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RESUMO

Neste trabalho foi empregada uma metodologia rapida e eficiente para a
identificacdo de metabdlitos fitotdxicos produzidos por microrganismos. O
isolamento do composto bioativo foi guiado através de bioensaio com Lemna minor. A
espectrometria de massas, em especial o LC-MS, foi utilizada para acelerar o processo
identificacdo do composto ativo.

As bactérias estudadas eram simbidticas do fungo fitopatogénico Sclerotium
rolfsii. Seus respectivos extratos organicos obtidos de culturas em meio BD (batata —
dextrose) foram submetidos ao ensaio de fitotoxicidade com Lemna minor. Entre cinco
bactérias foi selecionada a bactéria Burkholderia sp, a qual apresentou maior atividade
no ensaio de fitotoxicidade. O fracionamento por cromatografia em coluna de silica
propiciou a identificacdo de uma fracdo ativa. A fitotoxina foi caracterizada como
sendo um macropentolido de 20 membros. O composto pertence a classe dos
polihidroxibutiratos (PHBs). Sua estrutura foi determinada por RMN 1H, RMN 13C,
HMQC, HMBC, IV, ESI-MS/MS e também por comparacdo com dados da literatura.
Esse composto nunca foi isolado de fontes naturais. Foi descrito na literatura uma
rota sintética para sua obtencdo, porém esta € a primeira vez que sua atividade
fitotdxica é relatada. Este trabalho mostra uma nova perspectiva para o0 emprego de
PHBs de baixo peso molecular e apresenta uma proposta de estrutura de composto

fitotoxico que pode servir de modelo para a sintese de novos herbicidas.



ABSTRACT

In this work a quick and efficient methodology was employed for the
identification of phytotoxic metabolites produced by microorganisms. The isolation
of the bioactive compound was guided by Lemna minor bioassay. Mass spectrometry,
especially LC-MS, was used to accelerate the process of identification of the
phytotoxin.

All bacteria were symbiotic to the phytopatogenic fungi Sclerotium rolfsii.. The
bacterium Burkholderia sp was selected among the five bacteria analyzed, due to its
greater phytotoxic activity in the bioassay. The phytotoxin was characterized as a 20
member macropentolide. This compound belongs to the polyhidroxybutirates
(PHBs) chemical class. Its structure was determined by NMR!H, NMR 13C, HMQC,
HMBC, 1V, ESI-MS/MS and HRMS. It has never been isolated from natural sources
before. Although a synthetic route has been proposed in the literature this is the first
time that its phytotoxic activity is reported. This work leads to a new perspective for
the application of low molecular weight PHBs and propose a phytotoxic structure

that can be used as a model for the synthesis of new herbicide class.
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1.1 - Metabdlitos secundarios bioativos produzidos por microrganismos

A natureza produz uma enorme variedade de metabdlitos secundarios das
mais variadas classes. Cerca de 100.000 substancias produzidas por plantas e
microrganismos, que possuem alguma atividade bioldgica, ja foram caracterizadas.

Estima-se que 77,8% dos farmacos anticancerigenos aprovados entre 1981 e 2006, sdo

produtos naturais ou derivados de produtos naturais.”

Sabe-se que microrganismos como bactérias e fungos, além de serem
responsaveis por importantes transformacdes metabdlicas, pelo controle bioldgico de
doencas e pragas, pela degradacdo de residuos vegetais e outros produtos, sao
também poderosos mananciais na producdo de metabdlitos secundarios das mais

variadas classes. O exemplo mais conhecido da aplicacdo terapéutica desses

metabolitos secundarios sdo os antibidticos.?
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Tabela 1. Substancias produzidas por microrganismos

Composto/Classe Propriedades Microrganismo
Avermectina Antelmintico Streptomyces avermitilis
Cefalosporina C Antibiotico Cephalosporium acremonium
Bacteriocinas Biopreservativos Lactobacillus lactis
Carotendides Pigmentos Dunaliella bardarwil (alga)
Elastatinal Inibidor de Elastase Varios Streptomyces
Giberelinas Hormonios de Plantas Gibberella fujikuroi
Herbecidina Herbicida Streptomyces saganonensis
Fosfatidil Surfactante Rhodococcus sp.

Piericidina Inseticida Streptomyces mobaraensis

Vitamina B, Vitamina Pseudomonas sp.

(Cobalamina)

Além de antibidticos, microrganismos sintetizam substancias que possuem
atividades biol6gicas diversas tais como hormoénios, toxinas, agentes anti-
cancerigenos e agentes inseticidas (Tabela 1).*

As estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios sdo bastante complexas e
diversificadas, variando entre si de espécie para espécie ou até mesmo dentre as

mesmas cepas isoladas de ambientes diferentes.”

1.1.1 — Fermentagdo microbiolégica

A versatilidade da biossintese microbiana é enorme. Metabdlitos secundarios
produzidos por microrganismos podem ser obtidos em grandes quantidades por

processos fermentativos, uma vez que ha possibilidade do controle sobre as
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condicbes dos meios de cultivo para producdo desses metabdlitos. Os
microrganismos possuem algumas caracteristicas importantes que justificam sua
grande aplicacdo biotecnoldgica, dentre elas: facilidade de adaptacdo em diversos
ambientes, o que permite transpor um microrganismo da natureza para o laboratério
e posteriormente cultiva-lo em escala industrial; possuem um rapido mecanismo de
nutricdo e altas taxas de metabolismo e biossintese; podem realizar uma grande
variedade de reacdes; possibilidade de manipulacdo genética e capacidade de
biossintese de enantidmeros especificos, geralmente ativos, o que dificilmente ocorre
na quimica sintética.6’

Os microrganismos usualmente degradam moléculas de alto peso molecular e
as convertem em suas subunidades como aminoacidos, nucleotideos, vitaminas,
carboidratos e acidos graxos, as quais sdo precursores de proteinas, coenzimas,
acidos nucléicos, peptideos, polissacarideos e lipideos, usados para o seu crescimento
e sobrevivéncia.

Como outros organismos, eles atuam com extraordinaria economia de
material e energia, evitando a superproducdo de metabdlitos de forma a poderem
sobreviver e competir no ambiente. Para isso eles possuem mecanismos de controle
envolvendo a inducdo de substrato, regulacdo por realimentacdo e regulagdo
nutricional, entre outras.

A modificacdo destes mecanismos € desejavel quando se quer uma
superproducdo de um metabdlito secundério especifico, sendo esta a esséncia dos

processos de fermentacdo. Variacbes das condi¢bes ambientais induzem o0s
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microrganismos a responderem a estes estimulos produzindo metabdlitos, proteinas,

toxinas, que os tornem adaptaveis as novas condicgdes.’

1.1.2 - Fitotoxinas produzidas por microrganismos

Aproximadamente 30.000 variedades de ervas daninhas estdo distribuidas
pelo planeta. A perda liquida da producdo de gréos, causada por 1.800 tipos dessas
plantas, somam 9.7% da producdo agricola total a cada ano.® Ervas daninhas séo
plantas que crescem em locais indesejaveis e competem com a plantacdo por
nutrientes e disseminam suas sementes, 0 que faz perpetuar o problema para as
geracdes seguintes.’

Atualmente os herbicidas sintéticos sdo os pesticidas mais usados para o
exterminio dessas pragas agricolas.? Dentre os mais conhecidos estdo o 2,4D; MCPA,

diuron e a atrazina (Figural).*

HO\[(\O HO\[(\O CI\(/NTNV /N\O/\NH

o Cl o N%rN

H \(NH cl
Cl Cl cl

2,4-D MCPA Atrazina Diuron

Figura 1. Principais herbicidas sintéticos empregados como pesticidas.

Certamente, esses agroquimicos tém sido eficientes no controle de pestes

agricolas. No entanto, sdo bastante conhecidos os problemas resultantes do seu uso
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constante e, muitas vezes, indiscriminado. Dentre eles os principais sdo os efeitos
danosos causados ao meio ambiente, afetando o0s seres vivos, causando
desequilibrios bioldégicos e aumentando resisténcia das espécies alvo, tornado o
tratamento, em muitas vezes, ineficaz e de alto custo.::

Muitas fitotoxinas produzidas tanto por plantas como por microrganismos
possuem potencialidade para serem empregadas como herbicidas, ou melhor, como
bioherbicidas. Como exemplos de fitotoxinas de origem vegetal, tém-se o0s
aleloguimicos, compostos que regulam o crescimento de outros vegetais."*
Entretanto, a evolugdo das plantas para a producgdo de fitotoxinas potentes, pode
acarretar em auto-toxicidade para as mesmas. Por isso, 0s microrganismos sao fontes
mais promissoras de bioherbicidas.*

A Tabela 2 apresenta algumas fitotoxinas promissoras para 0 USO COMO

bioherbicidas, bem como os modos de acéo e a fonte microbiana. 4

Tabela 2. Fitotoxinas promissoras para o uso como herbicidas

Fonte microbiana Fitotoxina Ervas daninhas Modo de acéo
Fungos
Alternaria alternata Tentoxina Gramas CF 1-ATPase
Inibicdo do
Ascochyta hyalospora Ascochitina Sida espinhosa crescimento da raiz e

perda de eletrolitos

Peroxidacédo de
lipideos e agdo
fotosensibilizante

Acido Amplo espectro de ervas

Fusarium sp. s .
P fusarico daninhas

Inibicdo do Aspartato
Amino Transferase
(AST)

Paecilomyces variotti Cormexistina Dicotiledbneas e algumas
SANK 21086 Monocotiledéneas

Actinomicetos

Streptomyces Polietrina A Agrido de jardim Inibe a Ceramida
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Continuacdo Tabela 2

hygroscopicus Sintase

Inibicdo da

Streptomyces sp. Anisomicina Grama de curral fotossintese

Amplo espectro de ervas

Streptomyces sp. A7847 Herboxidieno Desconhecido

daninhas
. - Inibicdo do transporte
Streptomyces sp. 620061  Pirizadocidina Rabo de raposa de elétrons
3S)ér7e§tomyces sp. AM- Herbimicina Digitaria spp., Rabo de raposa Desconhecido
Bactérias
Pseudomqnas syringae Tabtoxina Amplo espectro de ervas Caminho GS-GOGAT
var. tabaci daninhas

Inibicdo da Ornitina
Carbamoill
Transferase

Pseudomonas syringae Faseolotoxina Glycine wightii e Macrophillium
var. phaseolicola atropurpureum

O emprego de herbicidas produzidos por microrganismos apresenta a
vantagem em relacdo aos herbicidas sintéticos, de serem biodegradaveis, uma vez
gue o tempo de meia vida é relativamente curto, e portanto ndo deixam residuos
toéxicos no meio ambiente. Sdo ativos em pequenas quantidades, se comparados as
enormes quantidades de pesticidas usados atualmente.

A maioria das fitotoxinas naturais possuem estruturas ndo-halogenadas, o que
0s torna menos toxicas ao ambiente em relacdo a algumas classes de herbicidas
sintéticos.* Pode-se entdo afirmar que a contaminacdo de alimentos, do solo e da
agua é menos provavel de ocorrer com os herbicidas naturais. 10

De acordo com Duke e colaboradores,* as fitotoxinas de origem microbiana
podem ser produzidas por microrganismos fitopatogénicos, bem como por aqueles
gue ndo apresentam nenhum tipo de viruléncia.

Microrganismos patdégenos de plantas produzem uma variedade de toxinas

potentes e muitas vezes especificas e com diferentes modos de acdo. Os fitopatdgenos
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sdo microrganismos que sintetizam substéncias capazes de provocar doencas, causar
lesGes, inibir o crescimento de plantas e levar a morte do hospedeiro.*

Neste contexto, muitos microrganismos ndo patogénicos produzem fitotoxinas
extremamente potentes. Grande parte dos estudos com esses organismos tem sido
feitos com microrganismos de solo, principalmente actinomicetos. Porém, outros
microrganismos também apresentam potencial para a producdo de fitotoxinas como
os saprofitos e cianobactérias.1

As fitotoxinas de origem microbiana que tiveram maior Sucesso como
herbicidas, foram produzidas por microrganismos néo fitopatogénicos. Os herbicidas
comerciais glifosato e o bialafos foram isolados de actinomicetos do solo. O bialafos é
um tripeptideo, produto de fermentacdo de Streptomyces higrocopicus, que sofreu
modificacBes estruturais e é atualmente comercializado como glifosato (Figura 2), o
componente principal do herbicida Roundup®, o herbicida mais vendido no mundo.
E facilmente degradado por microrganismos do solo. Este foi o primeiro produto de

fermentacao que serviu de modelo para a producédo de um herbicida comercial.

(@] (@] (@] (@] (@]
II:I’\/\HJ\ J}(H R I H
- - P _N
RO N W)ko HO™ | >~ OH
NH, o} OH
Bialafos Glifosato

Figura 2. Herbicida bialafos produzido por Streptomyces higroscopicus e o derivado sintético
glifosato.
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Outro exemplo é a anisomicina, um composto isolado de Streptomyces sp., que
possui atividade fitotoxica , porém nado chegou a ser empregado diretamente como
bioherbicida. Entretanto, alteracfes sintéticas resultaram no herbicida NK-049, (3,3’-
dimetil-4-metoxibenzofenona), o qual € comercializado e amplamente utilizado em

plantagdes de arroz (Figura 3).4

HCCOO,  OH

H3004©*CH2*Z:§ H5CO co
H

Anisomicina NK-049

Figura 3. Anisomicina, fitotoxina produzida por Streptomyces sp e o herbicida sintético NK-
049.

Ascochyta caulina é um fungo com especificidade para o controle da erva
daninha Chenopodium albu. A substancia responsavel pela fitotoxicidade do fungo foi
identificada como ascaulitoxina (Figura 4). Experimentos de campo mostraram que a
aplicacédo direta desta toxina aumentou o controle das pragas em relagdo ao uso do

microrganismo como agente biol6gico.16

Ascaulitoxina

Figura 4. Fitotoxina produzida pelo fungo Ascochyta caulina.
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Importantes fitotoxinas consideradas como promissores herbicidas sdo as
taxtominas (Figura 5), produzidos por Streptomyces scabeis e Streptomyces acidiscabies,

os agentes causadores de lesdes em batata.?

OH Taxtomina A
H Taxtomina B

N
H
R
R

Figura 5. Fitotoxinas produzidas pelos fitopatdgenos Streptomyces scabeis e S. acidiscabies.

As bactérias sdo igualmente responsaveis por uma grande variedade de
doencas tanto em planta¢des quanto em ervas daninhas. A procura por fitotoxinas
bacterianas comecou principalmente devido a descoberta da toxina tabotoxina,
produto do metabolismo secundario da bactéria Pseudomonas syringae var tabaci, que
causa doenca no tabaco. O modo de a¢do desse composto € a inibicdo da atividade da
enzima glutamina sintetase."’

E importante ressaltar que o emprego de fitotoxinas isoladas dos
microrganismos possui muitas vantagens em relacdo ao uso de agentes de
biocontrole vivos. Geralmente, a logistica de estocagem, aplicacdo, formulacdo e
tempo de meia-vida, favorecem as toxinas sobre os microrganismos. Também a
possibilidade de disseminacdo de alguma doenca para espécies ndo-alvo € menor no
caso das toxinas. Além do mais, os fatores ambientais tém muito mais influéncia

sobre a eficacia de um organismo vivo do que sobre suas toxinas. Em vista desses
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fatores, as fitotoxinas de origem microbianas sdo usadas como modelos para o
desenvolvimento de novos herbicidas.*®

O desenvolvimento do uso de metabdlitos secundarios de microrganismos,
para que possam ser explorados como herbicidas naturais, € um caminho a prevenir
o planeta e a humanidade de conseqUéncias indesejaveis do uso irracional de
pesticidas sintéticos. Portanto, espera-se que o0 uso de herbicidas naturais cresga em

uma grandeza de 20% por ano.1®

1.2 - Espectrometria de Massas acelerando a identificagdo de fitotoxinas

O auge dos produtos naturais ocorreu entre as décadas de 1950 e 1970.
Durante este periodo, varios métodos foram desenvolvidos para o isolamento de
uma grande variedade de metabdlitos secundarios.”® Entretanto, era despendido
muito tempo no isolamento e purificagdo de novos compostos a partir de produtos
naturais, e além disso, o processo apresentava alto custo.”

Nos ultimos 40 anos, métodos cromatograficos e espectrométricos tém sido
empregados no estudo da composicdo quimica de uma grande variedade de
compostos oriundos de fontes naturais.?

Novas metodologias na area de produtos naturais as quais sdo aplicadas na
aceleracdo do isolamento de substancias bioativas tém despertado a atencdo das
indastrias farmacéuticas. Estas metodologias empregam novos métodos para

determinacdo de sua atividade bioldgica, os quais correlacionam ocorréncia,
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atividade, estrutura e pureza, contribuindo significativamente para um grande
avanco das técnicas de separacdo e deteccdo, com objetivo de possibilitar a rapida
caracterizacdo de componentes bioativos presentes em misturas complexas.2:
Avancos na tecnologia de instrumentacdo analitica possibilitaram o
acoplamento de métodos de separacdo e de deteccdo. Técnicas hifenadas como a
cromatografia liquida - espectrometria de massas (LC-MS) e cromatografia liquida -
ressonancia magneética nuclear (LC-NMR) possui grandes vantagens em relacdo aos
procedimentos tradicionais de isolamento e identificagdo de compostos bioativos, 0s
guais sdo geralmente laboriosos, demorados e requerem grande quantidades de

amostras (Figura 6).

[MALDI-MS| «——
= N B [egetacin)
[w-]

i

=1=1=1=]

idh

Figura 6. Metodologia empregada na separacdo de metabolitos secundarios.?*
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O desenvolvimento da interface entre a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e a espectrometria de massas com a ionizacdo quimica por pressao
atmosférica (API), em especial a fonte de ionizacdo a electrospray (ESI), tornou
possivel a anélise de compostos ndo volateis e termolabeis, presentes em matrizes
biologicas complexas e a identificacdo da massa molecular dos compostos presentes
na amostra. O sistema LC-MS/MS ¢é uma combinacdo poderosa em que € possivel
obter o padrdao de fragmentacéo caracteristico de um composto e obter informacéo
sobre sua estrutura quimica.zs

Atualmente a desreplicacdo de produtos naturais é acelerada empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada com espectroscopia de UV
e espectrometria de massas (MS).?° Técnicas de analises como LC-UV, LC/MS on-line
e LC/RMN off-line (Figura 7), tém revolucionado o processo de purificacdo de
compostos proveniente de fontes naturais.”’

O sucesso da implementacdo do “hight throughput screening” (HTS) na
identificacdo de compostos bioativos depende de técnicas que permitem eficiéncia na
desreplicacdo dos compostos.”® A desreplicacdo é a metodologia empregada na
identificacdo e diferenciacdo de compostos ou classe de compostos ativos, que ja
tenham sido descritos na literatura contendo atividade idéntica ou similar aquela
observada no extrato de interesse. Envolve uma répida caracterizacdo através de
bibliotecas e bancos de dados, em termos de suas massas moleculares em se tratando

da espectrometria de massas.”
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Figura 7. Analise de LC-MS/MS empregada na desreplicacdo de compostos presentes em

extratos de plantas.30

Adicionalmente, o processo de desreplicacdo permite obter uma gama de
informagdes relacionadas ao composto identificado, como bioatividades, fontes
alternativas e aplicacbes. Ayer e colaboradores reportaram que 72% dos compostos
bioativos isolados eram compostos ja conhecidos.® Neste contexto, a espectrometria

de massas e especialmente a espectrometria de massas de alta resolucdo é uma

tecnologia apropriada para a desreplicacdo de extratos, usada em combinacdo com

banco de dados de produtos naturais.*
O processo de desreplicacdo também é importante para priorizar o isolamento

de compostos ativos inéditos e para agrupar amostras que contém perfis quimicos

semelhantes.®
Wolfender e colaboradores,* relataram o uso de técnicas acopladas na

investigacdo de metabdlitos de plantas. Segundo os autores, a desreplicagdo dos
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extratos empregando LC-MS, evita o isolamento de compostos de pouco interesse e

permitem o isolamento de novos compostos bioativos.

1.3 — Bioensaios como guia no isolamento de fitotoxinas

No passado, o foco principal dos pesquisadores de produtos naturais era a
elucidagdo estrutural de uma grande quantidade de novos compostos. A atividade
bioldgica do composto puro era o estagio final do estudo, e pouca atencdo era dada a
significancia do bioensaio no processo de fracionamento dos extratos.

Através de ensaios bioldgicos é possivel avaliar a potencialidade da amostra
testada, mesmo antes de se obter qualquer informacéo sobre a sua composicéo. 1sso é
muito importante, principalmente quando se procura atividade biolégica em
matrizes complexas, como extratos brutos de fermentacdo de microrganismos.

Para acelerar o processo de identificacdo de compostos bioativos, 0s bioensaios
iniciais devem ser rapidos, eficientes e de baixo custo. Devem ser sensiveis, altamente
reprodutiveis e de facil interpretacéo.ss

A procura por novos herbicidas requer ensaios que permitam avaliar os efeitos
fitotoxicos das amostras testadas. Uma grande variedade de plantas pode ser usada
nesses bioensaios. Um bioensaio bastante empregado para a detec¢do de fitotoxinas é
0 ensaio com sementes de alface (Lactuca sativa) e a graminea Agrostis stolonifera L.
Para avaliar potencial de fitotoxicidade dos extratos, nesses ensaios considera-se a

morfologia das sementes como o crescimento das raizes e do caule e tamanho das
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pétalas.®®

Outro bioensaio interessante é realizado com raizes de cebola (Alliun cepa),
onde ¢ avaliada a inibi¢do da divisdo celular. Nesse ensaio, as etapas da mitose das
células das raizes da cebola sdo observadas por um microscopio, com o objetivo de se
detectar alguma anormalidade na divisdo mitética dessas células ou uma formagéo
atipica da parede celular, provocado pela fitotoxina em estudo.s

Atualmente o bioensaio mais utilizado emprega espécies de pequenas plantas
aquaticas, em especial Lemna minor. Este tem sido empregado na deteccdo de
bioherbicidas e na avaliacdo da toxicidade de herbicidas sintéticos.®® Lemna minor é
uma espécie de plantas flutuantes pertencentes a familia Leminaceae, presentes em
varios ambientes aquaticos, como lagos, rios, efluentes e sedimentos. As plantas sao
coloniais e formam agregados de duas ou mais pétalas, sendo estas pequenas e de
crescimento rapido. E empregada para teste de toxicidade em &gua devido a
sensibilidade a uma grande variedade de substancias organicas toxicas.

Este bioensaio tem a vantagem de avaliar o poder de estimulacdo de
crescimento das substéncias em anélise, e de identificar de maneira rapida extratos
fitotoxicos. E sensivel empregando pequenas quantias de amostra.*® Os testes com
L.minor sdo frequentemente usados por agéncias reguladoras federais, por industrias
e por laboratorios.*

A metodologia do bioensaio consiste no crescimento de duas folhas agregadas
de L. minor em um meio inorganico adequado. Ap6s um periodo de 7 dias é avaliado

o potencial fitotoxico do extrato contra um branco constituido apenas pelo meio
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inorganico, através da multiplicacdo das pétalas de L. minor (Figura 8).

Controle

Figura 8. Bioensaio de fitotoxicidade empregando Lemna minor*

A partir do monitoramento de uma série de extratos de plantas medicinais
africanas empregando o bioensaio com L. minor, foi identificada atividade fitotdxica
em folhas de Laggera decurrens. O fracionamento das folhas guiado pelo bioensaio
levou ao isolamento de dois compostos ativos: 3-hidroxitimoquinona e 5-acetoxi-2-

hidroxitimol (Figura 9).*

O
OH
OH AcO OH
O
3-hidroxitimoquinona 5-acetoxi-2-hidroxitimol

Figura 9. Compostos fitotoxicos isolados de folhas de Laggera decurrens guiado por
bioensaio com Lemna minor.
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O principal objetivo desse trabalho é o desenvolvimento de uma metodologia

adequada para a identificacdo, isolamento e caracterizacédo estrutural de substancias

com atividade fitotdxica produzidas por processos fermentativos.
A metodologia desenvolvida utiliza a versatilidade da espectrometria de
massas acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia para acelerar a etapa de

identificacdo dos compostos ativos, os quais sdéo monitorados por bioensaios de

fitotoxicidade empregando Lemna minor.
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Materiais e Métodos
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3.1 - Equipamentos

- Balanga analitica FA2104N-Celtac®

- Estufa de fotoperiodo e alternéncia de temperatura Eletrolab®

- Rota evaporador R-144 BUCHI®

-Autoclaves verticais

-Incubadora TE-420 Tecnal®

-Espectrometros de RMN Brucker® DRX-400MHz e BRUCKER DRX-500MHz

Waters®

e Quattro Micro,

UK®

, Micromass-

TOF 11

tros de massas Q-

O6me

- Espectr

ico SIL-

at

com injetor autom

Shimadzu®

éncia

A

do de alta efici

ografo liqui

ogra

- Cromat

10AF VP, bomba modelo LC-10AT VP Shimadzu®, e detectores de DAD e UV-Vis

SPDM10 AVP Shimadzu®

tro de Infravermelho IFTIR-RX®

O6me

-Espectrofot
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3.2 — Reagentes

- Todos os reagentes e 0s solventes organicos empregados para a realizacdo dos

experimentos foram de grau analitico.

- Para as andlises de HPLC utilizou-se solventes de grau cromatografico
(J.T.BACKER, MALLINCKRODT®) e agua purificada em um sistema Milli-
Q.Millipore®.

- As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas utilizando

cloroférmio deuterado MERCK® para solubilizar as amostras.

3.3 - Metodologia

O fluxograma apresentado na Figura 10 ilustra o procedimento empregado
neste projeto, para o isolamento e identificacdo do composto fitotdéxico produzido

pela bactéria EMB5B.

— Dados espectrométricos e espectroscopicos
Dados espectrométricos e off line
espectroscopicos on line UV
-LC-MS i i _RMN
-LC-UV Bioensaios v,
= Fragio 1 -MS
Bioensaios —— Fracéo 2 l
; extragao fracionamento| . T
Mgllj?t(jzade—g Extrato(s) Fragdo 3 ativo (+) Composto puro
—— Fracéo 4 l
derreplicacdo L Fracj derreplicacdo caracterizacéo
plicag agao 5 plicac estrutural

Figura 10. Metodologia empregada para o isolamento de fitotoxinas.
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3.4 - Isolamento das bactérias e manutencao das cepas

As cinco bactérias empregadas nesse estudo foram isoladas do esclerdcio do
fungo fitopatogénico Sclerotium rolfsii, em meio solido TSBA, pelo grupo do
pesquisador Dr. Itamar Soares de Melo (Embrapa Meio Ambiente-Jaguaritna) e
identificadas como EMB1B, EMB2B, EMB3B, EMB5B e EMBG6B.

Para conserva-las, estas foram repicadas periodicamente em nosso laboratorio,
em meio TSBA a 25°C. O manuseio dos microrganismos foi realizado em camara de
fluxo laminar, previamente esterilizada com luz ultravioleta por 30 min. Os repiques
foram feitos com uma alca de platina aquecida ao rubro pela chama de um bico de

Bunsen.

3.5 - Identificacdo das Bactérias

Para identificacdo das bactérias foram empregados dois métodos. O primeiro
analisa o perfil de acidos graxos (FAME) e o segundo o gene 16SrDNA.

Os isolados das bactérias foram inicialmente submetidos a identificacdo pelo
método FAME#* através do perfil de acidos graxos que compdem a membrana
celular desses microrganismos. As bactérias a serem identificadas foram cultivadas
em meio TSBA, pelo processo de estrias cruzadas, e incubadas a 28 °C por 24 horas.
Decorrido este tempo, foram coletadas aproximadamente 40 mg (quatro a seis alcas

com capacidade para 10 uL) da cultura no 32 quadrante e transferidas para tubos
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Kimax (100 X 13 mm). A seguir, os acidos graxos presentes na membrana células das
bactérias foram derivatizados para metil ésteres. Estes foram dissolvidos em acetato
de etila e foram pipetadas e colocadas nos tubos vial. Em seguida, os tubos vial foram

inseridos no cromatégrafo gasoso, para a leitura das amostras.

O segundo método utiliza o gene 16SrDNA. O microrganismo foi cultivado
em 10 mL de meio de cultura TSA liquido e incubado por 48 horas a 28°C, em shaker,
a 120 rpm. ApOs esse periodo, a suspensdo bacteriana foi recolhida em tubos de 15
mL e centrifugado por 5 minutos a 6.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado, ressuspendido em 500 uL de TE (Tris-HCI 1 M pH 7,5, 10 mL; EDTA 0,5
M pH 8,0, 2 mL; 4gua destilada, 1000 mL). Adicionou-se 30 uL de SDS 10% e 0,5 g de
silica e 0 material foi agitado em “bead beating” (Biospec products) por 30 segundos,
para lise da parede celular. O DNA foi extraido com fenol/cloroférmio 1.1 e
precipitado com isopropanol e NaCl (5M). A seguir, o DNA foi lavado com etanol
70% e seco a 37°C. ApOs a ressuspensdo do material em 50 uL de agua Milli-Q, este

foi estocado a —20°C. A amostra foi tratada com RNAse (10mgml-1).

Para amplificar o DNA bacteriano, reacbes de PCR foram realizadas em
um volume final de 50 uL, contendo 5 pL (10 ng) de DNA molde; 0,2 uM do primer
968F (5’-AAC GCG AAG AAC CTT AC -3’) e do primer R1387 (5’-CGG TGT GTA
CAA GGC CCG GGA ACG-3); 200 uM de cada dANTP (Gibco BRL); 3,75 mM de
MgCI; 0,5 U de Tag DNA polimerase (Life Technologies®). No experimento foi

adicionada uma reacdo sem DNA como controle negativo. Houve uso do
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termociclador (Gene AMP PCR System 9700) programado para gerar uma
desnaturacéo inicial de 4 min a 94°C, 2 ciclos a 94°C, 1 min a 60°C, 1min a 72°C, 2
min; mais 2 ciclos a 94°C, 1 min; 59°C, 1 min;72°C; 2 min; mais dois ciclos a 94°C, 1
min,58°C, 1 min; 72°C, 2 min; mais dois ciclos a 94°C, 1 min; 57°C, 1 min; 72°C, 2 min;
mais 2 ciclos a 94°C, 1 min; 56°C, 1 min; 72°C, 2 min; mais 20 ciclos a 94°C, 1 min;
55°C, 1 min; 72°C, 2 min e uma extenséo final de 10 min a 72°C. Foi utilizado 5 uL da
reacdo para a observacdo em gel de agarose (1,2%) de um fragmento de
aproximadamente 450 pb. O produto do PCR foi purificado com o kit (Ultra Clean
PCR clen-up) de acordo com as instrucdes do fabricante e sequenciado com o primer

R1387.

A identificacdo foi realizada pelo sequenciamento de genes, pela
amplificagdo do gene que codifica a subunidade 16S do RNA ribossdomico em
termociclador (Gene AMP PCRSystem 9700) da bactéria. Ap6s o seqlienciamento,
estas foram analisadas por meio do BLASTN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), contra a base de dados (GenBank), onde foi
observada a similaridade destas sequéncias com o 16S rDNA de espécies ja

depositadas nesta base de dados.
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3.6 - Meios de cultura e fermentacgéo

Todos os meios de cultura liquidos para as fermentac6es foram preparados em
Erlenmeyers, sendo que a razdo entre o volume de meio e o espaco foi de no minimo
Y4, para proporcionar aeragao para as culturas, uma vez que as bactérias submetidas
a fermentacao sdo aerdbicas.

Os meios foram esterilizados em autoclave vertical a 120°C por 30 minutos.
Apo6s atingirem temperatura ambiente, eles foram inoculados com as bactérias,
utilizando uma alca de platina esterilizada em bico de Bunsen ao rubro, em cdmara
de fluxo laminar previamente esterilizada por luz ultravioleta por 30 min. Todas as

fermentacdes foram realizadas a 28°C e sob agitacdo em shaker a 130 rpm.

3.6.1- Meio BD (batata — dextrose)

O meio liquido BD foi preparado utilizando 800 ml de dgua destilada, 200 ml
de caldo de batata e 20 g de D-glicose, para cada 1000 ml de meio. O caldo de batata
foi preparado com 400 g de batata para cada 1000 ml de agua destilada. As batatas
foram previamente pesadas, descascadas e em seguida picadas em cubos pequenos.
Estes foram lavados em &gua corrente e cozidos em uma vasilha contendo 250 ml de
agua por 30 minutos. A agua resultante do cozimento foi utilizada no preparo caldo
de batata e os pedacos de batata restantes foram descartados. O liquido foi
transferido para uma proveta e o volume completado para 500 ml com &gua

destilada.
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3.6.2 - Meios TSB (trypitc-soy-broth), Quinoa e Aveia

O meio TSB foi preparado com 30 g de TSB (tryptic soy broth) para cada 1000
ml de agua destilada, conforme as proporc¢des determinadas pelo fabricante. Para
dissolver o TSB foi necessario colocar os frascos em banho-maria. As mesmas
guantidades usadas para o preparo do meio TSB foram utilizadas para o0 meio quinoa

e 0 meio de aveia.

3.7 - Obtencéao dos extratos bacterianos

Apos o periodo de incubacéo, o qual foi definido de acordo com a finalidade
do experimento, os meios foram filtrados a vacuo, com papel de filtro, para a
remocdo das células bacterianas, e submetidos a sucessivas extracdes liquido-liquido
com acetato de etila (1:1, v/v) em funil de separacdo. As fases aquosas foram
descartadas enquanto que as respectivas fases organicas foram reunidas, secas com

sulfato de sédio anidro e concentradas a pressao reduzida em rota evaporador.

3.8 - Bioensaio de fitotoxicidade com Lemna minor

Os bioensaios foram realizados empregando uma solucdo dos extratos brutos
das bactérias, em uma concentracgdo final de 10 mg/ml, em DMSO. A cada poco da
Placa de ELISA, foram adicionadas aliquotas de 30 ul dessas solugdes. O volume foi

completado para 3 ml com meio de cultura Swedish SIS para Lemna minor,*
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produzindo uma concentracao final de 100 ug/ml de extrato por po¢o. Em cada poco
foram introduzidas duas folhas agregadas de Lemna minor, visualmente sadias. As
placas foram incubadas, a 26 °C em uma estufa de fotoperiodo, 16/8h (luz/escuro)
com lampada fria fluorescente. Uma solucdo de DMSO 1% em meio de cultura foi
usada como branco. A Atrazina, (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-S-triazina)
(Figura 1, pg. 4), herbicida sintético,” foi utilizado como controle, em uma
concentracdo final de 100 ug/ml por poco. O potencial de fitotoxicidade dos extratos
foi avaliado visualmente mediante a necrose das folhas ou inibi¢cdo do crescimento e

reproducdo, em comparacdo com o branco, apés um periodo de 7 dias de incubacéo.

Cada ensaio foi realizado em triplicata.

3.8.1 Manutencéo da Lemna

As folhas de Lemna minor foram cultivadas no laboratério em meio de cultura

SIS e conservadas em temperatura e iluminagdo ambientes. A Tabela 3 mostra os

elementos presentes nesse meio.

Tabela 3. Composi¢cdo do meio de cultura SIS para Lemna minor.

Solucgbes estoque

Massa de reagente (mg)

1) NaNO; 4250 mg
KH,PO, 670 mg

2) MgSO, .7 H,0 3750 mg
3) CaCl, 2 H,0O 1800 mg
4) Na,CO3 1000 mg
5) H3BO3 500 mg
Na,M00,.2 H,O 5mg

ZnS0,4.7H,0 25 mg

CuS0,4.5H,0 2,5mg

CoCl, 5mg

6) FeCl;.6 H,O 42,5 mg

Na,EDTA.2 H,0O

70 mg
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O meio SIS foi preparado com 20 ml das solugdes estoque n®1, 2,3,4e6e 2 ml
da solucdo estoque n° 5 em um baldo volumétrico de 1L. O volume foi completado
com &gua destilada e o meio mantido sob agitacdo. Em seguida, o meio foi
esterilizado em filtro com membrana de 0,2 pm de porosidade e mantido sob
refrigeracdo a 10 °C. Para garantir a saude das pétalas, estas eram lavadas a cada 15
dias. Com o auxilio de espétulas, as pétalas visualmente sadias eram cuidadosamente
transferidas para placas de Petri (20 cm) contendo agua destilada e esterilizada, onde
permaneceram em repouso por 30 minutos. Em seguida elas foram transferidas para
um novo meio de cultura, rico em nutrientes, presente em outra placa, para garantir

as condicdes nutricionais para as plantas.

3.9 Cromatografia em coluna

Para a cromatografia liquida em coluna de vidro de dimensdes 1.5 x 60 cm.
Empregou-se silica gel (Acros, 60-200) como fase estacionaria. A coluna foi
empacotada com 20 g de silica. A amostra a ser fracionada foi adsorvida na silica e
aplicada no topo da coluna. O fracionamento foi feito com eluicdo em gradiente
crescente de polaridade, utilizando como fase moével hexano- acetato de etila-
metanol. As fragOes coletadas foram analisadas em placas de CCD utilizando como
reveladores luz UV com os comprimentos de onda 254 e 366 nm e uma solucao
aquosa de acido fosforomolibidico 5% (p/v), sulfato cérico 1% (p/v) e H.SOs 4%

(V/V).
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3.10 — Analises por ESI-MS e ESI-MS/MS

Para a obtencdo dos espectros de massas, 0s extratos foram dissolvidos em
metanol/acetato de amonio 0,1% (1:1), para uma concentragéo final de 200 ug/ml e
introduzidos no aparelho por injecdo direta via bomba de seringa com fluxo de 20
ul/min. Os espectros foram adquiridos no modo full scan (ESI-MS) em alta resolucéo
tanto no modo positivo como no modo negativo. Para a dissociacdo dos ions utilizou-
se argbnio como gas de colisdo (ESI-MS/MS). Os espectros de massas adquiridos

foram analisados no software Mass Lynx verséao 4.0.

3.11 — Andlises por LC-UV

As colunas empregadas nos experimentos foram Cig (4,60 x 250 mm) 5y,
Phenomenex e CN (4,60 x 250 mm) 5u, Phenomenex. As fases moveis usadas foram
H>O/ACN (90:10 v/v) e H,O/ACN (90:10 v/v) com acetato de amonio 10mM e um

fluxo de 1 ml/min, no modo isocratico.

3.12 - Sintese do composto bioativo e homélogos

A reacdo, a qual esta apresentada na Figura 11, foi realizada em baldo de 250

ml, onde 500 mg (4,80 mmol) de acido 3-(R)- hidroxibutirico e 75,8 mg (0,41 mmol) de
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TsOH.H20 foram refluxados em 150 ml de tolueno por 48h, sob agitacéo vigorosa. O
produto amarelo resultante da reacdo foi lavado exaustivamente com uma solucéo
aquosa de NaHCOs (5% p/v) em funil de separacdo de 500 ml. A fase orgénica
resultante foi concentrada em rota evaporador sob pressdo reduzida.

O mesmo procedimento foi realizado para a reacdo empregando o acido (S)-3-

hidroxibutirico.

oH O TSOH . H,0

OH tolueno refluxo )—):

Figura 11. Sintese de oligbmeros ciclicos a partir do acido (R)-3-hidroxibutirico.
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4.1 — Isolamento e identificagdo dos microrganismos

Esta etapa do projeto foi realizada no Laboratério de Microbiologia Ambiental

da Embrapa-Jaguariiina, pelo grupo de pesquisa do Dr. Itamar Soares de Melo. Os

experimentos que serdo apresentados foram realizados com cinco bactérias

simbiéticas ao fungo fitopatogénico Sclerotium rolfsii.

Sabe-se que o Sclerotium rolfsii € um fungo que causa doenc¢as em uma grande

variedade de espécies de dicotiled6neas e monocotiledbneas, sendo, deste modo,

izos na agricultura.s

| por grandes preju

7

responsave

Foi observado que o crescimento do Sclerotium rolfsii era inibido na presenca

das bactérias (EMB) em ensaios de antagonismo (microrganismo vs microrganismo).

Baseado neste fato iniciou-se um estudo com essas bactérias com o objetivo de

foram isoladas

érias

7

do Sclerotium rolfsii. As bact

s

las para o controle biologico

&

utiliz

e as respectivas cepas enviadas para 0 nosso grupo, para identificarmos os principios
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ativos responsaveis pela inibicdo do crescimento do fitopatdégeno. Porém, os ensaios
de antagonismo e antibiose, realizados in vitro, que avaliaram a inibi¢cdo do fungo
pelas bactérias, apresentaram resultados negativos.

Os mesmos extratos usados no ensaio de antibiose foram submetidos a testes
de fitotoxicidade com Lemna minor, onde um apresentou atividade. Consideramos
esse resultado de grande relevancia, uma vez que foi evidenciada atividade fitotdxica
em uma bactéria associada a um fungo fitopatogénico, e em vista disso, estas foram
selecionadas para o desenvolvimento deste trabalho.

O método FAME foi empregado para a identificacdo dos microrganismos e
forneceu informacédo inicial sobre as bactérias isoladas do fungo fitopatogénico

Sclerotium rolfsii (Tabela 4).

Tabela 4. Identificacdo preliminar das bactérias pelo método FAME.

Codigo Bactéria IS

EMB1B Bacilus subtilis 0,746
EMB2B NI 0,474
EMB3B Pseudomonas cepacia 0,927
EMB5B NI 0,322
EMB6B Paenibacillus lentimorbus 0,583

IS = indice de similaridade; NI = bactéria ndo identificada

O indice de similaridade (IS) de 0,5 é considerado o valor minimo para a
identificacdo do microrganismo. Uma vez que os IS para as bactérias EMB2B e
EMB5B foram 0,474 e 0,322, respectivamente, estas ndo foram identificadas por esta
metodologia.

A bactéria EMB5B, a qual apresentou a maior atividade fitotdxica foi

submetida a identificacao utilizando o gene 16SrDNA.
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A sequéncia parcial de nucleotideos obtida através da extracdo do DNA da
bactéria apresentou 93% de identidade com sequéncias de Burkholderia gladioli
(EU090890.1, EU024170.1, AY586515.1, AY268165.1, AY268164.1, AY268163.1,
DQ355169.1) pela analise BLAST. Identidade de seqiiéncia de 16SrDNA acima de
97,5% indica que a linhagem pertence a mesma espécie segundo Stackebrandt &
Goebel, 1994.47 Assim, pdde-se obter apenas informacdes sob 0 género da bactéria de
interesse, Burkholderia sp.

Para simplificar a apresentacdo do trabalho, as bactérias serdo mencionadas
ao longo do texto como bactérias EMB1B (Bacillus subtilis), EMB2B (ndo identificada),
EMB3B (Pseudomonas cepacia), EMB5B (Burkhoderia sp.) e EMB6B (Paenibacillus
lentimorbus).

Bactérias pertencentes ao género Burkholderia sp. sdo organismos altamente
versateis, explorados como agentes de biocontrole, biorremediacdo e promotores do
crescimento de plantas. Sdo também causadora de doencas infecciosas, especialmente
a fibrose cistica. Extratos de Burkholderia cepacia podem ser usados para o controle de
doencas em sementes e raizes de plantas. Essas bactérias podem colonizar a rizosfera
de inumeras plantacGes incluindo milho, arroz, péssego, e consequentemente
aumentar o rendimento das colheitas.**>°

Um exemplo relevante de bactéria pertencente a esse género é a Burkholderia
ambifaria, atualmente um dos agentes de biocontrole mais estudados. O extrato
AMMDt possui atividade contra o Pythium aphanidermatum, fungo fitopatogénico

responsavel pelo tombamento pré e pds emergente em péssego e também contra
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Aphanomyces euteiches , que causa apodrecimento de magas.>* >

Um outro aspecto interessante em relacdo as bactérias do género Burkholderia,
foi revisado recentemente na literatura. Fungos fitopatogénicos pertencentes ao
género Rhizophus sdo responsaveis pela inibicdo do crescimento das sementes de
arroz, efeito causado pela fitotoxina rizoxina (Figura 12). Porém, estudos de
microscopia mostraram que a fitotoxina é produzida pelas bactérias do género
Burkholderia que vivem no organismo do fungo, isto é, bactérias endossimbiontes, e
ndo pelo fungo. Acredita-se que os sinalizadores quimicos oriundos da associacao

fungo-bactéria sustentam a producéo da fitotoxina. >>*

OCHj

Rizoxina

Figura 12. Estrutura da fitotoxina rizoxina produzida pela bactéria endossimbionte
Burkholderia rhizoxina.

4.2 — Screening biolégico dos extratos brutos empregando Lemna minor

O isolamento do composto ativo foi guiado através do bioensaio com Lemna

minor. Para a primeira triagem, as fermentacoes foram feitas em Erlenmeyers de 250
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ml, sendo que cada um continha 50 ml de meio de cultura liquido BD. Cada bactéria
foi cultivada em duplicata por um periodo de 5 e 11 dias.

Segundo dados da literatura, podem-se empregar solventes organicos para
dissolver esses compostos a serem testados. Alguns solventes como acetona,
cloroférmio, etanol e DMSO, foram testados para verificar sua toxicidade frente as
pétalas de L.minor. O melhor resultado foi obtido com DMSO, o qual promoveu uma
melhor solubilizacdo dos extratos. O DMSO foi empregado na concentragdo maxima
permitida (1% v/v). Esse solvente foi selecionado porque é capaz de dissolver
moléculas polares e apolares e principalmente por apresentar baixa toxicidade, em
relacdo aos demais.ss

Os ensaios de fitotoxicidade foram realizados com os extratos brutos organicos
obtidos das fermentacdes das bactérias EMB1B, EMB2B, EMB3B, EMB5B e EMB6B
bem como extratos obtidos de outras fontes naturais. A Tabela 5 apresenta a

diversidade dos extratos submetidos ao bioensaio com L.minor.

Tabela 5. Diversidade de organismos submetidos ao bioensaio de fitotoxicidade com Lemna minor

Fontes dos extratos Quantidade Ativos Ativos(%)
Cianobactérias 95 3 2.8
Actinomicetos 17 9 17

Bactérias Embrapa 5 1 20

Dentre os extratos avaliados, optamos por trabalhar com as bactérias

EMBRAPA por que sao bactérias simbidticas isoladas de um fungo fitopatogénico, o
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Sclerotium rolfsii. Uma grande variedade de metabolitos secundéarios sdo produzidos
por microrganismos simbiéticos, isolados de eucariontes. Muitos desses compostos
possuem atividade bioldgicas, como por exemplo, a substancia rizobitoxina (Figura
13) produzida pela bactéria Bradyrhizobium elkani a qual promove clorose em soja.
Inicialmente foi considerada uma toxina produzida por um legume. Porém, mais
tarde foi demonstrado que a inativacdo genética da producdo desta toxina pela

bactéria simbionte diminuiu os efeitos danosos causado na soja.5”

NH,
HO\/'\/O\/\rCOOH
NH,
Rizobitoxina

Figura 13. Substancia rizobitoxina produzida pela bactéria simbionte Bradyrhizobium elkani.

Com base nesses exemplos sugerimos que as bactérias Embrapa poderiam ser
fontes promissoras para producdo de novos compostos bioativos, em especial de
fitotoxinas. A Tabela 6 apresenta os resultados da primeira triagem realizada com os

extratos dessas bactérias, as quais foram fermentadas por periodos de 5 e 11 dias.
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Tabela 6. Resultado dos testes de fitotoxicidade dos extratos organicos das bactérias EMB

Bactéria Periodo de fermentacéao Atividade
fitotoxica
EMB1B 5 dias ---
1ldias ---
EMB2B 5 dias ---
1ldias ---
EMB3B 5 dias ---
1ldias ---
EMB5B 5 dias ---
1ldias +++
EMB6B 5 dias ---
1ldias ---

(+ + +) extrato ativo; ( - - - ) extrato inativo; ( + + -) extrato moderadamente ativo

A Figura 14 apresenta a foto relativa ao bioensaio dos extratos fermentados

por 11 dias, o qual possibilitou selecionar uma bactéria EMB5B entre as demais.

Branco Controle Concentraglo 100 pg/ml
(1% DMSO) {Atrazina} ) _EMB2B EMB3B

Figura 14. Ensaio de fitotoxicidade das bactérias EMB1B, EMB2B, EMB3B, EMB5B ¢ EMB6B
com L. minor, fermentadas por 11 dias em meio BD a 28 C.

Como pode ser observado na figura acima, na primeira coluna referente ao

branco (meio SIS + 1% de DMSO), houve a multiplicacdo das pétalas de Lemna e elas
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permaneceram visualmente sadias. Na segunda coluna, referente a atrazina
(controle), podemos observar que ocorreu necrose e inibicdo da multiplicacéo e do
crescimento das pétalas.

A multiplicacdo e o aspecto das pétalas das plantas presentes nos pogos
referentes as bactérias EMB1B, EMB2B, EMB3B e EMB6B (32, 423 52 e 72 colunas
respectivamente), foram semelhantes ao branco. Através destes resultados
concluimos, que esses extratos ndo apresentaram nenhuma atividade fitotoxica.

Na 62 coluna, onde esta presente o extrato EMB5B, podemos observar que
ocorreu inibicdo da multiplicacdo e do crescimento das pétalas em relacédo ao branco.
Além disso, ocorreu um leve amarelamento, indicando o inicio de necrose das
pétalas.

Baseado no resultado deste ensaio, constatamos que a bactéria EMB5B,
guando fermentada por 11 dias produziu um extrato com atividade fitotoxica contra
a planta Lemna minor. Desta forma, este microrganismo foi selecionado entre os

demais, para a identificacéo e isolamento do seu principio ativo.

4.3 - Comparacdao entre os perfis quimicos dos extratos

O estudo do perfil quimico dos extratos por espectrometria de massas com
fonte de ionizacdo por electrospray foi realizado com o objetivo de determinar as
massas moleculares dos metabdlitos secundarios produzidos pelas bactérias, o que

possibilitou submeté-los a um estudo de desreplicacdo bem como fazer a comparacéo
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entre os perfis e a diversidade metabolica desses extratos.

A insercdo direta dos extratos brutos das bactérias em um espectrometro de
massas operando com fonte de electrospray fornece importantes informacgdes sobre a
composicdo das amostras, bem como o perfil dos metabolitos secundarios
produzidos e suas respectivas massas moleculares devido a falta de fragmentacéo, a
qual ¢ caracteristica da ionizacdo por electrospray. Esta metodologia tem
possibilitado a criagdo de bancos de dados de massas moleculares dos metabdlitos e
tem sido usado na classificacdo quimiotaxondmica de microrganismos.*

Julian e colaboradores™ e Higgs e colaboradores® utilizaram esta metodologia
para estimar e diferenciar metabdlitos secundarios em extratos de microrganismos.

No perfil quimico dos extratos bacterianos obtido por ESI-MS, os espectros
foram adquiridos tanto no modo positivo como no modo negativo. Porém, no modo
negativo a ionizagdo dos compostos ndo foi eficiente. Em vista disso serédo
apresentados os espectros de massas adquiridos no modo positivo. O fator que
determina a eficiéncia da ionizacdo é, principalmente, a estrutura quimica dos
analitos. Substéncias que apresentam grupamentos béasicos, principalmente aminas,
amidas e ésteres, normalmente sdo analisadas em modo positivo, dadas a relativa
facilidade de protonacdo desses grupos funcionais. Por outro lado, substéncias
contendo funcdes acidas, tais como acidos carboxilicos e fendis, sdo mais facilmente
desprotonadas e, consequientemente, sdo analisadas em modo negativo. A natureza
do solvente utilizado e o pH séo igualmente importantes na geracao de ions positivos

e negativos. fons positivos sdo geralmente analisados empregando-se solucgbes da
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amostra em metanol e com baixos valores de pH.5!

A Figura 16 apresenta os espectros de massas no modo full scan dos extratos
brutos das bactérias EMB1B, EMB2B, EMB3B, EMB5B e EMBG6B, cultivadas em meio

BD por um periodo de 11 dias.
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Figura 15. Espectros de massas ESI” e potencial do cone 55V dos extratos organicos de EMB1B e, EMB2B, EMB3B, EMB5B e EMB6B, fermentados

por 5 dias em meio BD.
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Os espectros apresentados mostram uma grande diversidade de metabdlitos
secundarios nesses extratos. Em termos de composicdo dos extratos, os perfis das
bactérias EMB1B e EMB2B sdo bastante semelhantes. Outro fato relevante é que os
extratos EMB1B, EMB2B e EMB6B apresentam uma semelhanca de metabdlitos
secundarios na faixa de massas de m/z 1008 a 1060. O perfil do espectro de massas do
extrato EMB5B, o qual apresentou atividade fitotoxica, mostrou-se bastante diferente,

guando comparado com os demais espectros.
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Figura 16. Espectros de massas ESI" e potencial do cone 55 V, dos extratos organicos de EMB1B e, EMB2B, EMB3B, EMB5B e EMB6B,
fermentados por 11 dias em meio BD
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Quando comparamos 0s espectros de massas relativos a fermentacdo das
bactérias por 5 e 11 dias (Figura 15 e Figura 16), observamos que o perfil de
metabdlitos para as bactérias EMB1B, EMB2B e EMB6B ndo variou
significativamente, com o aumento dos dias de fermentacdo na regido da faixa de
massas de m/z 1008 a 1060.

Em especial para a bactéria EMB3B, foi observada grande variacdo no perfil
de metabdlitos para os dois periodos. Os perfis de metabdlitos para a bactéria EMB5B
indicaram um aumento da diversidade de metabdlitos produzidos pela mesma,
devido a presenca de maior nUmero de sinais no espectro referente a fermentacédo
por 11 dias.

No perfil cromatogréafico, obtido por LC-UV (Figura 17) pode ser observado
grande variacdo de metabdlitos entre os extratos EMB6B, EMB5B e EMB3B. Os picos
variam entre si em relagdo ao tr e intensidade. Ja os cromatogramas dos extratos
EMB1B e EMB2B sdo similares. Ambos apresentam 3 picos em tr 2,4; 2,7 e 3,8
minutos, com intensidades semelhantes entre si.

Podemos observar que o perfil metabdlitos dos extratos produzidos pela
bactéria EMB5B, por LC-UV e ESI-MS, fornece informacbes semelhantes sobre a
variacdo de suas composi¢des em funcdo do tempo. Entretanto, o perfil obtido pela

ESI-MS nos da mais informacdes a respeito da composicao de cada extrato.s2
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Figura 17. Cromatogramas de LC-UV dos extratos das bactérias EMB obtidos com 11 dias de
fermentacdo. Fase mével H,O/ACN 10%, coluna C18 (4.60 x 250 mm), modo isocratico e fluxo 1
mL/min e A =215 nm.
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Mediante a pesquisa na Biblioteca de Produtos Naturais (Chapman & Hall), os
metabdlitos secundéarios na faixa de massas de m/z 1008 a 1060 foram atribuidos a
presenca de surfactinas, lipopeptideos com grande atividade surfactante produzidas
principalmente por Bacillus sp (Figura 18). Foram identificados, neste extrato, os
compostos Surfactina A; a qual apresentou sinal de m/z [M + H]* 1008, os sinais de
m/z [M + H]*1022 e m/z [M + Na]* 1044 foram atribuidos a Surfactina B; e a Surfactina

Coapresentou sinais de m/z [M + H]* 1037 e m/z [M + Na]* 1059.
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sara01 50 (1.019) Sm (Mn, 3x2.00); Cm (27:58) Surfactlna C ) -
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Surfactina B
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Figura 18. Sinais que caracterizam a presenca de surfactinas no extrato EMB1B.

Esta classe de compostos se caracteriza pela existéncia de peptideos ligados a
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acidos graxos, sendo que a porcdo protéica da molécula pode ser neutra ou anidnica,

e 0s aminoéacidos estdo freqlentemente dispostos em uma estrutura ciclica (Figura

19)., 8264
9
C 1
— ¥~
CH Glu
R—CH™ ° N2
| Leu
) i X=Val, lle/Leu
\)( Leu 3 R= C12, C13, C14
7
Leu
Leu«-\ASp/ 4
5

Figura 19. Estrutura geral das surfactinas.

O espectro de ESI-MS/MS obtido para o sinal de m/z [M + H]* 1037

possibilitou caracterizar a sequéncia de peptideos da surfactina C; (Figura 20).
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Figura 20. a) Espectro de ESI-MS/MS do sinal de m/z (M+H)" 1037, obtido em modo positivo. b)
Sequiéncia de peptideos da Surfactina C,.

A presenca de surfactinas nos extratos EMB1B, EMB2B e EMB6B é uma
indicacdo quimiotaxonémica de que a identificacdo das bactérias por FAME esta
correta, pois segundo esta metodologia a bactéria EMB1B é um Bacilus subtilis e a

bactéria EMB6B é um Paenibacillus lentimorbus, ambas produtoras de surfactinas.
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4.4 — Efeito do tempo de cultivo na producao de fitotoxinas

Existe um gama enorme de varidaveis que podem ser testadas para a
otimizacao do processo de producdo de metabolitos secundarios, como temperatura,
fontes de carbono e nitrogénio, aeracdo, tempo, pH entre outros. Nesta etapa foi
testada a influencia do tempo de fermentacgdo para a producéo das fitotoxinas.

Empregando o bioensaio de fitotoxicidade foi possivel verificar a influéncia
do tempo de fermentacao sobre a fitotoxicidade dos extratos. O extrato EMB5B-5dias
ndo apresentou atividade contra L. minor, e no extrato EMB5B-11dias observou-se
uma atividade fitotdxica bastante pronunciada. Em func¢ado disso, dois fatores foram
estudados: o tempo de fermentacédo e a composi¢cdo do meio de cultivo.

Em relacdo a influéncia do tempo de fermentacdo na atividade do extrato,
podemos observar na Figura 21, o bioensaio realizado com os extratos fermentados

por periodos de 5, 11, 17 e 21 dias.
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Branco Controle Concentracao 100 ug/mi
{1% DMSO) (Atrazina)  5Sdias 11 dias 17 dias 21 dias

Figura 21. Ensaio de fitotoxicidade da bactéria EMB5B com L. minor, fermentadas por 5, 11, 17
e 21 dias em meio BD a 28 C.

Podemos observar que o extrato EMB5B-5dias ndo apresentou atividade (32
coluna), uma vez que a multiplicacdo e o aspecto das folhas de L. minor foram
similares ao branco (1% DMSO). Ja na fermentacdo por 11 dias, presente na quarta
coluna, foi observado inicio de necrose e inibicdo da multiplicacdo das pétalas. Com
o aumento do tempo de fermentacdo para 17 dias, a atividade observada para o
extrato foi semelhante ao observado para o cultivo de 11 dias. E para o extrato
EMB5B-24dias, presente na 62 coluna, a fitotoxicidade do extrato diminuiu, uma vez
gue a necrose e inibicdo da multiplicacdo das pétalas foram menores em relacdo aos
extratos obtidos com 11 e 17 dias.

O perfil dos metabdlitos obtido por ESI-MS esta apresentado na Figura 22.
Para a fermentacdo com 5 dias é observado poucos sinais no espectro de massas,

indicando a baixa producao de metabdlitos neste periodo. Com o aumento do tempo
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de fermentacdo para 11 dias, foi observado um aumento na diversidade de
metabolitos e este permanece inalterado até o periodo de 17 dias. Podemos observar
também uma grande semelhanca entre o perfil dos metabdlitos secundarios nesses

dois periodos.

Ao 21° dia verifica-se a supressdo e diminuicdo da intensidade de alguns
sinais assim como o aparecimento de novos picos, 0 que indica que a bactéria esta

metabolizando/consumindo alguns metabdlitos que produziu anteriormente.
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Figura 22. Espectros de massas ESI" da bactéria EMB5B com 5, 11, 17 e 21 dias de fermentac&o, a 28°C em meio BD.
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Na Figura 23, apresentamos os cromatogramas dos extratos EMB5B com 5, 11,
17 e 21 dias de fermentacdo, obtidos por LC-UV. Através da analise desses
cromatogramas verificamos uma grande variacdo entre os tr € as areas de alguns
picos e em funcdo do periodo de fermentacdo. A variacdo mais significativa foi o pico
em tr=17,8 min, que aparece nos cromatogramas referentes aos extratos EMB5B-11
dias e 17 dias. Da mesma forma que o perfil obtido por ESI-MS, o espectro de UV
evidencia que o microrganismo produz diferentes compostos detectaveis devido a

variacao do periodo de fermentacao.
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fermentacdo. Fase movel: H,O/ACN10%, coluna C18 (4.60 x 250 mm), fluxo 1 ml/min em 215

nm.
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Os estudos realizados com esses extratos confirmam a variacdo da atividade
fitotoxica em funcdo do tempo de cultivo da bactéria EMB5B. Haja visto, que a
presenca do composto responsavel pela atividade fitotdxica no extrato bruto, deve
ter uma concentragdo minima necessaria para que possa responder ao bioensaio com
L. minor.

A determinacdo da maior fitotoxicidade dos extratos através do bioensaio foi
uma etapa importante para que pudéssemos aumentar a escala de fermentacdo do
microrganismo. Como o periodo em gue a bactéria apresentou maior fitotoxicidade
foi entre 11 e 17 dias, a fermentagdo em maior escala foi realizada em um tempo
intermediario de 15 dias, para garantir uma concentracdo maxima da fitotoxinas para

a etapa posterior de isolamento e caracterizagdo estrutural do composto ativo.

4.5 - Fracionamento do extrato bruto EMB5B e identificacdo do principio ativo

ApOs a otimizacdo do periodo de fermentagdo para a producdo maxima de
metabolitos com atividade fitotdxica através do bioensaio com L. minor a escala de
fermentacdo em meio liquido foi aumentada para 1L. Para esta fermentacao,
empregou-se Erlenmeyers de 1 L contendo 250 ml (1/4) de meio de cultura BD.

A bactéria EMB5B foi fermentada em meio BD, por 15 dias, a 28°C e 130 rpm.

Apo6s o periodo de incubagdo, o meio foi extraido com acetato de etila, produzindo
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uma massa total de 210 mg do extrato bruto.

A partir do fracionamento desse extrato foram obtidas 86 fragdes, as quais
foram agrupadas em cinco fragdes principais baseado nas semelhancas dos perfis
obtidos por CCD. Em seguida, estas foram secas em rota-evaporador sob pressdo
reduzida.

Essas cinco fragcdes foram submetidas a uma nova bateria de bioensaios. De
acordo com o potencial de fitotoxicidade apresentado no bioensaio com Lemna minor,

foi identificada uma fracéo ativa, F1 (Tabela 7).

Tabela 7. Fracionamento do extrato EMB5B e bioensaio de fitotoxicidade

Fracéo Massa (mg) Atividade biologica
Fracéo 1 8 +++
Fracéo 2 3 .-
Fracdo 3 3 -
Fracéo 4 40 .
Fracdo 5 59 -

A Figura 24 apresenta o resultado do teste de fitotoxicidade para as cinco

fracOes.
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Concentragdo 100ug/mi

Branco Controle
(1% DMSQ)  Atrazina  Fragiol Fragdo2 Fragio3 Fragio 4 Fragio5

Figura 24. Ensaio de fitotoxicidade das fracGes cromatograficas F1, F2, F3, 4 e F5 do extrato
bactéria EMB5B-15dias com L. minor.

Como observado na Figura 24, em relagdo ao branco (meio + DMSO 1%), as
folhas de L.minor se multiplicaram e permaneceram visualmente sadias enquanto
gue o controle (atrazina, coluna 2) provocou inibicdo do crescimento e necrose das
pétalas. Em relacdo ao branco, as fracbes F2, F3, F4 e F5 provocaram necrose de
algumas pétalas, mas esse efeito ndo foi observado em todos 0s pocos, portanto
concluimos que essas fra¢cdes ndo apresentaram atividade fitotoxica pronunciada. Na
terceira coluna, onde foi adicionada a fragdo F1, pode ser constatada a inibicdo
completa da multiplicagdo das folhas da planta, uma vez que o0 ensaio foi
inicialmente realizado com duas pétalas de L. minor agregadas, e apés sete dias esse
nuamero permaneceu constante, havendo assim uma inibicdo completa da

multiplicacdo das folhas. Apesar da fracdo nédo ter provocado necrose na planta, em
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relacdo a inibicdo de crescimento, o efeito causado por essa fracdo foi 0 mesmo
observado para o controle, a atrazina.

A Figura 25 apresenta o cromatograma LC-UV da Fragéo 1. Podemos observar
a presenca de um pico com tempo de retencdo 17,5 minutos. Esta analise possibilitou
identificar desse composto no cromatograma do extrato bruto EMB5B (Figura 23, pag

52).

0.0
00 JJK_,;

Figura 25. LC-UV da fracao ativa, fase mével H,O/ACN 10%, modo isocratico e fluxo 1 ml/min.
Coluna C18 (250 x 4,60 mm), A= 215 nm.

O espectro de massas da fracdo 1 esta apresentado na Figura 26, possibilitou

determinar a massa molecular do composto ativo.
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Figura 26. Espectro de massas referente a fra¢c&o 1 no modo ESI".

Nesse espectro, € observado um “cluster” de sinais de m/z 431, m/z 448, m/z 453
e m/z 469. Esses sinais confirmam que o principio ativo possui uma massa molecular
de 430 Da. Os sinais observados no espectro de ESI* foram caracterizados como m/z
431 [M + H]*, m/z 448 [M + NH4]*, m/ z 453 [M + Na]*e m/z 469 [M + K]*. A grande
abundancia relativa desses adutos no espectro sugere que esse CoOmposto possui uma
grande afinidade por céations.
Também foi realizada analise por LC-MS do extrato EMB5B. A Figura 27b,
apresenta o cromatograma de LC-MS obtido do extrato bruto. A Figura 27a apresenta
o cromatograma proveniente da extracdo do ion de m/ z 453 [M + Na]*, referente a

molécula do principio ativo sodiada.
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extrato 5B, 11 dias, FM ac form
T-5B-5d_04 S N, 2x2); Sm (Mn, 2x2) Scan Es+
100 1

extrato 5B, 11 dias, FM ac form
m/z 453 =

33

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Figura 27. (a) extragdo do ion m/z 453 e (b) cromatograma de LC-MS do extrato EMB5B-11dias
(ESI+, potencial do cone 50 V). Fase moével: H,O/ACN 10% e acido formico 0,1%, coluna C18
(4.60x100 mm) e fluxo 0,3 ml/min.

Os sinais de m/z 431 e m/z 453 foram submetidos a um estudo de fragmentacao
induzida por colisdo (CID), Figura 28 e Figura 30, com a finalidade de obter

informacdes estruturais do principio ativo.
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CID 431B 131 (1.320) Sm (Mn, 2x1.00); Cm (113:132) Daughters of 431ES+
100- 1553830 : : : 9.05e5
i 86 86 86 L 18 86
—F—p < >« r4—pie P
118 | 86 86 86 i
<4—pidt P>ig —pidg i
0% H
68.9382 ;
; 2412208 H 431.0738
E 173.1974 259.1782 ;
. 01'86 U\‘ 327.0126 345.1590
o u&\ A m/z

éO ‘ 8‘0 ‘ 160 ‘ 12‘0 ‘ 11‘10 ‘ léO ‘ léO ‘ 260 ‘ 22‘0 ‘ 21‘10 ‘ 2(‘50 ‘ 2é0 ‘ 360 ‘ 32‘0 ‘ 31‘10 ‘ 3(‘50 ‘ 3é0 ‘ 460 ‘ 42‘0 ‘ 41‘10 ‘ 4é0 ‘ AéO ‘ 560
Figura 28. Espectro de ESI-MS/MS do ion de m/z 431 [M+H]" no modo ESI*, potencial do cone
30 V e energia de colisédo 15 eV.

O espectro de massas da Figura 28 mostra que a fragmentacdo do composto
bioativo protonado (m/z 431), pode ocorrer por duas vias diferentes. A primeira
ocorre por uma perda de 86 Da, seguida de H2O (18 Da) e trés perdas sequenciais de
86 Da, que originam os ions filhos de m/z 345, m/z 327, m/z 241, m/z 155, m/z 69 (setas
pretas). Na segunda, (setas azuis) ocorrem quatro perdas em série de 86 Da, seguida
de uma perda de H20, formando os ions filhos m/z 345, m/z 259, m/z 173, m/z 87, m/z
69.

Com base no espectro de MS/MS foi proposto um caminho de fragmentacéo

para o principio ativo de m/z 431 (Figura 29).
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Figura 29. Caminho de fragmentacdo do composto de m/z 431.
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O espectro de ESI-MS/MS do composto ativo sodiado de m/ z 453 [M + Na]*
apresentou um padrdo de fragmentacdo semelhante a do composto protonado
(Figura 30). Porém, o caminho de fragmentacdo ocorre apenas através das quatro
perdas sequenciais de fragmentos neutros com 86 Da, que geraram os ions filhos m/z

367, m/z 281, m/z 195 e m/z 109.

CID 453 386 (3,889) Cm (359:400) . Daughters of 453ES+
100+ " 281,2838 H « 1,10e6

86 86 86 86

A
. A
A
Y
y
Y

H
4532454

195,4349
%]

367a1326

280,6239
109,1242

o4 IS YR PRPHY FEYINN T j, L) taeslivd " | Y I ) | " bl L |J
y

Jl
120 140 = 160 = 180 = 200 = 220 = 240 = 260 = 280 = 300 ~ 320 340 360 380 400 420 = 440 460

m/z

Figura 30. Espectro de ESI-MS/MS do composto de m/z 453 [M+Na]* no modo ESI, potencial do
cone 45 V e energia de coliséo 25 eV.

Os espectros de massas obtidos até aqui apontaram alguns aspectos
importantes que nos levaram a conclusdes preliminares a respeito da estrutura do
composto.

Primeiramente, a molécula referente ao composto ativo foi ionizada no modo

positivo e ndo mostrou nenhuma ionizagdo no modo negativo. Como foi dito
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anteriormente, substancias que apresentam grupamentos bésicos, principalmente
aminas, amidas e ésteres, normalmente sdo analisadas nesse modo.

Um outro aspecto importante é a presenca dos adutos metalicos no espectro
de ESI-MS o que indica que o composto ativo possui grande afinidade por cations.
Este fato sugere que esta molécula pode ser uma substancia organica contendo
atomos como oxigénio, nitrogénio, enxofre, entre outros, que possuem elétrons livres
gue funcionam como sitios de complexagdo com metais. Os ions que possuem carga
positiva sdo atraidos pelos pares eletronicos livres, se coordenando ao composto
devido a acdo de forcas eletrostaticas.

Baseados nas andlises dos espectros sugerimos que esses heterodtomos podem
ser atomos de oxigénio ou numeros pares de atomos de nitrogénio. Como o
composto de m/z 431[M+H]* fragmenta-se perdendo &gua, concluimos que a
molécula possui oxigénio em sua estrutura.

Outro aspecto interessante refere-se ao perfil de fragmentacédo observado para
os ions de m/z [M+H]* e m/z [M + Na]*. As perdas sequenciais de fragmentos que
possuem a mesma unidade de massa indicaram que a molécula possui uma estrutura
“polimérica” e que a fragmentacdo ocorre mediante perdas de mondmeros cujas
massas sao de 86 Da.

Nossas observacfes foram confirmadas através da comparacdo das analises
espectroscopicas e espectrométricas para o composto ativo com dados descritos na
literatura.

Em 1988 quando o quimico Seebach e colaboradores tentavam sintetizar um
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composto derivado dos antibidticos naturais pirenoforina, vermiculina e elaiofilina, a
partir da reacdo de macrolactonizagdo do &cido R-3- hidroxibutandico sob condicdes
de Yamagushit> obteve como produto uma mistura equimolar (1:1:1) de trés
oligdbmeros ciclicos, que foram identificados como um trimero, um pentélido e um
hexolido.ss

Os dados de RMN!H e ESI-MS/MS, obtidos para o composto fitotdxico
isolado da bactéria EMB5B foram idénticos aos dados obtidos para o pentélido
ciclico. A anélise dos dados obtidos bem como a comparacdo com esses dados da
literatura apresentados permitiu determinar a estrutura do composto ativo como

sendo um pentédmero ciclico do acido 3-hidroxibutanoico (Figura 31).

Figura 31. Estrutura do pentamero fitotéxico

Além da espectrometria de massas, a estrutura do composto ativo também foi
confirmada por Infravermelho, RMNIH , RMN133C, HMQC e HMBC. Os espectros de
RMNIH, e RMNIC apresentados nas Figuras 33 e 34, respectivamente, revelaram
grupos de sinais caracteristicos de polihidroxibutiratos.®’®®

A técnica de espectroscopia de infravermelho foi usada por Karanth e

colaboradores para monitorar a producdo de PHBs por uma grande variedade de
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microrganismos, atraveés identificacdo da banda do éster carboxilico em 1724 cm-1 nas
amostras, como banda caracteristica de PHB.5°

O espectro de infravermelho do pentélido puro esta apresentado na Figura 32.
Pode ser observada uma banda forte em 1728 cm-1, que corresponde ao estiramento
dos grupo C=0 e duas bandas intensas em 1303 cm! e 1118 cm -1 que correspondem
aos estiramentos do grupo e C-O. O espectro também apresentou as bandas com
intensidade média em 2993 cm-?, 2963 cm-, 2921 cm! correspondente a deformacao

axial das ligagdes C-H sp3.
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Figura 32. Espectro de Infravermelho da Fragéo 1.
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Para o espectro de RMN!H (Figura 33), o dubleto (J3= 6,5 Hz) em 1,30 ppm foi
atribuido ao grupo metilico; os sinais em 2,54 ppm correspondem ao par de protons
diasterostOpicos adjacentes a um atomo de carbono assimétrico ligado a um Unico
préton e o multipleto em 5,25 ppm, corresponde ao préton do carbono assimétrico,
adjacente ao grupo metilico e ao par de prétons diasterostopicos. Os dados de RMN
13C da substancia (Figura 34) apresentaram sinais em 20,1 ppm correspondentes ao
carbono metilico, 41,3 ppm referente ao carbono metilénico, 67,89 ppm foi atribuido
ao carbono ligado ao oxigénio e o sinal correspondente a carbonila do éster foi

identificado em 169,76 ppm.
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Figura 33. Espectro de RMN1H do composto bioativo da bactéria, obtido em 500MHZ (CDClIs-TMS).
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Figura 34. Espectro de RMN13C do composto bioativo da bactéria EMB5B, obtido em 400 MHz (CDCI5-TMS).
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Para o pentélido, também foram obtidos os mapas de contorno de HMQC
(Figura 35) e HMBC (Figura 36). As analises desses espectros permitiram confirmar a
estrutura proposta pela determinacéo das correlacdes entre carbonos e hidrogénios.
Os espectros de HMQC, o qual apresenta correlagbes de hidrogénios ligados a

carbonos (YJc-H) apresentou os seguintes dados:

- carbono em & 20,01 apresenta correlacdo com o hidrogénio em 6 1,30.
- carbono em 6 41,03 apresenta correlacdo com o hidrogénio em & 2,54.

- carbono em 6 67,89 apresenta correlacdo com o hidrogénio em & 5,25.

O espectro de HMBC 1H-13C, que correlaciona hidrogénios ligados a carbonos

através de 2 ou 3 ligages (2Jc-H, 3Jc-H) apresentou os seguintes resultados:

- hidrogénio em  61.30 (H-c) se  correlaciona com  carbonos em
867,89 (2J); 841,03 (%)) e8169,76 (*J).
- hidrogénio em  82.54(H-a)se correlaciona com  carbonos em
567,89 (2J); 8169,76 (33 ) e §20,01(3).
- hidrogénio em 85.25 (H-b)se  correlaciona com  carbonos em

841,03 (23); 820,01 (3J) e 5169,76 (33).
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Figura 35. Espectro de HMQC do composto bioativo da bactéria EMB5B, obtido em 400MHz.(CDCls, TMS).
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Fitotoxinas podem apresentar diferentes modos de ac¢do.”” O modo de agéo do
composto ativo ndo foi estudado neste projeto, todavia, segundo Duke e
colaboradores,”” uma analise detalhada da estrutura quimica da molécula pode
oferecer alguma indicacgéo relacionada a seu modo de acéo.

Uma caracteristica estrutural que pode estar relacionada com a toxicidade do
composto é a capacidade de quelar com metais. Os agentes complexantes sao
também chamados de ionoforos, que significa transportadores (foros) de ions.
Substancias como a ftalocianina foi isolada, sintetizadas e estudadas como potentes

antibidticos, devido sua propriedade de formar complexos com ions metalicos

S
LD

Figura 37. Antibiotico ftalocianina.

(Figura 37).72

Foi demonstrado que varios oligbmeros ciclicos, derivados do &cido (R)-3-
hidroxibutirico, dentre eles o pentélido o qual foi isolado neste estudo, além de um
trimero e outros derivados alifaticos, também funcionam como ioné6foros. O trabalho
publicado mostrou que essas moléculas sdo capazes de transportar metais alcalinos

como Li* e Cs* e metais alcalinos terrosos do Mg?* e BaZ* através de uma membrana
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composta por uma fase organica de CHCl,.”® As propriedades ionofdricas dos
oligbmeros investigados derivados do acido (R)-3-hidroxibutirico sdo compativeis
com as propriedades bioldgicas observadas para os PHB como componentes de
canais ionicos de membranas celulares.”

Os iondéforos em geral sdo conhecidos como moléculas cujos esqueletos sao
formados de diversas estruturas que contém heterodtomos localizados
estrategicamente no espaco.

Essas moléculas sdo capazes de assumir conformacdes criticas nas quais 0s
heteroatomos estdo localizados em uma cavidade de um anel, por exemplo. Nessa
conformacdo um cation pode se alojar mais facilmente. Os oxigénios ligantes
constituem-se de varios grupos funcionais como éteres, alcodis, carboxilas e amidas.
Os oxigénios ligantes neutros ligam-se aos cations via interacdo ion-dipolo,
analogamente a solvatag@o de ions em solventes com constantes dielétricas altas.’

Foi realizada uma otimizacdo conformacional do pentélido empregando
mecanica molecular método MM2 utilizando o Software ChemDraw 8.0. Para a
conformacdo de mais baixa energia adotada pelo pentdlido, os quatro oxigénios
carbonilicos estdo localizados no mesmo lado do plano da molécula e o outro &tomo,
do lado oposto. Estudo cristalografico do pentélido ja foi descrito na literatura,
confirmando a estrutura proposta.’s Como pode ser observado na Figura 38, nesta
conformacdo, os oxigénios das carbonilas dos ésteres podem servir como sitios de
complexacdo para os cations. A grande afinidade do pentdlido por cations pode ser

constatada no espectro de massas da fracdo ativa F1 (Figura 26, pg. 57). Pode-se
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observar a alta abundancia dos sinais referentes ao composto ativo cationizado com

sédio, potassio e amonio.

Figura 38. Conformacéao otimizada (MM2) do pentélido fitotoxico.

Uma vez que esses compostos sdo capazes de quelar com metais e atravessar
membranas, devido as propriedades discutidas anteriormente, o seu modo de acdo
pode estar relacionado com a capacidade de ocasionar alteracdes no gradiente iGnico
celular.

Outro aspecto importante em relacdo a estrutura do composto ativo € que
pode servir como modelo para a sintese de novos compostos com atividade
fitotoxica.

Substancias com estruturas analogas também apresentam bioatividade. Os
compostos apresentados na Figura 39 sdo fitotoxinas que possuem estruturas
analogas ao pentolido, ou seja, séo macrolactonas. Lactonas produzidas pelo fungo

Cladosporium tenuissimum, sdo responsaveis por inibir o crescimento de plantas.”
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Figura 39. Macrolactonas fitotéxicas produzidas pelo fungo Cladosporium tenuissium.

O fungo Colletrotrichum gloeosporioides é conhecido por causar danos em
plantagbes de morango e uva. Ele produz uma fitotoxina, a gloeosporona cuja

estrutura também é semelhante a do pentélido fitotoxico (Figura 40)."
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Gleosporona Colletoketol Colletallol

Figura 40. Macrolactonas produzidas pelo fungo Colletrotrichum gloeosporioides

4.6 - Monitoramento da producao do composto ativo por MRM

Resultados anteriores mostraram que a producdo do metabdlito bioativo pela
bactéria 5B € dependente do tempo de fermentacdo. Em funcéo desse fato achamos
apropriado fazer um estudo mais detalhado para determinar o periodo em que a

producdo do metabodlito bioativo € méaxima. Esse estudo foi realizado por LC-
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MS/MS, empregando os dados adquiridos no modo MRM (Monitoramento de
Reacdes Multiplas). O objetivo de aplicar essa metodologia foi monitorar a producao
do composto fitotéxico de uma forma rapida, robusta, sensivel e seletiva sem a
necessidade de isolar o analito ou mesmo saber sua estrutura.

Neste modo de varredura, o ion precursor de interesse é selecionado no
guadrupolo Q1, fragmentado em Q2 com gas de colisdo, e um unico ion fragmento é

selecionado em Q3, como mostra a Figura 41.

Q2 Q3

Fonte Detector

Figura 41. Esquema do experimento de MRM (Monitoramento de Reacdes Mdltiplas).

O cromatograma obtido neste modo de analise é muito mais simples,
contendo apenas um pico cromatogréafico referente ao canal selecionado pelo ion
precursor e seu respectivo fragmento. Portanto, esse procedimento € ideal para a
analise de compostos alvo em matrizes complexas.

A LC-MS/MS possui a vantagem de ser método extremamente sensivel e
seletivo para a determinacdo simultanea de metabdlitos em pequenas quantidades

de amostras que contém concentracdes baixas de analitos. Estudos anteriores de
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produtos naturais empregaram o método SIR (Single fon Recording) para o estudo
de metabdlitos secundéarios, mas esta metodologia apresenta algumas desvantagens
como o aparecimento de “falsos positivos” e a supressao idnica, 0 que € comum ha
analise de amostras biolégicas.™

Para realizar o experimento, a bactéria foi cultivada em 25 ml de meio BD.
Esta cultura foi empregada como pré-inéculo. As culturas para analise foram
fermentadas em 11 aliquotas de 25 ml de meio BD, presentes em Erlenmeyers de 100
ml. Uma dessas aliquotas foi usada como branco e as outras foram inoculadas, com 1
ml do pré-indculo, para garantir que todos 0os meios recebessem a mesma quantidade
de células. O ensaio foi monitorado a cada dois dias, durante um periodo de 21 dias.
Os extratos obtidos para cada ponto de analise foram diluidos em metanol para uma
concentracédo final de 1000 ng/ml.

A andlise cromatogréafica desses extratos foi realizada em uma coluna de fase
reversa Polaris C18 (5.0 x 20 mm) 5u Varian. A fase mével foi uma mistura de
H>O/ACN (90:10) e de acetato de amonio 10 mM e o fluxo foi de 0,2 ml/min no
modo isocratico.

Os canais MRM foram selecionados com base nos espectros de fragmentacgao
dos seus ions precursores. Assim, para o composto ativo, o ion precursor de m/z 431
foi selecionado no Q1, com uma voltagem do cone de 30 V. Este ion foi dissociado
com uma energia de colisédo de 15 eV em Q2 com argonio. Os fragmentos foram
analisados em Q3, onde o sinal de m/z 155 foi selecionado por apresentar maior

intensidade relativa, nessas condi¢cdes. Com o objetivo de confirmar a presenca do
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composto ativo nos extratos, seu respectivo aduto sodiado também foi monitorado
aplicando-se a mesma metodologia. A energia do cone foi de 45 V para a otimizacéo
do sinal de m/z 453. A energia de colisdo foi de 25 eV, a qual apresentou o fragmento
de m/z 281 como sendo 0 mais intenso.

A determinacdo da producdo maxima do composto ativo foi realizada a partir
do monitoramento dos canais referentes ao composto ativo protonado, e 0 mesmo
composto cationizado com sédio para confirmar a presenca do composto ativo no
extrato bruto. Foram analisados simultaneamente os canais m/z 431 >155 e 453 > 281.

Podemos observar pelo LC-MS/MS referente ao canal m/z 431 >155 obtido
pelo modo MRM (Figura 42), a alta seletividade para o canal selecionado, devido a
presenca de apenas um pico em tr 3,35 min.

58 Tegfon0 Sm (i, £x8) MRM of 2 Channels ES+

TIC
100 iegd

___Branco
__ EMB5B-8d
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%g 335
o T T T
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Figura 42. Cromatograma de LC-MS/MS (modo MRM), canal m/z 431>155, para a fermentagéo
da bactéria EMB5B para o branco 8, 15 dias (meio BD).
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Os dados do experimento foram analisados através de uma curva construida a
partir das areas dos cromatogramas obtidos para os canais selecionados em funcao

do periodo de fermentacéo (Figura 43).

Producdo méaxima do

120000 T / composto bioativo
@ M/z 431 >155
100000 - o Mz453>281

80000 -

60000 -+

Area

40000 +
20000 —+

0 \ | | | | | | | | |
0 1 3 6 8 100 13 15 17 19 21

Dias de Fermentacao

Figura 43. Monitoramento da producdo do composto bioativo na fermentacdo da bactéria
EMB5B em meio BD a 28°C.

Podemos observar no grafico, a curva em preto € referente ao monitoramento
do composto ativo protonado (canal m/z 431 >155) e a uma curva em vermelho é
referente a0 monitoramento do composto ativo sodiado (m/z 453>281). O gréafico
mostra que, em relacdo ao composto ativo a producédo pela bactéria foi crescente do a
partir do 1° dia até atingir seu maximo, aproximadamente no 14° dia. A partir do 15°
dia, observa-se que o composto esta sendo “consumido” uma vez que a curva sofre

um declinio até o 21° dia de analise, ultimo dia de analise.
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Através da analise desses dados foi possivel definir com precisdo o periodo
o0timo de producdo do metabdlito bioativo pela bactéria EMB5B em
aproximadamente 15 dias de fermentacdo. Este dado esta em concordancia com 0s
resultados prévios obtidos para os bioensaios de fitotoxicidade, onde a atividade

maxima do extrato foi observada entre o intervalo de 11 e 17 dias.

4.7 — Influéncia do meio de fermentacéao

Além do tempo de fermentagdo, a composicdo do meio de cultura também
pode afetar a producdo de metabdlitos secundarios pelos microrganismos. Desta
forma, a influéncia do meio na producédo do composto ativo também foi avaliada.

A biossintese de metabdlitos secundarios freqlientemente esta relacionada a
algum tipo de caréncia nutricional e ocorre na ediofase do crescimento microbiano.
Estas substancias sdo derivadas de diferentes intermediarios do metabolismo
primario tem como precursores principais aminoacidos, acidos chiquimicos,
acetilCoA, éacido meval6nicos, polissacarideos e peptideossacarideos. Muitos
substratos de carbono ou nitrogénio que sdo rapidamente metabolizados e,
consequentemente, promovem um crescimento celular méaximo, podem inibir a
producdo de metabodlitos secundarios.®® Em estudo realizado com Streptomyces
scabies, Beaulieu e colaboradores®® mostraram que os aminoacidos triptofano e a
fenilalanina quando presentes nos meios de cultura desse microrganismo sao

inibidores da producdo da fitotoxina taxtomina A, enquanto que diversos
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aminoécidos alifaticos ndo causam declinio significativo na producéo da substancia e
modificacBes estruturais no triptofano promovem a sintese da toxina.

Neste estudo, a bactéria EMBS5B foi fermentada em quatro diferentes meios de
cultura: os meios liquidos BD, TSB, quinoa e aveia. Cada meio foi preparado em
duplicata em Erlenmeyers de 250 ml, contendo em cada um 50 ml de meio.

Os extratos organicos dessas fermentacdes foram analisados por HPLC. Os
guatro meios (BD, quinoa, TSB e aveia) foram submetidos a essas condicfes
cromatogréaficas. Os experimentos foram realizados usando coluna CN (4.60 x 250
mm), Phenomenex; a fase mével foi composta por uma mistura de H.O/ACN10% e
acetato de amoénio 10 mM. A eluicdo foi isocratica e o fluxo foi de 1 ml/min. Os
compostos foram visualizados no comprimento de onda 254 nm.

O estudo inicial do perfil quimico dos extratos em diferentes meios foi feito
por LC-UV. Os cromatogramas desses extratos e cromatograma referente a fracéo 1

séo verificados na Figura 44.
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Figura 44. Cromatogramas de LC-UV da fracdo ativa e dos extratos EMB5B obtidos em meios BD, aveia,
TSB e quinua. Fase mével: H,O/ACN10% e acetato de aménio 10 mM, coluna CN (4.60 x 250 mm), fluxo

1 ml/min e 254 nm.
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Podemos observar pelo cromatograma do composto bioativo (Figura 44) um
pico em tr de 30 minutos. A partir desse cromatograma € possivel identificar o pico
referente ao composto ativo, em todos os extratos. Podemos verificar que somente no
meio BD, ocorreu a producdo do composto ativo. Para os outros meios ndo foi

constatada a formacéao da fitotoxina com tr 30 min.

4.8 — Consideracdes gerais sobre os PHBs

Polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo materiais de reserva intracelulares que séo
acumulados por varios microrganismos geralmente sobre condi¢Ges nutricionais
desfavoraveis como baixa demanda de nitrogénio, fésforo, oxigénio, magnésio ou
potassio e na presenca de excesso de fonte de carbono.s2

PHB é acumulado nas células como granulos distintos protegidos por
membranas. Esses compostos desempenham importantes funcfes. Além de serem
matérias de reserva de energia das células, os PHBs também atuam como fonte de
energia no processo de fixacdo simbiotica de nitrogénio por bactérias do género
Rhizobium e Bradyrhizobium.ss Também sdo encontrados nas células participando da
regulacédo da concentracdo de célcio e na sinalizacdo desse ion.”® Porém, a aplicacdo
mais importante dos PHBs é como biopolimeros, utilizados atualmente, para
substituir compostos derivados de petroéleo.

Os PHBs séo poliésteres bacterianos, que possuem as propriedades mecanicas

semelhantes a do polipropileno e, por isso, tém sido empregados como
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termopléasticos biodegradaveis para uma grande variedade de aplicacdes, uma vez
gue sdo degradados por enzimas ou por hidrolise. 7* Uma vez que esses materiais sdo
produzidos por fontes renovaveis e decompostos no ambiente, eles sdo menos
danosos ao ambiente em relacdo aos materiais plasticos produzidos a partir do
petroleo.

Recentemente, varias espécies de bactérias, como Alcaligenes eutrophus, Bacillus
megaterium, Pseudomonas oleovorans, Rhodospirillum rubrum mostraram potencial na
producéo de PHBs.

De acordo com o numero de atomos de carbono constituindo as unidades
monoméricas os PHASs bacterianos podem ser classificados em 2 grupos: os PHA de
cadeia curta com cinco ou menos atomos de carbono (SHL) e os PHAs de cadeia

média com seis ou mais &tomos de carbono (MCL).84

4.9 - Desreplicacédo do extrato bruto da EMB5B

Também foram identificados nos extrato brutos EMB5B, outros
polihidroxibutiratos de baixo peso molecular, porém contendo cadeias abertas. Os
espectros de massas apresentaram picos moleculares relativas as moléculas
protonadas bem como o0s respectivos adutos sodiados. Foram identificados os

compostos contendo de 3 até 6 unidades monomeéricas, como mostra a Figura 45.
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HO O

Os seguintes PHBs de cadeia aberta foram identificados:

- Trimero (n=3), o qual apresentou os ions moleculares de Ci,H20s m/z
277,129 [M+H]* e m/z299,111 [M+Na]* referente ao

- Tetramero (n=4), C1sH28010 0 qual apresentou os ions moleculares de m/z
363,165 [M+H]* e m/z 385,148 [M+Na]*.

-Pentdmero (n=5), C20H32011 0 qual apresentou os ions moleculares de m/z
[M+H]*449,202e m/z 471,184 [M+Na].

-Hexadmero (n=6), CxsH10014 0 qual apresentou os ions moleculares de m/z

535,239 [M+H]* e m/z 557,221 [M+Na]*.

Este resultado comprova a imensa contribuicdo da espectrometria de massas
com fonte electrospray para a quimica de produtos naturais em especial na

desreplicacao de extratos brutos.
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Amostra Tania- Bact'eria 5B- 5 dias

TANIA_5B-5D 17 (0,881) Cm (13:32) Scan ES+
- 384,971 9,3le7
100
<
324,973 471,076
298,865 385,975
155,021
172,844
217,027
108,952 238,867 201087 453,002
S 472,080
190,919 : 556,931
168,828 221,043 258,950 577 025 343,047 362879 411,078
0 T J\\A T T T T T T T T JL T T T T T T T T T T J\,\W T T Af\'\A\ T JL\ A T T T T T L T T )\,\‘ T T A m/Z
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620

Figura 45. Espectros de massas ESI” dos extratos organicos de EMB5B-5dias. Potencial do cone 55eV.
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4.10 - Sintese do composto fitotéxico

A sintese do pentdlido foi realizada a partir do &cido (R)-3-
hidroxibutirico e do acido (S)-3-hidroxibutirico seguindo procedimento descrito
por Seebach.®® Nesta etapa o principal objetivo foi o de avaliar a atividade
fitotoxica do composto em relacdo aos diferentes oligbmeros formados e sua
configuracao.

Os microrganismos sdo altamente estereoseletivos. Especificamente na
via metabdlica das bactérias para a producdo de PHB, enzima PHA sintetase,
envolvida na conversao de &cido graxo a polihidroxibutirato é ativa somente
para os isbmeros R.s6

A Figura 46 apresenta o espectro de massas ESI-MS no modo positivo do
bruto da reacdo por inser¢do direta via bomba de seringa. Sdo observados os de
sinais de m/z (M+H)* 259, 345, 431, 517, 603, 689, 775 e 861. A diferenca de
massa observada para esses sinais € de 86 Da. Esses sinais foram atribuidos aos

macrociclos com n=3; 4; 5; 6; 7; 8; 9 e 10 unidades monoméricas.
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Figura 46. Espectro de massas ESI+ do bruto reacional da sintese do pentdlido.
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O bruto reacional também foi analisado por RMNC. Seebach e
colaboradores,8> caracterizaram aos compostos ciclicos formados com base nos
deslocamentos quimicos caracteristicos das carbonilas de cada um deles. Cada
macroélido possui um deslocamento quimico Unico e caracteristico para cada
atomo de carbono carbonilico, com o triélido em campo mais baixos e o
decélido em campos mais altos. Seguindo esta metodologia os macrociclos
formados foram identificados contendo 3, 4 , 5, 6 e 7 unidades monoméricas,
apresentando deslocamentos quimicos de & 170.3; & 169,9; & 169,6; & 169,5; 6

169,4, respectivamente (Figura 47).
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Figura 47. Espectro de RMN 3¢ do bruto reacional obtido em 400MHz.



Resultados e Discusséo 91

Comparando o resultado das analises do bruto reacional obtidos por ESI-MS e
por RMN é observada uma diferenca entre a quantidade de compostos que foram
detectados, em cada uma dessas técnicas. Em relacdo ao espectro de massas foi
possivel identificar os ciclos contendo de 3 a 10 unidades de 3-(R)-hidroxibutirato. Ja
no espectro de RMN identificaram-se cinco oligbmeros principais, 0s quais, sao

formados por 3, 4, 5, 6 e 7 unidades monomeéricas.

Isso ocorre porque 0s anéis maiores podem ndo ser produtos da sintese da
reacao. Eles podem ser formados a partir dos oligdmeros menores, especialmente na
presenca de tracos de &cido ou base. 56 Como esse composto é facilmente ionizado,
este pode ser detectado por ESI-MS mesmo quando presentes tracos desses na
amostra. No caso da espectroscopia de RMN, é uma técnica que depende da
guantidade de amostra e é menos sensivel do que a espectrometria de massas.
Consequentemente, os compostos presentes em concentracdes muito baixas néo

foram detectados, nessas condi¢fes de andlise. Pela integracdo dos sinais é possivel

determinar os compostos que prevaleceram na sintese.

Os brutos reacionais, tanto para o acido (R)-3-hidroxibutirico quanto para o
acido (S)-3-hidroxibutirico, foram submetidos a bioensaios de fitotoxicidade com
Lemna minor e nenhum deles apresentou atividade. Este resultado pode estar
relacionado ao fato da concentracdo do pentélido ser relativamente baixa na mistura

reacional.
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Podemos concluir que a metodologia empregada nesse trabalho para a
identificacdo e isolamento de fitotoxinas foi desenvolvida com sucesso. O emprego

da espectrometria de massas, em especial o ESI, em conjunto com bioensaio de

fitotoxicidade com Lemna minor possibilitou a identificagdo de uma fitotoxina de uma

maneira rapida e eficiente.

Além disso, a espectrometria de massas mostrou ser uma ferramenta eficiente
para ser aplicada no monitoramento e otimizagao de processos fermentativos, devido
a sua alta sensibilidade e seletividade, para o composto de interesse pelo emprego do
modo de varredura MRM. Mesmo sem a caracterizacdo estrutural do principio ativo,

foi possivel monitorar a producdo do analito, uma vez que era conhecida sua massa

molecular e a massa do respectivo fragmento mais abundante.

O composto ativo identificado, um ciclopentélido da familia dos PHBs, ja foi

previamente sintetizado, porém nunca foi isolado de fontes naturais, e € a primeira

vez que sua atividade fitotoxica é relatada. Uma caracteristica relevante desse

composto é a capacidade de formar complexos com metais.
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Em vista da atividade fitotoxica do pentdlido e de suas caracteristicas
estruturais, acreditamos que o trabalho desenvolvido possa servir como modelo para

a sintese de novas classes de herbicidas.
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