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RESUMO

Bactérias do género Bacillus e Azospirillum sdo conhecidas por possuirem aplicagdes na
agroindustria pela producdo de substincias bioativas que atuam no combate as pragas de
lavouras, além de produgdo de ampla variedade de lipopeptideos com fungdo antifiingica. Nesse
contexto, este trabalho tem por objetivo avaliar o perfil cromatografico, a fim de identificar
metabolitos secundarios bioativos, além de lipopeptideos, no caldo fermentativo livre de células
das cepas de bactérias Bacillus cereus, B. pumilus, B. safensis, B. stratosphericus, B. subtilis e
Azospirillum brasilense. Para isto, as amostras obtidas foram submetidas a parti¢ao liquido-
liquido e precipitagdo 4cida, posteriormente, a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplado com espectrometro de massas e detector de arranjo de diodo (UPLC/QDA). As
amostras também foram analisadas por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
de 'H). A investigag¢io quimica resultou na identifica¢do de 9 metabolitos, ciclo(D-Pro-D-Leu),
ciclo(D-Trp-L-Pro), ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-D-Phe), fosfatidiletanolamina, 2,4-
dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoaxi-3H(4H)-ona, N-6xido de 2-nonil-4-hidroxiquinolina,
lipoamida B, hidroxipalmitoil esfinganina, previamente reportados na literatura e na observacao,
a partir do modo de monitoramento de ions (SIM), de 6 picos nos cromatogramas referentes a
Fengicinas A e B. A presenca de fengicinas foi corroborada por RMN 'H. Evidenciando, a partir
desses estudos, a presenca de moléculas com propriedades antifiingicas nas cepas de interesse,

com promissora aplicagdo mercado da bananicultura.

Palavras-chave: Metabdlitos; Lipopeptideos; Fengicinas; UPLC/QDA.



ABSTRACT

Bacteria of the genus Bacillus and Azospirillum are well-know to have applications in the
agroindustry for the production of bioactive substances that act in the combat against crop pests,
in addition to the production of a wide variety of lipopeptides with antifungal function. In this
context, this work aims to evaluate the chromatographic profile, in order to identify bioactive
secondary metabolites, in addition lipopeptides, in the cell-free fermentation broth of strain
Bacillus cereus, B. pumilus, B. safensis, B. stratosphericus, B. subtilis, and Azospirillum
brasilense. For this, the sample obtained were subjected to liquid-liquid partition and acid
precipitation, later, to ultra-performance liquid chromatography coupled with mass
spectrometer and diode array detector (UPLC/QDA). The samples were also analyzed by 'H
Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The chemical investigation resulted in the indentification
of 9 metabolites, cyclic(D-Pro-D-Leu), cyclic(D-Trp-L-Pro), cyclic(L-Pro-L-Val), cyclic(L-
Pro-D-Phe), phosphatidylethanolamine, 2,4-dihydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoaxy-3H(4H)-
one, 2-nonyl-4-hydroxyquinoline N-oxide, lipoamide B, hydroxypalmitoyl sphinganine,
previously reported in the literature and in the observation, from the ion monitoring mode (SIM),
of 6 peaks in the chromatograms referring to fengycin A and B. The presence of fengycins was
confirmed by 'H NMR spectra. Evidencing, from these studies, the presence of molecules with

antifungal properties in the strains, with promising application in the banana market.

Keywords: Metabolites; Lipopeptides; Fengycin; UPLC/QDA.
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1 INTRODUCAO

A utilizagao de agrotoxicos como recurso para o combate de pragas de lavouras tem
se tornado, ndo apenas, uma questdo de produtividade agricola, mas, também, um problema de
satude publica e de preservacdo ambiental. Dessa forma, o uso de biomoléculas como alternativa
para o controle de fitopatogenos e doengas de plantas mostra-se promissor, considerando-se que
como essas substincias ndo se acumulam no meio-ambiente, diminuem as chances de os
patogenos adquirirem resisténcia e s30 menos agressivas para o ecossistema local e para a saude
humana. Algumas cepas de bactérias utilizadas na agricultura sdo capazes de produzirem
metabdlitos que agem como substancias promotores do crescimento de plantas e possuem acao
antifingica, como os lipopeptideos produzidos pela espécie Bacillus subtilis (LANDY;
WARREN; ROSENMAN, 1948; WALTON; WOODRUFF, 1949; RAUBITSCHEK;
DOSTROVSKY, 1950).

A agricultura, responsavel por 27,4% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro no
ano de 2021 de acordo com o Cepea (centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada),
apresentou o registro de 92 novos produtos no Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (Mapa) para o controle bioldgico a base de agentes microbiologicos e extratos
vegetais, porém nenhum deles destinado ao cultivo de bananeiras. Apesar dos avangos
significativos, o alto preco dos inseticidas biologicos agregado a onerosos processos de
purificacao ¢ responsavel pelo lento crescimento desse mercado. Os lipopeptideos, classe de
biomoléculas com conhecidas propriedades fitopatogénicas e baixa toxicidade ao ser humano,
aliados a novas metodologias de obtencdo sdo promissoras alternativas para impulsionar a
comercializacdo de biomoléculas (DHANARAJAN; RANAGARAJAN; SEN, 2015;
KAWAGOE et al., 2015; PIEDRAHITA-AGUIRRE; ALEGRE, 2014; WANG et al., 2015;
YANEZ-MENDIZABAL et al., 2012).

A identificagdo e quantificagdo das isoformas e séries homologas de lipopeptideos,
a partir do uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de massas
do tipo quadrupolo com monitoramento de ions (UPLC/QDA-SIM), ¢ uma atrativa técnica
instrumental para o acompanhamento de diferentes produtos quimicos de interesse em uma
unica corrida cromatografica. Entretanto, tendo em vista as desvantagens recorrentes de
técnicas cromatograficas, como o gasto de grandes volumes de solventes, o tratamento prévio
das amostras por meio da parti¢do liquido-liquido ¢ uma alternativa viavel para minimizar as

limitagdes instrumentais (YANG et al., 2015).
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A andlise das substancias produzidas por algumas cepas de bactérias de uso
recorrente na agricultura, especialmente do género Bacillus e Azospirillum, de forma a tragar o
perfil de metabolitos secundarios por meio de técnicas espectroscopicas, tais como UPLC-QDA
¢ Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, é de grande importincia a agricultura

brasileira, a fim de se obter novas biomoléculas que possam substituir os defensivos quimicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultivo de Bananeira no Brasil

O Brasil € o quarto maior produtor de banana no mundo, sua producao foi estimada
em cerca de 7 milhoes de tonelada em uma area de 466 mil hectares, de acordo com o IBGE
(2021). Apesar do seu enorme cultivo, a ocorréncia de micro-organismos patogénicos nas
lavouras e o elevado uso de adubagdo, devido a perda consideravel de nutrientes pelas plantas,
especialmente nitrogenados, fosfatados e potdssicos, provocam uma acentuada queda de
produtividade (BORGES et al., 2022). Dentre as doengas que acometem cultivos de bananeiras,
destacam-se aquelas provocadas por fungos fitopatogénicos, como a doenca infecciosa
fusariose, também conhecida por mal-do-panama, provocada pelo fungo Fusarium oxysporum.
Essa doenca ¢ responsavel pela coloracdo marrom das folhas da bananeira e podridao dos seus
frutos, assolando largas extensdes de areas cultivadas provocando consequentes prejuizos
econdmicos (PLOETZ, 2006).

Visando aumentar a produtividade agricola por meio da melhoria do estado
fitossanitario das plantas cultivadas, o uso indiscriminado de agrotoxicos para o controle de
pragas e doengas de plantas tem causado problemas de satde humana e animal, além da
degradagdo de inumeros ecossistemas (HUANG, 1997). De acordo com os dados fornecidos
pelo Sindag (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola), o volume total
de defensivos agricolas aplicados no campo em 2020 totalizou 1.0933.070 L/ha, havendo um
acréscimo de 8,1% desse volume no ano de 2021. Esses dados mostram a importancia do
controle de fitopatégenos no Brasil e a necessidade do desenvolvimento de alternativas de
manejo. Porém, a falta de produtos de natureza bioldgica e o perfil conservador do agricultor
brasileiro sdo os responsdveis pela lenta progressio do controle bioldgico no Brasil
(D’AGOSTINO e MORANDI, 2009).

Nao hd no mercado brasileiro, segundo o Agrofit, banco de dados do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa), nenhum ingrediente ativo microbiolégico
dentre os 10 produtos comerciais destinados ao cultivo de bananeiras (Agrofit, 2022.

Disponivel em https://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit _cons/principal_agrofit cons,

consultado em 15/05/2022). Dessa forma, a auséncia no mercado nacional de alternativas para
o controle de doencas e melhorias do estado fitossanitdrio de culturas de bananeiras evidencia
a necessidade de avancos em pesquisas para o desenvolvimento de substitutos aos pesticidas

sintéticos.


https://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons
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2.2 Consideracoes sobre o género Bacillus

O género de bactérias Bacillus possui importante destaque bioldgico como
promissores microrganismos, utilizados no controle contra fitopatégenos ou doengas de plantas.
As espécies de Bacillus sio uma das maiores fontes produtoras de compostos naturais bioativos,
que sdo compostos de baixo peso molecular produzidos por mecanismos ribossomais ou nao-
ribossomais, exibindo uma ampla gama de atividades antibidticas, especialmente contra
bactérias Gram Positivas (MING; EPPERSON, 2002). A quantidade de antibioticos produzidos
por Bacillus soma aproximadamente 170 compostos, sendo 1/3 deles derivados do B. subtilis e
os demais produzidos por outras espécies do género, dentre elas destacam-se B. brevis, B. cereus,
B. circulans, B. laterospolus, B. licheniformis, B. polymyxa e B. pumilus (AWAIS et al.,2010).

Espécies de Bacillus possuem habilidades unicas de se replicarem rapidamente,
resisténcia a condigdes adversas, capacidade de producdo de endésporos duros, resisténcia a
antibioticos e amplo espectro da capacidade de biocontrole (CAVAGLIERI; ORLANDO;
ETCHEVERRY, 2005). Estudos In vitro demonstram a alta atividade do Bacillus subtilis contra
fungos patogénicos em razdo da sua elevada capacidade de produ¢do nao-ribossomica de
variados tipos de lipopeptideos incluindo iturinas, fengicinas, surfactinas e corinebactinas
(STEIN, 2005; CAO et al., 2012). Tem-se relatado um eficiente controle de fungos causadores
de doengas em milho e sorgo através do uso da bactéria endofitica B. subtilis, principalmente
contra Acremonium striticum, Fusarium verticillioides, Aspergillus spp, Exserrohilum turcicum,
Colletotrichum graminicola e Colletotrichum sublineolum (FIGUEIREDO et al., 2010)

No Brasil, estudos feitos com plantulas de citros (AMORIM; MELO, 2002), pepino
(MELO; VALARINI, 1995), alface (CORREA; BETTIOL, 2007) e trigo (LUZ, 1993)
avaliaram as propriedades de algumas espécies de Bacillus como biocontroladores de
fitopatdgenos. Collins ef al. (2003) observou em seus estudos que a disponibilidade de
nutrientes no meio de cultura ¢ determinante para o crescimento de colonia de bactérias, sendo
mais efetivo, a utilizagdo de um sistema de manejo integrado com fungicidas quimicos em
cultivos convencionais. Desse modo, produtos comerciais a base de Bacillus, em rotacdo com
outros defensivos agricolas, sao alternativas menos onerosas para o controle de doengas em

cultivos organicos (MAFFIA; MIZUBUTI, 2005).
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2.2.1 Perfil quimico do género Bacillus

A elucidagdo pratica dos metabdlitos microbianos, metaboloma, representa um
complexo estudo envolvendo a aplicacdo de numerosas técnicas instrumentais, tais como
Espectrometria de Massas (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), de forma
independente ou acoplados a um sistema de Cromatografia Liquida ou Gasosa (LC ou GC) e
Eletroforese Capilar (EC) (GARCIA et al., 2008; HALKET et al., 2005; MASHEGO et al.,
2007; SOGA et al., 2003). A composi¢ao dos metabdlitos de um organismo representa uma
mistura dos produtos e intermedidrios dentro das rotas sintéticas que constituem seu
metabolismo, resultando em adaptacdes no organismo para melhorar seu desempenho e
crescimento no meio (PERES, 2004).

PEREZ-FONS et al. (2013), em seus experimentos separaram, isolaram e
identificaram, por meio de técnicas cromatograficas, mais de 200 substancias produzidas por 8
diferentes espécies de Bacillus, destacando-se dentre essas substancias os agucares, acidos
organicos, aminoacidos, terpenos, acidos graxos, nucleotideos e compostos fendlicos. Esse
género de bactérias possui também uma diversidade taxondmica que o torna alvo de interesse
agroindustrial (HAMDACHE et al., 2011). A classificacio dos metabdlitos secundarios
produzidos pelos Bacillus, baseado nas suas rotas sintéticas ribossomais € nao-ribossomais
(Figura 1), resume os compostos de interesse em 4 principais classes: lipopeptideos ciclicos,

peptideos antibidticos, policetideos e bacteriocinas.

Figura 1 — Classificacdo dos metabolitos secundarios reportados para o género Bacillus.
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Fonte: (Horak et al., 2019)
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Das classes de metabolitos secundarios conhecidos, os peptideos antibidticos sdo
os mais conhecidos e estudados em razao das suas aplicagdes medicinais. Além disso,
policetideos, lipopeptideos e enzimas hidroliticas diversas sdo observados e avaliados como
moléculas com importante atividade bioldgica (ALETI; SESSITSCH; BRADER, 2015).

A rota biosintética nao-ribossomal ¢ responsavel pela produ¢do de uma variedade
de metabolitos secundarios e enzimas. Dentre os compostos produzidos nessa via, 0s
lipopeptideos se destacam por possuirem duas propriedades desejaveis: tolerancia e
seletividade. Isso os tornam apropriados para aplicacdes agricolas, como agentes de biocontrole
e fertilizantes (MONGKOLTHANARUK, 2012). Também sdo conhecidos os policetideos, uma
larga classe de substancias com estruturas diversas que exibem propriedades farmacoldgicas
(MONDOL; SHIN; ISLAM, 2013; PALAZZINI et al., 2016). Um conhecido policetideo
produzido pelas espécies de Bacillus ¢ o bacileno (Figura 2), um antibidtico poli€nico
responsavel pela inibicdo da sintese protéica em organismos procariontes que possui uma

estrutura linear composta por ligacdo entre amidas (HAMDACHE et al., 2011).

Figura 2 — Estrutura do bacileno.

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

As bacteriocinas ¢ uma classe de metabodlitos produzido por mais de 99% das

bactérias, sintetizado através da rota ribossomal (TYC et al., 2017). Bacillus sp. produzem uma
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variedade de bacteriocinas incluindo subtilina, ericina, coagulina, sublancina, mersacidina,
turincina, cereina, megacina e liquenina (ABRIOUEL et al., 2011). J4 as enzimas hidroliticas,
representadas pela lipase, protease e quitinase, sdo uma classe de metabdlitos rigorosamente
estudados devido a sua abundancia natural como biopolimero e suas propriedades biologicas
reportadas (SHARMA et al., 2018; LEE; KIM, 2015; CHANDRASEKARAN et al., 2014;
ZANG et al., 2014).

2.2.2 Substancias bioativas identificadas nas espécies Bacillus cereus, Bacillus pumilus,

Bacillus safensis, Bacillus stratosphericus e Bacillus subtilis

Para a espécie Bacillus cereus, os metabolitos secundarios descritos com atividades
biologicas promissoras sao pertencentes as classes de dicetopiperazinas e estilbenos (KUMAR
etal.,2013).

Dentre as dicetopiperazinas encontradas em maiores concentragdes estio, ciclo(D-
Pro-D-Leu) (1), ciclo(L-Pro-D-Met) (2), ciclo(L-Pro-D-Phe) (3) e ciclo(L-Pro-L-Val) (4). Com
relacdo aos estilbenos cita-se, 3,5-dihidroxi-4-isopropilestilbeno (5) e 3,5-dihidroxi-4-etil-
trans-estilbeno (6) (KUMAR et al., 2013). As estruturas das substancias descritas acima sao
mostradas na Figura 3 (pg. 26).

Ajesh et al (2013) descreveram pela primeira vez na literatura a caracterizagdo e
estudos das propriedades antiflingicas de um novo lipopeptideo isolado a partir de B. cereus.
Identificado como kannurin (Figura 4), esse lipopeptideo pertencente a classe das surfactinas
apresenta uma cadeia heptapeptidica ciclica composta pela sequéncia de aminoacidos Leu-Asp-
Val-Leu-Leu-Leu-Leu.

Tem-se reportado também a produgdo de zwittermicin A por B. cereus, um
antibiotico aminopoliol muito eficiente contra micro-organismos patogénicos de plantas, tais
como Phytophthora medicaginis que causa morte das raizes de alfafa e grao de bico (STABB
et al., 1994). Embora muitos estudos atestem os efeitos antibioticos de metabolitos secundarios
do B. cereus contra varios organismos patdégenos de plantas, os mecanismos de inibi¢ao ainda

sdo pouco conhecidos.
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Figura 3 - Estruturas dos dicetopiperazinas e estilbenos identificados na espécie Bacillus cereus.
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Fonte: Adaptado de KUMAR et al. (2013).

Figura 4 — Estrutura quimica do lipopeptideo Kannurin.
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Fonte: AJESH et al. (2013)

Para a espécie Bacillus pumilus, sdo relatados lipopeptideos ciclicos analogos da
surfactina (7) que apresentam um fragmento de heptapepitideo ligado a uma cadeia lateral de
acido contendo entre 13 e 16 atomos de carbono. Na Figura 5 encontra-se a estrutura da

surfactina e dos seus analogos identificados (BERRUE et al., 2009).
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Figura 5 — Estrutura da surfactina e dos seus derivados identificados na espécie Bacillus

pumilus.
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Berrue et al (2009) relataram também a identifica¢do de compostos obtidos a partir

de extragdes organicas da bactéria B. pumilus através de HPLC. As substancias majoritarias

com propriedades antifingicas associadas foram acido glicocolico (13), lipoamidas e derivados

de amicoumacinas. As estruturas de todas as substancias descritas acima encontram-se na

Figura 6.
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Figura 6 — Estrutura do acido glicocolico, lipoamidas e derivados da amicoumacina.
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Fonte: Adaptado de BERRUE et al (2009).

Para a espécie Bacillus safensis, ¢ relatada a presenca de dois lipopeptideos
antifingicos de interesse agricola, Iturina A2 (19) e Iturina A6 (20) (RONG et al., 2020). As

estruturas dos compostos citados encontram-se na Figura 7.

Figura 7 — Estrutura da Iturina A2 e Iturina A6.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para a espécie Bacillus stratosphericus, os metabolitos secundarios identificados
como compostos bioativos incluem N-6xido de 2-nonil-4-hidroxiquinolina (21), ceramidas de
esfingosina como hidroxipalmitoil esfinganina (22), n-palmitoil esfinganina (23) e
cer(d18:1/0:0) (24), dipeptideos como His-Pro (25), Ile-Gly (26), Ile-Pro (27) Leu-His (28),
Leu-Phe (29), Leu-Pro (30) e Val-Asp (31), tripeptideo Phe-Ile-Lys (32), ciclopeptideos como
ciclo(D-Trp-L-Pro) (33) e ciclo(L-Phe-L-Pro) (34), desidroabietilamina (35), 2-araquidonoil-
1-palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina ~ (36),  fosfatidiletanolamina  (37), 4acido  3-
hidroxihexadecanoico (38), 7alfa, 27-dihidroxicolesterol (39), N-acetil-D-manosamina (40),
acido 3-(4-hidroxifenil)-2-hidroxipropanodico (41), acido fitdnico (42) e 2-Undecil-4(1H)-
quinolinona (43) (KHAN et al., 2020). As substancias descritas acima estdo ilustradas na Figura

8.

Figura 8 — Metabolitos secundérios bioativos identificados para a espécie Bacillus

stratosphericus.
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Figura 9 — Dipeptideos identificados para a espécie Bacillus stratosphericus.
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Figura 10 — Tripeptideos e ciclopeptideos identificados para a espécie Bacillus stratosphericus.

o}

.\\\\‘\\
O b =
H
N NH>
N
H
NH; 0o
o OH o

32 —Phe-Ile-Lys 34 — Cyclo(L-Phe-L-Pro)

B NH / NH
\’H “ray, »
o

33 — Cyclo(D-Trp-L-Pro)

35 — Desidroabietilamina

Fonte: Elaborado pelo autor.



31

Figura 11 — Outros metabolitos identificados para a espécie Bacillus stratosphericus.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 — Demais moléculas bioativas reportadas para a espécie B. stratosphericus.
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Para a espécie Bacillus subtilis, os metabolitos bioativos com potencial para
biocontrole de patogenos de plantas sdo os lipopeptideos ciclicos, genericamente, pertencentes
as familias das surfactinas, iturinas e fengicinas (LANDY; WARREN; ROSENMAN, 1948;
WALTON; WOODRUFF, 1949; RAUBITSCHEK; DOSTROVSKY, 1950). Para os compostos
da familia das iturinas, tem-se iturina A (44), iturina Ar (45), subtulene A (46), micossubtilina
(47), bacilomicina D (48), F (49), L (50) e L. (51) (DELCAMBE, 1965; WINKELMANM ef¢
al., 1983; THASANA et al., 2010; WALTON; WOOFRUFF, 1949; MHAMMEDI et al., 1982,
BESSON et al., 1978; ESHITA et al., 1995). As estruturas das iturinas descritas acima

encontram-se na Figura 13 e 14 (p. 27).

Figura 13 — Estruturas quimicas das iturinas relatadas para o Bacillus subtilis

jou
¥ e -
(o) NH NH, ’10 ' q or 8
/4(\/)’ or /4\))\
\ /”

1Y

HN
HN

NH,

A R=A e ,4(\{ ’<(\/Tl\/
iturina A (44) - : or
iturina.-\.L(45) R=B 12 /(\a/n\ 10

subtulene A (46) R=C
micossubtilina (47) R=D

Fonte: Adaptado de KASPAR et al. (2019)
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Figura 14 — Estrutura das bacilomicinas identificadas para a espécie Bacillus subtilis.
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Dentre as fengicinas podemos citar a fengicina A (52) e B (53), plipastatinas A1l
(54), A2 (55), B1 (56) e B2 (57) (VANITTANAKOM et al., 1986; UMEZAWA et al., 1986).
Da familia das surfactinas, a tnica molécula bioativa identificada e isolada a partir da cepa

Bacillus subtilis é a surfactina (7) (ARIMA et al., 1968), ilustrada na Figura 15.
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Figura 15 — Estrutura das fengicinas e plipastatinas identificadas na espécie B. subtilis.
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Fonte: Adaptado de KASPAR et al. (2019)

A Tabela 1 resume os compostos bioativos relatados para cada espécie de Bacillus

e sua respectiva atividade biologica.
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Tabela 1 — Resumo das espécies, compostos e atividades bioldgicas descritas para o género

Bacillus.
. Atividade
Espécie Compostos Biolégica
ciclo(D-Pro-D-Leu); ciclo(L-Pro-D-Met); ciclo(L-Pro- Antiflingica e
D-Phe); ciclo(L-Pro-L-Val) citotéxica
3,5-dihidroxi-4-etil-trans-estilbeno; 3,5-dihidroxi-4- ..
B. cereus . o Alelopatica
isopropilestilbeno
kannurin Antiftingica
zwittermicin A Antibidtica
surfactina e andlogos Antibidtica
B. pumilus . o . . . . Antioxidante e
acido glicdlico, lipoamidas e amicoumicinas o .
antimicrobiana
B. safensis [turina A2 e Iturina A6 Antibidtica
N-6xido de 2-nonil-4-hidroxiquinolina; ceramidas de
esfingosina; dipeptideos; tripeptideos
ciclopeptideos; desidroabietilamina
. 2-araquidonoil-1-palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina Antifiingica e
B. stratosphericus fosfatidiletanolamina; dcido 3-hidroxihexadecandico; antibioGtica
Talfa, 27-dihidroxicolesterol; N-acetil-D-manosamina
acido 3-(4-hidroxifenil)-2-hidroxipropandico;
dcido fitanico e 2-Undecil-4(1H)-quinolinona
B. subtilis Surfactinas, iturinas e fengicinas Antibiética

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3 Consideragoes sobre o género Azospirillum

Descoberto em 1925 por Martinus Beijerinck, na Holanda, o género Azospirillum ¢
conhecido por ser um grupo bacteriano Gram-negativo, microaerofilico, ndo fermentativo e
fixador de nitrogénio (CASSAN et al., 2020). Esse género apresenta duas caracteristicas
principais: a habilidade de fixar nitrogénio atmosférico (DAY; DOBEREINER, 1976) ¢ a
capacidade de produzir vérios fitohormonios, incluindo auxinas, citocininas e giberelinas
(REYNDERS; VLASSAK, 1979; TIEN et al., 1979). Dessa forma, as espécies do género
Azospirillum sdo consideradas bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) mais
promissoras de todo o mundo, sendo comercializadas em varios paises da América do Sul,
incluindo Argentina, Brasil, Uruguai e Paraguai (OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994;
CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016).
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Pertencentes a familia Rhodospirillaceae, as espécies Azospirillum sao alfa-
proteobactérias isoladas, principalmente, do solo (BALDANI et al., 2005). Entretanto este
género ¢ bastante versatil uma vez que pode ser isolado de diferentes ambientes, sendo
resistente a condigdes extremas, como solo salino, solo contaminado por 6leo, produtos
fermentados, fontes de sulfeto e tanques de fermentacdo (REIS et al., 2015; ANANDHAM et
al., 2019; TIKHONOVA et al., 2019).

2.3.1 Perfil quimico do género Azospirillum

As classes de metabdlitos secundarios reportados para o género Azospirillum, que
possuem associagdo com a melhoria de processos agricolas através da promocao do crescimento
de plantas e toxicidade contra micro-organismos patogénicos, sao, em sua maioria, compostos
fenolicos (flavonoides) derivados do acido salicilico (THOMAS et al., 2019), terpenos e
alcaloides (KORENBLUM; AHARONI, 2019).

2.3.2 Substancias bioativas identificadas na espécie Azospirillum brasilense

As substancias descritas para a espécie Azospirillum brasilense, com maior
frequéncia e com atividade biolégica comprovada, pertencentes a classe de flavondides sdo,
flavonol (58), chalcona (59), naringenina (60) (THOMAS et al., 2019) e acido fertdlico (61)
(MISHRA et al., 2006). Dentre os terpendides sdo relatados, timol (62) e carvacrol (63)
(BANCHIO et al.,2010). Também ¢é citado a producdo do benzoxazinoide descrito por 2.4-
dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoaxi-3H(4H)-ona (DIMBOA) (64) (AHMAD et al., 2011).

Todas as estruturas apresentadas estdo ilustradas na Figura 16.
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Figura 16- Estruturas dos flavondides, terpendides e benzoxazinoide descritos para a espécie

Azospirillum brasilense.
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60 — naringenina
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64 — DIMBOA

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.4 Lipopeptideos

Os lipopeptideos sdo uma classe de surfactantes que apresentam como estrutura
basica uma cadeia ciclica de peptideos ligada a acidos graxos que podem variar quanto ao seu
tamanho. Existem trés familias principais de lipopeptideos: iturina, fengicina e surfactina
(DHANARAJAN; RANAGARAJAN; SEN, 2015; JACQUES, 2011). O comprimento da
cadeia de 4cidos graxos pode variar de Ci4 a Cy7 para iturinas, de Ci4 a Cig para fengicinas e de
Ci3 a Ci6 no caso das surfactinas. Essas familias apresentam ainda subdivisoes que dependem
do niimero de dtomos de carbonos da por¢do peptidica, determinando sua isoforma, e do niimero
de dtomos de carbono da porg¢ao lipidica, determinando sua série homoéloga. (JACQUES, 2011).

Os compostos lipopeptidicos sdo caracterizados por apresentarem elevada
eficiéncia contra fungos fitopatogénicos em detrimento dos pesticidas comerciais, além de
apresentarem agao antibiotica, baixa toxicidade e baixo efeito alérgico em humanos e animais
(DHANARAJAN; RANAGARAJAN; SEN, 2015; KAWAGOE et al., 2015; PIEDRAHITA-
AGUIRRE; ALEGRE, 2014; WANG et al., 2015; YANEZ-MENDIZABAL et al., 2012).
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E comprovado, a partir de estudos realizados in vitro e in vivo por Dey et al. (2015),
que os lipopeptideos pertencentes a familia da iturina, especialmente a iturina A, possuem
significativa atividade no combate ao cancer de mama. A familia das fengicinas possuem acao
antiftingica, inibindo especialmente fungos filamentosos, sendo um excelente agente para tratar
topicamente dermatomicoses (EEMAN et al., 2014). A surfactina, por sua vez, atua como
agente antiviral e inibidor de toxinas, sendo um potencial agente inibitério de inflamacdes
cronicas de lesdes aterosclerdticas (GAN et al., 2016; MEENA; KANWAR, 2015; PARK et al.,
2013; SANTOS DA SILVA et al., 2015; WANG et al., 2010; ZHANG et al., 2014).

2.4.1 Precipitacao dcida de Lipopeptideos

A extragdo de lipopeptideos é uma importante etapa a ser analisada para reduzir os
custos da obtencdo dessas biomoléculas. O desenvolvimento de tecnologias que diminufam o
nimero de operagdes unitdrias requeridas para a purificagdo de moléculas de interesse para a
industria biotecnoldgica € essencial, uma vez que, os processos adotados podem comprometer
em até 80% o custo fabril do bioproduto (BALASUNDARAM; HARRISON, 2008).

O método mais conhecido da literatura envolvendo a purificacio de baixa resolucao
de lipopeptideos ¢ a precipitagdo acida do caldo fermentativo livre de células e sedimentos.
Esse método consiste na reducao do pH do caldo fermentado até um valor de, aproximadamente,
2 através de uma solugdo de HCI 6,0 M (PATHAK et al., 2012; LIU et al., 2014; YANG et al,
2015). Apos o descanso de 24 horas, a amostra acidificada ¢ centrifugada, o sobrenadante ¢
descartado e o precipitado € solubilizado em um solvente organico, mais comumente metanol,
etanol ou solucao alcalina (NaOH) (PATHAK et al., 2012; LIU et al., 2014; YANG et al, 2015).

Apesar de ser um método lento, em razdo do tempo necessario para que ocorra a
precipitacdo dos lipopeptideos, € necessitar de outras operagdes para melhorar a pureza das
biomoléculas, ¢ um método simples para obtencao de lipopeptideos bruto (DAVIS; LYNCH;
VARLEY, 2001).

2.5 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (Ultra-Performance Liquid
Chromatography, UPLC)

As técnicas cromatograficas sao métodos fundamentados na separacdo de misturas,
no qual os componentes da mistura sdo distribuidos entre duas fases: estacionaria e moével.

Esses métodos sao amplamente utilizados para identificagdo, separagdo e quantificacdo de
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compostos bioativos. O UPLC ¢ uma técnica cromatografica, geralmente acoplada a um sistema
de espectrometria de massas (UPLC-MS) (PEREZ et al., 2004), que promove uma melhor
resolucdo do cromatograma quando comparado com a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography). O equipamento
opera com um didmetro das particulas cromatograficas de 2 um em um sistema que pode atingir
pressoes entre 6.000 e 15.000 psi, sendo esses fatores determinante para melhora da razao
sinal/ruido e da largura dos picos, permitindo a detec¢do de um niimero maior de metabolitos
em comparacao com o HPLC (ZHAO et al., 2014).

A literatura relata também as vantagens oferecidas pelo UPLC em detrimento do
HPLC de fase reversa como um aumento de quase dez vezes na velocidade de varredura e um
aumento de 3-5 vezes na sensibilidade da fase estacionaria, comparado com uma fase
estacionaria convencional de 3,5 pm (WILSON et al., 2005). O UPLC-MS tem se tornado um
dos pilares da protedmica e metabolomica para identificagdo de proteinas e metabolitos,

respectivamente (ZHAO; LIN, et al., 2014).

2.6 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS, do inglés Mass Spectrometry) ¢ um método
instrumental usado para analisar fragmentos moleculares com base na sua massa. Para se obter
o espectro de massas, espécies gasosas desordenadas de uma fase condensada sdao ionizadas e
os ions, acelerados por um campo elétrico, sdo separados de acordo com sua razdo massa/carga
(m/z) (HARRIS, 2010).

De forma simplificada, o espectrometro de massas tem cinco componentes
essenciais, representado na Figura 17. O primeiro constituinte do espectrometro ¢ o
compartimento para inje¢do da amostra, onde a amostra no ambiente laboratorial (1 atm) é
injetada em uma camara de pressdes mais baixas dentro do espectrometro de massas. Em
seguida, o material ¢ encaminhado para um compartimento onde sofrera ionizacdo por uma
fonte de ions, sendo transformada em fragmentos de ions na fase gasosa. Esses ions gerados
sdo acelerados por um campo eletromagnético até um analisador de massas que faz a separagao
dos ions com base na razao massa/carga (m/z). Por fim, os ions sdo contabilizados por um
detector e o sinal ¢ registrado e processado por uma rede de dados (software) (PAVIA et al.,

2010).
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Figura 17 — Estrutura simplificada de um espectrometro de massas.
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Fonte: (PAVIA et al., 2010)

O método de ionizacdo utilizado neste trabalho foi a ionizag¢do por electrospray
(ESI). O processo de ionizagdo por ESI ocorre quando os analitos, bombeados através de um
fino capilar de ago inoxidavel, ¢ submetida a altas tensdes dispersando a amostra na forma de
aerossol, em razdo do forte campo elétrico, produzindo uma névoa com goticulas carregadas
que fluem pela circulacdo do espectrometro de massas até o analisador de massas (BRAMER,
1986). Uma caracteristica importante do ESI € a propriedade de produzir ions multiplamente
carregados partindo de grandes moléculas com diversos sitios ionizaveis, gerando espécies
protonadas [M+nH]"", desprotonadas [M-nH]™, cationizadas [M+Na]" ou anionizadas [M+CI],
por exemplo (DALMAZIO, 2007).

O analisador utilizado no presente trabalho ¢ o quadrupolar constituido de quatro
barras solidas paralelas na dire¢ao do feixe de ions. Uma voltagem de corrente continua (CC)
e uma radiofrequéncia (RF) sdo aplicadas, gerando um campo eletroestatico oscilante, de tal
forma que os ions com a razdo massa/carga correta passam com uma trajetoria oscilante em
dire¢do ao detector. Esse tipo de espectrometro de massas apresenta baixa resolugdo (R~3000),
nao sendo, portanto, capaz de fornecer a composi¢ao elementar exata da amostra (PAVIA et al.,

2010).

2.7 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ uma técnica instrumental fundamental
para a elucidacdo estrutural de compostos quimicos baseado nas propriedades magnéticas dos
nucleos atdmicos (LUZYANIN; ABRANTES, 2010). Varios nucleos podem ser analisados por

meio desta técnica, porém para que um isotopo possa ser analisado por RMN ¢ necessario que
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ele possua propriedades especificas, como massa impar ou nimero atdémico impar, ou ambos,
além de um estado de spin caracteristico. Portanto, apesar da baixa abundancia natural, os
nticleos mais comumente trabalhados sdo os isétopos de hidrogénio ('H) e carbono (*C)
(PAVIA et al., 2010).

O fendmeno da ressonancia magnética nuclear ocorre quando os nucleos atomicos,
que se comportam como pequenos imas, sdo dispostos sob um intenso campo magnético
externo (Bo) forcando-os a se alinharem e absorverem energia, alterando sua orientacao de spin,
quando a frequéncia do aparelho corresponde exatamente a frequéncia caracteristica do nucleo
atomico (designada por frequéncia de Larmor). Ao sofrerem relaxamento, os nicleos retornam
ao seu estado fundamental, emitindo sinais eletromagnéticos que sdo detectados e tratados
matematicamente, através da Transformada de Fourier (FT), gerando um gréfico de frequéncia
de sinal em fun¢do da frequéncia aplicada, comumente conhecido como espectro de RMN

(PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Caracterizar quimicamente os extratos acetato de etila e lipopeptideo obtidos do
caldo fermentativo das cepas de bactérias Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus safensis,
Bacillus stratosphericus, Bacillus subtilis e Azospirillum brasilense por meio de Cromatografia
Liquida de Ultra Performance (UPLC) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

3.2 Objetivos Especificos

. Preparar os extratos acetato de etila e lipopeptideo das espécies Bacillus cereus,

B. pumilus, B. safensis, B. stratosphericus, B. subtilis e Azospirillum brasilens;

. Caracterizar os extratos utilizando técnicas espectrométricas: UPLC-MS e
RMN 'H;
. Relacionar os compostos presentes nos extratos acetato de etila com as

atividades bioldgicas descritas na literatura.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Obtencao e preparo dos extratos acetato de etila e lipopeptideo do caldo fermentativo

das espécies B. cereus, B. pumilus, B. safensis, B. stratosphericus, B. subtilis e A. brasilense

Os caldos fermentativos livres de células foram preparados a partir do meio de
cultura composto por (g/L): Dextrose 10,0; Extrato de levedura 5,0; Extrato de carne 3,0;
Peptona de carne 5,0; Sulfato de amdnia 3,0; Sulfato de Magnésio Heptahidratado 0,5. Os meios
de cultura foram incubados em BOD por 24 horas, as cepas foram transferidas assepticamente
com o auxilio de uma al¢a estéril para um Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio de
cultura altoclavado (121°C, 15 min) e, entdo, foram incubados a 30°C, centrifugados a 200 rpm
durante 16 horas. Apés a fermentacio, o material foi centrifugado durante 15 min, a 3600 rpm
e 25°C, recolhendo o efluente e separando-o da biomassa precipitada.

A codificagdo e origem dos caldos fermentativos das espécies de Bacillus e

Azospirillum usados no trabalho estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Codificacdo e origem das amostras microbioldgicas usadas.

Codificagao Microorganismo Origem
501 Bacillus subtilis Agrobiologia - BR10788 - Pseudo SMF 613-6
502 Azospirillum sp. Agrobiologia - BR13925 - NRB 085
503 Azospirillum brasilense Agrobiologia - BR12186 - Ab - V5
504 Azospirillum brasilense Agrobiologia - BR12391 - Ab - V6
505 Bacillus stratosphericus/Bacillus pumilus CNPAT - LPPC 159 (61)
506 Bacillus cereus CNPAT - LPPC 170 (186)
507 Bacillus cereus CNPAT - LPPC 265
508 Bacillus safensis/Bacillus pumilus CNPAT - LPPC 272
510 Bacillus sp. CPATSA
511 Bacillus sp. CPATSA
512 Bacillus sp. CPATSA

Fonte: Elaborado pelo autor.

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente, em seguida 100 mL de
cada material foi adicionado a um funil de separagdao com 70 mL de acetato de etila. A mistura
foi agitada manualmente e deixada 10 minutos em descanso para a completa separagdo de fases.
A fase organica (superior) foi coletada em um Erlenmeyer enquanto a fase aquosa (inferior) foi

submetida a mais duas replicatas do processo de particao descrito. As fragdes organicas obtidas
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foram secas com sulfato de sodio e transferidas para um baldo de fundo redondo para
rotaevaporacgdo do acetato de etila a 30° C com auxilio do rotaevaporador da marca IKA ® RV
10. O material final obtido foi transferido com metanol para um frasco de vidro, previamente
tarado, secado, pesado e armazenado em local protegido do calor e da umidade.

O extrato lipopeptideo (ExtLP) foi obtido através da precipitacdo acida do caldo
fermentativo. Mediu-se 100 mL de caldo fermentado e adicionou-se gradativamente HCI 6,0
mol/L até o pH da amostra atingir 2,0. Entao, o material foi deixado em repouso na geladeira
durante 48 horas para precipitagdo dos lipopeptideos, armazenado em tubos falcon. Apds o
descanso, as suspensdes foram centrifugadas a 4000 rpm durante 30 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi descartado e os extratos, depois de secos, foram pesados e armazenados em
local protegido do calor e umidade. A Tabela 3 apresenta as massas obtidas para cada extracao

realizada em cada amostra.

Tabela 3 — Massa dos extratos acetato de etila (ExtAcOEt) e lipopeptideo (ExtLP) das cepas de

Bacillus e Azospirillum.

Amostra ExtAcOEt ExtLP
Nao Inoculado 12,3 mg 19,0 mg
501 15,1 mg 49,0 mg
502 11,3 mg -
503 8,0 mg -
504 9,1 mg -
505 12,1 mg -
506 19,3 mg -
507 12,5 mg -
508 8,9 mg -
510 4,1 mg 6,3 mg
511 13,5 mg -
512 13,1 mg 8,7 mg

Fonte: Elaborado pelo autor.
4.2 Analise do perfil cromatografico por UPLC-QDA-MS
Os extratos obtidos foram analisados através de Cromatografia Liquida de Ultra

Eficiéncia (UPLC) com detector QDA (Water Corps, Milford, MA, EUA) acoplado a um

espectrometro de Massas (MS). As analises foram efetuadas em um sistema equipado com uma
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fonte de ioniza¢do com interface de electrospray (ESI) e em coluna C18 Waters Acquity UPLC
BEH (150x 2,1 mm; 1,7 um) mantida a temperatura constante de 40° C, utilizando como fase
movel dgua Milli-Q (A) e acetonitrila (B) ambos com 0,1% v/v de acido férmico (pH = 3,00).
As amostras foram submetidas a gradiente com a variacdo: 0 min, 2% (B), 2 min, 2% (B), 10
min, 65% (B), 15 min, 98% (B), 17 min, 98% (B), 17,01 min, 2% (B), 19 min, 2% (B). O fluxo
foi de 0,4 mL/min e o volume de injecao 5 puL. Os espectros de massa foram adquiridos nos
modos positivo e negativo numa gama de massa entre 350-1250 Da para as andlises em full
scan. A identificacdo dos compostos foi efetuada a partir da correlacdo das massas
monoisotdpicas calculadas para cada metabdlito secundario descrito na revisdo bibliogréafica
com as razdes m/z observadas nos espectros de massas para cada pico registrado em cada
cromatograma dos extratos acetato de etila.

O modo SIM (do inglés Selected lon Monitoring) foi utilizado para detec¢cdo dos
lipopeptideos nos extratos exibindo fons [M + H]" e [M + 2H]**. Como o limite maximo de
deteccdo de massa do equipamento € 1250 Da e as fengicinas possuem fons com massas entre
1435 e 1505 Da, os fons [M + 2H]** foram usados na identificacdo das fengicinas. Os dados
foram analisados com auxilio do software Masslynx 4.1 (Waters Corporation). Os extratos
acetato de etila e lipopeptideo de cada amostra foram submetidos a andlise pelo UPLC-QDA-
MS no método SIM a fim de monitorar a presencga de lipopeptideos caracteristicos, de acordo
com o reportado na tese de Souza (2019). Amostras padrdes das familias das Iturinas,
Fengicinas e Surfactinas, obtidas e previamente caracterizadas (Souza, 2019), foram avaliadas
quanto a presenca de seus constituintes para serem utilizados como referéncia de tempo de

retencao.

4.3 Analise por RessonAncia Magnética Nuclear de 'H

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de 600 MHz
(para niicleos de 'H) e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de didmetro interno (H-
F/15N-31P) de detec¢do inversa e gradiente de campo no eixo “z”. As amostras foram
preparadas dissolvendo-se 4 mg dos extratos em 600 pL. de metanol deuterado com 0,17 mg/mL
de TSP-d4. Os dados obtidos foram correlacionados com os da literatura para a identificagao

dos sinais de maior intensidade caracteristicos dos lipopeptideos presentes nos extratos

lipopeptideos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao liquido-liquido e precipitacao acida do caldo fermentativo

A extragdo por particdo liquido-liquido mostrou-se um processo eficiente para
andlise do perfil cromatografico das amostras de caldo fermentado livre de células, uma vez
que as moléculas altamente hidrofilicas de pouco interesse ndo sao extraidas pelo acetato de
etila, logo ndo estdo presentes no extrato orgdnico. De forma andloga, a extracdo por
precipitacao acida, seletiva para lipopeptideos, assegurou a obtencdo das moléculas de interesse
em rendimentos superiores aos da extracao usual apesar da baixa velocidade do processo.

Nos extratos acetato de etila, os rendimentos das extracdes apresentaram valores
baixos exibindo rendimento maximo de 0,0151 % para o Bacillus subtilis e minimo de 0,0041
9% para o Bacillus sp. Nos extratos lipopeptideos, os rendimentos das extragdes foram
significativamente superiores aos dos demais extratos, tendo rendimento maximo de 0,0490 %
para o Bacillus subtilis ¢ minimo de 0,0063 % para o Bacillus sp. A Tabela 4 apresenta os

rendimentos obtidos para cada extracao realizada.

Tabela 4 — Rendimentos das extrac¢des realizadas com cepas de Bacillus e Azospirillum.

Amostra Rendimento Rendimento
(Ext. AcOELt) (ExtLP)

Nao Inoculado 0,0123 % 0,0190 %

501 0,0151 % 0,0490 %

502 0,0113 % -

503 0,0080 % -

504 0,0091 % -

505 0,0121 % -

506 0,0193 % -

507 0,0125 % -

508 0,0089 % -

510 0,0041 % 0,0063 %

511 0,0135 % -

512 0,0131% 0,0087 %

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com a tese de Souza (2017), os rendimentos dos extratos acetato de etila
das cepas de Bacillus e Azospirillum tratadas apresentaram rendimentos inferiores ao esperado.

Esses valores podem estar associados a técnica adotada, sendo indicativo de que pequenas
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quantidades de solvente foram utilizadas na particdo. Para o extrato ndo-inoculado, pode-se
associar a massa obtida de extrato acetato de etila (12,3 mg) a composicao rica em nutrientes
do meio de cultura, contendo agucares (dextroses) e proteinas (extrato de carne e peptona de
carne), que se fazem presentes também no seu extrato lipopeptideo. J& os extratos lipopeptideos
das amostras inoculadas evidenciaram rendimentos superiores de extracdo comparados com 0s

extratos acetato de etila, comprovando a seletividade dessa técnica de separacao.

5.2 Determinacao estrutural dos compostos majoritarios no extrato acetato de etila por

UPLC-QDA

As andlises por UPLC-QDA dos extratos acetato de etila dos caldos fermentativos
livre de células apresentaram cromatogramas com varios picos. Os espectros de massas foram
obtidos no modo de ionizagdo negativo e positivo (ESI" e ESI*), porém apenas no modo de
1onizacdo positiva observou-se os picos nos cromatogramas com boa resolugdo e alta razio
sinal/ruido. O cromatograma da amostra 501, referente ao Bacillus subtilis, estd apresentado na
Figura 18 e os espectros de massas e UV-vis dos picos caracteristicos encontram-se na Figura

19.

Figura 18 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

501 (Bacillus substilis).
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Figura 19 — Espectros de massas e UV-vis dos picos caracteristicos no extrato acetato de etila

da amostra 501 (Bacillus subtilis).
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A Tabela 5 expdes os dados obtidos dos espectros de massas no modo de ionizacao

positivo para cada extrato acetato de etila. Os picos foram relacionados as substancias

previamente descritas na revisao bibliogréfica para os géneros Bacillus e Azospirillum. Apesar

da grande quantidade de picos registrados, apenas os picos que foram possiveis correlacionar

com os dados relatados estdo expressos na tabela.



Tabela 5 — Dados dos espectros de massas obtidos no UPLC-QDA.
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Amostra Nimerodo TR (min) [M+H]* Formula Substancia Proposta Ref.
Pico” Molecular
9 6,904 211,10 C11HisN20O» Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1) KUMAR et al. (2013)
501 Bacillus subtilis
10 7,575 284,12 Ci6H17N30:2 Ciclo(D-Trp-L-Pro) (33) KHAN et al., 2020
10 6,458 211,07 C11H1sN202 Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1) KUMAR et al. (2013)
502 (Azospirillum sp.) 11 6,741 245,08 C14H16N202 Ciclo(L-Pro-D-Phe) (3) KUMAR et al. (2013)
16 8,417 300,06 CoHsNOsP Fosfatidiletanolamina (37) KHAN et al., 2020
10 6,468 211,12 C11HisN20; Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1) KUMAR et al. (2013)
503 (Azospirillum
11 6,943 245,09 C14H16N20»2 Ciclo(L-Pro-D-Phe) (3) KUMAR et al. (2013)
brasilense)
12 7,577 284,19 Ci6H17N30, Ciclo(D-Trp-L-Pro) (33) KHAN et al., 2020
9 5,266 197,11 Ci0H16N202 Ciclo(L-Pro-L-Val) (4) KUMAR et al. (2013)
504 (Azospirillum
13 6,481 211,07 C11HisN20O» Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1) KUMAR et al. (2013)
brasilense)
16 7,651 245,13 C14H16N202 Ciclo(L-Pro-D-Phe) (3) KUMAR et al. (2013)
5 3,642 245,07 C14H16N202 ciclo(L-Pro-D-Phe) (3) KUMAR et al. (2013)
12 5,212 197,00 CioH16N202 Ciclo(L-Pro-L-Val) (4) KUMAR et al. (2013)
505 (Bacillus
17 6,445 211,10 C11Hi1sN2O; Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1) KUMAR et al. (2013)
stratosphericus/B.
) 28 10,848 212,64 CoHoNOs 2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H- ~ AHMAD et al., 2011
pumilus)

1,4-benzoaxi-3H(4H)-ona
(64)



506 (Bacillus cereus)

507 (Bacillus cereus)

508 (Bacillus safensis/B.

pumilus)

510 (Bacillus sp.)

511 (Bacillus sp.)

10
12
13
26

11
13

11
10
11
12
15
18

6,443
7,434
7,655
14,903

5,238
6,440
7,643
6,438
7,028
6,451
7,776
6,440
6,940
7,661
9,386
10,584

211,13
284,16
245,10
288,06

197,11
211,13
245,15
211,12
245,08
211,08
245,06
211,14
245,22
284,10
315,92
212,17

CiiH1sN202
Ci6H17N302
CisH16N202
CisHasNO2

CioH16N202
Ci1HisN202
Ci4H16N202
CiiHi1sN202
Ci4Hi6N202
CiiHi1sN202
Ci4Hi16N202
CiiHi1sN202
Ci4Hi6N202
Ci6H17N302
Ci6H30N204
CoHoNOs

Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1)
Ciclo(D-Trp-L-Pro) (33)
Ciclo(L-Pro-D-Phe) (3)
N-6xido de 2-nonil-4-
hidroxiquinolina (21)
Ciclo(L-Pro-L-Val) (4)
Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1)
ciclo(L-Pro-D-Phe) (3)
Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1)
ciclo(L-Pro-D-Phe) (3)
Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1)
ciclo(L-Pro-D-Phe) (3)
Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1)
ciclo(L-Pro-D-Phe) (3)
Ciclo(D-Trp-L-Pro) (33)
Lipoamida B (15)
2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H-
1,4-benzoaxi-3H(4H)-ona
(64)

52

KUMAR et al. (2013)
KHAN et al., 2020
KUMAR et al. (2013)
KHAN et al., 2020

KUMAR et al. (2013)
KUMAR et al. (2013)
KUMAR et al. (2013)
KUMAR et al. (2013)
KUMAR et al. (2013)
KUMAR et al. (2013)
KUMAR et al. (2013)
KUMAR et al. (2013)
KUMAR et al. (2013)
KHAN et al., 2020
BERRUE et al. (2009)
AHMAD et al., 2011
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9
11
15

512 (Bacillus sp.)

14,875

6,460
7,564
8,425

556,07

211,10
284,09
556,92

53

C34HgoNO4 hidroxipalmitoil esfinganina KHAN et al., 2020
(22)

Ci11H1sN2O2 Ciclo(D-Pro-D-Leu) (1) KUMAR et al. (2013)

Ci6H17N302 Ciclo(D-Trp-L-Pro) (33) KHAN et al., 2020

C34HeoNO4 hidroxipalmitoil esfinganina KHAN et al., 2020

(22)

*Niimero do pico = ordem, de acordo com o tempo de retencio, que o pico foi observado no cromatograma amostral.

Fonte: Elaborado pelo autor.



54

Apesar da auséncia de informagdes referente ao padrdo de fragmentacdo das
moléculas analisadas, pode-se fazer algumas proposicdes acerca das substancias indicadas nos
cromatogramas de acordo com o levantamento bibliografico. Identificou-se 9 metabdlitos
secundérios previamente relatados sendo, 4 da classe dos peptideos ciclicos, 1 benzoaxizinoide,
1 lipoamida, 1 derivado da esfingosina, N-6xido de 2-nonil-4-hidroiquinolina e
fosfatidiletanolamina. O ciclopeptideo Ciclo(L-Pro-L-Val) (4) de m/z 197,1290 foi relacionado
aos picos com t; = 5,24 min presentes nas amostras 504, 505 e 507. Ja o pico com m/z 211,14,
referente ao ciclopeptideo ciclo(D-Pro-D-Leu) (1), mostrou-se presente em todos os extratos
acetatos de etila analisados. O fon molecular observado no ESI" condiz com a massa
monoisotdpica esperada para essa substincia, no extrato acetato de etila 501 o composto (1)
apresentou m/z 211,10 (t: = 6,90 min, F.M. = C;1H13N20). Analogamente, o pico associado a
substancia Ciclo(D-Trp-L-Pro) (33), com m/z 284,1399 (t; = 7,58 min, F.M. = C1sH17N303), foi
encontrado nas amostras 501, 503, 506, 511 e 512.

O pico com m/z 245,1290 (F.M. = C14H16N202), relacionado ao ciclo peptideo
ciclo(L-Pro-D-Phe) (3), foi associado ao pico com t; = 7,65 min na maioria dos extratos, com
excecdo das amostras 501 e 512. O extrato 502 apresentou um pico com t, = 8,42 min e m/z
300,06 referente a presenca da Fosfatidiletanolamina (37) (m/z 300,0848 e F.M. = CoH1sNOgP).

Os extratos 505 e 511 mostraram picos com t; = 10,84 min e t, = 10,58 min,
respectivamente, associados a presenca da 2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoaxi-3H(4H)-
ona (64) (m/z 212,0559 e F.M. = CoHoNOs). Os cromatogramas dos extratos acetato de etila
das amostras 511 e 512 mostraram picos com t; = 14,88 min e t; = 8,42 min associados a
hidroxipalmitoil esfinganina (22), que possui m/z 556,5305 e F.M. = C33HgoNO4. O extrato
acetato de etila do Bacillus cereus indicou um pico com t; = 14,90 min que se propde pertencer
ao N-6xido de 2-nonil-4-hidroxiquinolina (21) em razdo do seu ion molecular condizer com o
relatado na literatura (m/z 288,1964 ¢ F.M. = C1sH25sNO»).

Dessa forma, foram identificados 2 compostos para o extrato acetato de etila
Bacillus subtilis (1 e 33), 3 para o extrato acetato de etila Azospirillum sp (1, 3 e 37), 3 para o
extrato acetato de etila Azospirillum brasilense (1, 3 e 33), 3 para o extrato acetato de etila
Azospirillum brasilense (1, 3 e 4), 4 para o extrato acetato de etila Bacillus stratosphericus/
Bacillus pumilus (1, 3, 4 e 64), 4 para o extrato acetato de etila Bacillus cereus (1, 3, 21 e 33),
3 para o extrato acetato de etila Bacillus cereus (1, 3 e 4), 2 para o extrato acetato de etila
Bacillus safensis/ Bacillus pumilus (1 e 3), 2 para o extrato acetato de etila Bacillus sp (1 e 3),
6 para o extrato acetato de etila Bacillus sp (1, 3, 15, 22, 33 e 64) e 3 para o extrato acetato de

etila Bacillus sp (1, 22 e 33).
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Os cromatogramas dos extratos acetato das demais amostras encontram-se nas
figuras a seguir, enquanto seus espectros de massas e UV-vis referentes a cada pico presente

nos extratos estao apresentados nos Anexos desse trabalho (p. 90-108).

Figura 20 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

502 (Azospirillum sp.).

—7.052 -129.1

AU
o
]
T
6.110-261.0
7.793-154.8

6.451-2105
8.423 - 964.7

8.958 - 261.3

%%
?
y

4613-170.9
=—5.683 - 227.1

12.930-227.2

!
|
|

\

i 03\*
%
33

4.00 16.00

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 - Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

503 (Azospirillum brasilense).
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Figura 22 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

504 (Azospirillum brasilense).
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Figura 23 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

505 (Bacillus stratosphericus/Bacillus pumillus).
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Figura 24 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

506 (Bacillus cereus).
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Figura 25 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

507 (Bacillus cereus).
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Figura 26 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

508 (Bacillus safensis/Bacillus pumilus).
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Figura 27 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

510 (Bacillus sp.).
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Figura 28 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

511 (Bacillus sp.).
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Figura 29 — Cromatograma obtido no UPLC-QDA para o extrato acetato de etila da amostra

512 (Bacillus sp.).
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5.3 Identificacao dos lipopeptideos presentes no extrato lipopeptideo pelo método SIM

A Tabela 6 expressa os dados de [M + H]* e [M+2H]**, tempo de retencio e drea

relativa de cada lipopeptideos obtidos a partir dos extratos padrdes.

Tabela 6 — Dados dos lipopeptideos presentes nos extratos padroes.

Lipopeptideo

Iturina A2
Tturina A3-A5
Iturina A6-A7

Lipopeptideo

Fengicina A
Fengicina A
Fengicina B
Fengicina A
Fengicina B
Fengicina B

Lipopeptideo

Surfactina

Extrato Padrao de Iturina

[M+HT*

1043,5
1057.,5
1071,5

[M+2H]**

Tempo de Retencdo
(min)
11,828
12,541

13,354

Extrato Padrao de Fengicina

[M+H]*

[M+2H]*

718,3
7254
739.,4
732,4
746,4
753,44

Tempo de Retencdo
(min)
13,25
13,67
14,52
14,20
14,62
15,11

Extrato Padrao de Surfactina

[M+HT*

1008,6

Fonte: Elaborado pelo autor.

[M+2H]?*

Tempo de Retencdo

(min)
20,261

Area

681474
1965767
627488

Area

1239868
3060792
8722691
12078164
10761064
10403431

Area

7082

As figuras que seguem abaixo mostram os perfis dos cromatogramas obtidos para

cada lipopeptideo presente em cada extrato padrdo avaliado.
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Figura 30 — Perfil cromatografico da Iturina A2 com [M + H]" = 1043,5.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 31 — Perfil cromatografico da Iturina A3-A5 com [M + H]" = 1057,5.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 32 — Perfil cromatografico da Iturina A6-A7 com [M + H]" = 1071,5.

100000.0

80000.0-

13.354

60000.0-

Intensity

40000.0+
20000.0+

|

00 e e e e I e e e e e A e e e e e o L i e e e e e B e e I B e e e N 0 B B e ey B e
0.00 200 400 6.00 8.00 10.00 1200 14.00 16.00 18.00 2000 200 24.00 26.00 28.00 30.00
Mnutes

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 33 — Perfil cromatografico da Fengicina A com [M + 2H]*" = 718,3.
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63

Figura 34 — Perfil cromatografico da Fengicina A com [M + 2H]*" = 725,4.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 35 — Perfil cromatografico da Fengicina B com [M + 2H]*" = 739 4.
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Figura 36 — Perfil cromatografico da Fengicina A com [M + 2H]*" = 732,4.
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Figura: Elaborado pelo autor.

Figura 37 — Perfil cromatografico da Fengicina B com [M + 2H]*" = 746.4.
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Figura 38 — Perfil cromatografico da Fengicina B com [M + 2H]*" = 753 4.
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Figura 39 — Perfil cromatografico da Surfactina com [M + H]" = 1008,4.
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A identificacdo dos lipopeptideos presentes nos extratos acetato de etila e
lipopeptideo das amostras analisadas baseou-se na correlacdo entre os tempos de retengdo
apresentados nos cromatogramas das amostras em compara¢do com os cromatogramas padrao.

Os dados obtidos na analise pelo método SIM estao expressos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Dados obtidos pelo método SIM dos lipopeptideos presentes nos Extratos Acetato
de etila e Lipopeptideo.

Extrato AcOEt Nao-Inoculado
Lipopeptideo [M+H]* [M+2H]** Tempo de Retengdo (min) Area

Fengicina A - 732,4 15,468 41922
Fengicina B - 746,4 18,278 48888
Fengicina A - 732,4 19,374 112213

Extrato AcOEt 501 (Bacillus subtilis)
Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area
Extrato AcOEt 502 (Azospirillum sp.)

Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area
Fengicina A - 732,4 15,459 29275
Extrato AcOEt 503 (Azospirillum brasilense)

Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area
Fengicina A - 732,4 15,516 37349
Extrato AcOEt 504 (Azospirillum brasilense)

Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area
Fengicina A - 732,4 15,512 16114
Extrato AcOEt 505 (Bacillus stratosphericus/Bacillus pumilus)
Lipopeptideo [M+H]* [M+2H]** Tempo de Retengio (min) Area
Fengicina A - 732,4 13,475 354498
Fengicina B - 739,4 15,405 43511
Extrato AcOEt 506 (Bacillus cereus)

Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area
Fengicina B - 739,4 13,484 150836
Fengicina A - 732,4 15,423 35950

Extrato AcOEt 507 (Bacillus cereus)
Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area

Fengicina B - 739,4 13,661 81787
Fengicina B - 746,4 14,051 21235
Fengicina A - 732,4 15,464 56720

Extrato AcOEt 508 (Bacillus safensis/ Bacillus pumilus)
Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area

Fengicina B - 739.,4 13,403 81992
Fengicina B - 746,4 13,743 42138
Fengicina A - 732.,4 15,347 34667

Extrato AcOEt 510 (Bacillus sp.)

Lipopeptideo [M+H]* [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area
Fengicina B - 753,4 14,192 25460
Fengicina A - 732,4 15,462 53309

Extrato AcOEt 511 (Bacillus sp.)
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Lipopeptideo [M+H]* [M+2H]** Tempo de Retengdo (min) Area

Fengicina B - 739,4 13,624 288318
Fengicina B - 746,4 15,163 44341
Fengicina A - 732.,4 15,501 32703

Extrato AcOEt 512 (Bacillus sp.)
Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area
Fengicina A - 732,4 15,433 82415
Extrato Lipopeptideo Nao-Inoculado
Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area
Fengicina B - 746,4 5,581 48902
Fengicina B - 746,4 5,912 -
Extrato Lipopeptideo 501 (Bacillus subtilis)
Lipopeptideo [M+H]*  [M+2H]** Tempo de Retencdo (min) Area

Fengicina A - 718,4 13,324 12045
Fengicina A - 732,4 14,415 245857
Fengicina B - 746,4 14,814 128136
Fengicina B - 739,4 14,845 515007
Fengicina B - 753,4 15,262 279458
Fengicina A - 725,4 15,375 117089

Extrato Lipopeptideo 510 (Bacillus sp.)

Lipopeptideo [M+H]* [M+2H]** Tempo de Retengio (min) Area
Extrato Lipopeptideo 512 (Bacillus sp.)

Lipopeptideo [M+H]* [M+2H]** Tempo de Retengio (min) Area

Fengicina B - 746,4 15,221 568834
Fengicina B - 753,4 15,622 661185
Fengicina B - 739.4 16,114 539775

Fonte: Elaborado pelo autor.

A comparagao dos dados obtidos entre extratos das amostras e amostras-padroes de
lipopetideos permitiu a identificagdo apenas de lipopeptideos pertencentes a familia das
fengicinas. Apesar do extrato acetato de etila ndo-inoculado mostrar picos nos cromatogramas
referentes a Fengicina A ((M+2H]*" = 732,4) e a Fengicina B ((M+2H]*" = 746,4 e t, = 18,28),
o seu extrato lipopeptideo ndao exibe picos concordantes com os tempos de retengdo
caracteristicos, sugerindo que substancias contendo a razdo m/z semelhante detectados e ndo
existe quaisquer lipopeptideo nessas amostras.

O extrato acetato de etila 501, pertencente ao caldo fermentativo inoculado com
Bacillus subtilis, ndo apresentou qualquer sinal correspondente aos lipopeptideos monitorados,

porém seu extrato lipopeptideo evidenciou a presenga de 6 diferentes tipos de fengicinas,
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Fengicina A ([M+2H]*" = 718,4, [M+2H]*" = 725,4, [M+2H]*" =732,4) e Fengicina B
([M+2H]*" = 739,4, [M+2H]*" = 746,4 ¢ [M+2H]*" = 753,4), confirmando a sensibilidade da
técnica de precipitagdo acida para a extragao seletiva de lipopeptideos.

O extrato lipopeptideo 510 (Bacillus sp) ndo apresentou qualquer pico compativel
com o tempo de retencdo caracteristico dos lipopeptideos analisados, porém o seu extrato
acetato de etila mostrou dois picos referentes a Fengicina A ((M+2H]*" = 7324 e t,= 15,46) ¢
a Fengicina B ([M+2H]*" = 753,4 e t, = 14,19). Infere-se, entdo, que os picos observados no
extrato acetato nao correspondem aos lipopeptideos esperados, uma vez que o extrato
lipopeptideo possui maior sensibilidade e ndo evidenciou a presenga dessas moléculas. Ja na
amostra 512 (Bacillus sp) detectou-se diferentes lipopeptideos no extrato acetato (Fengicina A,
[M+2H]*" = 732,4 e t, = 15,4333) e no extrato lipopeptideo (Fengicina B, [M+2H]*" = 739 4,
[M+2H]*" = 746,4 ¢ [M+2H]*" = 753.4).

Pela comparagdo das areas relativas dos picos obtidos nos extratos lipopeptideos, €
possivel inferir acerca da molécula majoritaria nas amostras. No extrato lipopeptideo 501, a
Fengicina B com [M+2H]*" = 739.4 apresentou maior area relativa (Area = 515007), enquanto
no extrato lipopeptideo 512, a Fengicina B com [M+2H]*" = 753.4 apresentou maior area
relativa (Area = 661185).

Os cromatogramas referentes a cada lipopeptideo monitorado em cada amostra

estdo ilustrados nos Anexos desse trabalho (p. 108-123).

5.4 Caracterizacdo quimica dos lipopeptideos majoritarios nos extratos lipopeptideos das

amostras 501, 510 e 512

Os lipopeptideos majoritarios nos extratos lipopeptideo sao Fengicinas B, que
apresentam como sequéncia primaria da por¢ao peptidica L-Glu-D-Orn-D-Tyr-D-a Thr-L-Glu-
D-Val-L-Pro-L-GIn-L-Tyr-L-Ile, variando apenas quanto ao comprimento da cadeia de acido
graxo. Na Figura 40 (p. 69) tém-se a estrutura quimica das Fengicinas B. A Tabela 8
correlaciona os sinais caracteristicos d¢ RMN 'H relatados para os residuos de aminoacidos
constituintes das fengicinas e os sinais observados experimentalmente para cada extrato

lipopeptideo analisado.
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Figura 40 — Estrutura quimica da Fengicina B.
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Tabela 8 — Deslocamentos quimicos dos residuos de aminodcidos constituintes da Fengicina B nos extratos lipopeptideo.

Residuo de aminoacido  Referéncia” (ppm) ExtLPNI ExtLP501 ExtLP510 ExtLP512
8,13 (HN) - - 8,15 -
4,3 (Ho) - 4,31 - 4,26
1,79 (HB) - 1,79 - _
Glul
1,94 (HB) - - - 1,99
2,27 (Hy) - 2,26 2,29 -
2,34 (Hy) - 2,32 2,31 -
8,31 (HN) - - 8,31 8,3
4,38 (Ha) - 4,36 - -
1,60 (HPB) - 1,59 1,6 -
Orn2
1,80 (Hy) 1,81 1,79 - -
2,84 (H6) 2,86 2,83 - -
7,69 (He) - - ) _
8,17 (HN) - - 8,17 -
4,51 (Ha) - - - -
2,87 (HP) 2,86 - - -
Tyr3
3,02 (HB) 3,02 3,02 - -
7,22 (Ho) - - 7,22 7,24
6,99 (He) - - - -
7,78 (HN) - - - -
S 3,99 (Ho) 3,97 3,98 - -
atar 3,55 (HB) ; 3,55 3,51 -
0,80 (Hy2) - 0,81 0,83 0,83
7,69 (HN) - - _ _
Glu5

4,18 (Ha) 4,19 - . _



Valé

Pro7

GIn8

Tyr9

Ile10

1,96 (HP)
2,28 (Hy)
8,30 (HN)
4,50 (Ho)
2,10 (HB)
0,91 (Hy)
4,30 (Ho)
2,13 (Hp)
1,78 (Hy)
1,83 (Hy)
3,5 (H9)
7,94 (HN)
4,20 (Ho)
1,76 (HB)
2,24 (Hy)
7,34 (He2)
6,84 (He)
7,95 (HN)
4,71 (Ha)
2,87 (HP)
7,05 (Hd)
6,69 (He)
8,76 (HN)
4,05 (Ho)
1,84 (HP)
0,94 (Hy21)

1,97
2,26

4,31
2,15
1,79

1,99

71



"Referéncia: (NAM et al., 2015)

Fonte: Elaborado pelo autor.

0,86 (H511)

0,85

0,87

0,87

0,85
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Os dados do UPLC-QDA-SIM dos extratos acetato de etila e lipopeptideo da
amostra ndo-inoculada, assim como a auséncia dos sinais de RMN 'H caracteristicos dos
aminoacidos reportados na Tabela 8, indica que esses respectivos caldos fermentativos nao
apresentam lipopeptideos no meio. Por outro lado, o espectro de RMN 'H (600 MHz, CD;0D)
do extrato lipopeptideo das amostras 501, 510 e 512 indicaram vérios sinais que podem ser
atribuidos aos aminodcidos constituintes da fengicina B, tal qual estd expresso na Tabela 9.
Devido a complexidade dos extratos acetato de etila, pela presenca de varias substancias ainda
ndo identificadas, ndo foi possivel identificar a maioria dos sinais reportados para os
aminodacidos de interesse, portanto, ndo foram contemplados na Tabela 8.

Os espectros de RMN de 'H dos extratos lipopeptideos das amostras 501 (Bacillus
subtilis), 510 (Bacillus sp.) e 512 (Bacillus sp.) apresentaram sinais de 0,9 a 7,1 ppm
caracteristicos dos aminoacidos presentes na Fengicina B. Os hidrogénios aromaticos presentes
na tirosina aparecem na forma de dubleto (d) na faixa de 6H 6,88 — 7,17, correspondente aos
hidrogénios 2, 3, 5 e 6. Esses sinais referentes a tirosina apresentam boa intensidade nos
espectros do ExtLP501 e ExtLP510, apesar de ndao serem significativos no espectro do ExtLP-
512. Os hidrogénios nos carbonos a-carbonila dos aminoacidos apontados indicaram
deslocamentos quimicos entre 3,58 — 4,12 ppm nas formas de dubleto (d) ou tripleto (t),
presentes nos espectros ExtLP501, ExtLP510 e ExtLP512.

Os espectros de RMN de 'H dos extratos acetato e lipopeptideo das amostras Nio-

Inoculado, 501, 510 e 512 estao expressos nas figuras a seguir.



Figura 41 — Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CDs0D] do ExtAcOEtNI
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 42 — Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CDs0D] do ExtLPNI.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 43 — Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CD;0D] do ExtAcOEt501.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 44 — Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CDs0D] do ExtLP501.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 45 — Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CD;0D] do ExtAcOEt510.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 46 — Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CD;0D] do ExtLP510.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 47 — Expansio do espectro de RMN de 'H [600 MHz, CD30D] do ExtLP510.
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Figura 48 — Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CD;0OD] do ExtAcOEt512.
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Figura 49 — Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CDs0D] do ExtLP512.
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Figura 50 — Expansio do espectro de RMN de 'H [600 MHz, CD;0D] do ExtLP512.
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6 CONCLUSAO

As técnicas de particao liquido-liquido e precipitagdo acida permitiram a obtengao
dos extratos acetato de etila e lipopeptideo, respectivamente, para as amostras de caldo
fermentado livre de células NI (ndo-inoculado), 501 (Bacillus subtilis), 502 (Azospirillum sp.),
503  (Azospirillum  brasilense), 504  (Azospirillum  brasilense), 505  (Bacillus
stratosphericus/Bacillus pumilus), 506 (Bacillus cereus), 507 (Bacillus cereus), 508 (Bacillus
safensis/Bacillus pumilus), 510 (Bacillus sp.), 511 (Bacillus sp.) e 512 (Bacillus sp.). Tendo
maiores rendimentos observados nos extratos acetato de etila 503, com 0,0193%, e extrato
lipopeptideo 501, com 0,0490%.

Os estudos cromatograficos permitiram a elaboragdo dos perfis quimicos dos
extratos trabalhados, assim como a identificagdo de 9 metabolitos secundarios com
propriedades bioldgicas de interesse na agroindustria: ciclo(D-Pro-D-Leu), ciclo(D-Trp-L-Pro),
ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-D-Phe), fosfatidiletanolamina, 2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H-
1,4-benzoaxi-3H(4H)-ona, N-6xido de 2-nonil-4-hidroxiquinolina, lipoamida B,
hidroxipalmitoil esfinganina. Assim como os experimento a partir do UPLC-QDA-SIM
possibilitaram o monitoramento das familias de lipopeptideos presentes nos extratos seletivos
para essas classes de substancias.

Através da Ressonancia Magnética Nuclear dos extratos lipopeptideos, pode-se
caracterizar os lipopeptideos majoritarios, pertencentes a classe das fengicinas, com base nos
sinais caracteristicos de 'H e multiplicidades dos seus aminodcidos constituintes.

Tendo em vista os resultados obtidos, observa-se a necessidade do aprofundamento
no estudo dos metabolitos secundarios bioativos produzidos por micro-organismos do género
Bacillus e Azosporillum, além da investigacdo de novas fontes bioldgicas de produgdo de
lipopeptidos, a fim de otimizar os cultivos de bananeiras através das propriedades de

biocontrole que essas substancias possuem.
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ANEXO F — ESPECTRO DE MASSAS E UV-VIS DO EXTRATO ACETATO 507
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ANEXO H - ESPECTRO DE MASSAS E UV-VIS DO EXTRATO ACETATO 510
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ANEXO I - ESPECTRO DE MASSAS E UV-VIS DO EXTRATO ACETATO 511
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ANEXO J - ESPECTRO DE MASSAS E UV-VIS DO EXTRATO ACETATO 512
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ANEXO K - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
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Fengicina B: [M + 2H]*" = 746,4
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ANEXO M - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
ACETATO 503
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ANEXO O - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
ACETATO 505
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ANEXO P - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
ACETATO 506
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ANEXO Q - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
ACETATO 507
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Fengicina B: [M + 2H]*" = 746,4
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ANEXO R - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
ACETATO 508
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ANEXO S - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
ACETATO 510
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ANEXO T - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
ACETATO 511

Fengicina B: [M + 2H]*" = 739,4

14000.01
12000.04

10000.0

13.624

8000.0+

6000.0

12.888

4000.0

2000.0+

0.0 Pttt 8 bl .““J”.r. ittt ek
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00 30.00

Mnutes

Fengicina A: [M + 2H]*" = 732.,4

5000.0

4000.01

15.501

3000.0

2000.0

de |
2000 2200 2400 2600 2800 3000

0.00 200 4.00 6.00 800 1000 1200 14.00 16.00
Mnutes

FPIAA 1l
18.00



Intensity

Intensity

118
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ANEXO V — CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
LIPOPEPTIDEO NAO-INOCULADO

Fengicina B: [M + 2H]*" = 746,4

10000.0+
8000.0-

6000.0-

Intensity

4000.0-

2000.0

[o0]
L0
L0
il ke
O_&,,_LA;AFA,_MM ‘I ‘W‘Mﬂr‘ ‘i. jih g ooty #L?.m‘ i L : : B DU W

B S e e o e e B o A
0.00 200 4.00 6.00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Mnutes

ANEXO W — CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
LIPOPEPTIDEO 501

Fengicina A: [M + 2H]** = 718,4

6000.0

5000.0
4000.0+

3000.0+

Intensity
13.324

14.686

2000.0+

100001

0.0+ \‘"‘\L“?‘L\‘l\'\l\ L S e e e e o \h\ et
0.00 200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00 30.00
Mnutes




Intensity

Intensity

200000

120

Fengicina A: [M + 2H]* = 725,4
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Fengicina A: [M + 2H]*" = 7324
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Fengicina B: [M + 2H]*" = 753 4
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ANEXO X - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NO METODO SIM DO EXTRATO
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