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Resumo: A cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas é uma técnica robusta,
sensivel, reprodutiva e extremamente eficiente
no processo de investigacdo metabdlica de
organismos vivos. Os fungos filamentosos, por
exemplo, séo excelentes produtores de diversos
compostos quimicos, contudo a avaliacdo dos
extratos necessita de uma ferramenta analitica
que possa suportar o alto grau de complexidade
que os extratos fungicos apresentam. Assim,
este trabalho pretende com o uso da CLAE-EM
avaliar a diversidade quimica (perfil
cromatografico) e identificar componentes
presentes no extrato do fungo Epicoccum sp.
Através da CLAE-EM, foi possivel observar
que o fungo mostrou-se como um excelente
produtor de diversos metabolitos, de variadas
classes, quando observado o cromatograma de
fons totais da amostra. Além disso com o uso da
espectrometria de massas foi possivel identificar
a presenca da substdncia LysoPC 18:2,
demonstrando que a CLAE-EM é extremamente
eficiente no processo de avaliacdo de
metabolitos fungicos em matrizes complexas.

Palavras-chave: = CLAE-EM,  metabdlitos
fangicos, fungo filamentoso, Epicoccum sp.

1. Introducéo

A cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-EM) tem sido
atualmente uma das técnicas mais difundidas e
utilizadas no processo de identificacdo de
amostras complexas, pois ndo necessita de
processos de  preparacdo de  amostra
extremamente trabalhosos (BENTON, 2010).

Uma vantagem da utilizacdo da técnica
para a investigacdo de metabolitos flngicos se
da pelo fato da técnica ser eficiente no processo
de separacdo dos componentes quimicos de uma
mesma matriz, diminuindo o grau de
complexidade da amostra e com isso facilitando
com que as substdncias presentes na matriz,
passiveis de analise por espectrometria de
massas, possam ser detectadas sem sofrer
supressdo ionica (SENYUVA, 2008).

Uma importante caracteristica atribuida
a espectrometria de massas é a alta precisao
quanto a deteccdo dos valores de m/z (razdo
massa/carga) referente aos analitos da amostra.
Por este motivo, a CLAE-EM tem sido uma das
ferramentas mais Uteis e confiaveis no processo
de identificacdo metabolica e avaliacdo de perfil
quimico de micro-organismos, devido a sua
confiabilidade na deteccdo e resposta analitica a
diversas matrizes (LU, 2008). Além do mais,
com a utilizacdo da técnica é possivel identificar
metabolitos unicamente pelo perfil de
fragmentacdo, eliminando com 0 isso 0 uso de
padrBes analiticos em estudos qualitativos e/ou
comparativos (LU, 2008; ERNST, 2014).

Os fungos filamentosos, por exemplo,
sdo excelentes produtores de metabdlitos das
mais variadas classes, como terpenos,
ciclopeptideos, alcaloides, policetideos, além de
lipidios e proteinas (TAN, 2001). Porém, avaliar
esta diversidade quimica requer andlises
especificas que consigam detectar e avaliar o
perfil quimico do micro-organismo, levando em
consideracdo o alto grau de complexidade dos
extratos fungicos (CHAPLA, 2013).

A avaliacdo do perfil quimico de um
micro-organismo pode ser melhor realizada com
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0 uso de uma técnica robusta e reprodutiva com
alta precisdo analitica. Assim, a CLAE-EM ¢é a
ferramenta mais adequada, pois além da
deteccdo dos metabolitos fungicos é possivel
obter-se informacBGes quimio-estruturais dos
analitos, contribuindo para um  melhor
entendimento do metabolismo dos fungos
(BOUSLIMANI, 2014).

Assim, este trabalho pretende com o uso
da CLAE-EM avaliar a diversidade quimica
(perfil cromatografico) e identificar
componentes presentes no extrato do fungo
Epicoccum sp.

2. Materiais e Métodos

2.1. Selecdo da linhagem fangica

Para este estudo foi utilizada uma cepa
de Epicoccum sp. isolada da pele humana
(Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e  Agricolas (CPQBA) -
Universidade de Campinas — SP, a nivel de
género) durante a realizacdo da Tese de
Doutorado da Dra. Carla Porto da Silva (SILVA,
2012). A linhagem selecionada faz parte da
colegdo do Laboratorio de Biocatalise e Sintese
Organica, do Instituto de Quimica da Unicamp e
foi gentilmente cedida pela Profa. Dra. Anita
Jocelyne Marsaioli para estudos do grupo
Labiomass-UEM.

2.2. Meio de crescimento do fungo filamentoso

O meio de -cultura foi formulado
seguindo recomendacdes da colecdo de micro-
organismos Norte americana (ATCC, American
Type Culture Collection). Para o preparo do
meio MEA (&gar extrato de malte) foi utilizado
peptona (1 gL™), glicose (20 gL™?) extrato de
malte (20 gL™?), e agar (12 gL™) em é&gua
deionizada. Os meios de cultivo foram
autoclavados por 15 minutos a 121°C e vertidos
em placas de petri (150 x 15 mm). Os fungos
foram cultivados neste meio de cultura por 10
dias em estufa DBO a 28°C.

2.3. Extracdo metabdlica do fungo

As col6nias de Epicoccum sp., apoés
crescidas em estufa, foram cortadas em cubos
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com auxilio de ldamina de bisturi estéril, os quais
foram congelados em nitrogénio liquido por 1 h,
sendo posteriormente submetidos a banho
ultrassonico (40 KHz) com 50 mL de MeOH
grau HPLC por 60 min e agitados em frasco tipo
Schott por 24 h na auséncia de luz. O extrato
apos ser filtrado foi 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. CLAE-EM para avaliacao dos extratos

Para os experimentos de CLAE-EM foi
utilizado um cromatdgrafo a liquido Waters
1525u  (bomba binéaria) acoplado ao um
espectrdbmetro de massas Quattro micro API
Waters (Beverly-EUA). Para as analises dos
metabolitos foram utilizadas as seguintes
condicdes: coluna Waters Symmetry® C18 (4,6
X 75 mm x 3,6 um) e gradiente linear de eluicédo
por 18 min utilizando como solventes (A) agua
e (B) acetonitrila, ambos acidificados com acido
férmico a 1% como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Gradiente de eluigo utilizado na separacao
dos constituintes dos extratos.

Tempo Vasdo (ml/min) %A %B
(min)

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
18,00 0,5 98 2

Fonte: o autor.

O espectrometro 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 anélise foram
ionizagdo no modo positivo (+) de aquisicdo de
dados; voltagem do cone 25,0 V; voltagem do
capilar 2,50 kV; temperatura de dessolvatacédo
450°C; fluxo do gas no cone 26 L h'; fluxo do
gas de dessolvatacdo 900 Lh, temperatura da
fonte 150°C, para as analises de CLAE-EM.

Nos experimentos de fragmentacdo as
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mesmas condi¢des acima foram utilizadas.
Entretanto foram utilizadas para a obtenc¢édo dos
fragmentos dissociacdo induzida por coliséo
(CID, do inglés collision-induced dissociation)
obtidas utilizando energia de colisdo na faixa
de 15-30 eV e pressdao do gas de colisdo de
4,04. 10° mBar, na camara de colisio.

3. Resultados e Discussao

Observando os cromatogramas de ions
totais (Figura 1) nota-se uma riqueza de sinais
presentes no extrato fangico que ndo estdo
relacionados com componente do meio de
cultivo. Deste modo, € possivel afirmar que o
fungo Epicoccum sp. € um excelente produtor
de metabolitos, especialmente quando se
destaca a faixa de tempo entre 1,5 — 10,0
minutos, regido que apresenta a maior
quantidade de sinais atribuido ao micro-
organismo.

Como a extracdo metabolica deste
estudo utiliza congelamento por 1h e ultrassom
para potencializar o efeito extrator do solvente,
era esperado que componentes da parede celular
fangica fossem extraidos também, além de
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metabolitos intra e extracelular (HAJJAJ, 1998).

E importante destacar a etapa de
extracdo metabdlica como uma das mais
significativas no processo de avaliagdo de um
perfil metabdlico de qualquer organismo, pois
caso a amostragem ndo fosse eficiente a
obtencdo do perfil metabolico seria incompleta
e ineficiente, ndo valorizando a diversidade
quimica do organismo. Como € sabido, as
extragdes com ultrassom sdo extremamente
eficientes no processo de extracdo de
componentes quimicos de micro-organismos por
fragilizar as estruturas celulares, e neste caso
dado a riqueza de sinais dos cromatogramas é
possivel afirmar que o processo de extracdo foi
eficiente para a obtencdo de metabolitos da cepa
de Epicoccum sp. (CHEMAT, 2017).

Da avaliacdo geral do perfil metabolico
de Epicoccum sp. observou-se a presenca da
corrente ibnica do ifon m/z 520 [M+H]"
sugestivel para o fosfolipidio lisofosfatidilcolina
18:2, proveniente da parede celular fangica
fragilizada ao longo do processo de extracéo
(RIEKHOF, 2014).

Figura 1 — Cromatograma de ions totais do branco do meio de cultivo, perfil do extrato de Epicoccum sp. e
corrente idnica do ion de m/z 520 [M+H]* atribuida & LysoPC 18:2 (9 min)
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Fonte: o autor.
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Analisando o espectro de fragmentacéo
do ion m/z 520 [M+H]" (Figura 2) do extrato de
Epicoccum sp. foi observado o ion fragmento de
m/z 502 [M-agua+H]"™ corresponde a
perda neutra de uma molécula de &gua na
estrutura, além disso o ion de m/z 104
[M-fosfolipidio+H]" referente a colina, um sinal
em m/z 184 [M-glicerolipidica+H]" referente ao
grupamento da fosfocolina e ainda observou-se
o sinal m/z 337 [M-fosfocolina+H]" referente a
unidade glicerolipidica.

Através da andlise do perfil de
fragmentagdo e comparacdo do espectro de
fragmentacdo com bancos de dados especificos
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para espectrometria de massas (LipidMAPS, ID:
LMGP01070010), foi possivel identificar o ion
como sendo o lipidio de membrana conhecido
como lisofosfatidilcolina 18:2 (LysoPC 18:2)
(RIEKHOF, 2014).

Na figura 2 é possivel observar que a
estrutura da lisofosfatidilcolina 18:2 é composta
por uma unidade lipidica, seguida de um
grupamento glicerol, dando origem a um éster.
Nesta mesma estrutura observa-se a presenga de
uma unidade de fosfato ligada ao grupamento
éster e uma unidade de colina formando assim a
LysoPC 18:2.

Figura 2 - Espectro de fragmentacdo EM/EM do ion m/z 520 [M+H]* atribuido a LysoPC 18:2 (9 min) do extrato
fangico de Epicoccum sp. O ion m/z 520 [M+H]* foi fragmentado (25 eV) e os fragmentos gerado apresentados no
espectro de EM/EM da LysoPC 18:2.
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4. Concluséo

Com o auxilio da espectrometria de
massas foi possivel avaliar o perfil quimico do
fungo Epicoccum sp. e demonstrar que este
micro-organismo é um excelente produtor de
metabdlitos secundarios. Além disso, com a
técnica de CLAE-EM foi possivel identificar
um fosfolipidio no extrato fungico proveniente
da parede celular fungica, a lisofosfatidilcolina
18:2, que foi confirmada pela comparagéo de
espectro de fragmentacdo com bancos de dados

especifico e a literatura.
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