) Mirror Match do GNPS para o íon [M+H]+ m/z 598.2493, com 

anotação para (2,3,4,5,6)-2-[4-[(3,3a,6,6a)-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1,3,3a,4,6,6a-

hexahidrofuro[3,4-c]furan-6-il]-2,6-dimetoxifenoxi]-6-(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol. 

Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de íons fragmento anotados pela 

plataforma para estabelecer um hit com o metabólito anotado, de acordo com os critérios 

pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos dados experimentais 

obtidos. c) Fórmula estrutural e molecular do (2,3,4,5,6)-2-[4-[(3,3a,6,6a)-3-(4-hidroxi-3,5-

dimetoxifenil)-1,3,3a,4,6,6a-hexahidrofuro[3,4-c]furan-6-il]-2,6-dimetoxifenoxi]-6-

(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol. 
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B. Anotação para os metabólitos presentes na tabela de VIP scores do PLS-DA. 

 

 

Figura B1. Feature 1103 (m/z 789.5806) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 3 para a classe dos terpenóides. 

 

 

 

Figura B2. Feature 603 (m/z 811.5937) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 4. 
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Figura B3. Feature 241 (m/z 723.5412) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 4. 

 

 

Figura B4. Feature 263 (m/z 789.5805) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 3 para a classe dos terpenóides. 
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Figura B5. Feature 605 (m/z 797.578) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 4. 

 

 

Figura B6. Feature 1249 (m/z 767.5675) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 4. 
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Figura B7. Feature 1083 (m/z 650.4943) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 3 para a classe dos compostos orgânicos nitrogenados. 

 

 

Figura B8. Feature 770 (m/z 818.6011) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 3 para a classe dos terpenóides. 
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Figura B9. Feature 378 (m/z 327.1584) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 3 para a classe dos benzofuranos. 

 

 

Figura B10. Feature 1382 (m/z 235.0602) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, 

com proposta de anotação nível 4. 
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Figura B11. Feature 608 (m/z 818.6012) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 4. 

 

 

Figura B12. Feature 1633 (m/z 138.1107) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, 

com proposta de anotação nível 3 para a classe dos compostos orgânicos oxigenados. 
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Figura B13. Feature 247 (m/z 745.5545) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 4. 

 

 

Figura B14. Feature 599 (m/z 789.5806) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com 

proposta de anotação nível 3 para a classe dos terpenóides. 

 

 

 


