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Resumo

Pigmentos produzidos por fungos s&o uma boa alternativa para substituir os
pigmentos de origem sintética, no entanto para que sua produgao industrial seja
viavel economicamente € necessario que seu rendimento seja otimizado. Portanto,
o objetivo do presente estudo foi otimizar a producdo do pigmento extracelular
produzido por uma linhagem fungica isolada de amostras de solo da regido Oeste
do Pantanal Sul-Mato-Grossense. Foram isolados 12 fungos filamentosos, sendo
um produtor de pigmento extracelular de coloragdo vermelha, inicialmente
denominado ISO 15. O isolado apresenta col6nia com cor verde e borda branca,
textura camurga, aspecto seco e verso enrugado. Ao avaliar a estimativa de
rendimento do pigmento, o microrganismo apresentou produgdo somente na
condicdo estatica, a qual apresentou pico da produgdo em 495 mn, com 1,1 de
absorbancia. O maior rendimento de pigmento vermelho bruto foi produzido em
meio caldo Glicose e Extrato de levedura (GY), pH 5,5 a 30°C, sem agitacéo
durante 7 dias de cultivo, obtendo Amax de 4,335 a 495 nm. O pigmento
apresentou elevada estabilidade obtendo 93,56% de atividade residual apos 3
horas a 50°C. Nossos resultados demonstram que a otimizagcao dos parametros de
cultivo pode aumentar a produgdo do pigmento de interesse pelo fungo

selecionado.
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1 Introdugao

Pigmentos naturais tém sido cada vez mais utilizados pelas industrias
farmacéutica, téxtil e alimenticia por se apresentarem como alternativa ao uso de
pigmentos quimicos, devido ao aumento da preocupacado do mercado consumidor
com os riscos a longo prazo sobre a toxicidade, carcinogenicidade e alergias
(RAMESH e MUTHURAMAN, 2018; WANG et al., 2020), além de outros problemas
toxicologicos potenciais associados aos pigmentos quimicos. Dentre as formas de
contornar esses riscos esta a utilizacdo de pigmentos de origem bioldgica.

Biopigmentos podem ser produzidos por animais, plantas e microrganismos,
contudo, pigmentos de origem vegetal ou animal possuem algumas desvantagens
como, por exemplo, instabilidade dos compostos e producido dependente da
estagcdo sazonal do ano. Por outro lado os pigmentos provenientes de
microrganismos ocorrem em ambiente controlado, apresentam elevado rendimento
e sua produgao pode ser melhorada por ensaios de otimizagdo (BOUHRI et al.,
2020; SANCHEZ-MUNOZ et al., 2020).

Entre os microrganismos produtores de pigmento, fungos filamentosos tém se
destacado por produzirem pigmentos extracelulares, o que reduz o custo e o tempo
de producao (KALRA, CONLAN e GOEL, 2020). Pigmentos produzidos por fungos
filamentosos possuem ainda propriedades de propriedades antimicrobianas
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2010), além disso, apresentam alta estabilidade quimica
quanto a variagbes de pH e temperatura e baixa geragdo de residuos
(SUWANNARACH et al., 2019).

No entanto, para que a produgdo de biopigmentos fungicos seja
economicamente viavel € necessario prospectar microrganismos com elevado
potencial produtivo de pigmentos e otimizar os parametros de cultivo destes
microrganismos. Realizar a busca por fungos produtores de pigmentos em
ambientes pouco explorados aumenta a possibilidade de encontrar novas cepas e
novas moléculas . Neste sentido o Pantanal € um dos biomas brasileiros que
possui a menor quantidade de espécies de fungos identificadas(PANDEY et al.,
2018; FORZZA et al., 2010).



Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi otimizar a producao de
pigmento extracelular produzido por uma linhagem fungica isolada de amostras de
solo da regido Oeste do Pantanal Sul-Mato-Grossense e verificar a sua estabilidade

em diferentes temperaturas.

2 Metodologia

2.1 Coleta e isolamento do microrganismo

Foram coletadas amostras de solo do Pantanal Sul-Mato-Grossense, no
municipio de Corumba, Mato Grosso do Sul, Brasil. As amostras foram diluidas
seriadamente em solucéo salina a 0,85% e 100 pL foi inoculado em placas de Petri
contendo 20 mL de meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) acrescido de 0,25
g/L de tetraciclina. As placas foram incubadas a 28°C, e as colbnias foram

replaqueadas para obter col6nias puras.

2.2 Manutengdo dos microrganismos

Os microrganismos isolados foram mantidos em tubos de ensaio contendo
meio BDA inclinado. Posteriormente ao crescimento, os microrganismos foram

preservados em geladeira a temperatura de 5°C

2.3 Inéculo

O microrganismo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40
mL de BDA inclinado, mantido por 7 dias a 28°C. A suspensé&o do fungo foi obtida
pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando 25 mL de caldo
Batata Dextrose (BD). A inoculagdo do microrganismo se deu pela transferéncia de

2,5 mL dessa suspensao em 50 mL do meio de cultivo.

2.4 Cultivo do fungo e estimativa de rendimento do pigmento

O cultivo foi realizado em caldo BD a 28°C sob a agitagdo de 100 rpm em
mesa agitadora e em condigdes estaticas. Apds a incubagado, as culturas foram
filtradas com duas camadas do tecido voil, centrifugadas a 4000 rpm por 15

minutos, posteriormente a producdo de pigmento foi avaliada. A anadlise da



producao de pigmentos foi realizada pela medi¢cao do nivel maximo de absorbéancia

(AU) do pigmento utilizando um espectrofotdbmetro em uma faixa de 410 a 530 nm.
2.5 Otimizagao da producgao de pigmentos fungicos
2.5.1 Producgao de pigmentos em diferentes meios de cultivo

A produgéo de pigmento foi avaliada em diferentes meios de cultivo, sendo:
Batata Dextrose (BD), Czapek, Glicose e Extrato de Levedura (GY) e meio de
Farelo de Trigo em estado estatico a 28°C durante 7 dias. O meio de cultivo que
apresentou maior produgdo de pigmento foi utilizado nos experimentos

subsequentes.

2.5.2 Efeito da temperatura para producao de pigmentos

A temperatura 6tima de producdo de pigmento pelo fungo foi avaliada pela
incubacdo da cultura em temperaturas de 25, 28 e 30°C por 7 dias de cultivo
estatico, no respectivo meio de cultivo selecionado anteriormente. A maior maxima
producdo de pigmentos foi determinada pela medi¢do do nivel maximo de AU de

pigmentos usando um espectrofotdmetro.

2.5.3 Efeito do pH inicial do meio na produgao de pigmento

O efeito do pH na produgao de pigmento pelo fungo foi avaliado nos valores
de pH 3,0 — 8,0, durante 7 dias de cultivo estatico, na temperatura 6tima obtida
anteriormente. O pH do meio foi ajustado com NaOH e H.SO.. A maxima producao
de pigmento foi determinada pela medi¢ao do nivel maximo de AU de pigmentos

usando um espectrofotdmetro.

2.6 Caracterizagao do pigmento produzido
2.6.1 Estabilidade do pigmento produzido em diferentes temperaturas

A termoestabilidade do pigmento em meio liquido foi determinada incubando
os pigmentos por 3 horas em diferentes temperaturas (25-50°C), com incrementos
de 5°C. O Amax em 495 nm foi registrado a cada hora. A porcentagem da
estabilidade foi realizada de acordo com Suwannarach et al. (2019), usando a

seguinte férmula:



Porcentagem de estabilidade = (Af/Ai) x 100

Onde Af é o valor da AU do pigmento depois do tratamento e Ai é a AU antes

do tratamento.

2.7 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados foram
apresentados como a meédia de trés ensaios independentes. A analise estatistica
dos dados incluiu ANOVA seguido pelo teste de Tukey com nivel de significancia de

1%.

3 Resultados e discussao

3.1 Isolamento e caracterizagao do fungo produtor de pigmento

Foram isoladas 12 linhagens de fungos filamentosos, apenas um isolado
(inicialmente denominado 1SO15) apresentou produgdo de pigmento vermelho
extracelular e foi selecionado para este estudo. O microrganismo I1SO15 é
caracterizado por col6nias de cor verde, borda branca, textura camurga e aspecto
seco quando inoculado em meio BDA por 7 dias a 28°C. O verso da col6nia é
enrugado e possui coloragdo vermelha em razdo da produgdo do pigmento
extracelular(Figura 1). A produgdo do pigmento concentra-se na regido central e

irradia para as bordas da col6nia.
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Figura 1. Anverso (A) e reverso (B) da col6nia do ISO 15 apds 7 dias de cultivo a
28°C em meio BDA.

3.2 Estimativa da produc¢éao de pigmento

A quantificacdo de pigmento produzido pelo 1ISO15 foi realizada cultivando o
microrganismo em Caldo BD em condi¢gbes de cultivo sob agitagdo e estatico.
Entretanto, o microrganismo apresentou produg¢ao pigmentar no cultivo estatico.

O comprimento de onda de AU maxima no cultivo em meio BDA estatico foi
obtido em 495 nm, com 1,1 de AU (Figura 2), sendo este comprimento de onda

selecionado para avaliar o rendimento total do pigmento nas etapas subsequentes.
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Figura 2. Espectro de varredura do pigmento produzido por ISO 15 por cultivo

submerso em caldo BD apés 7 dias a 28°C.
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3.3 Otimizagao da producgao
3.3.1 Efeito do meio de cultivo na produgao de pigmento

Dentre os meios liquidos avaliados, o maior rendimento de pigmento vermelho
bruto foi obtido em meio caldo GY com 2,428 de AU em 495 nm. Enquanto nos
meios BD, Czapek e Farelo de Trigo apresentaram respectivamente 1,1, 0,160 e
0,043 UA,gs (Figura 3). Devido a maior produgao do biopigmento em meio GY, o

mesmo foi utilizado nos ensaios seguintes.

3,01
2,51
2,04

1.5+

AU s

1,0

0,51
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0.0- ﬁ -
BD GY czp FT
Meio de cultivo

Figura 3. Efeito de diferentes meios de cultivo na produgao de pigmento vermelho

por cultivo submerso pelo isolado ISO15 em diferentes meios apés 7 dias a 28°C.
Legenda: BD (Batata Dextrose), GY (Glicose e Extrato de Levedura), CZP (Czapek), FT (Farelo de

Trigo).

Os resultados obtidos em meios contendo glicose (BD e GY) podem indicar
que esse carboidrato favorece a producdo do biopigmento evidenciando que a
producdo de pigmentos por fungos filamentosos € afetada pela fonte de carbono
(SANCHEZ-MUNOZ et al., 2020). Suwannarach et al. (2019) relataram resultados
semelhantes ao encontrado neste estudo onde a maior produg¢do de pigmento por
Nigrosprora aurantiaca foi obtida em meio GY. No entanto, o efeito da glicose sobre
a producao nao foi observado nos estudos de Zhang et al. (2013), onde a produgao

do Monascus purpureus € menor em meios onde a fonte de carboidrato € a glicose.
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3.3.3 Efeito da temperatura, pH e tempo de cultivo na produg¢ao do

pigmento

O efeito da temperatura sobre a producéo de pigmento foi avaliado incubando
o microrganismo em diferentes temperaturas (25-45°). A maxima produgao de
pigmento foi obtida nos cultivos a 30°C, apresentando 3,147 UA,qs, enquanto em
25°C foi obtido 1,859 UA,;; € 35°C apenas 0,037 UA,g (Figura 4A). Nao foi
observado producdo de pigmento pelo ISO15 quando o mesmo foi incubado em 40
e 45°C.

Entre os valores de pH avaliados, a maior producéo de pigmento foi obtido em
pH de 5 a 6, tendo como maior média 4,335 UA,q; quando cultivado em meio GY

com pH ajustado para 5,5 (Figura 4B).

3.5+ 61

3,01

AU4 95

C

25 30 35 o3 ‘
Temperatura (°C) pH micial do meio

Figura 4. Efeito da (A) temperaturas e (B) pH na producéo de pigmento vermelho

por cultivo submerso pelo isolado ISO15 em meio GY apéds 7 dias.

Fatores como temperatura, pH e condi¢gdes nutricionais afetam
significativamente a biossintese de metabdlitos secundarios (Méndez et al. 2011),

em parametros inferiores ou superiores aos descritos como 6timo, foi observado
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reducdo das atividades metabdlicas com consequente inibicdo da producido de
pigmento.

O aumento da produgdao de pigmento desencadeada por mudangas nas
condicdes de cultivo também foi descrita em outros estudos. Segundo Pandey et al.
(2018), um isolado do género Penicillium apresentou maior produg¢ao do pigmento
em 495 nm em meios com pH 3,0 e sob a temperatura de 15 e 35°C no 15° dia de
cultivo. Enquanto Suwannarach et al. (2019), ao estudar uma linhagem de
Nigrospora aurantiaca relatou a maior producdo em meio GY a 27°C e pH 5,0.

O efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de pigmento também foi
determinado. A produgédo do pigmento iniciou-se no 4° dia de cultivo (0,069 AU)
com produgao maxima de pigmento no 15° dia, pH 5,5 a 30°C em caldo GY (Figura
5), no entanto, ndo houve diferenga significativa na producéo de pigmento entre o
12° ao 15° dia.

"0 0123456 7 8 910111213 14 15
Tempo de cultivo (dias)

Figura 5. Efeito do tempo de cultivo na producéo de pigmento vermelho por cultivo
submerso pelo isolado ISO 15, pH 5,5 a 30°C.

O tempo de cultivo € um fator que influencia a produgcdo de pigmento e
consequentemente seu custo de aplicagdo. Fungos filamentosos geralmente
requerem longos periodos quando incubados em cultivos submersos, resultando
em elevado estresse no meio de cultivo, o que pode estimular a producédo de

pigmentos pelo microrganismo. Esse estresse pode ser resultado do esgotamento
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de nutrientes e do acumulo de produtos residuais (USMAN et al, 2018).

A otimizacdo das condi¢cdes de cultivo se mostraram essenciais para
maximizar a producado de pigmento pelo ISO 15. Diversos autores relatam a
importancia da otimizacdo das condi¢cdes de cultivo para aumentar a produgao de
metabdlitos por fungos filamentosos e consequentemente reduzir os custos de
aplicacao (ZHANG et al., 2013; PANDEY et al., 2018; SUWANNARACH et al.,
2019).

3.4 Caracterizagao do pigmento produzido
3.4.1 Estabilidade do pigmento produzido em diferentes temperaturas

A estabilidade do pigmento em diferentes temperaturas € uma das principais
caracteristicas buscadas para a aplicacao industrial (VENIL et al., 2020). O
pigmento produzido pelo ISO15 manteve sua atividade original apos 3 horas de
incubacdo em diferentes temperaturas, apresentando 93,56% apods 3 horas de
incubacao a 50°C, tendo a maior termoestabilidade em 35°C restando 99,52% de

atividade residual (Figura 6).

100_%
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Figura 6. Absorbancia residual do pigmento apds ser submetido a temperatura de
25°C a 50° por 1, 2 e 3 horas.

Esse resultado também foi observado por Suwannarach et al., 2019, onde néo
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houve perda da cor do pigmento fungico quando submetido a faixa de temperatura
de 20-80°C por 2 horas. Resultados semelhantes foram corroborado por
Sastrawidana, Maryam e Sukarta (2016), onde o pigmento se manteve estavel
entre 30-80°C durante 15 minutos. Termoestabilidade de pigmentos fungicos
também foi relatado em periodos mais longos (25 horas) em temperaturas
inferiores a 60°C (CARVALHO et al., 2005).

4 Conclusao

O fungo ISO15 apresentou capacidade para produzir pigmento extracelular
vermelho, sendo o maior rendimento obtido no meio GY, pH 5,5 a 30°C, sem
agitacdo em 12 dias. O biopigmento produzido também apresentou elevada
termoestabilidade em 50°C por 3 horas.

Nossos resultados demonstram a importancia da otimizagcdo dos parametros
de cultivo. As caracteristicas descritas, somadas a expressiva produgao do
pigmento vermelho pela linhagem selecionada estimulam a caracterizacéo e

aplicagao industrial deste biopigmento.
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