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RESUMO

Os fungos sdo organismos vivos de grande importancia na area da agricultura, na industria de
alimentos e industria farmacéutica. O uso desses micro-organismos na agricultura tem sido
empregado para o biocontrole de doengas em plantas de interesse comercial. Os fungos
leveduriformes, podem combater fitopatdgenos através de seus metabolitos secundarios,
inibindo o desenvolvimento destes patdgenos. Algumas espécies de leveduras apresentam
resultados positivos no controle de patologias em diversas culturas sendo usadas como
agentes de biocontrole. Dentre elas, estd a levedura Lachancea (Kluyveromyces)
thermotolerans, que se encontra presente em plantas (como uvas), no solo e em insetos, pode
se adaptar a diferentes ambientes e, possivelmente, atuar no controle biolégico, embora nao
seja completamente conhecido o seu modo de acdo. Este trabalho teve como objetivo analisar
e identificar metabdlitos secundarios produzidos pela levedura L. thermotolerans CCMA
0763 isolada de uva passa e cedida pelo Laboratorio de Microbiologia Agricola (UFLA-
Lavras-MG-BR), utilizando-se 0 método analitico de Cromatografia Liquida de Ultra-Alta
Eficiéncia (UHPLC) (HRMS) e Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS). Foram
identificados quatro compostos heterociclicos da classe dos Alcal6ides, sendo trés (03)
naturais: 4-Hidroxiquinolina, Xanthina e Calistegina A3 e um (01) sintético: Clausehainanina
C. Esses compostos apresentam na literatura atividades antimicrobiana, antiproliferativa

inibitdria e regulatéria, podendo assim ser testados como agentes de biocontrole.

Palavras-chave: levedura; controle biologico; metabdlito secundario; UHPLC;
Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

Fungi are living organisms of great importance in the area of agriculture, food industry, and
the pharmaceutical industry. The usage of these microorganisms in agriculture is for the
biocontrol of diseases in plants of commercial interest. Yeast can fight phytopathogens
through their secondary metabolites, inhibiting or developing these pathogens. Some yeast
species show positive results in the control of pathologies in different cultures. Yeasts have
been used as biocontrol agents, and among them, a Lachancea (Kluyveromyces)
thermotolerans, which is present in plants (such as grapes), soil and insects, can be adapted to
different environments and, possibly perform biological control, although it is not known its
mode of action. This work aimed to analyze and identify secondary metabolites used by the
yeast L. thermotolerans CCMA 0763 isolated from commercial grapes in the Agricultural
Microbiology Laboratory (UFLA-Lavras-MG-BR), using the analytical method of Ultra
High-Efficiency Liquid Chromatography (UHPLC) (HRMS) and Tandem Mass Spectrometry
(MS/MS). Four heterocyclic compounds of the Alkaloids class were identified, three (03)
natural: 4-Hydroxyquinoline, Xanthine and Calistegine A3, and one (01) synthetic:
Clausehainanine C. Thus, be tested as biocontrol agents.

Keywords: yeas; biological control; secondary metabolite; UHPLC; Mass Spectrometry.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Compostos identificados no extrato de Lachancea thermotolerans. ...................... 28



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Utilizacdo de Espectrometria de Massas em diferentes areas do conhecimento
(CROTTI, 2006) ...uveveieiereeiesieiese st siese et sie e e st ee e se b e sesbe e e e besseseebesseseesesbesbeseasesneseenenseneas 20
Figura 2 - Cromatogramas UPLC-Q-TOF/MS BPI modo positivo dos extratos EtOAc-Meio
BD (controle) e Lachancea thermotolerans (amostra)............... Erro! Indicador néo definido.

Figura 3 - Estruturas dos compostos identificados no extrato Lachancea thermotolerans......29

Figura 4 - Espectro de ESI-MS/MS para o composto 4-Hidroxiquinolina. ..........c.cccccceevennnne 30
Figura 5 - Espectro de ESI-MS/MS para 0 composto Xanthina............ccoceevevereiencneninennnns 31
Figura 6 - Espectro de ESI-MS/MS para o composto Calistegina A3. .........cccooeveneieneniennnns 32
Figura 7 - Espectro de ESI-MS/MS para o composto Clausehainanina C. ...........c.cccceeeivennene 33

Figura 8 - Aplicacdes dos compostos identificados em diferentes areas do conhecimento,
destacando-se a Agricultura (2015-2020). ......ccoriririiieieie s 34



1.
2.

3.

4.
5.
6.

SUMARIO

INEFOAUGED. ... bbbttt ene s 14
REVISAO 0 LITEIatUIa .....eeiveeeieeiie ettt sttt et sne e e 16
2.1.  Contexto geral SODre [eVEAUIES...........ccveiiiieiice e 16
2.2.  Controle DIOIOGICO ....ccuveiicieciee e 17
2.3.  Metabdlitos secundarios ou especializados ...........ccccorererriiieneise e 19
2.4. Espectrometria de Massas (IMS) ......cccoiioiiiieniiie e 20
MaLEriaiS € IMELOUOS .....c.veuveveiieitceieeie ettt bbbt enes 23
3.1. Obtencéo dos extratos brutos de metabolitos Secundarios...........c.cccevvevveviereerieennenn, 23
3.2, ANALISE QUIMICA ..ueevitieeieieie ettt bbb s 23
3.2.1. Anélise dos Compostos por Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia
O3 OO 23
3.2.2.  Analise dos Compostos por Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia
(UHPLC) (HRMS) e Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS) ........ccccceeveveenee. 24
3.2.3.  Processamento de Dados € Analises EStatiStiCas..........ccorerererereinienieneienenens 24
RESUItAA0S € DISCUSSAD .....veeuveiiieiieiieiiesieeiessiesiee e eseestee e sseesieesseeseesseessesneesseesseaseesseensens 25
(O] o 1157 o RSSO 38
BIDIIOGIaAfia. . .c.veceieeece e 39



14

1. INTRODUCAO

Os fungos pertencem ao Reino Fungi, Sdo organismos Vivos, eucariotos e
heterotréficos, apresentando parede celular rica em quitina e possuem a capacidade de
armazenar glicogénio, assim como as celulas animais. Estes micro-organismos encontram-se
dispersos nos mais diversos ecossistemas, contribuindo nos ciclos bioldgicos e ecologicos.
Dentre os fungos de interesse comercial e biotecnoldgico, estdo as leveduras ou fungos
leveduriformes, que podem ser encontrados naturalmente na superficie de plantas e no solo
(OLIVEIRA et al., 2011).

As leveduras podem ser definidas como fungos ndo filamentosos,
predominantemente unicelulares, ndo mdveis, que ndo apresentam corpos de frutificacdo e a
reproducdo assexuada se da por brotamento ou fissdo. A maioria das leveduras sdo saprobios
e algumas sédo parasitas oportunistas. As leveduras estdo associadas a processos fermentativos
e substratos que contenham hexoses (ROSA, 2009).

A importancia das leveduras é reconhecida desde o inicio da histéria da humanidade,
e com o avangar da tecnologia, as pesquisas demonstraram a sua importancia na producéao de
pdes, queijos e outros produtos como o alcool etilico, cervejas e vinhos. Algumas
caracteristicas deste micro-organismo também o tornam promissor para sua utilizacdo na
agricultura no controle de fitopatdgenos. Dentre estas caracteristicas estdo: ndo produzirem
esporos alergénicos e nem toxinas, ndo serem exigentes nutricionalmente, apresentarem
crescimento rapido, ndo apresentarem riscos ao consumidor e atuarem como antagonistas, seja
por competicdo por nutrientes, antibiose ou hiperparasitismo (WISNIEWSKI et al., 2016;
RAMOS et al., 2010).

O modo de acdo das leveduras como antagonistas ainda néo é totalmente esclarecido e
também ndo se conhece os metabolitos produzidos que poderiam ser utilizados futuramente
no controle de doencas de plantas. Micro-organismos antagdnicos podem suprimir, ou
interferir no crescimento e na atividade patogénica de fitopatdgenos, sendo 0s mesmos
referenciados como “agentes de controle biologico” (DUKARE et al., 2018).

As micotoxinas, 0s metabdlitos fungicos secundarios de espécies toxigénicas, sao
produzidos principalmente pelos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Estas espécies
toxigénicas contaminam predominantemente cereais durante o armazenamento pré e pos-

colheita e muitos outros estagios (MILANI, 2013). A producgdo de micotoxinas em gréos



15

depende de varios fatores, incluindo: umidade, temperatura, atividade da &agua, danos
mecanicos e potenciais toxigénicos fungicos (TOLA; KEBEDE, 2016).

O controle bioldgico é uma importante estratégia de manejo para doencas fangicas,
tendo como principio basico a utilizacdo de micro-organismos antagonistas para reduzir e/ou
manter a populacdo de um fitopatdgeno abaixo dos niveis que causam perda econdmica
(CARMONA-HERNANDES et al., 2019).

O controle organico usando agentes biolégicos contra micotoxinas é considerado uma
opcdo mais segura até agora, obtendo popularidade na industria de alimentos
(TSITSIGIANNIS et al., 2012). De fato, a aplicacdo de leveduras (células e seus volateis) e
derivados de levedura tém grande potencial para minimizar as perdas econémicas causadas
por micotoxigénicos fungos.

Vaérias espécies de leveduras foram identificadas como tendo atividades eficazes de
controle bioldgico de fungos, onde eles podem ser utilizados contra fungos toxigénicos para
inibir seu crescimento e sintese de micotoxinas (KABAK; DOBSON; VAR, 2006).

O bom desempenho das leveduras como agentes de biocontrole se deve a diversos
modos de acdo desses microrganismos contra os fitopatdgenos. Dentre esses podemos
destacar a competicdo com os fitopatdgenos por espaco e nutrientes, micoparasitismo,
antibiose, inducdo de resisténcia em plantas e a producdo de toxinas antimicrobianas e de
alcool pelas leveduras. O entendimento desses mecanismos de biocontrole é fundamental para
se aprimorar a acdo desses micro-organismos no combate de doencas em plantas (RIMA;
STEVE; ISMAIL, 2012; MUCCILLI; RESTUCCIA, 2015).

Nos ultimos anos, o controle biolégico na pés-colheita de frutos vem se mostrando
como uma alternativa promissora ao controle quimico (ZHIMO et al., 2016). Em geral, 0s
mecanismos de acdo dos micro-organismos antagénicos no biocontrole sdo competicdo por
espaco e nutrientes, competicdo pelo elemento ferro, producdo de compostos antifingicos e
compostos volateis, parasitismo, producdo de enzimas hidroliticas, indugdo de resisténcia,
resposta oxidativa e producdo de toxinas killer (LIU et al., 2013; FERRAZ et al., 2016;
SPADARO & DROBY, 2016; CUNHA et al., 2018).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar parcialmente os
metabolitos secundarios produzidos pela levedura Lachancea thermotolerans CCMA 0763,
isolada de uva passa comercial, através da técnica analitica de Cromatografia Liquida de Ultra
Alta Eficiéncia (UHPLC) (HRMS) e Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Contexto geral sobre leveduras

As leveduras sdo desde o periodo neolitico amplamente utilizadas para a producéo de
alimentos, bebidas, biocombustiveis e uma variedade de compostos bioquimicos (SICARD,
LEGRAS, 2011) e apresentam um modelo eucariético mais bem estudado com sequéncias
gendmicas disponiveis para centenas de linhagens (BORNEMAN, 2016; STROPE et al.;
2015). Além disso, existem projetos em andamento com o objetivo de determinar funcbes
bioldgicas e interacBes genéticas de todo e qualquer componente de seu genoma (KELLY,
2001; BOONE et al., 2014).

Esses micro-organismos participam ativamente de varios processos biotecnolédgicos
significativos para a industria, como na fermentacdo de produtos alimenticios para producéao
de pédes, queijos, vinhos e cervejas. Uma das espécies representativas desse grupo € a
Saccharomyces cerevisiae, com crescente interesse em varios processos de ruptura celular,
garantindo o teor de proteinas, umidade, aumento na formacdo de espuma, estabilidade,
diminuicdo em suas propriedades emulsificante e capacidade de retencdo de dleo e agua
(BERTOLO et al., 2019).

Elas geralmente tém nutrientes simples e sdo capazes de colonizar superficies secas
por muitos periodos de tempo, bem como suportar muitos pesticidas usados no ambiente pds-
colheita (EI-TARABILY e SIVASITTHAMPARAM, 2006). Além do que, leveduras podem
crescer rapidamente em substratos baratos, fermentadores e, portanto, faceis de produzir em
grandes quantidades (DRUVEFORS, 2004).

Uma espécie de levedura com potencial biotecnoldgico é a levedura Lachancea
thermotolerans, conhecida anteriormente como Kluyveromyces thermotolerans, mas foi
recentemente redesignada no género Lachancea de acordo com a analise de sequéncia
multigénica (KURTZMAN, 2003). A levedura L. thermotolerans (LT) é uma espécie global
gue geralmente pode ser encontrada em uvas, mas também em outros habitats como solo,
insetos e plantas (GANTER, P.F, 2006). Também pode ser encontrada naturalmente em
fermentacdes espontaneas de vinhos com baixas concentragfes no segundo e quarto dia de
fermentacdo (COMBINA et al., 2005). Morfologicamente, é globosa ou elipsoidal,
indistinguivel de S. cerevisiae e pode ser encontrada como células Unicas em meio liquido ou
em pequenos grupos. E uma levedura teleomorfica que apresenta reproducio sexuada com a

formagédo de ascosporos esféricos. A reproducdo assexuada e produzida com brotamento
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multilateral. LT forma coldnias cremosas com textura butirosa em meio solido (MORATA,
A.etal., 2016).

A espécie L. thermotolerans é uma espécie do género Lachancea (KURTZMAN,
2003) que acomoda um grupo de varios géneros diferentes, mostrando semelhancas no nivel
de rRNA. Ateé hoje, o género abriga 11 outras espécies: L. cidri, L. dasiensis, L. fantastica, L.
fermentati, L. kluyveri, L. lanzarotensis, L. meyersi, L. mirantina, L. nothofagi, L. quebecensis
e L. walti. Do ponto de vista ecologico, a maioria das espécies de Lachancea é onipresente
(KURTZMAN, FELL, BOEKHOUT; 2011). L. thermotolerans ocupa habitualmente uma
série de habitats naturais e antrépicos, incluindo insetos, plantas, solo e culturas horticolas,
em especial uvas e vinhos (FREEL, 2014; SIPICZKI, 2016).

Outra particularidade apresentada por espécies de leveduras é a utilizacdo no
controle de doencas agricolas. A espécie Candida oleophila produz um composto comercial
denominado Aspire ®, que apresenta excelentes resultados no controle dos fungos de
decomposicdo pds-colheita, permitindo menos perdas e desperdicios, proporcionando,
assim, maiores lucros aos produtores (JANISIEWICZ e KORSTEN, 2002; PICCININ et
al., 2005; DROBY, 2006; CHANCHAIOVIVAT et al. 2008).

As leveduras isoladas do ambiente, principalmente das areas agricolas, podem
apresentar melhores resultados no controle bioldgico de fitopatogenos (AHANSAL et
al., 2008). Outra forma de controle é a capacidade da levedura de se desenvolver
rapidamente nas superficies das folhas, frutas e flores, especialmente na presenca de acucar,
e dominar todo o ambiente, inibindo o desenvolvimento de outros micro-organismos através
da competicéo por espaco e nutrientes (SALIGKARIAS et al. 2002; VERO et al. 2002)

2.2. Controle bioldgico

Recentemente, o controle bioldgico foi desenvolvido como uma alternativa ao
fungicida sintético. O resultado foi consideravel utilizando-se micro-organismos antagdnicos
para controlar tanto a pré-colheita como doencas pos-colheita (JANISIEWICZ e KORSTEN,
2002). Uma variedade de antagonistas microbianos tem controlado varios patdgenos
diferentes em varios frutos e legumes (FRAVEL, 2005; MARI e GUIZZARDI, 1998). Entre
esses organismos antagdnicos, leveduras naturais tém sido eficazes como agentes de controle
bioldgico (IRTWANGE, 2006; QING e SHIPING, 2000).
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A estratégia geral do controle bioldgico € usar um organismo vivo para controlar outro
(DRUVEFORS, 2004). Os agentes de controle podem ser micro-organismos antagonicos ou
mesmo compostos naturais de origem vegetal e animal (PAL e GARDENER, 2006).

A antracnose causada por Colletotrichum capsici € uma doenca grave de vegetais
tropicais como a pimenta (Capsicum annuum L. var. acuminatum Fingerh.) (HADDEN e
BLACK, 1989; PAKDEEVARAPORN et al., 2005). Esta doenga aparece como podriddao em
frutas maduras matando-as. (MEHROTRA e AGGARWAL, 2003).

A maioria das frutas sdo produtos altamente pereciveis, especialmente durante o pds-
colheita, e uma grande perda é causada por patdgenos fungicos (SPADARO e GULLINO,
2004). Botrytis cinerea Pers. Fr., um onipresente patégeno fungico, causa “podriddo cinzenta”
em um grande numero de importantes culturas agricolas e horticolas (KELLER et al., 2003).
Este € o patdgeno pds-colheita mais comum das uvas na maioria das regides do mundo,
resultando graves perdas pds-colheita (NALLY et al., 2012; QIN et al., 2010).

A podriddo azeda é uma doenca emergente da uva que afeta tardiamente cultivares de
maturacdo em condicdes de pods-colheita (HASHIM-BUCKEY et al. al., 2008; PUELLES
TAMSEC e SEPULVEDA RAMIREZ, 2012). Esta doenca estd associada a uma grande
variedade de micro-organismos, incluindo leveduras, bactérias e fungos filamentosos
(BARATA etal., 2011; NALLY etal., 2013).

Os produtos quimicos séo o principal método para controlar a podridao cinzenta, mas
tratamentos com esses produtos estdo rapidamente se tornando ineficientes (CALVO-
GARRIDO et al., 2013a; COUDERCHET, 2003).

Apesar do aumento da incidéncia de podriddo azeda da uva, faltam estratégias de
controle quimico (CALVO-GARRIDO et al., 2013b). O uso de leveduras de biocontrole para
gerenciar decadéncia de frutas foi estudado para reduzir ou substituir o uso de fungicidas
sintéticos (DROBY et al., 2009; WILSON e WISNIEWSKI, 1989; LIU et al., 2013).

Mecanismos que foram relatados para desempenhar um papel significativo na
atividade de biocontrole de leveduras ndo Saccharomyces contra fungos inclui: competicédo
por espaco e nutrientes (BENCHEQROUN et al., 2007, DROBY et al., 1989; LIU et al.,
2013), producéo de laminarinases e quitinases (FAN et al., 2002; GREVESSE et al., 2003;
MASIH e PAUL, 2002), inducdo da resisténcia do hospedeiro (DROBY et al., 2002; EL-
GHAUTH et al, 2003), reducdo na germinacdo de esporos, diminuicdo de comprimento do
tubo germinativo (ZHENG et al., 2005) e inibicdo do crescimento micelial fungico por
metabolitos difusiveis e volateis (HUANG et al., 2011; LUTZ et al., 2013).
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Entretanto, existem poucos relatos sobre mecanismos antifungicos de fungos ndo
Saccharomyces contra isolados de ambientes viticolas (CASTORIA et al., 2001; RABOSTO
et al., 2006) e ndo ha relatos sobre os mecanismos de acdo dos Saccharomyces biofungicidas
contra fungos isolados de uvas. Elucidacdo destes mecanismos podem ser Uteis para a
otimizagdo de um in6culo com leveduras de biocontrole Saccharomyces e néo
Saccharomyces, 0 que provavelmente resultaria em um controle mais consistente da podriddo

cinzenta.

2.3.  Metabolitos secundarios ou especializados

A partir do metabolismo primario, as plantas produzem uma enorme gama de
metabolitos que, primeiramente, foram chamados de secundarios, pois ndo estdo relacionados
diretamente ao desenvolvimento da planta. No entanto, atualmente sabe-se que esses
metabolitos exercem um papel fundamental na adaptacdo e sobrevivéncia das plantas.
Portanto, acreditamos ser mais pertinente o uso do termo metabdlitos especializados ao invés
de secundarios (ARIMURA E MAFFEI, 2017; CROTEAU; KUNTCHAN; LEWIS, 2000).

Pensava-se que metabolitos secundarios ocorriam apenas em plantas superiores, porém
estudos revelaram que sdo também sintetizados por bactérias, plantas inferiores e fungos
(HADACEK, 2002). Produtos do metabolismo secundario desempenham funcdes de relevada
importancia na interacdo de plantas com o meio ambiente, tais como adaptacdo a condicdes de
clima e solo, competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos (polinizadores,
dispersores de sementes e micro-organismos simbiontes), defesa contra herbivoros e ataque
de patdgenos (CHEN, F., LIU, C.J; TSCHAPLINSKI, T.J., ZHAO, N., 2009). Além disso,
um vasto numero de metabdlitos secundarios é de grande importancia comercial na area
farmacéutica, alimentar, agronémica, perfumaria e outras (SIMOES et al., 2007).

Milhares de estruturas de metabdlitos especializados sdo conhecidas atualmente. Com
base em sua estrutura quimica, eles sdo classificados em nitrogenados e ndo nitrogenados. O
primeiro compreende os alcaldides, aminoadcidos ndo proteicos, aminas, glicosideos
cianogénicos e glucosinolatos. O segundo compreende os terpendides, poliacetilenos,
policetideos, fenilpropanoides e flavonoides (WINK, 1999).

Até o momento, mais de 200.000 metabdlitos secundarios foram identificados a partir
de varios organismos vivos, em sua maioria plantas. Entretanto, estima-se que esse numero
seja maior, sendo, em parte, limitado a técnicas analiticas. Com o avanco instrumental,

compostos de alto grau de dificuldade de analise, seja devido a sua abundancia, diversidade
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estrutural ou a complexidade da matriz, tém sido constantemente identificados (ZHAO et al.,
2013).

A espectrometria de massas (MS) vem sendo a técnica de deteccdo mais escolhida
para analise de metabdlitos devido a sua abrangéncia, sensibilidade e seletividade,
principalmente apds o surgimento de técnicas mais suaves de ionizagdo e de alta resolugéo.
Apesar do potencial da MS, por si sO, esta técnica ndo é capaz de resolver uma mistura
complexa de metabdlitos, sendo altamente requerida e fundamental a elucidacdo estrutural,
uma previa etapa de separacdo e simplificagdo da amostra para posterior deteccdo no MS. A
cromatografia € um dos mais valiosos e difundidos métodos indicados para essa fungéo
(PRATA, P.S., NOROSKA, G. S. M, Fabio AUGUSTO, F., 2016)

2.4.  Espectrometria de Massas (MS)

O desenvolvimento da Espectrometria de Massas (MS) teve seu surgimento, em 1897,
pelo trabalho pioneiro de J. J. Thomson. Desde entdo é uma ferramenta muito utilizada em
estudos de identificacdo e isolamento de compostos sintéticos, organicos e biomoleculares
(CROTTI et. al., 2004, NEWMAN e CRAGG, 2012; PICHINI, et. al., 2016). Nesses estudos
0s autores relatam a evolucdo dos trabalhos nas areas que utilizam técnicas de Espectrometria
de Massas, e apresentam as diversidades de analisadores de massas utilizados nesses
equipamentos. Nos Ultimos anos, a espectrometria de massas com ionizagdo por

"electrospray” (IES-EM) tem se difundido as mais diversas areas da ciéncia (Fig.1).

Figura 1 - Utilizag8o de Espectrometria de Massas em diferentes areas do conhecimento (CROTTI, 2006)

Produtos naturais
Sintese orgéanica
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Analise clinicas
Desenvolvimento de técnicas hifenadas
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%
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Fonte: I1SI Web of Knowledge (1993-2004), considerando as 500 primeiras citacdes de cada ano

em areas que atingiram mais de 1% de utilizacao.
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A técnica de ionizagdo por IES envolve um processo de transferéncia de ions pre-
existentes em solucdo para a fase gasosa, utilizando uma quantidade de energia menor (soft
ionzation) em relacdo as técnicas anteriores como o bombardeamento de atomos (FAB)
(MORAES e LAGO, 2003). Outra vantagem esta associada a dessolvatacdo ocorrer
gradualmente em temperaturas baixas (tipicamente, de temperatura ambiente até 80 °C), de
forma a ndo gerar fragmentos de moléculas ionizadas e manter exatamente a mesma estrutura
e carga das especies em solucdo (MORAES e LAGO, 2003) e possibilitar a analise de
moléculas termolabeis e de alta massa molecular, como proteinas e peptideos.

Devido a essa caracteristica, 0 nimero de artigos usando “eletrospray” passou de 100
para 7800 no periodo de 1980 a 2000, sendo que 80% destes estdo relacionados a anélise de
biomoléculas e de compostos organicos; 10% sdo relativos a instrumentacao e estudos sobre
aspectos fundamentais de formagao de “eletrospray” ¢ 10% das publicacdes estdo associadas
a espécies organometalicas e inorganicas nas mais diferentes formas (MORAES e LAGO,
2003).

Porém, a versatilidade de equipamentos que utilizam fonte de ionizacdo por
“eletrospray” se estende para analises de moléculas protonadas/desprotonadas ([M+H]*/ [M-
H]) e moléculas cationizadas ([M+Na]® e [M+K]") ou anionizadas ([M+CI]), todos
provenientes de reacdes redox, acido/base e de coordenacdo de cations (CROTTI et. al.,
2005).

Além da possibilidade de analisar todas essas espécies ionizadas em solugdo, esse
equipamento possibilita estudos em multiplos estagios, utilizando analisador de massas como
o triplo e pentaquatrupolos, armadilha de ions (ion traps), setores elétricos e magnéticos e
equipamento hibridos (Q-tof, Q-trap) permitindo o acesso a técnicas de espectrometria de
massas sequencial (MS/MS ou MS") e aumentando o potencial analitico da técnica (CHEN et.
al., 2017). A possibilidade do uso de técnicas de espectrometria de massa sequencial permite a
identificacdo da razdo massa/carga (m/z) dos ions envolvidos e, também, fornece informacdes
estruturais de todos os ions, permitindo, a “reconstru¢do” da molécula precursora.

Outra possibilidade de uso da Espectrometria de Massas é a Cromatografica
liquida/espectrébmetro de massas tandem (LC/MS/MS), que é empregada para avaliar a
influéncia da a- ou B- orientacdo do C8 dos compostos Budleina A e Centratherina em seus
perfis fragmentados. Nesse estudo foi observado que dependendo da orientacdo do C8 o
caminho de fragmentacéo é dirigido e sempre ocorre com a formagdo de um ion (SARTORI,
et. al., 2014).
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Outra classe de compostos amplamente estudada em Espectrometria de Massas por
lonizagdo de eletrospray sdo os flavondides. Em um trabalho empregando espectrémetro de
massas tandem de tempo-de-voo quadrupolo por ionizagdo por eletrospray de alta-resolucéo
(ESI Q-TOF MS/MS), foi possivel diferenciar os flavonoides 6-C e 8-C-glicosilados como:
Iso-orientina (Luteolina-6-glucosideo), Orientina (Luteolina-8-C-glucosideo), Isovitexina
(Apigenina-6-C-glucosideo) e o Vitexina (Apigenina-8-C-glucosideo), considerados como de
dificil elucidagédo (GUO, et. al., 2013).

Também sdo relatados estudos utilizando essa técnica para compostos como acidos
clorogénicos. Um exemplo foi o estudo de fragmentagdo do &cido 3,5 e 4,5-Dicafeoilquinico
(ADCQ). Nesse estudo foram exploradas as técnicas como ionizag¢ao por bombardeamento de
atomos rapidos (fast atom bombardement - FAB) e analises de ESI e EIl. O autor observou
gue nas técnicas de FAB e El uma perda de agua caracteristica do 3,5-ADCQ, mas ndo
observada para o isébmero 4,5-ACDQ. Porém quando analisado por ESI, a informacao
estrutural foi maior, especialmente em modo ions negativos (MIKETOVA, et. al., 1999).

O mesmo procedimento foi empregado para analise dos é&cidos 1,3 e 1,5-
Dicafeoilquinico e observou-se diferencas na abundancia dos ions formados e/ou presenca ou
auséncia de ions especificos. Para 0 1,3-ACDQ apresenta o pico base de m/z 179 e o segundo,
0 mais intenso produto de ion de m/z 335. Para o composto 1,5- ACDQ observa o ion [M-H-
18], ausente para o composto 1,3-Dicafeoilquinico e a perda consecutiva de moléculas de
agua a partir do ion de m/z 353 e o ion de m/z 191 ausente no espectro do composto 1,3-
Dicafeoilquinico; possibilitando a identificacdo inequivoca desses compostos (SCHRAM, et.
al., 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Obtencdo dos extratos brutos de metabdlitos secundarios

A levedura Lachancea thermotolerans CCMA 0763 isolada de uva passa comercial no
Laboratorio de Microbiologia Agricola (UFLA-MG/BR) foi cultivada em placa de Petri
contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) por 2 dias e posteriormente coletado
10 pL e transferido para Erlenmeyers contendo meio de cultura Batata-Dextrose (BD) com
pH 6,8 e incubados sem agitagcdo por 21 dias a 28°C. O meio fermentado foi filtrado em
algoddo e gaze hidrofobica, sendo posteriormente centrifugado a 2750 rpm durante 15
minutos.

Os meios filtrados foram transferidos para um Funil de Separacéo, onde empregou-se
solvente organico Acetato de Etila (EtOAc P.A) na proporcao de 80 mL para 250 mL de meio
fermentado. Apos leve agitacdo, duas fases se formaram: a) Fase Organica (metabolitos
secundarios) e b) Fase Aquosa (meio de cultura).

Ao final, as fases organica e aquosa foram tratadas com sal inorganico Sulfato de
Sédio Anidro (Na:SO4 P.A) durante 48h e submetidas, apds filtracdo, a evaporacdo rotativa
com banho-maria 37° C, pressdo a vacuo de 600 mmHg e refrigeracdo de 4°C, obtendo-se
assim o Extrato Bruto concentrado de metabdlitos secundarios da levedura L. thermotolerans
e do controle (Batata Dextrose). Os extratos foram eluidos em Metanol (MeOH) e transferidos
para frascos de vidro esterilizados. As quantidades de massas obtidas foram: 1,0141g para
levedura e Controle: 1,1979g para o controle.

3.2.  Analise quimica

3.2.1. Analise dos Compostos por Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC)

Os solventes utilizados foram: Acetonitrila grau UHPLC-MS (J.T. Baker-Phillipsburg,
NJ, EUA), Agua Deionizada a partir de sistema reagente de agua Millipore Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, EUA) e Acido Férmico grau analitico (85%).

O extrato da levedura L. thermotolerans (1,0141g) foi solubilizado em metanol e a
concentracdo da solucédo foi corrigida para 1,0 mg/mL. Para as analises de espectrometria de
massas foi coletado um volume de 1,0 mL do extrato da levedura, e adicionado 10,0 uL de
acido formico 0,1% (V/V) (anélise em modo positivo). Essa solucdo foi colocada em vial para

analise no espectrémetro de massas.
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Os extratos foram analisados utilizando Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Eficiéncia (UHPLC) (Shimadzu, Nexera X2, Japdo) acoplada em Espectrémetro de Massas de
Alta Resolucédo (Impact 11, Bruker Daltonics Corporation, Alemanha) equipado com Fonte de
lonizagdo Electrospray. A separagdo cromatografica foi realizada com coluna Acquity UPLC®
CSH™ (18, tamanho de particula de 2,1 um, com 2,1x100 mm (Waters, Irlanda) e vazio de
0,200 mL min™. A mistura de gradiente dos solventes A (H20 com 0,1% (v/v) de Acido
Formico) e B (Acetonitrila com 0,1% (v/v) de Acido Férmico) como segue: 5% B 0-1 min,
50% B 1-5 min, 95% B 5-10 min e mantida a 95% de B 10-16 min, 5% de B 16-18 min e
mantida a 5% de B 18-32 min a 40 °C.

3.2.2. Analise dos Compostos por Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia (UHPLC)
(HRMS) e Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS)

A fonte de ionizacdo foi operada em modos positivo e negativo de ionizagdo e
ajustados para 4500 e 3000 V, respectivamente; com um potencial de end plate offset -500 V.
Os parametros de gas de secagem foram ajustados para 8 L mina 180 °C e pressdo do gas
de nebulizagdo a 4 bar. Os dados foram coletados de m/z 50 a 1300 com uma taxa de
aquisicdo de 5 Hz e os 4 ions mais intensos foram selecionados para fragmentacdo automaética
(Auto MS/MS).

3.2.3. Processamento de Dados e Analises Estatisticas

O software utilizado para o processamento de dados para detec¢do de pico, analise
multivariada e identificacdo foi o DataAnalysis 4.0 (Bruker, Germany). Para a identificacdo
dos compostos foram utilizados sites de banco de dados especializados: MoNa
(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/), ChemSpider (http://www.chemspider.com/) e Metlin
(https://metlin.scripps.edu). Os parametros de pesquisa nos bancos de dados online foram:
massa do precursor com erro < 10 ppm, tolerancia do fragmento < 10 ppm. As analises de
componente principal (PCA) e discriminacdo por projecdo em estrutura latente ortogonal

(OPLC-DA) foram geradas através do software ProfileAnalysis 2.1.



25

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 2 representa a diversidade dos perfis quimicos dos extratos L. thermotolerans
e meio BD (Batata Dextrose) no formato de intensidade de pico base (BPI), gerado a partir de
UHPLC-HRMS. A corrida cromatogréfica teve um tempo de 28.0 min por injegdo com 4.0
min para o equilibrio e limpeza da coluna. Foi revelado nessa primeira analise que no tempo
entre 1.0 a 6.0 min os dois Cromatogramas exibem um comportamento diferente em relacéo a
intensidade e areas dos picos, isso também é observado no tempo entre 14.0 e 25.5 min.
Porém, o perfil cromatogréfico € muito similar entre o controle e a amostra, sendo de dificil
diferenciacéo entre eles.

Entretanto, as analises de UHPLC-HRMS fornecem uma cobertura do espaco quimico
baseado em dados de MS e MS/MS. Para esse experimento a extensao de massas moleculares
estudadas foi de 50 a 1300 Dalton (Da). Essa distribui¢do de massa de precursores foi baseada
em estudos presentes na literatura (MACIA-VICENTE, J.G. et al., 2018).

O espaco quimico global observado no conjunto de dados completo compreendeu
aproximadamente oito mil espectros exclusivos de MS/MS ap6s a primeira inspecdo para a
amostra e o controle. Para minimizar e descartar potenciais ruidosos ou artefatos presentes em
analises de UHPLC-HRMS, foram impostas trés condi¢Bes de contorno: primeiro, a remocao
de espectros presentes somente no controle ou nos espacos em branco; segundo, considerar 0s
espectros finais que ocorreram somente na amostra; terceiro, considerar espectros com
MS/MS adquirido. A terceira condicdo é importante para auxiliar na identificacdo dos
compostos presentes na amostra.

Para auxiliar a diferenciacdo entre o controle e a amostra foi empregado analise
qguimiomeétrica usando estudo estatistico de PCA e OPLS-DA. O tempo de retencdo e 0s picos
obtidos nos espectros de massas de alta-resolucdo foram considerados para o teste de
diferenciagdo entre os extratos. Posteriormente os dados foram submetidos a deconvolugéo
dos ions e excluidos adutos de sodio e potassio.

Todos os dados espectrais foram coletados e processados usando métodos de
centralizacdo, padréo isotopico, filtragem, tempo de retencéo e reconhecimento de pico para
gerar uma matriz de dados incluindo identidade de amostra, identidade de ions e abundancia
de ions. O resultado desse procedimento matematico de deconvolucdo forneceu 126 ions
exclusivos da amostra.

O software utilizado para o processamento de dados para deteccdo de pico, analises
multivariadas e identificacdo foi DataAnalysis 4.0 (Bruker, Germany) e Software
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ProfileAnalysis 2.1. Para a identificacdo dos compostos foram utilizados sites de Banco de
Dados especializados como: MoNa, ChemSpider e Metlin. Qutros parametros, como
pontuacdo de fragmentacao e registro bibliografico sobre a ocorréncia das moléculas, também
foram considerados para desambiguacdo. Os principais fatores de exclusdo empregados para
identificacdo foram: erro de massa menor ou maior a 10 ppm para diminuir o nimero de
candidatos, perfil de fragmentacdo para justificar e comprovar a identificacdo e a
probabilidade de ionizacao por ESI.

Toda essa preocupacdo em varios fatores de exclusdo estd associada a possibilidade de
compostos dentro de uma faixa de massa de 0,5 a 5 ppm que costumam ter nimeros muito
diferentes de 4tomos de carbono; a biossintese a partir de unidades com uma composicao
elementar comum que fornece informacdes limitadas. Assim, a precisdo da massa e a razdo
isotOpica sdo parametros quase ortogonais que podem ser usados para excluir composicdes
elementares hipotéticas, mas ndo estabelece uma identificagdo consistente (NIELSEN et al.,
2011).

Nesses casos, MS/MS, ou preferencialmente por Espectrometria de Massas Sequencial
(MS", com padrdes de fragmentacdo subsequentes é mais eficiente, assumindo que padrdes
de referéncia estejam disponiveis para modelar a fragmentacdo da classe de compostos (A.
SHARMA et al.,2007). Dessa forma, todos os precursores foram submetidos a esses
parametros aqui apresentados para corroborar na propria identificacdo. Até o momento foram
identificados quatros compostos (Tab.1) com seus espectros ESI-MS/MS, respectivamente
(Figs.4,5,6 e 7).

Todos os compostos identificados sdo alcaloides (Fig.3) e apresentam em seu
esqueleto quimico atomos de nitrogénio e um perfil de fragmentacdo diferenciado. Dentre as
atividades presente na literatura para essas moléculas estdo: atividade antibacteriana em
dermatite digital em gado leiteiro, atividades inibitérias da glicosidase e atividade
antiproriferativa frente a linhagem de células humanas (HL-60, SMMC-7721, A-549, MCF-7
e SW480) in vitro com valores de ICso entre 0,12 a 15,56 M (OELSCHLAEGEL,S. et
al.,2012).



Figura 2 - Cromatogramas UPLC-Q-TOF/MS BPI modo positivo dos extratos EtOAc-Meio BD (a) e Lachancea thermotolerans (b)
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Tabela 1 - Compostos identificados no extrato de Lachancea thermotolerans.

_— Modo Tempode Massa Formula c Erro
Biblioteca  Composto m/z ~ . lons produtos
ESI retencdo (min.) exata molecular (ppm)
A . 146.0 145.052 . . . . .
Mona Hidroxiquin [M+H] 585 6.49 8 C9H7NO 128.1057; 118.0634; 111.0423; 104.1057;99.0426; 86.0953 -10.27
olina
Mona Xanthina  [M+H]* 1:?5’50 2.70 1524033 C5H4N402 136.0133; 110.0343 7.19
Calistegina . 160.0 159.089 142.0853;130.0854;124.0748;112.0752;
Goldmannet A, M “ggg 103 5 C7HI3NO3 103.0385; 94.0648; 86.0600; 82.0648 625
al., 1990
Ma, etal.,,  Clausehaina . 2921 291.125 . . . 0.3
2018 nina C [M+H] 339 0.34 9 C19H17NO2 246.1301; 200.1253; 158.1159; 112.1110




Figura 3 - Estruturas dos compostos identificados no extrato Lachancea thermotolerans.
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Figura 4 - Espectro de ESI-MS/MS para o composto 4-Hidroxiquinolina.
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Figura 5 - Espectro de ESI-MS/MS para 0 composto Xanthina.
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Figura 6 - Espectro de ESI-MS/MS para o composto Calistegina A3.
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Figura 7 - Espectro de ESI-MS/MS para o composto Clausehainanina C.
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Figura 8 - Aplicacdes dos compostos identificados em diferentes areas do conhecimento, destacando-se a Agricultura (2015-2020).
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O composto identificado 4-hidroxiquinolina pertence ao grupo de compostos nitrogenados heterociclicos da classe de Alcaloides

Quinolinicos. Eles desempenham papel importante em diversas areas do conhecimento e apresentam grande diversidade de sustancias naturais.

As Quinolonas sdao moléculas estruturalmente derivadas do heterociclico Quinolina, estando distribuidas na natureza como produto do

metabolismo secundario de vérias espécies de plantas e fungos, principalmente em espécies da familia Rutaceae (CUCA et al., 2011). Dessa
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familia tém sido isolados diversos derivados de Quinolona com atividades analgésica, amebicida, antiviral, herbicida e fungicida (CUCA et al.,

2007). O composto 8-Hidroxiquinolina e seus derivados sdo uma subclasse de Quinolinas com uma grande variedade de atividades bioldgicas.

Elas tém sido utilizadas como fungicida na agricultura e conservante nas industrias téxtil, madeireira e papelaria (Oliveri e Vecchio, 2016).
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As Xantinas sdo uma classe de Alcaloides Purinicos encontrados em muitas plantas diferentes, incluindo erva-mate (1,3 e 3,7
Dimetilxantina), café (1,3,7-Trimetilxantina) e cacau (Athayde et., 2000). Outra particularidade associada a esses compostos € sua fungéo

bioldgica em conjunto com a enzima Xantina A Desidrogenase (XDH), uma Hidroxilase contendo Molibdénio, sendo importante para regulacdo

do metabolismo de Purinas e Acido Urico responséaveis pela regulacio do envelhecimento e da resisténcia ao estresse de Arabidopsis, ervilha,
milho e uvas (Witte 2011; Brychkova et al. 2008; Zdunek-Zastocka and Lips 2003; (Katalin et al. 2000; You et al. 2017; Han et al. 2020).
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As Calisteginas sdao um grupo de Alcaléides (Glicoalcal6ides) descoberto inicialmente nas raizes de culturas de Calystegia sepium e
Atropa beladona. As estruturas quimicas contém um sistema de anel Nortropano com 3, 4, ou 5 grupos Hidroxila (Calisteginas A, B ou C,
respectivamente) localizados em varias posi¢des com diferentes estereoquimicas (funcionalidade Aminocetal), e um grupo Amino de ponte
(Asano et al., 2000; Biastof et al. 2007). Esses compostos foram identificados em varios géneros como Atropa, Datura, Duboisia, Hyoscyamus e
Escopolia pertencente as familias Solanaceae, Convolvulaceae, Erythroxylaceae e Brassicaceae (Asano et. al., 2000; Schimming et. al., 2005;
Brock et al.; 2005 e 2006; Romera -Torres et al., 2019). As atividades bioldgicas associadas aos Alcaldides Polihidroxilados sdo seus niveis de
toxicidades a bactérias, fungos, virus, insetos, animais e humanos (Friedman 2006).
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Pharmacology, T... (33.3%) ~~ Biochemistry, G... (33.3%)

/

Clauschainanina C

Chemistry (33.3%)

Os Alcaldides Carbazolicos sdo caracterizados por um esqueleto basico aromatico triciclico que consiste em um anel de Pirrol central
fundido com dois anéis de Benzeno. O préprio Carbazol foi originalmente isolado da fragdo Antraceno do alcatrdo de carvao (Graebe e Glaser
1872). Eles foram encontrados em bactérias, mixomicetos, fungos, esponjas, tunicados e nas familias de plantas relacionadas Apocynaceae e
Loganiaceae. A grande maioria dos Carbazois, compreendendo mais de 330 derivados, demonstrou ser derivado do 3-Metilcarbazol como
precursor comum. Este tipo de Carbazoéis foi designado por Fitocarbazo6is (Chakraborty 1977). Entretanto ndo ha evidéncias cientificas de
estudos recentes relacionados a aplicagcdes desse composto na area de agricultura, podendo assim ser objeto de pesquisa a ser investigado.

Fonte: Scopus.com - Fev/2020, considerando somente artigos cientificos.
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5. CONCLUSAO

O extrato bruto de metabolitos secundarios da levedura Lachancea thermotolerans
apresentou oito mil espectros exclusivos de MS/MS através da analise de UHPLC-HRMS.
Esses dados foram submetidos ao procedimento matematico de deconvolugéo, obtendo-se 126
ions exclusivo da amostra.

O método analitico de UHPLC-HRMS tem sido uma ferramenta de alto desempenho
para identificacdo de compostos organicos e biomoléculas de grande diversidade estrutural
para a analise de metabolitos secundarios.

Desse modo, foram identificados quatro compostos organicos da classe de Alcaldides
Heterociclicos, sendo trés (03) naturais: 4-Hidroxiquinolina, Xanthina e Calistegina A3; e um
(01) sintético: Clausehainanina C, do extrato bruto de L. thermotolerans.

Esses compostos apresentam, através da literatura, atividades antimicrobiana,
antiproliferativa, inibitéria e regulatoria, aplicados em diversas areas do conhecimento,
podendo assim, ser testados como agentes de biocontrole em testes antagonistas de ensaios
bioldgicos contra fitopatdgenos causadores de doencas fungicas e bacterianas nas culturas

agricolas de interesse.
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