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RESUMO

Corantes naturais sdo aqueles oriundos de plantas, algas, animais, bactérias e fungos. A grande
maioria desses compostos ndo sdo toxicos e de féacil degradabilidade. Além de apresentarem
atividades bioldgicas interessantes. A producdo de colorantes por fungos pode ser influenciada pela
composi¢do do meio de cultura. As necessidades nutricionais variam para cada micro-organismo e
a atividade metabdlica dos mesmos esta diretamente relacionada com a escolha dos nutrientes. E
fundamental conhecer as exigéncias nutricionais e controlar os componentes que possam reprimir o
desenvolvimento do micro-organismo. O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia
das fontes de carbono e nitrogénio na producédo de colorante por Clonostachys rosea P2S0329. O
isolado fungico foi obtido de amostras de solo Amazbdnico. A espécie foi identificada pelo
sequenciamento da regido espaco interno transcrito (ITS) do DNAr. Foram realizados experimentos
univariados a fim de verificar a influéncia de cinco fontes de carbono (sacarose, glicose, amido de
milho, maltose e carboximetilcelulose - CMC) e quatro fontes de nitrogénio (nitrato de sodio, sulfato
de amonio, peptona e extrato de levedura). A maior produgéo do corante foi alcancada utilizando
sacarose, glicose, amido e extrato de levedura. Clonostachys rosea P2S0O329 é um potencial
produtor de colorantes. Os esforgos para encontrar novas fontes de produgdo desses compostos
devem continuar, a fim de erradicar os corantes sintéticos toxicos atualmente presentes nos produtos
e que também sdo agentes de poluigdo do meio ambiente.

Palavras-chave: Amazbénia, meio de cultivo, nutrientes, pigmento

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.6, n.3, p. 2922-2927, jul./set., 2023



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research
ISSN: 2595-573X

2923

ABSTRACT

Natural dyes are those derived from plants, algae, animals, bacteria, and fungi. Most of these
compounds are non-toxic and easily degradable, in addition to presenting interesting biological
activities. The production of dyes by fungi can be influenced by the composition of the culture
medium. Nutritional requirements vary for each microorganism, and their metabolic activity is
directly related to the choice of nutrients. It is essential to understand the nutritional requirements
and control components that may suppress the development of the microorganism. This study aimed
to assess the influence of carbon and nitrogen sources on the production of dye by Clonostachys
rosea P2S0329. The fungal isolate was obtained from samples of Amazonian soil. The species was
identified by sequencing the internal transcribed spacer (ITS) region of rDNA. Univariate
experiments were conducted to investigate the influence of five carbon sources (sucrose, glucose,
corn starch, maltose, and carboxymethyl cellulose - CMC) and four nitrogen sources (sodium
nitrate, ammonium sulfate, peptone, and yeast extract). The highest dye production was achieved
using sucrose, glucose, starch, and yeast extract. Clonostachys rosea P2S0329 is a potential
producer of dyes. Efforts to find new sources to produce these compounds should continue to
eliminate toxic synthetic dyes currently present in products and that also contribute to environmental
pollution.

Keywords: Amazon, culture medium, nutrients, pigment.

1 INTRODUCAO

Corantes naturais sdo aqueles oriundos de plantas, algas, animais, bactérias e fungos. A
grande maioria desses compostos ndo sdo tdxicos e de facil degradabilidade. Além de apresentarem
atividades bioldgicas interessantes (antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena, antimutagénica,
entre outras). Estes compostos naturais vém despertando diversos interesses biotecnoldgicos nos
altimos anos devido os relatos de toxicidade dos colorantes sintéticos atualmente presentes no
mercado [1,2].

A producéo de colorantes de origem fangica incluem crescimento em substratos simples e
de baixo custo, exigéncia de pequenos espacos mesmo para producdes em larga escala e
independéncia das condic¢des climaticas. A extracdo e obtencdo do produto final é facilitada pelo
método de fermentacdo microbiana, além da possiblidade de reducdo dos custos de produgdo atraves
da otimizagéo das condicdes de cultivo [3,4].

A producéo de colorantes por fungos pode ser influenciada pela composi¢do do meio de
cultura [5]. As necessidades nutricionais variam para cada micro-organismo e a atividade
metabolica dos mesmos esté diretamente relacionada com a escolha dos nutrientes. Buscando uma
maior produtividade, é necessaria uma eficiente conversdo do substrato no produto de interesse.
Para isto, é fundamental conhecer as exigéncias nutricionais e controlar os componentes que possam
reprimir o desenvolvimento do micro-organismos [6,7].

O estudo de compostos produzidos por fungos do solo Amazdnico também €é de grande

contribui¢do para o conhecimento e desenvolvimento da regido. Por isso, 0 presente estudo teve
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como objetivo avaliar a influéncia das fontes de carbono e nitrogénio na producdo de colorante por
Clonostachys rosea P2S0329 (um isolado do solo Amazdnico).

2 MATERIAL E METODOS
Obtencao e identificacdo do isolado Clonostachys rosea P2SO329

Foi utilizado nesse estudo o isolado fungico Clonostachys rosea P2S0O329 obtido de
amostras de solo Amazonico. A amostra foi coletada na zona florestal localizada na Reserva
Biologica de Campina (2°35'19,19"S, 60° 1'59,91"0) Manaus, Brasil. Para o isolamento, foi
utilizado o método de diluicdo seriada (1x1071 - 1x107%). 0,1 ml de suspensao foi adicionado a placas
de petri estéreis em duplicatas contendo Agar Sabouraud estéril empregando a técnica de
espalhamento. As placas foram incubadas a 28°C+2 por 5-7 dias.

A espécie foi identificada pelo sequenciamento da regido espaco interno transcrito (ITS) do
DNAr. O DNA fungico foi extraido do micélio pelo método fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico
[8]. Reac0es de PCR foram realizadas utilizando 0S primers
ITSI(6'TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) [9]. O
sequenciamento foi realizado no Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer. As sequéncias obtidas
foram analisadas pelo BioEdit Sequence Alignment Editor e comparadas com as do banco de dados
GenBank.

Efeito dos parametros nutricionais na producdo do corante

Os bioprocessos submersos foram realizados tendo como meio base caldo Czapeck. Foram
realizados experimentos univariados a fim de verificar a influéncia de cinco fontes de carbono
(sacarose, glicose, amido de milho, maltose e carboximetilcelulose - CMC) e quatro fontes de
nitrogénio (nitrato de sddio, sulfato de amonio, peptona e extrato de levedura). Em cada
experimento, apenas a fonte de carbono (30g/L) ou a fonte de nitrogénio (3g/L) foram modificadas
separadamente. Uma suspenséo de esporos (10* células/mL) foi inoculada em frascos Erlenmeyer
(125 mL) contendo 50 mL de cada respectivo meio de cultivo. A producéo do corante foi estimada
pela andlise da absorbancia maxima (Amax) por varredura (400 nm a 700 nm) no espectrofotometro

UV/VIS em acetato de etila [10].

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
As sequéncias obtidas por meio de sequenciamento da regido ITS do rDNA foram analisadas

por bioinformatica e comparadas com as do banco de dados GenBank e exibiram 99% de
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similaridade com Clonostachys rosea (Acesso MN452057.1). Portanto, o isolado do presente
trabalho foi designado Clonostachys rosea P2S0329.

O isolado C. rosea P2S0329 exibiu a producdo de um colorante de tonalidade amarelo. O
colorante foi submetido a determinagao de sua absortividade maxima (Amax) na regidao entre 400—
700 nm. Os dados de varredura mostraram que 0 mesmo apresentou absorbancia maxima em 400
nm.

A maior producédo do corante (400 nm) foi alcancada utilizando sacarose, glicose (0,6 £ 0,2
UA), e amido (0,5 + 0,2 UA) como fonte de carbono (Figura 1A). Extrato de levedura (2,1 = 0,5
UA) foi a fonte de nitrogénio que permitiu as maiores absorbancias para a cepa em estudo (Figura
1B).

Figura 1: Efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na producéo de corante amarelo por Clonostachys rosea
P2S0329. Letras diferentes representam diferencas significativas de acordo com o teste t-Sudent (p<0,05).
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Cerca de 50% de carbono e 10% de nitrogénio compdem a massa de células dos micro-
organismos. Portanto, a regulacéo e expressdo dos genes responsaveis pela producéo de colorantes
sdo diretamente influenciadas pelas fontes de carbono e nitrogénio escolhidas. A glicose tem sido
descrita como um excelente nutriente para estimular o crescimento celular. [6,11]. Extrato de
levedura mostrou ser mais favoraveis para a producdo de corantes vermelho, amarelo e laranja pela
cepa Penicillium purpurogenum DPUA1275 [12]. Fusarium moniliforme KUMBF1201, um isolado
do solo teve uma maior eficiéncia na producdo de pigmento ao utilizar extrato de levedura como

fonte de nitrogénio [13].

4 CONCLUSOES

Nossos achados evidenciam que Clonostachys rosea P2S0329 é um potencial produtor de
colorantes. Os esforgos para encontrar novas fontes de produgdo desses compostos devem continuar,
a fim de erradicar os corantes sintéticos toxicos atualmente presentes nos produtos e que também

séo agentes de poluicdo do meio ambiente.
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