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RESUMO

A grande producdo de residuos agroindustriais desperta a busca por alternativas
sustentaveis. Estes residuos sdo grande fonte de energia e biomassa, podendo ser
usado para geracao de energia, biocombustiveis e quimicos. O algodao é uma cultura
que possui grande importancia comercial. Além da producdo de fibras usada na
fabricacdo de téxtil, a semente é usada para produzir oOleo (fracdo liquida) e
torta/farelo (fracdo solida). A torta/farelo de semente de algoddo (TCA) possui uma
quantidade significativa de proteina e carboidratos, o qual pode ser usada para
nutricdo animal. Entretanto, a TCA possui alguns compostos antinutricionais ou
toxicos para nutricdo de animais, como o gossipol. O uso de microrganismos, entre
estes, os macrofungos tem sido uma estratégia para degradar/destoxificar tais
compostos quimicos e assim viabilizar sua utilizacdo na nutricdo de mono ou poli-
gastricos. Contudo € necessario identificar os compostos quimicos bioativos
produzidos pelos macrofungos, e neste caso, a metabolémica baseada na
espectrometria de massas pode ser uma ferramenta aplicada para caracterizar 0s
metabdlicos fungicos de baixo peso molecular. Dessa maneira, esse trabalho
caracterizou 0s metabolitos presentes em torta de caroco de algoddo apos a
fermentacéo estado sélido de macrofungos, utilizando metabolémica untargeted por
cromatografia de ultra alta eficiéncia, acoplado a espectrometria de massas tandem
(UHPLC-ESI-MS/MS, do inglés Ultra-High Performance Liquid Chromatography -
Mass Spectrometry). Os dados resultantes foram submetidos a andlise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) e
comparados ao banco de dados Entidades Quimicas de Interesse Bioldgico e
Enciclopédia Kyoto de Genes e Genomas. Os PCAs dos macrofungos Schizophyllum
commune (FPB 117) e Fistulina hepatica (CC102) apresentaram alteracGes
significativas no perfil de compostos quimicos da torta de caroco de algoddo (in
natura) ap0s a fermentacdo fungica. Nos fermentados (TCA-+macrofungo) foi
possivel identificar compostos quimicos das classes dos lipideos, aminoacidos,
oligossacarideos, nucleosideos e nucleotideos. O fermentado com Pleurotus
pulmonarius EF88 apresentou um perfil cromatografico muito préximo ao controle,
indicando o processo de cultivo microbiano nas condicGes testadas ndo apresentou
crescimento significativo do macrofungo. A ferramenta de metabolémica untargeted
aplicada neste trabalho mostrou-se eficiente para identificacdo e caracterizacdo de
metabolitos de processos fermentativos microbianos em biomassas vegetais. Tais
informacdes contribuem para trabalhos envolvendo a desconstru¢do da biomassa
lignoceluldsica e industria de nutricdo animal.

Palavras-chave: Basidiomicetos; Fermentacdo em estado sélido; Metabdlitos bioativos;
Insumo animal
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ABSTRACT

The large production of agro-industrial waste arouses the search for sustainable
alternatives. These residues are a great source of energy and biomass, and can be
used for energy generation, biofuels and chemicals. Cotton is a crop that has great
commercial importance. In addition to the production of fibers used in the
manufacture of textiles, the seed is used to produce oil (liquid fraction) and cake/bran
(solid fraction). Cotton seed cake/bran (TCA) has a significant amount of protein and
carbohydrates, which can be used for animal nutrition. However, TCA has some
antinutritional or toxic compounds for animal nutrition, such as gossypol. The use of
microorganisms, among them, macrofungi has been a strategy to degrade/detoxify
such chemical compounds and thus facilitate their use in mono or poly-gastric
nutrition. However, it is necessary to identify the bioactive chemical compounds
produced by the macrofungi, and in this case, the metabolomics based on mass
spectrometry can be an applied tool to characterize the low molecular weight fungal
metabolites. Thus, this work characterized the metabolites present in cottonseed cake
after solid state fermentation of macrofungi, using untargeted metabolomics by
Ultra-High Performance Liquid Chromatography - Mass Spectrometry (UHPLC-
ESI-MS / MS). The resulting data were submitted to Principal Component Analysis
(PCA) and compared to the database of Chemical Entities of Biological Interest and
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. The PCAs of the macrofungi
Schizophyllum commune (FPB 117) and Fistulina hepatica (CC102) showed
significant changes in the profile of chemical compounds in cottonseed cake (in
natura) after fungal fermentation. In the fermented (TCA + macrofungus) it was
possible to identify chemical compounds of the classes of lipids, amino acids,
oligosaccharides, nucleosides and nucleotides. The fermented with Pleurotus
pulmonarius EF88 showed a chromatographic profile very close to the control,
indicating the microbial cultivation process under the tested conditions did not show
significant growth of the macrofungus. The untargeted metabolomics tool applied in
this work proved to be efficient for the identification and characterization of
metabolites from microbial fermentative processes in plant biomass. Such
information contributes to studies involving the deconstruction of lignocellulosic
biomass and the animal nutrition industry.

Keywords: Basidiomycetes; Solid state fermentation; Bioactive metabolites; Animal
input

XV



1. INTRODUCAO



1. Introducéo

Os residuos agroindustriais sdo potenciais matéria-prima renovaveis que
estdo ganhando forca no setor energético e em modelos de biorrefinarias. As
biomassas sélidas ou liquidas que compde tais residuos de processamento possuem
caracteristicas quimicas que podem ser aplicadas a outros setores, tais como
carboidratos, proteinas, lipideos, entre outras que podem ser gerar produtos para

nutrigdo animal, por exemplo®.

Neste cenario, encontra-se a cultura agricola do algoddo, que tem como
principal produto a pluma (industria téxtil). A semente apds a retirada da pluma é o
segundo produto, que processada gerara dois novos produtos, 6leo e torta/farelo.
Ressalta-se que em cada uma das etapas de processamento destes principais produtos
(pluma e semente) sdo gerados residuos de processamento desde a producao agricola

até agroindustriais de processamento de semente ou industrias de fiacdo do algodao.

A agroindustria de processamento/esmagamento das sementes de algodao
tem dois ativos financeiros principais, 6leo bruto e torta/farelo de algoddo. O oleo
tem aplicagOes para producéo de biodiesel, lubrificantes ou alimentos. A torta/farelo,
classificados de acordo com sistema de esmagamento quimico (farelo) ou fisico
(torta) tem sua principal aplicacdo a nutricdo de ruminantes, teores de proteinas e
carboidratos. A torta de caroco/semente de algoddao (TCA) para aplicacdo na
nutricdo animal tem limitagdes, principalmente a monogatricos. Sendo a principal
limitacdo a presenca do gossipol, o qual é uma substancia antinutricional e tdxica,
interferindo na digestibilidade e absorcdo dos nutrientes. Este afeta o crescimento e
ganho de peso e pode levar o animal a infertilidade®®. A recalcitrancia,
principalmente em funcdo da lignina, também limita o uso para monogastricos. Por
isso, faz-se necessario o uso de pré-tratamento para viabilizar o uso de TCA em

nutricdo animal.

Os métodos de pre-tratamento mais utilizados sdo quimicos e/ou fisicos.
Estes usam altas temperaturas, irradiacdo ou adicdo de substancias acidas (&cido
sulfarico ou acido nitrico) ou basicas (hidroxido de sddio)*®. Estes métodos possuem

altos custos e podem formar subprodutos que inibem os biocatalisadores microbianos
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e enzimaticos. J4 os métodos de pré-tratamento biol6gicos, envolvendo os fungos de
podriddo branca (inglés, White — rot fungi), se destacam por degradarem os materiais
lignoceluldsicos e o gossipol®. Os fungos sdo cultivados em sistema de fermentagio
em estado sélido (FES) na TCA podem degradar/destoxificar além produzir diversas
substancias bioativas, enriquecendo a biomassa para formulagdes de dietas
nutricionais do animal, podendo ainda melhorar a sadde animal, ou seja, agregando

valores a TCA pré-tratada biologicamente pelos macrofungos.

Contudo, fazem-se necessarios estudos mais detalhados de todos os
metabolitos produzidos apds a FES-TCA pelos macrofungos. Permitindo assim
conhecer e caracterizar quais metabdlitos presentes para poder atribuir agregacdo de
valor da FES-TCA, isto é, prospectando compostos quimicos com atividades
bioativas que podem trazer beneficios para a salde animal. Para isso, 0 uso de
ferramentas como a metaboldmica por espectrometria de massas torna-se uma

excelente opcao para este tipo de abordagem.



1.1. Importancia socioecondmica do Algodao (Gossypium hirsutum
L)

O algoddo é umas das culturas mais importantes na agricultura mundial.
Pertences a familia Malvaceae e género Gossypium, as espécies Gossypium hirsutum
L., G. barbadense L., G. arboreum L e G. herbaceum L., sdo cultivadas para a
produzirem algodédo (Figura 1). A espécie G. hirsutum € a principal espécie cultivada
que da origem a fibra de algoddo no Brasil e no mundo, alcancando 90% da

producdo mundial”®,

Figura 1: Flor (A) e fruto (B) de Gossypium hirsutum (fonte Wunderlin et al.,
2018°).

O algoddo é cultivado em inimeros paises, incluindo China, India, Estados
Unidos e Brasil, movimentando cerca US$ 12 bilhGes por ano'® (Figura 2). O Brasil
ocupa a quarta posicdo em producdo mundial, sendo as regides Centro-Oeste e

Nordeste responsaveis por 89,3% da producéo total do pais'!.



Principais paises produtores de algodéo (em 1000 t.)
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Figura 2: Principais produtores mundiais de algod&o. Ano de referéncia: 2017 a
20181112,

O produto colhido a partir do campo de algodéo é separado em moinho de
descarocamento em fibra e carogo de algod&o, de onde sdo obtidos de 37 a 43% de
fibra e 57 a 63% de carogo®® (Figura 3). A fibra é o principal produto do algodao, se
caracterizando por ser uma celulose na sua forma quase pura e esta presente na
industria téxtil (fiacdo e tecelagem), em moveis, colchdes, veiculo, dentre outros'*. O
caroco/semente de algodao é rico em dleo, cuja améndoa possui cerca de 30-35% do
seu peso, sendo importantes para a industria alimenticia!®. O subproduto da
extracdo do 6leo contido no carogo de algoddo, TCA, possui teores significativos de
proteina, de lipideos e de carboidratos, podendo também ser aproveitado para a

alimentac&o animal'®?’.
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Figura 3: Produtos e coprodutos do beneficiamento do algodéo.

A cultura do algod&o é importante no setor de nutricdo animal, em funcgéo
do coproduto torta/farelo. Em um trabalho realizado no sul dos EUA, Poore et al.
(2006)*® suplementou a dieta de novilhas com carogo de algoddo durante o periodo
do inverno por dois anos. Ao fim do experimento, observou-se um aumento no ganho
de peso individual de 100 g/animal/dia no primeiro ano e 230 g/animal/dia no
segundo ano. Souza e seus colaboradores (2018)!° também notaram aumento do
peso corporal dos animais, do rendimento da gordura do leite e o particionamento de
energia em relagdo as reservas corporais. Rogers et al., (2002)%° afirmam que a
gordura presente no caroco de algoddo melhora o desempenho reprodutivo nos
animais, especialmente em vacas magras, 0 qual aumenta a circulacdo de
triglicerideos e colesterol auxiliando na esteroidogénese?’. Para Absalan et al.
(2011)%, uma dieta suplementada com caroco de algoddo aumenta o ganho de peso
médio diario e a morfologia e criptas do intestino delgado de cordeiros. Entretanto,
recomenda-se que a suplementacdo seja limitada a 0,33% do peso corporal da
novilha, ou seja, 15% da ragio®2,

Essa limitacdo se da pela presenga alguns fatores antinutricionais, o qual
quando consumidos, reduzem o valor nutricional de TCA, podendo interferir na

absorcdo ou digestibilidade de nutrientes e, se ingeridos em altas concentracdes,



podem acarretar danos a salde animal?®®. A presenca de gossipol é um fator
antinutricional que limita o uso de TCA em dietas de ndo-ruminantes (Figura 4). Esta
substancia torna-se uma toxina potente em se tratando da nutricdo animal, formando
complexos estaveis com cations como o ferro, podendo ocasionar anemia®. O
gossipol é produzido por glandulas encontradas nas raizes, partes aéreas e caro¢o do
algodoeiro (planta), principalmente nas glandulas de 6leo existentes no caroco de

algodao®2°,

Figura 4: Férmula estrutural do Gossipol.

1.2. Pré-tramentos bioldgicos e melhoria nutricional em tortas de
sementes oleaginosas, como TCA

A TCA ¢ utilizada nas formula¢Ges de dietas para na nutricdo animal,
principalmente poligastricos (ruminantes). Este coproduto da cadeia do algoddo
possui altos teores de celulose (35 a 50%), hemicelulose (20 a 35%) e lignina (15 a
20%), que também limitam a aplicagdo em monogastricos (aves e suinos),
requerendo assim pré-tratamentos para desconstrugcdo da parede celular vegetal —
lignocelulose (celulose, hemicelulose e lignina) que melhorariam o seu valor
nutricional*"?’,

Nos métodos de pré-tratamento fisico e quimico biomassas vegetais, tais
como TCA, é usada uma forca mecénica, térmica ou quimica externa para
desconstruir a estrutura compacta da lignocelulose. Entretanto, o alto custo,

problemas de corrosdo, altas demandas de energia e impacto no meio ambiente séo



fatores negativos®3!, O pré-tratamento biol6gico com fungos vem se destacando
devido a baixas demandas de energia, degradacéo seletiva da lignina e hemicelulose
e menor impacto ambiental®°323,

Essa capacidade microbiana de desconstrucao esta ancorada na versatilidade
de sistemas enzimaticos exclusivos, enzimas ligninoliticas (peroxidase de lignina,
peroxidase de manganés, lacases e LPMOs) e celuloliticas (celulases e xilanses,
outras) presentes nos fungos. Os macrofungos (fungos de podriddo branca ou
marrom) sdo uma alternativa biologica em potencial aos métodos que envolvem
produtos quimicos potencialmente toxicos e equipamentos caros®*3°,

Os macrofungos (fungos de podridao branca ou WRF) degradam tem mais
seletivamente a lignina, especialmente durante a fase inicial da colonizacio®. A
lignina é degradada enzimaticamente para atingir os polissacarideos — celululose e
hemicelulose (Figura 5). 337,
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Figura 5: Representacdo esquematica da acdo do pré-tratamento na desconstrucao da
biomassa lignoceluldsica (adaptado de Shirkavand et al. (2016)%%).

Na natureza, é possivel encontrar cerca de 150.000 espécies de macrofungos
formadores de cogumelos (corpos de frutificacdo), que se dividem podem ser
classificados em espécies de cogumelos comestiveis ou ndo-comestiveis e/ou

toxicos, quando observado do interesse nutricional humano®¥*!. Muitos cogumelos
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sdo utilizados para fins culinarios incluindo Lentinula edodes (shiitake), Pleurotus
ostreatus (Hiratake ou Shimeji-Brasil), Flammulina velutipes (enoki) e Agaricus
bisporus (champignon de Paris); e, para fins medicinais como o Ganoderma lucidum
(Reishi) e Agaricus blazei (cogumelo do Piedade)*?*3. Os cogumelos comestiveis e
comerciais possuem alto valor nutricional e funcional com propriedades medicinais e

terapéuticas, alguns dos quais também sdo de importancia econdmica®*’.

Pesquisadores da Embrapa Agroenergia (DF) identificaram espécies de
macrofungos capazes de crescer em substratos a base TCA (fonte nutritiva).
Enquanto crescem, eliminam ou reduzem as substancias toxicas desses materiais, tais
como gossipol, tornando assim a TCA-fermentada em condig¢des de uso na nutri¢éo
animal — destoxificada. Em 35 espécies testadas de macrofungos cinco mostraram-se
eficazes quanto ao crescimento microbiano e capacidade de reduzir em 99% do
gossipol. O TCA-fermentado de macrofungos apresentou também potencial para
gerar metabdlitos microbianos com atividades bioativas®®.

Os fungos Schizophyllum commune, Pleurotus pulmonarius, Fistulina
hepatica, Panus lecomtei e Ganoderma lucidum estdo se destacando nos trabalhos
usando TCA como substrato de cultivo por fermentacdo estado solido*34°, Espécies
do género Ganoderma foram cultivadas em seis tipos biomassas lignocelulésicas
agroinddstrias, tais como palha de milho, bagaco de cana e caule de algoddo. O
algoddo demonstrou ser o melhor substrato para crescimento micelial®. Ja a espécie
G. lucidum secretou varias isozimas de lacase sob diversas condicdes de crescimento.
As isozimas da lacase apresentam um papel antioxidante, sendo capazes de eliminar
os radicais livres durante a calogénese®l. Alteragcdes na composicdo quimica de
caules de algodoeiro foram estudadas apds 0 uso como substrato para o cultivo em
fase solida de fungos do género Panus, onde se mostrou eficiente no consumo de
celulose, degradando os residuos de algodoeiro®.

Schizophyllum commune é um macrofungo que possui eficiente sistema
enzimatico celulolitico capaz de crescer em madeiras em decomposi¢do. Este fungo
hidrolisou varias biomassass agricolas com a conversdo maxima de celulose em
glicose de 98,0%. Espécies do género Pleurotus possui alto crescimento em carogo
de algodao, viabilizando o seu cultivo neste residuo, favorecendo a economia da

fungicultura de cogumelos comestiveis, por exemplo®. A TCA-fermentada



apresentou alto teor de proteinas e reducéo do teor de ligno-celulose, tornando-se um
possivel alimento para ruminantes®.

Diante do exposto, os residuos ou coprodutos de algoddo, como a TCA,
demonstram ser excelentes fonte de carbono para o cultivo de macrofungos®. A
TCA-fermentada por macrofungos pode ser aproveitada composicdo nutricional de
dietas para animais e o corpo frutifero (cogumelos) na alimentacdo humana, além de

ser fonte de metabdlitos bioativos.

1.3. Macrofungos como agentes biolégicos no pré-tratamento de
compostos antinutricionais-toxicos e fontes de compostos bioativos

Os macrofungos utilizando as macromoléculas da madeira como fonte
nutricional, inclusive a lignina-polimero estrutural das plantas °°°. Os sistemas
enzimaticos dos fungos catalisam e metabolizam ndo apenas a lignina, mas também
hidrocarbonetos policiclicos, compostos fenolicos, petroleo, metal pesado e corante
sintético e téxtil (Tabela 1), sendo conhecido como agentes bioldgicos

bioremediadores.
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Tabela 1: Classes de compostos quimicos degradados por macrofungos ou fungos de
podriddo branca — agentes bioldgicos biorremediatores (adaptado de Phan et al.,
2012%).

Classe de compostos Fungos Referéncia
Agaricus bisporus
Pleurotus eryngii
60
Hidrocarbonetos Pleurotus ostreatus
aromaticos policiclicos Coprinus comatus
Pleurotus pulmonarius 61
Pleurotus ostreatus 62,63
Compostos fendlicos Agaricus bisporus 64
Petréleo Pleurotus pulmonarius 65
Metal pesado Lentinula edodes 66
Pleurotus sajor-caju 67,68
Pycnoporus sanguineus 69
Lentinus polychrous 70
Corante sintético e téxtil
Pleurotus ostreatus 71,72
Cyathus bulleri 73
Ganoderma sp. 74
Compostos clorados Pleurotus ostreatus 75
o Pleurotus pulmonarius 76
Pestiscidas i :
Agaricus bisporus 77

As principais enzimas do sistema de degradacdo da lignina s&o
extracelulares, permitindo a oxidacdo do substrato de baixa solubilidade®.
Adicionalmente, estes macrofungos possuem a capacidade de tolerarem uma

concentracdo maior de poluentes toxicos®’.

Além de serem agentes biorremediatores ambientais, os macrofungos, tem a
capacidade da destoxificagdo compostos quimicos presentes em biomassas

lignocelulosicas agroindustrias, que podem favorecer a alimentacdo de ruminantes.
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Estes microrganismos produzem metabdlitos que podem ser moléculas bioativas,
agregando valor a biomassa-fermentada com possibilidade de aplicacdo na inddstria
farmacéutica, agroquimica e alimenticia. Eles degradam moléculas de alto peso
molecular (carboidratos, proteinas, lipideos, lignina, entre outros) e as convertem em

aminoéacidos, nucleotideos, vitaminas, carboidratos e acidos graxos’®.

Os macrofungos, na sua maioria basidiomicetos, tem sido fontes
importantes de novos metabdlitos biologicamente ativos com propriedades
antibioticas ou farmacologicas. Onde, pressupde-se que mais de 40% dos fungos

filamentosos produzem antibiéticos sob condigdes naturais de crescimento’®,

As primeiras investigacOes de metabdlitos bioativos microbianos originaram
com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1929, onde foi observado
que o fungo Penicillium notatum matou as culturas da bactéria Staphylococcus

82

aureus®. A lovastatina foi identificada nos fungos Aspergillus terreus e

Penicillium citrinum 8; e, 0 composto compactina no fungo Penicillium citrinum?.

Os metabdlitos ativos do género Ganoderma, sdo constantemente
explorados devidos os efeitos farmacoldgicos na protecdo antitumoral, hepatica e no
aumento da imunidade, especialmente na neuroprotecdo®. Este género também tem
sido utilizado no tratamento de doenca de Alzheimer, doenca cerebrovascular e

doenca de Parkinson.

Os macofungos-basidiomicetos sdo produtores prolificos de terpendides,
policetideos, derivados de A&cidos graxos e derivados de aminoacidos®. Os
terpendides possuem atividades antibiotica, citotdxica, antifungica e antibacteriana.
Eles também atuam contra o Plasmodium falciparum (parasita da malaria) e contra
linhagens celulares de cancer®®°. Os policetideos e derivados de &cidos graxos
podem exibir atividade antibiotica e citotoxica e induz diferenciacdo morfoldgica e
fisiologica de células tumorais em concentracdes nanomolares®®®, Os compostos
derivados de aminoéacidos e dos peptideos nao-ribossdmico podem apresentar
atividade inibitoria contra peroxidacgéo lipidica. O &cido teleforico, por exemplo, um
pigmento caracteristico de muitas Thelephoraceae, é considerado antitumoral e

agente antialérgico®:*,
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Da mesma forma, muitos compostos fangicos também sdo utilizados como
imunossupressores  (ciclosporina e &cido micofendlico), vasoconstritores
(ergometrina) '°, alucindgenos®®®® e pigmentos®®®*. Essas propriedades sdo
importantes para as industrias biotecnoldgicas (especialmente farmacéutica,
cosmética e indastrias de alimentos) que podem comercializar o derivado

diretamente das moléculas de fungos.

Entretanto, a elucidacdo estrutural de metabdlitos secundarios fangicos
desconhecidos € dificil, pois muitos desses compostos quimicos naturais sao
sintetizados em pequenas quantidades e em matrizes muito complexas. Cada
metabolito secundério é secretado em condi¢cdes ambientais especificas, resultando
na producdo de apenas uma pequena proporc¢do do total de compostos em condig¢des

normais de crescimento laboratorial®.

1.4. Metabolémica de fungos

Os metabdlitos primarios estdo envolvidos no crescimento, manutengéo ou
reprodugdo normal de organismos, como os aminoacidos, lipideos e carboidratos. Os
metabdlitos secundarios sdo pequenas moléculas (<1000 Da) que refletem o estado
celular dos sistemas biolégicos e modificagdes genéticas e/ou ambientais®®®’. Tais
metabdlitos sdo, em sua maioria, compostos bioativos envolvidos na sinalizagéo,
comunicacdo e defesa quimica dos organismos. Destacam-se os alcaloides, terpenos,
policetideos e 4cidos organicos que sdo metabodlitos secundarios bioativos®°,

Entretanto, a identificacdo desses metabdlicos continua sendo o aspecto
mais desafiador'®., O metabolismo flngico, por exemplo, é complexo com enorme

diversidade quimica, necessitando de estudos detalhados e criteriosos®1%2,

A abordagem metabolémica € uma ferramenta eficiente que investiga, de
maneira global e imparcial, metabdlitos em um sistema bioldgico, identificando e
quantificando as moléculas envolvidas em rotas metabélicas®®1%, Os experimentos
metabolémicos oferecem uma rota acelerada e melhorada para a descoberta de

medicamentos derivados de produtos naturais e seus efeitos biologicosi?®107:108,
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Além disso, a metaboldmica permite decifrar redes metabolicas!®, interagGes

110

ambiente-gene!!? e identificacdo de biomarcadores!!t112,

A metabolémica possui duas principais abordagens: analise direcionada
(targeted) e analise ndo direcionada (untargeted) (Figura 6). A metabolémica
targeted € restrita a identificacdo e quantificacdo de um ou alguns metabdlitos
especificos de uma via metabdlica conhecidal'®1%, J4 a metabolémica untargeted é
usada para detectar e identificar todos, ou quase todos, os metabdlitos conhecidos e
desconhecidos em uma amostral'*!’. Estes dados podem ser usados para a
quantificacdo relativa e para informar alteragcdes metabdlicas que podem ser

estudadas com a abordagem targeted &,

Untargeted

Descoberta de novos metabolitos
Geracdo de hipoteses

Analise global/abrangente
Identificagdo qualitativa
Quantificagdo relativa

A

METABOLOMICA

Valida¢do

Hipétese orientada

Analise de subconjuntos

Identificagdo de compostos conhecidos
Quantificagdo absoluta

Turgeted

Figura 6: Comparacéo entre estudos metabolémicos untargeted e targeted (adaptado
de Schrimpe-Rutledge et al., 2016)*8,

Os avancos na metaboldmica s6 foram possiveis devido ao desenvolvimento
de ferramentas analiticas avangadas, onde as plataformas sdo reprodutiveis e
sensiveis. Estas permitem a analise de moléculas em baixas concentracdes e em

misturas complexas, como em extratos fingicos**®.
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1.4.1. Técnicas analiticas avancadas para analise metabolomica

As estratégias metabolémicas dependem de duas ferramentas analiticas cujo
objetivo é realizar uma analise quimica abrangente do sistema biolégico em estudo:
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR, do inglés nuclear magnetic
resonance) e espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry). ANMR e
MS levaram a caracterizacdo de muitos novos compostos quimicos fangicos, por

exemplo.

A NMR é uma anélise de alta eficiéncia, reproducdo e rapidez. E uma
ferramenta de analise ndo destrutiva, de modo que as amostras podem ser
recuperadas para pesquisas subsequentes!®. No entanto, a NMR possui menor
sensibilidade quando comparada a MS e a andlise dos espectros de misturas

complexas sio mais dificeis*?!122,

A abordagem MS é importante para a analise quimica abrangente (quali e
quantitativa) e simultanea de todos (ou quase todos) os metabolitos em um sistema
celular, oferecendo 6tima seletividade e sensibilidade®. E uma analise baseada na
relacdo massa/carga (m/z) e possibilita a elucidadagdo estrutural por padrdes de

fragmentagéo, garantindo um screening com alta rapidez e especificidade!Z,

A separagdo cromatogréfica acoplada ao MS oferece grandes vantagens,
dentre elas a reducdo do efeito da matriz, supressdo ibnica e a separacdo dos
isdbmeros'?*. Dois métodos de separagdo sio comumente utilizados: cromatografia
gasosa (do inglés, Gas Chromatography - GC) e cromatografia liquida (do inglés,
Liquid Chromatography - LC).

A GC-MS é comumente utilizada no estudo metabolémico de metabolicos
primarios volateis e semi-volateis'®?® Possui alta capacidade de detecgéo,
estabilidade, alta reprodutibilidade do tempo de retencdo e dos espectros de massa e
amplas bibliotecas de compostos'?>12, Contudo, as amostras precisam ser aquecidas
e 0s picos se sobrepbem no cromatograma bruto, dificultando a

identificagao!?0127128,

A cromatografia liquida (LC-MS) é comumente usada para a analise de

metabdlitos secundarios'!®?®, Ela é capaz de medir uma ampla faixa de diferentes
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metabolitos em baixa concentracdo, devido a alta sensibilidade e seletividade do
equipamento®3®3!, A maioria das analises ndo requer derivatizagio'?°. No entanto, as

amostras sdo destruidas durante a analise e a matriz pode causar supressao dos ions
132

O resumo das vantagens e desvantagens das principais ferramentas

analiticas utilizadas em metabolémica pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2: Principais vantagens e desvantagens de ferramentas analiticas utilizadas em analises metabolémicas (adaptado de Razzaq et al.,

2019)%,
Ferrarp(_entas Vantagens Desvantagens Propriedades
analitica
Altamente reprodutivel
Alto custo do instrumento Faixa de massa:
Quantificacao precisa '
NMR Baixa sensibilidade < ~50 kDa:
Anélise robusta ’
. Grande volume de amostra Sensibilidade:
Facilidade de preparacdo da amostra; . PN
_ Andlise espectral demorada e complexa | Baixa (107 M)
N&o é necessario etapa de separacao
Faixa de massa:
Alta sensibilidade
Destrutivo; <1500 Da;
Boa seletividade
Quantificacao reduzida; Preciséo:
LC-MS Pouco volume de amostra
_ o Supressdo de ions; 50-100 ppm;
N4o é necessério derivatizar
Preparacdo de amostra trabalhosa Sensibilidade:

Abrange uma variedade de amostras

Alta (1025 M)
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GC-MS

Precisdo
Alto poder de resolugao

Adequado para analise de compostos
volateis

Boa sensibilidade

Reprodutivel

Necessario derivatizacdo
Analise destrutiva;

Inadequado para compostos nao volateis

Faixa de massa:

<350 Da;
Precisdo:
<50 ppm;
Sensibilidade:
Alta (102 M)
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Entretanto estes equipamentos geram muitos dados complexos,
necessitando-a de processamento de dados. A quimiometria € uma ferramenta
importante para organizar e facilitar o entendimento dos processos que ocorrem
quando uma grande quantidade de dados é gerada. Esta organizagdo é feita através
da representacdo visual da informagdo, facilitando o estudo de uma grande
quantidade de réplicas. Antes das analises multivariadas, é necessario um pré-
processamento dos dados. Nesta etapa é gerada uma tabela, com as varidveis de

interesse (como tempo de retencéo, intensidade das massas e m/z)!%.

Dentre as ferramentas quimiométricas, tem-se a analise de componentes
principais (PCA) que apresenta um modelo de separagdo ndo-supervisionado, onde
0s grupos séo projetados no espaco devido a diferencga de intensidade das variéveis.
Este modelo também apresenta a projecdo das varidveis responsaveis por tal
separacéo e o nivel de importancia nessa separacdo de grupos!®. Assim o PCA se
mostra Gtil na avaliacdo de duas classes (como fermentado com fungo e néo

fermentado utilizado neste estudo).

Nesse contexto, as abordagens metabolomicas podem auxiliar na
compreensdo de processos biotecnolégicos, no sentido de otimiza-los ou na
prospeccdo de novos compostos quimicos de interesse industrial. Assim, neste
trabalho visando-se prospectar metabdlitos secundarios dos TCA-fermentados por

macrofungos optou-se em usar LC-MS como ferramenta analitica.
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2. Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo prospectar os metabdlitos secundarios

presentes em torta de carogco de algoddo fermentada por macrofungos utilizando

metabolomica untargeted por cromatografia de ultra-alta eficiéncia acoplado a
espectrometria de massas tandem (UHPLC-ESI-MS/MS, do inglés Ultra-High

Performance Liquid Chromatography- Mass Spectrometry).

2.1. Objetivos especificos

Quatro objetivos especificos delinearam este trabalho:

Otimizar um protocolo para analise metabolémica de TCA
fermentada por macrofungos utilizando UHPLC-ESI-MS/MS.
Avaliar os metabolitos produzidos por cinco espécies de
macrofungos:  Schizophyllum commune FPB117, Pleurotus
pulmonarius EF88, Fistulina heptica CC102, Panus lecomtei CC40
e Ganoderma lucidum CC351 cultivados em TCA.

Processar os dados obtidos utilizando analises quimiométricas.
Identificar os compostos quimicos majoritarios produzidos por
macrofungos ap6s a fermentacdo de TCA utilizando estratégia

metabolémica untargeted.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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3. Procedimento experimental

3.1. Reagentes e solugdes

Os solventes etanol e acetonitrila foram adquiridos da Bio-Grade (San
Francisco) com pureza > 99% e grau LC-MS. O é&cido férmico foi adquirido da
Merck KGeA (Germania) com pureza de 98-100% e grau LC-MS.

Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (18,2 MQ) obtidas

através do sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

3.2. Material bioldgico

Os macrofungos utilizados neste trabalho fazem parte da Colecdo de
Microrganismos e Microalgas Aplicados a Biorrefinaria da Embrapa Agronergia
(CMMABIO0), Brasilia, Distrito Federal. Os macrofungos Schizophilum commune
FPB117, Pleurotus pulmonarius EF88, Fistulina hepatica CC102, Panus lecomtei
CC40 e Ganoderma lucidium CC351 foram escolhidos para esse estudo por se
destacarem em trabalhos anteriores realizados na Embrapa Agroenergia (Brasilia DF)
utilizando biomassas vegetais agroindustriais como fonte de nutricdo para cultivo
fermentac&o estado solido*34-1%,

Os macrofungos foram cultivados em sistema de fermentacdo em estado
solido (FES) em torta de caroco de algoddao (TCA), fornecida pela empresa
Farmotec, localizada em Buritis — MG. O preparo do material bioldgico foi realizado
no laboratorio de processos bioquimicos (LPB) da Embrapa Agroenergia pelo grupo
de pesquisa coordenado pela pesquisadora Dr. Simone Mendoga, tendo a
colaboracdo de Msc. Marina Borges. O cultivo foi feito utilizando 30 g (massa seca)
TCA com 65% de umidade. Os frascos (tipo erlenmeyers) com o TCA foi
autoclavado por 15 minutos a 121°C. Apo6s o resfriamento os frascos contendo 0s
TCA foram inoculados com os micélios dos macrofungos. Sendo inoculados quatro

discos de 8 mm de didmetro de cada fungo. Também foram preparados frascos
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contendo apenas as TCA-autoclavado, sem indculo, considerados como controles. Os
frascos foram incubados em estufa incubadora de bancada (Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda., Sdo Paulo, Brasil) a 28°C por 15 dias. Todas as amostras foram
preparadas em triplicatas biologicas.

O TCA-fermentado, ou seja, biomassa TCA mais biomassa fungica foram
secos em estufa a 40°C durante 48h e triturados em moinho manual (Basic Analytical
Mill, IKA®, Staufen, Alemanha). Em seguida, as amostras dos TCA-fermentados
com os macrofungos foram armazenadas em freezer a -80 °C até o0 momento dos

processos de extracdo de metabolitos e analises quimicas.

3.3. Processo de Extracdo dos metabdlitos secundarios TCA-

fermentado

Inicialmente as amostras de TCA-fermentado foram retiradas do ultrafreezer
(-80 °C) e colocadas em temperatura ambiente por 5 minutos. Pesou-se
aproximadamente 10 mg da TCA-fermentado e respectivo controle (previamente
moida e seca) em microtubo de 2 mL. Com o auxilio de uma micropipeta, foram
adicionados 1000 pL de etanol 50% diretamente no microtubo contendo a amostras.
As amostras foram homogeneizadas em um agitador tipo vortex (Vortex Lab Dancer
Ika - lka Best Selle) e levadas para o banho ultrassonico por 10 minutos a 30°C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas em uma microcentrigufa de
bancada (MiniSpin®, Eppendorf AG, Germania) por 3 minutos e 1200 rpm.

Ap0s a extracao, otimizou-se a melhor diluicdo, ou seja, propor¢do do extrato
da amostra em 1000 uL de solvente. Oito diluigdes foram testadas em triplicata:

e 15 pL de extrato etandlico da amostra (3:200)

e 50 pL de extrato etandlico da amostra (1:20)

e 100 pL de extrato etanolico da amostra (1:10)

e 150 pL de extrato etanodlico da amostra (3:20)

e 200 pL de extrato etanolico da amostra (1:5)

e 300 pL de extrato etanolico da amostra (3:10)

e 400 pL de extrato etanolico da amostra (2:5)
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e 500 pL de extrato etandlico da amostra (1:2)

A Figura 7 apresenta um resumo das etapas do preparo de amostra e

extracéo utilizada na metabolomica de fungos.

Extragao

N i
Vo e
v =
T =
TCA + etanol 50% Banho SS0Mm
por 10 min

Concentragio do
sobrenadante
s 2 T\ )\ o/
15 4L 200pL | / (H&,“)
v

50 uL 300 uL v

;23’:; :88’:}_ Coleta do Centrifuga a
20k 200mL | sobrenadante 1200 rpm por 3 min

/L p_ po M

Anélise dos dados UHPLC-MS/MS

Figura 7: Fluxo de trabalho das etapas do preparo de amostra. As amostras de TCA-
fermentado foram extraidas com etanol 50% em banho ultrassom por 10 minutos.
Posteriormente foram centrifugadas e o sobrenadante coletado para as analises
UHPLC-ESI-MS/MS. Qito diluigdes do sobrenadante em 1 mL de solvente foram
testadas. Os dados brutos foram tabelados e os principais ions identificados.

3.4. Analises dos metabolitos por UHPLC-ESI-MS/MS

Finalizado o processo de extracdo de metabolitos dos TCA-fermentados, as
amostras foram analisadas em sistema constituido por UHPLC (Modelo Prominence
LC30AD, Shimadzu) acoplado a um espectrometro de massas modelo Maxis 4G

(Bruker Daltonics, Alemanha) equipado com fonte por electrospray (ESI) e
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analisador de massas de alta resolucédo tipo tempo de véo (TOF, do inglés time of
flight).

Para separacdo dos analitos, empregou-se a cromatografia liquida em fase
reversa, através do emprego da coluna Acquity UPLC HSS T3(2,1 x 100 mm x 1,8
um, Waters) a 35 °C. Os gradientes de elui¢ao sdo apresentados na Figura 8, onde o
solvente A foi acido formico (AF) 0,1% em agua (v/v) e o solvente B acido formico
0,1% em acetonitrila (v/v). Utilizou-se o fluxo de 400 pL/min. As corridas
cromatogréaficas foram de 18 minutos, sendo os 4 minutos finais para reconstituicdo

da fase movel para a proxima analise.

Curva do Gradiente
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Figura 8: Gradientes de eluicdo testados para a separagdo dos metabdlitos presentes
nos extratos de TCA-fermentados pelo modo reverso, tendo como eluente A: dgua +
acido formico 0,1% e eluente B: acetonitrila + &cido férmico 0,1%, a 30 °C. No
gradiente (A) o eluente B inicia-se em 25%, com 10 minutos chega a 100% e volta
na condigdo inicial da analise. No gradiente (B) o inicia em 0%, em 14 minutos
atinge 100% e posteriormente retorna a condi¢éo inicial da analise.

O espectrometro de massas foi operado no modo positivo (ESI(+)-MS) e

negativo (ESI(-)-MS), configurado numa voltagem do capilar de 3800 V, pressao do
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nebulizador 4,0 Bar, gas de secagem a 9,0 L/min a 200 °C, temperatura do cone 200
°C; temperatura da coluna 40 °C; taxa de aquisicdo de espectros 3 Hz e faixa de
massas monitorada m/z 80-1200 Da. O equipamento foi calibrado com cluster de
formiato de s6dio (1 mM, solucdo de NaOH 10 mM em solugdo isopropanol:agua
1:1 (v/v) contendo 0,2% de acido formico), inserido diretamente no inicio de cada

corrida.
3.5. Processamento de dados dos metabolitos — TCA-fermentados

Os dados obtidos das analises dos metabolitos dos extratos de TCA-
fermentados foram processados por meio dos softwares otof Control (Bruker),
acoplado ao HyStar (Shimadzu). A formula molecular dos ions foi atribuida com o
auxilio do algoritmo SmartFormula (DataAnalysis versdo 4.2, Bruker Daltonics). Os
metabdlitos foram identificados a partir da comparacéo entre a formula molecular e a
massa exata, o qual foi atribuido com o auxilio do software Compound Crawler
(DataAnalysis versdo 4.2, Bruker Daltonics). Este software possui interface com
bancos de dados em metabolémica publicos Enciclopédia Kyoto de Genes e
Genomas (KEGG, do inglés Kyoto Enciclopedia of Genes and Genomes) e/ou
Entidades Quimicas de Interesse Biologico (ChEBI, do inglés Chemical Entities of

Biological Interest).

Os dados de m/z, tempo de retencédo (rt) e intensidade foram processados e
tabelados atraves do software XCMS Online, versao 3.7 (xcmsonline.scripps.edu).
Uma matriz de varidveis (bucket table) foi elaborada, constando as intensidades dos
sinais em uma janela de 0,5-10 minutos, na faixa de m/z 80 a 1200. Nesta janela

estavam 0s principais picos de interesse.

Utilizou-se o software MetaboAnalyst, versdo 4.0 (Xia Lab, Montreal) no
tratamento estatistico. Os dados ndo foram normalizados, entretanto, fez-se o
escalonamento com escala de Pareto para corrigir variancias de sinais ndo constantes.
Esta escala usa a raiz quadrada do desvio padrdo como o fator de escala, mantendo a
estrutura dos dados parcialmente intacta*®’. Na Figura 9 representa a comparacio de
dados de TCA-fermentado de P. pulmonarius EF88 escalonadas com Pareto e ndo

escalonadas.
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Figura 9: Modelo de apresentacdo de dados UHPLC-ESI(+)-MS utilizando o TCA-
fermentado de P. pulmonarius EF88 sem escalonamento e submetidas a

escalonamento Pareto.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. Resultados e discussao

4.1. Otimizacéo do protocolo experimental para analise

metabolomica

4.1.1. Otimizacgado da concentracdo do extrato etanolico de TCA-

fermentado dos macrofungos

As analises metaboldmicas dos metabdlitos secundarios produzidos nos
cinco TCA-fermentados dos macrofungos (FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351)
foram realizadas utilizando os métodos por UHPLC-ESI-MS/MS descritos no item
3.4.

As andlises preliminares dos TCA-fermetados detectaram altas
concentracBes nos extratos brutos sendo assim, foi necessario realizar diluigdes das
amostras antes de injeta-las. Selecionou-se o TCA-fermentado de S. commune
FPB117 como modelo para o desenvolvimento do protocolo experimental. Realizou-
se as analises em UHPLC-ESI(+)-MS e UHPLC-ESI(-)-MS, como ambas
apresentaram o mesmo comportamento, so sera apresentado as analises referentes ao
modo UHPLC-ESI(+)-MS.

O teste de diluichio como TCA-fermentado modelo foi realizado para
verificar a melhor proporcdo de sobrenadante coletado da amostra e solvente. No
total, oito diluicbes foram testadas: Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8 referentes
respectivamente a 15 pL, 50 pL, 100 pL, 150 pL, 200 uL, 300 pL, 400 pL e 500 pL
de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente. O resultado pode ser

observado na Figura 10.
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Figura 10: Dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(+)-MS de amostras
oriundas do TCA-fermentado de S. commune FPB117 A. Estas amostras foram
submetidas a extracdo com etanol 50% e diluidas em A) 3:200, B) 1:20, C) 1:10, e
D) 3:20 (continua).
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Figura 10: Dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(+)-MS de amostras
oriundas do TCA-fermentado de S. commune FPB117. Estas amostras foram
submetidas a extracdo com etanol 50% e diluidas em E) 1:5, F) 3:10, G) 2:5, e H)
1:2.
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Com o objetivo de obter picos com maior intensidade, a diluicdo de 1:5 (500
puL de extrato de SMS em 1000 pL de solvente) foi selecionada para as préximas
analises. Nesta proporcdo obteve-se um numero maior de picos, e com maior

intensidade.

4.1.2. Otimizacao da eluicdo da fase movel

Apl6s a otimizacdo da concentracdo da amostra a ser injetada, dois
gradientes foram testados com o objetivo de melhorar a separacéo e intensidade dos
picos. O primeiro gradiente, representado pela linha vermelha, inicia-se com 0% de
eluente B. Aos 14 minutos, este atinge a proporcdo de 100% na corrida, e
posteriormente volta para as condic¢des iniciais da corrida. J& o segundo gradiente,
representado pela linha azul, iniciou-se com 25% do eluente B (acetonitrila + &cido
férmico 0,1%,) e 75% do eluente A (agua + acido férmico 0,1%). Aos 10 minutos, a
porcentagem do eluente B aumenta, atingindo 100% durante a corrida e
posteriormente volta as condi¢Ges iniciais da analise. Os cromatogramas dessas

anélises podem ser observados na Figura 11.
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Figura 11: UHPLC-ESI(+)-MS de TCA-fermentado de S. commune FPB117,
submetidas a extragdo com etanol 50%, diluidas na propor¢do de 500 pL de extrato
etandlico em 1000 pL de solvente tendo como eluente A: dgua + acido formico 0,1%
e eluente B: acetonitrila + &cido formico 0, 0,1%, a 30°C, analisada em dois
gradientes. A linha vermelha é representada pelo gradiente 1, onde o eluente B inicia
em 0%, em 14 minutos atinge 100% e retorna a condic¢do inicial. O segundo
gradiente, representado pela linha azul, inicia com 25% de eluente B, com 10
minutos atinge 100% de eluente B e volta na condicéo inicial.

O melhor gradiente foi selecionado ao comparar a altura dos picos, o qual
favorece a identificacdo, e melhor separagdo entre 0s picos, sem que ocorra
alargamento dos picos. Na tabela 3 encontram-se os resultados obtidos para o0s
gradientes testados, onde uma média de 91 e 120 picos cromatograficos foram
atribuidos aos gradientes representados pela linha azul e vermelha, respectivamente.
O gradiente representado pela linha vermelha apresentou melhores resultados de
altura e quantidade de picos, por isso, sendo assim selecionado para as posteriores

analises.

Tabela 3: Quantidades de picos obtidos para os gradientes representados pelas linhas
azul e vermelho em UHPLC-ESI(+)-MS de TCA-fermentado de S. commune
FPB117.

Gradiente Quantidade de picos
Linha azul 91 picos
Linha vermelha 120 picos
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4.2. Analise metaboldmica de TCA-fermentados dos macrofungos

Assim foi desenvolvido um método rapido e robusto, capaz de extrair
muitos metabolitos em TCA-fermentado com os macrofungos avaliados. O uso do
UHPLC favoreceu um menor tempo de corrida cromatografica (11 minutos ESI(+)-
MS e 8 minutos ESI(-)-MS) e melhor resolugio®.

A seguir serdo mostrados os resultados obtidos em UHPLC-ESI(+)-MS e
posteriormente os resultados obtidos em UHPLC-ESI(-)-MS. Amostras contendo
somente o TCA, sem fungo, foram utilizadas como amostras controle (TCA-

controle).

4.2.1. UHPLC-ESI(+)-MS/MS

As amostras de TCA-fermentados dos macrofungos S. commune FPB117,
P. pulmonarius EF88, F. hepéatica CC102, P. lecomtei CC40 e G. lucidium CC351
geraram 54 amostras o qual foram avaliadas no UHPLC-ESI(+)-MS/MS, incluindo
triplicata bioldgica e triplicata de extracdo. Os cromatogramas dos TCA-fermentados
estdo apresentados na Figura 12A-E. A quantidade de picos, na analise por UHPLC-
ESI(+)-MS/MS, foram de 71, 62, 48, 59 e 61 para os TCA-fermentados com S.
commune FPB117, P. pulmonarius EF88, F. hepatica CC102, P. lecomtei CC40 e G.
lucidium CC351, respectivamente. O TCA-controle é mostrado na Figura 12F, o qual

se atribui uma média de 51 picos.
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Figura 12: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(+)-MS de amostras
a de TCA-fermetado dos macrofungos extraido com etanol 50% e diluido na proporcéo
de 1:2 (500puL de extrato etanolico da amostra em 1000 pL de solvente). As amostras de
TCA-fermentados (A) S. commune FPB117, (B) P. pulmonarius EF88, (C) F. hepatica
CC102 e (D) Panus lecomtei CC40 (continua).
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Figura 13: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(+)-MS de amostras
a de TCA-fermetado dos macrofungos extraido com etanol 50% e diluido na proporcéo
de 1:2 (500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). As amostras de
TCA-fermentados (A) G. lucidum CC 351 e (B) TCA-controle.
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Os cromatogramas dos TCA-fermentados dos macrofungos apresentaram
perfil de picos semelhantes, tornando interpretacdo visual das alteracdes metabolitas
nas amostras dispendiosa devido a grande quantidade de varidveis presentes. Para
investigar essas alteragcOes, os dados espectrais de UHPLC-ESI(+)-MS foram
combinados com a andlise quimiométrica. A andlise ndo-supervisionada de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) foi realizada
para verificar as tendéncias de agrupamento de recursos pela reducdo da

dimensionalidade.

Os recursos extraidos do pré-processamento de dados pelo XCMS Online,
foram analisados pelo PCA. A partir do grafico de pontuacdo do PCA, cada uma das
amostras tendeu a se reunir de acordo com a similaridade com o controle (Figura
13A e 13B). Além disso, um modelo supervisionado de analise discriminante de
minimos quadrados parciais com base nas variaveis importantes na projecdo (VIP, do
inglés Variable Importance in Projection) (Figura 13C) foi usado para revelar os
metabolitos responsaveis pela separacdo dos grupos. A identificacdo dos metabdlitos
foi examinada com base nos tempos de retencdo e nos padrdes de fragmentagédo
obtidos pelo espectrébmetro de masssas, com referéncia a biblioteca dos bancos de
dados KEGG e ChEBI.
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Figura 14: PCA dos dados de UHPLC-ESI(+)-MS de metabolitos gerados nos TCA-
fermentados dos macrofungos S. commune FPB117, P. pulmonarius EF88, F.
hepatica CC102, P. lecomtei CC40, G. lucidum CC351 e controle e submetidas a
extracdo com etanol 50%. (A) Gréfico de scores relativo & separacdo de grupos. (B)
Gréafico loadings com projecdo com ions com maior influéncia na separacdo do
modelo. Estes graficos sdo obtidos por PCA. J& a (C) projecdo dos ions com maior
distingcdo entre as condicGes de extracdo (VIP) é obtido por PLD-DA.

As amostras do TCA-fermetado de P. pulmonarius EF88 se mostraram
muito similares ao controle. As amostras do TCA-fermentados de P. lecomtei CC40
e G. lucidum CC351 apresentaram um perfil similar entre si, e apresentaram poucos
ions distintos do TCA-controle e TCA-EF88. Ja os fungos TCA-fermentados de F.

hepatica CC102 e S. commune FPB117 apresentaram um perfil distinto, e ions
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especificos foram identificados majoritariamente em cada condi¢do, como 0s ions
com m/z 328,3225 e m/z 354,3377 presentes em TCA-CC102 e m/z 520,3400 em
TCA-FPB117. Tal comportamento dos macrofungos S. commune FPB117 e F.
hepéatica CC102 sugerem que houve diferengas bioquimicas significativas entre eles
e 0 TCA-controle nas condigdes de cultivo microbiano testadas.

A utilizacdo da espectrometria de massas de alta resolugdo € capaz de
predizer a férmula molecular dos compostos relacionando o valor m/z, massa teorica,
erro (ppm) em relacdo a massa obtida e mSigma. Assim, foi possivel predizer as
férmulas moleculares dos ions mais importantes e correlaciona-las a possiveis
compostos, a partir do uso de banco de dados de metabdlitos (KEGG e CheBl) e
padrdo de fragmentacdo dos ions precursores. O ion precursor de interesse foi
fragmentado, e os dados analisados pelo software MetFrag, uma ferramenta
importante para 0 mapeamento dos fragmentos para os picos de massa auxiliando na
elucidacéo estrutural. Ele faz a comparacdo do espectro de fragmentagdo obtido no
experimento com o espectro de fragmentacéao tedrica dos compostos.

Assim, alguns ions foram selecionados da analise VIP scores (Figura 9C).
Os fons m/z 328,3229: rt 9,5 min (C,H,,NO,)), m/z 354,3377: rt 9,8 min

(C,,H,,NO,) e 230,2488: rt 8,5 min (C,,H,,NO) foram detectados majoritariamente

nos TCA-fermentado de F. hepatica CC102, enquanto que os metabdlitos m/z
520,3400: rt 9,4 min (C,,H,,N.) foi detectado nos TCA-fermentado de S. commune

FPB117 (Figura 14).
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Figura 15: Comparacdo das intensidades dos picos de massas de quatro ions mais
importantes na separacdo do PCA de dados de UHPLC-ESI(+)-MS de metabolitos
gerados nos TCA-fermentados de (A) F. hepatica CC102: m/z 328,3229, (B)
CC102: m/z 354,3377, (C) CC102: m/z 230,2488 e (D) S. commune FPB117: m/z
520,3400.

Por se tratar de uma analise ndo supervisionada, a criacdo de um modelo do
PCA utilizando todos os TCA-fermentados dos macrofungos pode gerar interferéncia
nas varidveis mais importantes, portanto, foram feitas andlises individuais das

amostras versus controle.

4.2.1.1. Metaboldomica do TCA-fermentado de S. commune FPB117
vs TCA-Controle
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A TCA-fermentado de S. commune FPB117 foi analisado usando UHPLC-

ESI(+)-MS. Um total de 9 réplicas foram avaliadas. Em 11 minutos detectou-se 76

picos com boa intensidade, o qual podem ser observados na Figura 15A. O perfil

cromatogréafico do TCA-controle é apresentado na Figura 15B.
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Figura 16 Perfll dlssect do cromatograma gerado em UHPLC ESI(+) MS de
amostras TCA-fermentado extraido com etanol 50% e diluido na proporcao de 1:2
(500uL de extrato etanolico da amostra em 1000 pL de solvente). TCA-fermentado
(A) S. commune FPB177 e (B) TCA-controle (sem presenca do macrofungo).

16.

As amostras foram avaliadas por modelos de PCA e apresentadas na Figura

Houve uma discriminacdo de dois grupos referentes as amostras TCA-

fermentado FPB117 e TCA-controle. Os ions que mais influenciaram nessa

separacao estdo apresentados na Figura 16B.
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Figura 17: PCA dos dados de UHPLC-ESI(+)-MS de metabdlitos gerados de TCA-
fermentado S. commune FPB 117 e TCA-controle submetidas a extracdo com etanol
50%. (A) Grafico de scores relativo a separacdo de grupos. (B) Grafico loadings
com projecdo com ions com maior influéncia na separagdo do modelo

A identificacdo dos metabdlitos foi elucidada pela comparacdo com o peso
molecular e padrdo de fragmentacdo de MS/MS das amostras com 0s compostos

depositados no banco de dados ou atraveés de referéncias.

Um total de 15 formulas moleculares foram atribuidas aos ions mais
intensos. Destas, 6 formulas foram atribuidas a compostos (Figura 17). Os quais
substancias arginina (1), prolina (2), lactona N-butiril-L-homoserina (3),
desoxicoformicina (4), fenacilamina (5), fitosfingosina (6). Outras 6 formulas
moleculares foram relacionadas a isdbmeros, o qual necessitaria de outra técnica
analitica que caracteriza a estrutura molecular para selecionar o melhor candidato. As
demais formulas moleculares ndo foram correlacionadas com compostos presentes
no banco de dados Metlin e KEGG. Tais informacGes podem ser observadas na

Tabela 4. Os ions destacados em vermelho estdo presentes no controle (Apéndice A).
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Tabela 4: Metabdlitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de S. commune FPB117, analisadas por UHPLC(+)-ESI-MS/MS.

Tempo de Erro
retencéo Pico | m/z medido Formula do ion Aduto m/z tedrico Formula neutra Compostos quimicos
(min.) (ppm)

1,1 7 175,1196 CeH15N4O2 [M+H]* -3,6 175,1189 CsH1aN4O; Arginina
1,2 9 118,0875 CsH12NO2 [M+HT* -10,7 118,0863 CsH11NO, Valina + 9 isdbmeros
1,3 10 118,0864 CsH12NO> [M+H]* -1,2 118,0863 CsH11NO> Valina + 9 isdbmeros
1,4 11 116,0702 CsH1oNO> [M+H]* 3,2 116,0706 CsHgNO> Proline
1,4 11 153,0754 CsH130s [M+H]* 2 153,0757 CsH120s Xilitol, Ribitol ou Arabitol
1,7 15 225,0966 CgH1707 [M+H]* 1,3 225,0969 CgH1607 n.i.
1,8 16 189,1239 CgH17N20O3 [M+NH4]* -2,6 189,1234 CsH13NO3 Lactona N-butiril-L-homoserina
2,1 19 286,1512 C11H20N504 [M+NH.]* -0,8 286,1509 C11H16N4O4 Desoxicoformicina
4,2 27 136,0755 CgH10NO [M+H]* 14 136,0757 CgHoNO Fenacilamina
4,3 28 165,0545 CoHg03 [M+HT* 0,8 165,0546 CoHsgO3 Fenilpiruvato + 8 isbmeros
5,5 35 | 227,1025 CioH1sN204 [M+NH,]* 0,7 227,1026 CioH1NO, N'Be”Zi'O’?L%ar;t;‘;gis'g'iCi”a 2
8,3 52 352,2485 C20H3sNO4 [M+NH,4]* -0,7 352,2496 Ca0H3004 Resolvina E2 + 13 isbmeros
8,4 53 226,1804 C13H2NO> [M+H]* -1 226,1802 C13Hx:NO- n.i.
8,9 60 318,3013 C18Hs0NO3 [M+H]* -3,2 318,3003 C18H39NO3 Fitosfingosina
9,2 62 158,1541 CoH20NO [M+H]* -0,9 158,1539 CoH1sNO n.i.

n.i.: ndo identificado

com o auxilio do banco de dados
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Figura 18: Compostos quimicos identificados nos extratos etanolicos de TCA-
fermentado de S. commune FPB117.

4.2.1.2. Metabolomica do TCA-fermentado de P. pulmonarius EF88
vs TCA-Controle

O TCA-fermentado de P. pulmonarius EF88 apresenou 79 picos com boa
intensidade e separacdo (Figura 18A). Na Figura 18B esta expresso o perfil

cromatografico do TCA-controle.

45



Intens.

x10%
2
6 B
44
242 1114
0 1920
7 1 » Y 3
2324 35/\38
WG AN A Ats Ren S8 K
04 A DA y N\ }
T T T T T
2 4 6 8 10 Time [min]
Intens.
X109

04

3 10 “Time [min]

Figura 19: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(+)-MS de
amostras de TCA-fermentado extraido com etanol 50% e diluido na proporc¢éo de 1:2
(500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). (A) TCA-
fermentado P. pulmonarius EF88 e (B) TCA-controle.
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Os dados adquiridos da analise quimiométrica podem ser observados nas
Figuras 19A e 19B. Os dois grupos, TCA-EF88 e TCA-controle, ndo tiveram uma
boa separacdo. Somente algumas réplicas resultantes TCA-EF88 apresentaram perfil
pouco diferente do perfil das amostras TCA-controle. Esse resultado demonstra que
poucos ions se diferiram apds o tratamento fungico em TCA. Assim, pode-se admitir
que a condicdo de cultivo testada ndo favoreceu o crescimento microbiano do P.
pulmonarius em TCA. Assim, outras condi¢bes de cultivo, variando fatores como
temperatura, tempo de cultivo, entre outras possam apresentar maiores diferencas de
metabolitos oriundos do processo fermentativo do TCA.
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Figura 20: PCA dos dados de UHPLC-ESI(+)-MS de metabdlitos gerados no TCA-
fermentado de P. pulmonarius EF88 e TCA-controle, submetidas a extragdo com
etanol 50%. (A) Gréafico de scores relativo a separacdo de grupos. (B) Grafico
loadings com projecdo com ions com maior influéncia na separacdo do modelo.

Os ions foram comparados com o peso molecular e padrdo de fragmentacéo
e correlacionados com compostos presentes nos bancos de dados e literatura. Foram
atribuidas 15 férmulas moleculares aos principais ions, onde seis (6) ions foram
relacionados a compostos quimicos diferentes entre as amostras. Identificou-se o0s
fons m/z 258,1101, 169,0353, 137,0455, 153,0406, 743,2026, 277,2164 referentes
aos compostos glicerofosfocololina, urato, hipoxantina, xantina, quercetina 3- (2G-
xilosilrutinosideo) e acido esteariddnico, respectivamente. Os compostos dos ions
m/z 343,2966, 371,3279, 366,3371 e 149,0237 ndo foram identificados. Os ions m/z
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118,0863, 325,1127, 194,1173, 279,2324 e 279,2323 sdo provenientes de isbmeros,
sendo indispensavel o uso de técnicas que caracterizam as estruturas dos compostos.

O m/z medido, tempo de retencéo, adulto e erro podem ser observados na Tabela 5.

Dos ions identificados no TCA-fermentado de P. pulmonarius EF88, os
destacados em vermelho estdo presentes no controle, sdo eles m/z 118,0863,
194,1173, 343,2966, 279,2323, 277,2164.
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Tabela 5: Metabdlitos identificados em extrato etanolico de TCA-fermentado de P. pulmonarius EF88, analisadas por UHPLC(+)-ESI-MS/MS.

Tempo de : m/z Férmula do Erro - Formula
retepgao Pico medido on Aduto m/z tedrico neutra Composto
(min.) (ppm)

0,9 8 258,1101 CsH2:NOgP [M+H]* -0,2 258,1101 CsH20NOgsP Glicerofosfocololina
1,0 9 118,0863 CsH12NO2 [M+H]* -11,0 118,0863 CsH11NO2 Valine + 8 compostos
13 13 | 3251127 | CiHzuOu [M+H]* 07 | 3251129 | CiHaOuo BiS'D'(‘;ri:ﬁﬁ;sgriZJéliz'1"'
2,0 19 169,0353 CsHsN4O3 [M+H]* 2,1 169,0356 CsHsN4O3 Urate
2,3 21 137,0455 CsHsN4O [M+H]* 1,9 137,0458 CsHaN4sO Hipoxantina
3,0 22 153,0406 CsHsN4O2 [M+H]* 0,6 153,0407 CsHsN4O2 Xantina
4,3 23 | 1941173 | CuHisNO2 [M+H]* 13 194,1176 C11H1sNO; Heliamina + 5 isomeros
6.3 34 | 7432026 | CaHuOun [M+H]* 05 | 7432029 | CaHasO S ramttingsto)
8,0 45 343,2966 C19H39N203 [M+H]* -3,1 343,2955 C19H3sNO3 n.i.
8,5 50 371,3279 C21H43N203 [M+H]* -2,9 371,3268 C21H42N203 n.i.
8,7 52 | 279,2324 C1sH3102 [M+H]* 21 | 279,2319 CisH3002 Crepeninato + 6 Isdmeros
9,4 56 366,3371 C23HasNO2 [M+H]* -1,1 366,3367 C23H4sNO2 n.i.
9,5 58 279,2323 C18H3102 [M+H]* -1,5 279,2319 Ci18H3002 Crepeninato + 6 Isomeros
9,7 60 277,2164 Ci1gH2002 [M+H]* -0,6 277,2162 C1gH2502 Acido esteariddnico
10,3 64 149,0237 CgHs0O3 [M+H]* -2,5 149,0233 CgH403 n.i.

n.i.: ndo identificado com o auxilio do banco de dados




Os compostos detectados estdo representados na Figura 20.
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Figura 21: Compostos quimicos identificados nos extratos etanolicos de TCA-
fermentado de P. pulmonarius EF88.

4.2.1.3. Metabolémica do TCA-fermentado de F. hepatica CC102 vs
TCA-Controle

Nas amostras TCA-fermentado F. hepatica CC102, detectou-se 57 picos
cromatograficos com boa intensidade. Estes podem ser vistos na Figura 21A e o
TCA-controle na Figura 21B
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Figura 22 Perfll dlssect do cromatograma gerado em UHPLC ESI(+) MS de
amostras apos de TCA-fermentado extraido com etanol 50% e diluido na proporcao
de 1:2 (500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). (A) TCA-
fermentado F. hepatica CC102 e (B) TCA-controle.

A PCA referente a TCA-CC102 pode ser observada na Figura 22A. O
gréfico de projecdo dos ions com maior influéncia na separacdo dos grupos pode ser
visualizado na Figura 21B. A amostra TCA-CC102 apresentou perfil de ions
diferentes do TCA-controle, separando o grafico em dois grupos referentes a amostra
e controle.
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Figura 23: PCA dos dados de UHPLC-ESI(+)-MS de metabdlitos gerados de TCA-
fermentado de F. hepatica CC102 e TCA-controle e submetidas a extragdo com
etanol 50%. (A) Grafico de scores relativo a separacdo de grupos. (B) Grafico
loadings com projecdo com ions com maior influéncia na separa¢do do modelo.

Os ions foram prospectados e as formulas moleculares atribuidas aos
principais ions. Prospectou-se a formula molecular a 16 ions, 5 ions foram
relacionados a compostos, 2 ions sdo referentes a isdbmeros e 9 ions s6 foram
encontradas as formulas moleculares. Os dados, tempo de retencdo, m/z tedrico e
medido, erro, férmula do ion e formula neutra podem ser observados na Tabela 6. Os
ions m/z 146,0916, 194,1172, 188,0706 e 343,2968 foram encontrados no TCA-

controle, estes estdo representados em vermelho na Tabela 6.
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Tabela 6: Metabdlitos identificados em extrato etanélico de TCA-fermentado F. hepatica CC102, analisadas por UHPLC(+)-ESI-MS/MS.

Tempo de _ _ , ) Erro L Formula
retencgéo PicoPeak m/z medido Formula do ion Aduto m/z teodrico Composto
(min.) (Ppm) neutra
1,0 7 175,1192 CeH15N4O; [M+H]* -1,4 175,1190 CeH1aN4O; Arginina
11 8 104,1070 CsH14NO [M+H]* 0,1 104,1070 CsH13NO n.i.
1,1 8 130,0496 CsHsNO3 [M+H]* 1,8 130,0499 CsH7NO3 n.i.
13 9 116,0703 CsH1NO; [M-+H]* 2,6 1160706 |  CsHsNO, S'Ace;irgfoc:ﬁ:;pana'
1,7 12 146,0916 CsH12N30; [M+HT* 5,3 146,0924 CsH11N30; 4-Guanidinobutanoato
4,7 23 268,1042 C10H14N504 [M+H]* -0,6 268,1040 C10H13N504 Adenosina
4,8 24 194,1172 C11H16NO> [M+H]* 1,8 194,1176 C11H15sNO> Heliamina + 5 isdbmeros
5,2 26 120,0807 CgH1oN [M+H]* 0,3 120,0808 CgHgoN n.i.
6,0 30 188,0706 C11H10NO> [M+H]* 0,1 188,0706 C11H9NO> 3-indoleacrilato
6,5 33 130,1584 CgH20N [M+H]* 4,5 130,1590 CgHigN n.i.
8,5 46 230,2487 C14H3NO [M+H]* -3,8 230,2478 C14H3:NO n.i.
8,6 47 343,2968 C19H39N203 [M+NH.]* -3,8 343,2955 C19H38N203 n.i.
8,8 48 372,3471 Ca2HsNO3 [M+NH4]* 0,2 372,3472 Ca2H4203 22-Oxodocosanoato
8,9 50 376,2846 Ca23H3sNO3 [M+H]* 2,1 376,2846 C23H37NO3 n.i.
9 51 158,1539 CoH20NO [M+H]* 0,2 158,1539 CyH1sNO n.i.

9,1 52 371,3271 C21H43N203 [M+H]* -0,7 371,3268 C21H42N203 n.i.

n.i.: ndo identificado com o auxilio do banco de dados
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Os compostos encontrados no extrato de TCA-fermentado de F. hepatica

CC102 podem ser visualizados na Figura 23.
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Figura 24: Compostos quimicos identificados nos extratos etanolicos de TCA-
fermentado de F. hepatica CC102.

4.2.1.4. Metaboldomica do TCA-fermentado de P. lecomtei CC102 vs
TCA-Controle

No extrato de TCA-fermentado de P. lecomtei CC40 foi detectado 64 picos
com boa intensidade (Figura 24A), o qual apresentou perfil cromatografico préximo
ao perfil do TCA-controle (Figura 24B).
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Figura 25: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(+)-MS de
amostras a de TCA-fermentado extraido com etanol 50% e diluido na proporcédo de

1:2 (500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 uL de solvente). (A) TCA-
fermentado P. lecomtei CC40 e (B) TCA-controle.

Entretanto ao realizar o PCA, estes grupos se separaram, indicando a

presenca de ions diferentes que influenciaram na constru¢do do modelo (Figura 25).
Estes ions estdo dispostos na Figura 25B.
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Figura 26: PCA dos dados de UHPLC-ESI(+)-MS de metabolitos gerados em TCA-
fermentado de P. lecomtei CC40 e TCA-controle e submetidas a extracdo com etanol
50%. (A) Grafico de scores relativo a separacdo de grupos. (B) Grafico loadings
com projecdo com ions com maior influéncia na separagdo do modelo.

Os ions mais importantes foram selecionados e relacionados com a férmula
molecular e compostos. Os 19 ions foram estudados e identificados as formulas
moleculares. Os compostos arginina, dinotefurano, 4-guanidinobutanoato, urocanato,
adenosina, 3-indoleacrilato e acido ertcico foram prospectados aos ions m/z
175,1191; 146,0926; 139,0497 e 268,1043, respectivamente. O composto &cido
nitrolinoleico foi relacionado com o ion 326,2318 ([M+H]"): Os ions m/z 258,1104;
120,0811; 362,2527 e 343,2965 possuem a formula molecular neutra CgH2oNOsP,
CsHoN, C18H3sNOs e C19H38N203, respectivamente (Figura 25). Os demais ions séo
referentes a isdbmeros: m/z 118.0865 [M+H]*: Valina + 9 isdmeros; m/z 145,0489
[M+H]": Triacetato + 6 isdmeros; m/z 132,1014 [M+H]": Leucina + 12 isdbmeros; m/z
165,0539 [M+H]": 4-Coumarate + 8 isOmeros; m/z 182,0804 [M+NH4]": 4-
Coumarate + 8 isdbmeros; m/z 194,1172 [M+H]*: Butamben + 5 isdbmeros e m/z
192,1379 [M+H]": Phendimetrazine + 2 isbmeros (Tabela 7).

Os ions m/z 118.0865, 146.0926, 194.1172, 188.0702, 343.2965 foram

detectados no TCA-controle. Estes estdo destacados em vermelho na Tabela 7.
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Tabela 7: Metabdlitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de P. lecomtei CC40, analisadas por UHPLC(+)-ESI-MS/MS.

Tempo de Erro
. . . . m/z ,
retencéo Pico m/z medido Formula do ion Aduto s Formula neutra Compostos
. tedrico
(min.) (ppm)

1,0 6 175,1191 CsHi5N41O; [M+H]* -0,8 175,1190 CsH14N4O2 Arginina

1,1 7 258,1104 CsH21NOgP [M+H]* -1,1 258,1101 CsH20NOgP n.i.

1,2 10 118,0865 CsH12NO; [M+H]* -1,9 118,0863 CsH11NO> Valine + 9 isdbmeros

1,3 12 145,0489 CeHgO4 [M+H]* 4,3 145,0495 CeHgO4 Triacetato + 6 isbmeros

1,6 15 146,0926 CsH12N30; [M+H]* -1,2 146,0940 CsH11N302 4-Guanidinobutanoato

3,5 22 132,1014 CsH14sNO> [M+H]* 3,5 132,1019 CsHi13NO2 Leucina + 12 isbmeros

4,0 24 165,0539 CoHoO3 [M+H]* 4.4 165,0546 CoHgOs 4-Coumarate + 8
isdmeros

4,0 24 182,0804 CoH12NOs [M+NH.]* 42 182,0812 CoHsOs 4-Coumarate + 8
isdmeros

4,5 25 139,0497 C5H7N202 [M"'H]+ 3,8 139,0502 CsHeNzOz Urocanato

4,6 26 268,1043 CloH14N504 [|\/|+H]+ -1,1 268,1040 C10H13N504 Adenosina

4.7 27 194,1172 C11H16NO> [M+H]* 2,1 194,1176 C11H15sNO2 Butamben + 5 isémeros

5,2 28 120,0811 CgHioN [M+H]* -2,9 120,0808 CgHoN n.i.

54 30 192,1379 Ci2H1sNO [M+H]* 19 192,1383 C1,HNO Phend_mjetrazme +2
isbmeros

59 32 188,0702 C11H10NO3 [M+H]* 2,3 188,0706 C11HsNO, 3-indoleacrilato

7,6 42 326,2318 C18H32NO4 [M+H]* 2,4 326,2326 C1gH31NO4 Acido nitrolinoleico

7,6 42 362,2527 C1gH3sNOg [M+H]* 2,8 362,2537 C1gH3sNOg n.i.

8,5 46 343,2965 C19H39N203 [M+H]* -3 343,2955 C19H3sN203 n.i.
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n.i.: ndo identificado com o auxilio do banco de dados
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Os compostos identificados nas amostras TCA-fermentado estdo

apresentados na Figura 26.
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Figura 27: Compostos quimicos identificados nos extratos etanolicos de TCA-
fermentado de P. lecomtei CC40

4.2.1.5. Metabolémica do TCA-fermentado de G. lucidum CC351 vs
TCA-Controle

As amostras do TCA-fermentado de G. lucidum CC351 foram analisadas
por UHPLC-ESI(+)-MS. Detectou-se 67 picos com boa intensidade em 11 minutos.
As amostras de TCA-CC351 e TCA-controle podem ser observados na Figura 27.
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Figura 28 Perfll dlssect do cromatograma gerado em UHPLC ESI(+) MS de
amostras de TCA-fermentado extraido com etanol 50% e diluido na propor¢éo de 1:2
(500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). (A) TCA-
fermentado G. lucidum CC351 e (B) TCA-controle.

As amostras TCA-CC351 e TCA-controle foram submetidas a testes

estatisticos (Figura 28). Observa-se uma boa separacdo entre as amostras, entretanto

existem fons comuns entre as amostras TCA-fermentado G. lucidum CC351 e TCA-

controle.
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Figura 29: PCA dos dados de UHPLC-ESI(+)-MS de metabolitos gerados de TCA-
fermentado G. lucidum CC351 e TCA-controle e submetidas a extragdo com etanol
50%. (A) Grafico de scores relativo a separacdo de grupos. (B) Grafico loadings
com projecdo com ions com maior influéncia na separacdo do modelo.

Selecionou-se os 14 ions mais influentes, estes foram relacionados com as
formulas moleculares (Tabela 8). Apds pesquisa nos bancos de dados e literatura, 4
formulas moleculares foram atribuidas a compostos: adenosina, acido cinamico, 3-
indoleacrilato, 1-linoleoilglicerofosfocolina (Figura 29). Cinco ions séo referentes a
isbmeros e 5 ifons ndo foram identificados. Os ions m/z 194,1172, 343,2967,
279,2320 e 279,2315 foram detectados no TCA-controle. Estes estdo destacados em

vermelho na Tabela 8.
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Tabela 8: Metabolitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de G. lucidum CC351, analisadas por UHPLC(+)-ESI-MS/MS.

Tempo de Erro m/z Formula
retencéo Pico m/z medido Férmula do ion Aduto - Compostos
. tedrico neutra
(min.) (ppm)
1,0 8 130.0498 CsHgNO3 [M+H]* 0,7 130,0499 CsH/NOs Oxoprolina + 5 isbmeros
15 13 527,1577 CigH32NaOs6 [M+Na]* 1,0 527,1583 C1gH32016 Trissacarideo de hexose
4,5 28 268,1038 C10H14N504 [M'l'H]+ 0,7 268,1040 C10H13N504 Adenosina
4,6 29 194,1172 C11H16NO; [M+H]* 1,6 194,1176 C11H15NO; Butamben + 5 isbmeros
5,0 30 120,0807 CsH1oN [M+H]* 0,8 120,0808 CsHgN n.i.
5,0 30 166,0859 CgH12N02 [|\/|'|‘NH4]+ 2,3 166,0863 CgHst ACidO cindmico
5,8 33 188,0702 C11H10NO; [M+H]* 2,4 188,0706 C11HoNO; 3-indoleacrilato
8,2 45 226,1799 C13H2:NO; [M+H]* 11 226,1802 Ci13H23NO; n.i.
8,4 46 343,2967 C19H39N203 [M+H]* -3,5 343,2955 Ci9H3sN203 n.i.
8,8 48 294,2792 CigH3sNO [M+H]* -0,3 294,2791 Ci9H3sNO n.i.
8,9 50 371,3271 C21Ha3N203 [M+H]* -0,8 371,3268 C21H12N204 n.i.
9,2 53 279,2320 C1sHa102 [M+H]* 05 2792319 |  CigHy0, | -MOlenato + 6 isomeros (cidos
graxos)
9,4 56 520,3404 Co6Hs1NO7P [M+H]* 0,6 520,3398 C26HsoNO7P 1-linoleoilglicerofosfocolina
N Linolenato + 6 isdmeros (acidos
10,0 61 279,2315 CisH3102 [M+H] 1,3 279,2310 CisH3002 graxos)

n.i.: ndo identificado com o auxilio do banco de dados
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Figura 30: Compostos quimicos identificados nos extratos etandlicos de TCA-
fermentado de G. lucidum CC351.

4.2.2. UHPLC-ESI(-)-MS/MS

A andlise UHPLC-ESI(-)-MS foi realizada como analise complementar
devido algumas moléculas ionizarem somente no modo negativo. Estas analises
foram realizadas apo6s as analises no UHPLC-ESI(+)-MS. Foram analisadas 54
amostras correspondentes as amostras de TCA-fermentado dos cindo macrofungos
(S. commune FPB117, P. pulmonarius EF88, F. hepatica CC102, P. lecomtei CC40,
G. lucidum CC351), os quais podem ser observadas na Figura 30A, 30B, 30C, 30D e
30E, respectivamente. A amostra do TCA-controle pode ser observada na Figura
30F.
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Figura 31: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(-)-MS de
amostras de TCA-fermentado extraido com etanol 50% e diluido na proporcéo de 1:2
(500pL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). As amostras dos
TCA-fermentados dos macrofungos: (A) S. commune FPB117, (B) P. pulmonarius
EF88 e (C) F. hepatica CC102 (continua).
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Figura 32: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(-)-MS de
amostras de TCA-fermentado extraido com etanol 50% e diluido na proporcéao de 1:2
(500pL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). As amostras dos
TCA-fermentados dos macrofungos: (A) P. lecomtei CC40 (B) G. lucidum CC351 e
(C) TCA-controle

A PCA foi gerado objetivando destacar os ions mais influentes das amostras
TCA-fermentados e TCA-controle no modo UHPLC-ESI(-)-MS (Figura 31).
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Figura 33: PCA dos dados de UHPLC-ESI(-)-MS de metabdlitos gerados dos TCA-
fermetados dos macrofungos S. commune FPB117, P. pulmonarus EF88, F.
hepatica CC102, P. lecomtei CC40, G. lucidum CC351 e TCA controle e submetidas
a extracdo com etanol 50%. (A) Gréafico de scores relativo a separagdo de grupos.
(B) Grafico loadings com projecdo com ions com maior influéncia na separagdo do
modelo. Estes graficos sdo obtidos por PCA. Ja a (C) projecdo dos ions com maior
distincdo entre as condic@es de extracdo (VIP) é obtido por PLD-DA.

O perfil dos metabdlitos encontrados TCA-fermentado de P. pulmonarius
EF88 é proximo ao TCA-controle indicando que o tratamento com fungo nédo foi
eficiente para a biotransformacdo da torta de caro¢co de algoddo. Os macrofungos G.
lucidum CC351 e P. lecomtei CC40 também apresentaram similaridade em relacéo

aos metabolitos detectados. Contudo, os fungos S. commune FPB117 e F. hepética
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CC102 apresentaram perfis bem diferentes, sugerindo diferencas bioquimicas
significativas entre TCA-FPB117 e TCA-CC102 e o TCA-controle. Tais resultados
confirmam o que foi encontrado no ESI(+)-MS (Figura 13), o qual serdo estudados

individualmente.

Na analise metaboldmica do modo UHPLC-ESI(-)-MS, alguns ions
distinguiram-se na separacdo dos grupos. Os ions m/z 357.1038: rt 1.1 min
(C12H21012); m/z 167,0214: rt 2.1 min (CsHsNOs) e m/z 606,0752: rt 1.1 min
(C13H22N304) foram detectados TCA-fermentados de F. hepatica CC 102, P.
pulmonarius EF 88, G. lucidum CC 351. O ion m/z 549,1690 rt 1.1 min
(C20H20N4014) foi detectado no TCA-controle (Figura 32).

B
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Figura 34: Comparacdo das intensidades dos picos de massas de quatro ions
mais importantes na separacdo do PCA de dados de UHPLC-ESI(-)-MS de
metabolitos gerados nos TCA-fermentados de (A) F. hepatica CC102: m/z
357,1038, (B) EF 88: m/z 167,0214, (C) CC 351: m/z 606,0752 e (D) TCA-
controle: m/z 549,1690.

As amostras de TCA-fermentados dos macrofungos foram analisadas em
UHPLC-ESI(-)-MS e estudadas individualmente e comparadas ao TCA-controle. Os
resultados sdo apresentados a seguir.
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4.2.2.1. Metabolémica do TCA-fermentado de S. commune FPB117
vs TCA-Controle

As amostras de TCA-fermentado de fungos S. commune FPB117 foram
analisadas pelo modo UHPLC-ESI(-)-MS com tempo de corrida de 8 minutos.
Detectou-se 50 picos cromatogréficos com boa intensidade (Figura 33A). O
cromatograma do TCA-controle esta representado na Figura 33B.

Time [min]

Figura 35: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(-)-MS de
amostras de TCA-fermentados extraido com etanol 50% e diluido na propor¢do de
1:2 (500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). (A) S.
commune FPB117 e (B) TCA-controle.

Realizaram-se 0s testes estatisticos e o resultado pode ser observado na
Figura 34A. Observa-se claramente a separacdo de dos dois grupos, indicando que 0s
ions das amostras de TCA-fermentado de FPB117 e o TCA-controle.
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Figura 36: PCA dos dados de UHPLC-ESI(-)-MS de metabdlitos gerados de TCA-
fermentado de S. commune FPB117 e TCA-controle e submetidas a extragdo com
etanol 50%. (A) Gréafico de scores relativo a separacdo de grupos. (B) Grafico
loadings com projecdo com ions com maior influéncia na separa¢do do modelo.

Os ions mais influentes na construcdo do modelo foram destacados e
investigados. Foi possivel atribuir férmula molecular a 11 ions, do quais 7 ions foram
identificados: coformicina: m/z 283,1044, acido malico: m/z 133,0137, urato: m/z
167,0211, xantina: m/z 151,0260, inosina: m/z 267,0725, porfobilinogénio: m/z
225,0881 e di-hidroanticapsina: m/z 200,0928. Identificou-se a férmula molecular
dos ions m/z 241,1192 e 275,1032, entretanto ndo foi possivel correlacionar a
compostos. Ja os ions m/z 257,0781 e 164,0719 sdo referentes aos compostos
espongotimidina e fenilalanina e seus isémeros, respectivamente (Tabela 9). O ion
destacado em vermelho, m/z 151,0260 referente ao composto xantina, foi
identificado no TCA-controle (Apéndice B).
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Tabela 9: Metabdlitos identificados em extrato etanolico de TCA-fermentado de S. commune FPB117, analisadas por UHPLC(+)-ESI-

MS/MS.
122%51? Pico m/z medido Férmula do ion Aduto =rre m/z Formula Compostos
(min) (ppm) tedrico neutra
1,4 11 283,1044 C11H15N40Os [M-H] -0,5 283,1042 C11H16N4Os Coformicina
1,8 13 133,0137 C4Hs05 [M-HT 51 133,0137 C4HsOs Acido malico
2,0 15 167,0211 CsH3N4O3 [M-H] -3,5 167,0205 CsH4N4O3 Urate
3,2 19 151,0260 CsH3N4O2 [M-H] -2,4 151,0256 CsHiN4O2 Xantina
48 24 257,0781 C1oH13N205 [M-HT 2,9 257,0774 |  CioHuN;Os Espongotimidina ou (1-
ribosilimidazol) -4-acetato

5,0 27 267,0725 C10H11N4Os [M-H] 1,7 267,0729 C10H12N4Os Inosina
5,5 31 164,0719 CyH10NO2 [M-H] -4,6 164,0712 CyH11NO, Fenilalanina + 6 isbmeros
57 33 225,0881 C11HgNs [M-H] 3,6 225,0889 C10H1aN204 Porfobilinogénio
6,2 35 200,0928 CoH1:NO4 [M-H] 2,5 200,0923 CoH1sNO4 Dihidroanticapsina
7,3 43 241,1192 C11H17N204 [M-H] -1,5 241,1188 C11H18N204 n.i.
7,6 47 275,1032 C14H15N204 [M-H] 0 275,1032 C14H16N204 n.i.

n.i.: ndo identificado com o auxilio do banco de dados

70



Os ions em vermelho sdo ions que estavam presentes na TCA-controle.
Com o metodo desenvolvido, nao foi possivel identificar compostos iguais no modo

positivo e negativo. As moléculas identificadas estdo expressas na Figura 35.
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Figura 37: Compostos prospectados no extrato de TCA-fermentado de S. commune
FPB117.

4.2.2.2. Metabolémica do TCA-fermentado de P. pulmonarius EF88
vs TCA-Controle

As amostras fermentadas com o fungo P. pulmonarius EF88 foram
analisadas e seu cromatograma pode ser observado na Figura 36A. O perfil
cromatografico das amostras mostrou-se parecido visualmente com o controle,

detectando-se aproximadamente 40 picos.
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Figura 38: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(-)-MS de
amostras apés a fermentacdo fungica de TCA extraido com etanol 50% e diluido na
proporcao de 1:2 (500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 uL de solvente).

Amostra fermentada pelo fungo A) P. pulmonarius EF88 e B) ausente de
fermentacao.

O PCA das amostras é apresentado na Figura 37, o qual se verifica a

separacdo de dois grupos referente as amostras fermentadas com fungos e controle.
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Figura 39: PCA dos dados de UHPLC-ESI(-)-MS de metabdlitos gerados de TCA-
fermentado de P. pulmonarius EF88 e TCA-controle e submetidas a extracdo com
etanol 50%. (A) Gréafico de scores relativo a separacdo de grupos. (B) Grafico
loadings com projecdo com ions com maior influéncia na separa¢do do modelo.

A formula molecular de 10 ions foi atribuida, dos quais 3 ions tiveram os
compostos identificados (Figura 38). Isbmeros foram relacionados a 3 ions, o qual
necessita-se de estudos da estrutura para identificar. Os demais ions ndo foram
relacionados com compostos depositados no banco de dados, somente foi
identificada a formula molecular. Dados referentes & m/z mensurado e teérico, tempo
de retencédo e erro podem ser observados na Tabela 10. Dos 10 ions relacionados
com a férmula molecular, 4 ions estdo presentes no controle, sdo eles: m/z 341,1089,
341,1096, 151,0256 e 202,0722. Tal comportamento indica que o fungo néo
consumiu e produziu novos compostos. O composto xantina (CsHsNiO2, m/z
151,0256) foi detectado nas amostras ao analisar no UHPLC-ESI(+)-MS (Tabela 5).
Este ion também esta presente no controle. Outros ions encontrados no controle estdo

destacados em vermelho na Tabela 10.
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Tabela 10: Metabdlitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de P. pulmonarius EF88, analisadas por UHPLC(+)-ESI-

MS/MS.
Tempo de _ _ ’ ) Erro L. Formula
retencgéo Pico m/z medido Formula do ion Aduto m/z tedrico Composto
(min.) (ppm) neutra

1,4 10 341,1089 CizHaOn [M-H] 15 341,1084 CizH220u Melibiulose + 9 isomeros
1,5 12 341,1096 C12H21011 [M-H] -3,4 341,1084 C12H201 Melibiulose + 9 isdbmeros
2,8 20 128,0347 CsHsNOs [M-H] 0,4 128,0348 CsH7NO; n.i.
2,8 20 151,0256 CsH3N4O2 [M-H] 2,3 151,0256 CsHaN4O; Xantina
5,2 23 128,0352 CsHeNO3 [M-H] -3,2 128,0348 CsH7NOs n.i.
5,6 24 202,0722 CsH12NOs [M-H] -3,1 202,0715 CsH13NOs N2-acetil-L-aminoadipato
6,5 25 153,0193 C7H504 [M-H] -3,6 153,0188 C7HgO4 Di-hidroxibenzoato ou Patulina
6,6 26 487,1466 C22H23N40g [M-H] -0,1 487,1465 C22H24N40Og n.i.
6,7 28 203,0824 C11H11N>02 [M-H] -1,7 203,0821 C11H1oN20, Triptofano
6,9 29 305,0776 C14H13N20¢ [M-H] -0,8 305,0774 C14H1aN206 n.i.

n.i.: ndo identificado com o auxilio do banco de dados
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Figura 40: Compostos prospectados no extrato de TCA-fermentado de P.
pulmonarius EF88.

4.2.2.3. Metabolémica do TCA-fermentado de F. hepatica CC102 vs
TCA-Controle

O fungo F. hepatica CC102 foi cultivado em TCA e o seu perfil
cromatogréfico pode ser observado na Figura 39A. Detectou-se aproximadamente 39

picos em 8 minutos de corrida. O controle pode ser observado na Figura 39B.
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Figura 41: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(-)-MS de
amostras de TCA-fermentados extraido com etanol 50% e diluido na proporc¢édo de
1:2 (500pL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). (A) F.
hepatica CC102 e (B) TCA-controle.

Na Figura 40 é possivel verificar a separacdo dos grupos referentes a
amostra e controle. O qual confirma a diferenca visual dos cromatogramas

apresentados na Figura 39.
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Figura 42: PCA dos dados de UHPLC-ESI(-)-MS de metabdlitos gerados de TCA-
fermentado de G. lucidum CC102 e TCA-controle e submetidas a extracdo com
etanol 50%. (A) Grafico de scores relativo a separagdo de grupos. (B) Grafico
loadings com projecdo com ions com maior influéncia na separacao do modelo.

Os principais ions foram selecionados e identificados. Foi atribuida a
férmula molecular a 11 ions, dos quais 4 ions foram relacionados a compostos, 3 a
compostos com isdmeros e 4 ndo foram identificados os compostos (Figura 41 e
Tabela 11). Ao atribuir a formula molecular aos principais ions, notou-se que nao
houve semelhanca com os ions presentes no controle. O ion m/z 128,0350 foi
detectado no UHPLC-ESI(+)-MS e UHPLC-ESI(-)-MS.
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Tabela 11: Metabdlitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de F. hepatica CC102, analisadas por UHPLC(+)-ESI-

MS/MS.
Retention Measured Error Theoric
Peak lon_formula Aduct Neutral formula Compound name
Time (min.) m/z ppm m/z
1,1 8 357,1039 C1oH2101 [M-H] -1,7 357,1033 C1oH2»012 Acido celobibnico
1,2 9 283,1036 C11H16N4Os [M-H] -2,5 283,1042 C11H16N4Os Coformicina
2,5 15 128,0350 CsHgNO3 [M-H]T -2,1 128,0348 CsH/NO3 n.i.
3,8 16 180,0667 CyH10NO3 [M-H] -3,3 180,0661 CyH11NO3 Tirosina + 5 isdbmeros
3,8 16 243,0620 CoH11N206 [M-H] -1,3 243,0617 CoH12N206 Spongouridine ou Pseudouridine
4,5 18 128,0349 CsHgNO3 [M-H]T -0,8 128,0348 CsH7NO3 n.i.
4,5 18 344,0404 C10H11Ns07P [M-H] -2,2 344,0396 C10H12Ns07P 2" 3" -GMP ciclico
4,6 20 282,0841 C10H12N50s [M-H] -1,1 282,0838 C10H13Ns0s Guanosina
4,7 21 309,1181 C12H2109 [M-H] 14 309,1186 C12H209 n.i.
5,6 24 204,0303 CioHsNOx [M-H] 31 2040297 | CiHiNO, O-hidroxiuinurenato ou acido
6,1 28 305,0779 C14H13N20¢ [M-H] -1,9 305,0774 C14H13N20¢ n.i.
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Os compostos identificados sdo representados na Figura 41.
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Figura 43: Compostos prospectados no extrato de TCA-fermentado de F. hepatica

CC102.

4.2.2.4. Metabolémica do TCA-fermentado de P. lecomtei CC40 vs
TCA-Controle

A amostra fermentada com o fungo P. lecomtei CC40 foi submetida a

analise UHPLC-ESI(-)-MS e o seu perfil cromatografico pode ser observado na
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Figura 42. O perfil cromatografico da amostra fermentada com o fungo assemelhou-

se ao perfil obtido nas analises do controle.
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Figura 44:. Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(-)-MS de
amostras de TCA-fermentados extraido com etanol 50% e diluido na proporgédo de
1:2 (500uL de extrato etandlico da amostra em 1000 uL de solvente). (A) P. lecomtei
CC40 e (B) TCA-controle.

Entretanto ao construir o modelo PCA dos dados, as amostras separaram do
controle, indicando a presenca de ions distintos nos dois grupos (amostra e controle).
Tal informacdo pode ser visualizada na Figura 43A. Os ions que mais influenciaram

nessa separacao sao observados na Figura 43B.
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Figura 45: PCA dos dados de UHPLC-ESI(-)-MS de metabdlitos gerados de TCA-
fermentado de P. lecomtei CC40 e TCA-controle e submetidas a extracdo com etanol
50%. (A) Grafico de scores relativo a separacdo de grupos. (B) Gréafico loadings
com projecdo com ions com maior influéncia na separagdo do modelo.

Os compostos xantosina, &cido xanturénico, triptofano e 8-desmetil-8- (2,3-
di-O-metil-alfa-L-ramnosil) tetracenomicina C estdo correlacionados com os ions
m/z 283,0675, 204,0297, 203,0828 e 631,1679, respectivamente (Figura 44). Ja 0s
compostos dos ions m/z 133,0141, 128,0350 151,0258, 180,0664, 128,0351,
164,0716 sdo isébmeros. N&o foi possivel identificar os compostos dos ions m/z
605,1572, 519,1561, 309,1182, 407,0638. Dados adicionais das formulas
moleculares podem ser observados na Tabela 12. O ion m/z 151,0258 referente a
xantina o qual foi detectado na amostra e controle. Este se encontra destacado em
vermelho na Tabela 12. N&o foi encontrado nenhuma férmula molecular comum com
as amostras analisadas no UHPLC-ESI(+)-MS e UHPLC-ESI(-)-MS.
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Tabela 12: Metabdlitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de P. lecomtei CC40, analisadas por UHPLC(+)-ESI-MS/MS.

Tempo de . ) Erro m/z Formula
retencgéo Pico m/z medido Formula do ion Aduto L. Composto
(min) (ppm) tedrico neutra
1,7 13 133,0141 C4HsOs [M-H] 15 133,0142 CaHeOs Acido mé"t(;gooniti'de“dm""
1,7 13 605,1572 C21H3302 [M-H] -0,3 605,1571 C21H3102 n.i.
1,8 15 519,1561 C18H31017 [M-H] 1,1 519,1567 C1gH32017 n.i.
2,8 18 128,0350 CsHsNO3 [M-H] 2,8 128,0353 CsH/NO3 Oxoprolina + 3 isbmeros
3,6 19 151,0258 CsH3N4O2 [M-H] 2,5 151,0261 CsH4N4O2 Xantina
4,2 21 180,0664 CoH1oNO3 [M-H] 1,1 180,0666 CoH11NO3 Tirosina + 5 isbmeros
47 23 257,0775 C1oH13N20% [M-H] 1,6 257,0779 |  CioHuN:Os (1-Riggs;!5ig;i:;§32i—;-;:etato
4,8 24 128,0351 CsHsNO3 [M-H]T 1,4 128,0353 CsH7NO3 Oxoprolina + 3 isdmeros
5,0 26 309,1182 C12H2109 [M-H] 3,1 309,1191 C12H209 n.i.
51 28 283,0675 C10H11N40Os [M-H] 3,2 283,0684 C10H12N40s Xantosina
5,4 29 164,0716 CyH10NO, [M-H] 0,9 164,0717 CoH11NO, Fenilalanina + 6 isbmeros
6,0 31 204,0297 C10HsNO4 [M-H] 2,9 204,0291 C10H7NO4 Acido xanturénico
6,2 32 203,0828 C11H11N20, [M-H] -0,8 203,0826 C11H12N20, Triptofano
6,2 32 407,0638 C19H11N4O7 [M-H] -1,3 407,0633 C19H12N4O7 n.i.
8-Demetil-8- (2,3-di-O-metil-

7,5 38 631,1679 C30H31015 [M-H] -1,6 631,1668 C30H32015 alfa-L-ramnosil)

tetracenomicina C
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Na Figura 44 estdo apresentados os compostos identificados na amostra.
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Figura 46: Compostos prospectados no extrato de TCA-fermentado de P. lecomtei
CCA40.

4.2.2.5. Metabolémica do TCA-fermentado de G. lucidum CC351 vs
TCA-Controle

Nas amostras fermentadas pelo fungo G. lucidum CC351, detectou-se 31

picos cromatograficos (Figura 45).
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Figura 47: Perfil dissect do cromatograma gerado em UHPLC-ESI(-)-MS de
amostras de TCA-fermentados extraido com etanol 50% e diluido na propor¢édo de
1:2 (500pL de extrato etandlico da amostra em 1000 pL de solvente). (A) G. lucidum
CC351 e (B) TCA-controle.

A PCA demonstrou uma leve separacdo dos grupos, 0s quais se encontram

em um ponto do gréfico (Figura 46A).
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Figura 48: PCA dos dados de UHPLC-ESI(-)-MS de metabdlitos gerados de TCA-
fermentado de G. lucidum CC351 e TCA-controle e submetidas a extracdo com
etanol 50%. (A) Grafico de scores relativo & separagdo de grupos. (B) Grafico
loadings com projecdo com ions com maior influéncia na separa¢do do modelo.

Identificou-se 11 formulas moleculares. Cinco ions foram relacionados com
0s compostos, 2",3"-GMP ciclico, acido xanturénico, quercetina 3-(2G-
xylosylrutinoside), 8-Demethyl-8-(2,3-di-O-methyl-alpha-L-ramnosil)
tetracenomicina C. J& os ions m/z 341,1096, 133,0142, 191,0202, 151,0258,
282,0849 e 164,0716 estdo relacionados com isémeros. O tempo de retencdo, m/z
medido e tedrico, formula do ion, adulto, erro e férmula neutra podem ser
observados na Tabela 13. Os ions correspondentes aos compostos de melibiulose e
seus isdbmeros e quercetina 3- (2G-xylosylrutinoside) foram detectados no controle,
0s quais estdo destacados em vermelho na Tabela 13. N&o foi encontrado ions em
comum nas analises realizadas em UHPLC-ESI(+)-MS e UHPLC-ESI(-)-MS.
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Tabela 13: Metabdlitos identificados em extrato etandlico de TCA-fermentado de G. lucidum CC351, analisadas por UHPLC(+)-ESI-

MS/MS.
Tempo de Erro .
retencéo Pico m/z medido Férmula do ion Aduto m/z Formula Compostos
. tedrico neutra
(min.) (ppm)
1,2 10 341,1096 C12H21011 [M-H]' -3,6 341,1084 C12H22011 Melibiulose + 9 isdmeros
14 11 133,0142 CaHsOs [M-H] 3,7 1330137 | C4HeOs Acido maico ou 3-desidro-L-
treonato
1,4 12 191,0202 C7H3N403 [M-H] 1,6 191,0205 CeHsOr Acido citrico + 7 isdmeros
1,8 15 167,0208 C5H3N403 [M-H]' -1,6 167,0205 C5H4N403 Urate
3,2 18 151,0258 CsH3N4O2 [M-H] -1,2 151,0256 CsHiN4O2 Aloxantina ou Xantina
4,5 19 344,0397 C10H11NsO7P [M-H] -0,3 344,0396 Ci1oH12NsO7P 2",3"-GMP ciclico
4,6 20 282,0849 C11HsNoO [M-H] 1,1 282,0852 C10H13Ns0s Guanosina ou Isoguanosina
5,1 21 164,0716 CoH10NO; [M-H] -2,4 164,0712 CoH11NO; Fenilalanina + 6 isdmeros
5,7 22 204,0297 C10HsNO4 [M-H] 0,1 204,0297 C10H7NO4 Acido xanturénico
- i Quercetina 3- (2G-
6,7 25 741,1904 Cs2H37020 [M-H] 3,5 741,1878 C32H3s020 xilosilrutindsido)
8-Demetil-8- (2,3-di-O-metil-
7,2 28 631,1685 C30H31015 [M-H]' -3,5 631,1663 C30H32015 aIfa-L-ramnosiI)
tetracenomicina C




Os compostos identificados na amostra estdo representados na Figura 47.
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Figura 49: Compostos prospectados no extrato de TCA-fermentado de G. lucidum
CC351.

4.3. Atividades bioldgicas dos metabdlitos identificados

A utilizacdo TCA tem sido uma boa alternativa para a suplementacdo da
racdo animal. Apesar da quantidade significativa de proteina de boa qualidade (cerca
de 30%)™°, este subproduto apresenta alguns fatores antinutricionais que podem

ocasionar problemas na digestibilidade e rendimento animal.

A inclusdo do pré-tratamento biolégico com macrofungos agregou valor a
TCA (TCA-fermentado), sendo observados alguns compostos bioativos diferentes,
incluindo olissacarideos, aminoacidos, esterdides, fenois, terpendides e nucleosidos,
todos demonstrando exercer varios beneficios a satide animal. Portanto, nessa etapa
discutiremos as principais aplicacdes e a relacdo com a literatura do metabdlitos

identificados neste trabalho.
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Os macrofungos apresentam habilidade de despolimerizar a lignina de TCA
através de enzimas ligninoliticas (lacases e peroxidases) para acessar a celulose!®.
Ao alcancarem esta Ultima, precisam vencer a cristalinidade da mesma, entdo se
utilizam de enzimas celuloliticas (celulases, xilanases e outras hemicelulases), para
obtenc&o da glicose como fonte de carbono*. Como a quebra da celulose é parcial,
ocorre a liberacdo de trissacarideos, dissacarideos e monossacarideos o qual foram
detectados na analise. Detectou-se trissacarideo de hexose no fungo Ganoderma
lucidum CC351, utilizando ESI(+)-MS. Nas amostras de TCA-fermentado de F
hepatica CC102, foi identificado o dissacarideo acido celobiénico em ESI(-)-MS. Ja
0 monossacarideo Bis-D-frutose 2 ", 1: 2,1 "-dianidreto foi encontrado em amostras
de P. pulmonarius EF88 em ESI(+)-MS. A presenca destes compostos indica que o

fungo degradou com efetividade a lignina, composto com fatores antinutricionais.

Os fungos séo ricos em nucleosideos, 0s quais consistem em uma base
nitrogenada e um acucar de 5 carbonos (ribose ou desoxirribose). Os nucleosideos e
nucleotideos aumentam a funcdo cerebral, afetam a modulagéo imune, influenciam o
metabolismo dos acidos graxos, contribuem para a absorcdo de ferro no intestino e
melhoram o reparo do trato intestinal apds danos**'#. Os nucleosideos e
nucleotideos prospectados nas amostras e fungos sdo observados na Tabela 14.
Foram identificados compostos esperados do metabolismo primério como guanosina
e adenosina e também alguns nédo relacionados a literatura para os fungos como
inosina, xanthosina e 2", 3" - GMP ciclico nos fungos estudados neste trabalho. Os
compostos adenosina e hipoxantina foram detectados em ESI (+) - MS, os demais
foram detectados em ESI (-) - MS.
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Tabela 14: Nucleosideos e nucleotideos presentes em TCA-fermentados de
macrofungos S. commune FPB117, P. pulmonarius EF88, G. lucidum CC351, F.
hepatica CC102 e P. lecomtei CC40.

Compostos FPB117 EF88 | CC351 | CC102 CC40
Adenosina X X X
Hipoxantina X

Guanosina X

Inosina X

Xanthosina X
2", 3"-GMP ciclico X X

Os aminoacidos sdo unidades béasicas de proteinas e polipeptideos,
desempenham um papel importante em alguns processos metabolicos dos
organismos vivos'*®14. Os aminoécidos presentes em fungos florestais finlandeses
foram detectados por Manninen (2018)}8. Destacam-se prolina, arginina e
triptofano. Dong et al., (2018)*’ identificou prolina em Lentinula edodes cultivados
em varias regides por LC-MS. Os aminoacidos identificados no presente trabalho sdo

apresentados na Tabela 15.

Os compostos triptofano e dihidroanticapsina foram usados no modo ESI(-)-
MS e os demais compostos no modo ESI(+)-MS. Nao ha estudos mostrando a
presenca de Dihydroanticapsin no fungo Schizophyllum commune, os demais
amino&cidos ja foram relatados na literatura. Na literatura, o 4-guanidinobutanoato
composto foi detectado em Saccharomyces cerevisiae'®® e em algumas bactérias,

dentre elas, Lactobacillus paracasei*® e Escherichia coli*.
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Tabela 15: Aminoacidos presentes em TCA-fermentado dos macrofungos S.
commune FPB117, P. pulmonarius EF88, G. lucidum CC351, F. hepatica CC102 e
P. lecomtei CC40.

Aminoécidos FPB117 EF88 CC351 CC102 CC40
Prolina X

Arginina X X X
3-indoleacrilato X X X
Triptofano X X
Dihidroanticapsina X

4-Guanidinobutanoato X X

Na amostra TCA-fermentado G. lucidum CC351 foi identificado o
composto acido cinamico em ESI(+)-MS. A presenca deste composto no fungo ja foi
identificada em outros trabalhos'®?%3, O 4cido cindmico é um intermediario chave
nas vias de shiquimato e fenilpropandide®™* 1, Sio frequentemente encontrados em
uma forma conjugada, constituindo os principais componentes de polifendis
complexos, como derivados acilados de flavonoides glicosilados®®’. Possuem
diversas atividades bioldgicas como antioxidante, hepatoprotetor, ansiolitico,

repelente de insetos, antidiabético e anticolesterolémico%81%,

Os lipideos desempenham um papel importante como cofatores enzimaticos,
transportadores de elétrons, pigmentos fotossensiveis, ancoras hidrofobicas para
proteinas, chaperonas para auxiliar no enovelamento de proteinas de membrana.
Destacam-se outras atividades bioldgicas as quais sdo agentes emulsificantes no trato
digestivo, horménios e mensageiros intracelulares. Essas propriedades abrangem
uma gama de moléculas como 4&cidos graxos, fosfolipideos, esterdides,
esfingolipticos, terpeno e outros'®. Os &cidos graxos sdo acidos carboxilicos com
cadeias hidrocarbonadas de 4 a 36 carbonos. Nas amostras analisadas neste trabalho
por UHPLC-ESI(+)-MS, foi possivel identificar os compostos N-Butyryl-L-
homoserine lactone, &cido estearidonico e acido erucico quando a biomassa foi
fermentada com os fungos S. commune FPB117, P. pulmonarius EF88 e P. lecomtei
CC40, respectivamente. A presenca destes compostos nos fungos em estudo néo foi

relatada na literatura.
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O composto 22-Oxo-docosanoate foi estudado por Sun e seus colaboradores
(2019)*®! em fibras de algoddo. Estes foram avaliados em UHPLC-ESI(+)-MS e
UHPLC-ESI(-)-MS. Neste trabalho foram encontrados os acidos graxos 22-0Xo-
docosanoato, acido erucico e acido estearidonico em TCA-fermentado F. hepética
CC102, P. lecomtei CC40 e P. pulmonarius EF88, respectivamente. Ambos foram
detectados no modo ESI(+)-MS.

O fosfolipideo 1-linoleoilglicerofosfocolina foi detectado nas amostras
TCA-fermentado G. lucidium CC351 em ESI(+)-MS. Este ja foi relatado no fungo
Aspergillus oryzae quando fermentou a planta Astragalus radix'®2. Mas ndo ha

relatos deste composto no fungo G. lucidium CC351.

O lipideo Quercetina-3- (2G-xilosilrutindsido) foi encontrado em TCA-
fermentado P. pulmonarius EF88 e G. lucidum CC351, modo de ionizacdo ESI(+)-
MS e ESI(+)-MS, respectivamente. Este é apontado como contribuinte importante
para as atividades inibitorias contra a a-glucosidase e lipase pancreatica®®®16, A
presenca desse composto foi relatada em plantas 162154 entretanto, ndo se observou

relatos em fungos.

Os metabolitos esfingolipidicos desempenham um papel importante nas
atividades biologicas. Ajudam na regulacdo de células fundamentais e diversos
processos que incluem sobrevivéncia, crescimento celular e migracdo, dentre
outros'®”1%°, O composto fitosfingosina é um metabolito esfingolipidicos, o qual foi
identificado no fungo FPB117, em ESI(+)-MS. A presenca desse metabdlito ja foi
relatada na literatura para os fungos Pseudallescheria boydii, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus nidulans, A. fumigatus, and Schizophyllum

commune 70,

A pentostatina (desoxicoformicina) € um analogo da adenosina, pois imita a
adenosina e pode inibir alguns processos dependentes da adenosinal’*t’2, A
pentostatina apresentou excelente atividade contra linfomas, talvez por causa de sua
captacdo preferencial, ativagdo e efeitos no tecido linféide'’. Ela foi originalmente
isolada de culturas de fermentacéo de Streptomyces antibioticus'’#1", Entretanto este
composto foi detectado em TCA-fermentado S. commune FPB117, modo de
ionizagdo ESI(+)-MS.
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O 8-Demetil-8- (2,3-di-O-metil-alfa-L-ramnosil) tetracenomicina C é um
composto policetideos, membro da classe das tetracenomicinas. Essa classe €
considerada um antineoplasicos, o qual tem sido relatado para o género
Streptomyces’®178, Neste trabalho, foram detectados estes compostos em TCA-
fermentado P. lecomtei CC40 e G. lucidum CC351, ambos no modo ESI(-)-MS.
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CONCLUSAO
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5. Conclusao

A abordagem metabolémica aplicada neste trabalho contribuiu grandemente
para 0 entendimento do metabolismo fdngico em torta de carogo de algoddo
utilizando cromatografia de ultra-alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas
tandem (UHPLC-ESI-MS/MS, do inglés Ultra-High Performance Liquid
Chromatography- Mass Spectrometry) como ferramenta analitica.

O protocolo de metabolémica aqui utilizado mostrou-se eficiente para a
analise de 54 amostras provenientes de torta de caroco de algoddo fermentada com
cinco espécies de fungo. Estes fungos sdo: Schizophyllum commune FPB117,
Pleurotus pulmonarius EF88, Fistulina hepatica CC102, Pannus sp. CC40 e
Ganoderma lucidum CC351. Ja o protocolo de extracdo demonstrou ser eficiente na
extracdo de compostos com etapas reduzidas de preparo de amostra. Estes foram
eficientes na deteccdo de picos com boa intensidade de forma rapida, sensivel e
seletiva. Os dados foram tratados quimiometricamente com o uso do XCMS® online
e MetaboAnalyst, identificando-se os principais ions.

A TCA-fermentado Schizophyllum commune FPB117 e Fistulina hepatica
CC102 apresentaram alteracdes significativas na composi¢cao metabolica de torta de
carogo de algoddo, demonstrando serem favoraveis para degradar a lignina e
producdo de novos compostos, agregando valor a torta de caro¢o de algoddo. A
TCA-fermentado Pleurotus pulmonarius EF88 apresentou um perfil cromatografico
muito préximo ao controle, indicando que ele ndo foi eficiente para alterar a
composicdo da torta de carogo de algodao.

Os compostos N-butiril-L-homoserina lactona, di-hidroanticapsina e inosina
foram identificados em TCA-fermentado S. commune FPB117. Os compostos acido
estearidonico e hipoxantina foram detectados em TCA-fermentado P. pulmonarius
EF88. O &cido erético, a xanthosina e a adenosina foram detectados em TCA-
fermentado Pannus lecomtei CC40. A adenosina, guanosina, 2 ", 3" - GMP ciclico e

acido celobidnico foram encontrados em TCA-fermentado F. hepéatica CC102. A
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adenosina e 2",3"-GMP ciclico foram encontrados em G. lucidum CC351. Tais
compostos ndo foram relatados na literatura relacionados com os fungos em estudo.
Assim, a metabolémica, que ainda é pouco explorada nos fungos S.
commune FPB117, P. pulmonarius EF88, F. hepatica CC102, P. lecomtei CC40. e
G. lucidum CC351, foi descrita para detectar diversas classes de metabolitos através
da técnica avancada UHPLC-MS/MS. Neste estudo, obteve-se um conjunto de
informacdes inéditas sobre esses fungos. Tais informacgdes abrem caminhos para a
integracdo de cadeias produtivas de biodiesel (carogo de algoddo), fungicultura
(cogumelos comestiveis) e indastria de nutricdo animal (insumos). Também
contribuem para estudos envolvendo a desconstrucdo da biomassa lignocelulosica.
Por fim o protocolo aqui apresentado podera ser aplicado a outras espécies de

fungos.
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Tabela 16: Apéndice A: Metabdlitos identificados em extrato etandlico do TCA-Controle, analisadas por UHPLC(+)-ESI-MS/MS.

Tempo de

retencgdo Pico | m/z medido Férmula do ion Aduto (E;:T?) m/z tedrico Férmula neutra Composto
(min.)
1,1 8 118,0873 CsH12NO2 [M+H]* -9,3 118,0862 CsH1NO, Valina ou Betaina
1,3 9 138,0546 C7HsNO; [M+H]* 2,8 138,0549 C/H/NO; Antranilato + 4 isdmeros
1,6 12 163,0601 CesH110s [M+H]* 0 163,0601 CeH100s Liquenina + 19 isdmeros
1,7 13 146,0916 CsH12N30; [M+H]* 5,6 146,0924 CsH11N30; Acido 4-guanidinobutirico
4,7 24 130,0493 CsHsNOs [M+H]* 5,2 130,0498 CsH7NO3 4-Oxoprolina + 5 isdmeros
[M+H]* Isoprocarbe ou 2,3,5-

4,9 25 194,1170 C11H16NO> 2,7 194,1175 C11H1sNO, trimetacarbe
6,1 29 188,0701 C11H10NO> [M+H]* 2,7 188,0706 C11HgNO> 3-indoleacrilato
8,5 42 244,1899 Ci3Ha6NO3 [M+H]* 35 244,1907 C13HasNO3 n.i.
8,7 43 343,2965 Ci1gH39N203 [M+H]* -3,0 343,2955 Ci19H3gN203 n.i.

. Acido di-hidroxi-octadecenoico
9,5 48 337,2352 CigH3:NaO4 [M+Na] 0,7 337,2349 Ci1gH3:04 + 4 isBImeros

+ f oA Y
10,4 55 279,2318 CisH210, [M+H] 0,1 279,2319 CigH3002 Linolenato +g?a';§:;er03 (&cidos
10,4 55 496,3401 CosH5:NO7P [M+H]* -0,7 497,3475 CasHs:NO7P* 1-Palmitoilglicerofosfocolina
10,6 57 277,2163 Ci18H2902 [M+H]* 0,3 278,2240 Ci1gH250, Acido estearidonico




Tabela 17: Apéndice B: Metabdlitos identificados em extrato etan6lico do TCA-Controle, analisadas por UHPLC(-)-ESI-MS/MS.

T?nifr(]rtr:?r?.) Peak Mezras/l;red lon_formula Aduct i'gr?{ Thrﬁ;)znc Neutral formula Compound name
0,9 7 341,1085 C12H21011 [M-H] 1,2 341,1089 C1H2011 Melibiulose + 16 isdmeros
1,1 9 341,1094 Ci2H21011 [M-HJ -1,2 341,1089 C12H20011 Melibiulose + 16 isomeros
1,2 10 711,2213 CasH39N4O10 [M-HJ 0,1 711,2214 CasHaoN4O10 n.i.
2,1 14 191,0199 CeH707 [M-H] -1,0 191,0197 CeHgO7 Citrato + 7 isbmeros
2,9 16 151,0261 CsH3N40; [M-HJ 0,4 151,0261 CsHiN40; Xantina
43 20 202,0719 CsH12NOs [M-HJ 1,2 202,07121 CsH13NOs N2-acetil-L-aminoadipato
5,0 22 153,0195 C7HsO, [M-H] 0,9 153,0193 C7Hg04 Di-hidroxibenzoato ou Patulina
5,2 24 407,0653 Ca0H7NgO3 [M-HJ -1,5 407,0647 Ca0HsNgO3 n.i.
5,6 26 137,0240 C7Hs03 [M-HJ 3,1 137,0244 C7He03 2-hidroxi-5-metilquinona
6,1 29 741,1902 Ca3HasN4Oss [M-H] -0,7 741,1897 CasHaaN4Oss n.i.
6,4 34 609,1467 Ca7H29016 [M-H] -0,9 609,1461 Ca27H30016 Rutin + 4 Isomeros
6,9 38 360,2393 C1gH34NOs [M-H] 0,5 360,2392 CisHasNOs n.i.
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