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RESUMO

Colorantes de origem natural acompanharam o desenvolvimento humano, mas, com o0 avanco
tecnoldgico, surgiram os colorantes sintéticos, mais faceis de serem obtidos por ndo
dependerem da sazonalidade comum as plantas, que ainda sdo as principais fontes de
colorantes naturais. Atualmente, os colorantes sintéticos atualmente ndo sdo tdo desejados,
haja vista alguns estudos apontarem tais corantes como causadores de problemas de salude
como alergias, e de problemas ambientais, por se tratarem de substancias de dificil
degradacdo natural, gerando uma busca para o0 retorno ao natural. Fungos possuem uma
relagdo milenar na produgdo de colorantes, é o caso do angkak, um tipo de arroz fermentado
por fungos do género Monascus, um alimento adotado por alguns povos asiaticos. Na busca
por novos colorantes de origem flngica, em trabalhos deste grupo foram isolados e
identificados alguns fungos para esta finalidade, sendo Penicillium sclerotiorum LM 5679 um
dos mais promissores, motivo pelo qual se tornou o foco deste trabalho. Este trabalho tem o
objetivo de estudar a influéncia de estresses abioticos e bidticos na producdo de colorante.
Para estudar os estresses abioticos foi realizado cultivo em meio submerso com anélise
univariada dos fatores: pH, temperatura, tamanho do indculo, atividade de &gua,
osmolaridade, velocidade de agitacdo e exposicdo a luz. Para os estresses bidticos, foi
realizado o mesmo bioprocesso realizando inoculagdo simultanea, co-cultura, de C. albicans,
S. aureus e E. coli com P. sclerotiorum LM 5679. Os niveis de colorantes foram estimados
por espectroscopia no ultravioleta visivel (UV/VIS), a biomassa de alguns experimentos
também foi estimada. Dentre os fatores analisados nenhum superou a quantidade de pigmento
produzido no bioprocesso adotado como padrdo, os valores mais altos foram obtidos nos
testes conduzidos em pH 3 e tamanho de indculo de 108 células/mL. Os resultados apontam
que ndo ha relacdo entre a quantidade de pigmento e a concentracdo de biomassa. A
importancia deste trabalho foi de expor como os fatores de estresse influenciam na producéo
de pigmento por P. sclerotiorum LM 5679 e, por isso, esses fatores devem ser investigados
com foco na otimizacdo do bioprocesso.

Palavras-chave: Fungos amazoénicos; colorantes naturais; estresse abidticos; estresse biotico



ABSTRACT

Colorants of natural origin accompanied human development, but with the technological
advance synthetic dyes appeared, easier to obtain because they did not depend on the
seasonality common to plants, which are still the main sources of natural dyes. Synthetic dyes
are not so desired today, some studies point them as causing health problems such as allergies
and environmental problems because they are substances of difficult natural degradation,
generating a quest for the return to natural. Fungi have a far relation in the production of dyes,
this is the case of angkak, a type of rice fermented by fungi of the genus Monascus, a food
adopted by some Asian countries. In the search for new colorants of fungal origin, our
research group have been working identifying some fungi for this purpose, being Penicillium
sclerotiorum LM 5679 one of the most promising, became the focus of this work. A small
curiosity observed during the purification of this fungi was that it had a more intense
coloration when it was not pure. This work aims to study the influence of abiotic and biotic
stresses on dye production. To study the abiotic stresses, a submerged culture was performed
with univariate analysis of the factors: pH, temperature, inoculum size, water activity,
osmolarity and light exposure. For the biotic stresses, the same bioprocess was carried out by
simultaneous inoculation, co-culture, of C. albicans, S. aureus and E. coli with P.
sclerotiorum LM 5679. The concentration of pigments was estimated by UV-VIS
Spectrophotometry, the biomass of some experiments was also estimated. Among the
analyzed factors none exceeded the amount of pigment produced by the standard bioprocess,
the highest values were obtained in the tests conducted at pH 3 and inoculum size of 108
cells/mL. The results indicate that there is no relationship between the amount of pigment and
the concentration of biomass. This work presents how the stress factors have influence on the
bioprocess, it is necessary more to conduct more investigation focusing on the optimization of
the bioprocess. The importance of this work was to explain how the stress factors influence
the production of pigment by P. sclerotiorum LM 5679 and should be investigated with a
focus on the optimization of the bioprocess.

Keywords: Amazonian fungi; natural colorant; biotic stress; abiotic stress
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1 INTRODUCAO

Diante do crescimento econdémico mundial que acompanhamos, verifica-se que
alimentos, medicamentos e cosméticos sdo produtos amplamente consumidos. Para tornar
estes produtos de interesse do consumidor, séo utilizadas substancias que possam prover
caracteristicas aos mesmos, tais como cor, sabor e validade elevada. Os colorantes séo
substancias que apresentam cor no espectro do visivel sendo utilizados em diversos produtos
para aumentar a sua atratividade. Sua origem pode ser sintética ou natural, os primeiros, séo
0s mais utilizados, mas estdo relacionados a problemas de saide e ambientais (VERMA,

GUPTA, 2017).

A busca por novos colorantes naturais se justifica por apresentarem menor toxicidade
em sua producao e em seu descarte quando comparado aos sintéticos (GAUTAM, 2016). Eles
sdo mais desejados para serem utilizados nas industrias de alimentos e farmacéutica por serem
considerados mais seguros, além disso as restricdes impostas pela legislagdo vigente sobre os
colorantes sintéticos também reforcam a busca por novos colorantes naturais. Os colorantes
de origem biologica tém sido obtidos de animais, plantas, bactérias e fungos (TULI et al.

2015).

Diversas revisdes especializadas vém ressaltando o potencial da utilizacdo de
colorantes de origem fungica (DUFOSSE et al. 2014; MERILLON, RAMAWAT, 2017;
PATAKOVA, 2013). Os colorantes de origem flngica mais utilizados sdo os obtidos dos
fungos do género Monascus e Penicillium. Esses corantes sdo principalmente policetideos,
especificamente azafilonas. Estudos recentes sugerem que o estresse fungico de origem fisica,

quimica e bioldgica pode ser utilizado como ferramenta para obtencdo de produtos
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biotecnoldgicos em maior quantidade (BERTRAND et al. 2013; BRAGA et al. 2015; WANG

et al. 2017)

A Amazonia é a floresta tropical que abriga a maior diversidade vegetal e animal do
mundo. Apesar dessa riqueza, poucos estudos foram realizados na prospecgdo de fungos
produtores de colorantes (CELESTINO et al. 2014; SANTOS-EBINUMA et al. 2014,
SANTOS-EBINUMA, TEIXEIRA, PESSOA, 2013) e nenhum foi realizado investigando a
influéncia de fatores de estresse na producdo desses colorantes por fungos. No grupo de
pesquisa do Laboratério de Micologia do INPA, Oliveira et al. (2017), partindo do
Penicillium sclerotiorum LM 5679 isolou e identificou um alquilresorcinol (5-
pentadacilresorcinol) de cor amarela. Essa espécie € conhecida produtora de colorantes
policetideos e ndo existem estudos avaliando a influéncia de estresse fisico, quimico e

biolégico em sua producéo.

A realizacdo de estudos deste tipo visa encontrar quais fatores estressantes podem ser
mais relevantes na producédo dos colorantes produzidos por P. sclerotiorum LM 5679, abrindo
as portas para estudos vindouros objetivando a producdo e otimizacdo destes colorantes em
maior escala. Diante dessa realidade, o presente trabalho tem como objetivo investigar a
influéncia de fatores de estresse abioticos (fisico-quimicos) e bidticos (interagdes ecoldgicas)

na producdo de colorantes por Penicillium sclerotiorum LM 5679.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Colorantes

A cor € uma percepcdo visual provocada pela acdo de um feixe de fétons sobre células
especializadas, as células cone da retina. Transmitindo atraves de informacédo pré-processada
ao nervo optico, impressdes para o sistema nervoso (HALL, 2015). Cada cor esta relacionada
com os diferentes comprimentos de onda do espectro eletromagnético. O espectro visivel
percebido pelas pessoas e por alguns animais varia entre 380 e 750 nandmetros. As cores que
vemos resultam das propriedades quimicas e fisicas dos objetos em refletir apenas um tipo de

cor (KOENDERINK, 2010).

As substancias coloridas podem ser classificadas quanto a sua origem, em sintética ou
natural, e quanto ao tipo de sua molécula, em orgénica e inorganica, € comum, no entanto, que
estas substancias estejam classificadas nos dois grupos, por exemplo, vermelho de cochonilha
é um colorante natural e organico pois é derivado de um inseto e apresenta estrutura
molecular a base de carbono. Estas substancias possuem em sua molécula um grupo
cromoforo, grupo de atomos responsavel pela cor que enxergamos no espectro visivel

(KOENDERINK, 2010).

As cores proporcionam uma aparéncia atrativa a produtos comercializaveis, tais como
produtos alimentares, téxteis e produtos farmacéuticos. Neste foco a industria investe em
tecnologias para a obtencdo e desenvolvimento de produtos coloridos chamativos para o
consumidor. Arqueblogos acreditam que os colorantes passaram a ser empregados em
alimentos por volta de 1500 A.C., sendo obtidos a partir de fontes naturais, como a paprica,

acafrao, pétalas de flores, extrato de beterraba, entre outros (BURROWS, 2009).
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Os colorantes sdo amplamente utilizados pela inddstria téxtil, alimenticia,
farmacéutica e para colorir 0s bens e objetos ao nosso redor. Eles podem ser classificados de
formas diversas, como, por exemplo, corantes ou pigmentos quando sollveis ou insolveis no
meio em que estdo, respectivamente. Os colorantes que mais impactam o meio ambiente séo
os utilizados pela industria téxtil, que, em sua maioria, pertencem ao grupo azoéico (GHALY

et al. 2014).

No Brasil a regulagdo do uso de colorantes é conduzido por legislagdes préprias para
cada area de aplicacdo. Para a industria téxtil é utilizado a Resolucdo do CONAMA N. 430,
de 2011, onde sdo estabelecidos parametros ideais para o descarte de residuos liquidos, mas
também podem ser reguladas por legislacdes estaduais. Colorantes permitidos em cosméticos,
perfumes e produtos de higiene pessoal estéo listados na RDC N. 44, de 2012 de acordo com
Regulamento Técnico Mercosul, sendo que esta legislacdo ndo o abrange uso de corantes em
medicamentos, a qual esta sujeita a critérios dispostos na Farmacopeia Brasileira ou, ainda,

em Boas Préticas de Fabricacdo e Farmacopeias Internacionais.

Na industria de alimentos cabe a Resolucdo do CNNPA N. 44, de 1977, atualizada
pelo Informe Técnico n. 68, de 2015 da ANVISA e harmonizada pela Resolucdo N. 11, de
2006 do GMC onde os colorantes permitidos se encontram listados e classificados em:
corantes organicos naturais, corantes organicos sintéticos e corantes inorganicos. A regulacao
das quantidades permitidas no Brasil para cada tipo de alimento se encontra no Codex
Alimentarius da FAO/OMS. A industria de alimentos para animais segue a Instrugdo
Normativa N° 42/2010 do MAPA onde estdo listados os colorantes permitidos e ndo ha
restricdo ou limites para os mesmos. Alguns dos principais colorantes comuns a todas estas

areas se encontram na Tabela 1.
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INS

Corante

100 |
1011
1011
120
1411
141 11
150a
150b
150c
150d
160a |
160a 11
160b
160c
160d
160e
160f
161b
161g
162
163 |
163 11

Clrcuma, curcumina

Riboflavina

Riboflavina 5" fosfato de sddio

Carmim, cochonilha, &cido carminico, sais.
Clorofila cuprica

Clorofilina cuprica, sais.
Caramelo | — simples

Caramelo Il — processo sulfito caustico
Caramelo 111 — processo amoénia

Caramelo IV — processo sulfito-amonia
Beta-caroteno (sintético idéntico ao natural)
Carotenos: extratos naturais

Urucum, bixina, norbixina, annatto extrato e sais.
Péprica, capsorubina, capsantina

Licopeno

Beta-apo-8’- carotenal

Ester metilico ou etilico do &cido beta-apo-8”carotendico
Luteina

Cantaxantina

Vermelho de beterraba, betanina
Antocianinas (de frutas e hortalicas)
Extrato de casca de uva

Tabela 1 — Principais colorantes naturais permitidos no Brasil para uso alimentar, farmacéutico, cosmético e

animal.

Fonte: (BRASIL, 1977, 2006, 2010, 2015; OMS, 2016)

Os colorantes sintéticos enfrentam hoje uma legislagdo muito mais severa, que tem

reduzido o numero de substancias que podem ser usadas em alimentos pelos efeitos

prejudicais a salde a curto ou longo prazo (MAPARI, THRANE, MEYER, 2010). No

entanto, esses aditivos ainda sdo os mais utilizados pela industria de alimentos, porque sao

mais baratos e mais estaveis frente a temperatura, pH e exposicédo a luz (KANAREK, 2011).



14

Na industria téxtil, a substituicdo desses corantes por outros de fonte ndo-sintética
também seria vidvel pela diminuicdo da toxicidade ambiental gerada, porquanto essas
indUstrias utilizam extensamente os corantes como matéria-prima, e por isso geram uma
grande quantidade de residuos tdxicos (GHALY et al. 2014; MIRJALILI, NAZARPOOR,
KARIMI, 2011). Esses residuos podem contaminar o solo e as fontes naturais de 4gua, sendo
responsaveis por causar sérios problemas de poluicdo ambiental (GHALY et al. 2014,

MIRJALILI, NAZARPOOR, KARIMI, 2011).

Alguns colorantes sintéticos sdo derivados do petréleo, e, em sua maioria S&0
xenobidticos, ou seja, 0s micro-organismos ambientais ndo contém enzimas especificas para a
degradacdo deste tipo de composto. Ja 0s corantes naturais sdo mais faceis de serem
biodegradados, evitando o seu acimulo na natureza (ALI, 2010; MIRJALILI, NAZARPOOR,

KARIMI, 2011).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos - EFSA é o o6rgéo
governamental de maior destaque ao investigar os maleficios causados pelos colorantes
sintéticos. Sendo responsavel por proibicGes, restricdo de uso e diminuicdo de quantidades
limites. Os efeitos adversos relacionados a estes colorantes sao reacdes alérgicas (FEKETEA,
TSABOURI, 2017) e hiperatividade em criancas (BURROWS, 2009), porém, ainda &
necessario mais estudos para entender como o bioacimulo de diversos colorantes afetam o

NOSSO organismo.

Na busca para solucionar o perigo relacionado pelos colorantes sintéticos, ha um
interesse mundial no processo e desenvolvimento de pigmentos de fontes naturais. As plantas
sdo as principais fontes de pigmentos naturais, no entanto, os pigmentos naturais das plantas
também tém inconvenientes, tais como: fotoestabilidade, calor ou pH adverso, baixa
solubilidade em agua e, muitas vezes, ndo estdo disponiveis ao longo do ano, dependendo da

sazonalidade da planta.
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2.2 Fungos produtores de pigmentos

Os pigmentos encontrados em fungos geralmente estdo relacionados ao seu
metabolismo secundéario. Estas substancias auxiliam na sobrevivéncia do fungo como a
melanina, que confere protecdo ambiental, ja os carotenoides conferem protecédo contra foto-
oxidacdo enquanto que as flavinas atuam como cofatores enzimaticos (MERILLON,
RAMAWAT, 2017). A producdo de pigmentos por fungos também pode estar relacionada
com a producdo de outras substancias como micotoxinas, isto justifica a cautela de algumas
agéncias reguladoras em aprovar o seu uso comercial, pois, normalmente, é necessario maior
quantidade de colorantes naturais para atingir a cor desejada quando comparado com 0s

colorantes sintéticos (CAROCHO, MORALES, FERREIRA, 2015).

As familias fangicas que se destacam na producdo de pigmentos de interesse
comercial sdo Monascaceae (género Monascus spp.) e Trichomaceae (géneros Penicillium,
Talaromyces, Aspergillus, Emericella, Eurotium e Paecilomyces). Espécies de outras familias
também se destacam como Fusarium sp., Trichoderma sp., Mucor sp., Blakeslea trispora,
Ashbya gossypii. Também é de interesse cientifico os fungos filamentosos de origem marinha,
pois geralmente apresentam caracteristicas Unicas por se encontrarem em um ambiente

adverso (MERILLON, RAMAWAT, 2017).

Os principais pigmentos fungicos sdo produtos do metabolismo secundario de fungos,
destacando os policetideos e os terpenos. A melanina é um pigmento pouco conhecido
quimicamente, devido a sua dificuldade em ser extraida e caracterizada logo néo é utilizado
em bioprocessos. A riboflavina ou vitamina E ndo faz parte do metabolismo secundéario

fangico mas é produzida e comercializada como pigmento sendo obtida a partir do fungo
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filamentoso Ashbya gossypi (MERILLON, RAMAWAT, 2017). Na Tabela 2 é mostrado

grupos e classes quimicas, nome da substancia e dos fungos que as produzem.

Grupos Classes Substancia Fungo
. Monascina e
o Azafilonas Ankaflavina Monascus purpureus
Policetideos Naftoquinonas Bikaverina Fusarium oxysporum
Antraquinonas Arpink Red TM  Penicillium oxalicum
Terpenos Carotenoides Licopeno Fusarium sporotrichioides
Compostos derivados dos .
U Melanina - Cryptococcus neoformans
aminoacidos
Flavinas Riboflavina Ashbya gossypii

Tabela 2 — Classificacdo de alguns compostos coloridos encontrados em fungos.
Fonte: Adaptado de Dufossé (2006); Malik, Tokkas, Goyal (2012); Mérillon, Ramawat, (2017).

A producdo e comercializacdo de pigmentos fungicos pela industria ocorre com alguns
fungos filamentosos. Em alimentos, destaca-se Blakeslea trispora para producdo de beta-
caroteno, que se encontra acumulado em sua biomassa através de bioprocesso em meio
submerso. Pigmentos tipo Monascus como a ankaflavina sdo usados para colorir carnes e seus
processados. Em cosméticos também existe uso de pigmentos tipo Monascus para uso em
batom com patente registrada. Ja para uso téxtil, existem menores restricbes para a aplicacéo
de pigmentos fungicos, um exemplo é o uso de Isaria spp., Emericella spp., Penicillium spp.,

Monascus spp. e Fusarium spp. para colorir couro (MERILLON, RAMAWAT, 2017).

A tematica dos ultimos trabalhos publicados sobre pigmentos abordam a descoberta
de: novos pigmentos (ABREU et al. 2016); identificagdo de quais pigmentos séo produzidos
por fungos isolados de regides especificas (ABREU et al. 2016); e influéncia de substratos e
fatores fisico-quimico na produgdo de pigmentos (CELESTINO et al. 2014; SANTOS-

EBINUMA et al. 2014).
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2.3 Fungos Amazonicos

A Floresta Amazonica é a maior floresta tropical do mundo e possui a maior
biodiversidade dentre elas (CHEN, ISHWARAN, PEZZUT]I, 2016). Possui area de 5.500.000
Km? abrangendo 9 paises, dos quais 60% pertencem ao Brasil (CHEN, ISHWARAN,
PEZZUTI, 2016). Devido a sua dimensdo e densidade, ndo foi estudada por completo,
podendo ser fonte de novos recursos biotecnoldgicos ainda desconhecidos, tornando a
Amazo6nia um importante local para bioprospeccdo de novas moléculas de interesses

medicinais e tecnoldgicos (SKIRYCZ et al. 2016).

Os fungos sdo seres eucariotos encontrados na maioria dos ecossistemas e logo
possuem papel fundamental nos processos ecoldgicos para manutencdo e harmonia de um
ecossistema (MADGAN et al. 2016). A ampla biodiversidade amazoénica, ainda pouco
explorada, torna-a uma importante fonte para a busca de fungos produtores de pigmentos
(CELESTINO et al. 2014; SANTOS-EBINUMA et al. 2014). As interagdes ecoldgicas pouco

estudadas neste bioma geram expectativa sobre o que pode ser encontrado.

Durante os anos 90, uma série de estudos com fungos isolados da Amazénia foram
conduzidos em uma parceria da Universidade Federal do Amazonas - UFAM com a
Universidade Federal de Campinas - UNICAMP. Em um destes trabalhos foi investigado a
cor da pigmentacio produzida por cada um dos isolados fingicos (DURAN et al. 2002). Ja
Celestino et al. (2014), isolou e identificou fungos Amazonicos do solo produtores de
pigmento. A conclusédo deste trabalho foi a obtencdo de um pigmento amarelado identificado
como esclerotiorina por Penicillium sclerotiorum 2AV2, encontrado pela primeira vez em um

fungo da regiédo.

Dando continuidade ao trabalho com P. sclerotiorum 2AV2, Neves (2016), identificou

mais um pigmento, o &cido oleico. Realizou também bioensaios com a esclerotiorina,
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detectando atividade antitumoral frente as linhagens SKMEL-19, SKMEL-28 e MESA-DX e
atividade antifungica frente a Cryptococcus neoformans. Oliveira (2017) trabalhando com
novo isolamento de fungos filamentosos do solo Amazonico capazes de produzir pigmentos,
isolou de uma outra cepa de P. sclerotiorum, LM 5679, um pigmento amarelo alaranjado

identificado como 5-pentadecilresorcinol.

Devido a grande importancia dos pigmentos flngicos como colorantes e até mesmo
por demostrarem potencial atividades bioldgicas relevantes (GUERIN, HUNTLEY,
OLAIZOLA, 2003; HE, GIUSTI, 2010; PANGESTUTI, KIM, 2011), é necessario que sejam
realizadas pesquisas com foco em colorantes fingicos, assim como investigar a influéncia de
diversos substratos e meios de cultura na producdo dos mesmos, como vem sendo realizado
no Laboratério de Micologia do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazbdnia - INPA

(CELESTINO et al. 2014; NEVES, 2016).

2.4 Bioprocesso e pigmentos

E conhecido que a influéncia dos diversos meios de cultura, substratos, tipos de
bioprocesso, tamanho do inéculo podem influenciar na producdo destas substancias
(CELESTINO et al. 2014). Existem ainda fatores abidticos ou fisico-quimicos (temperatura,
radiacdo, pH, osmolaridade, atividade de agua), ecoldgicos (co-cultivo) que tambéem
influenciam na producéo destas substancias pelos fungos (AVERY, FAULL, SIMMONDS,

2004; BAKER, LOROS, DUNLAP, 2012; BERTRAND et al. 2013).

Bioprocesso € qualquer processo tecnoldgico em que se use células (animais, vegetais
ou microbianas) mantidas em meio nutritivo visando a obtencdo de um determinado produto
que € produzido/biotransformado a partir de um substrato (BORZANI et al. 2001). Os
bioprocessos com fungos podem ocorrer em estado sélido ou em meio submerso. A

fermentacdo em estado sélido é um método em que o indculo é realizado diretamente sobre
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um substrato umedecido, um exemplo tradicional € o “angkak”, um arroz fermentado de cor
vermelha-arroxeado e brilhante, que adquire a sua cor ao ser cultivado com o bolor de

Monascus purpureus (PATTANAGUL et al. 2008).

Alguns fatores interferem em bioprocessos, como o substrato utilizado e a
temperatura. Alguns destes fatores sdo especificos do tipo do bioprocesso utilizado.
Bioprocessos em estados sélidos sdo mais influenciados por temperatura e umidade, enquanto

bioprocessos submerso sdo mais influenciados por agitagéo e pH (MADGAN et al. 2016).

O bioprocesso a ser utilizado para a obtencdo de pigmentos depende dos seguintes
fatores: organismo utilizado, tipo de pigmento e sua aplicacdo. Existem organismos que
secretam pigmento para o meio extracelular, neste caso é interessante utilizar bioprocesso em
meio submerso, o que pode vir a facilitar a separacdo do colorante e a sua producgdo. Ainda
assim, fungos do género Monascus costumam produzir mais pigmento em meio sélido
(MERILLON, RAMAWAT, 2017). Na producdo de beta caroteno por Blakeslea trispora é
usado meio submerso, mas o beta caroteno se encontra na sua biomassa e ndo no meio

extracelular (MERILLON, RAMAWAT, 2017).

O modelo de bioprocesso a ser utilizado tem de ser determinado visando o0s
pardmetros supracitados. Para a obtencdo de uma hidroxiantraquinona de cor vermelha de
nome Arpink red™ (atual Natural red™) obtida de Penicillium oxalicum var. armeniaca
CCMB8242 foi utilizado meio submerso liquido (SARDARY AN, 2002). Azafilonas vermelhas
foram obtidas de P. purpurogenum por bioprocesso em meio submerso (ARAI et al., 2013).
O uso de meio submerso favoreceu a producdo de pigmento roxo PP-V por Talaromyces sp.
(MAPARI et al. 2012). Alguns trabalhos que usaram P. sclerotiorum para produzir

esclerotiorina utilizaram meio submerso (CELESTINO et al. 2014; LUCAS et al. 2010).
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2.5 Pigmentos produzidos por P. sclerotiorum

O género Penicillium se tornou conhecido pela producdo do antibidtico penicilina,
contudo possui outros usos como a producéo de colorantes (DUFOSSE, 2006) e uso alimentar
em alguns tipos de queijo (FOX et al. 2017). Penicillium sclerotiorum van Beyma foi
identificado em 1937 e tem como sinénimo, em alguns trabalhos, Penicillium multicolor
Grigorieva-Manoilova e Poradielova originalmente identificado em 1915. E passivel de
distingdo entre outras espécies do género por apresentar colénias com forte coloracdo que
variam do alaranjado ao vermelho e que podem ser visualizadas tanto na parte de cima da

col6nia quanto no reverso da placa de Petri (PITT, 1981).

Dentre as substéncias coloridas produzidas por P. sclerotiorum destaca-se uma
molécula clorada de cor amarela denominado esclerotiorina (MACCURTIN, REILLY, 1940).
Trata-se de uma azalifona natural pertencente a rota quimica dos policetideos (CHIANG et al.
2009). Policetideo Sintases (PKS) é o grupo de diversas enzimas envolvidas na producdo
destes policetideos que pode ser encontrado também em plantas e bactérias (STAUNTON,
WEISSMAN, 2001). Os diferentes tipos compostos policetidicos encontrados estdo
relacionados a estas enzimas, que por sua vez estdo relacionadas aos genes PKS. Outros

compostos coloridos produzidos por P. sclerotiorum se encontram na Tabela 3.
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Substancia Coloracéo Referéncias
5-pentadacilresorcinol  Amarelo alaranjado (OLIVEIRA, 2017)
Acido Oleico Amarelo (NEVES, 2016)
Esclerotiorina Amarelo alaranjado (CELESTINO etal., 2014; MACCURTIN,
J REILLY, 1940)
Citrinina Amarela (PAIRET et al. 1995)
Isocromofilona VI Avermelhado (LUCAS et al. 2007)
PenicilazafilonaB e C Amarelo (ZHOU et al. 2016)

Tabela 3 - Exemplo de substancias coloridas produzidas por P. sclerotiorum

A espécie P. sclerotiorum pode ser encontrada em todo o mundo e costuma estar
localizadas no solo (PITT, 1981). P. sclerotiorum LM 5679 foi isolada do solo Amazo6nico
(CELESTINO et al. 2014), ainda em nosso grupo foi alvo de estudos sobre producdo de
colorantes (OLIVEIRA, 2017). Esta espécie apresenta coloracdo especifica. Ndo ha trabalhos
especificando os melhores tipos de bioprocessos para producdo destes colorantes, sendo seus
compostos coloridos obtidos em bioprocessos estaticos (LUCAS et al. 2010; OLIVEIRA,
2017) ou sob agitacdo (RAINA, ODELL, KESHAVARZ, 2010); em ambiente completamente
escuro (CELESTINO et al., 2014; NEVES, 2016; OLIVEIRA, 2017) ou com luz natural
(LUCAS et al., 2010; RAINA, ODELL, KESHAVARZ, 2010) e em meios de culturas

diversos.

2.6 Estresses microbiologicos

Estresse microbiologico pode ser definido como um fator ou fatores que criam um
desafio fisiologico para um microrganismo, ameacando as suas funcGes ou a sua
sobrevivéncia (SCHIMEL, BALSER, WALLENSTEIN, 2007). Fatores como oscilacdo de

temperatura, falta de nutrientes, pH, presenca de outros organismos competindo por nutrientes



22

e espaco tendem a influenciar no metabolismo flngico, afetando na producdo de uma ou
vérias substancias e enzimas (HALLSWORTH, MAGAN, 1996; MENDEZ et al. 2011).
Logo € interessante otimizar fatores estressantes em um bioprocesso na produgdo de

pigmentos.

Com a intencédo de sobreviver, diante de uma condicdo estressante, micro-organismos
tendem a modificar-se, aumentando ou diminuindo o consumo de carbono e nitrogénio. Em
uma situacdo de frio extremo, tendem a reforcar a membrana celular com a producéo de
lipideos, podem produzir também proteinas e substdncias para resistir a tal situacdo
(SCHIMEL, BALSER, WALLENSTEIN, 2007). Logo, saber como fatores de estresse

influenciam na producéo de um bioproduto pode vir a ser vantajoso.

Desde 1995 ja é produzido beta caroteno utilizando o fungo Blakeslea trispora, que
possui duas formas sexuais, (+) e (-), para a producdo do pigmento comercial, é utilizado uma
co-cultura das duas formas (KUZINA, CERDA-OLMEDO, 2006). Em outro trabalho
relacionando co-cultura com producdo de pigmento, o fungo Penicillium sp. foi isolado de
culturas de Candida tropicalis onde apresentou coloracdo vermelha, em bioprocessos
realizados posteriormente restou identificado que o pigmento sé era produzido na presenca

dos dois fungos (HAILEI et al. 2011).

Tal qual nos processos industriais comuns, nos bioprocessos deve-se monitorar alguns
fatores fisico-quimicos. Alteracdes ou variagdes em temperatura, pH e pressdo osmotica
tendem a interferir no crescimento do micro-organismos e na quantidade do produto final
desejado. O monitoramento deve ocorrer durante todo o bioprocesso, pois 0 metabolismo do
micro-organismo e suas consequentes reagdes que ocorrem podem vir a modifica-los
(DUFOSSE, 2006). Fatores fisico-quimicos como radiagio ultravioleta, agitacdo, atividade de

agua e aeracao também podem ser determinantes em um bioprocesso.
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A temperatura elevada tende a favorecer as reacdes quimicas ja as reacdes enzimaticas
tendem a respeitar uma temperatura 6tima que pode ser baixa ou elevada, de acordo com as
enzimas envolvidas (TORTORA, CASE, FUNKE, 2016). Na producdo de alguns tipos de
vinhos e cervejas por exemplo, é usado fermentacdo a baixas temperaturas (12 a 15 °C) para
preservacdo de aromas frutadas e diminuicdo da fermentacdo bacteriana (GARCIA-RIOS,
RAMOS-ALONSO, GUILLAMON, 2016; LOPEZ-MALO, QUEROL, GUILLAMON,

2013). A temperatura também influencia na velocidade do crescimento flngico.

O pH mede o equilibrio entre &cido e base em uma solugdo. A maioria dos fungos
apresenta melhor crescimento em pH &cido. Assim como a temperatura, o pH influéncia nos
metabdlitos produzidos pelo fungo assim como o seu crescimento (TORTORA, CASE,
FUNKE, 2016). No meio intracelular o seu valor estd préximo a neutralidade, grandes
varia¢@es intracelulares podem causar danos irreversiveis ao micro-organismo (MADGAN et

al. 2016).

A pressdo osmotica esta relacionada a concentracdo de agua livre, o que é chamado de
atividade de agua (Aw). A presenca de solutos em um meio de cultura tende a diminuir a
atividade de agua por se ligarem a ela e torna-la indisponivel para o micro-organismo. As
células, naturalmente, promovem processo de osmose para regular a atividade de agua do
meio em que se encontram. Pequenas alteracdes na pressdo osmatica tendem a prejudicar um

organismo, principalmente, impedindo o seu crescimento (MADGAN et al. 2016).

Estresse quimico esta relacionado as substancias presentes no meio em que 0
organismo se encontra. Excesso ou escassez de macro e/ou micronutrientes séo exemplos
classicos deste tipo de estresse (ERASMUS et al. 2003; TALBOT et al. 1997). Substancias
gue ndo sdo comuns a um micro-organismo, denominadas xenobioticos, também causam
situacdo de estresse quimico. Alguns exemplos mais comuns destas substancias sdo 0s

antimicrobianos e agrotoxicos (MOUGIN, KOLLMANN, JOLIVALT, 2002).
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Neste trabalho, adotaremos o conceito de substancias caotrdpicas (induzem as
macromoléculas de um organismo a desordem) e substancias kosmotrdpicas (induzem as
mesmas ao equilibrio). Estes conceitos foram utilizados pela primeira vez por Hamaguchi,
Geiduschek (1962) e Collins, Washabaugh (1985) respectivamente. Recentemente estes

termos foram revisitados e melhor definidos (BALL, HALLSWORTH, 2015).

O estresse quimico sempre esteve presente em processos biotecnoldgicos. Nos
bioprocessos para obtencao de etanol a partir de acucar, cepas de S. cereviseae tolerantes ao
produto final obtém maior rendimento (ALPER et al. 2006). Na producéo de queijos pode ser
usado nitrato de sodio até 50 mg/Kg para inibir a formacdo de gases por coliformes e
Clostridium tyrobutyricum (FOX et al. 2017). Em bioprocesso com imobilizagdo de S.
cerevisiae e Oenococcus oeni indicou 0 aumento da tolerancia das cepas a etanol e didxido de

enxofre (SO>), assim como uma melhor qualidade do vinho (SERVETAS et al. 2013).

E investigado que substancias kosmotropicas como glicerol e trealose podem ser
usados em alguns bioprocessos como na producdo de biocombustiveis a fim de proteger as

células do efeito toxico dos produtos (BHAGANNA et al. 2010) .

Alguma das ideias deste trabalho foram baseadas em observacGes laboratoriais
semelhantes as de HAILEI et al. (2011) com a producdo de pigmento pelo Penicillium sp.
HSDO7B quando cultivados com Candida tropicalis. Havia uma maior intensidade de
coloragéo nas placas de Petri com culturas Penicillium sclerotiorum LM 5679 quando as
mesmas se encontravam contaminadas por outros microrganismo. Por se tratar de um fungo
promissor na producdo de pigmento € interessante pensar em explorar estes elementos
adversos como possibilidade para futuros estudos de otimizagdo da producdo de pigmentos

por P. scleroriorum LM 5679.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a influéncia de estresse abioGticos e bidticos na produgdo de pigmentos por

Penicillium sclerotiorum LM 5679.

3.2 Especificos

e Investigar a influéncia dos estreses abidticos (pH, temperatura, tamanho de in6culo,
osmolaridade, atividade de agua, agitacdo e fotoincidéncia) na producao de pigmento.

e Estudar a influéncia do estresse bidtico (co-cultura) com 0s micro-organismos
Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli vivos e autoclavados na
producéo de pigmentos.
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4 MATERIAL E METODOS

A execucéo deste trabalho se encontra resumida na Figura 1.

—

pH inicial

Temperatura

Tamanho de inoculo

Abidticos
(fisico-quimicos)

Atividade de agua

Estimativa da concentragido de
pigmento por espectrofotometria

Osmolaridade UV/VIS
Agitacio

Estimativa da biomassa

Fotoincidéncia

—  Candida albicans

Bioticos
(co-cultura)

Staphylococcus aureus

—  Escherichia coli

—

Fluxograma 1: Fluxograma metodoldgico: fatores abioticos e bidticos testados e métodos analiticos empregados

4.1 Micro-organismos

Neste estudo, o fungo filamentoso isolado do solo, Penicillium sclerotiorum LM 5679
foi obtido através da Colecdo de Microrganismos de Interesse Médico do INPA, A
autorizacdo do CGEN foi dada pelo processor n°. 010344/2013-6. O microrganismo foi
reativado em Agar Sabouraud, apds 5 dias foram transferidos para Batata Dextrose Agar

(BDA) e inoculado ap6s 3 dias.

Nos experimentos envolvendo co-cultura foram utilizados os microrganismos Candida
albicans (ATCC 36232), obtido através da Colecdo de Microrganismos de Interesse Médico
do INPA reativada em Agar Sabouraud e incubada 35 + 2 °C por 24 horas. As bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 12600) e Escherichia coli (ATCC 11775) foram cedidas pela

Colecédo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria — CRMVS, FIOCRUZ —
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INCQS, Rio de Janeiro, RJ, ambas foram reativadas em Agar Miieller-Hinton e incubadas 35

+ 2° C por 24 horas.

4.2 Procedimentos
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram calculadas a média e o

desvio padrdo para cada uma das determinagdes realizadas.

4.2.1 Influéncia de estresse fisico-quimico na producdo de pigmentos

O bioprocesso padrdo foi realizado de acordo com Celestino et al. (2014): foram
usados frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do Caldo Czapeck-Dox (3 g/L
NaNQOg, 1 g/L K:HPO4, 0.5 g/L MgS04.7H,0, 0.5 g/L KCI, 0.01 g/L FeSO4-7H20 e 30 g/L
sacarose), o pH foi ajustado para 5.0 antes de ser esterilizado, o tamanho do indculo de 10*
celulas/mL. Os frascos foram incubados a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) por 14 dias em
local com auséncia de iluminacdo e o bioprocesso ocorreu em condicfes estaticas. As
condigdes investigadas neste estudo foram obtidas através de modificagcdo univariada deste

bioprocesso padrao.

Os experimentos foram realizados de modo univariado, mudando um fator a cada vez.
O pH inicial dos meios de cultura avaliados foram 3, 5 (padrdo), 7 e 9 usando solucdo de
hidroxido de s6dio (NaOH) 1M ou acido cloridrico (HCI). As temperaturas avaliadas foram 5,
25 (padrdo) 35 e 45 °C. Os tamanhos de indculos avaliados foram 10, 10%, 10* (padréo) e 108
células/mL, que foram quantificados utilizando cAmara de Neubauer. A concentracdo de
glicerol avaliada foi O (padréo), 0,5, 1 e 3 M adicionadas durante a preparagédo do meio de

cultura.

As concentracBes de cloreto de sodio (NaCl) avaliadas foram de 0 (padrdo), 3, 6 e
12% (p/v) adicionadas durante a preparacdo do meio de cultura. A influéncia da agitacéo foi

realizada em agitador orbital nas velocidades de 50, 100 e 150 RPM, o padrédo foi sem
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agitacdo. A influéncia de luminosidade foi avaliada permitindo que o bioprocesso ocorresse
na bancada do laboratério onde havia iluminacdo artificial constante, neste caso o padrao foi

realizado na auséncia de luz.
4.2.2 Influéncia do estresse bioldgico na produgdo de pigmentos

Nesta etapa, os microrganismos C. albicans, S. aureus e E. coli foram inoculados ao
mesmo tempo que o P. sclerotiorum na concentragdo de 10* células/mL. A levedura C.
albicans foi quantificada utilizando cAmara de Neubauer. Para as bactérias foi preparado o
indculo em solucéo salina na escala de 0,5 de McFarland com o auxilio de espectrofotémetro
no comprimento de onda de 625 nm, com absorvancia entre 0,08 a 0,1, que correspondem
aproximadamente a um indculo de 1,5 x 108 células/mL (OPAS, ANVISA, SVS, 2006). Para
0s experimentos com 0Ss microrganismos autoclavados as suspensGes previamente

guantificadas foram autoclavadas por 15 minutos a 121 °C.

4.3 Métodos analiticos
4.3.1 Extracdo de pigmento

A extracdo do colorante do meio de cultura submerso foi adaptado de Celestino et al.,
(2014), com algumas modificacbes. Ao fim do processo, 20 mL de acetato de etila foram
adicionados em cada Erlenmeyer que foram vedados e colocados em agitador orbital a 100
RPM por 5 horas. Ao final da extracdo foram retirados cuidadosamente com uma micropipeta
ao menos 5 mL da fase organica (superior) que foram acondicionados em tubos de ensaio

previamente identificados.
4.3.2 Filtragdo e estimativa da biomassa

Apo0s a extracdo dos colorantes foi realizada a filtragdo de cada bioprocesso em filtro
Whatman n. 1. previamente pesados. O peso seco foi realizado de acordo com (MINAMI,

2003), onde cada papel filtro foi colocado para secar em uma estufa a 105 °C e a cada hora
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eram pesados, apos serem resfriados em dessecador com silica gel, até que seu peso fosse

estabilizado.

4.3.3 Estimativa do pigmento

A fase orgéanica (acetato de etila) foi submetida a analise espectral em um
Espectrofotdmetro UV/VIS (modelo: 700 plus - Femto) onde foi medida absorbancia méxima
(Amax). Foi realizado um escaneamento de varredura para encontrar o comprimento de onda
do colorante, que foi 350 nm. A estimativa de colorante é demostrada multiplicando a

absorvancia pelo fator de diluigdo de cada amostra (KANG et al. 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho encontram-se expostos na forma de artigo, que sera

submetido a revista International Journal of Microbiology.

Influéncia do estresse fisico-quimico e bioldgico na producéo de pigmentos por
Penicillium sclerotiorum LM 5679
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Resumo

Colorantes de origem natural acompanharam o desenvolvimento humano, mas, com o0 avango
tecnoldgico, surgiram os colorantes sintéticos, mais faceis de serem obtidos por ndo
dependerem da sazonalidade comum as plantas, que ainda sdo as principais fontes de
colorantes naturais. Atualmente, os colorantes sintéticos atualmente ndo sdo tdo desejados,
haja vista alguns estudos apontarem tais corantes como causadores de problemas de salde
como alergias, e de problemas ambientais, por se tratarem de substancias de dificil
degradacdo natural, gerando uma busca para o retorno ao natural. Fungos possuem uma
relacdo milenar na producdo de colorantes, é o caso do angkak, um tipo de arroz fermentado
por fungos do género Monascus, um alimento adotado por alguns povos asiaticos. Na busca
por novos colorantes de origem flngica, em trabalhos deste grupo foram isolados e
identificados alguns fungos para esta finalidade, sendo Penicillium sclerotiorum LM 5679 um
dos mais promissores, motivo pelo qual se tornou o foco deste trabalho. Este trabalho tem o
objetivo de estudar a influéncia de estresses abioticos e bidticos na producdo de colorante.
Para estudar os estresses abioticos foi realizado cultivo em meio submerso com anélise
univariada dos fatores: pH, temperatura, tamanho do indculo, atividade de 4&gua,
osmolaridade, velocidade de agitacdo e exposicdo a luz. Para os estresses bioticos, foi
realizado o mesmo bioprocesso realizando inoculacdo simultanea, co-cultura, de C. albicans,
S. aureus e E. coli com P. sclerotiorum LM 5679. Os niveis de colorantes foram estimados
por espectroscopia no ultravioleta visivel (UV/VIS), a biomassa de alguns experimentos
também foi estimada. Dentre os fatores analisados nenhum superou a quantidade de pigmento
produzido no bioprocesso adotado como padrdo, os valores mais altos foram obtidos nos
testes conduzidos em pH 3 e tamanho de indculo de 10° células/mL. Os resultados apontam
que ndo h& relacdo entre a quantidade de pigmento e a concentracdo de biomassa. A
importancia deste trabalho foi de expor como os fatores de estresse influenciam na producéo
de pigmento por P. sclerotiorum LM 5679 e, por isso, esses fatores devem ser investigados
com foco na otimizacédo do bioprocesso.
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Palavras-chave: Fungos amazénicos; colorantes naturais; estresse abidticos; estresse biotico

1 Introdugéo

Diante do crescimento econémico mundial que acompanhamos, verifica-se que
alimentos, medicamentos e cosméticos sdo produtos amplamente consumidos. Para tornar
estes produtos de interesse do consumidor, sdo utilizadas substancias que possam prover
caracteristicas aos mesmos, tais como cor, sabor e validade elevada. Os colorantes séo
substancias que apresentam cor no espectro do visivel sendo utilizados em diversos produtos
para aumentar a sua atratividade. Sua origem pode ser sintética ou natural, os primeiros, sdo
0s mais utilizados, mas estdo relacionados a problemas de saide e ambientais (VERMA,

GUPTA, 2017).

A busca por novos colorantes naturais se justifica por apresentarem menor toxicidade
em sua producdo e em seu descarte quando comparado aos sintéticos (GAUTAM, 2016). Eles
sdo mais desejados para serem utilizados nas industrias de alimentos e farmacéutica por serem
considerados mais seguros, além disso as restricbes impostas pela legislacdo vigente sobre 0s
colorantes sintéticos também reforcam a busca por novos colorantes naturais. Os colorantes
de origem biologica tém sido obtidos de animais, plantas, bactérias e fungos (TULI et al.

2015).

Diversas revisdes especializadas vém ressaltando o potencial da utilizacdo de
colorantes de origem fungica (DUFOSSE et al. 2014; MERILLON, RAMAWAT, 2017;
PATAKOVA, 2013). Os colorantes de origem flngica mais utilizados sdo os obtidos dos
fungos do género Monascus e Penicillium. Esses corantes sdo principalmente policetideos,
especificamente azafilonas. Estudos recentes sugerem que o estresse fungico de origem fisica,
quimica e bioldgica pode ser utilizado como ferramenta para obtencdo de produtos
biotecnoldgicos em maior quantidade (BERTRAND et al. 2013; BRAGA et al. 2015; WANG

etal. 2017)
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A Amazonia é a floresta tropical que abriga a maior diversidade vegetal e animal do
mundo. Apesar dessa riqueza, poucos estudos foram realizados na prospeccdo de fungos
produtores de colorantes (CELESTINO et al. 2014; SANTOS-EBINUMA et al. 2014,
SANTOS-EBINUMA, TEIXEIRA, PESSOA, 2013) e nenhum foi realizado investigando a
influéncia de fatores de estresse na producdo desses colorantes por fungos. No grupo de
pesquisa do Laboratério de Micologia do INPA, Oliveira et al. (2017), partindo do
Penicillium sclerotiorum LM 5679 isolou e identificou um alquilresorcinol (5-
pentadacilresorcinol) de cor amarela. Essa espécie € conhecida produtora de colorantes
policetideos e ndo existem estudos avaliando a influéncia de estresse fisico, quimico e

biolégico em sua producéo.

A realizacdo de estudos deste tipo visa encontrar quais fatores estressantes podem ser
mais relevantes na producédo dos colorantes produzidos por P. sclerotiorum LM 5679, abrindo
as portas para estudos vindouros objetivando a producdo e otimizacdo destes colorantes em
maior escala. Diante dessa realidade, o presente trabalho tem como objetivo investigar a
influéncia de fatores de estresse abioticos (fisico-quimicos) e bidticos (interacdes ecoldgicas)

na producado de colorantes por Penicillium sclerotiorum LM 5679.

2 Material e Métodos
2.1 Microrganismos

Neste estudo, o fungo filamentoso isolado do solo, Penicillium sclerotiorum LM 5679
foi obtido através da Colecdo de Microrganismos de Interesse Médico do INPA. O
microrganismo foi reativado em Agar Sabouraud, ap6s 5 dias foram transferidos para Batata
Dextrose Agar (BDA) e inoculado ap6s 3 dias.

Nos experimentos envolvendo co-cultura foram utilizados os microrganismos Candida
albicans (ATCC 36232), obtido através da Colecdo de Microrganismos de Interesse Médico

do INPA reativada em agar Sabouraud e incubada 35 = 2 °C por 24 horas. As bacterias
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Staphylococcus aureus (ATCC 12600) e Escherichia coli (ATCC 11775) foram cedidas pela
Colecao de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria — CRMVS, FIOCRUZ —
INCQS, Rio de Janeiro, RJ, ambas foram reativadas em agar Muller-Hinton e incubadas 35 +
2 °C por 24 horas.

2.2 Bioprocesso Padrao

O bioprocesso padréo foi realizando de acordo com Celestino et al. (2014): foram
usados frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do Caldo Czapeck-Dox (3 g/L
NaNOs, 1 g/L K2HPOQ4, 0.5 g/L MgS04.7H,0, 0.5 g/L KCI, 0.01 g/L FeSO4-7H-0 e 30 g/L
sacarose), 0 pH foi ajustado para 5.0 antes de ser autoclavado, o tamanho do indculo de 10*
celulas/mL. Os frascos foram incubados a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) por 14 dias em
local completamente escuro e o bioprocesso ocorreu em condicOes estaticas. As condi¢des
investigadas neste estudo foram obtidas através de modificacdo univariada deste bioprocesso

padréo.

2.3 Influencia dos fatores abidticos — pH, temperatura, tamanho do in6culo, presenca de

glicerol, presenca de cloreto de sédio (NaCl), influéncia de luz e agitacéo

Os experimentos foram realizados em triplicata de modo univariado, mudando um
fator por de cada vez. O pH inicial dos meios de cultura avaliados foram 3, 5, 7 e 9 usando
solucdo de hidroxido de sddio (NaOH) 1M ou &cido cloridrico (HCI). As temperaturas
avaliadas foram 5, 25, 35 e 45 °C. Os tamanhos de indculos avaliados foram 10%, 10%, 10* e
108 células/mL, que foram quantificadas utilizando camara de Neubauer. A concentragéo de
glicerol avaliada foi 0, 0,5, 1 e 3 M adicionadas durante a preparacdo do meio de cultura.

As concentragdes de cloreto de sodio (NaCl) avaliadas foram de 0, 3, 6 e 12% (p/v)
adicionadas durante a preparacdo do meio de cultura. A influéncia da agitacdo foi realizada

em agitador orbital nas velocidades de 50, 100 e 150 RPM, o padrdo foi sem agitacdo. A
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influéncia de luminosidade foi avaliada permitindo que o bioprocesso ocorresse na bancada
do laboratorio onde havia iluminacéo artificial constante, neste caso o padréo foi realizado em

escuridao total.

2.4 Influéncia de fatores bioticos — Co-cultura

Nesta etapa, 0os microrganismos C. albicans, S. aureus e E. coli foram inoculados ao
mesmo tempo que o P. sclerotiorum na concentragdo de 10* células/mL. A levedura C.
albicans foi quantificada utilizando camara de Neubauer ja para as bactérias foi preparado o
indculo em solugdo salina na escala de 0,5 de McFarland com o auxilio de espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 625 nm, com absorvancia entre 0,08 a 0,1, que correspondem
aproximadamente ha um inéculo de 1,5 x 108 células/mL (OPAS, ANVISA, SVS 2006). Para
0S experimentos com 0s microrganismos autoclavadas as suspensdes previamente

quantificadas foram esterilizadas por 15 minutos a 121 °C.

2.5 Extracéao de colorantes

A extracdo do colorante do meio de cultura submerso foi adaptado de Celestino et al.,
(2014), com algumas modificagdes. Ao fim do processo, 20mL de acetato de etila foi
adicionado em cada Erlenmeyer que foram vedados e colocados em agitador orbital a 100
rpm por 5 horas. Ao final da extracdo foram retiradas cuidadosamente com uma micropipeta
ao menos 5mL da fase organica (superior) que foram acondicionados em tubos de ensaio

previamente identificados.

2.6 Filtracéo e estimativa da biomassa
Ap0s a extracdo dos colorantes foi realizado a filtracdo de cada bioprocesso em filtro
Whatman n. 1. previamente pesados. O peso seco foi realizado de acordo com (MINAMI,

2003), onde cada papel filtro foi colocado para secar em uma estufa a 105 °C e a cada hora
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eram pesados, apos serem resfriados em dessecador com silica gel, até que seu peso fosse

estabilizado.

2.7 Estimativa de colorante

A fase orgéanica (acetato de etila) foi submetida a analise espectral em um
Espectrofotdmetro UV/VIS (modelo: 700 plus - Femto) onde foi medido absorbancia méxima
(Amax). Foi realizado um escaneamento de varredura para encontrar o comprimento de onda
do colorante, que foi 350 nm. A estimativa de colorante é demostrada multiplicando a

absorvancia pelo fator de diluigéo de cada amostra (KANG et al. 2014).

3 Resultados

Foi investigada a influéncia do tamanho do inéculo na producédo de colorantes por P.
sclerotiorum LM 5679. Podemos observar (Figura 1), a absortividade da fragdo acetato de
etila (contendo o corante) e a producdo de biomassa de P. sclerotiorum LM 5679. Os pH
acidos apresentaram maior quantidade de corante. O pH 5 (padrdo) resultou em uma maior
concentracdo de colorante. Ja o pH 3 e pH 9 resultaram em uma maior concentracdo de

biomassa.
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Figura 1 — Influéncia de diferentes pHs na producao de colorante (Absorbancia em 350 nm) e biomassa por P.

sclerotiorum LM 5679 em cultivo submerso

Foi investigada a influéncia do tamanho do in6culo na producdo de colorantes por P.
sclerotiorum LM 5679. Podemos observar (Figura 2), a absortividade da fracdo acetato de
etila (contendo o corante) e a producdo de biomassa de P. sclerotiorum LM 5679. Os in6culo
1x10* e 1x10° células/mL resultaram em maior producido de colorante. Do indculo 1x103

resultou em maior concentracdo de biomassa.
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Figura 2 — Influéncia do tamanho de in6culos na producéao de colorantes por Penicillium sclerotiorum LM 5679

Foi investigada a influéncia da concentracdo de glicerol (atividade de agua) na
producdo de colorantes por P. sclerotiorum LM 5679. Podemos observar (Figura 3), a
absortividade da fracdo acetato de etila (contendo o corante) e a producdo de biomassa de P.
sclerotiorum LM 5679. A maior concentracdo de colorantes ocorre com a auséncia de

glicerol.
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Figura 3 — Influéncia da concentracéo de glicerol na produgéo de colorante por Penicillium sclerotiorum LM

5679

Foi investigada a influéncia da concentracdo de cloreto de sodio (estresse osmotico) na

producdo de colorantes por P. sclerotiorum LM 5679. Podemos observar (Figura 4), a

absortividade da fragdo acetato de etila (contendo o corante) e a producdo de biomassa de P.

sclerotiorum LM 5679. Os colorantes foram produzidos de forma significativa apenas na

auséncia cloreto de sédio.
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Figura 4 — Influéncia da concentracéo de cloreto de sodio na producdo de colorante por Penicillium
sclerotiorum LM 5679

Foi investigada a influéncia da iluminacdo na producdo de colorantes por P.
sclerotiorum LM 5679. Podemos observar (Figura 5), a absortividade da fragdo acetato de
etila (contendo o corante) e a producdo de biomassa de P. sclerotiorum LM 5679. Os

colorantes foram produzidos de forma mais significativa na auséncia de luz.
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Figura 5 — Influéncia de iluminagéo na producédo de pigmento por Penicillium sclerotiorum LM 5679

Foi investigada a influéncia da agitacdo orbital na producdo de colorantes por P.
sclerotiorum LM5679 em bioprocesso submerso em frascos tipo Erlenmeyer. Podemos
observar (Figura 6), a absortividade da fracdo acetato de etila (contendo o corante) e a
producéo de biomassa de P. sclerotiorum LM 5679. Os colorantes foram produzidos de forma
mais significativa na auséncia de agitacao orbital. A concentragéo final de biomassa foi maior

nos experimentos com agitacéo.



41

A) Sem
Agitacdo 50 RPM 100 RPM 150 RPM

¥

B) . .

300 + Absorvancia e=@=Biomassa - 12

250 T I L 10
7 200 + -8 O
5 g
S 150 I L6 @
9 ]
B : =
£ 100 + 14
172
=)
<

50 T+ L >

£ -
0 0
Sem Agitacdo 50 RPM 100 RPM 150 RPM

Figura 6 — Influéncia da agitagdo na produgéo de colorante por Penicillium sclerotiorum LM 5679

Afim de investigar se fatores bioldgicos como co-culturas poderiam influenciar no
bioprocesso, foram avaliadas a influéncia da inclusdo de microrganismos (C. albicans, E. coli
e S. aureus) vivos e apés serem autoclavados na producdo de colorantes por P. sclerotiorum
LM 5679 (Figura 7). Podemos observar que as culturas mistas resultaram em menores
concentracdo de colorante e similares concentragdes de biomassa. A cultura mista com C.

albicans viva resultou na auséncia de colorantes e reducao da biomassa.
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Figura 7 — Influéncia da co-cultura de alguns microrganismos com P. sclerotiorum na produc&o de colorantes

Investigou-se a influéncia da temperatura (5°C, 25°C, 35°C e 45°C) na producéo de
colorantes por P. sclerotiorum LM 5679. Ndo houve crescimento flngico nas temperaturas
que ndo o padrdo 25°C, logo ndo foi possivel obter resultados sobre a influéncia das

temperaturas testadas.

4 Discusséo

Os colorantes de origem fungica tém sido investigados devido ao seu potencial
biotecnoldgico. Recentemente, trabalhos tém sido realizados investigando a influéncia de
fatores de estresse na producdo de colorantes por fungos (CHEN et al. 2015; POMBEIRO-
SPONCHIADO et al. 2017; WANG et al. 2017). Neste trabalho foi investigada a influéncia
de diferentes fatores de estresse fisico-quimicos e da interacdo com outros micro-organismos
na producdo de colorantes por P. sclerotiorum LM 5679. Os resultados produzidos sao
importantes para a realizacdo de futuros bioprocessos com este fungo. A producéo do corante

ndo demonstrou correlacdo direta com a producdo de biomassa justificando que os fatores de
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estresse devem ser investigados para cada organismo e bioprocesso (KANG et al. 2014;
MENDEZ et al. 2011).

P. sclerotiorum foi quimicamente estudado pela primeira vez por MacCurtin e Reilly.,
(1940) que isolaram e identificaram o pigmento esclerotiorina. Em estudos subsequentes,
algumas substancias coloridas foram identificadas dentre estas podemos destacar: citrinina
(PAIRET et al. 1995), isocromofilona VI (LUCAS, CASTRO, TAKAHASHI, 2007) (+)-
ciclopenol, anacina, viridicatina. (LI et al. 2014), penicilazafilona B e C (ZHOU et al. 2016).
Em trabalhos com P. sclerotiorum na Amazonia foram isolados esclerotiorina (CELESTINO
et al. 2014), &cido oleico (NEVES, 2016) e 5-pentadecilresarcinol (OLIVEIRA, 2017).

Os colorantes de P. sclerotiorum possuem grande potencial para as ciéncias
farmacéuticas. Quanto as atividades bioldgicas, o colorante esclerotiorina foi descrito como
possuindo as seguintes atividades: inibicdo da proteina quinase G em Mycobacterium
tuberculosis (CHEN et al. 2017), inibicdo de leucdcito polimorfonuclear humano 5-
lipoxigenase (CHIDANANDA, VASANTHA, SATTUR, 2015) e mostrou atividade
antitumoral frente as linhagens tumorais SKMEL-19, SKMEL-28 e MESA-DX e atividade
antifangica frente a Cryptococcus neoformans (NEVES, 2016). O corante penicilazafilona C
foi descrito como tendo atividade antineoplasica moderada frente a células de melanoma B16
e frente a células de cancer gastrico humano SGC 7901 e ainda atividade antimicrobiana
frente a S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae e E.coli (ZHOU et al. 2016).

Nas condicOes experimentais, o pH 5 resultou em maior quantidade de colorante
(Figura 1) e pH 3 em maior concentracdo de biomassa. O pH inicial € um pardmetro que deve
ser investigado em bioprocessos submersos pois influi diretamente na producgéo de pigmentos
(GMOSER et al. 2017). Penicillium purpurogenum GH2 em cultivo submerso produz maior
quantidade de colorantes no pH 5 e maior concentragdo de biomassa no pH 7 (MENDEZ et

al. 2011). Penicillium aculeatum em cultivo submerso produz maior quantidade de colorantes
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no pH 6,5 sendo o pH destacado como pardmetro mais relevante pelo autor (AFSHARI et al.
2015). Outro trabalho que demonstra a importancia desse parametro demonstrou que
modificando o pH inicial foi possivel produzir colorantes de Monascus anka sem citrinina,
uma micotoxina colorida (KANG et al. 2014).

O tamanho de in6culo é um parametro que deve ser investigado pois influi no tempo
necessario para produgdo de pigmento (MORALES-OYERVIDES et al. 2015). No presente
trabalho, os tamanhos de indculo 1x10* e 1x10° células/mL resultaram em maior producio de
colorante e o indculo 1x10% resultou em maior concentragio de biomassa. Indculo elevados
geralmente estdo associados a quantidades de colorantes maiores e que aparecem com menos
tempo no bioprocesso, também é conhecido que o uso de discos miceliais favorece a producao
de colorante em relagdo do indculo através da contagem de esporos (MORALES-
OYERVIDES et al. 2015; SANTOS-EBINUMA et al. 2014).

A influéncia da concentracdo do glicerol no meio de cultivo € um parametro que deve
ser investigado pois influi na atividade de 4gua que por sua vez esta relacionado a germinacao
do fungo (STEVENSON et al. 2017). Nas presentes condi¢cdes experimentais, 0s colorantes
foram produzidos somente na auséncia do glicerol. Monascus sp. em cultivo submerso produz
maior quantidade de colorantes com concentracdo de glicerol de 0,8 M (BABITHA,
SOCCOL, PANDEY, 2007). Monascus sanguineus em cultivo submerso produz maior
quantidade de colorantes com concentracdo de glicerol de 0,25 M (DIKSHIT,
TALLAPRAGADA, 2014).

A influéncia da concentracdo de cloreto de sodio esta relacionado ao estresse osmotico
(ZAJC et al. 2014) mas, no caso do P. sclerotiorum, € descrito que alguns dos metabdlitos
coloridos, como esclerotiorina, precisam de doadores de ions de cloro para serem sintetizados
(LUCAS et al. 2010). Dentre as diferentes concentracOes avaliadas, a auséncia de cloreto de

sodio (padrdo) apresentou maior produgéo colorante e a concentracdo de NaCl 3% apresentou
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maior biomassa. Em estudo realizado com Penicillium sp., ndo houve aumento na producéo
de colorantes ao aumentar a concentracdo de NaCl, e em concentracdes de NaCl até 2% p/v o
colorante ndo era lancado no meio extracelular (CHINTAPENTA et al. 2014).

O excesso de luz ou sua auséncia total podem ser considerados fatores de estresse em
alguns fungos (MUKHERJEE, MISHRA, DESHMUKH, 2017). O padrdo (escuridao total)
apresentou maior producdo de pigmento que o experimento exposto a luz. Em alguns fungos,
principalmente os produtores de carotenoides a exposicdo a luz funciona como agente indutor
na producdo de pigmento visando a protecdo contra radiacdo solar (FULLER, LOROS,
DUNLAP, 2015). No caso de P. sclerotiorum LM 5679, a producéo de pigmento aparenta ndo
estar relacionada a esta protecdo solar, a escuriddo total tende a favorecer a producgédo de
metabolismo secundario em alguns fungos (VELMURUGAN et al. 2010).

A agitacdo é um pardmetro que deve ser investigado pois influi na melhor oferta de
nutrientes, oxigenagdo e favorece o crescimento fungico (IBRAHIM, WELOOSAMY, LIM,
2015). No presente trabalho, a auséncia de agitacdo favoreceu a producdo de pigmento,
enguanto que os niveis de agitacdo avaliados (50, 100 e 150 RPM) resultaram no aumento da
biomassa. Penicillium aculeatum em cultivo submerso produz maior quantidade de colorantes
na agitacdo 150 RPM (AFSHARI et al. 2015). Em um trabalho com Monascus purpureus a
agitacdo de 180 RPM foi a que produziu maior quantidade de colorante (LV et al., 2017).

Testes de co-cultura possuem resultados inesperados podendo favorecer a produgéo de
metabolitos secundarios pelo fungo (BERTRAND et al. 2014). Neste trabalho, foram
realizados indculos com microrganismos vivos e mortos. Somente a C. albicans (viva)
conseguiu crescer quando observado no controle. Neste experimento, o padrdo (ausente de
microrganismos) produziu maior quantidade de pigmento enquanto os demais produziram
quantidades inferiores, mas semelhantes entre si com exce¢do da co-cultura com C. albicans

(viva) que produziu menor quantidade de pigmento e de biomassa.
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A co-cultura de Penicillium sp. HSDO7B com Candida tropicalis resultou em
pigmento colorido descoberto ao acaso devido contaminacgdo das placas de C. tropicalis por
Penicillium sp. (HAILEI et al. 2011). Outros metabolitos secundarios também vem sendo
explorados por co-cultura como novos derivados furonona e alcaloides provenientes da co-
cultura entre Aspergillus sclerotiorum e Penicillium citrinum (BAO et al. 2017) e a indugéo
de compostos 2,5-dicetopiperazinas (2,5-DKPs) provenientes da co-cultura de Penicillium sp.
DT-F29 com Bacillus sp. B31 (Yu et al., 2017).

O presente trabalho apresentou algumas limitagfes: a) ndo foi realizada uma
caracterizacdo quimica dos tipos de colorantes que foram produzidos nas diferentes condicGes
investigadas; b) o uso de experimentos do tipo univariados ndo permitiram avaliar a interacdo
entre fatores para producao de pigmentos; c) biorreatores ndo foram investigados.

No entanto, o presente trabalho deve ser considerado robusto devido: a) ao nimero de
fatores investigados, b) ao modo com que os pigmentos foram analisados (durante todos os
experimentos) o aspecto visual esteve relacionado com as absortividades observadas.

O presente trabalho nos permitiu definir a influéncia de diferentes fatores de estresse
na producdo de colorantes por P. sclerotiorum LM 5679. A producdo de colorantes e
biomassa nédo estiveram diretamente correlacionadas demonstrando que condic@es distintas do
metabolismo secundario estiveram relacionadas com a producéo dos colorantes. Esse trabalho
¢ importante e apresenta-se como mais uma evidéncia que fatores de estresse devem ser

investigados para otimizagao de bioprocesso.
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6 CONCLUSAO

Portanto, o presente trabalho nos permitiu definir a influéncia de diferentes fatores de
estresse na producdo de colorantes por P. sclerotiorum LM 5679. A producdo de colorantes e
biomassa nédo estiveram diretamente correlacionadas demonstrando que condic@es distintas do
metabolismo primario estiveram relacionadas com a producao dos colorantes. Esse trabalho é
importante e apresenta-se como mais uma evidéncia que fatores de estresse devem ser

investigados para otimizacao de bioprocesso.



53

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, L. M.; HENRIQUE SOUZA GUIMARAES, L.; SANTOS, C.; RIBEIRO
GALVAO, L.; GOMES CARDOSO, P.; LUIZA BIM GRIGOLETTO, T.; NIRLANE DA
COSTA SOUZA, P.; ALBERTO BERALDO DE MORAES, L. Production and chemical
characterization of pigments in filamentous fungi. Microbiology, v. 162, n. 1, p. 12-22, 2016.

ALLI, H. Biodegradation of synthetic dyes - A review. Water, Air, and Soil Pollution, v. 213,
n. 1-4, p. 251-273, 2010.

ALPER, H.; MOXLEY, J.; NEVOIGT, E.; FINK, G. R.; STEPHANOPOULOS, G.
Engineering yeast transcription machinery for improved ethanol tolerance and production.
Science, v. 314, n. 5805, p. 1565-1568, 2006.

ARAI, T.; KOGANEI, K.; UMEMURA, S.; KOJIMA, R.; KATO, J.; KASUMI, T,
OGIHARA, J. Importance of the ammonia assimilation by Penicillium purpurogenum in
amino derivative Monascus pigment, PP-V, production. AMB Express, v. 3, n. 1, p. 19,
2013.

AVERY, P. B.; FAULL, J.; SIMMONDS, M. S. J. Effect of different photoperiods on the
growth, infectivity and colonization of Trinidadian strains of Paecilomyces fumosoroseus on
the greenhouse whitefly, Trialeurodes vaporariorum, using a glass slide bioassay. Journal of
insect science (Online), v. 4, p. 38, 2004.

BAKER, C. L.; LORQOS, J. J.; DUNLAP, J. C. The circadian clock of Neurospora crassa.
FEMS Microbiology Reviews, v. 36, n. 1, p. 95-110, 2012.

BALL, P.; HALLSWORTH, J. E. Water structure and chaotropicity: their uses, abuses and
biological implications. Phys. Chem. Chem. Phys., v. 17, n. 13, p. 8297-8305, 2015.

BERTRAND, S.; SCHUMPP, O.; BOHNI, N.; MONOD, M.; GINDRO, K.; WOLFENDER,
J. L. De novo production of metabolites by fungal co-culture of Trichophyton rubrum and
Bionectria ochroleuca. Journal of Natural Products, v. 76, n. 6, p. 1157-1165, 2013.

BHAGANNA, P.; VOLKERS, R. J. M.; BELL, A. N. W.; KLUGE, K.; TIMSON, D. J;
MCGRATH, J. W.; RUIJSSENAARS, H. J.; HALLSWORTH, J. E. Hydrophobic substances
induce water stress in microbial cells. Microbial Biotechnology, v. 3, n. 6, p. 701-716, 2010.

BORZANI, W.; SCHMIDELL, W.; LIMA, U. DE A.; AQUARONE, E. Biotecnologia
industrial: fundamentos. 1. ed. Sdo Paulo. v. 1, 2001.

BRAGA, G. U. L.; RANGEL, D. E. N.; FERNANDES, E. K. K.; FLINT, S. D.; ROBERTS,
D. W. Molecular and physiological effects of environmental UV radiation on fungal conidia.
Current Genetics, p. 405-425, 2015.

BRASIL. Resolugdo do CNNPA N. 44, de 1977.
BRASIL. Resolucédo N. 11, de 2006 do GMC.

BRASIL. Instrugdo Normativa N° 42/2010, MAPA.



54

BRASIL. ANVISA, Informe Técnico N. 68, de 2015.

BURROWS, A. palette of our palates: A brief history of food coloring and its regulation.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, v. 8, n. 4, p. 394408, 2009.

CAROCHO, M.; MORALES, P.; FERREIRA, I. C. F. R. Natural food additives: Quo vadis?
Trends in Food Science & Technology, v. 45, n. 2, p. 284-295, 2015.

CELESTINO, J. D. R.; CARVALHO, L. E. DE; LIMA, M. D. P.; LIMA, A. M.; OGUSKU,
M. M.; SOUZA, J. V. B. DE. Bioprospecting of Amazon soil fungi with the potential for
pigment production. Process Biochemistry, v. 49, n. 4, p. 569-575, 2014.

CHEN, F.; ISHWARAN, N.; PEZZUTI, J. C. B. Deforestation monitoring in the Amazon
River estuary by multi-temporal Envisat ScanSAR data. IOP Conference Series: Earth and
Environmental Science, v. 34, 2016.

CHIANG, Y. M.; SZEWCZYK, E.; DAVIDSON, A. D.; KELLER, N.; OAKLEY, B. R;
WANG, C. C. C. A gene cluster containing two fungal polyketide synthases encodes the
biosynthetic pathway for a polyketide, asperfuranone, in Aspergillus nidulans. Journal of the
American Chemical Society, v. 131, n. 8, p. 2965-2970, 2009.

COLLINS, K. D.; WASHABAUGH, M. W. The Hofmeister effect and the behaviour of
water at interfaces. Quarterly reviews of biophysics, v. 18, n. 4, p. 323-422, nov. 1985.

DUFOSSE, L. Microbial production of food grade pigments. Food Technology and
Biotechnology, v. 44, n. 3, p. 313-321, 2006.

DUFOSSE, L.; FOUILLAUD, M.; CARO, Y.; MAPARI, S. A. S.; SUTTHIWONG, N.
Filamentous fungi are large-scale producers of pigments and colorants for the food industry.
Current Opinion in Biotechnology, v. 26, p. 56-61, 2014.

DURAN, N.; TEIXEIRA, M. F. S.; CONTI, R. DE; ESPOSITO, E. Ecological-friendly
pigments from fungi. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 42, n. 1, p. 53-66,
2002.

ERASMUS, D. J.; MERWE, G. K. VAN DER; VUUREN, H. J. J. VAN. Genome-wide
expression analyses: Metabolic adaptation of Saccharomyces cerevisiae to high sugar stress.
FEMS Yeast Research, v. 3, n. 4, p. 375-399, 2003.

FEKETEA, G.; TSABOURI, S. Common food colorants and allergic reactions in children:
Myth or reality? Food Chemistry, v. 230, p. 578-588, 2017.

FOX, P. F.; GUINEE, T. P.; COGAN, T. M.; MCSWEENEY, P. L. H. Fundamentals of
Cheese Science. Segunda Edigéo. Boston, MA: Springer US, 2017.

GARCIA-RIOS, E.; RAMOS-ALONSO, L.; GUILLAMON, J. M. Correlation between low
temperature adaptation and oxidative stress in Saccharomyces cerevisiae. Frontiers in
Microbiology, v. 7, n. Agosto, p. 1-11, 2016.

GAUTAM, N. Food Colorants and their Toxicology: An Overview. Sunsari Technical
College Journal, v. 2, n. 1, p. 69, 2016.



55

GHALY, A. E.; ANANTHASHANKAR, R.; ALHATTAB, M.; RAMAKRISHNAN, V.
Production, characterization and treatment of textile effluents: a critical review. Journal of
Chemical Engineering & Process Technology, v. 05, n. 01, p. 1-18, 2014.

GUERIN, M.; HUNTLEY, M. E.; OLAIZOLA, M. Haematococcus astaxanthin: Applications
for human health and nutrition. Trends in Biotechnology, v. 21, n. 5, p. 210-216, 2003.

HAILEI, W.; ZHIFANG, R.; PING, L.; YANCHANG, G.; GUOSHENG, L.; JIANMING, Y.
Improvement of the production of a red pigment in Penicillium sp. HSDO7B synthesized
during co-culture with Candida tropicalis. Bioresource Technology, v. 102, n. 10, p. 6082—
6087, 2011.

HALL, J. E. Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology E-Book. Elsevier Health
Sciences, 2015.

HALLSWORTH, J. E.; MAGAN, N. Culture Age, Temperature, and pH Affect the Polyol
and Trehalose Contents of Fungal Propagules. Applied and Environmental Microbiology,
V. 62, n. 7, p. 2435-2442, 1996.

HAMAGUCHI, K.; GEIDUSCHEK, E. P. The effect of electrolytes on the stability of the
deoxyribonucleate helix. Journal of the American Chemical Society, v. 84, n. 8, p. 1329—
1338, 1962.

HE, J.; GIUSTI, M. M. Anthocyanins: natural colorants with health-promoting properties.
Annual Review of Food Science and Technology, v. 1, n. 1, p. 163-187, 2010.

KANAREK, R. B. Atrtificial food dyes and attention deficit hyperactivity disorder. Nutrition
Reviews, v. 69, n. 7, p. 385-391, 2011.

KANG, B.; ZHANG, X.; WU, Z.; WANG, Z.; PARK, S. Production of citrinin-free
Monascus pigments by submerged culture at low pH. Enzyme and Microbial Technology,
v. 55, p. 50-57, 2014.

KOENDERINK, J. J. Color for the Sciences. The MIT Press, 2010.

KUZINA, V.; CERDA-OLMEDO, E. Modification of sexual development and carotene
production by acetate and other small carboxylic acids in Blakeslea trispora and Phycomyces
blakesleeanus. Applied and Environmental Microbiology, v. 72, n. 7, p. 4917-4922, 2006.

LOPEZ-MALO, M.; QUEROL, A.; GUILLAMON, J. M. Metabolomic Comparison of
Saccharomyces cerevisiae and the cryotolerant species S. bayanus var. uvarum and S.
kudriavzevii during wine fermentation at low temperature. PLoS ONE, v. 8, n. 3, 2013.

LUCAS, E. M. F.; CASTRO, M. C. M. DE; TAKAHASHI, J. A. Antimicrobial properties of
sclerotiorin, isochromophilone VI and pencolide, metabolites from a Brazilian cerrado isolate
of Penicillium sclerotiorum Van Beyma. Brazilian Journal of Microbiology, v. 38, n. 4, p.
785789, 2007.

LUCAS, E. M. F.; MACHADO, Y.; FERREIRA, A. A, DOLABELLA, L. M. P,
TAKAHASHI, J. A. Improved production of pharmacologically-active sclerotiorin by
Penicillium sclerotiorum. Tropical Journal of Pharmaceutical Research, v. 9, n. 4, p. 365—
371, 2010.



56

MACCURTIN, T.; REILLY, J. Sclerotiorine, a chlorinated metabolic product of Penicillium
sclerotiorum, Van Beyma. Nature (London, United Kingdom), v. 146, p. 335, 1940.

MADGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; BENDER, K. S.; BACKLEY, D. H.; STHAL, D. A.
Microbiologia de Broock. Artmed Editora, 2016.

MALIK, K.; TOKKAS, J.; GOYAL, S. Microbial Pigments: a review. International Journal
of Microbial Resource Technology Accepted, v. 1, n. 4, p. 361-365, 2012.

MAPARI, S. A. S.; MEYER, A. S.; THRANE, U.; FRISVAD, J. C. Production of
Monascus-like pigments, 2012. Disponivel em:
<https://www.google.com/patents/EP2262862B1?cl=en>

MAPARI, S. A. S.; THRANE, U.; MEYER, A. S. Fungal polyketide azaphilone pigments as
future natural food colorants? Trends in Biotechnology, v. 28, n. 6, p. 300-307, 2010.

MENDEZ, A.; PEREZ, C.; MONTARNEZ, J. C.; MARTINEZ, G.; AGUILAR, C. N. Red
pigment production by Penicillium purpurogenum GH2 is influenced by pH and temperature.
Journal of Zhejiang University Science B, v. 12, n. 12, p. 961-968, 2011.

MERILLON, J.-M.; RAMAWAT, K. G. Fungal Metabolites. Cham: Springer International
Publishing, 2017.

MINAMI, P. Micologia: Métodos Laboratoriais de Diagnostico das Micoses. 1° Edicdo ed.
Sao Paulo: Manole, 2003.

MIRJALILI, M.; NAZARPOOR, K.; KARIMI, L. Eco-friendly dyeing of wool using natural
dye from weld as co-partner with synthetic dye. Journal of Cleaner Production, v. 19, n. 9—
10, p. 1045-1051, 2011.

MOUGIN, C.; KOLLMANN, A.; JOLIVALT, C. Enhanced production of laccase in the
fungus Trametes versicolor by the addition of xenobiotics. Biotechnology Letters, v. 24, n.
2, p. 139-142, 2002.

NEVES, M. R. P. DAS. Producéo de Colorantes e Atividade Bioldgica de Esclerotiorina.
Universidade Federal do Amazonas, 2016.

OLIVEIRA, L. A. DE. Producéo, isolamento e identidade de colorantes produzidos por
fungos isolados de amostras do solo Amazonico. Universidade Estadual do Amazonas,
2017.

OMS. Codex Alimentarius da FAO/OMS.

OPAS, O. P.-A. DA S.; ANVISA, A. N. DE V. S.; SAUDE, S. DE V. EM S. S. Controle
Interno da Qualidade para Testes de Sensibilidade a antimicrobianos. Brasilia.

PAIRET, L.; WRIGLEY, S. K.; CHETLAND, I.; REYNOLDS, E. E.; HAYES, M. A;
HOLLOWAY, J.; AINSWORTH, A M.; KATZER, W.; CHENG, X. M.; HUPE, D. J.
Azaphilones with endothelin receptor binding activity produced by Penicillium sclerotiorum:
taxonomy, fermentation, isolation, structure elucidation and biological activity. The Journal
of antibiotics, v. 48, n. 9, p. 913-923, 1995.



57

PANGESTUTI, R.; KIM, S. K. Biological activities and health benefit effects of natural
pigments derived from marine algae. Journal of Functional Foods, v. 3, n. 4, p. 255-266,
2011.

PATAKOVA, P. Monascus secondary metabolites: Production and biological activity.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 40, n. 2, p. 169-181, 2013.

PATTANAGUL, P.; PINTHONG, R.; PHIANMONGKHOL, A.; THARATHA, S.
Mevinolin, citrinin and pigments of adlay angkak fermented by Monascus sp. International
Journal of Food Microbiology, v. 126, n. 1-2, p. 20-23, 2008.

PITT, J. I. The genus Penicillium and its teleomorphic states Eupenicillium and
Talaromyces. 1% Edicdo ed. Londres: ACADEMIC PRESS INC, 1981. v. 21

RAINA, S.; ODELL, M.; KESHAVARZ, T. Quorum sensing as a method for improving
sclerotiorin production in Penicillium sclerotiorum. Journal of Biotechnology, v. 148, n. 2—
3, p. 91-98, 2010.

SANTOS-EBINUMA, V. C.; ROBERTO, I. C.; TEIXEIRA, M. F. S.; PESSOA, A.
Improvement of submerged culture conditions to produce colorants by Penicillium
purpurogenum. Brazilian Journal of Microbiology, v. 45, n. 2, p. 731-742, 2014.

SANTOS-EBINUMA, V. C.; TEIXEIRA, M. F. S.; PESSOA, A. Submerged culture
conditions for the production of alternative natural colorants by a new isolated Penicillium
purpurogenum DPUA 1275. Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 23, n. 6, p.
802-810, 2013.

SARDARYAN, E. Strain of the Microorganism Penicillium Oxalicum Var Ameniaca and
its Application. Estados Unidos da America, 2002. Disponivel em: <
https://patents.google.com/patent/US6340586 >

SCHIMEL, J.; BALSER, T. C.; WALLENSTEIN, M. Microbial stress-response physiology
and its implications for ecosystem function. Ecology, v. 88, n. 6, p. 1386-1394, 2007.

SERVETAS, |.; BERBEGAL, C.; CAMACHO, N.; BEKATOROU, A.; FERRER, S,
NIGAM, P.; DROUZA, C.; KOUTINAS, A. A. Saccharomyces cerevisiae and Oenococcus
oeni immobilized in different layers of a cellulose/starch gel composite for simultaneous
alcoholic and malolactic wine fermentations. Process Biochemistry, v. 48, n. 9, p. 1279-
1284, 2013.

SKIRYCZ, A.; KIERSZNIOWSKA, S.; MERET, M.; WILLMITZER, L.; TZOTZOS, G.
Medicinal Bioprospecting of the Amazon Rainforest: A Modern Eldorado? Trends in
Biotechnology, v. 34, n. 10, p. 781-790, 2016.

STAUNTON, J.; WEISSMAN, K. J. Polyketide biosynthesis: a millennium review. Natural
Product Reports, v. 18, n. 4, p. 380416, 2001.

TALBOT, N. J.; MCCAFFERTY, H. R. K.; MA, M.; MOORE, K.; HAMER, J. E. Nitrogen
starvation of thee rice blast fungus Magnaporthe grisea may act as an environmental cue for
disease symptom expression. Physiological and molecular Plant Pathology, v. 50, p. 179—
195, 1997.



58

TORTORA, G. J.; CASE, C. L.; FUNKE, B. R. Microbiologia. Artmed Editora, 2016.

TULI, H. S.; CHAUDHARY, P.; BENIWAL, V.; SHARMA, A. K. Microbial pigments as
natural color sources: current trends and future perspectives. Journal of Food Science and
Technology, v. 52, n. 8, p. 4669-4678, 2015.

VERMA, S.; GUPTA, G. Natural dyes and its applications: a brief review. International
Journal of Research and Analytical Reviews, v. 4, n. 4, p. 57-60, 2017.

WANG, M.; HUANG, T.; CHEN, G.; WU, Z. Production of water-soluble yellow pigments
via high glucose stress fermentation of Monascus ruber CGMCC 10910. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 101, n. 8, p. 3121-3130, 2017.

ZHOU, S.; WANG, M.; ZHAO, H.; HUANG, Y.; LIN, Y.; TAN, G.; CHEN, S.
Penicilazaphilone C, a new antineoplastic and antibacterial azaphilone from the Marine
Fungus Penicillium sclerotiorum. Archives of Pharmacal Research, v. 39, n. 12, p. 1621-
1627, 2016.



