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Resumo

Nos ultimos anos, diversos estudos tém ressaltado os maleficios associados
as substancias artificiais utilizadas nas industrias de alimentos, agricultura e
farmacéutica, com énfase nos prejuizos dos corantes sintéticos. Como alternativa a
essas substancias, a busca por fungos produtores de pigmentos tem se destacado
como uma opgao promissora. Especificamente, os fungos filamentosos tém a
capacidade de produzir metabdlitos secundarios que podem substituir produtos
sintéticos ou servir como matéria-prima para novos produtos, contribuindo para os
desafios associados a essa problematica. Neste contexto, o presente estudo
objetivou avaliar a capacidade de produgao de pigmentos por fungos filamentosos
isolados de solo em area preservada na UC Refugio de Vida Silvestre (RVS) Mata
do Curado, Recife-PE. Apds procedimentos de isolamento e quantificagdo, foram
selecionados cinco isolados capazes de produzir pigmentos extracelulares em meio
de cultura solido, estes identificados como Paecilomyces (isolados 01 e 11),
Penicillium (isolado 07), Phoma (isolado 16) e Aspergillus (isolado 18).
Posteriormente, esses fungos foram cultivados em meios de cultura liquido e
submetidos a diferentes condicbes de pH, nutrientes e temperatura, com agitacao a
150 rpm por 9 dias. Como resultado, as condigdes em que todos os isolados
mantiveram a produc¢ao de pigmentos foi em caldo batata dextrose e caldo czpeck,
pHs 4,5 e 7,0, e temperatura de 25 °C, indicando assim que a temperatura de 15 °C
foi um fator limitante quando comparados todos os isolados testados.
Adicionalmente, o extrato contendo os pigmentos foram testados quanto a sua
capacidade antimicrobiana, porém nenhum deles se mostrou ativo frente a Candida
albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Assim, conclui-se que solos de
areas preservadas sao fontes de fungos capazes de produzir pigmentos
extracelulares, os quais podem ser, em pesquisas futuras, explorando suas diversas
aplicagdes. Por fim, os resultados destacam a importancia da manutencao de areas
preservadas, nao apenas pelo seu papel ecolégico, mas também pelo biotecnolédgico

aos mesmos.

Palavras chave: Fungos filamentosos, Bioprospecgao, Pigmentos naturais.



Abstract

In recent years, several studies have highlighted the harmful effects of artificial
substances used in the food, agriculture, and pharmaceutical industries, especially
synthetic dyes. As an alternative to these substances, the search for fungi producing
pigments has emerged as a promising option. Specifically, filamentous fungi have the
ability to produce secondary metabolites that can replace synthetic products or serve
as raw material for new products, minimizing this problem. In this context, the present
study aimed to evaluate the pigment production capacity of filamentous fungi isolated
from soil in a preserved area at the Curado Forest Wildlife Refuge (RVS), Recife-PE.
After isolation and quantification procedures, five isolates capable of producing
extracellular pigments in solid culture medium were selected, identified as
Paecilomyces (isolates 01 and 11), Penicillium (isolate 07), Phoma (isolate 16), and
Aspergillus (isolate 18). Subsequently, these fungi were cultured in liquid culture
media and subjected to different pH, nutrient, and temperature conditions, with
agitation at 150 rpm for 9 days. As a result, the conditions in which all isolates
maintained pigment production were in Potato Dextrose Broth and Czpeck Broth,
pHs 4.5 and 7.0, and temperature of 25°C, indicating that 15°C was a limiting factor
when compared to all isolates tested. Additionally, the extract containing the
pigments was tested for its antimicrobial capacity, but none of them showed activity
against Candida albicans, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus. Thus, it is
concluded that soils from preserved areas are sources of fungi capable of producing
extracellular pigments, which can be further studied in future research for their
various applications. Finally, the results presented here emphasize the importance of
maintaining preserved areas, valuing the fungal component present in soils, and that

besides their ecological role, it is possible to add biotechnological value to them.

Keywords: Filamentous fungi, Bioprospecting, Natural pigments
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1. Introdugao

A bioprospeccdo € caracterizada como uma pesquisa sistematica cujo
objetivo é encontrar organismos, enzimas, genes, compostos e processos que
venham a ser socio e economicamente relevantes, visando o desenvolvimento de
produtos com aplicagdes, principalmente nos setores da industria farmacéutica e

alimenticia (Saccaro, 2011).

Em 2019, o relatério do Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente
revelou que o Brasil possui a maior diversidade biolégica da Terra, abrigando de
15% a 20% de todas as espécies de organismos. Quanto a parcela fungica, o pais
possui aproximadamente 13.800 espécies registradas, correspondendo a cerca de
14% da diversidade mundial (PNUMA, 2019). Assim, o Brasil representa uma grande
riqueza de recursos bioldgicos, tornando as areas preservadas inestimaveis fontes

para pesquisas que objetivam a bioprospecgao (Oliveira et al., 2021).

Os fungos estabelecem diferentes relagdes ecoldgicas e estdo presentes em
diversos habitats, incluindo os solos, onde os mesmos compdem uma fracéo
consideravel da diversidade microbiana. Esta diversidade ¢é influenciada por fatores
bidticos e abidticos que desempenham um papel crucial no desenvolvimento da vida
nos solos e na propria comunidade microbiana. Dessa forma, as caracteristicas
fisico-quimicas e a composigdo microbioldgica dos solos desencadeiam uma gama
de adaptagdes metabdlicas nos fungos, resultando na sintese de um vasto repertério
de metabdlitos secundarios (Andreola & Fernandes, 2007; Van Der Heijden et al,
2008; Dabert & Delgen, 2002).

Metabdlitos secundarios fungicos sdo compostos organicos que atuam
mediando comunicacao interespécies, interagcdes simbibnticas, contra competidores
e situagdes de estresse. Assim, esta diversidade metabdlica aponta para uma
diversidade de compostos naturais fungicos bioativos e de interesse biotecnoldgico
(Bills & Gloer, 2016). Corbu et al. (2023) revisaram recentemente sobre os papéis
benéficos dos fungos, como a produgao de enzimas, antibidticos e pigmentos. Em
especial, com relacdo aos pigmentos, trabalhos recentes apontam fungos de solo

como importante fonte desses compostos, sendo os géneros Penicillium,



Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces e Trichoderma com maior destaque
(Akilandeswari & Pradeep, 2016; Kalra et al., 2020).

Diante o exposto, o presente estudo destaca a relevancia dos fungos de solo
de area de Mata Atlantica na Unidade de Conservacao Refugio de Vida Silvestre
(RVS) Mata do Curado, Recife/PE, como fontes de pigmentos naturais com
potenciais aplicagbes biotecnologicas. Os resultados alcangados nesta pesquisa
enfatizam a importancia da existéncia e manutencédo das Unidades de Conservagcao
e, consequentemente, da diversidade microbiana presente no solo e do seu valor

biotecnoldgico.

2. Justificativa

Nos ultimos anos vém surgindo estudos sobre os efeitos nocivos causados
pelas substancias artificiais utilizadas na industria alimenticia, agropecuaria e
farmacéutica; os efeitos que mais preocupam os cientistas e a area médica sao
problemas no aparelho reprodutor e no desenvolvimento do feto, canceres dos mais
diversos tipos e problemas cognitivos. Na busca de substancias oriundas da
natureza que sirvam de substitutas as substancias artificiais, a bioprospeccao de
fungos se mostra uma importante area de estudo. Dentre os diferentes tipos de
fungos, os filamentosos do solo sdo uma o6tima alternativa pois estes organismos
produzem metabdlitos secundarios com capacidade de substituir substancias

sintéticas na industria ou ainda ser matéria prima de novos produtos.

Por ser um pais megadiverso, o Brasil possui uma gama de espécies em
seus biomas, incluindo espécies fungicas. Porém, essa enorme biodiversidade é
pouco valorizada, o que dificulta a descoberta de espécies com potencial econémico
e biotecnoldgico. Assim, a importancia das pesquisas que abordem este tema
destaca a relevancia desta monografia, ressaltando o papel dos fungos tanto para o
funcionamento dos ecossistema, quanto para o desenvolvimento da ciéncia. Em
especial, este € um estudo pioneiro que pesquisa pigmentos produzidos por fungos
de solo da UC Refugio de Vida Silvestre (RVS) Mata do Curado, Recife/PE, e os



resultados obtidos no presente estudos podem enaltecer o papel da criagéo e

manutengao de areas preservadas da Mata Atlantica de Pernambuco.
3. Objetivos
3.1 Objetivos Gerais

Avaliar a producao de pigmentos extracelulares por fungos isolados de solo
coletado em uma area preservada de Mata Atlantica na Unidade de Conservagao
Refugio de Vida Silvestre (RVS) Mata do Curado, Recife/PE.

3.2 Objetivos Especificos

e Isolar e quantificar fungos filamentosos presentes no solo coletado na Unidade
de Conservagao Refugio de Vida Silvestre (RVS) Mata do Curado, Recife/PE

e Selecionar e identificar, por meio de taxonomia morfologica isolados fungicos
produtores de pigmentos extracelulares;

e Avaliar a influéncia de meios de cultura diferentes, pH e temperatura na
producao de pigmentos extracelulares pelos fungos selecionados;

e Investigar a acdo antimicrobiana dos pigmentos obtidos a partir dos isolados

selecionados;



4. Revisao bibliografica
4.1 Bioprospecc¢ao

O crescimento populacional aliado ao aumento do consumo de produtos
industriais, desperta preocupagdes sobre seus impactos na saude humana e a
diminui¢ao da biodiversidade. Essa reducao pode ser atribuida a atividade humana e
aos possiveis efeitos adversos decorrentes do uso de produtos quimicos artificiais
em cosmeéticos, alimentos e itens de higiene pessoal, os quais acabam chegando ao
meio ambiente. Como consequéncia, a busca por compostos naturais provenientes
de fontes renovaveis, de facil manutencéo e baixo custo, que reduzam o impacto
negativo no meio ambiente e os efeitos prejudiciais a saude, tem aumentado

consideravelmente nas ultimas décadas (Kalra et al., 2020, McCann et al., 2007).

A busca de novos recursos genéticos € o foco principal da bioprospecgao.
Esses recursos incluem uma ampla variedade de organismos e suas informacgdes
genéticas, bem como o conhecimento tradicional associado a eles. Esses recursos
tém um grande potencial na criacdo de novos produtos e processos, especialmente
na fabricacdo de medicamentos inovadores. Nesse contexto, encontrar novos
produtos é de suma importancia, pois isso tem impactos sécio econdmicos
significativos e esta diretamente relacionado a saude humana. O Brasil desempenha
um papel fundamental nesse cenario devido a sua vasta biodiversidade, pois com
aproximadamente 14% de todas as espécies de fungos descritas no mundo, o pais
se mostra um terreno fértil para a bioprospeccao e a descoberta de novos recursos
genéticos (Berlinck, 2012; Maia & Junior, 2010).

Em busca de métodos para extrair produtos naturais, a bioprospeccao
apresenta-se como uma excelente alternativa para obter valor econémico a partir da
biodiversidade. Essa pratica tem sido empregada por humanos ha milhares de anos,
existindo inumeros registros que comprovam o uso de recursos naturais pelos
nativos americanos na construcdo de moradias, fabricagdo de medicamentos e
objetos, muito antes da chegada dos europeus ao continente americano (Berlinck,
2012).



Definida pela MP 2186-16/2001 como “uma atividade exploratéria que visa
identificar componentes do patriménio genético e informagdes sobre conhecimento
tradicional associado, com potencial de uso comercial”’, a bioprospecg¢ao envolve
uma busca sistematica e cuidadosa por organismos, genes, enzimas, compostos,
processos e partes derivados de seres vivos em geral, que possuam o potencial de
ser matéria-prima para a produgédo de produtos que sejam economicamente viaveis
e rentaveis. Sendo imprescindivel para diversos campos como biotecnologia, saude,
agricultura, industria farmacéutica e de cosméticos (Palma & Palma, 2012; Saccaro,
2011).

Nas ultimas décadas, os paises que detém a maior quantidade de diversidade
bioldgica, iniciaram a discutir sobre a importancia da propriedade em relagdo ao
notavel potencial econémico do patriménio ecoldgico, dentre essas nagdes o Brasil
se destaca como um dos participantes mais ativos nas discussdes. No cenario
brasileiro, o principal obstaculo para o desenvolvimento da bioprospecgédo esta
intimamente ligado ao ambiente regulatorio, este cenario é resultado das
caracteristicas socioculturais internas, associadas as mudangas globais na

abordagem ao patriménio natural (Pinto et al, 2020).

E importante destacar que a busca por recursos na natureza, de forma
sustentavel e legal, difere da exploragdo ilegal conhecida como biopirataria.
Enquanto a bioprospeccédo segue procedimentos econémicos de acordo com a lei,
na biopirataria, os recursos sao enviados para outros paises e patenteados sem o
reconhecimento das autoridades governamentais. A biopirataria tem sido alvo de
acalorados debates a respeito da apropriacdo indevida por grandes industrias
internacionais do conhecimento adquirido por povos indigenas, quilombolas e outros
grupos (Pinto et al, 2020; Galves et al., 2021).

4.2 Fungos: Caracteristicas gerais e aplicagées na biotecnologia

Os fungos sao seres eucariontes, podendo ser unicelulares, como as
leveduras, ou pluricelulares, como os fungos filamentosos. Estima-se a existéncia de

cerca de 11,7 a 13,2 milhdes de espécies de fungos no mundo, estes podem ser



encontrados em diferentes formas morfolégicas como cogumelos, leveduras, bolores
e mofos. Estes organismos podem ser utilizados em diversos setores como, por
exemplo, na gastronomia, na medicina e na produgéo de diferentes objetos para uso
doméstico, além das imensuraveis fungdes ecoldgicas exercidas por este grupo de

microrganismos (Hyde, 2022; Teixeira, 2020).

Os fungos estédo presentes no dia a dia de todos os seres vivos, gragas a sua
ampla distribuicdo no ambiente é possivel encontra-los até mesmo no ar na forma
de esporos, e quando estas estruturas encontram um substrato adequado, se fixam
e se desenvolvem, dando origem a uma nova forma vegetativa e capaz de se
reproduzir. Esses organismos s&o altamente resistentes e sdo capazes de se
desenvolver nos mais diversos tipos de substratos e condicdes ambientais
(umidade, pH e temperatura), o que permite a sua existéncia em ambientes
extremos como no Atrtico, profundeza maritima, seres vivos e seus detritos
(Wikandari et al., 2022; Frgc et al., 2015).

O Reino Fungi possui uma grande diversidade taxonémica, que se manifesta
por meio da sua classificagdo em multiplos Filos distintos, destes é possivel citar os
Filos Cryptomycota, Microsporidia, Blastocladiomycota, Zygomycota, Ascomycota e
Basidiomycota. Os filos Cryptomycota e Microsporidia tém células com as
dimensdes mais reduzidas em comparagao com os outros Filos de fungos. Esses
Filos sdo representados sempre por células unicelulares. No filo Cryptomycota, os
representantes possuem esporos flagelados e podem ser encontrados em
ambientes aquaticos, terrestres ou como endoparasitas de organismos vivos. Ja no
filo Microsporidia, uma caracteristica que permitiu a adaptagdo a um modo de vida
parasita obrigatério em aves, peixes e invertebrados é o desenvolvimento de um
tubo polar dos esporos desses organismos, usado para infiltrar-se nas células
hospedeiras (Macedo, 2017; Tortora; Funke; Case; 2012).

A Blastocladiomycota tem seu processo reprodutivo baseado na produgao de
zoosporos, que sao esporos flagelados capazes de se mover em meio liquido.
Esses fungos dependem de &gua para se reproduzirem, sendo 0s UNicos
organismos do reino com ciclos de vida alternantes entre gerag¢des haploides e

diploides. Os zigomicetos (Zygomycota) utilizam a reprodugdo por meio de



zigosporos e podem ser encontrados de forma livre no solo ou em associagdes
mutuamente benéficas ou parasitarias. Nos Filos Ascomycota e Basidiomycota, é
possivel encontrar espécies de vida livre, parasitas ou estabelecendo associagdes
mutuamente benéficas. Ambos os Filos incluem leveduras e fungos macroscopicos.
A diferenca principal entre esses Filos esta no tipo de esporadngio e esporo
produzido. Os ascomicetos tém esporangios em forma de saco chamados ascos,
que produzem os ascosporos, enquanto os basidiomicetos tém esporangios
chamados basidios, que produzem basididsporos fora dos basidios (Macedo, 2017;
Tortora; Funke; Case; 2012).

Os fungos filamentosos do solo executam um papel fundamental como
decompositores, sendo essencial para ciclagem da matéria orgéanica, colabora
ativamente na distribuicdo de nutrientes e do carbono no substrato, sendo de
extrema importancia para o equilibrio do ecossistema terrestre e para os seres vivos.
Algumas espécies de fungos podem até mesmo decompor ou consumir materiais
téxicos como metais pesados, decorrente do seu arcabouco enzimatico, sendo de
grande utilidade para processos de biorremediagao (Oliveira et al., 2021; Da Silva et
al., 2018; Ziféakova et al., 2016).

Os fungos podem se reproduzir de forma sexuada e assexuada. A
reproducdo assexuada pode ocorrer por fragmentagdo, brotamento e esporulagio;
na fragmentagdo, o micélio se quebra para formar clones, no brotamento, surgem
brotos ou gemas laterais a partir de um individuo leveduriforme, na esporulagao,
esporangioforos surgem a partir do micélio e liberam esporos, que se disseminam
para formar novos micélios. A reprodugédo sexuada em fungos aquaticos ocorre por
meio de gametas flagelados, que se unem para formar zigotos, j& nos fungos
terrestres, ocorre a producao de esporos por meiose, gerando hifas haploides que
se fundem para formar hifas dipléides, onde ocorrerdo novas meioses para a
producdo de mais esporos meioticos, a reproducdo sexuada € caracterizada pela

alternancia entre meiose e fusdo de hifas (Teixeira, 2020).

Desde a antiguidade, os fungos tém desempenhado papéis fundamentais em
atividades humanas, como na producao de pao, fabricacdo de bebidas alcodlicas e

processamento de laticinios. Com os avangos da biotecnologia, seu uso na



produgcdo comercial de produtos, como cogumelos comestiveis, alcoois, acidos
organicos, enzimas e corantes vem aumentando consideravelmente. Um exemplo
de fungo amplamente utilizado ao longo dos anos € o Aspergillus niger, que vem
sendo utilizado desde 1914 na producdo de acido citrico no processamento de
alimentos e bebidas. E também é possivel citar a levedura Saccharomyces
cerevisiae, que além de ser essencial no processo de fabricagdo de paes e vinhos,

também é usada na vacina contra hepatite B (Tortora; Funke; Case; 2012).

Os produtos gerados por certas espécies de fungos tém despertado a
curiosidade de pesquisadores pelo mundo, devido ao seu notavel potencial
biotecnolégico, um dos campos em que os fungos tém suscitado interesse € na
fabricagdo de pigmentos naturais, a procura mundial por pigmentos oriundos da
natureza tem crescido consideravelmente em diferentes setores, como alimenticio e
cosmético, devido a sua capacidade de proporcionar alternativas mais seguras e
sustentaveis. Os corantes sintéticos, que ja foram associados a questdes de saude,
tém sido objeto de regulamentagcées em toda a Unido Europeia desde 2010 (Fonte:
Official Journal of the European Union), o que tem impulsionado a investigagao e

aprimoramento dos corantes naturais (Kalra et al., 2020; Lagashetti et al., 2019).

Pigmentos produzidos a partir de fungos, assim como o0s pigmentos
produzidos a partir de algas, possuem uma vantagem quando comparados a
pigmentos de origem vegetal ou animal: possuem um baixo custo e de facil
manutencdo e processamento. Além disso, os tém sido reconhecidos por sua
estabilidade quimica e luminosa, e sua grande diversidade de cores. Contudo, &
importante destacar que essa pratica demanda cuidado devido aos grandes riscos
que as micotoxinas podem trazer, podendo restringir ou até mesmo inviabilizar o uso
dos fungos e suas substancias (Kalra et al., 2020, Joshi et al., 2003; Gmoser et al.,
2017; Heer & Sharma, 2017; Galaffu et al., 2015).

Muitos fungos filamentosos sdo seguros para o consumo humano, o que
permite o seu uso em uma ampla gama de aplica¢des praticas, como a produgao de
enzimas, antibioticos, compostos bioativos e ingredientes alimenticios naturais. Mas,
apesar de promissora, a produgao de pigmentos a partir de fungos enfrenta diversas

dificuldades como, por exemplo, a dificuldade de encontrar pigmentos fungicos nas



micotoxinas e a estabilidade e pureza do pigmento (Wikandari et al., 2022; Lebeau
et al., 2017).

Certos fungos produzem substancias tdxicas, como aflatoxinas, ocratoxinas e
fumonisinas, estas substancias sao conhecidas como micotoxinas e podem ser
prejudiciais tanto para a saude humana e animal, e sua presengca € um problema
indesejado. Para serem utilizados na industria alimenticia, os pigmentos precisam
ser analisados por agéncias reguladoras para garantir que a substancia seja segura
para 0 consumo, € como a grande parte dos fungos sintetizam micotoxinas
juntamente com os pigmentos, ndo é possivel utiliza-los em produtos alimenticios
(Wikandari et al, 2022; Dufossé et al., 2005; Food Administration Drug, 2015;
Sigurdson et al., 2017).

Embora sejam mais estaveis do que pigmentos de origem vegetal e animal,
os pigmentos sintetizados a partir de fungos ainda estdo sujeitos a instabilidade
resultante de diversas condi¢cbes ambientais, como variagbes de pH, exposi¢ao a
luz, umidade, temperatura e interagdo com diferentes matrizes alimentares. Essa
instabilidade pode resultar na redugéao da vida util e limitar sua aplicabilidade (Kalra
et al., 2020; Ogbonna, 2016).

4.3 Prospeccao de pigmentos fungicos

O Brasil € o pais com a maior diversidade biolégica do mundo, abrigando de
15% a 20% de todas as espécies existentes no planeta. Com mais de 120 mil
espécies de invertebrados, cerca de 9 mil de vertebrados e mais de 4 mil espécies
de plantas. Apesar do grande potencial para o desenvolvimento de novas
biotecnologias, a imensa biodiversidade presente em territério brasileiro € pouco
explorada. A exploragdo desses recursos por orgaos e industrias nacionais visando
o desenvolvimento de produtos ainda € baixa, devido principalmente a falta de
investimentos na area, fazendo com que organizagdes internacionais sejam a
maioria dos interessados na exploragado dos recursos naturais brasileiros (PNUMA,
2019).



A incrivel diversidade do Brasil também abriga aproximadamente 13.800
variedades de fungos, equivalendo a cerca de 13% a 14% das espécies conhecidas
em todo o mundo. No entanto, esses numeros s&o incertos devido a falta de uma
lista de verificagdo (check-list) na época, o que resultou em varios desafios
metodoldgicos que podem ter afetado o resultado final (Maia & Junior, 2010;
Lewinsohn & Prado 2006; Oliveira et al., 2021).

Associada a diversidade de espécies, os fungos também representam uma
enorme diversidade bioquimica e sao capazes de produzir uma variedade de
metabdlitos secundarios bioativos e de interesse biotecnoldgico, como enzimas,
antimicrobianos, agentes antitumorais, imuno estimulantes e pigmentos (Sanchez &
Demain, 2017).

Os fungos tém a capacidade de produzir uma ampla gama de cores, 0 que 0s
torna uma excelente fonte de pigmentos naturais devido ao seu crescimento facil e
rapido. O uso mais antigo de pigmentos fungicos data da utilizagdo de pigmentos
Monascus na produc¢do de arroz com mofo vermelho, conhecido como ang-kak. O
género Monascus é conhecido por produzir diferentes cores de pigmentos, como
Monascina e ancaflavina (amarelo), monascorubrina e rubropunctatina (laranja), e
monascorubramina e rubropuntamina (vermelho), porém esses pigmentos s&o
sensiveis ao calor e a luz, instaveis em pH baixo e possuem baixa solubilidade em
agua (Shcherba et al, 2000; Jia et al, 2019; Lagashetti et al., 2019).

O género Penicillium é conhecido pela produgao de antibidticos e também
como produtor de pigmentos, e alguns destes podem ser similares aos produzidos
por Monascus, porém os pigmentos de Penicillium sdo mais estaveis e soluveis.
Também € possivel citar as familias Chaetomiaceae, Chlorociboriaceae,
Cordycipitaceae, Herpotrichiellaceae, Hypocreaceae, Hyaloscyphaceae,
Hymenochaetaceae, Monascaceae, Nectriaceae, Ophiostomataceae,
Pleosporaceae, Polyporaceae, Sordariaceae, Tremellaceae, Trichocomaceae,
Tuberaceae e Xylariaceae como potenciais produtoras de pigmentos. (Gomes et al,
2016; Shcherba et al, 2000; Ashok, 2021; Elkhateeb & Daba, 2023)
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Fig. 1: Exemplos de pigmentos fungicos que estdo envolvidos em algumas aplicagbes alimentares e
nao alimentares. Adaptado de Elkhateeb & Daba, 2023.

A pesquisa sobre pigmentos fungicos avangou bastante e suas aplicagbes
vao além do uso tradicional como corantes. Esses pigmentos tém mostrado um
grande potencial em areas variadas, como farmacologia e cuidados com a saude.
Eles tém sido utilizados como agentes redutores de colesterol, como o monacolin K
(lovastatina), além de possuirem propriedades antimicrobianas e antitumorais. Além
disso, tem-se estudado o papel desses pigmentos na prote¢cdo contra estresses
ambientais, como radiacao e variagdes de temperatura (Elkhateeb & Daba, 2023; Lin
& Xu, 2020).

A melanina, em especial, tem sido destacada por sua atuagao na patogénese
e resisténcia a medicamentos em fungos patogénicos. Os avangos nas areas de
tecnologia microbioldgica, bioquimica, genética e genbmica tém aberto novas
oportunidades para explorar a origem, a bioatividade, as relagdes entre estrutura e
atividade e os métodos de producdo desses pigmentos. Além disso, a crescente
demanda por opgdes ecologicas e seguras tem impulsionado a pesquisa em

pigmentos de fungos, tanto na descoberta de novas fontes quanto na aplicagcéo de



técnicas de engenharia genética para melhorar a producdo desses pigmentos.
Nesse sentido, é crucial desenvolver abordagens que permitam a produgao em larga
escala desses pigmentos, seguindo as exigéncias de qualidade e sustentabilidade
estabelecidas pelos mercados atuais (Meruvu & Dos Santos, 2021; Lin & Xu, 2020;
Lagashetti et al., 2019.).

4.4 Unidades de Conservagao

O Brasil destaca-se por ser um dos poucos paises a adotar medidas e
politicas para cumprir as 20 metas internacionais de biodiversidade 2011-2020,
também conhecidas como Metas de Aichi. Entre essas metas, podemos ressaltar:
Promover a conscientizagdo e enfatizar a importancia da diversidade bioldgica,
integrar os valores da biodiversidade nas politicas, planejamento e decisbes em
todos os setores, diminuir a pressao direta sobre a biodiversidade e incentivar o uso
sustentavel, Preservar e recuperar ecossistemas e habitats essenciais, reduzir a
degradacdo dos habitats e fragmentagcdo das paisagens, Prevenir a extingédo de
espécies ameacadas e melhorar seu status de conservagdo, Assegurar a

preservacao de areas protegidas (Wenceslau; Barden; Turatti, 2020).

As Unidades de Conservagao (UC) tém uma fungao significativa na conquista
de muitas metas de preservagdo, pois desempenham um papel relevante na
manutencdo da biodiversidade, tanto de espécies animais e vegetais quanto dos
recursos naturais. As UCs sao areas territoriais criadas e protegidas pelo Poder
Publico com o propésito de conservagdo, uma vez que essas regides abrangem
recursos ambientais de grande relevancia. Essas areas executam um papel
fundamental na protecdo das espécies e no incentivo de atividades educacionais
voltadas para a conscientizagdo ambiental. Esses territorios estdo sujeitos a
regulamentos e normas especiais, sendo regulamentados pela Lei Federal n°
9.985/2000 e pela Lei n°® 14.247/2002. Essas leis estabeleceram o Sistema Nacional
de Unidades de Conservacdo (SNUC) e o Sistema Estadual de Unidades de

Conservacao (SEUC), respectivamente (Tofeti, 2023).



As UCs podem ser Parques, Reservas Particulares do Patrimdnio Natural,
Estradas-Parque, Areas de Protecdo Ambiental, Reservas de Desenvolvimento
Sustentavel, entre outros, e sdo formadas por meio de estudos técnicos das areas
propostas e consulta a populagdo. Estas areas sao consideradas uma das
estratégias mais eficazes para a conservagdo da rica biodiversidade brasileira,
podendo ser classificadas em dois grupos, as Unidades de Protegéo Integral e as
Unidades de Uso Sustentavel (SEMAD). As Unidades de Protecgao Integral tém por
objetivo principal a preservacao integral da natureza, permitindo apenas um uso
indireto de seus recursos naturais, enquanto as Unidades de Uso Sustentavel, cujo
objetivo é conciliar a conservagdo do meio ambiente com a utilizagao sustentavel de

parte de seus recursos naturais (Da Silva-Melo, 2020).

Essas areas desempenham fungdes cruciais que merecem destaque devido a
sua contribuicdo na regulagdo da qualidade da agua destinada ao consumo, na
manutengao da fertilidade do solo, no equilibrio climatico, na preservagdo da
qualidade do ar e como base para a produgdo de medicamentos. Além disso, elas
proporcionam areas verdes para atividades de lazer, educacéo, cultura e ecoturismo
(SEMAD).

O Refugio de Vida Silvestre (RVS) é uma UC que permite o uso dos recursos
naturais pelo proprietario desde que este uso seja compativel com os objetivos da
Unidade de Conservacédo (Art. 13, Lei 13.787/2009). O RVS Mata do Curado,
localizado em Recife-PE, proximo a BR 232, encontra-se na bacia hidrografica do
Rio Tejipi6, sendo constituida por remanescente do bioma Mata Atlantica,
abrangendo 102,96 hectares. Foi titulado em 1987, pela Lei n°® 9.989, como Reserva
Ecoldgica, e em 2011 foi categorizado como RVS, pela Lei n° 14.324, a fim de ser
compatibilizado nas categorias criadas pelo Sistema Estadual de Unidades de
Conservagao (SEUC) (CPRH-PE).



5. Materiais e métodos
5.1 Local de coleta e amostragem

As amostras de solo foram coletadas na Unidade de Conservagao Refugio de
Vida Silvestre (RVS) Mata do Curado, Recife/PE no Jardim Botanico de Recife, em
uma area de Mata Atlantica caracterizada como area preservada (Figura 2).
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Fig. 2: Imagem de satélite do Jardim Botanico do Recife, coordenadas: -8.077043, -34 959561,
Fonte: Google Maps ©2023.

No local foi demarcado uma area de 2 m x 2 m, na qual o solo foi coletado de
trés pontos equidistantes, numa profundidade de 20 cm da camada superior com
auxilio de uma pa, acondicionado em sacos plasticos previamente esterilizados,
etiquetados, conservados em caixas de isotérmicas e encaminhados para o
Laboratério de Microbiologia Agricola e Ambiental da UFRPE, onde foram realizadas
as analises microbioldgicas. A temperatura do solo foi aferida no momento da coleta,

utilizando um termdmetro de solo.



5.2 Isolamento e quantificagdao de fungos mesofilos

Para o isolamento e quantificagcdo dos fungos, foi realizado a técnica da
diluicdo seriada (Pelczar et al. 1996) a qual consiste em adicionar 25 g do solo em
um Erlenmeyer contendo 225 mL de salina (0,85 %) previamente autoclavada
(diluigdo 10") e homogeneizagéo por 1 min por agitagdo. Desta primeira diluigéo, foi
transferido 1 mL para tubo de ensaio contendo 9 mL de salina (0,85%), e assim
sucessivamente até a diluicao 10°. Das ultimas quatro diluicdes, foi semeado 0,1 mL
em placas de Petri pelo método de espalhamento em superficie, em triplicatas,
contendo os meios de cultura e Agar Sabouraud Dextrose 4% (Agar SAB; Kasvi)
acrescidos de cloranfenicol (0,5 g/L) para a inibigdo de crescimento bacteriano, e
incubadas a 28 °C por até 14 dias. A quantificacido foi feita nas placas de Petri que
apresentaram entre 20 e 200 Unidades Formadoras de Colénias (UFC), sendo os

resultados expressos em UFC por grama de solo.
5.3 Selecao, purificagao e identificagao dos isolados fungicos

Apos isolamento e quantificagdo dos fungos, por meio de observacéo
macroscopica, foram selecionadas colénias fungicas as quais foram transferidas
para novas placas de Petri com Agar SAB e, apds a confirmagao da pureza, foram
entdo repicadas para tubos de ensaio contendo o Agar Batata Dextrose (Agar BDA,;

Kasvi) e mantidos sob refrigeracéo.

A identificacdo dos isolados purificados foi realizada através da taxonomia
classica com a utilizagao de literatura especifica (Ellis, 1971; Sutton 1980; Domsch
et al.1980; Deifert et al., 2011), a partir da observagdo das caracteristicas
macromorfolégicas e micromorfolégicas das colénias. A macromorfolégica inclui a
textura da col6nia, coloracdo do micélio, forma e abundancia dos conidios. E na
micromorfologia foram observadas as estruturas reprodutivas assexuadas e

sexuadas.
5.4 Avaliagao da producao de pigmentos

Das colbnias fungicas selecionadas e purificadas, foi realizada a avaliagao da

produgcao de pigmentos extracelulares daquelas que ja demonstraram em meio de



cultura soélido alguma produgdo destes pigmentos no processo de isolamento e

purificagao.

ApoOs esta selegdo, os fungos foram transferidos para placas de Petri
contendo Agar SAB, incubadas por até 7 dias a 28 °C. Decorrido esse periodo, um
disco da cultura fungica (0,5 cm d) foi removido e transferido para Erlenmeyers
contendo 250 mL de meio de cultura, nas seguintes condi¢ées de meio de cultura e
pH:

e (Caldo Czapek-Dox (CZ) com pH 7;

e Caldo Czapek-Dox (CZ) com pH 4,5;

e (Caldo Batata Dextrose (Caldo BD; 200g de infusdo de batata/L
acrescido de 20 g de dextrose/L) com pH 7;

e (Caldo Batata Dextrose (Caldo BD; 200g de infusdo de batata/L
acrescido de 20 g de dextrose/L) com pH 4,5.

Cada fungo selecionado foi submetido a cada condigao descrita acima, e
incubado a 15°C e 25°C sob agitagdo constante de 150 rpm. A cada 24 horas,
durante um periodo de 9 dias, foram observadas as possiveis alteragdes na

coloragao dos meios de cultura e confirmacgao da produg¢ao do pigmento.

Ao final dos 9 dias de incubacgéo, foi retirado o extrato fungico e centrifugado
por 10 min a 6000 rpm. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi separado em novo
tubo de ensaio para confirmagédo da produgao do pigmento extracelular e posterior

avaliacao da sua atividade antimicrobiana.

5.5 Avaliagao da atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada com os pigmentos
extracelulares frente aos microrganismos Candida albicans, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Para tal foi realizado o método de difusdo em pogos
seguindo metodologia descrita por Ostrosky et al. (2008). Os microrganismos testes

foram repicados previamente e apds 24 horas de crescimento foi feita uma



suspensao celular dos mesmos em agua destilada e esterilizada, correspondente a
108 células/mL, segundo comparagido da turbidez com a escala de McFarland

numero 0,5.

Desta suspensao, os microrganismos testes foram semeadas em tapete com
o auxilio de um swab em Agar Mueller Hinton (Agar MH; Kasvi) em placas de Petri;
em cada placa, foram feitos pocos de 0,5 cm, dentro dos quais foram pipetados 50
Ml do extrato fungico (pigmento extracelular) obtido de cada isolado testado. As
placas de Petri foram incubadas a 37 °C por até 48 horas e os extratos considerados
com atividade antimicrobiana positiva foram aqueles que apresentaram um halo

inibitério ao redor do pogo. Todo o experimento foi realizado em triplicatas.

6. Resultados e discussao

6.1 Quantificagao, identificagao e selegao dos isolados fungicos

Apods o isolamento foi analisada a quantidade de Unidades Formadoras de
Colénias (UFCs) nos pontos, os resultados revelaram a presenga de 8 x 10"4 UFC/g
no ponto 1, 8,6 x 104 UFC/g no ponto 2 e 1 x 10*4 UFC/g no ponto 3.

Depois do periodo de isolamento, foram selecionadas e purificadas 18
coloénias a fim de verificar a produgcdo de pigmentos extracelulares. Entre estas
colénias, foram identificadas cinco que demonstraram capacidade na produgao
destes pigmentos, as quais foram identificadas como pertencendo aos género
Paecilomyces (isolados 01 e 11; Figura 3 e 4), Penicillium (isolado 07; Figura 5),

Phoma (isolado 16; Figura 6) e Aspergillus (isolado 18; Figura 7).

Paecilomyces é um fungo filamentoso saprébio de alta esporulagao e rapido
crescimento, que pode ser encontrado em uma ampla faixa de temperatura e
habitats, como solos, florestas, desertos, sedimentos e esgoto. O género
Paecilomyces possui hifas septadas hialinas amareladas, muitas vezes com paredes
lisas e conididforos verticilados ou irregularmente ramificados, e fialides com base
larga e pescog¢o alongado. Os conidios sdo unicelulares; hialino, em cadeias.

Diversas espécies de Paecilomyces sao capazes de produzir pigmentos e



metabdlitos secundarios com propriedades como inseticidas, antimicrobianas, ou
citotoxicas. Paecilomyces sinclairii, por exemplo, € utilizado na industria alimenticia e
farmacéutica devido a sua capacidade de produzir pigmentos vermelhos em grande
quantidade (Borba & Brito, 2016; Moreno-gavira et al, 2020; Dai et al, 2020; Cho et
al, 2002; Nam et al, 2001; Hyung et al, 2013; Asaff et al, 2005).

B)

Fig. 3: Macroscopia (A — verso; B — reverso) de coldnias de Peacilomyces (isolado 01) em Agar BDA

apos 14 dias de crescimento a 28 °C, com forte producao de pigmento vermelho extracelular.

Fig. 4. Macroscopia (A — verso; B — reverso) de coldnias de Peacilomyces (isolado 11) em Agar BDA
apo6s 14 dias de crescimento a 28 °C, com forte produgéo de pigmento vermelho extracelular.

Penicillium é um dos fungos mais comuns e amplamente distribuidos na
natureza, podendo ser encontrado no solo, ar, ambientes extremos e até em
alimentos, e é caracterizado pela formagcao de uma estrutura ramificada de conidios

que terminam em células conididginas (fialides), com ramificagdes monoverticilado,



biverticilado e trivercilado. Esse género € capaz de produzir uma variedade de
metabdlitos secundarios, incluindo varias micotoxinas nocivas e compostos
antibacterianos, o que o torna extremamente importante em varias areas como na
biotecnologia, fitopatologia e na medicina, sendo responsavel pela produgédo de
imunossupressores, agentes redutores de colesterol e compostos antifungicos, e se
destaca por ser a matéria prima da penicilina, a primeiro antibiético natural da
Histéria. Além disso, esses fungos sao capazes de sintetizar pigmentos com
potenciais propriedades biolégicas, como, por exemplo, acado antioxidante e
atividade antibacteriana (Lucas et al, 2007; Kwon et al, 2002; Houbraken et al, 2020;
Yadav et al, 2018; Pandit et al, 2018).

Fig. 5: Macroscopia (A — verso; B — reverso) de coldnias de Penicillium (isolado 7) em agar BDA apés
14 dias de crescimento a 28 °C, com produgao de pigmento vermelho extracelular.

Phoma é o principal género da ordem Pleosporales, contando com
aproximadamente 3.000 taxons. Dentre esses, cerca de 110 espécies sao
patogénicas, sendo conhecidas por causar doengas em folhas, frutos e ramos de
cafeeiros, pois fungos que pertencem ao género Phoma sao frequentemente
encontrados em plantas cultivadas de grande importancia econdémica, causando
doencas altamente devastadoras. Algumas espécies desse género sao capazes de
produzir pigmentos, como a melanina, que possui atividades antioxidantes,
antimicrobianas e anticancerigenas significativas (Deb et al, 2020; Surendirakumar
et al, 2022).



Fig. 6: Macroscopia (A — verso; B — reverso) de col6nias de Phoma (isolado 16) em agar BDA apds
14 dias de crescimento a 28 °C, com forte produgéo de pigmento amarelo extracelular.

Espécies de Aspergillus sdo capazes de se desenvolver em ambientes ricos
em oxigénio e até mesmo em ambientes com poucos nutrientes. Além disso, eles
podem crescer em uma ampla faixa de temperaturas, pH e salinidade. Nas regides
tropicais e subtropicais, esses fungos sdo mais comuns do que o género Penicillium;
eles podem ser encontrados tanto como enddfitos, saprofitos, parasitas e patégenos
humanos. A reprodugéao do Aspergillus ocorre de forma assexuada, com a produgao
de filidios e conidios em cadeia. O conidi6foro desse fungo é simples, geralmente
nao-septado e apresenta uma vesicula na extremidade, onde se encontram os
filidios. Além disso, eles sdo capazes de produzir pigmentos, como a melanina, que
desempenham um papel protetor contra as condicbes ambientais e na
patogenicidade (El-Hawary et al, 2020; Ma et al, 2016; Lee et al, 2013; Samson &
Varga, 2010; Brakhage et al, 2005).



Fig. 7: Macroscopia (A — verso; B — reverso) de coldnias de Aspergillus (isolado 18) em Agar BDA
apos 14 dias de crescimento a 28 °C, com forte produgao de pigmento amarelo extracelular.

6.2 Avaliagcdo da producdao de pigmentos extracelulares sob diferentes

condicgoes

Fatores fisico-quimicos interferem no metabolismo flingico e consequentemente na
producao de metabdlitos, assim, no presente trabalho, foi analisado como a composi¢ao do
meio de cultura (estado fisico e nutrientes), a temperatura e o pH influenciariam na produgao
de pigmentos extracelulares pelos fungos que previamente demonstraram a producao de

pigmentos em meio de cultura sélido.

Quando cultivados em Agar SAB (utilizado no isolamento dos fungos), ja era
possivel observar a produgao de pigmentos extracelulares em alguns dos isolados.
A confirmagdo dessa produgdo ocorreu apos a purificagdo dos mesmos em Agar
BDA. A mudanga de meios sélidos para meios liquidos (Caldo CZ e Caldo BDA)
foram utilizados para verificar se a mudanca no estado fisico do meio bem como sua
composi¢cado nutricional afetariam a produgdo de pigmentos extracelulares pelos
fungos. Apds a mudanga do meio soélido para os meios de cultura liquidos foi
possivel constatar que os isolados fungicos continuavam produzindo pigmentos

extracelulares.



Para os fungos filamentososos substratos sdlidos facilitam a produgao de
metabdlitos secundarios, uma vez que eles sao o habitat natural para a maioria das
espécies de fungos. Por esta razdo, muitas pesquisas tém interesse na fermentacgéo
em substratos sodlidos (SSF), inclusive utilizando residuos agroindustriais e
valorizando as tecnologias ambientalmente limpas (Grewal, et al. 2022). Por outro
lado, a producao industrial mostra preferéncia pelo uso de processos fermentativos
em meios liquidos, devido a uma recuperagao e purificagdo mais facil do produto,
além de que a fermentagdo em meio liquido permite uma padronizagdo das

condi¢cdes do processo, como controle dos nutrientes e pH (Aldfred et al. 2005).

Adicionalmente as vantagens relacionadas ao processo fermentativo em meio
de cultura liquido, estudos mostram que também €& importante levar em
consideragao que o estado fisico do substrato influencia na micromorfologia dos
fungos, e que esta pode influenciar na otimizagdo da produgédo de pigmentos. Esta

relacdo € bem documentada no trabalho de Mapari; Meyer; Thrane (2008).

Além de possuir a vantagem sobre o controle dos parametros da
fermentagao, outra vantagem do meio de cultura liquido é a facilidade na separagao
da biomassa apds o processo fermentativo. Quando cultivado nesse tipo de
ambiente, o micélio fungico consegue se desenvolver de forma mais dispersa,
melhorando, assim, a produgdo dos pigmentos. Além disso, a utilizagado de meios
liquidos também permite separar o pigmento extracelular da biomassa com
facilidade, através de procedimentos como centrifugagéo, filtragdo a vacuo ou
filtracdo em papel filtro (Mascarin et al, 2015; Farinas, 2015; Maganhoto, 2020). No
presente trabalho foi possivel observar que os isolados selecionados continuavam
produzindo pigmentos extracelulares em meio de cultura liquido e que a utilizagao
de um processo simples (centrifugagédo) foi satisfatorio para separar a biomassa

fungica do fermentado liquido contendo o pigmento.

No que diz respeito a composi¢ao nutricional, foram testados dois meios de
cultivo, o Caldo Batata Dextrose (BD) e o Caldo Czapek (CZ). A principal diferenga

entre esses dois meios é que o meio BD possui amido enquanto o CZ ndo. O amido



€ capaz de se transformar em glicose, que € uma fonte de carbono que influencia
diretamente no crescimento e na biossintese de muitos metabdlitos secundarios,
incluindo a indugdo da produgdo de pigmentos (Pradeep, 2013; Geweely, 2011;
Premalatha et al., 2012; Teixeira et al., 2012).

Por este motivo, diversos pesquisadores afirmam que o Agar de Batata
Dextrose e o Caldo de Batata Dextrose sdo os melhores meios de cultivo para o
crescimento micelial e a producao de pigmentos. Além disso, esses meios podem
conter componentes como ions metalicos ou outros micronutrientes adequados para
o funcionamento eficaz das enzimas, promovendo o metabolismo do crescimento e
a produgdo de pigmentos (Boonyapranai et al, 2008; Premalatha et al, 2012).
Enquanto isso, o0 CZ € um meio rico em minerais e sacarose, sendo relativamente
pobre em carboidratos. Essa composi¢cao torna o meio carente em nutrientes e com
uma oferta limitada de energia. Diversas pesquisas que comparam o crescimento
fungico em diferentes meios indicam que o CZ exibe uma taxa de crescimento
fungico inferior quando comparado a outros meios analisados (Peres et al, 2003;
Fernandes, 2008)

Os resultados obtidos quanto a capacidade de producdo de pigmentos
extracelulares pelos isolados fungicos testados frente as diferentes condigdes

(nutrientes, temperatura e pH) estao listados na Tabela 1.

Tabela 01. Positividade quanto a produgdo de pigmentos extracelulares pelos isolados

fungicos frente a diferentes condigbes: meio de cultura (nutrientes), temperatura e pH.

Fungo (n° do Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo Caldo
isolado) CzZ/15° CzZ/15° Cz/25° Cz/25° BD/15° BD/15° BD/25 BD/25
C/4,5 CI/7,0 C/4,5 C/7,0 C/4,5 CI/7,0 °C/i4,5 °CI7,0
Peacilomyces (01) - - + + + + + +
Peacilomyces (11) - - + + + + + +
Phoma (16) - - - - - - + +

Aspergillus (18) - - + - - - + +




Penicillium (07) + - - + + + + +

+ = com produgdo de pigmento; - = sem produgéo de pigmento

Utilizar diferentes fatores como pH, nutrientes, temperatura e agitagao &
fundamental para observar como estes podem afetar o crescimento fungico e a
producéo de pigmentos. Um estudo realizado por Amanullah et al (1999) revelou que
o aumento da frequéncia de agitagao pode melhorar a transferéncia de oxigénio, e
consequentemente aumenta a biomassa fungica. A fim de verificar como trés tipos
de agitacdo podem afetar o crescimento fungico de Monascus sp., Esteves (2005)
testou diferentes rotacdes e constatou que em 500 rpm ocorreu um melhor aumento
celular, enquanto em 300 rpm ocorreu uma maior produgdo pigmentos com uma
menor concentragdo de citrina. Concluindo que a variagdo deste fator pode

influenciar em diferentes fases do ciclo do fungo e na produgao de metabdlitos.

A influéncia da temperatura no crescimento e desenvolvimento dos fungos €&
evidente, sendo um dos fatores que mais influenciam o crescimento fungico por
atuar de forma direta no metabolismo, ciclo de vida e reprodugédo. Cada espécie
possui uma faixa de temperatura ideal distinta como, por exemplo, o Colletotrichum
gloeosporioides que em um estudo foi submetido a diferentes temperaturas e foi
possivel concluir que a temperatura ideal para o desenvolvimento micelial, produgao
e germinagao de conidios do complexo é de 28°C. Ja a temperatura mais adequada
para certos aspectos do desenvolvimento de Lentinus strigosus € de 35°C. Também
existem fungos conhecidos como extremdfilos, que sdo capazes de sobreviver em
condi¢cbes ambientais extremas, como algumas espécies do género Aspergillus que
foram encontrados em solos da antartica (Poltronieri et al, 2013; Sales-Campos &
Ceci, 2020; Figueiredo et al, 2018; Kostadinova et al, 2009), enfatizando assim como
os fungos sdo adaptados e uma ampla faixa de temperatura e que a temperatura
o6tima de crescimento e producdo de metabdlitos pode variar entre diferentes

géneros, espeécies, como também entre cepas da mesma espécie.



O pH do meio influencia diretamente no crescimento fungico, produgédo de
pigmentos e ativagdo das enzimas responsaveis pelo metabolismo secundario dos
fungos filamentosos. Um estudo utilizando Monascus purpureos mostrou que o pH
ideal para o crescimento fungico € em torno de 5,5, enquanto para a produgao de
pigmentos, o pH ideal é cerca de 8,0 (Orzoco et al, 2003). Contudo, em pHs acidos
ocorre a inibicdo de pigmentos vermelhos, apesar de favorecer o crescimento
fungico; a possibilidade € de que a liberagdo dos pigmentos intracelulares ocorra
melhor niveis mais alcalinos de pH, pois favorece aumento da permeabilidade

celular ou mesmo a lise celular (Esteves, 2005; Sluden et al, 2002).

Neste trabalho, como resultado do estudo do género Phoma (isolado 16)
revelou uma temperatura ideal de 25 °C para a produgao de pigmentos, evidenciada
pela presenga desses compostos nos meios BD, sem variagao significativa na cor e
intensidade conforme os diferentes valores de pH analisados (figura 9 A). No
entanto, destacou-se a limitagdo desse isolado em produzir pigmentos no meio de
cultura CZ, bem como a auséncia dessa produgédo a uma temperatura de 15 °C. Na
Figura 9 (A) ilustra de maneira clara a produgao de pigmentos no meio BD apds 9
dias a 25 °C, contrastando com a Figura 8 (A), que demonstra a auséncia de
pigmentacdo em todos os meios a temperatura de 15 °C. Esses resultados
ressaltam a sensibilidade desse género a temperatura e a composi¢ao do meio de
cultura, elementos cruciais para o desenvolvimento desse processo de produgao de

pigmentos.

O Peacilomyces (isolado 1), foi observado que a temperatura ideal para a
formacdo de pigmentos foi de 25°C. Foi constatado que os pigmentos estavam
presentes em todos os meios de cultivo, conforme evidenciado na figura 9 (C), no
entanto, a intensidade dos pigmentos variava de acordo com o meio utilizado, sendo
os meios CZ mais “claros” do que os meios BD. Adicionalmente, observou-se que a
coloragdo dos pigmentos era mais vibrante em pH 4,5, indicando uma maior
afinidade para a producao desses compostos em ambientes acidos. A producéo de
pigmentos a 15°C (figura 8 C) foi notada exclusivamente nos meios BD,

destacando-se o meio BD com pH 7, que adquiriu uma textura espumosa. Em



contraste, nos meios CZ, nao foi registrada a produgdo de pigmentos a 15°C,
embora o meio CZ com pH 4,5 tenha apresentado certa turbidez. Resultados
semelhantes foram observados no estudo com Peacilomyces (isolado 11), conforme
evidenciado nas figuras 8 E (15°C) e 9 E (25°C).

O Aspergillus (isolado 18) identificou-se que a temperatura ideal para a
producado de pigmentos foi de 25 °C, conforme evidenciado na Figura 9 B. Similar ao
isolado 16, este ndo apresentou capacidade de sintetizar pigmentos a 15 °C, como
ilustrado na Figura 8 B. Além disso, o isolado demonstrou uma preferéncia
pronunciada pelo meio BD. No meio CZ pH 7,0, ndo se registrou produgdo de
pigmentos. Ja no meio CZ com pH 4,5, observou-se uma produ¢gdo minima e
praticamente imperceptivel de pigmentos (figura 9 B), sugerindo uma maior
afinidade do fungo por ambientes acidos. Esses resultados ressaltam as
especificidades do Aspergillus (isolado 18) em relagdo a temperatura e a acidez do

meio de cultura, fatores determinantes para a sua resposta na sintese de pigmentos.

E, por fim, o género Penicillium (isolado 7), destaca-se como um dos mais
reconhecidos produtores de pigmentos, e este estudo revelou sua notavel
capacidade nesse aspecto. A temperatura de 15°C (figura 8 D), observou-se a
producéo de pigmentos em todos os substratos, com excecédo do CZ pH 7,0. Os
meios BD exibiram cores distintas, incluindo tons intensos de marrom (BD, pH 4,5) e
vermelho vivo (BD, pH 7,0). A producdo de pigmentos foi otimizada aos 25°C, onde
ocorreu em todos os meios e diferentes niveis de pH analisados. Entretanto, o meio
BD pH 7,0 destacou-se notavelmente dos demais, apresentando uma coloracéo

marrom intensa (Figura 9 D).



Fig. 8: Producao de pigmentos extracelulares por (A) Phoma (isolado 16), (B) Aspergillus (isolado 18),
(C) Peacilomyces (isolado 01), (D) Penicillium (isolado 07), (E) Paecilomyces (isolado 11)
respectivamente, apds 9 dias, sob as condigdes Caldo BD, Caldo CZ, pHs 7,0 e 4,5 e a temperatura
de 15 °C.



Fig. 9: Produgéo de pigmentos extracelulares por (A) Phoma (isolado 16), (B) Aspergillus (isolado 18),
(C) Peacilomyces (isolado 01), (D) Penicillium (isolado 07), (E) Paecilomyces (isolado 11)
respectivamente, apds 9 dias, sob as condi¢des Caldo BD, Caldo CZ, pHs 7,0 e 4,5 e a temperatura
de 25 °C.



Fig. 10: Aliquota dos meios dos extratos liquidos dos diferentes meios de cultura e pHs, mostrando o

espectro de cores obtido na temperatura de 25 °C.

6.3 Atividade antimicrobiana

Em relacdo a atividade antimicrobiana, foram testados os extratos dos
pigmentos dos cinco fungos selecionados em placas inoculadas com Candida
albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Onde os extratos que
apresentarem um halo inibitério ao redor do pocgo seriam considerados como tendo
atividade antimicrobiana positiva, porém nenhum deles apresentou area de inibigao
frente a nenhum dos microrganismos utilizados. Ou seja, os extratos testados sao

desprovidos de atividade antimicrobiana nas condi¢des analisadas.

Fig. 11: Teste de atividade antimicrobiana negativo frente a Candida albicans (A), Escherichia coli (B)

e Staphylococcus aureus (C).



7. Conclusao

Desta forma, foi possivel constatar que o solo de areas preservadas sao
habitados por fungos filamentosos, sendo comprovado que estes sao fontes de
pigmentos naturais, uma vez que cinco dos isolados avaliados foram capazes de
produzir pigmentos extracelulares sob diferentes condi¢des, além de que foram
capazes de produzir um grande espectro de cores de pigmentos com possiveis usos

em diversas areas da industria (Fig. 10).

Ao avaliar a capacidade de fungos filamentosos em produzir pigmentos sob
diferentes condicbes de meio de cultura e em combinacdo de duas variagdes de
temperatura e pH, foi observado que os fungos apresentaram uma maior produgao
de pigmento a 25°C em comparagdo com 15°C. O meio de cultura CZ teve um
desempenho baixo em ambas as temperaturas e pHs, devido a baixa fonte de
carbono em sua composi¢do. Por outro lado, o meio BD apresentou um
desempenho excelente, uma vez que o amido e a sacarose sao fontes essenciais de
alimento para o crescimento fungico. Nao foi observada uma diferenga significativa
na producao de pigmento entre os pHs 7,0 e 4,5, mesmo que os fungos prefiram um

meio acido.

ApoOs a realizagao de testes de atividade antimicrobiana com os extratos dos
pigmentos dos cinco fungos em placas inoculadas com Candida albicans,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, foi observado que nao havia nenhuma
area de inibicdo ao redor dos pogos. Portanto, todos os extratos testados foram
considerados sem atividade antimicrobiana contra os microrganismos utilizados

neste estudo
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