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Resumo: Monascus ruber € uma espeécie
fungica conhecida por ser excelente produtora
de metabolitos com varias aplicacdes
industriais. A avaliagdo da diversidade
metabolica em fungos tem sido de extrema
importancia para uma melhor compreenséo a
cerca deste microorganismo, justificando assim
a necessidade dos estudos de prospeccdo
metabolica. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o perfil quimico do extrato de M. ruber e
identificar metabdlitos presentes no extrato
utilizando a cromatogafia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-EM). Assim,
ap6s o fungo ser cultivado em extrato de malte
agar, por 10 dias a 28 °C, e extraido com
metanol grau HPLC, uma aliquota do extrato foi
analisada por CLAE-EM. A avaliacdo do extrato
de M. ruber demonstrou que o0 micro-organismo
€ um potente produtor de metabolitos, sendo
que dentre esta gama de substancias, obsevadas
no cromatogrma de ions, a fosfocolina (ion m/z
184 [M+H]") foi identificada como um dos
metabolitos presentes no fungo.

Palavras-chave: Monascus ruber, prospeccao
metabolica, CLAE-EM.

1. Introducéo

Fungos  filamentosos sdo  fontes
adequadas, para uso industrial, na producdo de
proteinas, &cidos orgéanicos e pigmentos. No
entanto, devido a baixa quantidade de estudos
de metabolitos secundarios provenientes de
micro-organismos, pouco se tem aproveitado
desta diversidade quimica de substancias
(HAJJAJ, 1998).

Estudos de metabdlitos secundarios
podem ser divididos em dois seguimentos:
estudo metabdlico direcionado e néo-
direcionado (VILLAS-BOAS, 2005). No estudo
direcionado, investiga-se quali- elou
quantitativamente uma classe de substancias
especificas ou uma determinada rota metabolica
de interesse. J& para o estudo ndo-direcionado, 0
objetivo principal é caracterizar o maior nimero
de substancias possiveis de forma qualitativa
(MATHEW, 2013).

A prospeccdo metabdlica busca a
caracterizacdo de modo qualitativo de
metabolitos sendo, desse modo, considerada um
estudo ndo direcionado. No entanto, diversos
fatores podem influenciar no perfil metabdlico
de um organismo como disponibilidade de fonte
de energia a qual o fungo se alimenta, fatores
genéticos, stress, umidade, pH, além de fatores
fisicos, como luz e calor (FRISVAD, 2008;
SHWAB 2008). Assim estudos de prospecc¢do
podem  encontrar  respostas  diferentes
dependendo das condi¢Bes as quais 0 micro-
organismo foi submetido (LAMEIRAS, 2015).
Por esta razdo, € importante compreender que
organismos vivos podem apresentar perfil
quimica distinto em funcdo do ambiente ao qual
foi submetido durante o crescimento.

O género fangico Monascus, por
exemplo, é considerado um excelente produtor
de metabdlitos das mais variadas classes de
substancias, como antraquinonas,
naftaquinonas, decalinas, além de policetideos e
derivados de colina (LIANG, 2018).

Assim o0 objetivo deste trabalho é avaliar
o perfil quimico de Monascus ruber, utilizando
a cromatografia  liquida acoplada a
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espectrometria de massas e identificar alguns
metabolitos produzidos por M. ruber.

2. Materiais e Métodos

2.1. Selecdo da linhagem fungica

O M. ruber CCT 3802 (IFO 6540) é um
fungo de interesse biotecnoldgico, usado na
producdo de pigmento e citrinina. Para este
estudo foi utilizada uma cepa de uma linhagem
fangica de Monascus ruber a qual foi adquirida
da Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) da
Fundacdo André Tosello/Campinas-SP.

2.2. Meio de cultivo

O meio de -cultura foi formulado
seguindo recomendacdes da colecdo de micro-
organismos Norte americana (ATCC, American
Type Culture Collection). Para o preparo do
Agar extrato de malte (MEA) foi utilizado
extrato de malte (20 gL!), peptona (1 gL™),
glicose (20 gL™) e agar (12 gL?!) em &gua
deionizada. Os meios de cultivo foram
esterilizados em autoclave por 15 minutos a
121°C e vertidos para placas de petri (150 x 15
mm).

2.3. Extracdo dos metabdlitos fungicos

As colbnias de fungos (crescimento em
estufa DBO a 28°C por 10 dias) foram cortadas
em cubos com auxilio de lamina de bisturi
estéril, os quais foram congelados em nitrogénio
liquido por 1 h, sendo posteriormente
submetidos a banho ultrassonico com 40 mL de
MeOH grau HPLC por 30 min e agitados em
frasco tipo Schott por 24 h sem presencga de luz.
O extrato foi filtrado, pré-concentrado sob fluxo
de nitrogénio gasoso e uma aliquota retirada
para analise por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas sequencial (CLAE-
EM/EM).

2.4. Avaliacéo dos extratos por CLAE-EM/EM

Para os experimentos de CLAE-EM/EM
foi utilizado um cromatdgrafo a liquido Waters
1525y (bomba binaria) acoplado ao um
espectrébmetro de massas Quattro micro API
Waters (Beverly-EUA).
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O espectrémetro de massas com fonte de
ionizagdo do tipo eletrospray e analisador de
massas do tipo triplo quadrupolo (QgQ) foi
operado no modo varredura (scan) de m/z 100 a
1000, sendo que as condigdes de analise foram
ionizagdo no modo positivo (+); voltagem do
capilar 2,50 kV; voltagem do cone 25,0 V;
temperatura da fonte 150°C; temperatura de
dessolvatacdo 450°C; fluxo do g&s no cone
25 Lh't; fluxo do géas de dessolvatagdo 900 Lh?,
para as analises de CLAE-EM.

Para as analises dos metabdlitos foram
utilizados: coluna Waters Symmetry® C18 (4,6
X 75 mm x 3,6 um) e gradiente linear de eluigéo
utilizando como solvente (A) agua e (B)
acetonitrila ambos a 0,1% com é&cido férmico
mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Gradiente de elui¢do utilizado na separacdo
dos constituintes dos extratos.

Tempo (min)  Vasdo (ml/min) %A %B
0,00 0,5 98 2

5,00 0,5 50 50
5,01 0,5 50 50
10,00 0,5 30 70
11,00 0,5 2 98
13,00 0,5 2 98
15,00 0,5 98 2

Fonte: O autor.

Nos experimentos de CLAE-EM/EM, as
mesmas condi¢des acima foram utilizadas.
Entretanto, para os experimentos de varredura
de ions-produtos (daughter scan), foram
realizadas utilizando dissociacdo induzida por
colissfo (CID, do inglés collision-induced
dissociation) obtidas utilizando energia de
colisdo na faixa de 5 - 50 eV e pressdo do gas de
colisdo de 3,06. 10-3 mBar, na camara de
colis&o.

3. Resultados e Discussao

A avaliacdo do cromatograma de ions
totais (Figura 1) do extrato alcoolico de M.
ruber mostrou que o fungo é um excelente
produtor de metabolitos das mais variadas
classes quimicas. A diversidade de compostos
quimicos apresentados no cromatograma €
evidenciada pelos diversos sinais, nos mais
variados tempos de retencdo, sugerindo que 0s
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compostos detectados apresentam polaridades
diversas, respondendo de formas diferentes
frente ao equilibrio quimico entre as substancias
do extrato e as fases movel e estacionéria
(COLLINS, 2006).

Dentre  o0os  diversos sinais no
cromatograma de ion totais, observou-se a
presenca de um sinal em 2,62 min, atribuido
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majoritariamente ao fon m/z 184 [M+H]*. A
presenca deste ion sugeriu inicialmente que
poderia ser um derivado de colina relatado na
literatura para outras espécies fungicas
(MARKHAM, 1993). Assim, o ion m/z 184 foi
fragmentado, para confirmar sua identidade,
obtendo-se o espectro de fragmentacdo EM/EM.

Figura 1 — Cromatograma de ions totais do branco do meio de cultura, do extrato fungico de Monascus ruber
e corrente ibnica do ion de m/z 184 [M+H]* atribuida a fosfocolina.
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No espectro de fragmentacdo EM/EM
(Figura 2) foram observados os seguintes ions-
fragmento: m/z 184,0 [M+H]", m/z 125,1
[M+H]*, m/z 104,0 [M+H]*, m/z 98,8 [M+H]",
m/z 86,1 [M+H]*, m/z 70,7 [M+H]*, m/z 59,8
[M+H]", m/z 57,7 [M+H]". Foi possivel
observar que os fragmentos m/z 59,8 [M+H]* e
m/z 104,0 [M+H]" eram respectivamente
unidades referentes aos ions trimetilamonio e
colina, deste modo contribuindo numa melhor
caracterizacdo do ion m/z 184. Assim,
comparando o perfil de fragmentacéo do ion m/z
184,0 [M+H]* com bancos de dados especificos
para espectrometria - LipidMAPS, ID:
LMGP01070010 (FAHY, 2007) e dados da
literatura, foi possivel confirmar a identidade da
substancia como sendo a fosfocolina, um tipico
metabolito fungico fosforilado. A presenca de

fosfocolina, em fungos filamentosos, evidencia
uma importante funcdo realizada por essa
substancia em fungos — a estruturacdo e
composi¢gdo celular. Dentre o0s diversos
componentes da membrana fosfolipidica dos
fungos filamentosos, a colina fosforilada
(fosfocolina) é um dos principais constituintes
desse sistema (MARKHAM, 1993). Além de
estar relacionada ao crescimento dos fungos e
morfologia das hifas, a colina participa do
metabolismo do sulfato na forma de colina-o-
sulfato. O metabolismo de sulfato nas células
fangicas é uma das principais formas de reserva
de C, N e S, por esta razdo € de suma
importancia a presenca de fosfocolina, pois é
um metabolito vital para o desenvolvimento do
micro-organismo.

Além disso, a metodologia de extracdo
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mostrou-se eficaz, pois a parede celular flngica
foi fragilizada na metodologia de extragéo. Este
fato pbde ser evidenciado pela presenca da
fosfocolina no extrato, pois ela é um tipico
metabolito da parede celular de fungos. Assim,
a presenca deste metabolito sugere que
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substancias intra e extra-celulares foram
extraidas ao longo da metodologia de extracao,
pois a parede celular foi fragilizada,
evidenciando que o método é adequado para a
avaliacdo do metabolismo totais de fungos
filamentosos (CHEMAT, 2017).

Figura 2 — Espectro de fragmentacdo EM/EM (20eV) e principais fragmentos do ion m/z 184 [M+H]* do
extrato fingico de Monascus ruber.
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4. Concluséo

A avaliacdo do perfil quimico do extrato

Fonte: o autor.

food and natural products. Mechanisms, techniques,
combinations, protocols and  applications. A

de Monascus ruber por meio da CLAE-EM
mostrou que o fungo apresenta alto potencial
para a produgdo de metabolitos, confirmando o
que a literatura tem exposto para a espécie
fungica. Além disso, da avaliacdo dos extratos
fangicos observou-se a presenca do ion m/z 184
[M+H]* que ap6s ser fragmentado, foi
confirmado como sendo a molécula de
fosfocolina, um importante metabdlito fungico
responsavel por promover estruturagdo ao fungo
e crescimento das hifas.
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