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RESUMO

A utilizacdo de biofertilizantes na agricultura apresenta muitos beneficios quando
comparada ao uso de fertilizantes sintéticos, pois além de fornecerem alguns
nutrientes necessarios ao desenvolvimento e de fortalecerem os sistemas de defesa
das plantas, diminuem o risco de contaminacdo ambiental e possuem um menor
custo. Neste sentido, este trabalho teve o objetivo de analisar o perfil quimico do
biofertilizante comercial Vorax® que é produzido através da fermentacédo da bactéria
Corynebacterium glutamicum em melaco de cana de acgUcar e, assim, avaliar seu
potencial frente a cultura de feijdo (Phaseolus vulgaris). Buscou-se investigar
metabodlitos que estejam presentes no biofertilizante e que possam estar
relacionados ao aumento na producdo de culturas agricolas, visto que a interacédo
presente entre este produto e a planta ainda ndo estdo totalmente elucidadas na
literatura. Através do uso da técnica analitica cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas juntamente a ferramentas computacionais (Molecular
Networking) foi realizada a identificacdo putativa de moléculas presentes no produto
e que poderiam ser alusivas a bioatividade em plantas. Foram examinadas, também,
amostras de etapas que compdem o processo produtivo do biofertilizante
objetivando compreender a origem e a evolucdo dos metabdlitos anotados. Na
tentativa de simplificar esta complexa matriz, uma purificagdo parcial do produto foi
realizada. Testes de aplicacao foliar em plantas de feijdo bem como de testes de
germinacdo com sementes desta planta foram realizados visando comparar a acao
do biofertilizante e suas fracdes obtidas diante a amostras tratadas apenas com
agua. Resultados obtidos sugerem que algumas frac6es purificadas do biofertilizante
apresentaram respostas semelhantes e em alguns casos superiores ao produto
completo. Entretanto, este foi capaz de aumentar substancialmente producdo de
clorofilas totais nas plantas tratadas. Avaliou-se, também, a possibilidade de acéo
antifungica do produto através de ensaios de concentracdo minima inibitoria contra
as cepas dos fungos Penicilium digitatum e Fusarium graminearum, sendo estes
dois microrganismos responsaveis por grandes prejuizos as culturas de citros e de
graos, respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que o produto néo
apresenta acao antifungica frente a estes microrganismos. Por fim, buscou-se
avaliar a seguranca no manuseio do produto por meio de testes antiproliferativos

utiizando células de queratinécitos humanos imortalizados. Dado que o



biofertilizante n&o foi capaz de inviabilizar a proliferacdo das células utilizadas
conclui-se que 0 mesmo apresenta seguranca em seu manuseio frente a 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. Introducéo
1.1 O uso de fertilizantes e a demanda na producgéo de alimentos

A agricultura desempenha o papel fundamental de alimentar uma
populacdo global de mais de 7,5 bilhdes de pessoas, além de prover fibras e ser o
principal meio de sustento para milhdes de pessoas (IPCC, 2014). Neste contexto, 0
Brasil esta entre os principais produtores de alimento do mundo. Segundo dados do
Levantamento Sistematico da Producéo Agricola do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica, a safra nacional de cereais, leguminosas e oleaginosas totalizou 240,6
milhdes de toneladas em 2017, 29,5% superior a obtida no ano anterior (IBGE,
2017). Em 2019, o setor agropecudrio correspondeu a 21,4% do PIB (Produto
Interno Bruto) nacional (CEPEA, 2020). Porém, a necessidade na producdo de
alimentos deve se somar aos novos desafios a serem enfrentados pelo setor como o
crescimento da populacdo mundial para mais de 10 bilhdes de pessoas até 2050,
impactos sofridos devido as mudancas climaticas (FAO, 2017) e a imposicao de se
adequar aos acordos multilaterais oriundos destas mudancas (GRASSI et al., 2017).

A substantiva elevacdo na oferta de alimentos estd diretamente
relacionada ao consumo de fertilizantes. A utilizagdo dos fertilizantes quimicos na
agricultura tem um papel fundamental para a crescente oferta de alimentos a fim de
suprir a populacdo 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 esta entre 100 a 300 kg por hectare.
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Figura 1. Uso de fertilizante por hectare de terra cultivAvel em 2015. A faixa de consumo do
Brasil encontra-se na mesma média que paises como o0s Estados Unidos, México,
Venezuela e Peru. Na América do Sul, Apenas a Colébmbia e Chile sdo 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 responsaveis
por cerca de 40% da producédo 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 periodo de 2021 a 2026 (MORDOR INTELLIGENCE, 2021).
Entretanto, apesar da importancia dos fertilizantes na producédo dos alimentos, seu
uso indiscriminado esta associado a uma série de problemas ambientais, tais como
poluicdo atmosférica e das &guas subterrdneas, eutrofizacdo, diminuicdo 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 ndo incorrer em outros prejuizos ambientais torna-se cada vez mais emergente.
1.2 Produtos naturais microbianos e a utilizac&o dos biofertilizantes

Ha séculos os produtos naturais tém sido investigados pelo homem como
modelos para a descoberta de compostos de grande valor agregado que vao de
encontro a promogao significativa da qualidade de vida (SILVA, 2014). Devido ao
seu potencial em sintese destes produtos, os microrganismos tém sido utilizados em
analises deste ambito, dada a sua capacidade de dispor de por¢des significativas de
seus genomas a producdo de metabdlitos secundarios. Tais metabdlitos séo

compostos organicos que se formam ao final ou perto da fase estacionaria de



25

crescimento destes microrganismos e nado estdo diretamente associados ao
crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos mesmos (SINGH et al., 2017).
Muitos destes produtos podem apresentar inimeras atividades bioldgicas, como a
antibiotica, anticancerigena, inibidores enzimaticos, nutracéuticos, polimeros,
surfactantes etc., tornando-os matérias-primas de interesse em muitas areas
industriais (DEMAIN, 2014). No setor agricola, a utilizacdo de microrganismos e/ou
seus metabdlitos ja € bastante difundida para a fabricacdo de bioherbicidas (USTA,
2013), biofungicidas (CHANDLER et al., 2011), reguladores do crescimento de
plantas (TSAVKELOVA et al., 2006) e biofertilizantes (SCHUTZ et al., 2018).

Com o objetivo de reduzir a dependéncia de fertilizantes sintéticos, os
biofertilizantes mostram-se ecologicamente viaveis, baratos, acessiveis e podem ser
usados como fonte suplementar de nutrientes (SUBBAIAH, 2019). A adicdo destes
produtos traz beneficios, como o aumento da populacdo de microrganismos,
especialmente na rizosfera, além de melhorarem a condicdo do solo permitindo que
este apresente condi¢des fisicas, quimicas, nutricionais e biolégicas favoraveis ao
cultivo de determinadas culturas (CHAUDHARY et al., 2018). Além disso, 0s
biofertilizantes sdo capazes de ajudar no fortalecimento das plantas contra estresses
bidticos e abibdticos (BHARDWAJ et al., 2014; MAHANTY et al, 2016;
SENEVIRATNE et al., 2017).

Diferentes definicbes do termo “biofertilizante” tém sido adotadas. Vessey

(2003) descreve como
uma substancia que contém microrganismos vivos que, quando aplicado a
sementes, superficies de plantas ou solo, colonizam a rizosfera ou o interior
da planta e promovem o crescimento, aumentando o fornecimento ou

disponibilidade de nutrientes priméarios para a planta hospedeira.

Fuentes-Ramirez e Caballero-Mellado (2005) definem como “um produto
gue 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 principio
ativo ou agente organico, isento de substancias agrotoxicas, capaz de atuar, direta
ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, elevando a sua
produtividade” (BRASIL, 2004), n&o incluindo necessariamente microrganismos

vivos em sua composicdo. O produto pode ser obtido mediante fermentacéo
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aerdbica ou anaerébica de matéria organica em meio liquido e possui caracteristicas
fertiprotetoras, podendo atuar como defensivos agricolas (EMBRAPA, 2009).

Apesar de ainda discreto, estima-se que o mercado de biofertilizantes
tenha movimentado entre 1 e 1,5 bilhdo de dolares em 2020 com taxa de
crescimento anual composta prevista entre 12,9% e 14,2% (AGRIBUSINESS
INTELLIGENCE, 2019). Dessa maneira, 0s investimentos em pesquisa agricola,
com avancgos em ciéncias e tecnologias sao fundamentais para o continuo éxito do
setor. A Figura 2 mostra que a Ameérica do Sul situa-se em uma regido considerada

de taxa de crescimento médio quanto ao uso e producédo de biofertilizantes.
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Figura 2. Mercado de biofertilizantes, por regido no mundo. América do Norte e Central,
Europa e RuUssia possuem alta taxa de crecimento no mercado de biofertilizantes. América
do Sul, Oriente Médio, Asia e Oceania situam-se na taxa de crescimento médio no que se
refere ao consumo de biofertilizantes, enquanto que a Africa apresenta uma baixa taxa de

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

Produzido pela empresa Microquimica Inddstrias Quimicas Ltda.
(Campinas, Sdo Paulo, Brasil), o biofertilizante Vorax® é um produto que apresenta
acdo bioestimulante. O processo de producédo é realizado através da fermentacao
realizada pela bactéria C. glutamicum utilizando-se como meio de cultura o melago
de cana-de-acucar 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 acidos organicos, dentre
outros (ZAHOOR et al., 2012), o que torna o melagco uma excelente opc¢ao para fonte
de obtencdo de energia. Desta maneira, o produto final € a soma dos compostos
presentes no meio inicial e o extrato dos metabdlitos produzidos por este

microrganismo durante o processo de producao.
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Andlises laboratoriais prévias contratadas pela fabricante mostraram que
pouco mais de 25% da composi¢cdo do produto deve-se ao &cido glutamico, sendo
este um dos principais produtos de sintese da C. glutamicum. Outros aminoacidos
respondem por pouco mais de 3% da composicdo do produto. A presenca de
acucares 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

gréfico feito a partir destes estudos composicionais do biofertilizante.
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Figura 3. O biofertilizante Vorax® e anéalise composicional percentual obtido em anélises

laboratoriais anteriores. Fonte: Microquimica Tradecorp, 2021.

Visto que grande parte de sua composi¢cdo nao é determinada faz-se
necessario caracterizar os metabolitos presentes no biofertilizante de modo a
compreender melhor quais rotas metabdlicas este é capaz de ativar quando aplicado

as plantas.
1.3 Corynebacterium glutamicum

A C. glutamicum (Figura 4) é um microrganismo que tem destaque no
ambito industrial desde sua descoberta e isolamento, nos anos 1950. Sendo uma
bactéria Gram-positiva em formato bastonete, este organismo apatogénico que nao
esporula é classificado como “geralmente considerado seguro” (GRAS - generally
regarded as safe). Amplamente utilizada para a sintese biotecnologica de
aminoacidos, ela tem sido aplicada em varios processos produtivos de compostos
quimicos de alto valor agregado, como combustiveis, polimeros e no avanco em
sistemas bioldgicos e engenharia metabdélica 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 eletrbnica de varredura. Fonte: EGGELING e BOTT, 2005.

Estudos anteriores verificou-se o grande potencial de aplicacdo dos
extratos desta bactéria na agricultura, pois o tratamento de culturas como batata
com os extratos obtidos a partir da fermentacdo da bactéria levou ao aumento de
produtividade (RODER et al., 2018). Dessa forma, torna-se necessario caracterizar
guimicamente estes extratos e entender o papel dos metabdlitos primarios e
secundarios no aumento desta interessante produtividade. Isso poderia contribuir de
maneira pragmatica e direta para a agricultura brasileira e, consequentemente, para

a economia do pais.

1.4 Metabolomica e Ferramentas de Bioinforméatica

7z

Metabolébmica é uma abordagem que tem como objetivo identificar e
quantificar um conjunto de metabdlitos produzidos por um organismo e, assim,
melhorar a compreensdo das redes metabodlicas e a subsequente composicdo
bioguimica. A metabolémica alvo (targeted metabolomics) visa a andlise de um ou
mais metabdlitos pré-selecionados que estejam associados a rotas metabdlicas
especificas, enquanto que a metabolébmica ndo alvo (untargeted metabolomics)
baseia-se na analise de metabdlitos de diversas classes quimicas inseridos no
sistema biolégico em estudo (CANUTO et al., 2017). Os metabdlitos sdo pequenas
moléculas (peso molecular inferior a 1500 Da) que estdo envolvidos no controle e
regulacdo das funcbes celulares e podem ser precursores, intermediarios ou
produtos finais de vias metabdlicas. S&o Uteis para saber as condicdes em que o
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meio se encontra, sendo utilizados para obter uma impresséo digital de um estado
fisiologico versus patologico. Podem ser utilizados, também, como biomarcadores
para diagnosticos ou monitorar tratamentos (LAZAR et al., 2015). A metabolémica
nos permite que, através do uso de métodos analiticos, como a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) ou a espectrometria de massas (MS),
diversas variaveis, tais como impacto do tempo, estado nutricional, perturbacéo
ambiental, entre outros, possam ser analisadas simultaneamente em meio a
centenas de metabdlitos, fornecendo uma visdo mais holistica a partir dos dados
obtidos (DIXON et al., 2006). A cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas tandem (UHPLC-MS/MS) € uma importante ferramenta
analitica utilizada no estudo metabolémico, combinando a eficiéncia e rapidez na
separacao dos analitos no UHPLC com o alto desempenho do MS. Somado a isso, 0
analisador de massas do tipo orbitrap fornece alta e reprodutivel precisdo da massa
em combinagao com a faixa de massa dinamica suficiente e velocidade de varredura
(NIELSEN, 2015).

Neste contexto, as ferramentas disponiveis de bioinformatica sao
essenciais para a andlise adequada do grande numero de dados gerados através do
uso de instrumentos analiticos (LAZAR et al., 2015). Varios sao os bancos de dados
de espectros de massas especificos (METLIN, Human Metabolome DataBase -
HMDB, LIPID MAPS, Massbank Of North America e outros) que fornecem
informacdes para que comparacdes possam ser feitas a partir dos dados obtidos e
que auxiliam na deteccdo de moléculas em estudo utilizando-se de métodos
estatisticos (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 anotacdo de
moléculas seguindo critérios pré-estabelecidos. O GNPS (Global Natural Products
Social Molecular Networking) enquadra-se como uma plataforma de
armazenamento, analise e disseminacdo 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 anotacdo molecular através da comparacéo
destes com espectros de referéncia (bibliotecas espectrais) e outros dados
experimentais. Além disso, o GNPS permite que sejam realizadas analises de

derreplicacdo de moléculas através da consulta em bibliotecas espectrais proprias e
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de terceiros (MassBank, ReSpect e NIST), bem como formacdo de redes
moleculares (Molecular Networking, MN) (WANG et al., 2016).

1B.163 compostos
221.083 espectros

——

Bibliotecas espectrais
Extracéo de conhecimento do GNPS
#Mm NOVOs espectros €

metadados de biblioteca

Desreplicagao

Comunidade cientifica automatica
de Produtos Naturais

,". 56 contribuidores

‘ 553 revisdes de anotagio

“Upload” dos Analise [Visualizagdo dos
conjuntos de dados dados + atualizagoes
automaticas

272 conjuntos de dados publicos
84 milhtes de espectros de MS/MS

C¢njunto de dados do GNPS

Anctacio /
Curadoria da biblioteca

Figura 5. Representacdo das interacdes 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 sdo 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
identificacdes de espectros MS/MS feitas por usuérios. A utilidade dessas bibliotecas é
derreplicar compostos, tanto em dados publicos quanto privados. Esse processo de
derreplicacdo € executado em todos os conjuntos de dados publicos e os resultados s&o
relatados automaticamente, permitindo que os usudrios consultem todos os conjuntos de

dados, organismos e condi¢des. Fonte: Adaptado de WANG et al., 2016.

As redes moleculares classicas (MNC) sdo representacdes visuais dos
espectros de fragmentagdo presentes na amostra. Cada n6 da rede molecular
formada corresponde a um espectro MS/MS. As linhas entre 0s nds 0s conectam de
acordo com o grau de similaridade. A formacao destas redes (familias espectrais)
pelo GNPS da-se pela semelhanca na fragmentacdo apresentada pelos analitos, o
que é um indicativo de semelhancga estrutural entre os mesmos. Esta correlacéo
espectral entre os compostos pode ser realizada mesmo quando ndo houver a

presenca de nenhuma anotacéo pelo banco de dados (WANG et al., 2016).



31

Complementando a qualidade das informacdes fornecidas pelos dados
obtidos das analises de MS/MS, a ferramenta Feature-based Molecular Networking
(FBMN) permite a formacdo das redes moleculares incorporando informacdes
adicionais como padrdes de is6topos, tempo de retencdo, mobilidade de ions e area
do pico correspondente ao sinal de interesse, sendo possivel visualizar a distingao
entre isdbmeros que produzam MS/MS semelhantes, facilitando a anotacéo espectral
e fornecendo informacdes quantitativas. Para tanto, ao contrario do MNC, que utiliza
a contagem de ions precursores somados, o FBMN utiliza a area ou altura do pico
para realizar uma estimativa mais precisa da intensidade relativa do ion. Para isso, o
FBMN requer um pré-processamento dos dados de MS/MS utilizando softwares de
visualizacao e otimizacdo de parametros (por exemplo, MZmine ou MS-DIAL). Neste
processamento podem ser ajustados a intensidade minima dos picos obtidos em MS
e MS/MS, os tempos de retencéo e valores de m/z médios (conjunto de informacdes
gue definem os features), a juncdo dos isétopos e o alinhamento dos features
obtidos. Estes softwares exportam os dados em formatos especificos para que,
através da utilizacdo da plataforma GNPS, seja possivel a criacdo de redes
moleculares contendo todas estas informacdes acerca dos metabdlitos presentes
nas amostras (NOTHIAS et al., 2020). O resultado da rede molecular € visualizado
usando o software de bioinformatica Cytoscape. A informacdo quantitativa acerca
dos features é expressa através do tamanho do n6 formado nas redes moleculares
(Figura 6). Assim como no MNC, os nés sdo conectados por bordas quando o0s
espectros de fragmentacao representativos tém um numero de ions 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 metabdlitos, acessando seus tempos de retencdo, abundancia de pico
cromatografico, formulas moleculares e propriedades espectrais de MS/MS.
Portanto, o FBMN tem sido usado recentemente em um numero crescente de
relatérios de pesquisa como um método para a investigacdo 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 andlises 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 acido cafeico representam a maior parte dos nodos formados. O tamanho dos
nodos representa diferengcas semi-quatitativas nas concentracdes dos metabolitos em cada
extrato da planta analisada, enquanto que as cores dos nodos estdo relacionadas a
presenca de cada metabdlito em diferentes 6rgaos b) Nodos amplificados de ésteres de
acido cafeico e suas identificacdes de férmulas estruturais. Nodos circulados em amarelo
foram isolados e caracterizados e nodos circulados em azul tiveram sua anotagdo por
derreplicacdo. FONTE: Adaptado de PADILLA-GONZALEZ et al. (2020).

Outras ferramentas disponiveis, como o Network Annotation Propagation
(NAP), o DEREPLICATOR e 0 MS2LDA contribuem para a previsdo de espectros de
fragmentacao in silico de estruturas conhecidas permitindo uma pesquisa em bancos
de dados quimicos para provaveis estruturas postulantes. Tal como em outras
ferramentas, aqui a razdo massa/carga (m/z) dos precursores bem como o0s
espectros MS/MS servem como entrada para buscar provaveis estruturas
correspondentes, as quais sdo classificadas por uma pontuacdo associada. O
DEREPLICATOR é orientado a busca de peptideos (MOHIMANI et al., 2016)
enquanto o NAP utiliza de anotacdes (matches) ja previamente feitas em redes
moleculares para sugerir possiveis estruturas candidatas vizinhas a estas (SILVA et

al., 2018). Ja o MS2LDA faz a busca de subestruturas das moléculas baseando-se
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ndo somente em seus ions fragmentos, mas também em perdas neutras comuns,
contribuindo assim para anotacdes de subfamilias e modificagdes compartilhadas
(HOOFT et al.,, 2016). Adicionalmente, o MolNetEnhancer (ferramenta também
disponivel na plataforma do GNPS) é capaz de agregar as informacdes fornecidas
pelas ferramentas anteriores fornecendo os dados em forma de redes moleculares
(Figura 7). Ademais, com base nos dados sintetizados, ele fornece referéncias das
familias espectrais formadas, como classes e subclasses quimicas as quais
pertencem (ERNST et al.,, 2019). As redes moleculares aqui formadas também

podem ser exploradas com a utilizagéo do Cytoscape.
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Figura 7. Visdo esquemética global da formacdo das redes moleculares na ferramenta
MolNetEnhancer. Fonte: Adaptado de ERNST et al., 2019.
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1.5 Niveis de Anotacdao e ldentificacdo

O trabalho de caracterizacdo dos metabdlitos presentes em amostras de
estudo é uma das metas da metabolémica. O conjunto de dados obtidos através da
utilizacdo de uma ou mais técnicas analiticas permite-nos fazer inferéncias acerca
da composicdo e estrutura de metabdlitos presentes no material analisado. Para
tanto, uma distingdo a dois termos torna-se necessaria: anotacéo e identificacdo. A
anotacdo de um metabdlito € uma atribuicdo putativa do mesmo e € realizada
baseando-se na correspondéncia de suas caracteristicas fisico-quimicas (massa
nominal, tempo de retencéo, espectro de fragmentacao etc.) com dados presentes
em bases de dados publicas ou comerciais. A identificacdo é feita através da
comparacdo das propriedades utilizando-se um padréo auténtico em condi¢des
analiticas idénticas as do metabdlito em questdo (GODZIEN et al., 2018). Entretanto,
diferentes niveis de anotacdo dos metabdlitos podem ser obtidos. A classificacéo
determinada pelo Chemical Analysis Work Group (CAWG), que € parte do
Metabolomics Standards Initiative (MSI) (SUMNER et al., 2007; FIEHN et al., 2007) é
dividida em 5 niveis (Figura 8). Os niveis de anotagdo O e 1 sdo considerados como
niveis de identificacdo dos compostos. O nivel 0 trata do metabdlito que foi
devidamente isolado e teve toda sua estereoquimica completamente caracterizada.
O nivel 1 trata da identificacdo do composto mediante a comparacdo de suas
propriedades fisico-quimicas com um padrédo auténtico. O nivel 2 caracteriza a
anotacdo de compostos mediante a similaridade de suas propriedades fisico-
guimicas com dados presentes em bibliotecas espectrais publicas ou comerciais. O
nivel 3 trata de compostos 0s quais tiveram suas classes quimicas anotadas
mediante, também, suas propriedades fisico-quimicas ou similaridade espectral
guando comparada a compostos quimicos conhecidos de uma determinada classe
qguimica. O nivel 4 trata de compostos que nao foram nem identificados nem
anotados, entretanto, baseado nas informacdes obtidas acerca destes, podem ser
diferenciados e quantificados (GODZIEN et al., 2018).
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* Estrutura inequivocamente obtida (3D)
* Composto puro isolado

* Compostoidentificado mediante comparacdo com padrio
auténtico

Anotacdo (identificacdo putativa)
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Figura 8. Niveis de confianca na identificacdo de compostos para estudos de metabolémica.
Fonte: Adaptado de GODZIEN et al., 2018.
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar o perfil metabdlico do
biofertilizante Vorax®, sendo o mesmo obtido a partir da fermentacdo da bactéria C.
glutamicum em melaco de cana de acglUcar e sais minerais, por meio da
caracterizagcdo quimica durante os diferentes periodos de producdo do

biofertilizante, associando a ensaios bioldgicos de sub-fracées do mesmo.
2.1 Objetivos Especificos

Dentre os objetivos especificos encontram-se:

- Analisar os extratos gerados a partir do cultivo da bactéria C. glutamicum
em meio de cultura composto de melaco de cana e sais minerais através de andlises
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Para tanto,
buscou-se examinar cada uma das etapas que compdem 0 processo produtivo do
biofertilizante;

- Realizar anotacdes de metabdlitos secundarios de interesse produzidos
pela bactéria C. glutamicum;

- Entender o papel dos metabdlitos primarios e secundarios presentes no
biofertilizante que possam estar relacionados ao aumento de produtividade de
culturas agricolas;

- Avaliar as respostas apresentadas por plantas de Phaseolus vulgaris
(feijao) submetidas ao tratamento com solucdes do biofertilizante e fracdes obtidas
do produto via analises de biomassa;

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

vulgaris mediante analises de biomassa.
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3. Materiais e Procedimentos

As amostras do biofertilizante Vorax®, pertencentes ao lote 125/18, e
amostras dos periodos que compdem o processo produtivo do mesmo, pertencentes
ao lote 150/19, foram fornecidas pela empresa Microquimica Inddstrias Quimicas
Ltda.

3.1 Investigacao do perfil metabélico do biofertilizante Vorax®

Extracbes liquido-liquido 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
extracdes foram realizadas na proporgao de 2/1 (v/v) (solvente/biofertilizante). Os
materiais foram centrifugados por 3 min a 5000 rpm, 0s sobrenadantes separados e
concentrados em N, gasoso. Cada extracdo teve seu concentrado obtido
ressuspenso em 1 mL metanol grau HPLC (Synth). Posteriormente, 100 pL de cada
solucéo obtida foi diluida em 900 puL de metanol grau HPLC (Synth) e filtrada para
vials utilizando membrana hidrofébica PTFE (Analitica, Sdo Paulo/SP) de 0,22 um
de didmetro de poro para posterior analise via cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

As andlises foram realizadas no Laboratério de Biomoléculas e
Espectrometria de Massas da Universidade Estadual de Maringa (Maringa/PR)
utilizando um cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Nexera X2, Japao)
acoplado a espectrémetro de massas com analisador quadrupolo-tempo de voo (Q-
ToF) (Impact IlI, Bruker Daltonics Corporation, Alemanha). Para a separacao
cromatografica foi utilizada uma coluna C18 Acquity UPLC CSM (2,1um; 2,1 x 100
mm) (Waters, EUA) e a composicao da fase movel foi de agua suplementada com
1% (v/v) de acido férmico (A) e metanol com 0,1% (v/v) de acido férmico (B), a 40°C.
A vazdo de fase mével foi de 0,2 mL.min™. As analises foram realizadas no modo
positivo com fonte de ionizac&o electrospray (ESI) compreendendo a faixa m/z 50-
1400. Os quatro ions mais intensos foram selecionados para fragmentacéo
automatica. A energia de colisdo utilizada foi de 3,5 kV. Espectros foram
processados no software DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics Corporation,

Alemanha).
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3.2 Anélises dos periodos de producéo do biofertilizante Vorax®

A producéo do biofertlizante Vorax® é realizada no sistema de operagao
descontinua (batelada) e o procedimento é dividido em “periodos”. Estes periodos
constituintes do processo produtivo sdo descritos na Figura 9. Triplicatas de
extracOes liquido-liquido de amostras referentes a cada periodo foram realizadas tal
como descrito na secao 3.1, entretanto, utilizando apenas o solvente acetato de

etila.

';f;f:;;’ *Melago esterilizado

*Mistura de agua + melago + H,PO,+ aménia para
correcdo de pH (meio estéril)

Periodo *Transferénciado
0 indculo

Periodo <Fase exponencial de crescimento
6 AA. bacteriano

Periodo RYRE:-YLVE
6 D.A.
Periodo L
10 +Fase estacionaria
Periodo «Encerramento do
26 processo
Periodo gRl=llt-C]
)= esterilizacdo

Vorax

Figura 9. Etapas que compdem o processo produtivo do biofertilizante. Maiores informacdes

acerca do processo ndo podem ser informadas por sigilo industrial.

Uma nova extracdo liquido-liquido do biofertilizante (em duplicata) com
acetato de etila foi realizada seguindo os mesmos procedimentos descritos
anteriormente no item 3.1.

As analises foram realizadas na empresa Apex Science (Campinas/SP)
utilizando equipamento HPLC (UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific, EUA)
acoplado a um espectrometro de massas Orbitrap de alta resolucdo (Q Exactive,

Thermo Fisher Scientific, EUA) com fonte de ionizagao electrospray a 3,5 kV. Para a
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separacdo cromatogréfica foi utilizada uma coluna Thermo Scientific Accucore C18
(2,6 um; 100 x 2,1 mm). A composi¢do da fase movel foi de agua suplementada
com 0,1% (v/v) de acido formico (A) e acetonitrila (B). A corrida cromatografica
procedeu-se de forma gradiente, sendo, para a analise dos periodos de producéo: 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 & 45°C, com vaz&o da fase mével de 0,2 mL.min™ e 3 pL de volume
total de injecdo. Para a andlise 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 vazéo da fase movel
de 0,3 mL.min e 4 uL de volume total de injecdo. As anélises foram realizadas em
modo positivo compreendendo a faixa m/z 133-2000 na analise dos periodos de
producdo e m/z 100-1500 para o biofertilizante. Em ambas as analises os cinco ions
mais intensos por ciclo foram selecionados para fragmentacdo automatica. Os
espectros foram processados no software Xcalibur 3.0.63 (Thermo Fisher Scientific,
EUA).

3.3 Extracdo em larga escala e obtencéo de fracdes do biofertilizante Vorax®

Realizou-se uma extracao liquido-liquido em larga escala partindo de 20L
do Dbiofertilizante utilizando-se acetato de etila na propor¢gao de 2/1 (v/v)
(solvente/biofertilizante). O extrato obtido foi submetido a uma purificacdo 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
fragcOes foi obtido.

Com o intuito de reduzir a quantidade de fracGes totais do produto foi
avaliado o perfil cromatogréafico destas, utilizando um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (Acquity UPLC, Waters, EUA) acoplado a um detector de arranjo de
diodos com detector de UV (PDA), para deteccdo de compostos que apresentassem
absorgédo em comprimentos de onda A =210 nm. Para a separacdo cromatogréafica,
utilizou-se uma coluna analitica C18 Zorbax Eclipse Phenyl-Hexyl (5 pm; 150 x 4,6
mm). A composi¢do da fase movel foi de agua suplementada com 0,1% de é&cido
férmico (v/v) (A) e acetonitrila (B), vazdo da fase mével de 1,0 mL.min™* e volume de
injecdo de 10 pL. A corrida cromatografica 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 fracdes inicialmente obtidas foram

agrupadas de acordo com a semelhanca entre os perfis cromatograficos reduzindo,
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assim, para um total de 6 fragOes. A Figura 10 ilustra os passos realizados para o
procedimento.

Figura 10. Esquema ilustrativo dos passos utilizados na extracdo em larga escala do
biofertilizante para obten¢do de fracdes do mesmo. O concentrado do biofertilizante obtido
apos a extracdo liquido-liquido foi submetido a uma purificacdo parcial. As 60 fracbes
obtidas ap6s a purificagédo foram analisadas em um HPLC-DAD e, finalmente, agrupadas em
6 fracbes de acordo com seu perfil espectral.

Amostras das fracdes obtidas foram submetidas a analise de HPLC-
MS/MS na empresa Apex Science, utilizando um UHPLC (UltiMate 3000, Thermo
Fisher Scientific, EUA) acoplado a um espectrometro de massas Orbitrap de alta
resolucdo (Q Exactive, Thermo Fisher Scientific, EUA) com fonte de ionizagéo
electrospray a 3,5 kV. Para a separacdo cromatografica utilizou-se uma coluna
Thermo Scientific Accucore C18 (2,6 um; 100 x 2,1 mm). A composi¢cdo da fase
movel foi de dgua suplementada com 0,1% (v/v) de acido férmico (A) e acetonitrila
(B). A corrida cromatografica 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
a 45°C. A vazao da fase mével foi de 0,2 mL.min™ e 3 pL de volume total de injecao.
As analises foram realizadas em modo positivo compreendendo a faixa m/z 100-
1500. Os cinco ions mais intensos foram selecionados para fragmentagéo
automatica. Os espectros foram processados no software Xcalibur 3.0.63 (Thermo
Fisher Scientific, EUA).
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3.4 Utilizac&o das Ferramentas de Bioinformatica
3.4.1 Library Search

Os dados do biofertilizante obtidos através da analise de cromatografia
liquida 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). ApGs convertidos
os dados foram submetidos a nuvem do banco de dados do GNPS para realizagédo
das pesquisas. Buscou-se por compostos ja caracterizados no Molecular Library
Search (http://gnps.ucsd.edu) com tolerancia da massa do ion precursor e do ion 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 (anotacbes estabelecidas pela plataforma), sendo
que estes também deveriam possuir um cosseno igual ou superior a 0,75 e pelo
menos 4 fragmentos idénticos (WANG et al., 2016). Quanto mais proximo de 1 mais
semelhantes sdo as moléculas obtidas nos dados brutos e aquelas fornecidas pelas
bases de dados. Foi também realizada a verificacdo manual dos espectros de
fragmentacado de ions 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 construidas redes moleculares utilizando os dados obtidos apos as
analises HPLC-MS/MS dos periodos de producédo do biofertilizante (https://ccms-
ucsd.github.io/GNPSDocumentation/featurebasedmolecularnetworking/). Para a
construgcdo das redes moleculares através do FBMN foi necessario um
processamento dos dados no software MZmine 2.53. Apdés a importagdo dos
arquivos em formato de arquivo .mzXML para o software, realizou-se visualizacéo
nos dados brutos para verificar a intensidade de variagGes na linha de base, tempo
de durag&o do pico e numero minimo de pontos necesséario para formar um pico

cromatografico e poder selecionar os parametros para as etapas de processamento


http://gnps.ucsd.edu/

42

posteriores. Na sequéncia, algumas fun¢bes foram utilizadas. Os nomes das
mesmas, suas finalidades e os parametros utilizados sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros utilizados no software MZmine para a construcdo de tabelas de

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

Funcéo Finalidade Parametros Utilizados
Deteccéo de MS: 1 x 10°
Mass Detection massas/sinais em MS i 3
e MS/MS MS/MS: 1 x 10

Group intensity threshold: 3 x 10°

ADAP ~ Minimum group size: 5
Chromatogram Construcdo dos - . . . 5
Builder cromatogramas Minimum highest intensity: 3 x 10
m/z tolerance: 10 ppm
Local minimum search
Chromatogram threshold 10%
Deconvolugao dos Search min. RT: 0.01
Chromatogram cromatogramas dos Min. absolute height: 3 x 10°
Deconvolution ions extraidos em Min. ratio peak top/edge: 2
picos individuais Peak duration range: 0.05 — 2.00
m/z range for MS/MS: 0.01
RT range for MS/MS: 0.02
m/z tolerance: 10 ppm
RT tolerance: 0.02
e honpameoce
Representative isotope: most
intense
Alinhamento dos Join aligner
sinais/picos m/z tolerance: 10 ppm
Alignment selecionados para Weight for m/z: 75
ajuste de variacdes no RT tolerance: 0.05
temo de retencao Weight for RT: 25

Como dultima etapa, foi realizada uma verificacdo manual dos dados
gerados a fim de filtrar sinais cromatograficos sem definicdo ou aqueles 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
construcdo das redes moleculares via FBMN. Para a construcdo destas redes
moleculares foi considerada uma tolerancia de massa do ion precursor e dos ions
fragmentos MS/MS de 0.02 Da. As conexdes entre os nds foram formadas de tal

forma que o cosseno (cosine score) apresentasse um valor superior a 0.75 e um
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namero minimo de 4 picos em comum no espectro de fragmentacdo (WANG et al.,
2016; NOTHIAS et al., 2020).

3.4.3 Network Annotation Propagation

Para a obtencdo das anotagbes por propagacdo 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 (periodos de producdo, produto final e fracBes). A
precisdo da massa para a busca de candidatos foi definida para 5 ppm e o valor do
minimo do cosseno para sub selecionar dentro de um cluster ficou estabelecido
como 0.65. Foram selecionadas as bases de dados de estruturas quimicas GNPS,
NPatlas (https://lwww.npatlas.org/), SUPNAT (http://bioinf-
applied.charite.de/supernatural_new/), CHEBI (https://lwww.ebi.ac.uk/chebi/),
DRUGBANK (https://go.drugbank.com/) e FooDB (https://foodb.ca/) para a busca de
possiveis metabdlitos compativeis com os valores de massa do ion precursor e dos

ions fragmento.
3.4.4 MolNetEnhancer

Para aprimorar as informacfes estruturais quimicas na rede molecular, as
anotagbes de estrutura in silico do NAP e as informagBes obtidas através das
andlises via FBMN foram incorporadas a rede usando o fluxo de trabalho GNPS
MolNetEnhancer (https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/molnetenhancer/)
no site do GNPS. As anotacdes da classe quimica foram realizadas usando a
ontologia quimica 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 germinagéo de sementes de Phaseolus vulgaris

Testes de germinacdo com sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L. -
Var. Pérola) foram realizados utilizando solucdes do biofertilizante Vorax® e solucdes
preparadas a partir das 6 fracbes obtidas conforme descrito na secdo 3.3. As
sementes foram adquiridas da empresa Sementes Fortaleza (Campinas/SP) e sao

pertencentes ao lote FP 01/20. Os graus de pureza e germinacao informados pelo
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fornecedor sédo iguais a 99,6% e 90%, respectivamente. Utilizou-se duas folhas de
papel para germinacdo (Cienlab Equipamentos Cientificos Ltda., Campinas/SP)
como substrato e estes foram previamente cortados e autoclavados antes de serem
colocados em placas de Petri (8,5 cm de diametro). Foram adicionadas 6 sementes
e um total de 6 mL de cada uma das solucdes teste em cada placa, sendo estas
posteriormente vedadas com Parafilm M®. As placas foram mantidas em camara de
fotoperiodo 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
concentracdo utilizada para as solugcbes foi igual a 300 ppm, conforme
recomendacdo do fabricante. Para o controle positivo foi utilizado agua Milli-Q® e
para o controle negativo, foi utilizado uma solucdo de glifosato a 1% (m/m). Para
comparacao dos resultados foram avaliados dados de formacéo de biomassa, como
o comprimento e a massa das raizes formadas. A Figura 11 ilustra 0os passos

realizados no experimento.
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Figura 11. Esquema ilustrativo para realizacdo dos ensaios de germinacdo de sementes

utilizando as solucdes do biofertilizante e das fracdes deste.
3.5.2 Ensaios de aplicacao foliar em plantas de Phaseolus vulgaris

Testes de aplicacdo foliar foram realizados utilizando solugbes do
biofertilizante Vorax® e solucdes preparadas a partir das 6 fracdes obtidas conforme
descrito na se¢ao 3.3. Os ensaios foram realizados entre 05 de janeiro e 01 de
fevereiro de 2021 em casa de vegetacado, no Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas, com variancia de temperatura entre 21-37°C, umidade 23-
93%, irrigacdo periodica controlada de 2 mm e iluminagcdo natural. Para o
crescimento das plantas utilizou-se vasos de 8 litros e sementes do lote descrito na
secdo 3.5.1. Foi utilizado, também, substrato para hortalicas (casca de pinus, turfa,

vermiculita, superfosfato simples e nitrato de potassio) adquirido da empresa Vida
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Verde (Mogi Mirim/SP). Os vasos foram irrigados com 2 litros de solugéo
concentrada de 1,8% de nitrogénio, 1,8% de fosforo, 7,2% de potassio, 0,05% de
ferro (EDTA) e 0,002% de molibdénio 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 apds a germinacao foram aplicados 25 mL de cada
solucdo para cada um dos 8 tratamentos, sendo aplicacdo Unica. A concentracao
utilizada para cada solucéo foi igual a 300 ppm. A avaliacdo dos resultados obtidos
para os 8 tratamentos foi realizada 14 dias ap0s a aplicacdo das solucdes e esta
deu-se pela analise da biomassa fresca e seca das raizes e da parte aérea. A
quantidade de clorofilas totais foi avaliada utilizando-se o equipamento Clorofilog®
(Falker — Porto Alegre/RS). Todas as analises deram-se pela comparacdo de cada
tratamento com o controle positivo (apenas aplicacdo de agua). A secagem das
raizes e partes aéreas foi realizada em estufa, a 50 °C, por 72 h, como proposto por
Milani et al. (2008), com adaptacdes.

Tabela 2: Descrigdo das solugbes utilizadas para cada tratamento no ensaio de aplicagédo

foliar em Phaseolus vulgaris.

Tratamento Solucéo Aplicada

1 Agua (controle positivo)
Vorax

Fracdo 1

Fracao 2

Fracéo 3

Fracéo 4

Fracao 5

o N o o~ WODN

Fracao 6

3.6 Analises estatisticas

3.6.1 Andlises estatisticas multivariadas das analises de UHPLC-MS/MS dos

periodos de producéo do biofertilizante Vorax®

Os dados brutos de LC-MS/MS, obtidos para os periodos de producao do
biofertilizante (item 3.2), foram convertidos para formato de arquivo .mzXML



46

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 estdo descritas informagdes referentes a cada feature reconhecido (MS,
tempo de retencdo e &rea do pico correspondente), e a informacao de cada feature é
relacionada a um nuamero de reconhecimento (ID). Com a matriz gerada, foi utilizada
a plataforma online MetaboAnalyst 4.0 a fim de analisar as mudancas geradas no
perfil metabdlico pela analise 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 Analises estatisticas univariadas das analises in vivo com Phaseolus

vulgaris

As andlises estatisticas 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 Solucfes Estatisticas - Sdo Carlos/SP ). Testes de Shapiro-
Wilk foram usados para verificar a normalidade de distribuicdo dos dados, enquanto
que o Teste de Levene foi aplicado para verificacdo da homogeneidade das
variancias. Utilizou-se os Testes T-student e Wilcoxon-Mann-Whitney, com niveis de
significancia de 95% em todos o0s casos, para amostras paramétricas e nao
paramétricas, respectivamente. O Microsoft Excel (Microsoft Corporation, EUA) foi
utilizado para a construcdo dos graficos de diagrama de caixa (boxplot) a fim de

ilustrar a distribuicdo dos valores obtidos.

3.7 Testes antiflingicos de solucdes do biofertilizante Vorax® frente aos fungos

Fusarium graminearum e Penicillium digitatum

Para realizar a avaliacdo de uma possivel capacidade de acdo antifingica
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). Suspensdes de esporos de cada fungo na concentracéo de 10° esporos mL™
foram preparadas para serem utilizadas em testes de Concentragdo Minima
Inibitéria (Minimum Inhibitory Concentration - MIC). Estes testes de inibicdo foram

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

com modificagdes.
3.8 Avaliacdo in vitro da atividade antiproliferativa do biofertilizante Vorax®

Com a finalidade de avaliar o potencial sobre a proliferacdo de células
humanas, foi realizado o teste de atividade antiproliferativa do biofertilizante Vorax®.
O teste foi realizado em parceria com pesquisadores do Laboratério de Fitoquimica,
Farmacologia e Toxicologia experimental (LAFTex), da Faculdade de Ciéncia
Farmacéuticas da Universidade Estadual de Campinas seguindo protocolo descrito
por Monks (1991) e Shoemaker (2006), com adaptacdes. A linhagem celular HaCat
(queratindcitos 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 solucgdo de streptomycin/penicillin
(1000 U.mL™:1000 pg. mL™, 1%, VitroCell). Tanto para manutencédo quanto para o
experimento, as células foram incubadas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de
CO..

Inicialmente, as células HaCat (100 pL.compartimento™, 3 X 10* cel.mL™)
foram plaqueadas em 2 placas de 96 compartimentos denominadas T1 (tratadas) e
TO (controle de células no inicio do experimento, 6 compartimentos) e incubadas por
24 horas. Apo0s este periodo, as células das placas T1 foram expostas a solu¢des do
biofertilizante preparadas em meio de cultivo completo (100 pL.compartimento™,
0,15, 1,5, 15 e 150 pL.mL™), ao controle positivo de atividade antiproliferativa
Doxorrubicina (Eurofarma, 100 pL.compartimento™, 0,015, 0,15, 1,5 e 15 uL.mL™) ou
meio de cultivo completo (100 pL.compartimento™). Apds os tratamentos, as células
da placa T1 foram incubadas por 48 horas enquanto as células da placa TO foram
fixadas com &cido tricloroacético (Sigma-Aldrich, 50%, 50 pL.compartimento™) por 1
hora, a 4°C, para determinacdo da quantidade celular inicial. Apés as 48 horas de
exposicdo, as células da placa T1 foram fixadas com acido tricloro acético. Apos
secagem em temperatura ambiente, todas as células fixadas (T1 e TO) foram
coradas com solu¢cdo de sulforrodamina B 0,4% em &cido acético 1% (50
uL.compartimento™) por 20 minutos a temperatura ambiente. Apés a lavagem do

excesso de corante com acido acético 1% e secagem das placas, o corante ligado
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as proteinas celulares foi solubilizado com Trizma Base (10 uM, pH 10,5, 150
uL.compartimento™) e foi realizada a leitura espectrofotométrica das microplacas em
comprimento de onda a 540 nm no espectrofotometro VersaMax (Molecular Devices,
EUA).

A proliferacao celular (%) foi considerando-se a diferenca entre os valores
de absorbancia das células viaveis sem tratamento ao final (T1) e no inicio (T0) do
periodo de exposicdo como representativas de 100% de proliferacéo celular.

As curvas de proliferacdo celular em funcdo da concentracdo da amostra

foram construidas empregando-se o software ORIGIN 8.0 (OriginLab Corporation).
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4. Resultados e Discussao
4.1 Investigacao do perfil metabélico do biofertilizante Vorax®

Devido a complexidade da matriz do biofertilizante, buscou-se realizar
extracbes com diferentes solventes para explorar classes distintas de metabdlitos
presentes na amostra. Diferentes interagdes entre os solventes utilizados e o
biofertilizante foram verificadas durante as extracdes. Nesta analise exploratdria do
biofertilizante foram anotados 72 metabdlitos através do Molecular Library Search da
base de dados GNPS, compreendendo fitorménios, compostos fendlicos, acidos
organicos dentre outros. Dentre os metabdlitos, 30 correspondem a extracdo com o
solvente acetato de etila (41,67% do total das anotacdes), 23 ao diclorometano
(31,94% das deteccdes totais), 20 a extragcdo com hexano (27,78%) e 34 metabdlitos
(47,22%) utilizando-se n-butanol. A distibuicdo do total de metabdlitos obtidos em
cada extracdo € representada no diagrama de Venn da Figura 12.
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Figura 12. Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo dos metabdlitos identificados
putativamente pela base de dados GNPS através da extracdo do biofertilizante Vorax® com

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

As classes de metabdlitos que foram detectadas através das extragbes
com os solventes acetato de etila e n-butanol apresentaram alguma similaridade.
Desta maneira, para as etapas seguintes, optou-se em prosseguir com extracdes
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 relacdo ao n-butanol.
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4.2 Anotacdo de metabolitos presentes no biofertilizante

O uso de biofertilizantes € capaz de auxiliar no aumento da producdo
agricola (CAJAMARCA et al., 2019; SCHUTZ et al., 2018; ANSARI et al., 2014), no
entanto, devido ao grande niumero de possiveis matérias-primas disponiveis para a
elaboracdo destes produtos, uma analise composicional faz-se necessaria a fim de
garantir a seguranca no manuseio e aplicagdo dos mesmos.

As técnicas de espectrometria de massas tém sido utilizadas ha 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 metabdlico do biofertilizante obtido através da fermentacdo da
bactéria C. glutamicum em melago de cana-de-acucar.

Resultados das analises composicionais dos extratos de Vorax®, obtidos
através da extracdo liquido/liqguido com acetato de etila, foram alcancados com o
auxilio da base de dados Global Natural Products Social Molecular Network (GNPS)
através da utilizacdo do Library Search, que permite realizar a derreplicacdo dos
dados brutos de MS/MS comparando com dados das bibliotecas espectrais da
plataforma para estabelecer os hits. A comparacdo € baseada na similaridade do
cosseno (cosine score) obtido, que quanto mais proximo de 1 é o resultado, mais
similar ao espectro da biblioteca. Os principais metabdlitos anotados selecionados
estdo exibidos na Tabela 3, sendo alguns brevemente discutidos de acordo com
informacdes encontradas na literatura.

De acordo com os resultados obtidos, diversos metabolitos de diferentes
classes quimicas foram anotados Dentre estes, algumas classes de compostos ja
conhecidos e reportados por apresentarem bioatividade em plantas, como
fitormonios (CUTLER et al. 2010; HLUSKA et al., 2021; TAMOGAMI et al., 1997),
lipidios (PROST et al., 2005), compostos fendlicos (SHARMA et al., 2019) e
aminodacidos (AZIZ et al., 2017; FRANZONI et al., 2021).

O ion m/z 281.2484, presente nas amostras dos extratos do biofertilizante
no tempo de retencdo 8.20 min (Figura 13a), foi anotado pela plataforma GNPS
como sendo o acido linoleico ([M+H]*, C1gH330,). Para a realizagdo da anotagéo, os
dados de MS/MS obtidos para o ion precursor foram comparados com as bibliotecas
espectrais presentes na plataforma. O mirror match (Figura 13b) fornecido pela

plataforma mostra os ions fragmentos do metabdlito anotado em comparacdo com a
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biblioteca e é utilizado para efetivar a anotacdo espectral. Nele, os dados brutos
obtidos através das andlises de UHPLC-MS/MS s&o mostrados na parte superior
(em preto) e sdo comparados com os resultados fornecidos (em verde) pela
plataforma GNPS. A comparacdo entre os espectros de MS/MS apresentou um

cosine score de similaridade de 0.96.
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Figura 13. a) Cromatograma de ions extraidos para o ion [M+H]" m/z 281.2484, com
deteccédo para o metabdlito acido linoleico, no tempo de retencédo 8.20 min. b) Mirror Match
do GNPS para o ion [M+H]" m/z 281.2484, com anotac&o para o &cido linoleico. De acordo
com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue anotar um determinado metabdlito a
partir dos ions fragmentos gerados por este. Os valores de MS/MS do metabdlito, marcados
em preto, podem ser comparados com 0 seu respctivo hit proposto pela plataforma, em

verde. ¢) Férmula estrutural e molecular do acido linoleico.

De maneira geral, sabe-se que os lipidios tém funcdo estrutural e de
armazenamento de carbono em sistemas vegetais (NELSON e COX, 2011). Em
especifico, os oxilipidios sdo uma diversa classe de acidos graxos oxigenados
(GOBEL et al., 2009) que est&o envolvidos em respostas antimicrobianas (PROST et
al., 2005) e de defesa contra condicbes de estresses bidticos e abidticos
(BARENSTRAUCH et al.,, 2020; MAYNARD et al., 2018). A sintese destes
compostos, em plantas, deve-se a oxidacéo de acidos graxos poli-insaturados como,

por exemplo, o acido linoleico e o &cido linolénico.
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O ion m/z 279.2327, presente no tempo de retencdo 8.04 min (Figura
14a), foi anotado como sendo o acido linolénico ([M+H]", C1gH300,). O mirror match
obtido para o referido ion, com cosine score de similaridade igual a 0,76, € mostrado
na Figura 14b.
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Figura 14. a) Cromatograma de ions extraidos para o ion [M+H]" m/z 279.2327, com
deteccédo para o metabdlito acido linolénico, no tempo de retencao 8.04 min. b) Mirror Match
do GNPS para o ion [M+H]" m/z 281.2484, com anotac&o para o &cido linoleico. De acordo
com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue anotar um determinado metabdlito a
partir dos ions fragmentos gerados por este. Os valores de MS/MS do metabdlito, marcados
em preto, podem ser comparados com 0 seu respctivo hit proposto pela plataforma, em

verde. ¢) Férmula estrutural e molecular do acido linolénico.

Como supracitado, os acidos graxos poli-insaturados linoleico e linolénico
sao precursores de oxilipidios e, também, sdo precursores do acido jasmoénico, uma
importante molécula sinalizadora nas respostas das plantas a resisténcia a insetos e
patégenos (CREELMAN e MULLET, 1997).

A anotacdo sugerida para o composto de m/z 247.1330 ([M+H-H,O]",
C15H1903), no tempo de retencéo 4.13 min, proposto pela base de dados foi o 4cido
abscisico (Figura 15a). Para a anotacdo realizada foram utlizados os ions
fragmentos do ion m/z 247.1329 pela plataforma GNPS conforme visto no mirror

match (cosine score de similaridade de 0.88) na Figura 15b.
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Figura 15. a) Cromatograma de ions extraidos para o ion [M+H-H,O]" m/z 247.1329, com
deteccgdo para o metabolito acido abscisico, no tempo de retencdo 4.13 min. b) Mirror Match
do GNPS para o ion [M+H-H,0]" m/z 247.1329, com anotac&o para o acido abscisico. De
acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue anotar um determinado
metabdlito a partir dos ions fragmentos gerados por este. Os valores de MS/MS do
metabdlito, marcados em preto, podem ser comparados com 0 seu respctivo hit proposto

pela plataforma, em verde. ¢) Férmula estrutural e molecular do acido abscisico.

Porcel et al. (2014) descreve em seu trabalho que, assim como outros
fitormbnios, o acido abscisico é um sequiterpendide natural e esta envolvido em
processos fisioldgicos das plantas, tais como sinalizador a estresses abioticos, como
a falta de agua, além de estarem envolvidos na regulagcdo do crescimento e
desenvolvimento. Foi visto, também, que este composto pode inibir o alongamento
das raizes apresentando, assim, uma correlacdo negativa entre crescimento e o
conteudo enddgeno das plantas. No entanto, plantas deficientes em ABA sao
geralmente menores do que as selvagens. Bano et al. (2012) propuseram a
aplicagcéo exdgena de ABA para melhorar a tolerancia ao estresse.

Tratando-se de fitorm6nio, uma anotacgdo obtida para o ion m/z 204.1244,
presente no tempo de retengdo 2.63 min (Figura 16a), foi para a citocinina N6-(A2-
isopentenil)-adenina ([M+H]*, CioH14Ns). O cosine score de similaridade para o

mirror match obtido para este metabdlito (Figura 16b) foi de 0.97.
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Figura 16. a) Cromatograma de fons extraidos para o fon [M+H]" m/z 204.1244, com
deteccgdo para o metabolito N6-(A2-isopentenil)-adenina, no tempo de retencéo 2.63 min. b)
Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 204.1244, com anotacdo para a N6-(A2-
isopentenil)-adenina. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue
anotar um determinado metabdlito a partir dos ions fragmentos gerados por este. Os valores
de MS/MS do metabdlito, marcados em preto, podem ser comparados com 0 seu respctivo
hit proposto pela plataforma, em verde. c¢) Formula estrutural e molecular da N6-(A2-

isopentenil)-adenina.

As citocininas naturais sao fitorménios derivados de adenina e que
possuem uma cadeia lateral aromatica ou entdo um isoprendide, como € o caso da
N6-(A2-isopentenil)-adenina. Estes fitormonios estdo envolvidos em uma série de
processos fundamentais as plantas associados a produtividade, como estresses
biéticos e abidticos (CORTLEVEN et al., 2019), formacédo de calos (LALOUE et al.,
1977), desenvolvimento de raizes e brotos (WERNER et al., 2003) e na inducdo de
resisténcia a patogenos (AKHTAR et al., 2020; NASEEM et al.,, 2014). Outras
caracteristicas importantes da acédo das citocininas sdo o0 retardamento da
senescéncia das folhas (HONIG et al., 2018; GUO et al., 2014) e seu papel na
biossintese de clorofila (MULLER 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 fenélicos aumentados
apos cultivo in vitro na presenca de 3 citocininas, sendo que a N6-(A2-isopentenil)-

adenina apresentou os maiores niveis de elevacdo daqueles compostos.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Cortleven%2C+Anne
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Para o ion m/z 204.1244, a fragmentacdo observada e utilizada para
estabelecer o hit com a citocinina N6-(A2-isopentenil)-adenina pode ser observada
pelo mirror match, mostrado na Figura 17b. A confirmacdo da presenca deste
composto no biofertilizante Vorax® foi realizada comparando o perfil de
fragmentacao obtido nas andlises do biofertilizante com a andlise utilizando o padrédo
comercial (Sigma-Aldrich), fornecido pela empresa Microquimica IndUstrias Quimicas
Ltda. Observa-se nas analises o mesmo tempo de retencdo em 2.63 min., como
mostrado na Figura 17c e, com base nesta comparacdo pode-se anotar a citocinina

com nivel de anotacao 1, ou seja, quando ha a comparag¢do com o padrédo auténtico.
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Figura 17. a) Cromatograma de fons extraidos para o fon [M+H]" m/z 204.1244, com
anotacdo para o metabolito N6-(A2-isopentenil)-adenina, no tempo de retengédo 2.63 min,
para o extrato do biofertilizante. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 204.1244,
com anotagdo para a N6-(A2-isopentenil)-adenina. De acordo com critérios pré-
estabelecidos, a plataforma consegue anotar um determinado metabdlito a partir dos ions
fragmentos gerados por este. Os valores de MS/MS do metabdlito, marcados em preto,
podem ser comparados com 0 seu respctivo hit proposto pela plataforma, em verde. ¢)
Cromatograma de ions extraidos para o ion [M+H]" m/z 204.1244 do padrdo de N6-(A2-
isopentenil)-adenina (Sigma-Aldrich), no tempo de retengdo 2.62 min. d) Fragmentacdo
MS/MS obtida para o padrdo da citocinina N6-(A2-isopentenil)-adenina, obtida no tempo de
retencdo 2.62 min. Observa-se a compatibilidade entre as fragmentacdes obtidas para a
detecgdo obtida pela plataforma GNPS para o pico base m/z 136.0621 e para 0s picos
obtidos de menor intensidade m/z 148.0616 e m/z 69.0704.

A anotacgdo feita pela plataforma GNPS para o ion m/z 148.0606, no
tempo de retencdo 0.75 min (Figura 18a), foi 0 aminoacido acido glutamico ([M+H]",
CsH1oNOy4). Como mencionado na secdo 1.2, sabe-se que este aminoacido
encontra-se presente na composi¢cao geral do biofertilizante e, assim, sua detec¢ao
ja era esperada. A comparacdo dos ions 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.
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Figura 18. a) Cromatograma de ions extraidos para o ion [M+H]" m/z 148.0606, com
deteccgdo para o metabdlito acido glutamico, em 0.75 min. b) Mirror Match do GNPS para o
fon [M+H]" m/z 148.0606. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue
anotar um determinado metabdlito a partir dos ions fragmentos gerados por este. Os valores
de MS/MS do metabdlito, marcados em preto, podem ser comparados com 0 seu respctivo
hit proposto pela plataforma, em verde. ¢) Férmula estrutural e molecular do &cido

glutémico.

Aminoacidos sdo compostos nhitrogenados que constituem as unidades
fundamentais para a sintese de proteinas. O acido glutdmico € precursor de muitos
compostos organicos (BROSNAN et al., 2012), sendo um precursor da sintese de
clorofila nas plantas (TAIZ et al., 2017). Qiu et al. (2020) traz uma ampla discussao
em seu artigo de revisao acerca de outras importantes fun¢cées desempenhadas por
este aminocido. Lee et al. (2021) descreve em seu trabalho os efeitos benéficos no
aumento da eficiéncia fotossintética e atividade antioxidativa em plantas de tomate
submetidas a aplicacdes exogenas de acido glutamico. Similarmente, EI-Rheem et
al. (2021), Mazher et al. (2011) descrevem ganhos em biomassa advindos da
aplicagdo foliar de solugbes utilizando o composto. Ampofo e Ngadi (2021)

apresentam resultados de aumentos em compostos fenélicos em plantas de feijao
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submetidas a aplicacdes de acido glutamico correlacionando com reducdo no
estresse oxidativo das plantas.

Foram anotados trés compostos fendlicos nos tempos de retencéo 2.58,
3.07 e 2.37 min. (Figuras 19a, 20a e 21a) para os ions m/z 199.0608, m/z 165.0547
e m/z 161.0598 sendo, respectivamente, o acido siringico ([M+H]", CgH1:0s), 0
acido p-cumarico ([M+H]", CyHyO3) e a 6-metil cumarina ([M+H]", CioHgO,). As
informacBes contendo os ions fragmentos obtidos das analises MS/MS dos
compostos fendélicos mencionados e que foram utilizados para comparacdo com
dados presentes nas bibliotecas espectrais da plataforma GNPS sao exibidos nos
mirrors matches (Figuras 19b, 20b e 21b). Os respectivos cosine score de

similaridade para os metabdlitos sdo 0.97, 0.88 e 0.71.
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Figura 19. a) Cromatograma de ions extraidos para o fon [M+H]" m/z 199.0608, com
deteccdo para o metabdlito acido siringico, em 2.58 min. b) Mirror Match do GNPS para o
fon [M+H]" m/z 199.0608. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue
anotar um determinado metabdlito a partir dos ions fragmentos gerados por este. Os valores
de MS/MS do metabdlito, marcados em preto, podem ser comparados com 0 seu respctivo

hit proposto pela plataforma, em verde. c) Férmula estrutural e molecular do acido siringico.
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para o fon [M+H]" m/z 165.0547, com

deteccgédo para o metabdlito acido p-cumarico, em 3.07 min. b) Mirror Match do GNPS para o

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

anotar um determinado metabdlito a partir dos ions fragmentos gerados por este. Os valores

de MS/MS do metabdlito, marcados em preto, podem ser comparados com 0 seu respctivo

hit proposto pela plataforma, em verde. c) Formula estrutural e molecular do &cido p-

cumarico.
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Figura 21. a) Cromatograma de ions extraidos para o fon [M+H]" m/z 161.0598, com
deteccdo para o metabdlito 6-metil cumarina, em 2.37 min. b) Mirror Match do GNPS para o
fon [M+H]" m/z 161.0598. De acordo com critérios pré-estabelecidos, a plataforma consegue
anotar um determinado metabdlito a partir dos ions fragmentos gerados por este. Os valores
de MS/MS do metabdlito, marcados em preto, podem ser comparados com 0 seu respctivo
hit proposto pela plataforma, em verde. ¢) Formula estrutural e molecular da 6-metil

cumarina.

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de plantas e sao
divididos em hidroxibenzéicos, no qual pertence o primeiro composto, e em
hidroxicindmicos, no qual os dois ultimos fazem parte. Os compostos fendlicos de
plantas sdo sintetizados na rota do chiquimato, sendo precursores dos
fenilpropandides e desempenham importantes papéis nas plantas sendo associados
as funcdes de regulacéo de crescimento e defesa (SHAHIDI e YEO, 2018; NKOMO
et al., 2019; BAYOUMI et al.,, 2008; CHEYNIER et al., 2013). Além disso, eles
apresentam acdes no organismo humano, como atividade anti-oxidativa e
antimicrobiana (NATELLA et al.,, 1999; SHAHIDI e YEO, 2018; ANGELINI et al.,
2021).

Demais metabdlitos anotados e listados na Tabela 3 tém seus dados de
cromatogramas de ions extraidos, tempos de retencdo, mirror match e niveis de
anotacdo apresentados na secdo 7 A (Apéndice). Dentre eles encontram-se
metabdlitos 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 (CZEGENY et al., 2019; SOLTANI et al.,
2012), N-(2-feniletil)acetamida (REHMAN et al., 2018), N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-
ilbenzamida (HUSSAIN et al., 2016), swertisina (CHRZASZCZ et al.,2021). Além
disso, foram anotados 3 metabdlitos glicosilados isolados de fontes vegetais: 2-
ciclohexen-1-ona-4-[(1)-3-(B-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-metoxifenoxilJoxano-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==

Tabela 3: Metabolitos putativamente identificados no biofertilizante Vorax®.

Formula Formula m/z Erro Nivel de
Metabdlito Molecular Molecular Aduto experimental m/z teorico (opm)  Anotacdo
(experimental) (Teorico) P PP ¢

1 ACidO linoleico C18H3302 C18H3202 [M+H]+ 281.2484 281.2475 3.18 2
Acido 13-ceto-9,11- .

2 ogtadecadienéico CisH3105 Ci1sH3003 [M+H] 295.2269 295.2268 0.44 2

3 Acido linolénico CisH310, CisH300, [M+H]+ 279.2327 279.2319 3.02

4 Acido abscisico Ci5H1903 Ci5H2004 [M-H20+H]+ 247.1329 247.1329 0.12 2

5 N6-(A2-isopentenil)-adenina CioH14Ns CioH13Ns [M+H]" 204.1245 204.1244 0.63 1

6 J'asmonoil—leucina C1gH30NO,4 C1gH290NO,4 [M+H]+ 324.2170 324.2169 0.20 2

7 Aqido p-cumarico CoHyO53 CoHgOs3 [M+H]+ 165.0547 165.0546 0.48 2

8 Acido siringico CoH1105 CoH1005 [M+H]" 199.0608 199.0601 3.52 2

9 G'—metil cumarina C1oHgO, C1oHg0O, [M+H]+ 161.0598 161.0597 0.58 2

10 Acido glutamico CsH1oNO, CsHNO, [M+H]" 148.0606 148.0604  1.12 2

11 N-(2-feniletil)acetamida C1oH14sNO C1oH13sNO [M+H]+ 164.1071 164.1070 0.67 2

12 2’-Deoxiadenosina C10H14NsO3 C1oH13Ns03 [M+H]+ 252.1090 252.1091 -0.46 2

13 Linoleiol etanolamida CaoHssNO, CaoHa/NO, [M+H]* 324.2898 3242897  0.29 2
N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2- +

14 ihbenzamida C1sH1sNO, CiH17NO, [M+H] 256.1333 256.1332 0.37 2

15 Piridoxina CgH1,NO5 CgH1:NO5 [M+H]" 170.0817 170.0812  3.12 2

16 Loliolide C11H1703 C11H1603 [M+H]+ 197.1180 197.1172 3.95 2

17 Swertisina C,oH23010 C,H2,049 [M+H]+ 447.1285 447.1286 -0.16 2

2-Ciclohexen-1-ona, 4-[(1)-3-

(B-D-glicopiranosiloxi)-1- +

18 buten-1-il]-4-hidroxi-3,5,5- C19H3105 C19H3005 [M+H] 387.2015 387.2013 0.40 2

trimetil
2-(hidroximetil)-6-[5-[3-
(hidroximetil)-5-(3-
19 hidroxipropil)-7-metoxi-2,3- CysH35011N CysH34011 [M+NH,]" 540.2441 540.2439 0.30 2

diidro-1-benzofuran-2-il]-2-
metoxifenoxiJoxano-3,4,5-triol

62
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(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

C28H40013N

C28H36013

[M+NH,]*

598.2493

598.2494

-0.19

2

63
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4.3 Anélises multivariadas dos periodos de produc&o do biofertilizante Vorax®

O processo de producdo do biofertilizante Vorax® é realizado no sistema
de batelada e é dividido 8 em periodos, como descrito na secao 3.2. A fermentacdo
realizada pela C. glutamicum ocorre através da utilizacdo do melaco de cana de
acucar como meio de cultivo. Neste sentido, seria esperado encontrar em sua
composicdo, além de metabdlitos produzidos pela bactéria, aqueles oriundos de
uma matriz vegetal.

Andlises estatisticas multivariadas (PCA e PLS-DA) dos dados de
UHPLC-MS/MS dos extratos dos periodos de producédo do biofertilizante (secéo 3.2)

foram realizadas e podem ser vistas na Figura 22.
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Figura 22. Gréficos de scores 2D referentes ao a) PCA e b) PLS-DA para os dados obtidos
através das anélises de UHPLC-MS/MS dos periodos de producéo do biofertilizante Vorax®.

O PCA (Principal Component Analysis) € um método de reducdo de
dados onde estes sao projetados em um novo sistema de coordenadas fazendo com
que a maior parte da variacdo dos dados resida nos primeiros componentes
principais, os PCs. Em outras palavras, o PCA é mais comumente usado para
identificar como uma amostra € diferente de outra, quais variaveis mais contribuem e
se essas variaveis contribuem da mesma maneira independentes entre si (XIA e

WISHART, 2016). O gréafico de scores na Figura 22a apresenta os dados originais
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representados nas novas coordenadas e os loadings representam 0S pesos
referentes aos dados originais durante o processo de projegcdo. A primeira
coordenada (PC1) explica 55,2% da variancia, enquanto que a segunda coordenada
(PC2) explica 10,4%. Como esperado, nota-se uma clara tendéncia de separacao
entre os grupos “Melago” 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 periodos a bactéria ainda ndo esta presente, sendo esta inoculada no
periodo “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) € uma andlise
supervisionada que usa técnicas de regressao multivariada a fim de extrair, por meio
de combinacéo linear de variaveis originais (X), as informacdes que podem prever a
associagao de classe (Y). Em outras palavras, o componente principal preserva o
maximo de covariancia possivel entre o dado original e a informacéo fornecida ao
sistema, presente na matriz Y, de forma a obter o maximo de separacao entre os
grupos. Assim, o PLS-DA representa uma representacédo ortogonal do PCA (RUIZ-
PEREZ et al., 2020). Para validar o modelo, o teste de permutacéao foi realizado, por
meio da técnica Leave-one-out, obtendo um p-valor de 0.01, com uma andlise
aleatéria utilizando 100 como numero de permutacdo. Além disso, a validacdo
cruzada foi realizada com os dados a fim de verificar a precisdo, capacidade de
ajuste (R?) e de predicdo do modelo (Q?), respectivamente relacionados a 0.25, 0.99
e 0.95. Esses valores corroboram com a validagdo do modelo de PLS-DA. O gréfico
de scores da Figura 24b mostra que a separacédo entre os grupos foi maior do que o
observado para o PCA, sendo este resultado esperado, uma vez que o PLS-DA
correlaciona a variancia do espaco multidimensional (representado pela matriz X)
com uma determinada informagé&o fornecida ao sistema (presente na matriz Y).

As andlises realizadas de PCA e PLS-DA forneceram, respectivamente, 0
loadings plot e o VIP (Variable Importance in Projection) (Figura 23). Ambas as
projecbes dizem respeito a quais dos features mais contribuem para a efetiva

separacao 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 andlise PLS-DA mostrando os ID’s dos features significativos., ou seja,
agueles que mais contribuem para a separacao entre os grupos analisados.

Os dados da Figura 23 auxiliaram na anotacdo de metabdlitos, pois de
acordo com cada feature diferencial foi possivel ver como as classes de compostos
guimicos que foram anotadas estavam se modificando de acordo com cada periodo
de producéo do produto. Dentre os 15 features apresentados pelo PLS-DA na tabela
de VIP scores, 7 foram anotados a nivel 3 e 8 a nivel 4 e os mesmos podem ser

vistos na secéo 7 B (Apéndice).

4.3.1 Redes moleculares dos periodos de producdo do biofertilizante e

anotacdes obtidas

A utilizacdo da ferramenta de bioinformatica Feature-based Molecular
Networking auxiliou na quantificacéo relativa dos metabdlitos presentes em cada um
dos periodos de producdo do biofertilizante. Esta quantificacdo é baseada na area
do pico referente ao feature, seja este anotado ou contendo apenas a informacéao
m/z do ion. Os nodos formados nas redes (neste caso, cada nodo representando um
feature) estdo coloridos externamente e no circulo central de acordo com a
classificagcdo da classe quimica proposta pelo MolNet Enhancer. As cores do anel
interno em cada nodo correspondem aos periodos de producdo do biofertilizante
Vorax®, sendo o espaco ocupado por cada cor proporcional & quantificacdo relativa

daquele ion em cada um dos periodos analisados, como mostrado pelas legendas



67

nas figuras a seguir. Desta maneira, & possivel fazer inferéncias quanto ao consumo
de determinado composto pela C. glutamicum ou a sua producdo pela mesma. As
ferramentas de bioinformatica também contribuem para a anotacdo de compostos
seja em nivel 2, quando h& um hit entre os ions precursor e ions fragmentos de um
composto presente nos dados analisados com um composto identificado nas
bibliotecas espectrais consultadas ou em nivel 3, quando 0s compostos s&o
anotados pelas classes quimicas aos quais pertencem por similaridade espectral
guando comparada a dados presentes nas bibliotecas espectrais (ou bibliotecas in
silico, no caso do NAP). A Figura 24a mostra a anotacdo das redes moleculares
formadas por suas superclasses quimicas (FEUNANG et al.,, 2016) através de
andlise in silico, usando a ferramenta MolNet Enhancer, como descrito no item 3.4. A
Figura 24b mostra a composicdo percentual de cada uma das superclasses que
foram anotadas. Superclasses como lipideos, benzendides, &cidos organicos e
derivados podem ser observadas nos dados dos periodos de produgcdo do

biofertilizante.

b)

Benzendides

Hidrocarbonetos

Lipideos

Nucleosideos, nucleotideos e analogos
Acidos organicos e derivados
Compostos orgénicos nitrogenados
Compostos orgénicos oxigenados
Compostos orgdinicos heterociclicos

Fenilpropandides policetideos

pncnnnon

Sem comespondéncias

Figura 24. a) Anotacdo das superclasses quimicas dos compostos presentes nos periodos
de producdo do biofertilizante Vorax® realizada através de andlises in silico, utilizando a
ferramenta MolNet Enhancer. b) Composi¢do percentual dos compostos pertencentes aos

periodos de producao do biofertilizante anotados pelo MolNet Enhancer.



68

A anotagéo das classes quimicas dos metabdlitos também foi realizada e

é mostrada na Figura 25.
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Figura 25. Anotacdo das classes quimicas (nivel 3) dos compostos presentes no processo
de producéo do biofertilizante Vorax® realizada através de andlises 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 €& possivel ver, por
exemplo, que dentre as classes que integram a superclasse de lipidios presentes
estdo metabodlitos anotados como terpendides (ou compostos semelhantes
estruturalmente). A Figura 26 mostra anotacdes de nivel 3 para metabdlitos das
classes dos terpendides. E possivel ver que a producéo destes metabdlitos se inicia
a partir do periodo 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
metabdlitos pertencentes a classe dos terpendides. b) Familias espectrais de metabdlitos
pertencentes a classe dos terpendides. O anel interno dos nodos indica que os metabdlitos
desta classe de compostos sdo, quase que em sua totalidade, produzidos apés a inoculagéo
da C. glutamicum no meio de cultivo.

Alguns exemplos de features significativos para a classe dos terpendides
foram indicados pelo loadings plot fornecido pela anélise de PCA sdo mostrados na

Figura 27, sendo todos anotacdes de nivel 3.
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Figura 27. a) Familia espectral de metabdlitos pertencentes a classe dos terpendides b)
feature 176, referente ao metabdlito m/z 695.5101 c) feature 189, referente ao metabdlito
m/z 724.5312 d) feature 1103, referente ao metabdlito m/z 789.5806 e) feature 1629,
referente ao metabdlito m/z 818.6014. Os gréaficos boxplot apresentam a area referente ao
pico cromatografico de cada metabdlito para cada um dos periodos de producéo, antes e

apos a normalizacao realizada no tratamento dos dados.

Os terpendides sao sintetizados a partir dos monémeros isopentenil
pirofosfato e dimetilalil pirofosfato. Pertencentes a esta classe, os carotenoides sao
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 sdo essenciais no processo de fotossintese, aumentando a
absorcdo de luz e fotoprotecdo das plantas contra espécies reativas de oxigénio,
auxiliando nas respostas ao estresse de luz. (HEIDER et al., 2012; SWAPNIL et al.,
2020). A sintese de alguns carotenoides em C. glutamicum é conhecida, ainda que
seus mecanismos nao tenham sido totalmente elucidados (HEIDER et al., 2012;
EGGELING e BOTT, 2005). Ela se da através da via do n&do-mavelonato (MEP
pathway), onde os precursores de carotenoides, farnesil pirofosfato e geranilgeranil
pirofosfato sdo gerados a partir do dimetilalil pirofosfato pela enzima prenil
transferase. Duas moléculas de geranilgeranil pirofosfato sdo condensadas pela

enzima fitoeno sintase formando o fitoeno. Em seguida, 4 dessaturacbes séo
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realizadas por agéo da fitoeno dessaturase formando o licopeno. A enzima licopeno
elongase condensa o licopeno formado com o dimetilalil pirofosfato formando o
carotenoide aciclico flavuxantin. A ciclizacdo do decaprenoxantin € catalisada pela
carotenoide-¢-ciclase (HEIDER, 2012). Um esquema da biossintese € mostrado na
Figura 28.

Anotacdes de nivel 3 apresentadas na Figura 29 sugerem a formacao
desta classe de metabdlitos pela bactéria durante seu processo de fermentacao, ou
seja, a partir do periodo 0. Uma anotacdo proposta pelo Networking Annotation
Propagation para o feature 220 ([M+H]" m/z 701.5289) sugeriu o metabdlito
(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 quimica apresentada na Figura 29c.
Ainda que ndo se encontre dados na literatura condizentes com a presenca do
metabdlito sugerido, é visto a semelhanca estrutural apresentada entre a sugestdo
de anotacdo e o carotenoide decaprenoxantin (Figura 29d), um dos principais
carotenoides sintetizados pela C. glutamicum (HENKE et al., 2017). Entretanto, n&o

foi anotado o carotenoide decaprenoxantin nas familias espectrais formadas.
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Figura 28. Biossintese 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-¢-ciclase. FONTE:

Adaptado de HEIDER, 2012.
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Figura 29. a) Familia espectral pertencente a classe dos terpendides. b) Gréfico boxplot das
areas referente ao pico cromatografico correspondente ao feature 220 (metabdlito m/z
701.5289) para cada um dos periodos de producédo, antes e apds a normalizacéo realizada
no tratamento dos dados. Apesar dos dados de concentracdo para o feature nos periodos 6
A.A. e 26 ndo apresentarem uma linearidade esperada, nota-se o aumento da producdo
deste evidenciada no periodo final analisado c) Anotagdo de metabdlito sugerida pelo
Networking Annotation Propagation, com ionizacdo [M+H]" d) Férmula estrutural da
decaprenoxantina, um dos carotenoides sintetizados pela Corynebacterium glutamicum.

Este metabdlito ndo foi anotado nas redes moleculares formadas.

Alguns dos features indicados pelo VIP scores como diferenciais (ID’s
1103, 263, 770 e 599) também pertencem a classe dos terpendides. Entretanto,
features de outras classes também foram anotados como diferenciais. A Figura 30
mostra 0 metabdlito m/z 650.4943 (feature 1083), anotado com nivel 3 e pertencente

a classe de compostos organicos nitrogenados.
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Figura 30. Destaque para uma familia espectral da classe dos compostos organicos
nitrogenados. O feature 1083 (metabdlito m/z 650.4943) foi indicado como diferencial pelo
VIP scores do PLS-DA. O gréfico boxplot indica a area do pico cromatogréfico referente a
este metabdlito para cada um dos periodos de producao, antes e apds a normalizacdo dos

dados.

Um dos features marcados como diferenciais pelo VIP scores (feature
1244, m/z 165.1387), mostrado na Figura 31, ndo teve sua anotacao realizada pelo
GNPS através do MolNet Enhancer. Porém, ap6s buscas em bancos de dados de
espectros de massa (metlin.scripps.edu) e combinando informac¢des obtidas em
bancos de dados de compostos naturais
(https://dnp.chemnetbase.com/faces/chemical/ChemicalSearchResults.xhtml)
sugere-se que o0 metabdlito em gquestdo se trata da 2,3,5-trimetil-6-propilpirazina
(IM+H]" m/z 165.1387, CioH17N>). Trabalhos relatam que a C. glutamicum é capaz
de sintetizar este metabdlito (DICKSCHAT et al.,, 2010) e outros derivados
(MORTZFELD et al., 2020). O ion m/z 165.1388 encontrado no tempo de retengéo
3.71 min. (Figura 32a) nos dados brutos de UHPLC-MS/MS dos extratos do
biofertilizante aponta a presenca do metabdlito em questdo no biofertilizante.
Todavia, apesar do erro referente ao valor de m/z observado para o feature 1244
apresentar um erro muito baixo em relacdo ao valor tedrico (1.06 ppm), a auséncia
de informacgbBes de MS/MS do metabdlito na literatura permite-nos anota-lo em nivel
3.
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Figura 31. a) Feature 1244 (m/z 165.1387) indicado como diferencial pelo VIP socres do
PLS-DA. b) Gréfico boxplot indicando a &rea do pico cromatografico referente a este
metabdlito para cada um dos periodos de producdo, antes e apdés a normalizagdo dos

dados. c) Férmula quimica estrutural da trimetilpropilpirazina.
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Figura 32. a) Cromatograma de ions extraidos para o ion [M+H]" m/z 165.1388 no
biofertilizante Vorax, no tempo de retencao 3.71 min. b) MS/MS obtido para o metabdlito c)
Formula estrutural da trimetilpropilpirazina, anotada a nivel 3.
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Dentre os compostos discutidos na secdo 4.2, anotados pelo Library
Search, alguns foram agrupados em familias espectrais e serdo mostrados a seguir.
O composto N6-(A2-isopentenil)-adenina, identificado com nivel de anotacédo 1, &

visto na Figura 33.
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Figura 33. a) Nodo pertencente ao ion [M+H]" m/z 204.1242, anotado como N6-(A2-
isopentenil)-adenina e agrupado na classe quimica das imidazopirimidinas. b) Gréfico
boxplot indicando a area do pico cromatografico referente a este metabdlito para cada um
dos periodos de producgédo, antes e ap0s a normalizacdo dos dados. ¢) Formula estrutural da

N6-(A2-isopentenil)-adenina.

Como citado anteriormente, as citocininas estdo envolvidas em processos
associados a produtividade das plantas, como resisténcia a estresses bibticos e
abioticos, retardamento da senescéncia das folhas e na biossintese de clorofila.
Como é visto na Figura 33b, a producdo de N6-(A2-isopentenil)-adenina é iniciada
no periodo 0, ou seja, apos a inoculacdo 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 constatagéo se deu mediante comparagdo 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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defosforibolizacdo, hidrolisando diretamente a ligacdo entre a base N6 substituida e
a ribose 5’-monofosfato no precursor da citocinina, o iPRMP (isopentenil ribosidio
mono fosfato).

A biossintese da N6-(A2-isopentenil)-adenina em C. glutamicum se da
pela prenilagéo do dimetilalil pirofosfato, oriundo da via do ndo-mavelonato, no grupo
amino N6 em nucleotideos de adenosina (AMP, ADP ou ATP). A enzima adenilato
dimetilaliltransferase (isopentenil transferase) catalisa esta reacdo. Citocininas
ribosideo 5’-tri ou difosfatos sédo desfosforiladas pela acdo da enzima fosfatase. E,
finalmente, a citocinina ribosideo 5’-monofosfato é convertida & N6-(A2-isopentenil)-
adenina através da acao da enzima especifica fosforibohidrolase “lonely guy” (LOG)
(SEO et al., 2016; FREBORTOVA e FREBORT, 2021). A Figura 34 ilustra a

formacdo da N6-(A2-isopentenil)-adenina.
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Figura 34. Biossintese da N6-(A2-isopentenil)-adenina em C. glutamicum. 1) Dimetilalil
difosfato 2) Adenosina trifosfato 3) Adenosina difosfato 4) Adenosina monofosfato 5)
isopentenil-adenina ribosideo 5'-trifosfato 6) isopentenil-adenina ribosideo 5’-difosfato 7)
isopentenil-adenina  ribosideo  5-monofosfato 8) N6-(A2-isopentenil)-adenina  A)
dimetilalitransferase B) fosfatase C) citocinina fosforibohidrolase “lonely guy” - LOG.
FONTE: Adaptado de FREBORTOVA e FREBORT, 2021.

Em um estudo de mapeamento genético realizada pela empresa
GoGenetic (Curitiba/PR), contratado pela empresa fabricante do biofertilizante, foi
constatada a presenca de genes envolvidos na biossintese das enzimas necessarias
para a formacédo de terpendides na cepa de C. glutamicum utilizada na fabricacédo do
produto. Tal como na biossintese de terpendides, a biossintese da citocinina N6-(A2-
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
metabdlicas. Em destaque é visto que genes identificados a biossintese de lipideos
e, em especial, a sintese de terpendides (aqui, marcado como isoprendides -

isoprenoids, do inglés).
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Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (115)
@M Cell Wall and Capsule (25)

@ M Virulence, Disease and Defense (34)

@ W Potassium metabolism (3)

@ M Photosynthesis (0)

@ m Miscellaneous (33)

@ M Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (6)
®m Membrane Transport (53)
@ M Iron acquisition and metabolism (13)
® RNA Metabolism (32)
@ M Nucleosides and Nucleotides (60)
@m Protein Metabolism (165)
@ M Cell Division and Cell Cycle (0)
@ Motility and Chemotaxis (0)
@ M Regulation and Cell signaling (14)
® Secondary Metabolism (4)
@ m DNA Metabolism (52)
© M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (31)
@ Phospholipids (12)
@® Triacylglycerols (2)
@ Fatty acids (12)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids - no subcategory (0)
@ Isoprenoids (5)
nmevalon ranch of renoi i nthesis (S
® W Nitrogen Metabolism (1
® W Dormancy and Sporulation (2)
@ M Respiration (39)
@ m Stress Response (14)
Metabolism of Aromatic Compounds (32)
Amino Acids and Derivatives (212)
Sulfur Metabolism (7)
Phosphorus Metabolism (19)
Carbohydrates (147)

RO R R

Figura 35. Identificac@o das vias metabdlicas envolvidas de acordo com 0s genes presentes
na cepa da C. glutamicum, utilizada para a fabricacdo do biofertilizante Vorax®. O estudo
identificou 24% dos genes totais da bactéria. Os genes identificados na biossintese de

terpendides confirmam que as enzimas presentes fazem parte da via do ndo-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 a biossintese dos terpendides e 1 referente a
biossintese de isopenteniladenina e os resultados obtidos sdo mostrados na Figura
36.
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Figura 36. Resultados obtidos para a busca manual dos genes codificantes referentes a
biossintese das enzimas de terpendides e de NG6-(A2-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-¢-ciclase. e) Genes codificantes da enzima

dimetilaliltransferase.

A constatacdo da presenca dos genes codificantes para as enzimas
envolvidas na biossintese de terperndides (fitoeno sintase, fitoeno dessaturase,
licopeno elongase, carotenoide-e-ciclase e dimetilaliltransferase) endossam a
capacidade da producao de metabdlitos desta classe de compostos pela cepa de C.
glutamicum utilizada no processo produtivo do biofertilizante.

Outro metabdlito discutido anteriormente cuja anotacao foi realizada pelo

GNPS, e aqui classificada pelo MolNet Enhancer na classe dos acidos carboxilicos e
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derivados, foi 0 aminoacido acido glutdmico. Como visto na Figura 37, uma familia

espectral para este metabdlito foi formada.

Acido gluthmico

b) ? [

Periodos de Produgio C)

Melago (0] (o}

Base

0 HO OH
6A.A NH,

6d. A
10

26
D.E.

Figura 37. a) Familia espectral com anotacdo para a classe dos acidos carboxilicos e
derivados (com anotagdo de subclasse para aminoacidos), em destaque o nodo pertencente
ao fon [M+H]" m/z 148.0605, anotado como acido glutamico. b) Gréafico boxplot indicando a
area referente do pico cromatografico referente a este metabdlito para cada um dos
periodos de producdo, antes e ap6s a normalizacdo dos dados. ¢) Férmula estrutural do

acido glutamico.

A producédo de acido glutamico pela C. glutamicum é bem conhecida na
literatura (LEE et al., 2016). Como mostrado na Figura 36, sua sintese inicia-se ap6s
a inoculacdo da bactéria no meio de cultivo e também se pode notar que ha um
decréscimo deste metabdlito entre a penultima e Ultima etapa do processo produtivo,
0 que pode sugerir uma degradacdo do composto, visto que a Ultima etapa é
seguida de um processo de aumento de temperatura. Um nodo adjacente,
correspondente a um metabdlito de m/z 147.0917 foi anotado em nivel 3, na mesma
classe quimica.

A Figura 38 mostra outros dois metabolitos, swertisina ([M+H]" m/z
447.1285) e acido siringico ([M+H]" m/z 199.0601), que foram anotados

anteriormente.
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Figura 38. a) Familia espectral com anotacao para a classe dos flavonoides (com anotacdo
de subclasse para flavonoides glicosilados), em destaque o nodo pertencente ao ion [M+H]"
m/z 447.1285, anotado como swertisina. b) Grafico boxplot indicando a area referente do
pico cromatografico referente a swertisina para cada um dos periodos de producdo, antes e
apos a normalizacdo dos dados. ¢) Férmula estrutural da swertisina. d) Nodo pertencente ao
fon [M+H]" m/z 199.0601, anotado como &cido siringico. Ndo houve anotacdo de classe
quimica. e) Gréafico boxplot indicando a area do pico cromatogréafico referente ao acido
siringico para cada um dos periodos de producdo, antes e apdés a normalizagdo dos dados.

f) Férmula estrutural do acido siringico.

Os metabdlitos swertisina e &cido siringico pertencem a classe dos
compostos fendlicos. A presenca destes compostos em melago de cana-de acucar
ja foi relatada por Deseo et al. (2020). A analise dos gréficos referentes as areas da
média dos picos cromatograficos indica ha um decréscimo na concentracdo destes
compostos (principalmente do &cido siringico), entre a penultima e Ultima etapa do
processo de produgdo. Como também citado anteriormente, provavelmente esta
queda na concentracdo nesta Ultima etapa se deva a uma degradacdo térmica de
parte do metabdlito presente. Entre os periodos 26 e D.E. ocorre um aumento de
temperatura que é decorrente do processo produtivo.

As Figuras 39 e 40 apresentam outros metabolitos que foram anotados

anteriormente.
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Figura 39. a) Familia espectral com anotagdo para a classe dos compostos organicos
oxigenados b) Destaque do nodo pertencente ao ion [M+H]" m/z 252.1086, anotado como
2’-deoxiadenosina c¢) Grafico boxplot indicando a area referente do pico cromatografico
referente a 2’-deoxiadenosina para cada um dos periodos de producdo, antes e apls a
normalizacdo dos dados d) Férmula estrutural da 2’-deoxiadenosina. €) Nodo pertencente
ao ion [M+H]" m/z 256.1332, anotado como N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida e
anotacao para a classe dos compostos benzénicos e derivados f) Gréafico boxplot indicando
a area do pico cromatografico referente a N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida para
cada um dos periodos de producdo, antes e apdés a normalizacdo dos dados g) Férmula
estrutural da N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida. h) Nodo pertencente ao ion [M+H]"
m/z 324.2897, anotado como linoleil etanolamida e anotagdo para a classe decompostos
organicos nitrogenados i) Grafico boxplot indicando a area do pico cromatografico referente
a linoleil etanolamida para cada um dos periodos de produgéo, antes e ap0s a normalizagédo

dos dados. j) Férmula estrutural da linoleil etanolamida.
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Figura 40. a) Familia espectral com anotacao para a classe dos benzofuranos, em destaque
o nodo pertencente ao ion [M+NH,]" 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-metoxifenoxijoxano-
3,4,5-triol b) Grafico boxplot indicando a area referente do pico cromatografico referente a
este metabdlito para cada um dos periodos de producgédo, antes e apds a normalizagdo dos
dados. c¢) Férmula estrutural do metabdlito d) Nodo pertencente ao ion [M+H]" m/z
387.2015, anotado como 2-Ciclohexen-1-ona, 4-[(1)-3-(B-D-glicopiranosiloxi)-1-buten-1-il]-4-
hidroxi-3,5,5-trimetil e) Gréafico boxplot indicando a area do pico cromatogréfico referente ao
metabdlito para cada um dos periodos de producdo, antes e apdés a normalizacdo dos
dados. f) Férmula estrutural do 2-Ciclohexen-1-ona, 4-[(1)-3-(B-D-glicopiranosiloxi)-1-buten-
1-il]-4-hidroxi-3,5,5-trimetil.

Os metabdlitos 2’-deoxiadenosina e a linoleoil etanolamida, mostrados na
Figura 39, apresentam aumentos das areas referentes as médias dos picos
cromatograficos relativos aos periodos apds a inoculacdo da bactéria, o que sugere
uma superexpressdo no decorrer do processo produtivo. Os metabdlitos mostrados
na Figura 40 apresentaram-se como fazendo parte da composi¢cdo do melago-de-
cana.

Algumas anotac¢des bastante interessantes (seja em nivel 1, 2 ou 3) de
metabdlitos com bioatividades descritas na literatura foram realizadas para o
biofertilizante Vorax®. Com a andlise realizada pelo FBMN é visto que ha muitos
metabolitos de interesse dentre os anotados que ja se encontravam inicialmente no

meio de cultivo, o0 melago de cana-de-agucar, sendo detectados também no produto
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final. O melagco € composto, em sua maior parte, por 4gua, sacarose, glicose e
frutose, cinzas e sais minerais. Entretanto, sua composicao ira variar de acordo com
a regido, tipo de solo e clima no qual a cana de acucar € cultivada (JAMIR et al.,
2021; DOTANIYA et al., 2016; PALMONARI et al.,, 2020). Estudos acerca de
metabdlitos secundarios presentes no melaco de cana-de acUcar estdo quase que
restritos as classes de compostos fendlicos (ALl et al.,, 2019; JAMIR et al., 2021,
DESEO et al., 2020). O melaco possui muitas aplicagdes, podendo ser utilizado na
fabricacdo de etanol, na alimentacdo 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, ja foi descrita sua utilizacdo no combate e controle de
nematoides em plantacées de tomate (VAWDREY e STIRLING, 1997) e como
fertilizante do solo, impactando significativamente na producdo de espinafre
(PYAKUREL et al.,, 2019). Aumentos significativos na biomassa e producdo 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 superoxido dismutase em canola também foram observados
por Li et al. (2020), quando aplicado em baixas concentracdes. Devido a grande
concentracdo de compostos fendlicos no melaco, estudos acerca dos beneficios
trazidos a saude devido ao seu consumo moderado tém sido realizados (SINGH et
al., 2015; WRIGHT et al., 2014).

4.4 Ensaios in vivo

Dentre os produtos agricolas de destaque no cenario nacional encontra-
se o feijjdo 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 proteina, fibras,
carboidratos complexos, vitaminas e minerais para milhdes de pessoas em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (MESQUITA et al., 2007; BROUGHTON et al.,
2003).

Neste contexto, devido a importancia apresentada por esta cultura no
cenario nacional e mundial, optou-se pela sua utilizacdo nos ensaios in vivo com 0

biofertilizante e suas fragoes.
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4.4.1 Germinagcdo de sementes de P. vulgaris utilizando solu¢cdes do
biofertilizante Vorax® e frac6es obtidas a partir de uma purificacdo parcial do

mesmo

Sendo produto de uma fermentacédo bacteriana em uma complexa matriz
vegetal como meio de cultivo, buscou-se realizar uma particdo do produto através de
uma cromatografia em coluna, utilizando gel-Sephadex®, como descrito na secéo
3.3. Assim, a particdo dos metabdlitos no produto ajudaria a elucidar quais destes
(ou grupos destes) mais contribuem para alcancar os efeitos benéficos que resultam
em maior produtividade e qualidade na colheita. Neste sentido, foram utilizadas
sementes de feijao (P. vulgaris) para a realizacdo de ensaios de germinacéo,
aplicando-se solucdes do biofertilizate Vorax” e solucdes das fracbes obtidas para
avaliacdo da biomassa formada. Para os grupos controle foi utilizado &agua
desmineralizada.

Os resultados dos ensaios de germinacdo de sementes de P. vulgaris
(como descrito na sec¢do 3.5.1) utilizando solucdo do biofertilizante e das suas seis

fracOes obtidas (na concentracédo de 300 ppm) sdo mostrados na Figura 41.
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Figura 41. Resultados obtidos para os ensaios de germinacdo de sementes de Phaseolus
vulgaris utilizando o biofertilizante Vorax® e as fracdes obtidas a partir deste. a) Sementes
germinadas ao final do experimento. Os gréficos boxplot b) e ¢) mostram, respectivamente,
a dispersao dos valores de comprimento e massa obtidos para as raizes formadas para

cada tratamento. Simbolos ¢ expressos nos graficos denotam outliers e asteriscos (*)
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representam valores significativamente diferentes em relacdo ao grupo controle (p < 0.05,
teste T-Student / Mann-Whitney-Wilcoxon).

A germinacdo € uma etapa critica do desenvolvimento de uma planta.
Seu sucesso € controlado por fatores enddégenos e ambientais como luz,
temperatura, umidade entre outros (BHATTACHARJEE, 2008). Sendo assim,
estando a semente na presenca de certos metabdlitos, estes podem contribuir para
estimular ou retardar sua germinacao.

A Figura 41 traz informacdes acerca da biomassa formada a partir das
sementes de feijdo. Na Figura 41b s&o exibidos os resultados dos comprimentos das
raizes oriundas das sementes. Aumentos médios para os tratamentos com o Vorax',
fracdo 2 e fracdo 4 sao vistos (17,14, 30,67 e 14,32%, respectivamente), no entanto,
apenas a fracdo 2 atingiu nivel de significancia em relacdo ao controle. Para a
Figura 41c, que mostra os resultados obtidos para as massas das raizes formadas,
0S mesmos tratamentos destacados na Figura 41b sdo os melhores valores obtidos
e todos apresentam significancia em relacdo ao tratamento controle. Os aumentos
médios registrados foram de, respectivamente, 58,63, 137,58 e 49,42%. Os valores
obtidos para ambos os parametros para a fracdo 5 também mostram-se diferenciais,

no entanto, negativamente.

4.4.2 Aplicacdo foliar em plantas de P. vulgaris utilizando solu¢gfes do
biofertilizante Vorax® e frac6es obtidas a partir de uma purificacdo parcial do

mesmo

A aplicacdo foliar (ou adubacédo foliar) € uma técnica que fornece
nutrientes as plantas através de solucbes ou suspensdes destes. Usada
corretamente pode ser mais eficiente, econbmica e ecolégica para suplementar a
fertilizacdo do solo. A aplicacéo foliar supera algumas limitac6es da fertilizacdo do
solo, como lixiviagcdo, precipitacdo insolavel de fertilizantes, antagonismo entre
certos nutrientes, solos heterogéneos inadequados para baixas dosagens e reacdes
de fixacdo/absorcdo, como no caso de fosforo e potassio (KAUSHAL et al., 2014).
Os primeiros estudos acerca do tema datam do inicio do século 19 (Gris, 1843)
(FERNANDEZ et al., 2009), no entanto, métodos e estudos para pesquisas dos
mecanismos envolvidos no processo sé foram possiveis no século 20 (FERNANDEZ
et al., 2009; KANNAN, 2010). Fernandez et al. (2015) descreve em seu livio uma
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abordagem aprofundada dos mecanismos envolvidos na absor¢édo dos nutrientes
atraves das folhas das plantas. Neste sentido, foi usada a técnica de aplicacao foliar
em plantas P. vulgaris usando solucdes do biofertilizante Vorax® e de suas fracdes.
Tal como no ensaio de germinacdo de sementes, buscou-se avaliar a bioatividade
de alguns metabdlitos sobre as plantas que receberam a aplicacdo de solugbes do
biofertilizante comparando com aquelas que receberam solugbes das fracdes
obtidas a partir da purificacdo parcial do biofertilizante. As amostras controle foram

tratadas apenas com agua desmineralizada.

Figura 42. Ensaio de aplicacdo foliar em plantas de P. vulgaris realizado em casa de
vegetagdo a) Plantas de P. vulgaris 4 dias apds semeadura b) Aplicacdo foliar das solugdes
10 dias ap6s semeadura c) Plantas de P. vulgaris 10 dias apds semeadura d) Plantas de P.
vulgaris no dia da avaliagéo (27 dias apés semeadura) e) Clorofildmetro utilizado para leitura
de clorofilas totais f) Avaliacdo do comprimento de raizes e partes aéreas das plantas g) Pds

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 o0s resultados da
biomassa obtida apés os tratamentos comparando os comprimentos e massas

(frescas e secas) das raizes e massas aéreas formadas.
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Figura 43. Resultados obtidos para os ensaios de aplicacdo foliar em plantas de P. vulgaris
utilizando o biofertilizante Vorax® e as fracdes obtidas a partir deste. Os gréaficos boxplot a) e
b) mostram, respectivamente, a dispersdo dos valores de comprimento das raizes e parte
aérea obtida para cada tratamento. Simbolos ¢ expressos nos graficos denotam outliers e
asteriscos (*) representam valores significativamente diferentes em relacdo ao grupo
controle. (p < 0.05, teste T-Student / Mann-Whitney-Wilcoxon).

A avaliacdo da biomassa formada nas plantas de feijdo apés a aplicacédo
do biofertilizante, das frac6es deste e do grupo controle foi realizada comparando os
comprimentos obtidos para, respectivamente, as raizes e parte aérea. Na primeira
imagem podemos notar que todos os tratamentos mostraram aumentos
significativamente diferenciaveis em relagdo ao tratamento controle, enquanto pode
ser visto na Figura 43b que apenas as fracbes 3, 4 e 5 atingiram este patamar,
sendo que a fracdo 4 mostrou um comprimento médio 66% superior em relacdo ao
controle. Ainda que os resultados obtidos a partir da aplicacdo do biofertilizante néo
tenham atingido valores significativamente diferenciaveis pode-se notar que a
mediana dos valores registrados encontra-se perto de 80 cm, enquanto que 0 grupo
controle registra esse valor em torno de 50 cm, indicando uma tendéncia de
aumento para este parametro. A seguir sdo 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 aplicagcéo foliar em plantas de P. vulgaris
utilizando o biofertilizante Vorax® e as fraces obtidas a partir deste. Os gréaficos boxplot a) e
b) mostram, respectivamente, a dispersao dos valores de massa fresca das raizes e parte
aérea obtida para cada tratamento e os graficos boxplot ¢) e d) mostram, respectivamente, a
dispersédo dos valores de massa seca das raizes e parte aérea obtida para cada tratamento
Simbolos ¢ expressos nos graficos denotam outliers e asteriscos (*) representam valores
significativamente diferentes em relacdo ao grupo controle (p < 0.05, teste T-Student / Mann-
Whitney-Wilcoxon).

Levando-se em consideracdo os valores obtidos para as massas frescas,
a Figura 44a mostra que massas das raizes das plantas que receberam as solucdes
das fracdes 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 significancia foi obtido apenas para os
tratamentos das plantas que receberam as solu¢cdes do biofertilizante e da fracéo 4.
Os aumentos médios registrados foram de 31,5% e 63,8%, respectivamente.

Apoés o procedimento de secagem das raizes e partes aéreas (conforme
descrito na se¢ao 3.5.2), novamente foi realizada a avaliacdo das massas obtidas. A

Figura 44c mostra que todas as plantas, com excecdo daquelas que receberam
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solugdes da fracdo 1, obtiveram valores de massa seca de raizes significativamente
superiores em relacdo ao grupo controle. Na Figura 44d é possivel ver que apenas
as plantas cujos tratamentos receberam a aplicacdo de solucdes do biofertilizante e
solucbes das fracdes 4 e 5 apresentaram valores de massa fresca de parte aérea
significativamente superiores em relagéo ao tratamento controle.

Em uma analise parcial, € possivel notar que houve um ganho de
biomassa nas plantas submetidas ao tratamento com o biofertilizante Vorax” em
quase todos os parametros avaliados e que a fragdo 4 mostrou-se diferencial em
relacdo as demais, atingindo quase sempre o0s maiores valores de biomassa
formada. Sendo a producdo de biomassa quase que totalmente dependente da
fotossintese realizada pela planta (O'CONNOR, 2003), seria esperado que estes
tratamentos apresentassem valores também superiores em relacdo aos outros. A
Figura 45 mostra os valores médios das leituras de clorofilas totais realizados para
cada tratamento. As leituras foram realizadas em 4 periodos, sendo o primeiro antes
da aplicacdo foliar das solucbes, 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 aplicacdes das solu¢des de biofertilizante e suas fragoes foram realizadas
apos t0 e as leituras de clorofilas totais em t1, t2 e tf foram realizadas nas semanas que
sucederam a aplicagdo das solugfes. Barras de erros indicam valores de desvio padréo.
Valores destacados com um asterisco (*) denotam valores significativamente diferentes em

relagéo 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 solucBes da fracdo 2 e fracdo 6. E
possivel ver também que houve mudancas significativas nas quantidades de
clorofilas totais para quase todos os tratamentos. Porém, comparando com o0s
valores registrados para 0 grupo controle € mostrado que a significancia
apresentada é para valores inferiores. Entretanto, o valor médio de clorofilas totais
em tO para o grupo controle é superior em relacdo a todos os demais. Desta
maneira, para saber o incremento registrado na quantidade de clorofilas totais para
cada tratamento foi calculado a diferenca entre tf e t0. A Figura 46 mostra os
aumentos percentuais de clorofilas totais no periodo compreendido entre t0 e tf para

as plantas que receberam as solu¢cdes em cada tratamento.
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Figura 46. Aumento percentual de clorofilas totais para cada tratamento entre os periodos t0
e tf.

O aumento percentual na quantidade média de clorofilas totais produzidas
pelo tratamento com o biofertilizante Vorax® e o tratamento com a fracéo 4 estdo 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 solucdo da fracdo 4 em relacdo as plantas que receberam solucdo do
biofertilizante, visto que aquele produziu um aumento percentual maior de biomassa.
Entretanto, a producéo fotossintética € apenas um dos fatores responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento da planta (HOFIUS et al., 2007).

4.5 Andlise composicional das Fraces obtidas do biofertilizante Vorax®

Para tentar compreender as diferengas observadas entre os tratamentos
efetuados nos ensaios in vivo com a aplicacdo das solucées do biofertilizante Vorax®
e de suas fracOes, foi realizada uma andlise acerca dos metabdlitos presentes
nestas. A anotacdo dos metabolitos presentes nas fracdes foi realizada mediante
analises utilizando o Library search. Buscou-se pelos metabdlitos anotados nos
dados brutos de UHPLC-MS/MS das fracGes a partir das informacdes dos tempos de
retencdo informados. As areas dos picos referentes a cada metabdlito anotado

foram integradas utilizando o software Xcalibur 3.0.63 e o grafico mostrado na
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Figura 47 foi feito utilizando o software Excel. Este exibe, em escala logaritmica, as

integrais das areas dos metabdlitos anotados nas fragdes 1 a 6.

Anotacao dos metabdlitos nas fragoes
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Figura 47. Gréafico (em escala logaritmica) dos metabdlitos anotados nas fragdes de 1 a 6.
Cada uma das cores representa a fragdo analisada e o tamanho das barras compreende a
intergal da area do pico correpondente a cada metabdlito anotado. Na sequéncia: 1) Acido
glutdmico (m/z 148.0608), 2) N-(2-feniletil)acetamida (m/z 164.1071), 3) 2-Ciclohexen-1-ona,
4-[(1)-3-(B-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-metoxifenoxiloxano-3,4,5-triol (m/z 540.2441), 5) Acido 13-ceto-9,11-octadecadienoico
(m/z 295.2269), 6) Loliolide (m/z 197.1180), 7) N6-(A2-isopentenil)-adenina (m/z 204.1245),
8) Acido siringico (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) Acido linoleico (m/z 281.2475), 14) Acido linolénico (m/z 279.2318), 15) Acido
p-cumarico (m/z 165.0547), 16) 6-metil cumarina (m/z 161.0598), 17) Linoleoil etanolamida
(m/z 324.2898), 18) Acido abscisico (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 anotacdes para os metabolitos presentes nas fragBes obtidas a partir
do GNPS nado 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 metabdlitos foi anotado como
presente na fracdo 1, o que pode justificar os resultados nao significativos obtidos
em relacdo ao controle positivo. As fracbes 2 e 5 contam com 12 dos metabdlitos
anotados. As fracdes 3 e 4 possuem as maiores quantidades, sendo 18 metabdlitos
cada e, na fracdo 6, apenas 2 metabdlitos.

Resultados apresentados na Figura 41 para a formacdo de biomassa
mostram que o0s tratamentos com o biofertilizante e as fracbes 2 e 4 se
sobrepuseram em relacdo aos demais tratamentos, tendo alcancado resultados
significativamente superiores. Neste sentido, uma das possiveis razées pelas quais
sementes que receberam a solucdo da fracdo 2 terem obtido maiores valores
meédios encontra-se no fato desta fracdo conter uma maior concentracdo, quando
comparado as demais fracdes, de alguns acidos graxos poli-insaturados, tais como o
acido 13-ceto-9,11-octadecadiendico, acido linoleico e o acido linolénico. Este ultimo
metabdlito é precursor do acido 12-oxo-fitodiendico que, por sua vez, é precursor do
fitormbnio &acido jasmoénico (WASTERNACK et al. 2013). Enomoto e Miyamoto
(2021), através de andlises de espectrometria de massas por imageamento (MSI),
identificaram concentracdes do acido linolénico em sementes de feijdo nas radiculas
e na casca, sugerindo que o metabdlito poderia servir como fonte de carbono e
energia para a maturacdo e germinacdo das sementes. Assim, uma maior
disponibilidade deste metabdlito no meio poderia propiciar um melhor
desenvolvimento das raizes. Por outro lado, a presenca do metabdlito anotado como
acido p-cumarico nas fracbes 5 e 6 pode estar relacionado com o baixo
desenvolvimento das raizes nestes tratamentos, ainda que apenas o tratamento da
fracdo 5 tenha apresentado resultado significativamente inferior em relacdo ao
controle positivo. Zanardo et al. (2008) verificou que a aplicacdo exdgena de acido p-
cumarico em soja (Glycine max (L.) Merr.) induz a interrupcdo prematura do
crescimento de raizes. Tal efeito poderia estar ligado a reducdo da atividade da
enzima fenilalanina aménia liase ocasionado pelo acumulo de seu inibidor, cinamato.

Os resultados obtidos para a aplicacao foliar da solugéo do biofertilizante
e de suas fracOes sao apresentados nas Figuras 43 e 44. Significativos ganhos de
biomassa em relacdo ao tratamento positivo foram verificados para alguns dos
tratamentos, com destaque para a fragdo 4, a qual exibiu-se como diferencial em
todos os parametros analisados. Ainda que grande parte dos metabdlitos de

diferentes classes quimicas que foram anotados tenha sido detectada nesta fracéo
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alguns se destacam pela sua maior concentragdo e por resultados previamente
descritos na literatura, como a piridoxina (CZEGENY et al. 2019; SOLTANI et al.
2012) e a citocinina N6-(A2-isopentenil)-adenina (HONIG et al., 2018; GUO et al.,
2014; MULLER, 2021; CORTLEVEN et al., 2014). E, também, a possivel presenca
de outros metabdlitos ndo anotados pode, também, ter contribuido positiva ou
negativamente para o0s resultados obtidos para os ensaios de germinacdo e
aplicacao foliar. Entretanto, os resultados apresentados na Figura 46 mostram que
as plantas que receberam solucées do biofertilizante Vorax® exibiram maiores taxas
de producao de clorofilas totais, 0 que pode expor um possivel efeito sinérgico entre
todos os metabdlitos presentes na composicdo deste tornando-o capaz de ativar
diferentes rotas metabdlicas e, por consequéncia, auxiliar no desenvolvimento das

plantas.

4.6 Testes antifingicos de solucdes do biofertilizante Vorax® frente aos fungos

Fusarium graminearum e Penicillium digitatum

A atividade antifiingica do biofertilizante Vorax® foi investigada através de
testes de Concentracdo Inibitéria Minima (Minimum Inhibitory Concentration, MIC)
frente aos fungos Penicilium digitatum e Fusarium graminearum. Tais
microrganismos foram selecionados devido ao fato de ambos causarem perdas no
pos-colheita, gerando grandes prejuizos ao setor agricola (ARAUJO et al., 2019;
DWEBA et al., 2017). Ensaios foram realizados utilizando o biofertilizante diluido
para concentracdes proximas aquelas de sua aplicacdo, sendo feitos em
sextuplicatas para o biofertilizante e em triplicatas para os controles positivo e
negativo. A Figura 48 apresenta a disposicdo das concentracdes correspondentes
para o biofertilizante a cada poco da microplaca, bem como para os controles
positivo e negativo. A Figura 49 apresenta 0s ensaios de concentracdo minima

inibitéria no primeiro dia e apos 96h.
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Figura 48. Disposigéo para as concentragfes de biofertilizante utilizadas no experimento de
concentracdo minima inibitéria. O valor de concentragcdo, em destaque, representa a

concentracdo de aplicagédo do biofertilizante indicada pelo fabricante.

Figura 49. Placas de 96 pocos dos ensaios de concentracdo minima inibitéria para os
fungos F. graminearum (esquerda) e P.digitatum (direita) a) Primeiro dia da inoculagdo das

solucdes de esporos b) Apos 96h inoculagéo das solugdes de esporos.
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Doencas causadas por fungos podem acometer plantas e plantagbes
inteiras, causando enormes prejuizos para as atividades agricolas e comprometendo
a producdo de alimentos (BENGYELLA et al., 2017). Neste contexto, uma possivel
acao antifungica 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 agao
antifingica em outras espécies de fungos em sua composicdo (MONTAGNER et al.,
2008; LIU et al., 2020), os resultados apresentados na Figura 49 indicam que a
aplicacdo direta de solucdes de biofertilizante Vorax®, em quaisquer das
concentracdes utilizadas no experimento, ndo impediu o crescimento dos fungos F.

graminearum e P. digitatum.
4.7 Atividade Antiproliferativa do biofertilizante Vorax®

Ap6s 48 horas de exposicdo, o biofertilizante Vorax® ndo afetou a
proliferacdo (proliferacdo = 75%) dos queratindcitos humanos imortalizados HaCat
(Figura 50), independente da concentracdo avaliada. Como esperado, o
quimioterapico Doxorrubicina inibiu, de maneira diretamente proporcional, a

proliferacéo das células HaCat.

As avaliacBes in vitro permitem a triagem simultdnea de um grande
namero de moléculas possibilitando a reducdo do uso de animais tanto para as
avaliacbes de eficiéncia farmacoldgica quanto seguranca de uso (RUSSO et al.,
2019). No entanto, é preciso ter em mente que a avaliacdo do efeito sobre a
proliferacdo celular € uma avaliacdo alvo-dirigida (MULLER e MILTON, 2012). Ou
seja, o resultado obtido para o biofertilizante Vorax® indicou a baixa probabilidade de
interacdo deste biofertilizante com tecidos que normalmente estdo em processo de

duplicacao celular nos mamiferos, tais como pele, mucosas e medula éssea.
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Figura 50. Influéncia do biofertilizante Vorax® (linhas azul e vermelha) e do quimioterapico
Doxorrubicina (linha preta) sobre a proliferacdo de queratindcitos humanos imortalizados

HaCat apds 48 horas de exposicao.
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5. Conclusao

Como conclus@es gerais destaca-se a grande diversidade de metabdlitos
naturais detectados no biofertilizante Vorax®, o que pode contribuir para a ativacdo
de diferentes rotas metabdlicas importantes, desde a producdo fotossintética até
aguelas relacionadas ao combate a estresses bioticos e abioticos. Evidenciou-se,
também, a presenca de alguns metabolitos que apresentaram bioatividade, como
alguns &cidos graxos poliinsaturados e a citocinina isopenteniladenina, sendo estes
responsaveis por alteracdes significativas apresentadas nos ensaios de germinagéo
de sementes e aplicacdo foliar, respectivamente. Para mais, o biofertilizante nao
apresentou atividade antiproliferativa, nas concentracdes analisadas, frente as
células humanas estudadas, 0 que prospecta uma maior seguranca para quem o
manusear. Assim, o estudo contribui de maneira efetiva para estimular um
fortalecimento na promocdo do produto como uma opc¢ao viavel e segura, que gera
uma maior produtividade do setor agricola e um menor impacto ambiental. Foi visto,
no entanto, que o produto ndo substitui o uso de agentes fungicidas.

As analises realizadas até aqui abrem caminho para estudos mais
aprofundados acerca da composicdo do produto de modo que mais metabdlitos
possam ser anotados e identificados. As varias classes quimicas anotadas sugerem
a possibilidade de que outros metabdlitos 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. Apéndice

A. Anotacdo proposta pelo GNPS dos metabdlitos no biofertilizante Vorax®
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Figura Al. a) Cromatograma de fons extraidos para o ion [M+H]" m/z 295.2269, no tempo
de retencdo 4.89 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 295.2269, com
anotagdo para acido 13-ceto-9,11-octadecadiendico. ¢) Férmula estrutural e molecular do

acido 13-ceto-9,11-octadecadiendico.
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Figura A2. a) Cromatograma de ions extraidos para o fon [M+H]" m/z 324.2170, no tempo
de retencdo 5.57 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 324.2170, com
anotacdo para jasmonoil-leucina. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores
de ions fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabdlito
anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto
pertencem aos dados experimentais obtidos. ¢) Férmula estrutural e molecular do jasmonoil-

leucina.
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Figura A3. a) Cromatograma de ions extraidos para o fon [M+H]" m/z 164.1071, no tempo
de retencdo 3.60 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 164.1071, com
anotacdo para n-(2-feniletil)acetamida. Fragmentos marcados em verde correspondem a
valores de ions fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o
metabdlito anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em
preto pertencem aos dados experimentais obtidos. ¢) Formula estrutural e molecular do n-

(2-feniletil)acetamida.
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Figura A4. a) Cromatograma de fons extraidos para o ion [M+H]" m/z 252.1090, no tempo
de retengdo 0.76 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 252.1090, com
anotacao para 2’-deoxiadenosina. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores
de ions fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabdlito
anotado, de acordo com o0s critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto
pertencem aos dados experimentais obtidos. ¢) Férmula estrutural e molecular do 2'-

deoxiadenosina.
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Figura A5. a) Cromatograma de fons extraidos para o ion [M+H]" m/z 324.2898, no tempo
de retencdo 8.93 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 324.2898, com
anotacdo para linoleoil etanolamida. Fragmentos marcados em verde correspondem a
valores de ions fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o
metabdlito anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em
preto pertencem aos dados experimentais obtidos. ¢) Férmula estrutural e molecular do

linoleoil etanolamida.
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Figura A6. a) Cromatograma de fons extraidos para o ion [M+H]" m/z 256.1333, no tempo
de retengdo 4.60 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 256.1333, com
anotacdo para n-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida. Fragmentos marcados em verde
correspondem a valores de ions fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um
hit com o metabdlito anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores
marcados em preto pertencem aos dados experimentais obtidos. ¢) Férmula estrutural e

molecular do n-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)benzamida.



130

150%

RT: 004 2

100 S

ELE ?

B 100% n

: 2 Amostra VORAX

5 @ §

. a) 0% b} E 2

e T
5 8 "
£ > [M#+H]* m/z170.0817 2 ol
H S L .
P i !
T
* 4 0%

e Biblioteca GNPS

EX 100% ]

: 'L,_ 367631 867  B2B920 1034 1170 1398 1472 136D §B15 1928 2080 241 2347 150%

v ;! 4' T s '|;l .‘: :Il ‘I‘} ‘IS = ;"Z Ell ] 50 100 150 200 250 o

= Tirme {mir miz
c) - Piridoxina
Compostos organicos heterociclicos
= OH
IJ m/z 170.0817 CgH15NO;
A oH
R.I. 2.80 Nivel 2
C8H11N03

Figura A7. a) Cromatograma de ions extraidos para o fon [M+H]" m/z 170.0817, no tempo
de retencdo 2.80 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 170.0817, com
anotacao para piridoxina. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de ions
fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabdlito anotado, de
acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos

dados experimentais obtidos. ¢) Formula estrutural e molecular da piridoxina.
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Figura A8. a) Cromatograma de fons extraidos para o ion [M+H]" m/z 197.1180, no tempo
de retengdo 3.27 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 197.1180, com
anotacdo para loliolide. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de ions
fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabdlito anotado, de
acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos

dados experimentais obtidos. ¢) Férmula estrutural e molecular do loliolide.



132

RT:000- X 50
B i i Amostra VORAX
EE Ea
= = 8
T | : g o
) a) 50% b) = : §
£ > [M+H]* m/z477.1285 g : |‘| al 1
35.‘- é * ; l.l:‘.'il I
g« N | ~
g o =
1 50% 2
-, a Biblioteca GNPS
”:J Lu'r.‘ ! 1288 50%
- " o 4 0 100 200 300 400 500 600
- 7‘:E|_'n E
OH Tl
C) f\l Swertisina
O_~_0 . . )
o I T Fenilpropandides
HO N \I .
HO ot m/z 477.1285 Cy5H3304g
H
RT. 3.07 Nivel 2
CoH3,04

Figura A9. a) Cromatograma de ions extraidos para o fon [M+H]" m/z 477.1285, no tempo
de retencdo 3.07 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 477.1285, com
anotacao para swertisina. Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de ions
fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabdlito anotado, de
acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos

dados experimentais obtidos. ¢) Formula estrutural e molecular da swertisina.
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anotados pela plataforma para estabelecer um hit com o metabdlito anotado, de acordo com
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Figura Al11. a) Cromatograma de ions extraidos para o ion [M+H]" m/z 540.2441, no tempo
de retencdo 3.28 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 540.2441, com
anotacdo 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 ions fragmento anotados pela plataforma para estabelecer um
hit com o metabdlito anotado, de acordo com os critérios pré-estabelecidos e valores
marcados em preto pertencem aos dados experimentais obtidos. ¢) Férmula estrutural e
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Figura A12. a) Cromatograma de ions extraidos para o ion [M+H]" m/z 598.2493, no tempo
de retencdo 3.29 min. b) Mirror Match do GNPS para o ion [M+H]" m/z 598.2493, com
anotacdo para (2,3,4,5,6)-2-[4-[(3,3a,6,6a)-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1,3,3a,4,6,6a-
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Fragmentos marcados em verde correspondem a valores de ions fragmento anotados pela
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pré-estabelecidos e valores marcados em preto pertencem aos dados experimentais
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B. Anotacéo para os metabdlitos presentes na tabela de VIP scores do PLS-DA.

Oniginal Conc Nermalized Cone

Periodos de Produgio
Melago

Base

0

6AA

6d.A

10

26

D.E.

Figura B1. Feature 1103 (m/z 789.5806) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com

proposta de anotagao nivel 3 para a classe dos terpendides.

° Y _— L] o
-.». && .. '."'n} ...: ..::....’b Onginal Co W‘T Nocmalized Conc
. ..'0 . Lo~d A = .h
Br il L, F R | o ®
..o G o b .Q o ‘
':.::- o%’..:. .:' B ::‘ 0 ':: ’:' ':' “ceel0el s st 1
o0 SO0 % 0% 0% 0 : J F
Lot ¢ ’ i -
Periodos de Produgio i g : ‘ b ROl g 2 5
E Melaco
. Base
. 0
. 6A.A.
: sda
: 10
3t H 2
44143 Sddddddd D.E.

Figura B2. Feature 603 (m/z 811.5937) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com

proposta de anotagéo nivel 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 anotagéo nivel 4.
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Figura B4. Feature 263 (m/z 789.5805) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com

proposta de anotag&o nivel 3 para a classe dos terpendides.
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Figura B5. Feature 605 (m/z 797.578) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com

proposta de anotagéo nivel 4.
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Figura B6. Feature 1249 (m/z 767.5675) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com

proposta de anotacao nivel 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 anotagéo nivel 3 para a classe dos compostos organicos nitrogenados.
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Figura B8. Feature 770 (m/z 818.6011) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com
proposta de anotag&o nivel 3 para a classe dos terpendides.
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Figura B9. Feature 378 (m/z 327.1584) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com

proposta de anotagéo nivel 3 para a classe dos benzofuranos.
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Figura B10. Feature 1382 (m/z 235.0602) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA,
com proposta de anotacao nivel 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 anotagéo nivel 4.
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Figura B12. Feature 1633 (m/z 138.1107) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA,
com proposta de anotacao nivel 3 para a classe dos compostos organicos 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 anotagao nivel 4.
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Figura B14. Feature 599 (m/z 789.5806) presente na tabela de VIP scores do PLS-DA, com
proposta de anotagéo nivel 3 para a classe dos terpendides.



