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RESUMO

A demanda por pigmentos naturais vem crescendo devido a efeitos nocivos de alguns corantes
sintéticos e a busca por formas mais sustentaveis de consumo. Nesse contexto, pigmentos
fungicos fornecem uma boa alternativa aos sintéticos. As comunidades microbianas antarticas
sdo de grande importancia para a producdo de metabdlitos secundarios, tais como os
pigmentos, pois sdo compostos importantes para a adaptacdo desses organismos ao ambiente
extremo em que vivem. Além disso, devido ao seu isolamento, essas comunidades podem ser
uma fonte rica de novos produtos naturais com estruturas quimicas Unicas. Este trabalho visou
analisar a produ¢do dos pigmentos vermelhos pelo fungo Pseudogymnoascus sp. 6DC415-1,
isolado de sedimentos marinhos da Antértica, bem como otimiza-la, seguida da purificagdo e
identificacdo dos pigmentos produzidos. Para tal, avaliou-se a produc¢do dos pigmentos
vermelhos nas temperaturas de 15 e 25 °C e nos pHs 3, 5, 7 ¢ 9 em meio liquido Malte 2% por
20 dias de incubagdo a 150 rpm. Nas condi¢des de 15 °C e pH 5 se obteve a maior produgio
dos pigmentos, avaliada na leitura de absorbancia em 500 nm, sendo que a 25 °C nao se
detectou producio de pigmentos vermelhos. O fungo foi cultivado em meio Malte Agar 1% e
os pigmentos produzidos no meio de cultura foram extraidos com acetona. O extrato bruto foi
submetido a cromatografia de camada reversa C18 para sua purificagdo, na qual obteve-se trés
fragdes vermelhas eluidas em Metanol 90 %. As fragdes foram submetidas as andlises de
RMN de 'H e FT-IR ¢ obteve-se a confirmagio da purifica¢do de duas delas como compostos
muito similares. Os espectros dessas fragdes indicaram tratarem-se de compostos da classe
das melaninas, da categoria das feomelaninas. A atividade antibacteriana do extrato bruto e
das fragdes obtidas foi testada contra as bactérias Xanthomonas citri, X. passiflorae,
Escherichia coli, Streptococcus aureus ¢ Bacillus subtilis, através do método de
microdiluigdo em pogos e leitura da D.Osoo, ndo sendo observada nenhuma inibicao de
crescimento superior a 50%. Também avaliou-se a atividade antioxidante das mesmas
amostras, por meio do método de captura de DPPH, com resultado de ICso a 1000 png/mL para
a fracdo 1 e 1143 pg/mL para a fracdo 2. Apesar do género Pseudogymnoascus sp. ser
bastante comum ao ambiente antartico, até o momento, ndo ha muitos estudos referentes a sua
produgdo de pigmentos, principalmente de feomelanina. O pigmento vermelho extracelular e
soluvel em agua produzido pelo Pseudogymnoascus sp. 6DC415-1 pode entdo representar um

potencial para aplicagdes biotecnologicas.

Palavras-chave: Fungo antartico, pigmentos naturais, feomelanina.



ABSTRACT

The demand for natural pigments has been growing due to the harmful effects of some
synthetic dyes and the search for more sustainable forms of consumption. In this context,
fungal pigments provide a good alternative to synthetics ones. Antarctic microbial
communities are of great importance for the production of secondary metabolites, such as
pigments, due to their role in helping these organisms adapt to the extreme environment in
which they live. Furthermore, because of their isolation, these communities can be a rich
source of new products with unique structures. This study aimed to analyze the production of
red pigments by the fungus Pseudogymnoascus sp. 6DC415-1, isolated from antarctic marine
sediments, as well as optimizing it, followed by purification and identification of the pigments
produced. In order to do that, the production of red pigments was evaluated at temperatures of
15 and 25 °C and at pHs 3, 5, 7 and 9 in 2% Malt broth for 20 days of incubation at 150 rpm.
The biggest production of pigments obtained, quantified in the absorbance reading at 500 nm,
was at 15 °C and pH 5. No red pigments production was detected at 25 °C. The fungus was
cultivated in 1% Malte Agar medium and pigments produced were extracted from the culture
medium with acetone. The crude extract was subjected to C18 reversed-phase
chromatography for its purification, in which three red fractions were eluted in 90 % methanol.
The fractions were submitted to '"H NMR and FT-IR analysis. Two of them were purified and
were similar compounds. According to their spectra, the fractions are melanins, belonging to
the pheomelanin category. The antibacterial activity of the crude extract and fractions was
tested against the bacteria Xanthomonas citri, X. passiflorae, Escherichia coli, Streptococcus
aureus € Bacillus subtilis, using the microdilution in wells method and reading of their O.Dsoo.
No growth inhibition greater than 50% was observed. The antioxidant activity of the samples
was also evaluated, using the DPPH scavenging activity method, with an ICso result of 1000
ug/mL for fraction 1 and 1143 pg/mL for fraction 2. Although the genus Pseudogymnoascus
sp. is quite common in the Antarctic environment, there are not many studies regarding its
production of pigments so far, specially pheomelanin. The extracellular, water-soluble red
pigment produced by Pseudogymnoascus sp. 6DC415-1 could then represent a potential for

biotechnological applications.

Keywords: Antartic fungus, natural pigments, pheomelanin.
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1. INTRODUCAO

Corantes s3o substancias quimicas capazes de atribuir cor a algum material e sdo
essenciais na fabricagdo de bens de consumo em multiplos setores da industria, como a de
alimentos, cosméticos, téxtil, de plasticos, entre outras (ALMEIDA et al.,, 2018). A
necessidade de colorir produtos data de milhares de anos atras, com registros do uso de
pigmentos como agentes colorantes em comidas, vestudrios, cosméticos e utensilios por
povos de diversas localidades do globo (ABEROUMAND, 2011; COOKSEY, 2018;
ARDILA-LEAL et al., 2021 VENIL et al., 2020). Esses pigmentos eram obtidos de produtos
naturais vegetais, animais ou minerais (RAO et al., 2017), até o desenvolvimento da mauveina,
a primeira cor sintética, em 1856, por Sir William Henry Perkin, dando inicio a uma
revolucdo na histéria dos corantes sintéticos, que se propagaram rapidamente (DOWNHAM;
COLLINS, 2000; ZANONI; YAMANAKA, 2016).

O mercado de cores sintéticas se fortaleceu devido as vantagens que estas
apresentaram, como facilidade de producdo, baixo custo e maior capacidade de colorir em
relacdo aos corantes que existiam até entdo, fazendo com que seu uso fosse disseminado em
diversos setores da industria (LAGASHETTI et al., 2019 VENIL, et al. 2020). Porém, muitos
desses corantes sintéticos sao compostos por substancias que podem ser nocivas a saude e
também ao ambiente, por apresentarem uma longa estabilidade, sendo de dificil degradagdo e,
consequentemente, persistindo por muito tempo no ambiente (MANIKPRABHU;
LINGAPPA, 2013; HASSAN; CARR, 2018). Assim, torna-se prioridade retomar a utilizacao
de produtos naturais como alternativa aos sintéticos.

Plantas e micro-organismos sao as principais fontes de pigmentos naturais (RAO et al.,
2017). Os micro-organismos sdo produtores mais vantajosos que os vegetais, devido ao seu
crescimento facil e rdpido, o qual independe de condigdes climaticas e geograficas, por
permitirem um rendimento controlavel e previsivel, alta produtividade, além da possibilidade
de producdo a partir de residuos industriais (MANIKPRABHU; LINGAPPA, 2013;
PANESAR et al., 2015).

E conhecido que os fungos filamentosos sdo produtores de uma enorme variedade de
pigmentos. Os pigmentos sdo produzidos pelos fungos como parte de seu metabolismo
secundario, no qual passam a produzir compostos com func¢des antibidticas, toxicas,
inibitdrias, entre outras, para auxiliar na sua sobrevivéncia e que podem trazer vantagens

sobre outros organismos (LOPES, 2011; BRAKHAGE, 2013), possuindo uma fungao
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ecoldgica para seus produtores (O'BRIEN; WRIGHT, 2011). Os pigmentos fungicos podem
entdo, além de serem utilizados para colorir, trazer potenciais benéficos para a saude humana.

Sdo inimeros os géneros de fungos que sdo produtores de pigmentos. O género mais
popular e antigo no uso de pigmento fungico ¢ o Monascus, produtor de pigmentos amarelos,
laranjas e roxos (RAO et al, 2017; CHEN et al 2017). Outros géneros populares pela
producdo de pigmentos sdo Fusarium (FRANDSEN et al., 2016; SHAH et al. 2017; LEBEAU
et al., 2018), Aspergillus (PAL et al, 2013; SARAVANAN et al., 2020), Penicillium
(DUFOSSE, 2018; JIN et al., 2018; KHAN et al., 2021), e Talaromyces (CHADNI et al.,
2017; MORALES-OYERVIDES et al., 2020). Busca-se a aplicacdo desses pigmentos
fingicos na industria alimenticia (BABITHA, 2009; DUFOSSE, 2018) e para tingimento de
tecidos, couro e madeira (HERNANDEZ et al.,2018; FUCK et al., 2018; YAN et al., 2019;
LIU et al., 2020).

Na busca pela producdo de novos compostos naturais como os pigmentos, ha um
interesse por organismos que vivem em ambientes extremos, por serem nichos poucos
explorados e apresentarem caracteristicas ambientais que induzem os micro-organismos a
produzirem substancias unicas, através de adaptagdes bioquimicas e fisioldgicas e vias
metabolicas diferenciadas, para enfrentar as condi¢cdes extremas em que vivem (TIAN et al.,
2017, DUFOSSE et al., 2014). Um desses ambientes ¢ a Antartica, caracterizada pela
temperatura extrema e com grandes variagdes, salinidade, escassez de nutrientes, mudangas
climaticas acentuadas, alta incidéncia de radiagdo ultravioleta alternada com longos periodos
de auséncia de luz, além dos ciclos de congelamento e degelo (CLARKE, 2003; PIKUTA et
al., 2007; ROSA, 2019). Assim, os organismos que ali habitam possuem um grande potencial
biotecnolégico (DUARTE et al, 2019).

Alguns dos relatos de fungos antarticos produtores de pigmentos envolvem aqueles
conhecidos por produzirem melaninas (HASSAN et al, 2016; PACELLI et. al 2017),
carotenoides (SINGH et al, 2014 ARCANGELI, CANNISTRARO et al., 2000), Geomyces
sp.-WNF-15A produtor de pigmento vermelho-purpura (WANG et al., 2013) e o endémico
Antarctomyces pellizariae de coloragdo intracelular azul (MENEZES et al. 2017).

O fungo alvo deste estudo pertence ao género Pseudogymnoascus, espécies que
estdo presentes em abundancia na Antartica, sendo relatadas em ambientes de solo (ARENZ;
BLANCHETTE, 2011; GOMES et al., 2018; ROSA et al., 2020), associadas a liquens
(SANTIAGO et al., 2015), musgos (TOSI et al., 2002), em permafrost (solo permanentemente
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congelado) (DA SILVA et al., 2020), associadas a macroalgas endémicas (FURBINO et al.,
2014), invertebrados marinhos (GODINHO et al., 2019) e isoladas de lagos (GONCALVES
et al., 2012). Apesar de ser um género bastante presente no ambiente antartico, ainda ndo ha
estudos focados na produ¢do de pigmentos por Pseudogymnoascus spp. isolados da Antartica.

Dessa maneira, considerando o potencial dos micro-organismos da Antartica para a
obtengcdo de pigmentos naturais e outros produtos com usos biotecnoldgicos, o presente
trabalho buscou purificar e identificar os pigmentos naturais produzidos pelo fungo
Pseudogymnoascus sp. 6DC415-1, além de otimizar a produgdo de pigmentos pelo fungo em
diferentes pHs e temperaturas. Buscou-se também avaliar a bioatividade dos pigmentos,

avaliando sua atividade antibacteriana e antioxidante.
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6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

O fungo antartico Pseudogymoascus sp. 6DC415-1 produziu pigmentos vermelhos,
liberados em meio extracelular. Na avaliacdo do efeito da temperatura e pH na producao
desses pigmentos pelo Pseudogymoascus sp. 6DC415- pode-se verificar que a temperatura foi
a variavel de maior influéncia. Na temperatura de 25 °C, ndo se obteve producdo de
pigmentos vermelhos, devido a natureza psicrotrofica do fungo. O melhor resultado de
produgdo nas condigdes testadas foi o cultivo na temperatura de 15°C e pH 5.

A partir da purificagdo utilizando cromatografia em coluna de fase reversa C18 do
extrato vermelho produzido pelo Pseudogymoascus sp. 6DC415-1, foi possivel obter trés
fragdes de coloragdo vermelha, das quais duas fragdes apresentaram alto nivel de pureza. A
partir das analises dos espectros de RMN de 'H e de infravermelho (FT-IR) das duas fragdes,
foi possivel sugerir que os compostos sdo provavelmente melaninas, mais especificamente da
categoria das feomelaninas. Este ¢ seu primeiro registro da produ¢do deste tipo de composto
por um fungo do género Pseudogymnoascus isolado da Antartica.

O extrato bruto ¢ as fragdes obtidas do extrato produzido pelo Pseudogymnoascus sp.
6DC415-1 ndo apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias testadas (X. citri, X.
passiflorae, E. coli, S. aureus e B. subtilis), no intervalo de concentragdes de 3 mg/mL para o
extrato e 0,5 mg/mL para as fracdes.

Na avaliacdo da atividade antioxidante dos pigmentos produzidos, através do método
da captura do radical DPPH, as fragdes apresentam atividade antioxidante com ICso nas
concentragdes de 1000 pg/mL e 1143 pg/mL para as fragdes 1 e 2, respectivamente.

Os pigmentos vermelhos produzidos pelo fungo antartico Pseudogymoascus sp.
6DC415-1 possuem o diferencial de serem soliveis em agua, ndo exigindo solventes
organicos. Isso os torna mais sustentaveis € menos custosos, podendo ser uma boa alternativa
para substituir corantes sintéticos em aplicacdes nas industrias de cosméticos, téxtil,

farmacéutica e de alimentos.
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