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RESUMO

Ultimamente tem havido um grande interesse por colorantes naturais devido a problemas de
toxicidade e biodegradabilidade associados ao uso de colorantes sintéticos. Os colorantes
provenientes de metabdlitos fungicos ainda sdo pouco explorados apesar de apresentarem um
potencial biotecnolégico muito atraente. Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi
investigar a producdo de colorantes e atividade bioldgica de esclerotiorina. Em seguida,
bioprocessos em meio submerso e solido foram realizados com a finalidade de investigar a
influéncia dos fatores de bioprocesso na producdo dos colorantes. Os colorantes produzidos
foram submetidos a metodologias de isolamento (cromatografia em coluna, cromatografia de
camada delgada) e identificacdo da sua estrutura quimica (ressonancia magnética nuclear). O
colorante esclerotiorina foi adquirido comercialmente e avaliou-se a sua atividade citotoxica e
antifingica. Quanto aos bioprocessos, os fatores: sacarose, peptona, tempo de bioprocesso e
agitacdo orbital tiveram influéncia nos bioprocessos submersos, enquanto que apenas o fator
tempo demonstrou ter influéncia nos bioprocessos em meio sélido. N&o foi possivel isolar e
nem identificar colorantes com a cepa P. sclerotiorum 2AV2, no entanto foi obtido o &cido
oleico como componente majoritario em uma fracdo colorida (PS 4.2). Por fim, quando
avaliada a esclerotiorina em bioensaios, essa demonstrou atividade antitumoral frente as
linhagens SKMEL-19, SKMEL-28 e MESA-DX. Em acréscimo, pode-se demonstrar a
atividade antifungica da esclerotiorina frente ao fungo patogénico Cryptococcus neoformans.
O potencial biotecnolégico dos pigmentos produzidos por fungos é grande e motiva novas

pesquisas que possam resultar em novos produtos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: Colorantes, Otimizagéo, Caracterizacdo Quimica e Atividade Bioldgica.



ABSTRACT

Lately there has been a great interest in natural dyes due to problems of toxicity and
biodegradability associated with the use of synthetic colorings. Colorants from fungal
metabolites are still underexplored despite having a very attractive biotechnological potential.
In this context, the aim of this study was to investigate the production of dyes and biological
activity of sclerotiorin. Then in sequence, bioprocesses in a submerged solid media were
realized in order to investigate the influence of the bioprocess factors in the production of
colorants. The colorants produced were subjected to isolation methods (column
chromatography, thin-layer chromatography), and identification of the chemical structure
(nuclear magnetic resonance). The sclerotiorin dye was purchased commercially and it was
evaluated their cytotoxic and antifungal activity. In relation to the bioprocesses, factors:
sucrose, peptone, bioprocess time and orbital shaking had influence in the submerged
bioprocesses, while only the time factor was shown to have influence on the bioprocess in a
solid medium. It was not possible to isolate and identify colorants with strain P. sclerotiorum
2AV2, however the oleic acid was obtained as a major component in a colored fraction (PS
4.2). Finally, when performed sclerotiorin in bioassays, this compound demonstrated
antitumor activity against the SKMEL-19, SKMEL-28, and MESA-DX cells. In addition, it
can demonstrate the antifungal activity of sclerotiorin against the pathogenic fungus
Cryptococcus neoformans. The biotechnological potential of the pigments produced by fungi

is great and motivates further research that may result in new biotechnological products.

Key words: Colorants, Optimization, Chemical Characterization, Biological Activity.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a inddstria possui uma grande demanda por colorantes naturais. 1sso vem
ocorrendo porque as legislacbes dos paises tém apresentado restricbes ao uso dos colorantes
sintéticos, pois estes podem ser tOxicos e apresentarem acdo mutagénica ou carcinogénica
(KONGRUANG, 2011), principalmente quando se trata de aditivos alimentares, pelo fato de
serem ingeridos diariamente (MAPARI et al., 2010; TICHOTA et al., 2010).

Os colorantes naturais podem ser obtidos de plantas, animais, insetos e micro-organismos,
sendo que estes representam uma alternativa promissora em relacdo aos de origem animal ou
vegetal, pois ndo apresentam problemas de sazonalidade e demonstram grande produtividade.
Entre os micro-organismos, os fungos, particularmente, os ascomicetos tém a capacidade de
produzir colorantes e secretar uma ampla variedade de cores, o que pode ser adequado no cultivo
em grande escala. Os fungos podem produzir colorantes em escala industrial, de forma
padronizada e sem causar grandes danos ambientais (MAPARI et al., 2005).

Os colorantes fungicos possuem o potencial de aplicacdo na industria como colorantes
naturais pela facilidade de cultivo aliada as condi¢bGes de otimizacdo, o que pode favorecer o
rendimento final do produto. Na literatura existem muitos trabalhos sobre fungos na producéo de
colorantes, entretanto ha uma escassez sobre colorantes de fungos da Amazénia e isto demonstra a
necessidade de mais estudos na nossa regido (CELESTINO et al., 2014).

Os colorantes provenientes de fungos sdo metabdlitos secundarios que muitas vezes ndo tem
funcdo conhecida e ainda sdo pouco explorados (MAPARI et al., 2010). Recentemente, 0
Laboratorio de Micologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) isolou de uma
amostra de solo da Amazoénia uma cepa de Penicillium sclerotiorum linhagem 2AV2 produtor de
colorante natural amarelo-alaranjado, conhecido como esclerotiorina, uma substancia que possui

um grande potencial para uso industrial e atividades biologicas interessantes (CELESTINO et al.,
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2014). Assim, o conhecimento das melhores condicGes de cultivo, como pH, temperatura e 0s
melhores nutrientes para o crescimento celular e a producdo do metabolito de interesse é
importante para aumentar a producéo de colorantes (SANTOS-EBINUMA, 2013).

Neste contexto, entende-se que existe uma procura por colorantes naturais e a necessidade de
novas pesquisas e métodos mais adequados para a producdo de colorantes fungicos em escala
industrial, considerando a existéncia de uma grande diversidade de espécies fungicas na Amazonia
e, com isso, promover um avanco no aperfeicoamento de tecnologias para o aproveitamento
industrial. Desta maneira, este trabalho teve como objetivo investigar a producdo de colorantes e a

atividade bioldgica de esclerotiorina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Corantes e Pigmentos

Colorantes sdo substancias artificiais ou naturais utilizadas para dar coloracdo duravel a
algum, realgando ou restaurando a sua aparéncia. S80 compostos com caracteristicas de grande
importancia para as industrias alimenticia, cosmética e téxtil e podem ser classificados como
pigmentos ou corantes. A diferenca basica entre corantes e pigmentos estd no tamanho de
particula e na solubilidade no meio em que é inserido. Os pigmentos possuem no geral, tamanho
de particula maior e séo insollveis em &gua, enquanto que corantes sdo moléculas sollveis em
4gua (SANTOS-EBINUMA, 2013).

Na inddstria alimenticia sdo utilizados como aditivos alimentares, intensificando a coloragéo
do produto, pois o consumidor julga a qualidade de um produto pela sua aparéncia. Entdo, as
indUstrias dos diversos segmentos passaram a investir nos corantes como uma estratégia de realcar
a aparéncia de um determinado produto visando uma maior aceitabilidade pelo consumidor
(MALIK et al., 2012).

O uso de colorantes comegou h& milhares de anos atras com as civilizages antigas da China,
india e Egito. E por muitos anos estes foram obtidos de fontes naturais e vegetais e a
comercializacdo desses tipos de substancias movimentou o0 mercado nesse setor por muitos anos
(SARON E FELISBERT, 2006; SANTOS-EBINUMA, 2013). Os corantes naturais de fontes
animais e vegetais sdo muito instaveis e de baixa solubilidade em &4gua como também ndo estéo
disponiveis durante todo o ano. Ja os sintéticos sdo produzidos para serem mais estaveis
(GUNASEKARAN E POORNIAMMAL, 2008).

Os pigmentos microbianos sdo uma alternativa promissora em relacdo aos obtidos de plantas e
animais, por que ndo apresentam problemas de sazonalidade e podem ser produzidos em grande

escala e, além disso, alguns pigmentos microbianos podem ser produzidos a partir de residuos
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agroindustriais, 0 que torna o processo mais favoravel em termos financeiro e ambiental
(MEINICKE, 2008; LOPES, 2011).

Os fungos filamentosos apresentam varias caracteristicas que despertaram o interesse para o
uso biotecnoldgico desses micro-organismos como 0 crescimento em substratos simples e de
baixo custo, além da producdo de diversos metabodlitos com diferentes atividades bioldgicas
(MEYER 2008; LOPES et al., 2013).

Assim, os colorantes microbianos surgem como uma alternativa para superar a crescente
preocupacdo do uso de corantes sintéticos como aditivos alimentares, pois ja sdo relatados 0s
efeitos adversos causados por essas substancias para a saude humana. A utilizacdo de corantes
naturais também contribuiria para a preservacdo da biodiversidade, pois muitos produtos quimicos

séo despejados no meio ambiente para a producéo de corantes sintéticos (NAGPAL et al., 2011).

2.2 Producédo de colorantes por fungos

A industria de colorantes tem grande importancia econémica. Ela esta associada a varias
outras industrias como a de cosméticos, alimentos, farmacéutica e de diagnostico. E o principal
diferencial competitivo de aceitabilidade entre os produtos, muitas vezes se da pelo uso de
colorantes (VALDUGA et al., 2009). A autorizagdo da utilizacdo dos colorantes produzidos por
fungos em paises desenvolvidos tem fortalecido projetos de pesquisa com o objetivo de explorar a
diversidade fungica (MAPARI et al., 2005, QIU et al., 2010).

Os micro-organismos produtores de colorantes sdao os fungos, algas e bactérias. Entre as
substancias produzidas estdo carotendides, melaninas, flavinas, quinonas e mais especificamente
monascinas, violaceinas ou indigo sendo que muito deles também conferem aos produtos

vantagens nutricionais (DUFOSSE, 2006; RENHE et al., 2006). Os fungos, particularmente, os
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ascomicetos, basidiomicetos e liquens sintetizam e secretam uma vasta classe de colorantes que
apresentam diversas cores (MAPARI et al., 2005).

Os cogumelos e liquens apresentam dificuldades no cultivo, e, além disso, ndo sdo adequados
para a producdo industrial em larga escala, em condicdes laboratoriais. Os ascomicetos na
producdo de colorantes sdo mais indicados, pois podem ser cultivados a fim de produzir grandes
quantidades destes compostos utilizando uma tecnologia de cultura otimizada. Dessa forma,
destacam-se como produtores de colorantes hidrossolGveis as microalgas, porém a baixa
produtividade tem prejudicado a comercializacdo destes colorantes (MAPARI et al., 2005;
MAPARI et al., 2010).

Na literatura sobre fungos produtores de colorantes empregados na industria alimenticia
destacam-se os do género Monascus, uma vez que sdo produtores de bons colorantes devido a
estabilidade na faixa de pH de 2 — 10, estabilidade ao calor e também por apresentarem diferentes
cores (MAPARI et al., 2005). Espécies de Monascus podem produzir colorante amarelo
(ankaflavina e monascina), laranja (rubropunctatina e monascorrubrina) e vermelho
(rubropunctamina e monascorrubramina) e a utilizacdo deste fungo ¢ muito difundida no Japao,
China, Indonésia, india e Coréia. Estes colorantes sdo utilizados nestes paises na coloragio de
arroz, peixes, vinhos e bebidas (HAJJAJ et al., 2000). O consumo anual de colorantes de
Monascus no Japédo passou de 100 toneladas em 1981 para 600 toneladas no final dos anos 90
(RENHE et al., 2006).

Alguns colorantes produzidos por micro-organismos ja sao aprovados para consumo e sdo
comercializados, tais como o [-caroteno e a riboflavina. Os carotenodides sdo responsaveis pelas
coloragfes amarela, laranja e vermelho e s&o amplamente utilizados nas industrias cosmética,
alimenticia e farmacéutica (VALDUGA et al., 2009). O unico fator limitante aparente na

utilizacdo de colorantes naturais provenientes de micro-organismos é a dificuldade na sua
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aprovacdo pelas autoridades legislativas, 0s quais exigem varios estudos toxicoldgicos
(MENDONCA, 2011).

H& um grande nimero de micro-organismos que tém a capacidade de produzir colorantes em
rendimentos elevados, incluindo espécies de Monascus, Serratia, Cordyceps e compostos
amarelo-vermelho e azul produzido por Penicillium herquei e Penicillium atrovenetum (HAJJAJ,
2012). Estratégias para extrair o colorante do interior das células fungicas e a descoberta de novos
metabolitos bioativos de interesse comercial, sdo atrativos que favorecem investimentos nesta area
de conhecimento (VENDRUSCOLO, 2009).

Além dos fungos do género Monascus, os fungos pertencentes ao género Paecilomyces (CHO
et al., 2002), produzem colorantes nas tonalidades vermelha, amarela e violeta. Os micro-
organismos que pertencem ao género Aspergillus também tém sido estudados como potenciais
produtores de colorantes naturais (DUFOSSE, 2006; HERNANDEZ- RIVERA et al., 2008).
Assim também os pertencentes do género Trichoderma que possuem habilidade em produzir
colorantes em diversas tonalidades, que varia do amarelo-esverdeado ao vermelho (CELESTINO
etal., 2014).

Espécies de fungos do género Penicillium também sdo capazes de produzir substancias
quimicas de diversas cores (GUNASEKARAM E POORNIAMMAL, 2008). Tem capacidade de
produzir colorantes vermelho e violeta similares a monascorubramina semelhantes aos obtidos por
espécies de Monascus (CARVALHO et al., 2005; MAPARI et al., 2008; MENDEZ et al., 2011).
Outros colorantes citados na literatura sao as melaninas de coloragdo marrom escura, sintetizadas
por fungos da familia Dematiacea (Wangiella dermatitidis, Cladosporium spp) e Cryptococcus
neoformans que sdo espécies patogénicas (TEIXEIRA et al., 2011).

Acredita-se que o corante mais antigo produzido por fungos e utilizado pelo homem € o
vermelho koji ou ang-kak, arroz fermentado por um fungo da espécie do género Monascus, usado

na Asia por séculos como colorante alimenticio para vinho vermelho de arroz, queijo de soja
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vermelho, carne e produtos de pescado. Apesar de largamente utilizado pelos consumidores
asiaticos, esse colorante ainda é proibido na Europa e EUA pela alegacdo de poder ocorrer
micotoxinas durante o processo fermentantivo (RENHE et al., 2006).

Nos fungos, acredita-se que os colorantes sejam produzidos por uma necessidade do fungo em
proteger-se contra a radiacdo UV (carotendides, melanina), para atuar como co-fator em reacoes
quimicas (vitaminas) ou até mesmo para afugentar concorrentes, dado que muitos deles séo
descritos como antimicrobianos e citotoxicos (JALMI et al., 2012; MAPARI et al., 2005).

Alguns critérios devem ser levados em consideracdo para a selecdo de fungos produtores de
colorantes tais como: apresentar tolerancia a diferentes valores de pH, temperaturas e minerais,
capacidade de utilizar uma grande variedade de fontes de carbono e nitrogénio e produzir
colorantes em rendimentos elevados. Além disso, ndo devem produzir micotoxinas nas condigdes
de cultivo em questdo, ndo devem ser patogénicos ao homem e devem ser de facil manipulacédo
(RAJASEKARAN et al., 2008; LOPES, 2011).

Para que os fungos e demais micro-organismos sejam utilizados em processos industriais, nao
basta que eles apresentem perfil com altos rendimentos do metabdlito de interesse, mas ha a
necessidade da autenticacdo de qualidade GRAS (Generally Recognized As Safe) pela Food and
Drug Administration (FDA) para a espécie a ser explorada tanto na industria alimenticia quanto na
farmacéutica (TEIXEIRA et al., 2011). A tabela 1 apresenta alguns exemplos de colorantes

produzidos por fungos.

Molécula Cor Micro-organismo

Antraquinona Vermelho Penicillium oxalicum

Atrovenetina
Esclerotiorina
Licopeno
Licopeno
Monascorubramina

Naftoquinona

Amarelo
Amarelo-alaranjado
Vermelho
Vermelho
Vermelho

Vermelho sangue

Penicillium herquei
Penicillium sclerotiorum
Blakeslea trispora
Fusarium sporotrichioides
Monascus spp

Cordyceps unilateralis
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Riboflavina Amarelo Ashbya gossypi
Rubropunctatina Laranja Monascus spp
Blakeslea trispora

Fusarium sporotrichioides

- caroteno Amarelo-laranja
Mucor circinelloides
Neurospora crassa
Phycomyces blakesleeanus
Penicillium purpurogenum
Desconhecido Vermelho Paecilomyces sinclaini
Desconhecido Azul esverdeado Penicillium fagi

Tabela 1: Producéo de colorantes por fungos
Fonte: Adaptado Dufossé, (2006).

2.2.1 Mercado de colorantes

Os colorantes naturais foram substituidos pelos corantes sintéticos no final do século XIX
qguando o primeiro colorante, a malveina, de coloracdo roxa foi sintetizada pelo inglés William
Perkin em 1956. No entanto, a fiscalizacdo de 6rgdos regulamentadores em diversos paises tornou-
se mais severa, devido a problemas de toxicidade dos colorantes artificiais e, com isso, resultou na
utilizacdo dos colorantes naturais e, principalmente no setor alimenticio (MAPARI et al., 2010).

A producdo de colorantes naturais é muito vantajosa do ponto de vista econémico, uma vez
gue existe um interesse maior por aditivos naturais em alimentos e cosméticos. Por outro lado, a
via de producdo natural pode ser, em alguns casos, 10 vezes mais cara que a via sintética
(CARVALHO, 2004; MAPARI et al., 2010). Estima-se em quase um bilhdo de ddlares o mercado
mundial de colorantes e ele é 0 que apresenta um maior crescimento, a uma velocidade de 5 a 10%
ao ano (MORITZ, 2005).

O caso mais bem sucedido de colorante natural é o B- caroteno que é produzido por

microalgas, que tem custo de cerca de U$ 1000/Kg contra U$ 500/Kg por via sintética. Vale
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salientar que este colorante natural apresenta efeito terapéutico contra o cancer, caracteristica essa
que o colorante de forma sintética ndo apresenta (SANTOS-EBINUMA, 2013).

O Brasil é um grande mercado para os colorantes tanto como consumidor quanto como
produtor devido a sua grande biodiversidade e a evolu¢do do mercado de colorantes na industria
alimenticia e farmacéutica tem evoluido bastante e, com isso, ha um crescente interesse pelas
pesquisas desses colorantes no pais (MEINICKE, 2008).

No mercado de colorantes, 0s naturais representam 31%, enquanto os sintéticos compreendem
40% e os idénticos aos naturais 29%. O mercado para colorantes naturais esta crescendo e estes
podem substituir os colorantes sintéticos futuramente. No setor alimenticio, o mercado de
colorantes, em 2007, era estimado em U$ 1,15 bilh&o, 2,5% superior ao obtido em 2004 (U$ 1,07
bilh&o). Deste mercado, U$ 465 milhdes eram de colorantes naturais, aumento de 4,6% em relacéo
a 2004 (MAPARI et al., 2010; SANTOS-EBINUMA, 2013).

A notoriedade que os corantes naturais vém assumindo deve-se ndo so a tendéncia mundial de
consumo de produtos naturais, mas também as propriedades funcionais atribuidas a alguns desses
pigmentos. Segundo estimativas, a demanda mundial por colorantes naturais cresce, em media,
5% ao ano, contra 2% em relacdo aos corantes sintéticos (DOWNHAM E COLLINS, 2000).

E sabido que os colorantes sintéticos oferecem risco aos consumidores e, com isso, o Brasil e
outros paises tem se esforcado em pesquisas com colorantes naturais, o que faz com que o
interesse por produtos naturais esteja crescente no Brasil e no mundo, entretanto, o custo para
producéo desses colorantes naturais seja bastante elevado, mas mesmo assim ha forte tendéncia no

uso destes no mercado interno e externo (MORITZ, 2005).
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2.2.1.1 Legislacéo Brasileira

As cores sempre exerceram um encanto sobre a humanidade e tem um papel importante na
aceitabilidade de produtos comercializados nos diferentes segmentos industriais, uma vez que 0s
consumidores julgam a qualidade de um produto pela sua cor. O setor alimenticio tem usado por
séculos aditivos para realcar ou restaurar a aparéncia original de seus produtos e para garantir
uniformidade, como indicador de qualidade (GOUVEIA, 2007).

Segundo a Resolucdo — Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA)
N° 44 de 1977, corante é a substancia ou a mistura de substancias que possuem a propriedade de
conferir ou intensificar a coloracdo de alimento. Os colorantes permitidos para uso em alimentos
sdo classificados em: corante organico natural, obtido a partir de vegetal, ou eventualmente de
animal, cujo principio tenha sido isolado com o emprego de processo tecnologico adequado;
corante organico artificial, obtido por sintese organica, mediante o emprego de processos
tecnoldgicos adequados e ndo encontrado em produtos naturais; corante organico sintético
idéntico ao natural, cuja estrutura quimica é semelhante a do principio isolado do corante organico
natural; e corante inorganico ou pigmento, obtido a partir de substancias minerais e submetido a
processos de elaboracao e purificagdo adequados ao seu emprego em alimentos.

Os colorantes naturais empregados industrialmente sdo os extratos de urucum, carmim de
cochonilha, curcumina, antocianinas e as betalainas (MEINICKE, 2008). No Brasil, o controle do
uso de corantes sintéticos como aditivos alimentares é regulamentado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), resolugdes n® 382 e 388, e apenas 11 corantes sintéticos sao
permitidas (amarelo crepusculo, amarelo tartrazina, vermelho de eritrosina, vermelho 40,
amaranto, ponceau 4R, azul indigotina, azul brilhante, azul patente V, azorrubina, verde rapido)

(PRADO E GODOY, 2003).



28

2.3 Producéo de colorantes por Penicillium sclerotiorum

O género Penicillium foi descrito pela primeira vez por Link em 1809 e as espécies incluidas
neste género sdao amplamente distribuidas por todo o mundo. Geralmente, sdo saprofiticas na
natureza e numerosas espécies possuem um grande valor medicinal e econbémico para a
humanidade. A grande maioria destes fungos habita o solo, varios vivem sobre a matéria organica
em decomposicdo, outros vivem em ambientes secos, madeiras e sementes (KNOB, 2009).

O P. sclerotiorum também conhecido como P. multicolor foi isolado pela primeira vez a
partir do ar em Java, na Indonésia, por KB Boedijn, e, em seguida, descrito por van Beyma
(1937). As espécies incluidas neste género apresentam os conidioforos predominantemente
monoverticilados, ou seja, as fidlides estdo unidas diretamente a estipe apresentando apenas um
unico ponto de ramificacdo (KNOB, 2009). As col6nias caracterizam-se pelo rapido crescimento e
sua textura apresenta-se de forma lisa, filamentosa, aveludada, lanosa, com coloracdo inicial
branca e, apds maturacdo, podendo apresentar-se como azul-esverdeada, cinza esverdeada,
amarela, cor de rosa, dependendo da espécie (CHAINEAU et al., 1999).

P. sclerotiorum é um micro-organismo mesdéfilo, de coloracdo esverdeada, com aspecto
cotonoso. Esté presente em solos (CELESTINO et al., 2014) , porém, ja foi isolado do interior de
planta, podendo, portanto, ser também classificado como fungo endofitico. Os extratos isolados
com hexano e acetato de etila de P. sclerotiorum apresentam atividade antimicrobiana e anti-HIV
(GOMES, 2011).

Em 1940 Curtin e Reilly isolaram um colorante acido a partir de P. sclerotiorum, com um
rendimento que compreende 2% do tapete de micélio seco e este colorante acido foi isolado a
denominado esclerotiorina. Esta espécie tem sido de interesse especial por causa da brilhante cor
vermelho-alaranjado do micélio quando cultivados em meio Czapek. Este fungo tem sido alvo de

estudos por sua capacidade de produzir metabdlitos biologicamente ativos, inclusive antibidticos e
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a producdo de esclerotiorina destaca-se por apresentar potente acdo antimicrobiana contra
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Candida albicans, Eschericha coli (LUCAS et al., 2010).

O fungo P. sclerotiorum produz uma classe de metabdlitos secundarios bioldgicos ativos
denominados de azafilonas e policetideos entre os quais se destacam a rotiorina, isocromofilona e
esclerotiorina, sendo que esta ultima é mais descrita na literatura. A esclerotiorina é produzida,
por exemplo, pelas linhagens P. sclerotiorum LAB18, P. sclerotiorum X11853 e P. sclerotiorum
PSU-A13 e apresenta atividade antimicrobiana (LUCAS et al., 2010; OSMANOVA et al., 2010;
ARUNPANICHLERT et al., 2010). Culturas identificadas como P. sclerotiorum foram isoladas a
partir de muitos paises da Africa, Asia e América do Norte, sugerindo uma distribuicio
cosmopolita (RIVERA E SEIFERT, 2011). Muitas espécies de Talaromyces e Penicillium
produzem substancias que podem ser usadas como colorantes como o mitorubrinol, a mitorubrina,
0 mitorubrinal e o &cido mitorubrinico (SAMSON et al., 2011).

Foi descrita uma linhagem de Penicillium sp. produtora de um cromoforo do tipo
antraquinona (GUNASEKARAN E POORNIAMMAL, 2008). O colorante Arpink Red™ é uma
antraquinona produzida por Penicillium oxalicum var. Armeniaca e comercializada pela Ascolor
Biotech da Republica Tcheca (JALMI et al., 2012; MAPARI et al., 2010; TAKAHASHI E
CARVALHO, 2010;). Outros colorantes de origem fungica que se destacam sdo 0 Atrovenetina
(Penicillium herquei), Herqueinone (Roesleria hypogea), Purpurogenone (Penicillium
purpurogenum), que séo utilizados como aditivos alimentares (MAPARI et al., 2005).

No Amazonas, foi realizado um estudo de isolamento e caracterizagdo quimica de um
colorante produzido por Penicillium sclerotiorum 2AV2 que foi identificado como esclerotiorina,
sendo um importante colorante que ainda ndo havia sido descrito para linhagens amazoénicas

(CELESTINO et al., 2014).
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2.4 Estratégias para identificacdo de colorantes por fungos

A determinacdo da estrutura quimica de um colorante é de suma importancia para estudos de
caracterizacdo antes de sua aplicacdo biotecnologica. A estrutura de um colorante pode ser
elucidada pela associacdo de metodologias cromatogréaficas e espectrofotométricas (TEIXEIRA et
al., 2011).

Os metodos cromatograficos sdao empregados na separacdo de compostos de um extrato.
Aplicam-se também, os métodos espectroscopicos, como espectrofotometria em comprimentos de
onda da regido do ultravioleta e visivel, espectrometria de massas (MS), ressonancia magnética
nuclear (RMN) ou por deteccdo utilizando reagentes especiais em CCD (cromatografia em
camada delgada) (LOPES, 2011).

A técnica de espectrometria de massas na identificacdo de novos colorantes naturais
provenientes de micro-organismos vem sendo muito utilizada como uma ferramenta inteligente na
selecdo de espécies promissoras para a producdo de colorantes (MENDONCA, 2011). Técnicas de
separacao sao usadas na identificacdo de compostos por comparagdo com padrdes, purificacdo de
compostos, separando-os de componentes de uma mistura seja ela biol6gica, farmacéutica ou
alimenticia (ELOY et al., 2012).

De acordo com Gongalves (2008), foi realizada a caracterizacdo estrutural da molécula do
colorante melanina extraido do fungo Aspergillus nidulans através de técnicas de espectrometria
no infravermelho, cromatografia em camada delgada e a identificacdo da estrutura do colorante
tipo melanina extraido do mutante MEL 1 por meio de espectrometria de massas.

Latha e Jeevaratnam (2010) estudaram a caracterizacdo do colorante carotendide sintetizado
por Rhodotorula glutinis, este colorante foi separado por cromatografia em coluna e purificado por
cromatografia em camada fina (TLC) e a elucidacgéo estrutural foi realizada por meio da analise
espectral de FT-IV e RMN, revelando que as fragdes principais eram o [-caroteno, toruleno e

torulorradina, respectivamente.
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Em um trabalho realizado com fungos provenientes do solo capazes de produzir colorantes,
foi realizada a caracterizacdo quimica, onde ap6s o isolamento da substancia obteve-se um po
amarelo-alaranjado e pela técnica de RMN foi identificada como esclerotiorina, um metabolito
importante que ainda ndo havia sido descrito por fungos da Amazénia (CELESTINO et al.,
2014).

A caracterizacdo estrutural de dois colorantes provenientes do género Monascus com forte
fluorescéncia amarela, onde os colorantes foram isolados e purificados a partir da levedura de
arroz vermelho e as estruturas foram elucidadas por RMN e a técnica espectrometria de massa
indicou a forma molecular e as estruturas dos novos colorantes que foram denominados de
metoxi monasphilol-A e metoxi monasphilol metoxi-B (HUANG et al., 2014).

Por muitos anos, a maioria dos quimicos tinha mais interesse em isolar e elucidar a estrutura
de moléculas provenientes do metabolismo secundario do que em seu potencial como bioativos.
As técnicas de separacdo e espectroscopia sdo ferramentas que fornecem a purificacdo e analise
estrutural que alcancaram niveis importantes de sensibilidade e sofisticacdo. Por meio dessas
técnicas, quimicos de produtos naturais tém aplicado ensaios biol6gicos para o isolamento de
metabdlitos e estdo agora guiando sua atencdo para a bioatividade de substancias naturais

(ZANETTE, 2013).

2.5 Atividade bioldgica da esclerotiorina

Os fungos sdo conhecidos por produzir uma ampla variedade de compostos biologicamente
ativos que tém sido usadas para fins medicinais na Africa e Asia desde a antiguidade
(OSMANOVA et al., 2010). Desde a descoberta da penicilina, muitos isolados de Penicillium

foram inseridos em pesquisas em bioprospeccdo e novos metabdlitos continuam a ser descobertos
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a partir destes fungos até os dias de hoje, demonstrando o interesse como fontes de moléculas de
bioativos a serem usadas na industria farmacéutica (PETIT et al., 2009).

Os metabdlitos bioativos que sdo produzidos por fungos geralmente pertencem a classe dos
ascomicetos e fungos filamentosos, incluindo também fungos endofiticos (fungos que vivem
associados com plantas). O numero total de substancias bioativas conhecidas produzidas por
fungos é de aproximadamente 8600, representando 38% de todos os produtos microbianos
(GOMES, 2011).

A principal aplicacdo industrial envolvendo espécies do género Penicillium é a producéo de
penicilinas. A descoberta foi realizada em 1928 por Alexander Fleming com a producdo do
metabolito bioativo por meio do Penicillium chrysogenum e desde entdo os estudos sobre esse
género aumentaram consideravelmente (TAKAHASHI E LUCAS, 2008).

O principal metabolito da espécie fungica de P. sclerotiorum € a esclerotiorina, contudo pode
ser produzida por outros fungos e na Figura 1 é demonstrada sua estrutura quimica, um colorante
contendo um atomo de cloro. Este colorante possui algumas atividades bioldgicas interessantes,
como a inducdo de formagé@o de clamidosporo, que confere ao fungo uma maior resisténcia

térmica (WENG et al., 2004).

Cl

Figura 1: Estrutura quimica da esclerotiorina

A esclerotiorina foi isolada a partir deste micro-organismo e possui atividades biologicas

relevantes tais como a atividade ligadora de receptores de endotelina e inibidora de algumas
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enzimas importantes como a lipase e integrases e proteases do virus da imunodeficiéncia humana
HIV-1 (LUCAS et al., 2010; OSMANOVA et al., 2010). Ela também inibe a aldose redutase que
€ uma enzima associada com complicacdes como catarata, neuropatia e nefropatia de pacientes
diabéticos (LUCAS et al., 2010). E relatado na literatura, que a esclerotiorina apresenta atividade
antimicrobiana, antioxidante (CHIDANANDA et al., 2006), atividade flangica, indutora de
apoptose em células cancerosas HCT-116 (GIRIDHARAN et al., 2012; LUCAS et al., 2010;
OSMANOVA et al., 2010).

A esclerotiorina vem demonstrando, em estudos realizados, atividades bioativas como a
inibicdo da monoamina oxidase, alvo da acdo de antidepressivos, atua também nos receptores de
entotelinas, que sdo responsaveis pela vasoconstricdo e ainda possui atividade antibacteriana, com
isso demonstrando atividades farmacologicas importantes (WENG et al., 2004; PAIRET et al.,
1995).

H& uma aplicabilidade importante na industria alimenticia, porque atua na inibicdo da
lipoxigenase, uma vez que a peroxidagdo provoca a rancificacdo de alimentos, alterando o sabor,
odor, coloracdo e reduzindo seu valor nutritivo. A acdo das lipoxigenases em humanos é
responsavel na inibicdo de uma grande variedade de desordens, como aterosclerose, alergias,
inflamac&o, asma e hipersensibilidade. Assim, estes inibidores sdo Uteis como antioxidantes na
indistria de alimentos e em setores de salde, devido a seus beneficios farmacoldgicos
(CHIDANANDA E SATTUR, 2007).

Diante da necessidade por novos colorantes naturais e da grande biodiversidade da Amazonia,
os fungos sdo micro-organismos pouco explorados e com alto potencial biotecnologico presente

em nossa regido e com isso esse trabalho visa buscar a producéo de colorantes fangicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a producéo de colorantes e a atividade bioldgica de esclerotiorina.

3.2 Especificos

o Avaliar a influéncia dos fatores de bioprocesso na producdo de colorantes em
bioprocesso submerso e bioprocesso em meio solido;

o Isolar e identificar colorantes produzidos pelo isolado Penicillium sclerotiorum 2AV2;
o Investigar a atividade colorante da esclerotiorina frente a células tumorais SKMELL-

19 SKMELL-28 e MESA-DXS5 e frente ao fungo patogénico Cryptococcus neoformans VNI
PCNS6.



4. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento das atividades ocorreu como mostrado na Figura 2.

Bioprocesso em
_— fermentacdo submersa e
solida

Producéo do
colorante

Tentativa de
isolamento de _— >
colorantes produzidos

Analise cromatogréafica e
RMN

Investigar a atividade
bioldgica da
esclerotiorina

N Citoxicidade e atividade
antifangica

Figura 2: Fluxograma geral apresentando as etapas desenvolvidas na presente dissertacdo
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4.1 Micro-organismos utilizados

O micro-organismo investigado no presente trabalho para a produgdo de colorantes foi o
isolado Penicillium sclerotiorum 2AV2. Esse isolado é sabidamente produtor do colorante
esclerotiorina (CELESTINO et al., 2014) e pertence a Colecdo de Micro-organismos do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia. Sua reativacdo e purificacdo foram realizadas por meio de
repique em Agar Batata Dextrose-BDA (20 g/L dextrose, 200g infusdo de batata e Agar 15g/L).

A cepa C. neoformans VNI PCNG6 foi utilizada nos ensaios de avaliacdo antifngica. Essa
cepa foi isolada de excretas de pombo e pertence a Colecdo de Micro-organismos do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazdnia. Essa cepa foi mantida em Agar Sabouraud (40 g/L dextrose,

10 g/L peptona).

4.2 Linhagens de culturas de células

Nos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas as linhagens MESA-DX5 (linhagem de
sarcoma uterino resistente a doxorrubicina), MRC-5 (linhagem de fibroblastos humanos),
SKMEL-19 e SKMEL-28 (linhagens de melanoma humano). Essas linhagens pertencem ao
Laboratorio de Cultura de Células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM) e estavam conservadas em 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiético penicilina/estreptomicina e foram mantidas em estufa bacterioldgica a 5% de CO; e

temperatura de 37 °C.
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4.3 Esclerotiorina

Os bioensaios foram realizados para avaliar a citotoxicidade e a atividade antifungica (frente a
espéecie C. neoformans) da esclerotiorina. A esclerotiorina (Cayman Chemical) € um colorante
sabidamente produzido pela espécie P. sclerotiorum e foi adquirido comercialmente por meio do

site Wako Chemicals EUA, Inc., para ser utilizado nos ensaios de atividade bioldgica.

4.4 Influéncia dos fatores de bioprocesso na producdo de colorantes por P. sclerotiorum
2AV?2

4.4.1 Bioprocesso Submerso

Penicillium sclerotiorum 2AV2 foi repicado para um tubo contendo o meio Agar Batata
Dextrose (Merck) que foi incubado a temperatura ambiente (+28 °C) por 72 horas. Em seguida,
seus esporos foram suspensos com agua destilada estéril, quantificados em cdmara de Neubauer e
transferidos (concentracdo de 1x10* esporos/mL) para Erlenmeyers contendo 25 mL de caldo
Czapeck modificado (Merck) (3,0 g/L de peptona, 1,0 g/L de K,HPQy4, 0,5 g/L de MgSO,.7H,0,
0,5 g/L de KCI, 0,01 g/L de FeSO,4.7H,0 e 30,0 g/L de sacarose). Esse cultivo foi incubado de
forma estética, a temperatura ambiente (28 °C) e mantidos em local escuro por 25 dias. Apos
esse periodo foi realizada a extracdo e quantificacdo dos colorantes produzidos. A extracdo foi
realizada colocando-se 10 mL de acetato de etila (Nuclear) no cultivo e submetendo o mesmo a
agitacdo orbital (Tecnal Te-140) por 24 h. A analise da producdo de colorantes foi realizada
avaliando o solvente em espectrofotébmetro de UV / VIS (Modelo No. UV-1102 SP) por meio da
maxima absorbancia das azafilonas produzidas por Penicillium sclerotiorum 2AV2 (Anax= 350

nm) de acordo com Celestino et al., 2014.
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A partir dessas condi¢cbes descritas, foi investigada, de forma univariada, a influéncia dos
fatores: concentracdo da sacarose (Merck) (0, 30, 60 e 90 g/L), concentracdo de peptona (Merck)
(0,3,6e9g/L), pH (56,7,8), inéculo (1x 10% 1x10° 1x10* e 1x10° células/mL), tempo de

bioprocesso (25, 30, 35 e 40 dias) e agitacdo (0 e 100 rpm).

4.4.2 Bioprocesso em meio solido

Esses experimentos foram realizados de forma similar ao descrito no item anterior, no
entanto, foi acrescentado 18 g/L de &gar ao Czapeck modificado (Merck).

Também de forma similar, foi investigada a influéncia dos fatores de cultivo: concentracdo da
sacarose (30, 50, 70 e 90 g/L), concentracdo de peptona ( 3,5, 7e 9 ¢g/L) , pH ( 4,5,6,7), inoculo

(1x 102 1x10°, 1x10* e 1x10° células/mL) e tempo de bioprocesso (20, 25, 30 e 35 dias).

4.5 Isolamento de colorantes de Penicillium sclerotiorum 2AV?2

4.5.1 Obtengdo do extrato e fracionamento cromatografico

Foram preparados 400 mL de Agar Czapeck modificado (Merck) e transferido para
Erlenmeyers de 2L e inoculado com 1x10* células/mL. Trés replicatas desse cultivo foram
realizadas afim de obter colorante suficiente para a caracterizacdo quimica. Esses cultivos foram
incubados por 25 dias, sendo que, apés esse periodo, foi realizada a extragcdo dos colorantes.

Sabendo-se da afinidade das azafilonas de P. sclerotiorum 2AV?2 por acetato de etila, 400 mL

desse solvente foram colocados em cada Erlenmeyer. Esses foram submetidos a agitagéo orbital a
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100 rpm por 24 horas. Apo6s esse periodo, o solvente, contendo os colorantes extraidos, foi filtrado
em papel de filtro e concentrado em temperatura ambiente até sua completa evaporacéo.

Em seguida, o concentrado foi fracionado por meio de cromatografia em coluna Sephadex
LH-20 (h x @ =52.0 x 3.0 cm) (Sigma- Aldrich Co, St. Louis, MO) usando metanol como eluente
(Esquema 1). Deste fracionamento, foram obtidas 42 fracdes, das quais as fracdes 2-10 continham
coloracdo amarelo-alaranjada. As fracGes foram analisadas em cromatografia em camada delgada
e reunidas de acordo com suas similaridades. A fracdo 4 (PS-4, 187mg) foi escolhida para dar

continuidade ao estudo.

Penicillium sclerotiorum

2AV2
Extrato em acetato de etila por 24 hs
Evaporacdo do solvente
Extrato Acetato
Coluna Sephadex LH-20
Eluente: Metanol
42 fracdes

P54
(187mg)

Esquema 1: Obtencdo do extrato e fracionamento cromatogréafico de P. sclerotiorum 2AV2
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Na analise em CCD da fragdo 4 (PS-4,187 mg), utilizando o sistema de eluicdo em
diclorometano:acetato de etila (98:2 v/v) sob luz ultravioleta a 365 nm foi observada a presenca de
um pigmento de coloracdo amarela que foi revelado em vanilina sulfurica. Sendo assim, esta
fracdo foi submetida a um fracionamento cromatografico em coluna de celulose microcristalina
(Esquema 2), eluida em hexano, gradientes de hexano: acetato de etila, acetato de etila e metanol.
Deste fracionamento, foram obtidas 23 subfracdes, que foram reunidas e pesadas apos analise em
CCD. A reunido das subfracbes 2-3 (PS-4.2; 40 mg), que continham o pigmento amarelo, foi
analisada em RMN num aparelho Bruker Fourier 300 e os desvios quimicos (8) foram expressos

em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hertz.
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Legenda: A-acetato de etila; H-hexano; M- metanol.

Esquema 1: Fracionamento cromatografico de PS-4
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4.6 Ensaios biologicos com o colorante esclerotiorina

4.6.1 Ensaio de Citoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada como descrito por Nakayama et al. (1997). Neste ensaio, as
células de MESA-DX5 (linhagem de sarcoma uterino resistente a doxorrubicina) foram
plaqueadas na concentracdo de 7 x 10° enquanto que as linhagens MRC-5 (linhagem de
fibroblastos humanos), SKMEL-19 e SKMEL-28 (linhagens de melanoma humano) foram
plaqueadas na densidade de 5 x 10° células/poco em placas de 96 pogos. Apés 24 horas de
incubacdo e aderéncia das células, as mesmas foram tratadas com esclerotiorina em diferentes
concentragdes, durante periodo de tratamento de 72 horas. Como controle negativo foi utilizado
somente meio de cultura e DMSO 0,01 % (veiculo). Ap6s o periodo de tratamento foram
adicionados 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20) em cada pogo da placa. Aguardou-se o tempo
necessario de metabolizacdo da resazurina padronizado de acordo com cada tipo celular variando
de 1 a 3 horas. Em seguida, a fluorescéncia foi medida usando-se um leitor de placas de ELISA
(Beckman Coulter® - DTX800). A viabilidade foi calculada da seguinte maneira: % viabilidade =
Ft x100/Fb; onde Ft= (fluorescéncia da célula + meio + substdncia + resazurina) e AFb=
(fluorescéncia da célula + meio + resazurina). Para o célculo da determinacgédo da Cls foi utilizado

o programa GRAPHPAD Prism 6.0. Os dados foram analisados por regressao nao linear.

% Viabilidade = Ft x 100
Fb
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4.6.2 Ensaio antifungico

O ensaio de sensibilidade antifungico foi realizado de acordo com a técnica de microdiluicdo
em caldo - protocolo M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para tanto,
primeiramente foi preparado o in6culo de Cryptococcus neoformans numa concentracdo final de ~
2,5 x 10° células por mL. A esclerotiorina em estudo foi testada como agente antifiingico, onde
foram realizadas diluigdes seriadas (concentracdo de 250 pg/mL a 0,004 pg/mL) em microplaca
de 96 pogos para avaliar a concentracao inibitéria minima (CIM). A microplaca foi incubada a 35
°C por 24 horas em uma estufa bacterioldgica, ap6s este tempo, realizou-se visualmente a leitura
da CIM. A leitura foi realizada comparando os po¢os do controle positivo (Indculo fungico +
Meio de cultivo RPMI) e os pogos contendo substancia antifingica teste. A anfotericina B foi
utilizada como droga controle de sensibilidade para C. neoformans VNI PCNG6 e os testes foram

realizados em duplicata (CLSI, 2008).
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5. RESULTADOS

5.1 Producéo do colorante em bioprocesso

5.1.1 Bioprocesso submerso

Foram realizados experimentos com a finalidade de investigar a influéncia dos parametros
de bioprocesso submerso para a producdo de colorantes. Para tanto, experimentos univariados
foram realizados avaliando-se os fatores: concentracdo de sacarose (0-90 g/L), concentracdo de
peptona (0-9 g/L), pH (5-8), tempo (25-40 dias), tamanho do indculo (1x10°-1x10° esporos/mL) e
agitacdo orbital (estatico-100 rpm). Na Figura 3 podem ser observados graficos que representam a
influéncia desses fatores na producdo das substancias que absorvem no comprimento de onda de
350 nm (absortividade maxima de azafilonas produzidas pela espécie P. sclerotiorum). As melhores
condicdes de producdo foram: sacarose 60 g/L, peptona 6 g/, tempo de bioprocesso de 30 dias e

agitacdo orbital de 100 rpm.
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Figura 3: Influéncia dos fatores de concentracdo de sacarose (a), concentragdo de peptona (b), inéculo (c), pH
(d), tempo (e) e agitacdo (f) em bioprocesso submersa na producdo de substancias que absorvem no
comprimento de onda de 350 nm por P. sclerotiorum 2AV2.
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5.1.2 Bioprocesso em meio solido

Ainda investigando bioprocessos, experimentos foram realizados para avaliar a influéncia dos
parametros de bioprocesso para a producdo de colorantes em meio solido, contendo &gar. Para
tanto, foram realizados experimentos univariados avaliando os fatores: concentracdo de sacarose
(30-90 g/L), concentracdo de peptona (3-9 g/L), pH (5, 6, 7 e 8), tempo (20-35 dias) e tamanho do
indculo (1x10% 1x10° 1x10* -1x10° esporos/mL). Na Figura 4, podem ser observados gréficos que
representam a influéncia desses fatores na producdo desse colorante. Como pode ser observado, nos
diferentes niveis dos fatores, a concentracdo de sacarose, concentracdo de peptona, pH e in6culo
ndo apresentaram resultados significativamente diferentes. Quanto ao fator tempo, o periodo de 30

dias foi 0 mais adequado para a producéo do colorante.
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Figura 4: Influéncia dos fatores de concentragdo de sacarose (a), peptona (b), inéculo (c), pH (d) e tempo (e) em

bioprocesso em meio sélido na produgéo do colorante por P. sclerotiorum 2AV2,
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5.2 Isolamento de colorantes de Penicillium sclerotiorum 2AV2

5.2.1 Anélise em RMN de *H e de *C da fragdo PS 4.2

Com a finalidade de identificar um colorante amarelo presente na fracdo PS 4.2, essa foi
submetida a ensaios cromatograficos e espectrométricos. Nas condi¢cdes experimentais, nao foi
possivel identificar os colorantes da fracdo, no entanto, foi possivel identificar a estrutura quimica
do seu componente majoritario. Os paragrafos a seguir descrevem a identificacdo espectrométrica
desse componente nessa fracao.

As analises em RMN da fracdo PS 4.2 forneceram espectros unidimensionais e
bidimensionais. O espectro de RMN de *H (Fig. 6 e 7, Tabela 2) mostrou sinais compativeis com
uma mistura de substancias que demonstravam sinais caracteristicos de acidos graxos na amostra,
sendo esses: a) sinais na regido de & 5,41-5,33 sdo tipicos de hidrogénios olefinicos; b) o tripleto em
6 2,81 refere-se aos hidrogénios metilénicos presentes nas insaturacgdes, tipicas de &cidos graxos das
séries n-6 e n-3; ¢) os sinais em & 2,39 ¢ 1,68 condizem com hidrogénios nas posigdes o e B
carbonilicos, respectivamente e d) Os sinais em & 2,10 e 1,33 sdo compativeis com hidrogénios
adjacentes a duas e trés ligacOes das insaturacoes, respectivamente. A presenca das metilas foram
verificadas na regido de ¢ 0,93-0,89.

O espectro de *C (Fig. 8 e 9, Tabela 2) exibiu deslocamentos quimicos que corroboram com
a presenca de acidos graxos. O sinal em 6 179,7 ¢é tipico de carboxila em 6 130,2; 130,0; 129,7 e
128,0 e sdo atribuidos aos carbonos olefinicos ¢ na regido entre 6 34,0-14,0 sdo referentes aos
carbonos de grupamentos metilénicos e metilicos.

O mapa de contornos HSQC (Fig. 10) exibiu a correlagdo entre os hidrogénios em & 5,41-
5,33 com os carbonos olefinicos em 6 130,2; 130,0; 129,7 e 128,0. Os hidrogénios metilénicos em 0

2,81 correlacionam com o carbono em 06 25,6. Observou-se a correlacao entre os hidrogénios o e 3
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carbonilicos em 6 2,39 e 1,68 com os carbonos em & 34,0 e 24,9, respectivamente. Os hidrogénios
em 6 2,10 e 1,33 exibiram correlagao com os carbonos em 6 27,2 e 31,5, respectivamente, que sao
adjacentes as insaturagdes a duas e trés ligagdes. Os hidrogénios metilicos em 6 0,93 correlacionam
com o carbono em & 14,3. Outras atribui¢des de sinais de *H e *3C expostas na Tabela 2 foram
baseadas no HSQC.

O mapa de contornos HMBC (Fig. 11, Tabela 2) apresenta as correlagdes entre os hidrogénios
olefinicos em 6 5,41 com os carbonos adjacentes a duas ligagdes das insaturagdes em 6 27,2 (C-8 e
C-14) e com os carbonos olefinicos 6 129,7 (C-10); 25,6 (C-11) e 128,0 (C-12). Os hidrogénios
metilénicos em o 2,81 (H-11) correlacionam com os carbonos em &6 130,0 (C-9) e 130,2 (C-13). Os
hidrogénios a-carbonilicos (H-2) exibiram correlagdo com a carbonila em & 179,7 e com os
carbonos metilénicos em 6 27,2 (C-4); os B-carbonilicos (H-3) também correlacionam com a
carbonila além dos grupos metilénicos em 6 34,0 (C-2) e 29,1 (C-5).

Os hidrogénios metilénicos correlacionam a uma liga¢ao das insaturagdes em 6 2,10 (H-8 e
H-14) e apresentam as seguintes correlagdes: H-8 com os carbonos em 29,9 (C-6) e 129,7 (C-10);
H-14 com os carbonos em & 31,5 (C-16) e 128,0 (C-12). Para os hidrogénios do metileno, duas
ligagdes das insatura¢des em 6 1,33 (H-7 e H-15) foram observadas com as seguintes correlacdes:
H-7 com os carbonos em & 29,9 (C-6), 130,0 (C-9) e 129,7 (C-10); H-15 correlacionando com 0s
carbonos em & 130,2 e 22,9, atribuidos a C-13 e C-17, respectivamente. Os hidrogénios metilicos
em 0 0,93 apresentaram correlagdo com o carbono em & 31,5 (C-16).

A partir dos dados espectrais obtidos e com a comparagdo na literatura (WILLKER E

LEIBFRITZ, 1998) foi possivel identificar na fracdo PS 4.2 o0 acido oleico (Fig. 5).

10 12 14 16 18
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Figura 5: Estrutura quimica do acido oleico
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'H BC/'H
1Bc
Posicéo 6 (ppm); mult. J & (ppm)“® A
8 (ppm)”
(Hz)® Willker & Leibfritz (1998)

1 179,7
2 34,0 2,39 34,4/2,32 CleC4
3 24,9 1,68 25,2/1,61 C1,C2eC5
4 27,2 1,27 C6e C7
5 29,1 1,33-1,27 C2eC7
6 29,9 1,33-1,27 C4eC8
7 31,5 1,33 31,8/1,30 C6,C9e C10
8 27,2 2,10 27,5/2,06 C6e C10
9 130,0 5,41 Cl0eC11
10 129,7 5,41 C8eC12
11 25,6 2,81; (t) 25,9/2,78 C9eC13
12 128,0 5,41 Cl0eCi14
13 130,2 5,41 C11
14 27,2 2,10 27,5/2,06 Cl12eC16
15 31,5 1,33 31,8/1,30 Cl13eC17
16 31,5 1,32 Cl4eC18
17 22,9 1,27 Cl6eC18
18 14,0 0,93 14,1/0,89 C16

Tabela 2: Dados espectroscépicos de *C, * H e HBMC da fracéo PS 4.2 e 4cido oleico.

A75 MHz, CDCls; 300 MHz, CDCl;; “600 MHz, MeOD; 200 MHz, MeOD



5.4168
5.3930
5.3850
5.3674
5.3488
5.3300
4.3505
4.3363
4.3108
4,2967
4.1983
4.1788
4.1688
4.,1601
4.,0227
4.0185
4.003¢
3.9989
3.6903

© olefin] (o ° =| [© © o
=1 ofa|~| |& =1 ~| |© < ©
i ols|~| |e o © |~ o <

-

T | T | | | | | | | | | | | | |
75 70 65 60 b5 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 6: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) da fragdo PS4.2 proveniente de P. sclerotiorum

Current Data Parameters

NAME Marcia PS_4.2
EXPNC 1
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20160108
Time 15.22
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 64

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5,3687091 sec
RG 2.818

DW 81,920 usec
DE 10.00 usec
TE 294.5 K
D1l 1.00000000 sec
TDO 1
======== (CHANNEL fl ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUCl 1H

Pl 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536

SE 300.19992980 MHz
WDW no

SSB 0

LB 0 Hez

GB 0

pC 1.00
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Figura 7: Expanséo do espectro de RMN de *H (300MHz, CDCI;) na regido de 4,31-0,88ppm da fracéo PS 4.2
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Figura 8: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCI3) da amostra PS4.2 proveniente de P. sclerotiorum.
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Figura 9: Expansdo de RMN de **C (75 MHz, CDCI3) da amostra PS4. 2 proveniente de P. sclerotiorum.
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Figura 10: Mapa de contorno de HSQC (300/75 MHz, CDCI3) da fragdo PS4.2

54

Current Data Farameters

NEME Mareia_FPsS_d4.2
EXPNO 200
FPROCND
F2Z - Reguizition Farameters
Date_ 20180108
Time 17.04
INSTRUM FOURIERZ00
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DE 10.00 uaae
TE 3K
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Dl 1.00000000 ses
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Figura 11: Mapa de contorno de HMBC (300/75 MHz, CDCI3) da fragdo PS4.2
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Current Data Parametera

HAME Marcia_Ps_4.2
EXPMO 200
FROCHO 1

FZ - RAcguisition Parameters
Date_ 20160108
Time 7.33
IMETRUM FOURIER3 00
FROEBHD 5 mm DUL 13c-1
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ofs) 10

D& la
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AR 0.3355443 sec
RG 501.147
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TIE 297.5 K
CMET2 145.0000000
CHMET13 70000000

=i} 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
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Dlé 0.00020000 =sec
D3l 0.0000076d4 sec
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D3¢ 0.00100000 =zec
D3g 0.00002880 sec
INO 0.00002R880 =zec

== CHRNMNEL f1
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PLWL 20.00000000 W
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PLWZ 50.00000000 W
====== GRARDIEMT CHRMNEL =====
GPNAMI[1] SINE.100
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GPZl 50,00 %
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Fl - Rcquisitien paramsters
D 258

BP0l 75.49328 MHz
FIDRESR 67.216841 Hz
AW 229.96% ppm
FnMODE QF
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5.3 Bioensaios

5.3.1 Ensaio de Citoxicidade

Foram realizados ensaios que avaliaram a Clso (concentragéo necessaria para inibir 50% do
crescimento celular) da esclerotiorina frente as linhagens tumorais SKMEL-19, SKMEL-28,
MESA-DX e MRC-5 (ndo tumoral). Na Figura 12, observa-se a viabilidade celular das linhagens
testadas frente a diferentes concentragdes da esclerotiorina. A partir desses dados foi possivel
determinar a concentracao inibitoria capaz de provocar a morte ou a inativacdo metabdlica de 50%
das linhagens investigadas (Tabela 3). Nas condi¢des experimentais, a esclerotiorina demonstrou
citotoxicidade frente as linhagens tumorais estudadas (Clsp< 30 pg/mL) e apresentou-se
especialmente citotoxica frente a linhagem SKMEL- 28 (Clso= 7,081 pg/mL). Deve-se destacar,
ainda, que a esclerotiorina apresentou-se menos citotoxica do que a doxorrubicina frente a

linhagem néo tumoral (MRC-5).
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Figura 12: Anélise do efeito dose-dependendte da esclerotiorina - Quantificagdo de morte celular pela SKMEL-
28, SKMEL 19, MRC-5 e MESA-DX. Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Tempo de tratamento

de 72hs.
Clso (Mg/mL) das linhagens
Compostos SKMEL-19 SKMEL-28 MESA-DX MRC-5
Esclerotiorina 27,93 pg/mL 7,081 pg/mL 22,37 pg/mL 31,52 pg/mL
Doxorrubicina 0,608 pg/mL 2,956 pg/mL 5,364 pg/mL 1,351 pg/mL

Tabela 3: Concentragdes inibitorias da esclerotiorina frente a linhagens tumorais (SKMEL-19, SKMEL-28, MESA-DX)
ndo tumoral (MRC-5). Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.
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5.3.2 Atividade antifungica sobre Cryptococcus neoformans

Com a finalidade de investigar a atividade antifingica da esclerotiorina, foi realizado ensaio
em microdilui¢do que investigou a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dessa substancia frente

a linhagem de C. neoformans VNI PCNG6. O colorante apresentou uma CIM de 75 pg/mL.
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6. DISCUSSAO

Os colorantes de origem fungica tem despertado interesse por serem menos toXicos e mais
biodegradaveis que os corantes sintéticos (MAPARI et al., 2010 e LOPES, 2011). O presente
trabalho € importante, pois demonstrou a influéncia das condi¢Ges dos bioprocessos na producéo
de colorantes, realizou o fracionamento e a identificagdo do componente majoritario de uma
fracdo amarela (PS-4.2) e realizou bioensaios com o colorante esclerotiorina.

No presente trabalho, os experimentos univariados demonstraram que os fatores sacarose,
peptona, tempo do bioprocesso e agitacdo orbital influenciaram na producéo de colorantes por P.
sclerotiorum nos bioprocessos submersos. Esses resultados eram esperados, uma vez que todos
esses fatores estudados sdo usualmente investigados na otimizacdo de bioprocessos (PANDEY,
2003). A sacarose, na concentracdo de 60-90 g/L, foi correlacionada a elevada producdo dos
colorantes sendo que, essa concentracdo de substrato pode ser necessadria para uma maior
viabilidade do organismo, situacdo necessaria para a producdo de metabdlitos secundarios como
os colorantes. A peptona, nas concentracdes entre 3-9 g/L, promoveu a producdo dos colorantes.
Fontes de nitrogénio sdo apresentadas na literatura (GUNASEKARAN E POORNIAMMAL,
2008; SUBHASREE et al., 2011ZHANG et al., 2014) como fundamentais para a biossintese de
colorantes. O tempo de bioprocesso de 30-35 dias foi necessario para a producdo maxima dos
colorantes demonstrando que esses ultimos sdo metabdlitos secundarios associados com a fase
estacionaria e de declinio da espécie P. sclerotiorum.

Santos - Ebumina (2013) estudou a producdo de colorantes por P. purpurogenum e dentre
as fontes de carbono testadas, os melhores resultados obtidos foram com a sacarose. Assim
também Cho et al (2002) estudaram a influéncia de 11 fontes de carbono na produgdo de
colorantes vermelhos por cultivo submerso de Paecilomyces sinclairii e os resultados

demonstraram que a sacarose foi favoravel ao crescimento micelial. A sintese de colorante
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utilizando a fonte nitrogenada peptona foi superior na concentracdo de 6 g/L. Gunasekaram e
Poorniammal (2008) investigaram que a peptona, em cultivo submerso de Penicillium sp, na
producdo de colorantes, teve um efeito positivo no rendimento. Assim, o0s resultados desses
autores sao similares aos apresentados neste trabalho, uma vez que o0 micro-organismo apresentou
um bom rendimento na sintese de colorantes.

Nos ensaios realizados em meio solido (contendo agar), observou-se que os fatores
investigados, nos diferentes niveis, ndo demonstraram significativa influéncia na producdo de
colorantes (Figura 4). Esse resultado difere dos resultados observados nos bioprocessos submersos
(Figura 3) onde os fatores de bioprocessos apresentaram significativa influéncia. Uma explicacéo
para essa diferenca pode estar correlacionada as diferentes necessidades nutricionais dos fungos
nessas duas modalidades de bioprocessos. Mais estudos serdo necessarios para elucidar esses
achados.

Os colorantes produzidos por P. esclerotiorum foram extraidos e submetidos a
fracionamento que resultaram na fracdo PS 4.2, sendo que, a caracterizacdo quimica realizada
demonstrou que essa fracdo era majoritariamente composta por acido oleico. Os acidos graxos
com dezoito ou mais atomos de carbono e com mais de duas ligagdes duplas sdo sintetizados por
fungos, algas, bactérias (ALMEIDA, 2007) e podem compreender até 88% da fracdo lipidica
produzida por fungos. Nesses ultimos, os &cidos graxos insaturados (especialmente oleico e
linoleico) predominam sobre saturados, sendo comum a ocorréncia de &cidos graxos livres
(RUEGGER, 2001). Estudos anteriores demonstram o potencial de fungos do género Penicillium
em produzir acidos graxos poli-insaturados (MIOSO et al.,, 2014 e PACHECO, 2009).
Provavelmente, a substancia responsavel pela cor amarela da fracdo PS4. 2 foi o préprio acido
oléico ou, ainda, pode ser que o colorante responsavel pela cor estava em quantidade minoritaria.

A esclerotiorina apresentou atividade citotoxica frente a todas as linhagens tumorais

estudadas e apresentou-se especialmente citotoxica frente a linhagem SKMEL-28. Mohamed
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(2012) relatou que substancias que apresentam Clsg inferiores a 30 pg/L podem ser consideradas
como promissoras para 0 desenvolvimento de drogas antineoplasicas. Estudos anteriores ja
haviam demonstrado o potencial da esclerotiorina como antiproliferativa e indutora de apoptose
nas linhagens HCT-116 (cancro do célon) e Hep3B (carcinoma hepatocelular) (CHIDANANDA
et al., 2008; GIRIDHARAN et al., 2012). O presente trabalho foi o primeiro a demonstrar o
potencial da esclerotiorina frente as linhagens de células tumorais investigadas.

A esclerotiorina demonstrou atividade antifingica frente a linhagem C. neoformans
gendtipo VNI linhagem PCN6. A Criptococose é uma micose sistémica causada por fungos do
complexo de espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (MORAES et al., 2009;
PARK et al., 2009). Suas formas clinicas vao desde assintomatica até disseminada, acometendo
principalmente o sistema nervoso central (meningite). Os principais acometidos por essa doenca
sdo os imunocomprometidos, em especial os HIV/AIDS (GULLO et al., 2013). Atualmente, o
tratamento dessa doenca é feito utilizando o antifungico Anfotericina, no entanto, essa droga
possui muitos efeitos colaterais e é nefrotdxica. Assim, a descoberta da esclerotiorina como
substancia ativa frente a esse micro-organismo € mais um resultado importante do presente
trabalho. A atividade antifungica da esclerotiorina ja havia sido demonstrada frente a Candida
albicans (LUCAS et al., 2007; CHIDANANDA, 2008; ARUNPANICHLERT et al., 2010) o
presente resultado ressalta o potencial antifungico dessa substancia.

O presente estudo apresentou algumas limitacdes: a) a avaliagdo da producdo de colorantes
nos bioprocessos foi feita por espectrofotometria no comprimento de onda de 350 nm, isso devido
a absortividade méxima das azafilonas produzidas por P. sclerotiorum. Essa abordagem
metodoldgica é limitada pois ndo quantificou os colorantes com absortividade maxima em outros
comprimentos de onda e, ainda, a quantificacdo pode sofrer interferéncia de subtancias incolores
mas que absorvem nesse mesmo comprimento de onda. No entanto, deve ser dito que, as

absortividades observadas sempre demonstraram correlacdo com a intensidade de cor dos
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colorantes vermelhos observados no cultivo b) nas condi¢cdes experimentais, ndo foi possivel
identificar novos colorantes de P. sclerotiorum, apesar das varias fracbes coloridas, essas nao
possuiam quantidade suficiente para suas determinacdes estruturais.

Em sintese, o presente trabalho discutiu fatores envolvidos nos bioprocessos para producao
de colorantes pelo fungo P. sclerotiorum, demonstrou a producéo de acido oleico por esse isolado
e demonstrou o potencial antitumoral da esclerotiorina frente a novas linhagens tumorais e

antifangico frente a C. neoformans.
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7. CONCLUSAO

Nas condicBes experimentais, os fatores de bioprocessos, concentracdo de sacarose,
concentragdo de peptona, tempo e agitacdo apresentaram influéncia na producdo de
colorantes no bioprocesso submerso. No bioprocesso em meio sélido, utilizando agar,

somente o fator tempo apresentou influéncia.

N&o foi possivel realizar o isolamento de colorantes utilizando as metodologias
investigadas. Acido oleico pode ser identificado durante a investigacdo das fracdes

coloridas.

Esclerotiorina demonstrou atividade antitumoral frente as linhagens tumorais SKMEL-19,
SKMEL-28 e MESA-DX. Em acréscimo, pode-se demonstrar atividade antifingica da

esclerotiorina frente a Cryptococcus neoformans.
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APENDICE A: Meio Agar Batata Dextrose

- Batata inglesa - 140g
- Dextrose - 209

- Agar - 20g

- Cloranfenicol - 2509

- Agua Destilada - g.s.p. 1000 mL

Técnica: Descascar a batata e pesar 140g. Cortar em fatias bem finas, juntar 500 mL de agua
destilada e deixar ferver por cerca de 5 minutos. Filtrar a infusao, adicionar o agar, a dextrose

e o cloranfenicol. Completar o volume para 1000 mL. Esterilizar por 20 minutos a 130° C.

APENDICE B: Caldo Czapeck

- Peptona- 39

- Fosfato monoécido de potéssio -1g
- Sulfato de magnésio - 0,59

- Cloreto de potéssio - 0,59

- Sulfato ferroso - 0,019

- Sacarose - 30g

- Cloranfenicol -250¢g

- Agua destilada - g.s.p. 1000 mL

Técnica: Dissolver o &gar em 500 mL de &gua destilada. Aquecer até a completa dissolucgéo.
Adicionar os sais e agitar. Acrescentar a sacarose e o cloranfenicol. Completar o volume para

1000 mL. Homogeneizar com bastdo de vidro. Esterilizar por 20 minutos a 130°C.



APENDICE C: Cultivo de Penicillium sclerotiorum 2AV2 em tubo

72



APENDICE E: Bioprocesso em meio sélido
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