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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo produzir pigmentos biotecnoldgicos e avaliar a
estabilidade e algumas atividades bioldgicas in vitro a partir da levedura Pseudozyma CCMB
300 e do fungo filamentoso Penicillium roqueforti ATCC 10110. O cultivo dos fungos foi
feito em estado sélido e submerso. A extracdo dos pigmentos foi realizada aplicando o
planejamento simplex-centroide. A espectrofotometria de absorcdo no Ultravioleta-visivel
(UV-vis), a Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT-IR), Cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, com uma fonte de ionizagédo por
eletroscopray (ESI) em modos positivo e negativo (CLAE-EM/EM) foram as técnicas
utilizadas para analise do perfil quimico das amostras. A estabilidade dos pigmentos foi
avaliada em diferentes valores de pH (2-10) e temperaturas (10-100 °C) e frente a luz solar
(2 horas). A atividade antioxidante foi realizada pelo método do sequestro do radical estavel
(*DPPH), captura do radical livre ABTS'" e pelo sistema B-caroteno/acido linoleico. A
atividade antibacteriana foi realizada frente as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC
29213) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) pelo método da microdilui¢do em caldo.
De modo geral, a Pseudozyma 300 produziu apenas pigmentos intracelulares (cor amarela),
sendo a acetona o0 melhor solvente extrator. Ja o P. roqueforti, produziu somente pigmentos
extracelulares (cor verde), sendo o etanol o solvente mais viavel para extracdo. A analise de
varredura com UV-vis revelou um pico intenso na regido de 450 nm para o pigmento da
Pseudozyma 300 e picos na regido de 500 para o pigmento do P. roqueforti. O espectro FT-
IR da fracdo do pigmento da Pseudozyma 300 exibiu estiramentos em 2923, 2853, 1463. J&
a fracdo de acetona do pigmento do P. roqueforti (FAPP300) exibiu estiramentos em 3277,
2924, 1830, 1076 € 1020 nm. A FEPPR inibiu mais o radical *DPPH (IC 42,22 0,1 pg/mL)
e apresentou compostos fendlicos (80,25+0,1 ug EAG/mg). A FAPP300 inibiu melhor o
radical ABTS™" (IC 36,58+0,1 pg/mL) e apresentou 52% de inibicdo do sistema pB-
caroteno/acido linoleico. Apenas a FEPPR apresentou Concentracdo inibitéria minima
(CIM) de aproximadamente 50 pg/mL e concentracdo bactericida minima (CBM) de 1000
pg/mL frente a cepa S. aureus. Ambos pigmentos foram termoestaveis em todas
temperaturas testadas e frente a luz solar. Além disso, a FEPPR apresentou estabilidade em
pH neutro e bésico. Os resultados deste trabalho sugerem que a Pseudozyma 300 e o P.
roqueforti, podem ser uma fonte em potencial de pigmentos naturais com algumas atividades
bioldgicas.

Palavras-chaves: solventes extratores, atividade antioxidante, atividade antibacteriana,
estabilidade fisico-quimica.
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1. INTRODUCAO

Os corantes e pigmentos sdo aditivos amplamente empregados em muitas industrias,
visto que a cor cumpre um papel essencial ao fornecer uma aparéncia atraente aos produtos
(PARMAR et al., 2018). Pigmentos naturais vém sendo considerados uma op¢éo mais segura
para salde humana, ja que estudos atuais sugerem possiveis efeitos toxicos causados pelos
corantes sintéticos, incluindo potencial genotoxico (ATLI SEKEROGLU et al., 2017),
nefrotoxico (ERDEML et al., 2017) e hepatotoxico (EL-DESOKYET al., 2017). Além disto,
tendo em vista que muitos percursores dos corantes sintéticos geralmente sdo derivados de
produtos petroquimicos, este fato aumenta ainda mais a preocupacdo de consumidores
quanto a seguranca da ingestdo por tempo prolongado dessas substancias, além de que esta
é uma fonte de corante ndo renovavel (KOBYLEWSKI et al., 2012).

Neste contexto, antagonicamente aos corantes sintéticos, além de colorir, geralmente
muitos pigmentos naturais possuem propriedades benéficas a sadde humana, incluindo
atividade antioxidante (JIMENEZ et al., 2018), anticancerigena (SOUMYA et al., 2018),
anti-inflamatoria (PANGESTUTI et al., 2017) e antibacteriana (KIM et al., 2018). Ainda
que frequentemente 0s microrganismos sejam associados a contaminagéo e degradacao de
alimentos, os mesmos possuem grandes vantagens de producdo de pigmentos naturais em
condicBes laboratoriais quando comparado as outras fontes, como plantas e insetos,
podendo-se citar a independéncia sazonal, processamento mais facil e altos rendimentos do
composto (DA COSTA et al., 2016).

Entre os microrganismos produtores de pigmentos naturais destacam-se os fungos
filamentosos e as leveduras (DUFOSSE et al., 2014). O fungo filamentoso Penicillium
oxalicum produz um pigmento vermelho (arpink red), sendo este ja vendido comercialmente
(DUFOSSE et al., 2014), as leveduras Rhodotorula toruloides (PARK et al., 2017),
Xanthophyllomyces dendrorhous (BARREDO et al. 2017) e Phaffia rhodozyma (SCHEWE
et al 2017) sdo potenciais fontes de pigmentos carotenoides, dentre outros.

O Penicillium roqueforti é caracteristico da regido da Franca e comumente utilizado
para producdo de queijos-azuis como o Roquefort e Gorgonzola. Este fungo filamento ja foi
amplamente estudado para producdo de enzimas, incluindo as lipidicas e celuloliticas
(FERRAZ, et al., 2018; LI et al., 2010). A Pseudozyma 300 é uma levedura peculiar da

regido do semiarido nordestino. Os poucos trabalhos encontrados desta levedura estdo



relacionados com a producdo de polissacarideos e enzimas liticas (ASSIS et al., 2014; SENA
et al., 2012). Apesar da importancia biotecnoldgica ja apresentada na literatura pela
Pseudozyma 300 e P. Roqueforti sdo escassos trabalhos que reportam a utilizacdo destas
cepas para producdo de pigmentos naturais.

Portanto, diante das vantagens do uso de pigmentos naturais citadas acima, este
trabalho teve como objetivo extrair, caracterizar parcialmente, avaliar a estabilidade e
algumas atividades bioldgicas in vitro de pigmentos naturais obtidos da levedura
Pseudozyma CCMB 300 e do fungo filamentoso Penicillium roqueforti ATCC 10110.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

o Produzir pigmentos biotecnoldgicos a partir da levedura Pseudozyma CCMB
300 e do fungo filamentoso Penicillium roqueforti ATCC 10110.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Extrair e fracionar por particdo liquido-liquido o pigmento intracelular e
extracelular da Pseudozyma CCBM 300 e do P. roqueforti ATCC 10110 sob cultivo em
estado solido e submerso.

. Caracterizar parcialmente os pigmentos obtidos da Pseudozyma CCBM 300
e do P. roqueforti ATCC 10110 por UV-vis, IF-TR e CLAE-EM/EM.

. Testar a termoestabilidade, fotossensibilidade e estabilidade sob diferentes
pHs dos pigmentos obtidos da Pseudozyma CCBM 300 e dos P. roqueforti ATCC 10110.

o Avaliar a atividade antioxidante e antibacteriana in vitro dos pigmentos
extraidos da Pseudozyma CCBM 300 e do P. roqueforti ATCC 10110 pelos métodos de
sequestro do radical livre DPPH®*, sequestro do radical livre ABTS*" e pelo sistema da
inibicdo da co-oxidacdo do B-caroteno.

o Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos pigmentos extraidos da
Pseudozyma CCBM 300 e do P. roqueforti ATCC 10110.

o Avaliar o potencial antiproliferativo in vitro dos pigmentos sobre células
tumorais MCF-7 (carcinoma de mama humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano)

e MRC-5 (fibroblasto de pulmao humano).
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CAPITULO I - REFERENCIAL TEORICO

1 PIGMENTOS NATURAIS E CORANTES SINTETICOS

Corantes sdo substancias largamente utilizadas pelas indastrias alimenticia, téxtil,
cosmetica e farmacéutica, visto que a cor esta diretamente ligada a aceitagdo sensorial de um
produto (CARDOSO et al., 2017). O primeiro corante sintético foi produzido pelo quimico
inglés William Henri Perkin em 1856, denominado de mauveina (3-amino-2-metil-5-fenil-
7- (p-tolilamino) -5-fenazinio). Os corantes sintéticos adentraram o mercado mundial devido
a sua facilidade de producdo, baixo custo, auséncia de sabor e alto poder colorante (PRADO
et al., 2009).

A diferenca entre pigmentos e corantes se da basicamente pelo tamanho da particula
e 0 grau de solubilidade no meio em que estdo inseridos. Assim, pigmentos possuem
tamanho entre 1-2 um sendo praticamente insolivel quando incorporados na agua, ja o
segundo € menor e soltvel (TORRES et. 2016).

Os pigmentos naturais sdo considerados uma op¢do mais segura tanto para a saude
guanto para 0 meio ambiente, ja que 0s corantes sintéticos vém sendo associados a efeitos
prejudiciais a saude, como 0s corantes amaranto e eritrosina que indicaram efeitos
citostaticos e citotoxicos in vitro (MPOUNTOUKAS et al., 2010). Estudos com a tartrazina
sugerem efeitos de nefrotoxicidade in vivo (ERDEMLI et al., 2017), citotoxicidade in vitro
(MPOUNTOUKAS et al., 2010), interferéncia na aprendizagem e na memoria in vivo (GAO
et al., 2011) e alteracbes em parametros fisioldgicos e bioguimicos in vivo (AREFIN et al.,
2017). Além disso, a maioria dos corantes sintéticos sdo provenientes de subprodutos do
petroleo, sendo esta uma fonte ndao-renovavel (KOBYLEWSKI JACOBSON, 2012). Nesta
perspectiva, a crescente demanda por produtos naturais que realmente sejam benéficos a
salde humana ocasionou o aumento significativo de pesquisas voltadas a area destes
compostos naturais.

Os pigmentos naturais sdo derivados de fontes como insetos, plantas ou
microrganismos (bactérias, algas e fungos) (BUHLER et al., 2015). Além da funcéo
colorante, geralmente, estes compostos possuem metabdlitos ativos com atividades
bioldgicas, podendo-se citar estudos como o de ARAUJO et al. (2018) no qual os resultados
do seu estudo sugerem um efeito protetor do pigmento carotenoide bixina contra a colite

induzida pelo &cido trinitrobenzenossulfonico em ratos. Os extratos de Curcuma



longa indicaram capacidade de reducdo dos efeitos hepatotoxicos causados pelo mercurio
em ratos (JOSHI et al, 2017), os pigmentos carotenoides da Rhodotorula
glutinis apresentaram atividade bacteriana frente as cepas Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Enterococcus
faecalis e Listeria monocytogenes (YOLMEH et al., 2016).

Sabe-se que as principais fontes de pigmentos naturais sdo as plantas e 0s
microrganismos. Neste contexto, embora as plantas sejam adequadas para producdo de
pigmentos, tais compostos responsaveis pela cor podem néo estar disponiveis o ano todo,
uma vez que, na maioria das vezes, dependem de fatores sazonais e geograficos (TULI et
al.,2015; GMOSER et al., 2017). Os pigmentos microbianos destacam-se como uma fonte
alternativa prontamente disponivel na natureza. Além do mais, possui versatilidade no uso
de substratos para seu crescimento e permite melhor controle das condi¢Ges operacionais,
como pH, temperatura, oxigénio dissolvido e intensidade luminosa (CARDOSO et al., 2017;
RAO et al. 2017).

A producao de biomoléculas por microrganismo possui ligacdo direta com condicdes
de bioprocessos (SHARMILA et al., 2013). Desse modo encontrar a melhor maneira de
conduzir o processo e definir as concentrag@es de nutrientes € muito importante, ndo s6 com
o intuito de reducdo do custo de produ¢do, como também aumentar a producdo de pigmentos
(TULI et al., 2015; TORRES et al., 2016). Entre os microrganismos produtores de
pigmentos destacam-se os fungos filamentosos e as leveduras (DUFOSSE et al., 2014;
DUFOSSE et al., 2005).

O fungo filamentoso Monascus ssp. produz pigmentos amarelos (ankaflavine,
monascine), laranjas (rubropunctatine, monascorubrine) e vermelhos (rubropunctamine,
monascorubramine) (RAO et al. 2017). O fungo Talaromyces albobiverticillius produz
pigmentos vermelhos similares aos do Monascus (VENKATACHALAM et al., 2018), a
levedura Phaffia rhodozyma produz pigmento astaxantina (SCHEWE et al., 2017), a
Rhodotorula glutinis sintetiza o betacaroteno (MURUGESAN et al., 2017). Segundo
DUFOSSE et al., 2014 as industrias alimenticias ja utilizam alguns pigmentos obtidos por
fermentagdo fungica, incluindo o pigmento Monascus, o Arpink Red do Penicillium
oxalicum, a riboflavina da Ashbya gossypii e o licopeno e 3-caroteno da Blakeslea trispora
(DUFOSSE, 2014). O ang-kak (arroz vermelho) sintetizado pelo Monascus pupureos é o

pigmento de origem fangico comercializado mais antigo (DUFOSSE et al., 2005).



2 PENICILLIUM ROQUEFORT

O género Penicillium pertence a familia Trichocomaceae (HOUBRAKEN et al.,
2011). Trata-se de um ascomiceto anamorfico, que compreende mais de 300 espécies
(VISAGIE et al., 2014). Normalmente, possui micélios septados e sua reproducéo € do tipo
assexuada por esporulacdo (GHANBARI et al., 2014). Algumas espécies de Penicillium
produzem metabdlitos de interesse biotecnolégico, como o fungo P. oxalicum produtor de
celulase extracelular, B-xilosidase e pigmento (LI et al., 2016), o P. chrysogenum fonte da
penicilina (PIRT et al., 1967), o P. purpurogenum sintetiza pigmento vermelho (MENDEZ
et al., 2011), dentre outros. Na industria de laticinios o P. roqueforti destaca-se sendo
indispensavel para producdo de queijos azuis, incluindo o Roquefort e Gorgonzola
(GHANBARI et al., 2014)

O queijo tipo Roquefort ¢é fabricado com o fungo filamentoso P. roqueforti, o qual
confere a massa uma cor verde-azulada. Este fungo filamentoso possui rapida colonizagdo o
que, geralmente, evita o crescimento de outros microrganismos (LE DREAN et al., 2010).
Durante o processo de maturacdo do queijo, o P. roqueforti produz enzima lipase que induz
a formacdo de acidos caproicos, 0s quais sdo responsaveis pelo sabor e aroma caracteristicos
desse queijo (KINSELLA etal., 1976). A fabricacdo de forma tradicional desse queijo é feita
nas cavernas de Cobalou, no Sul da Franca, mais precisamente na cidade de Roquefort-sur-
Soulzon, sendo por este motivo o nome da iguaria.

O P. roqueforti estd presente na lista disponibilizada pela Food and Drug
Administration (FDA) de fungos que Geralmente Reconhecidos Como Seguros (GRAS).
Além da producéo de queijos esta cepa é fonte de outros compostos biotecnoldgicos, como
enzima celulolitica utilizada no processo de sacarificacdo enzimatica de residuos
lignocelulésicos (FERRAZ et al., 2017). Segundo KALAI et al. (2017) o P. roqueforti cresce
bem em condicdes laboratoriais com temperaturas entre 0-33,5 °C (6tima em 26,9 °C), pH

de 2,9 e 5,6, respectivamente.

3 PSEUDOZYMA 300
A Pseudozyma 300 trata-se de uma levedura endofitica. Fungos endofiticos séo
agentes que residem nos tecidos da planta e geralmente proporciona diversos beneficios as

mesmas, como ajuda no desenvolvimento, aumento da resisténcia em relagéo aos fito-



patdgenos, elimina ervas daninhas e aumenta a tolerancia aos estresses abioticos e bidticos
(ALURAPPA et al., 2018).

Tais fungos podem ser considerados um reservatorio de compostos bioativos
(biocompostos) ainda pouco explorados, como o0s metabdlitos beauvericina, para-
hidroxibenzaldeido, acido indol-3-carboxilico e quinizarina) isolados do fungo endofitico
Epicoccum nigrum que indicam potencial antioxidante e antibacteriano (DZOYEM et al.
2017) e o extrato bruto obtido do fungo endofitico que indicou atividade antibacteriana frente
a bacteéria S. aureus (ELAASSER et al., 2018), dentre outros.

Segundo SENA et al. (2014) a Pseudozyma 300 é fonte de enzimas liticas, as quais
podem ser empregadas para a obtencdo de varios produtos biotecnoldgicos, incluindo
pigmentos naturais. Outros estudos com essa levedura mostram que a mesma é uma fonte
promissora de exopolissacarideos, com significante atividade antinociceptiva no modelo de
contorgdes abdominais induzidas pelo &cido acético em camundongos (SANTIAGO et
al.,2011).

4 METODOS PARA EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE PIGMENTOS

A extracdo dos pigmentos microbianos, intracelulares e/ou extracelulares,
comumente € realizada com solventes organicos, seguindo por outras técnicas mecanicas de
modo a obter o maximo rendimento do composto. Dentre os solventes mais utilizados
destacam-se: acetona, DMSO, acetato de etila, éter de petroleo, metanol e etanol, podendo
estes encontrar-se concentrados, diluidos ou misturados (JIMENEZ et al., 2017).

O processo para ruptura total das células microbianas e obtencdo do pigmento
intracelular pode ser realizado a partir de procedimentos como: banho ultrassénico;
centrifugacdo; maceracdo; trituracdo com perolas de vidro; uso de solventes; entre outros
(VENIL et al., 2016; ZAGHDOUDI et al., 2015).

SOUZA et al. (2016) em seus experimentos para obtencdo de pigmentos fungicos,
primeiro avaliou os extratos através da Cromatografia em camada fina (TLC). Em seguida
as amostras polares foram direcionadas para fracionamento por cromatografia numa coluna
Sephadex usando metanol como eluente. Ja& os extratos apolares foram fracionados por
cromatografia em coluna de fase estacionaria de silica-gel, utilizando como eluentes
misturas de hexano:acetato de etila e acetato de etila:metanol com ordem de polaridade

crescente.
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Ap0s processo de extracdo e separacdo dos pigmentos é importante realizar sua
caracterizagdo quimica de modo a obter a estrutura molecular do composto. Para este fim,
sdo realizadas analises, como Ultravioleta-visivel, Espectrofotometria no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR), Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
Espectroscopia de massas (MS). Tais técnicas analiticas sdo amplamente utilizadas para a
identificacdo, confirmacdo e estudo das estruturas quimicas de diversos pigmentos
(JEHLICKA et al., 2013).

A técnica de FT-IR tem por objetivo identificar os grupos funcionais presentes na
molécula. A regifo que apresenta nimero de ondas entre 4000-400 cm™ é a mais importante
do ponto de vista de caracterizagcdo de compostos organicos, denominada de infravermelho
médio. Essa € uma técnica rapida e pode fornecer dados valiosos para a caracterizacdo do
pigmento, gerando bandas caracteristicas que indicam a possivel classe do composto (DE
ALMEIDA BARBOSA et al., 2007).

A CLAE utiliza uma fase mével que corresponde ao solvente empregado e uma fase
estacionaria que corresponde a particulas porosas esféricas ou irregulares que apresentam
diferentes diametros e suportam pressao até 350 bar, responsaveis pela alta eficiéncia, sendo
de grande versatilidade por permitir o uso de varias fases estacionarias, possibilitando
separar e analisar diversos compostos distintos com alta eficiéncia (DEGANI; CASS;
VIEIRA, 2011).

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica para detectar e
identificar moléculas de interesse por meio da medi¢cdo da sua massa. Trata-se de uma
importante ferramenta fisica que caracteriza as moléculas pela medida da relacdo
massa/carga de seus ions. Essa técnica analitica frequentemente é empregada para identificar
compostos desconhecidos, quantificar compostos conhecidos e auxiliar na elucidagédo
estrutural de moléculas (SILVERSTEIN et al., 2006).

VENKATACHALAM et al., 2018 extraiu pigmentos vermelhos da Talaromyces
albobiverticillius, caracterizando os mesmos pelo sistema cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massa (MS), utilizando a interface de
ionizacao por eletrospray (ESI). PANDEY et al., 2018 obteve um pigmento laranja do fungo
Penicillium sp. (GBPI_P155) e caracterizou parcialmente com os métodos de UV-vis e
Espectroscopia de infravermelho com Transformacéo de Fourier. YANG et al., 2018 em

seu trabalho produziu um pigmento amarelo do Monascus e caracterizou por HPLC acoplada


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814617317600#!
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a um detector de matriz de fotodiodo (PAD) e detector de disperséo de luz evaporativa
(ELSD).

5 ESTUDO DOS PIGMENTOS FUNGICOS

Os pigmentos fangicos podem ser obtidos a partir da fermentacdo em estado solido
(FES) ou submerso (FmS) (SRIANTA et al. 2016) (Tabela 1). A FES é um método
tradicional de fermentacdo. Em tese, FES aplica-se ao método de crescimento de
microrganismos utilizando substratos sélidos proximo da auséncia de agua livre, sendo,
comumente, indicada para cultivo de fungos filamentosos (PANDEY et al., 2000).
GERVAIS et al., 2003 relata que provavelmente uma das principais diferencas entre a FES
e FmS consiste na capacidade de mistura dos componentes do meio. Neste sentido, a FmS
proporciona uma melhor homogeneizagdo dos componentes do meio de cultivo.

A FmS tem como particularidade a utilizacdo de um meio fermentativo liquido com
nutrientes solUveis. Atualmente, este sistema é o mais empregado industrialmente para
obtencdo de varios metabolitos produzidos pelos fungos, visto que proporciona melhor
controle das condicdes operacionais. Alem disso, permite o direcionamento da fermentagédo
de modo a favorecer maiores rendimentos do pigmento (KANG et al., 2014; DIKSHIT et
al., 2017).

Ambos processos de cultivo apresentam aspectos positivos e negativos. Neste
sentido, a FES oferece algumas vantagens quando comparada a FmS, como: menores riscos
de contaminacdo; possibilidade de emprego de residuos agroindustriais como substrato; alta
produtividade de pigmentos com menor custo; condi¢cdes mais proximas do habitat natural
dos microrganismos. Em contrapartida, possui algumas limitacbes operacionais, como
controle da temperatura, do pH, do fornecimento de oxigénio e da homogeneizacdo do meio
de cultivo. Antagonicamente, a FmS permite um melhor controle das condicGes de
fermentacdo, porém com maiores custos (SRIANTA et al., 2016; SOCCOL et al., 2017;
PANDEY, 2003).

Muitos metabdlitos secundarios pigmentados de fungos tém aplicacbes clinicas
potencialmente significativas. O composto mais encontrado na Tabela 1, pertence a classe
dos carotenoides e ndo supreendentemente, a atividade bioldgica em destaque foi a

antioxidante. Estudos sugerem que tais substancias possuem um alto potencial de neutralizar
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a acdo de radicais livres e oxidantes reduzindo o dano oxidativo em biomoléculas,

caracteristica de inimeras doencas inflamatdrias (ZANG et al., 2016).



Tabela 1. Estudo de pigmentos fangicos
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Pais/ _— Condicoes MétOd(.)S de Cor/ Propriedade
Autor/ano x Objetivo Fungo . caracterizacéo Composto LI Conclusao
Regido de cultivo . L Biologica
quimica quimico
Produzir e caracterizar O fungo em estudo ¢
VENKATACH llha da arcialmente o Talaromyces HPLC-PDA-ESI / uma fonte em
ALAM et al. Reuniio i F;nento da cena T albobiverticillius| Submerso MS Vermelho - potencial de
(2018) pigmento da cepa 1. 30548 RMN pigmentos vermelhos
albobiverticillius . Y
livres de citrina.
Os resultados
Comparar as indicam que os
propriedades pigmentos extraidos
antibacterianas e Atividade de R. glutinis
YOLMEH et X 1ox antioxidantes do Rhodotorula . antioxidante | mutante e selvagem
Teerd, Ird | . . . Submerso - Carotenoide
al., 2017 pigmento extraido de glutinis e podem ser usados
R. glutinis selvagem e antibacteriana| como uma fonte
suas cepas tratadas adequada de
com 0s mutagénicos. antibidtico natural e
antioxidante eficaz
Estudos futuros
Produzir pigmentos do poderiam usar
oA cosTAR| Camainss,| 100 ST s rter| g | | vemano | o gt
al., 2017 Brasil CCT 3802 Quetjo para ap
usando lactose como na producdo de
substrato pigmentos por M.
ruber.
Colrr;]veos;:gg(r) ?jo HPLC-PAD- O fungo produz
YANG et al., COMpOsIE ELSD, ESI-MS de| Amarelos e pigmentos amarelos
- pigmento amarelo Monascus ssp | Submerso ~ : - .
2018 alta resolucdo e | monascinas € monascinas

Monascus sollvel em
agua

MS-MS

sollveis em agua
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Penicillium
sclerotiorum 2A
V2, Penicillium
sclerotiorum 2A

Esses resultados
indicam que a
bioprospeccdo de

DOS REIS V6, Aspergillus e
CELESTINO Arge;zzinlas, dIeSOIfJ dflfzr}?OSi Cr?]%?lztgz calidoustus 4BV | Submerso RMN Esclerotiorina - fugg?r? r?]?aif)\r\n/?;\?er}la
etal. (2014) P Pig ‘| 13, Penicillium A
citrinum 2AV18 para buscar novas
e Penicillium fontes de corantes
purpurogenum 2 naturais.
BVv41
Producéo de licopeno
pela levedura R.
Definir o efeito de glut_inis obtida de
HERNANDEZ diversas condicbes de Rodotorula [3-caroteno e thj)lltglc? rzmrszéi?g
-ALMANZA | EUA |cultivo na produgdo de| "0~ Sélido | UV, HPLC : - prese
. glutinisYB-252 licopeno uma alternativa
etal. (2014) carotendides pela cepa atraente para a
de R. glutinis YB-252. P
producdo de
pigmentos
microbianos.
Maximizar a produgéo Concluir que S.
de pigmentos naturais Monascus japonicafoi um
de Monascus spp. utili purpureus Protecio do substrato muito
SURAIYA et zando Saccharina | KCCM 60168 e - ¢ adequado em
- . . Sélido TCL DNAe T
al. (2018) japonica como Monascus oxid condigdes Gtimas
substrato de kaoliang antioxidante para Monascus spp. p
fermentacdo em estado| KCCM 60154 roducéo de
solido. pigmentos naturais.
. . TLC, espectrosco A astaxantina na
Separar e purificar a Phaffia ia ureza de 99 0% foi
DU et al., 2016 - astaxantina de P. rhodozyma Submersa P Astaxantina - P 70
separada com

rhodozyma usando

por UV, HPLC e
ESI/MS /MS

sucesso do extrato



https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/spectroscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/spectroscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/spectroscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/high-performance-liquid-chromatography
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HSCCC pela primeira
vez

bruto de P.
rhodozyma usando
uma combinacdo de

HSCCCe

cromatografia em
coluna de silica gel.

Aspergillus
sydowii
(CML2967),
Selecionar fungos '23?:;?;:?
produtores de (CML2964)
pigmento, identificar Aspergillus,
esses fur]go_s com base keveii Os resultados
em sdeéqgsenglgzér;éirnas (CML2968), indicam que as cepas
spac ; Penicillium . fangicas selecionadas
transcritos, avaliar o . oosporein, .
SOUZA et al . crescimento e a flavigenum orevactaene e podem servir como
" Brasil ~ . (CML2965), | Submersa TLC . ; novas fontes de
2016 producdo de pigmentos Penicillium dihydrotrichod iamentos aue
das linhagens . imerol pigmentos g
. chermesinum possuem importantes
seleglonadas em quatro (CML2966) aplicacoes
d|ferentes_me|os ¢ Epicoccum industriais.
caracterizar os niaram
principais metabdlitos (CMgLZQ71)
coloridos em seus A
extratos Lecanicillium
' aphanocladii
(CML2970) e
Fusarium
sp. (CML2969).
Estudar a producdo de Este estudo mostra a
BULLER et | Campinas- | pigmentos pelo fungo Monascus ruber | Submersa - Amarelo/ viabilidade da
al., 2015 SP, Brazil | Monascus ruber em laranja producdo de

um biorreator

pigmentos naturais
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utilizando glicerina
obtida como
subproduto de uma
industria de biodiesel
como substrato.

por Monascus ruber
em um biorreator
usando um coproduto
de biodiesel sem
tratamento prévio
como substrato.

YOO et al.,
2016

InCheon,
na Coreia
do Sul

Produzir e caracterizar
um pigmento vermelho
pela levedura R.
mucilaginosa AY-01.

Rhodotorula
mucilaginosa AY
-01

Submersa

FT-IR, TLC and
HPAEC

Vermelho
(carotenoide)

Antioxidante
e
antibacteriana

Foi isolada uma
linhagem de
carotenoides, sendo
este parcialmente
purificado usando
uma cromatografia
de afinidade de metal
imobilizado. A
glicose foi
identificada como o
principal
monossacarideo por
analise HPAEC. Os
carotenoides
glicosidicos
mostraram as
atividades
antioxidantes e
antibacterianas
significativas.

HPLC- Cromatografia liquida de alta eficiéncia; PDA - Detector de conjunto de fotodiodos; ESI-MS- Espectrometria de massas com ionizacdo electrospray; RMN-
ressonancia Magnética Nuclear; UV- Ultravioleta; TLC - Cromatografia de camada delgada; FT-IR - Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier; HPAEC-
Cromatografia de troca anidnica de alto desempenho.
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CAPITULO Il - ARTIGO

PRODUCAO, CARACTERIZACAO PARCIAL E AVALIACAO DO POTENCIAL
FARMACOLOGICO DE PIGMENTOS FUNGICOS

RESUMO

O presente estudo teve por objetivo extrair, caracterizar parcialmente e avaliar algumas
propriedades bioldgicas de pigmentos biotecnoldgicos obtidos da levedura Pseudozyma
CCMB 300 e do fungo filamentoso Penicillium roqueforti ATCC 10110. Para ativacdo de
ambas cepas empregou as metodologias de cultivo em estado solido e submerso. Extracéo
dos pigmentos foi realizada usando o planejamento simplex-centroide. A Espectrofotometria
de absorcdo no Ultravioleta-visivel (UV-vis), a Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR), a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a
Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-
MS/MS) foram as técnicas utilizadas para caracterizacdo parcial das fracbes. Foi
determinada a termoestabilidade (10-100°C), a estabilidade sob diferentes pH (2-10) e frente
a luz solar (2 h). A atividade antioxidante foi determinada in vitro avaliando a capacidade
de sequestrar os radicais organicos *DPPH e ABTS"" e pelo método de co-oxidagdo do B-
caroteno/acido linoleico. A atividade antibacteriana foi determinada usando um método de
microdiluicdo com as cepas Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. A
Pseudozyma 300 produziu apenas pigmentos intracelulares, sendo a acetona o melhor
solvente extrator. Ja o P. roqueforti, produziu somente pigmentos extracelulares, sendo o
etanol o solvente mais viavel para extracdo. A Fracdo etanolica do pigmento do P. roqueforti
(FEPPR) inibiu mais acentuadamente o radical *DPPH (1C42,22 0,1 ug/mL), aléem de exibir
compostos fendlicos (80,25+0,1 pug EAG/mg). A Fracdo de acetona do pigmento da
Pseudozyma 300 (FAPP300) inibiu mais o radical ABTS™" (1C36,58 +0,1 pg / mL). No
ensaio antibacteriano apenas a Fracdo etandlica do pigmento do P. roqueforti inibiu a cepa
S. aureus (CIM 50 pg/mL e CBM 1000 pg/mL). Ambas fracGes dos pigmentos (FEPPR e
FPP300) foram termoestaveis em todas as temperaturas testadas e estabilidade sob a luz solar
(2 h). Aléem disso, a FEPPR apresentou estabilidade em pH neutro e béasico. Os resultados
encontrados nesse estudo sugerem que a Pseudozyma 300 e o P. roqueforti, podem ser uma
fonte em potencial de pigmentos naturais.

Palavras-chaves: solventes extratores, atividade antioxidante, atividade antibacteriana,
estabilidade fisico-quimica.
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PRODUCTION, PARTIAL CHARACTERIZATION AND ASSESSMENT OF
PHARMACOLOGICAL POTENTIAL OF FUNGAL PIGMENTS

ABSTRACT

The study aimed to extract, partially characterize and evaluate some biological
properties of biotechnological pigments obtained from the yeast Pseudozyma CCMB 300
and the filamentous fungus Penicillium roqueforti ATCC 10110. For the activation of both
strains, it was used the methodologies of culture in solid and submerged state. Pigment
extraction was performed using the simplex-centroid planning. Ultraviolet-visible
absorption spectrophotometry, Fourier-Transform Infrared Spectroscopy and High
Performance Liquid Chromatography were the techniques used for partial characterization
of fractions obtained from crude pigments. Thermostability (10-100 ° C), stability under
different pHs (2-10) and sunlight (2 h) were determined. The antioxidant activity was
determined in vitro by evaluating the ability of DPPH and ABTS* organic radical
scavenging assay and by the co-oxidation method of B-carotene / linoleic acid. The
antibacterial activity was determined using a microdilution method against the strains
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. Pseudozyma 300 produced only
intracellular pigments, with acetone being the best solvent extractor. P. roqueforti, in
contrast, produced only extracellular pigments, with ethanol being the most viable solvent
for extraction. The ethanolic fraction of P. roqueforti pigment (EFPRP) showed more a
stronger inhibition of DPPH (IC42.22 + 0.1 pg / mL) and phenolic compounds (80.25 = 0.1
nug EAG / mg). The acetone fraction of the pigment of Pseudozyma 300 (AFPP300) further
inhibited the ABTS radical * + (IC36.58 + 0.1 ug / ml). In the antibacterial assay only the
ethanolic fraction of the pigment of P. roqueforti inhibited the S. aureus strain (MIC 50 pg /
mL and CBM 1000 pg / mL). Both pigment fractions (EFPRP and AFPP300) presented
thermostability in all tested temperatures and stability under sunlight (2 h). In addition, the
EFPRP showed stability at neutral and basic pH. The results found in this study suggest that
Pseudozyma 300 and P. roqueforti may be a potential source of natural pigments.

Keywords: extractive solvents, antioxidant activity, antibacterial activity, physico-chemical
stability.
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INTRODUCAO

A cor é um item essencial na aceitacdo sensorial de um produto e, muitas vezes,
influencia diretamente na decisdo de compra (Venkatachalam et al., 2018). Dados recentes
apontaram que os pigmentos naturais representam 31% do mercado de aditivos versus 40%
dos sintéticos e semissintéticos (Lv et al., 2017). Percebe-se que esse cenario vem se
transformando, uma vez que os pigmentos naturais sdo biodegradaveis e, geralmente,
apresentam baixa toxicidade (Lv et al., 2017; Erdemili et al., 2017).

A producdo de pigmentos via fungos encontra-se em expansdo e apresenta um
elevado potencial biotecnolédgico (Torres et al., 2016). Os pigmentos fangicos podem ser
considerados uma alternativa promissora em relacdo aos obtidos de animais ou vegetais,
visto que apresentam alta versatilidade no crescimento e nas condi¢des operacionais (Buller
et al., 2015). Os pigmentos naturais além de colorir podem ser considerados ingredientes
funcionais, pois, na maioria das vezes, possuem biocompostos com diversas propriedades
bioldgicas, incluindo atividade antioxidante e antibacteriana (Li et al., 2013; Yolmeh et al.,
2017).

Nesta perspectiva, diversos autores tém utilizado fungos para producdo de
pigmentos, como Yolmeh et al., (2017) que extraiu pigmentos carotenoides de Rhodotorula
glutinis com atividade antibacteriana sob a bactéria Staphylococcus aureus (2 mg/mL).
Morales-Oyervides et al., (2015) produziu pigmentos vermelhos do Penicillium
purpurogenumcom, sendo estes termoestaveis até 80 °C e instaveis em pH acidos. Yooh et
al., 2016 obteve um pigmento carotenoide glicosidico da levedura Rhodotorula
mucilaginosa, o qual mostrou uma atividade antioxidante sob o radical ABTS de 82 % (2
mg/mL).

A Pseudozyma 300 é uma levedura tipica da regido do semiarido nordestino e ja foi
utilizada biotecnologicamente para producdo de enzimas liticas e inulinases (Assis et al.,
2014; Sena et al., 2012). O fungo filamentoso P. roqueforti é caracteristico da Franca e as
diversas pesquisas realizadas com o mesmo sdo, geralmente, para producdo de enzimas
(Ferraz, et al., 2018; Li et al., 2010). Assim, apesar do interesse biotecnoldgico ja descritos
da Pseudozyma 300 e do P. roqueforti, sdo escassos trabalhos em que ha utilizacdo destes

para a producgéo de pigmentos naturais, o que evidencia a originalidade do presente estudo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877415001879#!
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Nesta perspectiva, diante da maior conscientizagdo dos consumidores sobre 0s
efeitos nocivos dos corantes sintéticos, as industrias farmacéuticas e alimenticias estdo
buscando cada vez mais aditivos de fontes naturais (Yolmeh et al., 2017). Portanto, o
objetivo deste trabalho consiste na extracao, caracterizacdo quimica parcial e avaliacdo das
potencialidades bioldgicas de pigmentos biotecnoldgicos utilizando as cepas Pseudozyma
CBMM 300 e P. roqueforti ATCC 10110 como fonte deste biocomposto.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismos

A levedura Pseudozyma CCMB 300 foi obtida da Cole¢do Cultura de
Microrganismos da Bahia (CCMB) (Universidade Estadual de Feira de Santana, Brasi) € 0
fungo filamentoso Penicillium rogueforti ATCC 10110, foi adquirido da Colecao de Cultura
de Microrganismos do INCQS/Fiocruz (Farmanguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) isolado do
queijo Roqueforti Francés, nos Estados Unidos da América. Ambas as cepas foram repicadas
em placas contendo o meio Agar Batata Dextrose (PDA), incubadas a 28°C em estufa BOD
(SL200/90 Incubadora - SOLAB) por 5 dias e, posteriormente, mantidas a 4°C.

Cultivo em estado s6lido

O meio de cultivo PDA (Agar Batata Dextrose) foi autoclavado a 121°C por 15
minutos e vertido em placas de Petri de aproximando-te 100 mm. Ap06s a solidificacdo dos
meios de cultivo nas placas, com auxilio de uma ponteira estéril de micropipeta (0,5 mm),
as cepas foram inoculadas através da imersdo da ponteira na suspensdo de esporos dos
fungos e posterior toque no centro de cada placa contendo o meio de cultura. As placas
inoculadas foram incubadas a 28°C em estufa BOD (SL200/90 Incubadora - SOLAB) por 5
dias (Buller et al., 2015).

Cultivo Submerso

As cepas Pseudozyma 300 e P. roqueforti foram inoculados em placas contendo o
meio PDA (Agar Batata Dextrose) previamente autoclavado a 121°C por 15 minutos. As
placas contendo os microrganismos foram incubadas a 28°C em estufa BOD (SL200/90
Incubadora - SOLAB) por 5 dias (Buller et al., 2015). Apds esse periodo, foi realizado o

cultivo submerso em frascos de erlenmeyer (250 mL) contendo: 15 g/L de D-glucose, 2 g/L
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de KH2 (PO4).3H20, 0,5 g/L de MgS04.7H20, 2 g/L de (NHs) 2S04.7H,0, 0,1 g/L de
CaCl2.2H,0, e pH final de 6.5. Os frascos foram inoculados com 3 discos de
aproximadamente 2 cm de didmetro com os microrganismos. O cultivo foi conduzido por 96
horas, sob agitacdo de 0,161 g e temperatura a 30°C. Ap0s o periodo de cultivo 0 meio
contendo as cepas foi filtrado a vacuo (Bomba de filtro vacuo TE- 0582) a fim de obter a
biomassa (Manera et al., 2011). A biomassa foi seca em estufa & 50 °C até peso constante.

Extracdo dos pigmentos

Extracdo do pigmento extracelular com o planejamento centroid-simplex

As colonias do P. roqueforti e da Pseudozyma 300 foram cuidadosamente raspadas
da superficie do meio PDA, com o auxilio de uma espatula previamente esterilizada.
Posteriormente, as amostras foram colocadas em tubos e adicionada com o solvente de
acordo com o planejamento contido na Tabela 1, na proporgdo 1:1, a fim de extrair o
pigmento extracelular. Para extracdo méaxima dos pigmentos, as amostras foram colocadas
em banho ultrassénico por aproximadamente 6 minutos. Por fim, foi realizada filtracdo em
papel filtro Whatman n.° 1 previamente pesado. O filtrado que apresentou maior unidade de
absorbancia, foi deixado em repouso a temperatura ambiente ao abrigo de luz.
Posteriormente, o pigmento bruto extraido (200 mg) foi submetido ao fracionamento em
coluna silica-gel utilizando hexano, acetato de etila e etanol como eluentes. Apenas a fracéo

com pigmento foi utilizada para os experimentos subsequentes.

Extracdo do pigmento intracelular com o planejamento centroid-simplex

A biomassa seca (3 g) foi macerada em grau e pistilo e, posteriormente, ressuspensa
em tampao fosfato pH 7,0, sendo agitada em vértex por 3 minutos. Em seguida, foram
adicionados as amostras, o solvente (acetona, etanol e DMSO) de acordo com o
planejamento contido na Tabela 1, na proporcdo 1:1, a fim de extrair o pigmento intracelular.
Por fim, o pigmento bruto extraido foi separado por extracdo Liquido-Liquido usando éter
etilico para separagdo da fracdo contendo o pigmento. O pigmento extraido foi deixado em
repouso, a temperatura ambiente ao abrigo de luz, a fim de volatilizar o solvente ficando

apenas o pigmento extraido.
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Quantificacdo de pigmentos

As fragdes dos pigmentos foram quantificadas usando espectrofotometro, sendo a
concentracdo de pigmento da Pseudozyma 300 e do P.roqueforti estimadas pela medida da
absorbancia dos filtrados a 450 nm (pigmentos amarelos) e 560 nm (pigmentos verdes),
respectivamente. Os pigmentos produzidos foram expressos em Unidades de Absorbancia
(UA) (Buller et al., 2015).

Caracterizacdo quimica

A varredura em UV-vis foi realizada no espectrofotometro, com o intervalo de
comprimento de onda entre 200 e 800 nm. A Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (modelo Varian Inova 500) foi utilizada para medicao espectral na
faixa de frequéncia de 4000-400 cm, com um total de 20 varreduras. As amostras também
foram analisadas utilizando um cromatdégrafo UPLC Acquity acoplado a um espectrémetro
de massa TQD Acquity (Micromass-Waters), com uma fonte de ionizagdo por eletrospray
(ESI) no modo negativo para o pigmento do P. roqueforti e no modo positivo para p
pigmento da Pseudozyma 300. A coluna utilizada foi Phenomenex Luna C-18 (250x4.6 mm,
5 pm) e as fases moveis foram acido formico em agua 0,1% (fase A) e acetonitrila (fase B).
A temperatura do forno foi 40°C e as condi¢6es ESI foram: capilar = 4500 V, gas de secagem
=8 L/min, pressdo do nebulizador = 2 bar, temperatura da fonte = 200°C, com aquisi¢éo de
dados entre m/z 50 e 1000. Os constituintes das amostras foram sugeridos pela comparacéo

de seus valores m/z e padr@es de fragmentacdo com a literatura.

Estabilidade dos pigmentos

A estabilidade dos pigmentos foi realizada seguindo o método de Suraiya et al.
(2018). O primeiro conjunto de tubos de ensaio contendo 3 mL de pigmentos foi incubado
durante 1 h a diferentes temperaturas (10-100 °C) usando banho-maria. O segundo conjunto
de tubos de ensaio contendo 3 mL de pigmentos foi ajustado com tampao fosfato em
diferentes pHs (2-10). O terceiro conjunto de tubos de ensaio contendo 3 mL de pigmentos

foi deixado sob luz solar por 2 horas.
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Quantificacdo de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau

A concentracdo de compostos fendlicos totais presentes nas amostras foi determinada
pelo ensaio espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. As amostras foram diluidas nos seus
respectivos solventes (acetona e etanol) para uma concentracdo final de 1 mg/mL. Uma
aliquota de 125 pL da amostra foi misturada com 125 pL do reagente de Folin-Ciocalteau e
1 mL de &gua destilada. Apds 3 min, 125 pL da solucéo saturada de Na>COs foi adicionada
e incubada por 30 min a 37°C. Ao final da incubacdo, a absorbancia da amostra foi medida
espectrofotometricamente em 750 nm. Uma curva padréo de acido gélico (0,5 a 25 pg) foi
construida para quantificagdo dos compostos fenolicos totais nas amostras, os quais foram
expressos em Qg equivalentes de &cido galico por miligramas de amostra (ug EAG/mg)
(Singleton et al., 1999).

Deteccdo de alcaloides pelo método de cromatografia em camada delgada
(CCD)

Aliquotas das fracbes dos pigmentos foram aplicadas no ponto de origem de trés
cromatoplacas de silica-gel (dimens6es 5x10 cm) com auxilio de tubos capilares e eluidas
em cuba de vidro fechada contendo uma mistura de cloroférmio e metanol (9:1). Apds a
corrida cromatogréafica ascendente, as placas foram secas e observadas sob luz de ultravioleta
(UV) em 365 nm. Por fim, o reagente de DRG (Reativo de Dragendorff) foi pulverizado nas

placas para revelar a presenca dos alcaloides (Costa et al., 2008).

Atividade antioxidante

As atividades antioxidantes dos pigmentos foram avaliadas usando trés métodos:
captacdo de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (Duarte-Almeida et al.,
2006; Santos et al., 2017) e descoloracdo do ABTS™ (2,2-azino- ensaios (3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico &cidos) (Rufino et al., 2007; Santos et al., 2017) e pelo
método de co-oxidacgao do B-caroteno/acido linoleico (Miller et al., 1971).

Para o ensaio de DPPH aliquotas de 12,5-150 pL das amostras foram misturadas com
1700 pL de solucdo etanolica de DPPH (50 pM). Etanol foi empregado para completar o
volume da reacdo para 2 mL. As misturas reacionais foram incubadas por 20 min a 25°C e
a absorbancia residual do *DPPH foi medida a 517 nm. No ensaio de descoloragdo do

ABTS™, o cation radical ABTS™ foi preparado pela reagdo do sal ABTS (7 mM) com
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persulfato de potéssio (2,45 mM) e repouso da mistura no escuro a temperatura ambiente
por 16 h antes do uso (Rufino et al., 2007). A solucdo ABTS* foi diluida com metanol
(absorbancia de 0,35 em 734 nm) e incubada com as amostras (12,5-200 puL) em um volume
final de 2 mL. A absorbancia foi medida a 734 nm apds 6 min a 25°C. Vitamina C e Trolox
foram utilizados como controles positivos e os valores de inibigdo foram expressos como a
concentracdo de amostra necessaria para reduzir 50% dos radicais livres (I1Cso).

No ensaio de co-oxidacéo do B-caroteno/acido linoleico, primeiramente foi feito uma
emulsdo composta por 60 pL de acido linoleico, 10 pL da solugdo B-caroteno (20 mg/mL),
1 mL de cloroférmio e 530 pL de Tween 40. Posteriormente, essa mistura foi rotaevaporada
para completa evaporacdo do cloroformio. A esta mistura isenta de cloroférmio, adicionou-
se d4gua aerada até obter absorbancia inicial de 0,65 a 470 nm. Dois mililitros da mistura de
[-caroteno/acido linoleico foram misturados com amostras a 74 pug/m e incubadas a 50°C
durante 2 horas. A leitura da absorbédncia da mistura reacional foi determinada
imediatamente e ap6s 2 h de incubagdo em 470 nm (Miller, 1971). Trolox foi utilizado como

controle positivo.

Determinagéo da Atividade Antibacteriana

As atividades antibacterianas dos pigmentos foram verificadas através da
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracao bactericida minima
(CBM) de acordo Santos et al., 2017. A atividade antibacteriana dos pigmentos foi testada
frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853).

As suspensfes bacterianas foram diluidas em caldo BHI até 0,1 de absorbancia em
625 nm. Em seguida, as amostras de pigmentos foram adicionadas em concentracdes
variadas (50 a 1000 pg/mL) com as bactérias (5x10° UFC/mL) num volume final de 200 pL.
Ap0s incubacao a 37°C por 24 h, foi adicionado 60 pL do corante resazurina (0,01%) em
200 pL de suspensdo bacteriana. A CIM foi considerada a menor concentracdo onde nado
houve crescimento bacteriano visivel (cor azul) ap6s incubacéo adicional de 30 min a 37°C.
Para a determinagdo do CBM, 10 pL da suspensdo bacteriana pré-incubados com as fracoes
em diferentes concentragdes (50 a 1000 pL/mL) foram plaqueados em agar Muller-Hinton a

37°C por 24 h. A CBM foi considerado a concentracdo onde ndo houve evidéncia de
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crescimento bacteriano na superficie do meio de cultura. O antibidtico ceftriaxona (50
pg/mL) foi utilizado como controle positivo para ambos ensaios.

Ensaio de citotoxidade

Inicialmente os pigmentos (FAPP300 e FEPPR) foram diluidos em DMSO puro
estéril na concentracdo de 10 mg/mL. As células MCF-7 (carcinoma de mama humano),
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e MRC-5 (fibroblasto de pulmédo humano) foram
cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?, volume de 250 mLcontendo o0 meio
RPMI 1640 suplementados com 10% de soro bovino fetal. As células foram mantidas em
incubadoras com atmosfera de 5 % de CO> a 37 °C. Fundamentalmente, as células foram
plagueadas em placas de 96 cavidades (100 pL/poco de uma solucéo de 0,3 x 108 células/mL
para células em suspensdo e 0,7 x 10° células/mL para células aderidas). Apds 24 horas de
incubac&o, as substancias testes dissolvidas em DMSO nas concentragdes de 0,19-50ug/mL
foram adicionadas em cada poco e incubadas por 72 horas. Quatro horas (vinte e quatro
horas para 0o PBMC) antes do final do periodo de incubacéo, 20 puL da solucao estoque (0,312
mg/mL) de alamar blue (resazurina) foram adicionados a cada po¢o. A doxorrubicina e
DMSO foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. As
absorbancias foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm
(oxidado) utilizando uma leitora de placa. A porcentagem de inibicdo foi calculada e
registrada a percentagem de inibicdo x log da concentracéo e determinado suas ICso realizado
a partir de regressao nao-linear utilizando o programa Prisma versdo 6.0. (O'brien et al.,
2000; Ahmed et al., 1994).

Anélise estatistica

Todos os testes foram realizados, no minimo, em triplicata e expressos como média
* desvio padrdo amostral. Os dados foram analisados utilizando ANOVA uma via e Dunnett
como pos-teste. Todos os testes foram feitos utilizando o programa GraphPad Prism (6.0).
Foi adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). O planejamento de mistura simplex-

centroide foi gerado pelo programa Statistica 10.0.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Producéo e Extragdo dos Pigmentos
Sabe-se que a producéo de pigmentos fungicos pode ser realizada por meio do cultivo

em estado sélido ou submerso, sendo esta uma etapa crucial para obtencdo de maiores
rendimentos dos compostos (Sharmila et al., 2013; Srianta et al. 2016). Neste estudo, a
levedura Pseudozyma 300 produziu pigmentos apenas na fermentacdo submersa (= 40
mg/mL). Uma hipotese é que seus pigmentos permanecem intracelularmente devido elevada
hidrofobicidade. Esse processo fermentativo vem sendo bastante utilizado, visto que permite
um melhor controle das condi¢bes operacionais. O fungo filamentoso P. rogueforti gerou
pigmentos exclusivamente no cultivo sélido (400mg/mL). Tal método ainda € bastante usual,
uma vez que possui boas rentabilidades e baixo custo.

Os fungos que produzem pigmentos intracelulares, como a Pseudozyma 300,
necessitam, geralmente, da combinacdo de métodos mecanicos e quimicos para extracao.
Neste sentido, a permeabilizacdo celular consiste na técnica mais usual para promover a
ruptura celular, a qual modifica a estrutura da membrana citoplasméatica promovendo a
liberacdo de biocompostos intracelulares. Alguns solventes tém sido largamente descritos
para a permeabilizacdo de células, como etanol, isopropanol, butanol e acetona (Monks et
al. 2013).

No intuito de identificar as melhores condicdes para a extracdo do pigmento, visto
que a literatura € bastante limitada em estudos de condicGes 6timas de extracdo, foi
necessaria a aplicacdo da metodologia de superficie de resposta (RSM) para determinar as
condicBes Gtimas de extracdo dos pigmentos. Esta ferramenta estatistica € amplamente
utilizada para otimizar as condi¢cBes de extracdo e reduzir nimero de experimentos
necessarios (Lai et al., 2013). Os solventes utilizados no processo de extracdo foram
escolhidos seguindo uma ordem de polaridade, com a finalidade de verificar de forma ampla
as interacOes intermoleculares do biocomposto com o solvente.

Neste trabalho, observa-se que a acetona e o etanol foram 0s solventes que
apresentaram maiores influéncias na extracao do pigmento intracelular da Pseudozyma 300
(0,384 UAus0) e extracelular do P. roqueforti (2,745 UAseo), respectivamente. Assim,
possivelmente ambos pigmentos tratam de compostos de carater hidrofilicos, visto que as
melhores condicGes de extracdo estavam dentro da faixa de maiores proporcgdes de etanol e
acetona. Além disso, a acetona e o etanol sdo solventes menos toxicos e de rapida

volatilizagéo.
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A combinag&o dos trés solventes (acetona, DMSO e etanol) na propor¢éo de 0,333%

n&o resultou em melhorias na eficiéncia da extracdo dos pigmentos de ambas as cepas, sendo

este um dado importante na reducdo de custos no processo de extracdo. Pois, quanto mais

contaminantes na amostra, maior seria a necessidade de lancar mao de técnicas de

purificacdo que podem tornar mais oneroso o processo de obtengdo da amostra na forma

pura. Compostos volateis como acetona e etanol podem ser separados facilmente com

temperaturas brandas por evaporacdo, entretanto, 0 DMSO precisaria de técnicas mais

apuradas, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ou até extracdo Liquido-Liquido

usando diferentes tipos de solventes.

Tabela 1. Matriz de design do planejamento simples-centroide aplicado para extracdo dos
pigmentos intracelulares e extracelulares da Pseudozyma e do P. roqueforti.

Acetona
1 0,500000
(1/2)
2 0,500000
(1/2)
3 0,333333
(1/3)
3 0,333333
(1/3)
3 0,333333
(1/3)
4 0,000000
)
5 0,166667
(1/6)
6 0,666667
(2/3)
7 0,000000
(0)
8 0,166667
(1/6)
9 1,000000
1)
10 0,000000
)

DMSO

0,500000
(1/2)
0,000000
©)
0,333333
(1/3)
0,333333
(1/3)
0,333333
(1/3)
0,000000
©)
0,666667
(2/3)
0,166667
(1/6)
0,500000
(1/2)
0,166667
(1/6)
0,000000
(0)
1,000000

@)

Etanol

0,000000
)
0,500000
(1/2)
0,333333
(1/3)
0,333333
(1/3)
0,333333
(1/3)
1,000000
1)
0,166667
(1/6)
0,166667
(1/6)
0,500000
(1/2)
0,666667
(2/3)
0,000000
(0)
0,000000

©)

QUANTIFICACAO DOS PIGMENTOS (UA)

Pigmento
Extracelular
da
Pseudozyma

Pigmento
Intracelular
da
Pseudozyma
0,205
0,269
0,236
0,245
0,223
0,298
0,123
0,315
0,163
0,226
0,384

0,112

Pigmento
Extracelular
do
P.roqueforti
1,687
2,300
1,560
1,687
1,656
2,745
2,100
2,000
1,730
1,954
2,115

0,200

Pigmento
Intracelular
do
P. roqueforti

Os graficos de area e superficie da extracdo do pigmento da Pseudozyma 300 estéo

apresentados na Figura 1A e 1B, respectivamente. Avaliando o modelo linear proposto é

visivel que existe uma tendéncia em direcdo a regido da acetona (Figura 1A). Sendo assim,

sugere-se que para obtencdo de maiores rendimentos do pigmento de Pseudozyma 300 o
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ideal é usar apenas a acetona como solvente, pois além de apresentar melhor capacidade de
extracdo do pigmento, é bastante volatil, diferente do DMSO e do etanol. As Figuras 1C e
1D, representam os graficos de area e superficie da extracdo dos pigmentos do P. roqueforti,
respectivamente. Neste sentido, de acordo com modelo linear proposto existe uma tendéncia

em direcdo ao etanol, indicando que este consiste no melhor solvente extrator.

Figura 1. Graficos das Superficies de respostas das extracdes dos pigmentos em funcéo das
variaveis independentes etanol, acetona e DMSO.
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1A. Gréfico de superficie da extragdo do pigmento do Pseudozyma 300 em funcdo das variaveis independentes
etanol, acetona e DMSO. 1B. Gréfico de area da extracdo do pigmento do Pseudozyma 300 em funcéo das
variaveis independentes etanol, acetona e DMSO. 1C. Grafico de superficie da extragdo do pigmento do P.
roqueforti em funcdo das variaveis independentes etanol, acetona e DMSO. 1D. Gréfico de area da extragdo
do pigmento do P. roqueforti em funcdo das variaveis independentes etanol, acetona e DMSO.

A Tabela 2A mostra que o valor de F tabelado (6,25) foi menor que F calculado
(14,37) para regressao e F tabelado maior (19,00) que F calculado (5,51) para falta de ajuste,
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mostrando quem o modelo para a extracdo do pigmento da Pseudozyma esta bem ajustado.
A Tabela 2B mostra que valor de F tabelado (4,77) foi menor que F calculado (7,04) para
regressao e F tabelado maior (39,87) que F calculado (19,16) para falta de ajuste, mostrando
que o modelo para a extracdo do pigmento do P. roqueforti apresentou falta de ajuste,
entretanto esse achado ndo inviabiliza 0 modelo, visto que 0 mesmo demonstrou ser robusto
e apresentou boa reprodutibilidade. Além do mais, 0 modelo experimental proposto de
extracao para os pigmentos de ambas as cepas em estudo demonstrou que aproximadamente

95% dos resultados podem ser explicados por este planejamento (Tabela 2A e 2B).

Tabela 2. 2A. ANOVA para andlise de variancia e regressdo para o modelo de extracdo do
pigmento da Pseudozyma 300. 2B. ANOVA para andlise de variancia e regressdo para o
modelo de extracdo do pigmento do P. roqueforti.

2A.
Fonte de SQ gl MQ F F R?
variacdo Calculado Tabelado
Regressao 0,028663 5 0,005732627 14,37 6,25 0,94
Residuo 0,001595 4 0,000398742
Falta de ajuste  0,001350 2 0,000675 5,51 19,00
Puro erro 0,000245 2 0,000122
SQ total 0,030258 9 0,003362
2B.
Fonte de SQ GL MQ F F R?
variagéo Calculado Tabelado
Regressao 3,879644 9 0,431071552 7,04 4,77 0,95
Residuo 0,183600 3 0,061199899
Falta de ajuste 0,174831 1 0,174831 39,87631 19,16429
Puro erro 0,008769 2 0,004384
SQ total 4,063244 11 0,369386

SQ: Soma quadratica; gl: Graus de liberdade; MQ: Média Quadratica

O gréfico de Pareto permite verificar a influéncia de cada parametro (etanol, acetona
e DMSO) e suas interagdes, podendo ser observadas em ordem decrescente de significancia
(Figura 1). Desta forma, de acordo com a Figura 2A pode-se inferir que todos os solventes
influenciaram na extracdo do pigmento da Pseudozyma 300, j& que o resultado apresentou
estatisticamente significante (p< 0,05). Além disso a acetona estatisticamente consiste no
melhor solvente extrator deste pigmento da Pseudozyma 300. J& para na extracdo do

pigmento do P. roqueforti apenas o etanol e a acetona, mostraram-se significativos (p<0,05),
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sendo que o etanol mostrou melhor influéncia estatisticamente (Figura 2B). As combinagdes
entre os solventes (acetona, etanol e DMSO) ndo exibiram dados estatisticos significativos

para extracao de ambos pigmentos.

Figura 2.2A. Grafico de Pareto mostrando a influéncia dos solventes Acetona, Etanol e
DMSO na extracdo do pigmento da Pseudozyma 300. 2B. Grafico de Pareto mostrando a
influéncia dos solventes Acetona, Etanol e DMSO na extracdo do pigmento do P. roqueforti.
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Influéncia da glicose na producgéo dos pigmentos em cultivo submerso

A produtividade de pigmentos por microrganismos em cultivo submerso é
diretamente influenciada pela composicao do meio de cultivo (Nigam et al., 2016). Segundo
Manan et al., 2017 concentracdes elevadas de glicose no meio de cultivo podem reduzir a
formacdo de pigmento, na maioria das vezes, devido a predominancia do metabolismo
fermentativo em que ocorre aumento da producéo de etanol e as inibi¢gdes das enzimas da
cadeia respiratoria.

Nesta perspectiva, este estudo visou avaliar o efeito da glicose na producdo de
pigmentos numa faixa de 5-25 g/L. Os melhores resultados alcangados para producdo de
pigmentos pela Pseudozyma 300 em cultivo submerso foram encontrados com 15 g/L de
glicose no meio de cultivo (Tabela 3). Este dado corrobora com os achados literarios que

recomendam o uso da glicose abaixo de 20 g/L no meio de cultura (Manan et al., 2017).
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Tabela 3. Matriz experimental da producdo de pigmentos intracelulares da Pseudozyma 300

Glicose (g/L) QUANTIFICACAO DOS PIGMENTOS (UA)
5 0,05
10 0,158
15 0,384
20 0,234
25 0,103

Caracterizacéo dos pigmentos

Inicialmente os extratos brutos dos pigmentos obtidos da Pseudozyma 300 e do P.
roqueforti foram fracionados por particdo liquido-liqguido e coluna cromatogréfica,
respectivamente, com intuito de identificar o composto responsavel pela atividade biolégica
e facilitar abordagens mais mecanisticas.

A caracterizacdo quimica de compostos organicos contribui para um maior
conhecimento da sua natureza quimica, permitindo identificar a estrutura do composto
responsavel por uma determinada atividade bioldgica, além de ser considerado um marcador
quimico para a espécie. Neste contexto, apds extracdo os pigmentos da Pseudozyma 300 e
do P. roqueforti foram fracionados por particdo liquido-liquido. A Fracdo de acetona do
pigmento da Pseudozyma 300 (FAPP300) e a Fracdo etandlica do pigmento do Penicillium
roqueforti (FEPPR) foram submetidos a andlise de varredura em espectrofotdometro (UV-
vis) na faixa de 200 a 800 nm, apresentando picos de absorbancia maximo na regido de 450
nm e 500 nm, respectivamente. Tais comprimentos de onda sdo caracteristicos de pigmentos
amarelos e verdes, respectivamente, 0 que ndo é surpreendente, uma vez que estas sdo as
cores das amostras em estudo.

Vale ressaltar que os espectros dos diversos compostos sdo muito vezes semelhantes,
sendo necessario complementar a identificacdo do pigmento utilizando outros métodos de
caracterizacdo (Amorim-Carrilho et al., 2014). Além disso, a técnica espectrofotométrica
UV-vis é capaz de verificar caracteristicas estruturais da molécula, no entanto ndo identifica
grupos funcionais, como a técnica de espectroscopia no infravermelho.

A espectroscopia de infravermelho é importante para a interpretacdo da capacidade
de ligacdo estrutural, afinidade e sitios de ions metélicos no pigmento, sendo assim, 0s
espectros dos pigmentos foram obtidos na faixa de 400 a 4.000 cm™. O pigmento da
Pseudozyma 300 exibiu estiramentos em 2923, 2853, 1463, 800 nm (Figura 3). A faixa de
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absorgdo entre 2850-3000 cm™ representa varias bandas de estiramentos simétricos e
assimétricos de ligacBes C-H de grupos CHs, CH2 e CH de alcanos e grupos alquilas. A

absorcdo em 1465 cm! representa o dobramento do CH> (de Almeida Barbosa, 2007).

Figura 3. Espectro do pigmento da Pseudozyma 300 no infravermelho com transformada
em Furrier
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O pigmento do P. roqueforti exibiu estiramentos em 3277, 2924, 1830, 1076 e 1020
nm (Figura 4). A faixa de absorcdo entre 2250-3400 cm™ representa varias bandas de
estiramentos de hidrocarbonetos, alcoois e fendis associados por ligacdo de hidrogénio
intramolecular. Além disso nessa regido mostrou também bandas de acidos carboxilicos. A

absorgdo em 718 cm™ representa o dobramento da hidroxila (de Almeida Barbosa, 2007).
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Figura 4. Espectro do pigmento do P. roqueforti no infravermelho com transformada em

Furrier.
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Em seguida, as fracGes em estudo também foram analisadas por espectrometria de
massas com ionizacao positiva e negativa para a FAPP300 e FEPPR, respectivamente. Os
fons com m/z 304,30, 284,33, 332,33, 326,38, 515,33, 537,37 e 205,31 foram 0s mais
proeminentes na FAPP300 (Tabela 4 e Figuras 5 a 10). Os ions com m/z 537,31 (Figura 9)
sugere a presencga de o e B-caroteno na amostra com base em comparagdes com estudos
anteriores (Rivera et al., 2014; Rodrigues et al., 2014; Huck et al., 2000). Por fim, ndo foi
encontrado na literatura nenhum metabolito correspondente ao ion m/z 205, 284, 326, 332,
515 e 304.

Tabela 4. Tempos de retencéo e fragmentos dos principais ions majoritarios encontrados no
pigmento d Pseudozyma 300 por CLAE-EM/EM no modo positivo.

Amostra TR [M-H]* Fragmentos Classe/Compostos
31,3 304,30 65,03; 91,05; 212,23 n.d
34,8 284,33 60,08 n.d
332,33 65,03; 91,05; 240,26 n.d
FAPP300 36,6 326,38 58,06; 85,10; 186,22 n.d
41,2 515,33 60,04; 106,05; 153,12; 240,15 n.d
537,31 110,02; 128,03; 262,14; 280,15 jB-caroteno
46,4 205,08 65,03; 121,02; 149,02 n.d

FAP300-Fracdo acetona da Pseudozyma 300. Os ions majoritarios e seus respectivos fragmentos foram
retirados das Figuras 5 a 10. (TR): Tempo de reten¢do. (n.d): ndo identificado.
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O UHPLC-MS- MS vem sendo bastante utilizado para analisar compostos naturais
(Venkatachalam et al., 2018), no entanto apresenta limitacdes em termos de identificacdo de
substancias atipicas. Deste modo, a caracterizacao evidente dos composto correspondente ao
ion m/z 537 pode ser possivel apds o seu isolamento e posterior analise utilizando outros
métodos espectrométricos, como a Ressonancia Magnéetica Nuclear (RMN)



Figura 5. Cromatograma total (modo positivo) da Fracdo de acetona do pigmento da Pseudozyma 300.
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Figura 6. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B) identificados em 31,3 min.
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Figura 7. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B e C) identificados em 34,8 min.
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Figura 8. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B) identificados em 36,6 min.
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Figura 9. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B e C) identificados em 41,2 min.
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Figura 10. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B e C) identificados em 46,4 min.
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O espectro de massas com ionizacdo negativa da FEPPR apresentou como ions m/z
387, 719, 333, 667, 687, 507, 553, 537 de forma mais acentuados (Tabela 5 e Figuras 11-
16). O fon com m/z 537 e seus respectivos fragmentos (Figura 16) sdo indicativos de Acido
litospérmico A (Barros et al.,2013). Além disso, o0 ion m/z 719 assemelha-se ao &cido

sagerinico (Barros et al.,2013).

Tabela 5. Tempos de retencdo e fragmentos dos principais ions majoritarios encontrados no
pigmento do P. roqueforti por CLAE-EM/EM no modo negativo.

Amostra TR [M-H] Fragmentos Classe/Compostos
3,1 387,12 343,69; 377,13 n.d
719,20 379,34 Acido sagerinico
27,1 333,11 120,73; 167,44, 212,03 n.d
FEPPR 667,12 212,01; 335,72 n.d
687,13 313,53; 357,53 n.d
32,8 507,31 263,86; 381,63; 403,27 n.d
553,22 508,38; 543,28 n.d
38,6 537,32 491,33; 492,54, 527,27 Acido litospermico A

FEPPR- Fracdo etandlica do pigmento do P. roqueforti. Os ions majoritarios e seus respectivos fragmentos
foram retirados das Figuras 5 a 10. (TR): Tempo de retencdo. (n.d): ndo identificado. Acido litospérmico



Figura 11. Cromatograma total (modo negativo) da Fracdo etandlica do pigmento do P. roqueforti.
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Figura 12. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B, C e D) identificados em 3,1 min.
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Figura 13. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B, C e D) identificados em 27,1 min.
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Figura 14. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B, C e D) identificados em 32,8 min.
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Figura 15. Espectro de massas (A) e fragmentos dos ions com m/z (B) identificados em 38,6 min.
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Estabilidade dos pigmentos

A estabilidade quimica dos pigmentos naturais é o foco principal de muitos estudos
atuais, isso devido sua ampla possibilidade de aplicacdes industriais (Morales-Oyervides et
al., 2015). Previamente, 0 pigmento deve ser estudado quanto ao efeito dos diferentes fatores
que comprometem sua integridade na matriz alimentar durante o processamento, como altas
temperaturas, luz e pH (Patras et al., 2010).

Nesta perspectiva, 0s pigmentos em estudo foram avaliados quanto a sua estabilidade
em diferentes temperaturas (10-100°C) e pHs (2-10) e sensibilidade sob a luz solar por 2
horas. A FEPPR e a FAPP300 apresentaram termoestabilidade em todos as temperaturas
testadas (10-100°C) e ndo exibiram sensibilidade a luz. Além disso, a FEPPR permaneceu

com a cor inalterada em pH bésico e neutro (Tabela 6).

Tabela 6. Estabilidade dos pigmentos das fragfes dos pigmentos da Pseudozyma 300 e do
P. roqueforti

Amostras Termoestabilidade Fotossensibilidade Estabilidade sob pHs
(10-100°C) (2 h)
FAPP300 Sim Né&o Instavel
FEPPR Sim Né&o Estavel

(pH bésico e neutro)
FEPR-Fracéo etanolica do pigmento P. roqueforti; FAP300-Fragdo acetona da Pseudozyma 300.

Avaliacdo da atividade antioxidante

As fracbes FAPP300 e FEPPR dos pigmentos inicialmente foram submetidas ao
ensaio de quantificacdo de compostos fendlicos totais (Tabela 7) e deteccdo de alcaloides
(Figura 17). A concentracdo de fendlicos e outros redutores (Tabela 7) das fracGes dos
pigmentos foram determinadas atraveés da comparacdo dos achados com uma curva de
calibragdo de acido galico (equacéo da reta y = 0,0657x - 0,0132; R? = 0,997). Apenas a
FEPPR indicou presenca de compostos fendlicos (80,25+0,1 pug GAE/mg) (Tabela 7). As
fracdes também foram monitorados por cromatografia em camada delgada (CCD) quanto a
presenca de alcaloides. A Figura 17 mostra que ambas fracbes dos pigmentos nao
apresentaram metabdlitos que reagem com o reativo de Dragendorff, o que sugere que estes

pigmentos ndo possuem a presenca de alcaloides.
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Figura 17. Deteccdo de alcaloides pelo método de cromatografia em camada delgada (CCD)

A B C

A seta indica a mancha que contém alcaloides. A) FAPP300: Fracdo de acetona do pigmento da Pseudozyma
300. B) FEPPR: Fracdo etandlica do pigmento do P. roqueforti. C) controle positivo. Fase estacionaria: silica

gel camada de 1,0 mm de espessura. Fase mével: cloroférmio e metanol. Revelador de Dragendorff.

Recentemente, ha um grande interesse na busca por substancias antioxidantes,
principalmente a partir de recursos naturais (Oliveira, 2015). As propriedades antioxidantes
de compostos naturais podem ser determinadas utilizando inUmeros métodos, sendo 0s
radicais livres DPPH" e ABTS™* 0s mais comumente usados para avaliar essa capacidade in
vitro (Shalaby & Shanab, 2013).

Diante do potencial bioldgico dos pigmentos naturais, as propriedades antioxidantes
dos pigmentos foram avaliadas através do método de reducdo dos radicais livres (DPPH',
ABTS™) e inibi¢do do branqueamento com B-caroteno. Todas as amostras exibiram alguma
atividade sequestradora de radicais contra DPPH e ABTS* (Tabela 7), sendo a FEPPR mais
efetivo na reducdo do radical DPPH" (ICso 42,2240,1 pg/mL) e a FAPP300 inibiu mais
acentuadamente o radical ABTS™ (ICso 36,58+0,2 pg/mL) (Tabela 7). A atividade
antioxidante encontrada nesse estudo mostrou ser mais promissores comparado a estudos de
pigmentos flngicos, como o pigmento carotenoide obtido da cepa Sporidiobolus pararoseus
DAGIII (ICso de 449,11 ug/mL) (Saha et al. 2015).

Estudos sugerem que os compostos fendlicos sdo responsaveis, muitas vezes, pelas
propriedades redutoras de espécies radicalares. Possivelmente, isso deve-se ao fato da sua
natureza polifendlica, bem como, seu sistema altamente conjugado com mdultiplos grupos
hidroxilas, tornando estes compostos bons dadores elétrons ou de atomos de hidrogénio
(Zang et al., 2016). Neste contexto, a FEPPR apresentou compostos fenélicos (80,25+0,1 g
GAE/mg) como relatado anteriormente, sugere-se, portanto, que este possa ser 0 composto
responsavel por sua atividade redutora frente aos radicais DPPH e ABTS*. Além disso, seu
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espectro do infravermelho da FEPPR apresentou algumas hidroxilas (OH) na faixa de
absorgdo 2250-3400cm™ (Figura 4), as quais, geralmente, desempenham papéis
fundamentais nas neutralizacfes de espécies radiculares, muitas vezes, responsaveis por
danos moleculares.

A peroxidagdo lipidica &€ um processo complexo que ocorre nas células aerobias e
reflete a interacdo entre o oxigénio molecular e os &cidos graxos poli-insaturados. Sabe-se
que os radicais livres participam da peroxidacdo lipidica que, via de regra, causa a
deterioracdo dos alimentos, o envelhecimento e a promocao do cancer.

Neste contexto, as amostras foram avaliadas pelo método de branqueamento de -
caroteno. De acordo com os resultados obtidos, apenas a fragdo FAPP300 (1 mg/mL) inibiu
0 brangueamento B-caroteno em torno de 52+0,3 %, possivelmente devido a presenca do -
caroteno na amostra (Tabela 7). Uma vez que nesse método o meio reacional constitui-se em
uma emulsdo, por conseguinte, as substancias com menor polaridade possuem maiores
capacidades para permanecerem na interface 6leo/agua da emulséo, Ical em que ocorre a
peroxidacao lipidica e, assim, exercer sua acdo antioxidante, como foi o caso da FAPP300
que possivelmente possui como metabdlito principal o B-caroteno. Diferentemente, as
fragbes com maiores polaridades, solubilizam-se na fase aquosa e reduz sua atividade, o que
fundamenta a inatividade da FEPPR (Koleva et al., 2002).

Tabela 7. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das fracdes dos pigmentos da
Pseudozyma 300 e do P. roqueforti

Amostras Compostos "DPPH ABTS * Co-oxidagdo do &cido
Fendlicos Totais IC 50 (ug/mL) IC 50 (ug/mL)  linoleico/ B-caroteno
ug EAG/mg (% 1)
FEPRR 80,25+0,1 42,22 0,12 46,25+0,12 -
FAPP300 - 51,25+0,2° 36,58+0,2° 52,0+0,32
Trolox 19,30+0,1° 83,69+0,7°
Vitamina C 18,22+0,1°

FEPR-Fracdo Etanolica do P. roqueforti; FAP300-Fragdo acetona da Pseudozyma 300. (-) ndo apresentou
atividade. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre as amostras pelo teste de
ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnet, p<0,05. Resultados exibem os valores de 1Cs e do desvio padrao
obtido a partir de trés experimentos independentes pelos métodos de captura dos radicais DPPH*, ABTS** e
co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico obtidos por regressdo ndo-linear. Vitamina C e trolox foram usados
como controle positivo.

Avaliacéo da atividade antibacteriana
Os microrganismos, especialmente os fungos, sdo fontes promissoras de

biocompostos. Numerosos medicamentos comercializados e utilizados atualmente na pratica
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clinica sdo derivados de metabolitos secundarios produzidos por fungos. Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa sdo particularmente importantes, pois frequentemente
estdo associados a infeccdes nosocomiais e tém resisténcia aumentada a muitos antibidticos
clinicamente disponiveis, estimulando, assim, a busca de tratamentos alternativos (Sampaio
et al. 2013).

De acordo com este estudo, apenas a fracdo do pigmento FEPPR exibiu atividade
bactericida frente S. aureus, um bacilo Gram-positivo (CIM=50 pg/mL) (Tabela 8). Tal
resultado mostra-se bastante promissor quando comparado com outros da literatura, como
pigmentos carotenoides obtidos da Rhodotorula glutinis que apresentou CIM de 2 mg/mL
sob S. aureus.

Tabela 8. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima
(MBC) das fragdes dos pigmentos da Pseudozyma 300 e do P. roqueforti

Amostras CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
S. aureus P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa
FAPP300 - - - -
FEPPR 50 - 1000 -
Ceftriaxona 50 50 50 50

FEPPR-Fracdo etandlica do pigmento do P. roqueforti; FAPP300-Fracdo acetona do pigmento da Pseudozyma
300. (-) valores de inibigdo > 1000 pg/mL.

Ensaio de citotoxicidade

A atividade antiproliferativa da FAPP300 e a FEPPR sobre as células tumorais
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), MCF7 (carcinoma de mama humano) e HCT116
(carcinoma de célon humano) foi investigada. Segundo o programa de triagem de drogas
citotoxicas da Fiocruz, fracbes com valores de ICso < 30 pg/mL s@o considerados
promissores (Suffness e Pezzuto, 1990; Boik, 2001). Assim, na triagem preliminar, nenhuma
das amostras testadas (FAPP300 e FEPPR) exibiu atividade citotoxica promissora (Tabela
9).
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Tabela 9 — Valores de I1Cso para a atividade citotoxica em linhagens de células tumorais
Vversus nao tumorais.

Amostras MCEF-7 HepG2 MRC-5
FAPP300 >50 >50 >50
FEPPR >50 >50 >50
DOX 1,52 0,20 1,61
1,10-2,09 0,12-0,34 0,95-2,72

FEPPR-Fracdo etandlica do pigmento do P. roqueforti; FAPP300-Fracédo acetona do pigmento da Pseudozyma
300. Resultados exibem os valores de ICso obtido a partir de trés experimentos independentes.

CONCLUSAO

Portanto, diante dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir que a
Pseudozyma 300 e P. roqueforti sdo possiveis potenciais fontes de pigmentos naturais na cor
amarela e verde, respectivamente. Neste estudo, pela primeira vez, comprovou-se que ambos
pigmentos possuem atividade antioxidante e sdo estaveis em diferentes temperaturas e sob a
luz solar. Além disso, a FEPPR exibiu atividade bactericida e bacteriostatica frente a cepa S.
aureus. Os dados preliminares sobre a composicao quimica das fracdes FAPP300 e FEPP0O
sugerem a presenca de carotenoides e compostos fenolicos, respectivamente, apesar de que
investigagbes futuras voltadas ao isolamento dos metabdlitos dos pigmentos sao

imprescindiveis para uma caracterizacdo mais fidedigna do perfil quimico.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Pigmentos de origem natural obtidos de microrganismos vém sendo bastante
estudados como opgdo segura para substituir os pigmentos sintetizados quimicamente. Além
disso, os fungos sdo fontes de pigmentos prontamente disponiveis. O presente estudo
indicou as vantagens da aplicacdo de um planejamento de mistura para extracdo dos

pigmentos naturais.



