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RESUMO - A biotransformacdo de compostos por fungos pode alterar sua biodisponibilidade e
propriedades. Neste estudo, foi aplicada uma abordagem metabolomica baseada em espectrometria
de massas para avaliar a biotransformagao de compostos no cultivo de Aspergillus brasiliensis em
guabiju (Myrcianthes pungens). O cultivo em estado solido foi realizado por cinco periodos: 0, 3, 7,
10 e 15 dias. As amostras foram extraidas e analisadas via UHPLC-QTOF-MS. A andlise de dados,
realizada em R, excluiu features irrelevantes e manteve 2688 features para o modo negativo. A
analise de componentes principais mostrou que cerca de 83% da variancia dos dados foi explicada
pelos primeiros dois componentes. Observa-se a influéncia do tempo de cultivo na modificagdo dos
metabolitos do guabiju, com destaque para a liberacdo de acido galico, além do aumento significativo
de 4cido citrico durante o periodo de cultivo. Esses resultados sugerem o impacto do cultivo fingico

na biotransformag¢ao dos compostos.
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ABSTRACT - Biotransformation of compounds by fungi can alter their bioavailability and
properties. In this study, a metabolomics approach based on mass spectrometry was applied to
evaluate the biotransformation of compounds in the cultivation of Aspergillus brasiliensis on guabiju
(Myrcianthes pungens). The solid-state cultivation was carried out over five periods: 0, 3, 7, 10, and
15 days. Samples were extracted and analyzed via UHPLC-QTOF-MS. The data analysis, performed
in R, excluded irrelevant features and retained 2688 for the negative mode. Principal component
analysis showed that approximately 83% of the data variance was explained by the first two
components. The influence of cultivation time on the modification of guabiju metabolites was
observed, with emphasis on the release of gallic acid, in addition to the significant increase in citric
acid during the cultivation period. These results suggest the impact of fungal cultivation on the

biotransformation of the compounds.
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1. INTRODUCAO

A biotransformacéo pode ocorrer através da modificacdo de compostos por microrganismos,
como bactérias e fungos, muitas vezes modificando a sua biodisponibilidade e suas propriedades
(Liang et al., 2023; Liu et al., 2022). Essas reacdes sdo alternativas interessantes em comparac¢ao com
0S processos gquimicos, especialmente por serem mais seletivas e produzirem um menor impacto
ambiental (Hegazy et al., 2015). Diversos compostos sao metabolizados por microrganismos, como
os fungos endofiticos, com destaque para os géneros Aspergillus, Fusarium, Trichoderma,
Penicillium e Phomopsis, resultando em produtos comercialmente importantes para as induastrias de
biomedicina, agricultura, alimentos e biotecnologia (Torres-Mendoza, Ortega e Cubilla-Rios, 2020).
Entretanto, é fundamental compreender as transformagGes metabolicas e a producéo de compostos ao
longo deste processo, pois 0s produtos resultantes dependem de fatores como como potencial genético
do microrganismo e parametros do cultivo.

Nesse sentido, a metaboldmica € uma abordagem que possibilita avaliar as mudancas
induzidas por processos complexos, como 0s que ocorrem nos processos fermentativos, facilitando a

compreensdo das transformac6es metabolicas presentes. O guabiju (Myrcianthes pungens) apresenta
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uma rica composicdo quimica, destacando-se os compostos fendlicos (Spinelli et al., 2023),
possibilitando essas avaliagdes. Assim, uma abordagem metabolémica nao direcionada foi utilizada
para avaliar a biotransformacdo de compostos em cultivos fangicos com Aspergillus brasiliensis em

guabiju.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo fungico

O cultivo em estado solido foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 10 g
de guabiju liofilizado e solugdes de minerais e micronutrientes, esterilizados por autoclavagem (121
°C, 15 min), adaptado de Menezes, Rossi e Ayub (2017). Cada frasco foi inoculado com 1x108
esporos de Aspergillus brasiliensis previamente cultivados em agar BDA (30 °C, 10 dias), e
incubados a 30 °C por cinco periodos: 0, 3, 7, 10 e 15 dias. Controles negativos sem inoculag¢do

fingica foram mantidos em condi¢des idénticas. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.2 Preparo do extrato

Para aquisicdo de dados metaboldmicos, as amostras provenientes do cultivo fungico foram
extraidas com solu¢do de metanol-dgua acidificada com acido formico 0,35% (v/v), através da
mistura, agitacao (180 rpm, 20 min) e centrifugagdo (12,000 g, 15 min). Posteriormente, os extratos
foram diluidos, quando necessario, e filtrados (PTFE, 0,22 um) para andalise via cromatografia liquida

de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-QTOF-MS).

2.3 Analise via UHPLC-QTOF-MS

Dados de varredura completa ndo direcionados foram obtidos usando um UHPLC (Nexera
X2, Shimadzu) acoplado a um espectrometro de massas (Impact II MS, Bruker). As amostras foram,
de forma randomizada, injetadas em uma coluna ACQUITY UPLC® column T3 (50 x 2.1 mm,
tamanho de particula de 1,8 pm). A fase mdvel era composta de: (A) 0,1% de acido féormico em agua
e (B) 0,1% de acido formico em acetonitrila. O UHPLC foi acoplado ao QTOF-MS com uma fonte
ESI. Amostras controle (combinagdo de aliquotas de cada amostra) foram usadas para garantir a

qualidade dos dados e auxiliar no processo de avaliagdo dos resultados (Broadhurst ef al., 2018).



Solucdes Sustentaveis: Enfrentando os Desafios do Clima e da Alimentacao

SIMPOSIO DE

ALIMENTAR

19 A 21 DE MAIO DE 2025 | BENTO GONCALVES | RS

2.4 Pré-processamento e analise dos dados

Os dados obtidos pela analise UHPLC-QTOF-MS foram processados usando o software
livre MZmine2 (Pluskal et al., 2010). A filtragem dos dados e a andlise estatistica foram realizadas
usando R (versdo 4.4.0). As features que nao foram pelo menos 10 vezes maiores nas amostras de
controle de qualidade (QCs) do que no branco do processo foram excluidas da analise. A analise foi
entdo restrita a features que estdo presentes em 100% dos QCs e aquelas com um coeficiente de
variagdo menor que 30% nos QCs. Todos os dados foram transformados em log2. Os dados foram
analisados estatisticamente usando uma combinacdo de ferramentas: analise univariada (teste ¢ e

ANOVA, p <0,05) e analise multivariada (analise de componentes principais).

2.5 Identificacio dos compostos

Dados de fragmentagao foram coletados de maneira semelhante ao descrito na se¢ao 2.3. Os
metabolitos determinados como de interesse foram identificados usando uma abordagem
multifacetada, através da comparagcdo com padrdes, pesquisa em plataformas (GNPS), bancos de
dados publicos e literatura. Além disso, os metabolitos foram anotados de acordo com as diretrizes

da Metabolomics Standard Initiative (Sumner et al., 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o gréafico de analise de componentes principais (PCA) dos dados MS1.
A PCA com todas as amostras e features, incluindo os controles de qualidade (QCs) (Figura 1a),
indica que, pelo agrupamento dos QCs, que as medidas foram consistentes, uma vez que os QCs
foram avaliados ao longo de toda a corrida e estdo sobrepostos, demonstrando que amostras idénticas
podem ser medidas de forma reprodutivel. Os dados foram analisados comparando cultivo e controles
(sem fungos) em cinco grupos de tratamento (0, 3, 7, 10 e 15 dias). Na Figura 1b, é possivel observar
que a componente principal 1 (PC1) é responsavel por 77% da variancia total, enquanto a componente
principal 2 (PC2) explica cerca de 6%. O grafico mostra uma separacdo clara entre amostras controle
e cultivo no dia 0 (B e CO) e cultivadas (C3-C15) ao longo da PC1. Em relagdo a PC2, as amostras
cultivadas a partir dos trés dias (C3) foram visualmente separadas dos outros tratamentos, sugerindo
diferencas entre tratamentos com tempos de cultivo variados.

Para avaliar essas diferencas, os resultados dos testes ¢ univariados comparando os
tratamentos CO versus C7 e C7 versus C10 estdo representados graficamente na Figura 2. Ao

comparar CO e C7, 926 features mostraram diferencas estatisticamente significativas, com pelo
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menos o dobro da abundéncia relativa. J& a comparacédo entre C7 e C10 revelou apenas 62 features
estatisticamente diferentes, com variacdo minima de duas vezes na abundancia relativa,
demonstrando que as mudangas moleculares mais significativas ocorrem no dia 7 (C7). Dentre essas
features, destaca-se o acido citrico, um composto presente naturalmente na matriz, mas que
apresentou um expressivo incremento ao longo do tempo de cultivo. Produzido pelo ciclo de Krebs,
o acido citrico € um metabdlito caracteristico de outras espécies do género Aspergillus ¢ utilizado em

diversas aplicagdes, como alimentos, bebidas e firmacos (Zhang, Zhang e Yang, 2013).

Figura 1 - Analise de componentes principais visualizando a estrutura de dados metabolomicos ndo

direcionados com as amostras de QCs (a) e excluindo as amostras de QCs (b).
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Figura 2 - Volcano plot de features detectadas por metabolomica no direcionada comparando: (a)

CO0 versus C7; (b) C7 versus C10.
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Algumas features importantes, o acido galico e seu derivado, foram perdidas no
processamento de dados no MZmine2 (Pluskal et al., 2010). Assim, para sua identificacdo e
discussao, foi realizada uma analise manual. Embora o acido galico também ocorra naturalmente no
guabiju, o processo de cultivo parece também aumentar sua concentracdo. Esse efeito é
provavelmente devido a liberagdo desse acido fendlico simples a partir de taninos hidrolisaveis e

galatos de (epi)catequina.
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4. CONCLUSOES

As descobertas indicam que A. brasiliensis modula efetivamente a composi¢do de compostos
fendlicos, com destaque para o acido galico, e 4cidos organicos, especialmente acido citrico. As
mudancas nos perfis de metabdlitos ressaltam a importancia de otimizar as condi¢Ges de fermentacao

para maximizar as propriedades funcionais dos alimentos.
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