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RESUMO: (Produgdo de pigmentos extracelulares por espécies de Fusarium e Aspergillus). Atualmente, a busca para substituir
os corantes sintéticos, devido ao seu potencial carcinogénico e aparecimento de rea¢des alérgicas, por fontes sustentaveis, que
gerem impactos minimos ao meio ambiente durante o processo de coloragdo vém ganhando destaque. Assim, o objetivo do
presente estudo foi realizar uma triagem com fungos filamentosos dos géneros Fusarium spp. e Aspergillus spp. para extragao de
biocorante. Um total de cinco espécies pertencentes ao género Fusarium e Aspergillus foram fermentados em solugdes liquidas
de sais-glicose e formulagdes semissolidas de batata. Cada espécie foi testada em pH 4,6 ¢ 5,6 e incubados sob condigdes esta-
cionarias a temperatura de 20 e 27 °C por 4-6 semanas. O biocorante foi extraido, concentrado em rotaevaporador e liofilizado
para sua obtengdo em forma de po. Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus produziram pigmentos alaranjados e amarelos,
respectivamente no meio liquido. Fusarium graminearum produziu pigmentos vermelhos em formulagao semissolida. Com
base nesses resultados foi possivel observar que os fungos citados sao eficientes produtores de biocorantes.

Palavras-chave: Biocorantes, fungos, triagem, fermentagdo, ambiente.

ABSTRACT: (Extracellular pigment production by Fusarium and Aspergillus species). The search for substitutes of synthetic
dyes has been gaining increasing attention, due to their carcinogenic and allergenic potential. In that sense, the primary focus has
been to find sustainable sources, which generate minimal environmental impact during the dyeing process. We aimed to perform
a screening on filamentous fungi from genera Fusarium and Aspergillus for biodye extraction. Five species from these genera
were fermented in glucose-salts broth and semi-solid potato substrate. Each species was tested in pH 4.6 and 5.6 and incubated
under stationary conditions at 20 and 27 °C for 4-6 weeks. The biodye was extracted, concentrated in a rotary evaporator and
lyophilized for isolation of its powdered form. Aspergillus parasiticus and A. flavus respectively produced orange and yellow
pigments in liquid medium, while Fusarium graminearum produced red pigments in semi-solid substrate. We concluded that

the studied fungi are effective biodye producers.

Keywords: biodyes, fungi, screening, fermentation, environment.

INTRODUCAO

Desde tempos remotos os corantes naturais eram uti-
lizados na coloracdo de alimentos e tecidos. Entretanto,
a descoberta do corante artificial ‘malva’ por Perkin em
1856, mudou completamente o cendrio da coloragdo de
produtos para o consumo humano, substituindo os coran-
tes naturais por corantes sintéticos. Contudo, devido aos
iniimeros problemas relacionados aos corantes sintéticos,
os produtos provindos de fonte renovavel e sustentavel
vém ganhando destaque devido a beneficios que trazem
a saude, seguranca e meio ambiente (Sharid ez al. 2013).

Muitos paises aderiram a normas ambientais mais
rigorosas em vista do grande aparecimento de alergias
e reagdes toxicas ligadas aos corantes sintéticos (pois
alguns compostos para sinterizacdo desses corantes
sdo potencialmente carcinogénicos, teratogénicos e
mutagénicos (Nagia & El-Mohamedy 2007, Babitha et
al. 2007, Muzzall & Cook 1979). Segundo Chequer e
colaboradores (2015), cosméticos que utilizam o com-

posto quinolina amarela interferem na estabilidade do
DNA in vitro de células metabolicamente competentes
(HepG2), causando quebras e perdas cromossomicas
sendo genotdxico aos consumidores de produtos que
contenham este corante em sua composicao. A exposi¢ao
de mulheres gravidas a tinturas de cabelo e alisamento ja
foi relatado como causa do desenvolvimento de leucemia
em criang¢as com menos de 2 anos de idade (Couto et al.
2013). Corantes alimentares como o amaranto, tartrazina
e eritrocina, apresentaram em um estudo, potencial toxico
para os linfocitos humanos in vitro se ligando diretamente
com o DNA (Mpountoukas et al. 2010). Assim, emerge
novamente os corantes naturais como sendo a alterna-
tiva mais viavel em substituicdo aos corantes sintéticos
(Velmurugan et al. 2010a).

Os biocorantes sdao provenientes de diversas fontes
naturais como plantas, insetos, minerais e micro-orga-
nismos, sendo os fungos filamentosos produtores mais
eficientes (Sharid et al. 2013, Velmurugan et al. 2010a),
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fato este relacionado com o metabolismo flingico, ja
que a maioria dos fungos ¢ consumidora de matéria
orgénica, capazes de produzir metabdlitos secundarios
como acidos organicos e pigmentos. (Akilandeswari &
Pradeep 2016). Assim, a obtengao de biocorantes a partir
de fungos tem vantagens como: fonte renovavel, de baixo
impacto ambiental e alta capacidade para biodegradacao,
sendo mais harmdnico com o meio ambiente (Mirjalili
et al. 2011). Além disso, a capacidade que esses micro-
-organismos tém de crescer sobre culturas submersas ¢
solidas, tolerar diferentes pHs e temperaturas, torna van-
tajosa sua utiliza¢do na produ¢do de pigmentos, uma vez
que podem ser geneticamente modificados para aumentar
sua produtividade.

Estudos ja relataram que fungos como Aspergillus
spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e Trichoderma
spp. produzem durante seu crescimento uma ampla
gama de metabolitos secundarios como os pigmentos
(Akilandeswari & Pradeep 2016). No entanto, ainda ¢
desconhecida a capacidade de producédo de pigmentagdo
e rentabilidade de alguns fungos quando expostos a fer-
mentagdo para obtencdo do corante natural.

Ao longo do processo de produgdo a cor esta sujeita
a variagdes devido a sensibilidade do microrganismo a
parametros como temperatura, luz, acidez, oxigenagao
¢ umidade (Babitha et al. 2007). Alguns dos fatores que
estimulam a producdo de metabolitos secundarios por
fungos sdo: composi¢cdo do meio, aeragdo, escassez de
nutrientes e excesso de fontes de carbono (Akilandeswari
& Pradeep 2016). Sendo assim, o objetivo deste estudo
foi realizar uma triagem com géneros de fungos filamen-
tosos de Fusarium spp., e Aspergillus spp., avaliando
as condig¢des ideais do processo de fermentacdo para
obtencao de biocorantes.

MATERIAL E METODOS

Obtengdo dos fungos

Foram incluidos neste estudo cinco espécies de fungos
filamentosos: Fusarium solani, isolado de unhas das maos
de paciente atendido no laboratdrio de ensino e pesquisa
em analises clinicas (LEPAC) da Universidade Estadual
de Maringd (UEM), Fusarium graminearum, obtido
no campo de trigo da Cooperativa Central de Pesquisa
Agricola (CODETEC) de Palotina (PR), Fusarium
Sfujikuroi NRRL 2278, Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, da Fundacdo André Tosello, e Aspergillus
nidulans, do Fungal Genetic Stock Center (FGSC,
Kansas, USA). Todos os fungos foram gentilmente
cedidos pelo Laboratorio de Genética Molecular de
Microrganismos da UEM.

Fermentagdo Submersa (FS)

Os fungos foram armazenados em éagar batata 20%
(PDA), a 27 °C, e repicados sete dias antes de serem
expostos a fermentagdo. O meio utilizado para fermen-
tacdo submersa foi o de sais-glicose contendo por litro
de agua deionizada: 30 g glicose; 1,0 g (NH,),SO,; 0,5

g MgSO,.7H,0; 1,4 ¢ K HPO,; 0,6 g K PO,; 0,8 mg
ZnS0,.7H,0; 0,8 mg FeCl,.6H,0; 0,8 mg NaMoO,.2H,0;
0,4 mg MnSO,.2H,0; 0,08 mg CuSO,.5H,0. Um pedago
de aproximadamente 12 mm de didmetro do fungo em
agar batata foi colocado no meio sais-glicose e incubado
sob condicdes estacionarias e na auséncia de luz por4 a 6
semanas. Foram variadas as seguintes condi¢des: pH para
4,6 ou 5,6 e temperatura 20 °C ou 27 °C (procedimento
realizado para cada isolado fingico e em cada situacao).

Fermenta¢do semissolida (FSS)

Um meio semissolido de batata 0,36% foi preparado
contendo 200 g de batata, 20 g de Dextrose (Synth,
Brasil) e 1,8 g de agar bacteriologico (Kasvi, Italia) por
litro de agua deionizada e pH aferido em 6,3. Os fungos
foram suspendidos em eppendorf contendo 1 mL de
salina e transferidos, posteriormente, para o meio de
FSS que foi incubado a 20 °C ou 27 °C, sob condigdes
estaciondrias e na auséncia de luz por 3 a 4 semanas.
Apenas os fungos que apresentaram colora¢do no meio
ao qual foram mantidos (agar batata) foram expostos a
metodologia para fermentacdo semissolida, neste caso,
as espécies de Fusarium.

Extragdo do pigmento

Apo6s o periodo de incubagdo, foi confirmado vi-
sualmente a producdo de pigmentos. Em cada frasco
contendo pigmento, foram adicionados 0,200 mg/L de
timerosal, indicado para matar fungo filamentoso, por
48 horas. Posteriormente, iniciou-se a etapa de extragdo
do pigmento, onde os meios foram filtrados em gaze
esterilizada e papel filtro, para reten¢ao do micélio. Em
seguida, foi adicionado ao filtrado 60 % de uma solucao
dois volumes de etanol 95 % (v/v) e incubado por 30 min
a 180 rpm e em 30 °C. Apds este periodo, a solucdo foi
centrifugada (ROTINA 420r, Hettich) a 3780 rpm por 15
min, recuperado o sobrenadante, adicionado o restante
de etanol (40 %) e repetido a mesma centrifugacdo por
mais 5 min. Por fim, o sobrenadante foi recuperado e
filtrado em papel filtro de 47 mm para a obtencdo da
solugdo pigmentada.

A fim de se avaliar a produgdo de pigmentos nos meios,
foi utilizado um espectrofotdmetro UV - Vis (Q7980RM,
Quimis), para leitura de densidade Optica. As solucdes
pigmentadas foram medidas a 400, 520, 530, 550 nm,
pois representam a absor¢cdo maxima de pigmentos de
amarelos, marrom, vermelho e cor de rosa, respectiva-
mente (Velmurugan 2010b).

Para avaliar a capacidade de crescimento e desenvol-
vimento dos isolados sob os diferentes parametros aos
quais foi exposto, o micélio colhido na etapa de extragdo
foi filtrado em papel filtro e posto em placa de Petri e ar-
mazenado em estufa a 50 °C durante 7 dias para secagem
e obtencao do peso seco da biomassa micelial.

Concentrag¢do de pigmento e obteng¢do em forma
de po
A solugdo pigmentada foi concentrada em um evapo-
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rador rotativo (R - 210, Buchi) a 78 °C por 10 min. Em
seguida a amostra foi congelada e liofilizada (Alpha 1-4
LD plus, Christ) durante 12 horas para a obtencdo do
corante em forma de po.

RESULTADOS

Os resultados da triagem dos fungos filamentosos estao
apresentados na Tabela 1, conforme temperatura e pH
ao qual foram expostos. Apds o periodo proposto para
fermentacao, foi possivel observar que trés dos isolados
testados apresentaram potencial para produzir pigmentos
nos meios de cultura artificiais: F. graminearum, A. flavus
e A. parasiticus. Os demais fungos ndo apresentaram
pigmentagdo dos meios de cultura.

A cultura de F. graminearum exposta a fermentagio
semissolida produziu pigmentos vermelhos, enquanto
as culturas de A. flavus e A. parasiticus, produziram
pigmentos amarelos e alaranjados, respectivamente. Por-
tanto, a densidade optica (DO) dos extratos foi medida a
400 e 530 nm, pois representam a absor¢do maxima de
pigmentos amarelo e vermelho, respectivamente (VEL-
MURUGAN, 2010b) em espectrofotometro. A Tabela
1 apresenta o rendimento de pigmentos por grama de
substrato seco. E possivel observar que F. graminearum
expressou mais pigmentos no meio de FSS, em uma DO
de 1,821. Dentre os isolados que produziram pigmentos
em fermentacdo submersa, 4. parasiticus foi mais efi-
ciente que 4. flavus, sob determinados parametros de
fermentacdo que se mostraram muito influentes na gera-
¢ao do produto final. Em razdo de que tanto a maior DO
como a menor DO, foram alcangados por 4. parasiticus,
que quando exposto a pH 4,6 a 27 °C, desenvolveram e
pigmentaram de modo eficiente e, quando exposto ainda
a27 °C, mas pH 5,6, seu rendimento caiu de 1,235 para
0,283. O isolado 4. flavus demonstrou quase o dobro
de concentra¢do de pigmentos quando fermentado em
cultura artificial com pH de 5,6 e temperatura a 20 °C,
mas seu rendimento caiu de 0,611 para 0,370, quando
alteramos o pH da cultura para 4,6.

O isolado de A. parasiticus, em pH 5,6 ¢ incubado a
27 °C, apresentou o maior desenvolvimento de biomassa
micelial durante a fermentacao, contudo foi o que pro-
duziu menos pigmentos. O mesmo isolado mantido sob

Tabela 1. Fungos produtores de pigmentos conforme pH e temperatura
de exposi¢ao. Rendimento de pigmento em densidade optica (DO).

Isolados* DO

Fusarium graminearum (20 °C) 1,821
F. graminearum (27 °C) 1,281
Aspergillus flavus (pH 4,6; 20 °C) 0,370
A. flavus (pH 5,6; 20 °C) 0,611
A. parasiticus (pH 4,6; 20 °C) 1,074
A. parasiticus (pH 4,6; 27 °C) 1,235
A. parasiticus (pH 5,6; 20 °C) 1,192
A. parasiticus (pH 5,6; 27 °C) 0,283

*Para os isolados de Aspergillus, foi realizada a leitura em espectro-
fotdmetro a 400 nm e, para Fusarium, a 530 nm.
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Figura 1. Produgao de biomassa micelial estimado por peso seco (g)
em diferentes fungos filamentosos isolados. 1. Fusarium graminearum
(20 °C). 2. F. graminearum (27 °C). 3. Aspergillus flavus (pH 4,6; 20
°C). 4. A. flavus (pH 5,6; 20 °C). 5. A. parasiticus (pH 5,6; 20 °C). 6.
A. parasiticus (pH 4,6; 20 °C). 7. A. parasiticus (pH 5,6; 27 °C). 8.
A. parasiticus (pH 4,6; 27 °C).

diferentes combinagdes de temperatura e pH produziram
no meio, juntamente com A. flavus e F. graminearum,
quantidades de biomassa micelial muito proximas, como
pode ser observado na Figura 1.

DISCUSSAO

No presente estudo ficou comprovado que fungos
filamentosos sdo potenciais fontes para biocorantes,
pois trés dos isolados avaliados foram capazes de
produzir pigmentos nos meios de cultura artificiais. F
graminearum, A. flavus e A. parasiticus produziram
pigmentos vermelhos, amarelos e alaranjados,
respectivamente.

Além disso, ficou clara a importancia da avaliacio
quanto as condi¢des de cultivo, variando desde a dispo-
nibilidade de nutrientes, pH, temperatura, entre outras
variaveis. Conforme a Tabela 1, é possivel verificar que
essa producdo ndo ocorreu homogeneamente, mas em
determinadas condig¢des. 4. parasiticus em FS incubado
a 27 °C em pH 5,6 apresentou crescimento micelial, na
cultura fermentada, muito superior aos demais (Fig. 1);
no entanto, apresentou também menor expressdo de
pigmentos. Segundo Akilandeswari e Pradeep (2016)
a expressdo de pigmentos ¢ influenciada pela fase de
desenvolvimento do fungo, sendo a temperatura e pH,
dois fatores extrinsecos e intrinsecos, dentre outros como
substrato e aeragdo, que podem agir a favor ou ndo da
producdo de metabdlitos secundarios. No entanto, a tem-
peratura e o pH ao qual o fungo estava exposto, sendo
um filamentoso, propiciou seu crescimento e reprodugao
no meio, ou seja, a expressao de mais metabolitos pri-
marios, essenciais para o desenvolvimento do fungo, e
menos de metabolitos secundarios, como os pigmentos,
ndo essenciais para o seu crescimento. O mesmo isolado
mantido com pH 5,6 a 20 °C, pH 4,6 a 27 °C e pH 4,6
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a 20 °C, apresentaram resultados aproximados, sendo a
combinacdo mais favoravel em fermentacdo submersa,
como aponta a Tabela 1.

Méndez e colaboradores (2011), relataram a importan-
cia do controle de pH e temperatura durante os processos
industriais, pois estes sdo fatores capazes de influenciar
significativamente a biossintese de metabolitos prima-
rios e secundarios, o crescimento celular e formacéao
do micélio, e oxidagdo da célula, afetando diretamen-
te a atividade de proteinas essenciais, alterando suas
conformagdes. Esses autores avaliaram a producdo de
pigmentos e crescimento micelial do fungo filamentoso
Penicillium purpurogenum em cultura submersa, onde a
maior concentragdo de biomassa foi obtida no fermentado
a pH 7. No entanto, para este tratamento a producao de
pigmento foi menor, assim como em nosso estudo onde
em pH 5,6, A. parasiticus foi capaz de se desenvolver
melhor, mas produzir menos pigmentos do que em uma
faixa de pH menor (4,6), confirmando que as condi¢des
para a producdo de biomassa ndao sdo as mesmas neces-
sarias para a produgdo de pigmentos. A produg@o maior
de biomassa em pH 7 pode estar intimamente ligada ao
aumento da producdo de trifosfato de adenosina (ATP),
que acelera o produgdo de oxidacdo, favorecendo a pro-
dugdo de biomassa, mas nao a biossintese de metabdlitos
secundarios (Vazquez-duhalt 2002).

F. graminearum forneceu a maior concentragdo de
pigmentos dentre todos os isolados em meio semissélido
de batata. Estudos ja reportaram a produgdo metabolitos
secundarios por A. versicolor obtidos de caldo de dex-
trose de batata como meio de cultura para fermentagdo
(Miao et al. 2012). E importante ressaltar que pigmentos
naturais por fungos do género Fusarium spp., ja foram
relatados por Nagia e EL-Mohamedy (2007). Este autores
obtiveram pigmentos de F. oxysporum por fermentagao
em meio artificial de sais-glicose, 0 mesmo meio liquido
utilizado neste estudo, caracterizando dois compostos de
antraquinona presentes na cultura fermentada, objetivan-
do ainda, a aplicag@o industrial dos pigmentos produzidos
por F. oxysporum no tingimento de 4.

Os isolados de A. flavus, ambos mantidos a 20 °C, apre-
sentaram concentracdes de pigmentos distintas, sendo
obtido a maxima da expressao do metabdlito secundario
de interesse em pH 5,6. Estudos mostram que variando
as condi¢des de crescimento do fungo, pode-se influen-
ciar significativamente a producdo de pigmento, como
demonstrado por Mapari e colaboradores (2010), em que
Monascus sp. pode produzir pigmentos que variam do
amarelo-alaranjado ao vermelho purpura. Velmurugan
e colaboradores (2010a) obtiveram pigmentos extraidos
de cinco fungos filamentosos sendo eles, Monascus
purpureus, Isaria spp., Emericella spp., Fusarium spp.
e Penicillium spp., expondo-os a mesma cultura artificial
e pH utilizados neste estudo, com a finalidade de corar
amostras de couro para aplicacdo industrial, obtendo
maior concentracdo de pigmentos por M. purpureus,
seguido de Penicillium spp. e Emericella spp. Porém,
apesar da realidade acima, pouco tem sido descrito ¢ ava-

liado sobre fungos ambientais frequentes em nosso meio.

De fato, a expectativa por esse potencial é plausivel
Jj4 que os fungos filamentosos incluem uma variedade de
metabdlitos muito ativos, capazes de produzir substancias
de valor econdmico, incluindo os pigmentos. Esse fato é
animador ja que testes toxicoldgicos apontam a confia-
bilidade dos pigmentos organicos extraidos, como uma
fonte alternativa mais viavel em substitui¢do aos corantes
sintéticos. Uma das maiores preocupacdes em relagdo aos
corantes sintéticos esté ligada a toxicidade de alguns de
seus compostos e ao numero de reacdes alérgicas (Nagia
& El-mohamedy 2007), além de serem potencialmente
carcinogénicos, teratogénicos (Babitha, Soccol & Pandey
2007) e mutagénicos (Muzzall & Cook 1979).

Outra vantagem dos biocorantes produzidos por fungos
¢ a capacidade destes em crescer sob culturas variadas,
como liquidas ou soélidas, tolerancia a diversas faixa de
pH e temperatura, tornam os fungos filamentosos fonte
promissora para a extragao de pigmentos (Akilandeswari
& Pradeep 2016).

CONCLUSAO

Diante da avaliagdo da capacidade de produgao de pig-
mentos por fungos filamentosos expondo-os a diferentes
condigdes de cultivos artificiais como culturas liquidas,
semissolidas e sob combinacgdo de duas variagdes para
temperatura e pH, trés isolados de fungos filamentosos
foram capazes de produzir pigmentos, sendo eles, Fu-
sarium graminearum, Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus. Apresentando-se como promissores pro-
dutores de pigmentos naturais, de alto apelo social, de
cores vibrantes e ainda, com possibilidades de aplicacdes
variadas.
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