UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
CAMPUS DE ARAPIRACA

CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS — LICENCIATURA PLENA

LUCAS DE ALMEIDA SILVA

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DE PIGMENTOS DE
FUNGOS ISOLADOS DE LIQUENS DA ANTARTICA

ARAPIRACA - AL
2019



Lucas de Almeida Silva

Atividade Antioxidante e Antimicrobiana de Pigmentos de Fungos Isolados de Liquens
da Antartica

Monografia apresentada ao curso em Ciéncias
Bioldgicas — Licenciatura Plena da Universidade
Federal de Alagoas — Campus de Arapiraca como
requisito para obtencdo de grau de Licenciado em
Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Alysson Wagner Fernandes
Duarte.

Arapiraca - AL
2019



LUCAS DE ALMEIDA SILVA

Pigmentos de Fungos Isolados de Liquens da Antartica: Atividade Antioxidante e
Antimicrobiana

Monografia apresentada ao curso de Ciéncias
Biolégicas — Licenciatura Plena, da Universidade
Federal de Alagoas — UFAL, Campus de Arapiraca,
como requisito parcial para a obtencao do grau de
Licenciado em Ciéncias Biologicas.

Data de Aprovagéo: ;) ele 0/2‘5‘24%5”’0 L 20s8.

Banca Examinadora

gy WJagrer Tumamdd @wﬁ?‘

Prof. Dr. Alysson Wagner Fernandes Duarte - Presidente

el tp Cs(vJo:WﬁD oLL @»—-u/\f’\/

Prof.2 Dr.2 Aline Cavalcahti de Queiroz — Membro 1

Dr.2 Kyﬂy Fernanda Seara da Silva — Membro 2

Arapiraca, 20 de dezembro de 2019.



Dedico esse trabalho ao meu pai Arlindo Lopes da Silva (in
memorian), pelo qual me fez ser o ser humano que sou, com todo

amor, carinho e paciéncia, que até seu Gltimo dia de vida me

propiciou.

Pai, te amo.



AGRADECIMENTOS

Entdo... Chegando ao fim de um ciclo... Esta etapa foi conquistada através de
MUITOS incentivos, MUITOS sorrisos, MUITAS lagrimas, INUMEROS conselhos, palavras
boas e ruins, e até mesmo “puxdes de orelha”.

Agradeco a Deus, pelo dom da vida, pela paciéncia e coragem dadas a mim.

Agradeco a minha mée, Maria de Almeida Silva, que sempre esteve comigo, nos
melhores e piores momentos de minha vida, mandando ir dormir depois de uma longa noite
mal dormida ou por estudar demais para provas ou atividades seguintes, mée, por tudo muito
obrigado!

Aos meus irméos, Renato de Almeida Silva, José Willian de Almeida Silva e Adrielle
de Almeida Silva por me incentivarem nessa caminhada do curso de graduacdo e no término
desse trabalho de conclusdo de curso, ao meu cunhado, Carlos Eduardo por me incentivar
sempre, e a0 meu sobrinho Davi de Almeida Liberato por me proporcionar Sorrisos e
gargalhadas nos mais diversos momentos, € por me fazer rir quando me pergunta, Tio ‘Uca,
vocé vai ‘pa’ escola!? O Tio ‘Uca te ama!l Amo todos vocés.

Ao meu pai, Arlindo Lopes da Silva (in memorian), que em menos de um més de
curso veio a me deixar nesse mundo, mas que sempre esteve em meus pensamentos e
lembrancas, obrigado pelo amor, carinho, ensinamentos e dedicacdo em toda minha vida.
Papai, eu te amo eternamente!

Ao meu grupinho de academia, em especial Hel6 por sempre estar comigo, parceira de
viagens, prova, apresentacdo, e rolés aleatérios por ai, a Jesga, Osmanzinho, NaKelly,
Larissinha, e Jenny, obrigado por todo incentivo e por todas as gargalhadas jogadas fora.
Migo0000000s, amo VOCés!

Ao meu orientador, Alysson Wagner Fernandes Duarte, por toda atencdo, dedicacéo,
‘puxao de orelha’ e por me proporcionar uma vaga no melhor projeto em Microbiologia que
pude participar, estudando sobre liquens do ambiente antartico, e fazendo com que as pessoas
me apelidassem de Lucas das Bactérias ou dos Pigmentos, muito obrigado!

Aos meus colegas de classe, que me fizeram ter os melhores 3 anos e meio de curso
feliz, dancante e divertido, a vocés eu agradeco, Raquel, Clara, Jéssica Emily, Duda, Ana
Paula, Renata, Amandinha, Amanda Mendes, Karol, Bia, Gaby, Bruna, Weslley, Milton e
Larissa — obrigado por todo conhecimento compartilhado e adquirido com vocés. Os Frescos

nos tornamos, Os Frescos somos e Os Frescos eternizaremos!



Ao meu amigo de alguns periodos e de curso, Adriano, por quem esteve comigo em
todo esse processo do curso e constru¢do do TCC. Muito obrigado amigo, te devo muito!

Aos meus parcas de laboratorio, Mayanne por gquem me ajudou bastante nesse
processo de aprendizagem de tudo que absorvi como informacdo no LABMEG e LABMIP, a
minha parceira de pesquisa Hyandra — por quem me ajudou bastante, Tiago e Sabrina — por
proporcionar alegria, risadas e muitas placas lavadas, obrigado meus parcas!

Aos meus familiares, primos, tias, tios, avés e demais, por me incentivar cada vez
mais nessa jornada académica. Em especial também as minhas primas, Bianca, Leticia,
Karlla, Conceicéo, lane, Rafaella. E aos meus amigos de longa data, Gilvénia, Elynha, Jane,
Vivi, Maria, Michel, Gideone Felipe, Martinha, Tiago D., Joice Barbosa e ao Wanderson F.,
foi guem me proporcionou primeiramente essa paixao pela microbiologia.

Encarecidamente a professora Marcia Cristina (Paleo-Deusa), pela qual me ajudou
imensamente, além de um incentivo GIGANTESCO para finalizar esse trabalho. Aos
professores do curso que foram indispensaveis para esse meu processo de formacdo, e aos
professores das séries anteriores (ensino médio e fundamental | e II), vocés sdo excelentes e
vou leva-los para sempre em minha memorial

A Universidade Federal de Alagoas — Campus de Arapiraca, a FAPEAL (Processo
60030 1074/2016) e CNPq (Processo 433388/2018-8), pois me proporcionaram, inclusive
financeiramente, o inicio e término desse trabalho.

Eu sou muito grato a todos vocés!



N&o vale a pena mergulhar nos sonhos e
esquecer de viver. Muitas vezes sonhamos demais e nédo
acordamos pra tomar uma atitude. As consequéncias dos
Nossos atos séo sempre tdo complexas, tdo adversas, que
predizer o futuro € uma tarefa realmente dificil. Afinal,

aquilo que amamos sempre sera parte de nos.

Albus Percival Wulfric Brian Dumbledore — Harry Potter



RESUMO

Em condicGes extremas, os microrganismos da Antartica resistem a circunstancias adversas,
tais como escassez de &gua e nutrientes, altas radiacBes e temperaturas negativas. Por
sobreviverem a baixas temperatura e excesso de radiacdo solar, os microrganismos desse
lugar produzem metabdlitos secundérios de interesse biotecnoldgico, como os pigmentos. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a producdo de pigmentos por leveduras e fungos
filamentosos isolados de liquens da Antértica, bem como prospectar a capacidade
antioxidante e acdo antimicrobiana desses metabolitos. Os isolados foram inicialmente triados
em relacdo a producdo de pigmentos em meio de cultura solido Agar Extrato de Levedura e
Malte (YMA) a 15,0 °C. Posteriormente foi realizado o cultivo dos isolados e a producdo dos
pigmentos em meio liquido. Os pigmentos foram extraidos em etanol e submetidos a
varredura de absorbancia em espectrofotdmetro de luz UV-visivel acoplado a um computador
em um intervalo de 200 a 800 nm. O ensaio antioxidante foi realizado pelo método de FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power), utilizando o substrato 2,4,6-tripidiril-s-triazina, e a
curva padrdo padronizada com FeSOs4 e leitura de absorbancia a 595 nm. A atividade
antimicrobiana foi realizada utilizando o método de difusdo em disco, em placas contendo
meio de cultura sélido Agar Mueller Hinton, utilizando os microrganismos indicadores
Micrococcus luteus ATCC 4698, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC
6051, Candida albicans ATCC 10231, Streptococcus agalactiae e Escherichia coli ATCC
25922, aplicando o pigmento em discos estéreis e incubando a uma temperatura de 37,0 °C
durante 18 e 20 horas. Foram obtidos 32 extratos metabolitos de pigmentos por fungos da
Antartica, variando entre as cores amarelo, laranja, vermelho e creme. A caracterizacdo
parcial dos pigmentos apresentou picos maximos em comprimento de onda entre 370 e 500
nm e em relacdo a atividade antioxidante, os melhores resultados apresentam atividade entre
1,94 e 1,80 mM de FeSO4 correspondentes aos isolados AFL19 e 19L15, respectivamente.
Para atividade antimicrobiana, o melhor resultado observado foi contra a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus. Nesse sentido, pode-se concluir que os pigmentos produzidos
por fungos da Antartica possuem coloracGes variando principalmente entre laranja, amarelo e
vermelho e em uma caracterizacdo inicial aponta para uma possivel aplicacdo antioxidante e
antimicrobiana desses metabolitos

Palavras-chaves: Extremofilos. Fungos. Prospeccéo. Leveduras. Pigmentos Intracelulares.



ABSTRACT

Under extreme conditions, Antarctic microorganisms resist adverse circumstances such as
water and nutrient scarcity, high radiation and negative temperatures. By surviving low
temperatures and excessive solar radiation, the microorganisms in this place produce
secondary metabolites of biotechnological interest, such as pigments.The objective of this
work was to evaluate the pigment production by yeast and filamentous fungi isolated from
Antarctic lichens, as well as to prospect the antioxidant capacity and antimicrobial action of
these metabolites. The isolates were initially screened for pigment production in solid yeast
and malt extract agar medium (YMA) at 15.0 °C and then the isolates were cultured and the
pigment production in liquid medium. The pigments were extracted in ethanol and subjected
to absorbance scanning on a UV-visible light spectrophotometer coupled to a computer in a
range of 200 to 800 nm. The antioxidant assay was performed by the Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP) method using the 2,4,6-tripidyryl-s-triazine substrate and the
standard curve standardized with FeSO4 and absorbance reading at 595 nm. Antimicrobial
activity was performed using the disk diffusion method in plates containing solid culture
medium Mueller Hinton Agar using the indicator microorganisms Micrococcus luteus ATCC
4698, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6051, Candida albicans
ATCC 10231, Streptococcus agalactiae and Escherichia coli ATCC 25922, applying the
pigment to sterile discs and incubating at 37.0 °C for 18 and 20 hours. Thirty two Antarctic
fungal pigment metabolite extracts were obtained, ranging from yellow, orange, red and
cream. The partial characterization of the pigments presented maximum peaks in wavelength
between 370 and 500 nm and in relation to antioxidant activity, the best results presented
activity between 1.94 and 1.80 mM FeSOs corresponding to isolates AFL19 and 19L15,
respectively. And for antimicrobial activity, the best result was against Gram-positive bacteria
Staphylococcus aureus. In this sense, it can be concluded that the pigments produced by
Antarctic fungi have colors ranging mainly from orange, yellow and red and in an initial
characterization points to a possible antioxidant and antimicrobial application of these
metabolites.

Keywords: Extremophiles. Fungi. Prospection. Yeasts. Intracellular Pigments.
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1 INTRODUCAO

Os seres extremofilos sdo descritos como organismos capazes de sobreviver em
diferentes condicGes limitantes, como diferentes temperaturas e essa sobrevivéncia sao
resultantes de um processo adaptativo ao longo dos anos (BARATO, 2014). O ambiente
antartico é descrito por ser um deserto gelado, onde apresenta condi¢fes bem adversas, tais
como altas radiagdes UVA e UVB, salinidade, indisponibilidade de agua na forma liquida,
além de um frio extremo. E tais caracteristicas limitam a sobrevivéncia de muitos organismos
naquele ambiente (SOUZA, 2016). Entretanto, os microrganismos que adaptados a esse
ambiente possuem uma plasticidade metabolica adaptativa essencial na sobrevivéncia a tais
condicdes adversas (DUARTE, 2015).

Organismos mesofilos possuem uma faixa étima de crescimento entre 25,0 e 40,0 °C,
enquanto os termofilos variam de 40 a 85,0 °C (BLUMER-SCHUETTE, 2014,
GEORLETTE, 2003) e os psicrofilos entre 10,0 a 15,0 °C (BENDIA, 2018; GERDAY, 1997).
Outro termo utilizado para os organismos habitantes do frio sdo 0s psicrotolerantes, sao
aqueles que possuem um crescimento entre 10,0 a 20,0 °C e a temperatura 6tima de
crescimento é acima dessa temperatura. Na Antartica ocorrem principalmente os psicréfilos e
os psicrotolerantes (HELMKE, 2004).

Devido a tais condigbes adversas, 0S microrganismos existentes nesse ambiente
produzem biomoléculas diferenciadas e, dentre essas moléculas bioativas, estdo os pigmentos,
que sdo substancias de coloracédo diferenciada que podem ser encontradas em plantas, macro e
microrganismos e que podem ser extraidas e utilizadas para diversas finalidades, dentre elas, a
aplicacdo biotecnoldgica (SOUSA, 2016).

Pigmentos sdo substancias capazes de corar diversos materiais e sdo utilizadas na
producdo de alimentos, cosméticos, farmacos, inddstria de tecidos, dentre outras aplicagdes
(ABEROUMAND, 2011). Podem ser encontrados em diversos organismos e substratos, desde
vegetais e microrganismos associados a liquens. Em vegetais, podemos encontrar a clorofila,
sendo o pigmento mais abundante desses organismos (VOLP, 2009). Em liquens, podemos
encontrar uma diversidade multipla de pigmentos e corantes, dentre eles o carotenoide, onde
pode ser encontrado em diversas espécies de microrganismos (KIRTI et al., 2014). Kirti
(2014) destaca que as bactérias podem abrigar uma diversidade de pigmentos como
carotenoides, além de 5-caroteno, zeaxantina, astaxantina e violaceina.

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a oxidacdo de outras moléculas e essa

oxidacdo € uma reacdo quimica que tem por funcdo transferir elétrons ou hidrogénio de
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substancia para um agente oxidativo (MOSCA, 2017). Essa troca de elétrons desempenha
uma reacdo de oxidacdo que produz radicais livres e a presenca desses radicais livres
promovem situacfes criticas para manutencdo da fisiologia funcional do organismo
(BIANCHI, 1999). Esses radicais acometem as células saudaveis, as danificando ou
ocorrendo morte celular. Portanto, os antioxidantes s&o substancias importantes para reduzir a
acdo deletéria dos radicais livres sobre as células. Os antioxidantes podem ser encontrados em
vegetais, vitaminas, alimentos, pigmentos e organismos macro e microscépicos. Os
antioxidantes sdo compostos por substancias enzimaticas e ndo-enzimaticas (MOREIRA;
SHAMI, 2004).

Como principais agentes antioxidantes ndo enzimaticos: a-tocoferol (vitamina E), -
caroteno enzimatico, acido ascorbico (vitamina C), flavonoides, proteinas do plasma, selénio,
glutationa, clorofilina, L-cisteina e curcumina, esses agentes nao enzimaticos sdo divididos
em lipofilicos e hidrofilicos. E, os enziméticos: catalase, superéxido dismutase, NADPH-
quinona oxido redutase, glutationa peroxidase, enzimas de reparo, que agem evitando o

acumulo de peroxido de hidrogénio e o anion radical superdxido (MOSCA, 2017).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente
durante o0s processos metabdlicos e atuam como mediadores para a
transferéncia de elétrons em vérias reagdes bioquimicas, desempenhando
fungdes relevantes no metabolismo. As principais fontes de radicais livres
sdo as organelas citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio, o nitrogénio e
o cloro, gerando grande quantidade de metabdlitos. (SHAMI; MOREIRA,
2004, p. 2).

Uma preocupacdo na saude publica atual é a resisténcia que 0s microrganismos
patogénicos vém obtendo no decorrer dos tempos, chamada de resisténcia antimicrobiana.
Esta sendo descrita como um dos fatores que mais acometem casos de 6bito no mundo. Séo
descritas mais de 700.000 mortes por ano em todo 0 mundo apenas pela resisténcia que esses
microrganismos tém desenvolvido. Vale ressaltar também, que os antimicrobianos estdo entre
as classes de medicamentos mais prescritas (ESTRELA, 2018). A resisténcia antimicrobiana é
influenciada diretamente pelo uso excessivo de antibidticos dentro ou fora de instituicfes de
salde, além do uso incorreto desses farmacos, pela interrupcdo de um tratamento longo ou
ainda pelo extensivo uso desses farmacos no setor pecuario. Esses fatores sdo importantes no
aumento global da ocorréncia das superbactérias. Essas superbacterias sdo formadas pelo uso
incorreto dos antibioticos, podendo ser gerada de forma aleatéria, quando ocorre uma
alteracdo no material genético bacteriano, e por adquirir um tipo de material genético externo,
seja por outras bactérias ou por virus (SANTOS, 2004; FRACAROLLI et al., 2017).



15

Neste sentido, a busca por substéncias naturais com melhores atividades antioxidantes
e antimicrobianas é uma demanda atual. E estudar compostos produzidos por microrganismos
de ambientes pouco conhecidos ou explorados como a Antartica pode ser bastante promissor.
Nessa perspectiva, o presente trabalho busca avaliar a producdo de pigmentos extraidos de

fungos da Antartica, bem como as propriedades antioxidantes e antimicrobianas.
11 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Avaliar a producdo de pigmentos por fungos isolados de liquens da Antartica, bem

como a atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos pigmentados.
1.1.2 Especificos

e Avaliar a producéo de pigmentos produzidos por fungos isolados da Antartica;

e Auvaliar a atividade antioxidante dos pigmentos de fungos da Antartica;

e Realizar ensaios de atividade antimicrobiana frente a microrganismos patogénicos;
e Caracterizar o perfil de varredura de absorbancia dos pigmentos produzidos por

fungos da Antartica.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas do Ambiente Antartico

A Antartica é caracterizada como um dos ambientes mais extremos da Terra, muitas
vezes € levada como um ambiente de uma Unica paisagem, pelo fato de apresentar muito gelo
a retratando de modo homogénea. No entanto, a Antértica possui uma pluralidade de
ambientes tanto marinhos, quanto terrestres, com condigOes extremas, de altas pressoes,
escassez de agua e nutrientes, onde somente organismos com adaptacfes fantasticas sdo
capazes de sobreviver a esse tipo de ambiente (ROSA, 2010). O continente Antartico possuli
uma area de 13.829.430 km?, onde somente 44.829 km? ndo é coberto pelo gelo. Devido estar
localizada no eixo polar da Terra — Circulo Polar Antartico — essa condigdo faz com que em
meses dos equindcios de inverno, as noites sejam muito longas e nos meses de solsticios de
verdo, os dias sejam longos, dado isso, a temperatura desse ambiente é extremamente baixa,
chegando a -89,2 °C, possuindo uma camada de gelo com cerca de 1.829 km de espessura
chegando ao mar e perfazendo enormes falésias de gelo (SILVA, 2018).

2.2  Extremofilos e psicrotolerantes

Os extremdfilos sdo organismos que sobrevivem a ambientes extremos. Ao remeter
extremofilos, esse termo € genericamente tratado como impossibilidade de sobrevivéncia de
todos ou qualquer organismo, mais precisamente o ser humano. No entanto, este termo é mais
utilizado quando se refere aos organismos microscopicos, 0s quais conseguem sobreviver
relativamente bem em seu habitat e nicho ecoldgico com diferentes pressbes seletivas
(NICOLAU, 2010). Microrganismos extremofilos sdo influenciados por fatores fisicos e
quimicos como baixa pressdo, temperatura, altas radiagdes UVA e UVB, salinidade, pH e
indisponibilidade de &gua na sua forma liquida e baixa disponibilidade de nutrientes. Alguns
organismos que vivem em ambientes extremos possuem terminologias bem variadas, como:
psicréfilos, termofilos, aciddfilos, alcalofilos, oligotréfilos, dentre outros (DUARTE, 2015).

Os psicrofilos, do grego psykhrés, frio e philein, amar, sdo microrganismos que
habitam ambientes frios, com temperaturas variadas de -20,0 °C para um G&timo
desenvolvimento microbiano, e que essa temperatura esteja num ponto de congelamento de
agua. As enzimas que fazem parte de seu desenvolvimento celular, sdo caracterizadas por uma
alta atividade catalitica e que podem trabalhar em temperaturas na faixa de 10,0 e 20,0 °C.

Essas enzimas atualmente sdo usadas para producdo de cosméticos, industria de alimentos e
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detergentes. Os termos psicrofilos e psicrotolerantes podem ser distinguidos de maneira que
psicrofilos sdo organismos que vivem em ambientes frios, com faixa de temperatura até 15,0
°C, e os psicrotolerantes sdo organismos que sdo adaptados a sobreviverem em temperaturas
baixas, porém a temperatura 6tima é superior a 20,0 °C (GARCIA-LOPEZ, 2017).

2.3  Diversidade de fungos na Antartica

Os microrganismos representam a maior parte da diversidade encontrada na Antartica,
mais especificamente os fungos, podem ser encontrados em diversos substratos, como plantas,
solo, rochas, gelo e animais. Devido as condi¢gdes extremas, 0s microrganismos contribuem
para a biodiversidade na Antartica, e estdo representados como a maior diversidade biologica
naquele lugar, pois sua capacidade adaptativa as tais condigdes extremas se sobressaem
devido sua forte aptidao de colonizagéo em diferentes substratos, outrossim de uma facilidade
na disperséo e colonizacdo com baixo teor de gasto de energia metabolica (GOMES, 2017).

Os liguens sdo substratos muito presentes na Antartica (Figuras 1 e 2). Os liquens, do
grego Leikhen, que significa planta rastejante, s&o descritos como estruturas complexas, onde
existe uma associacdo entre dois organismos, um fotobionte (microalga ou cianobactéria) e
um micobionte (fungo), essa associacdo é caracterizada como mutualistica, onde prevé o
beneficio para ambos os dois organismos (MOREIRA, 2013; DUARTE, 2015). Os
microrganismos estdo sendo representados como a maior diversidade do ambiente antartico,

nos mais diversos tipos de ambientes (ONOFRI, 2004).

Figura 1 - Liquens saxicolas (coloracdo amarela) presentes em rochas da Antartica.

Fonte: Acervo Pessoal de Alysson Wagner ernandes Duarte,3015/2016.
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Figura 2 - A, B e C - Liquens que habitam rochas e solos na Antéartica.
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onte: Acerv essoal deBAIsson Wagner Fernan‘des Dug:r.te, 20i5/2016.

Duarte et al. (2018) aponta que a maioria dos fungos recuperados da Antartica sdo
cosmopolita, ou seja, foram transportados para esse ambiente por correntes maritimas ou por
animais migratorios, e outros que sdo denominados indigenas, pois estdo bem adaptados as
condigdes e podem se reproduzir normalmente em baixas temperaturas de forma sem haver
prejuizos para col6nias seguintes. A diversidade fingica da Antartica € composta por espécies
dos filos Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota, sdo
encontrados em diversos tipos de substratos, como rochas, sedimentos de lagos, neve, solos,
plantas, agua, sedimentos marinhos e macroalgas (GOMES, 2017).

Um tipo de microrganismo que pode sobreviver a ambiente extremofilo frio e pode ser
encontrada na Antartica sdo as leveduras do antigo género polifilético Rhodotorula, que
atualmente foram classificadas em diferentes géneros (WANG et al., 2015). As culturas séo
leveduriformes, ovais, esferoidais ou alongadas, com uma reproducdo por brotamento polar
ou multilateral e sdo incapazes de produzir esporos, além da auséncia de formacao rudimentar
de pseudo-hifas. Possuem 6timo crescimento de 24 a 48 horas, com temperaturas Otimas
variando entre 25,0 a 37,0 °C de incubacdo. Sua coloracdo varia entre amarelo e vermelho,
com aspecto liso e mucoso (SOUSA, 2016).

2.4 Pigmentos

Pigmentos sdo substancias quimicas naturais (ou artificiais) liberadas por diversas
plantas ou alguns tipos de organismos, de modo que estdo relacionadas a diversas atividades
bioldgicas. A clorofila é o pigmento verde natural mais abundante, relacionada ao processo de
fotossintese, estd atrelada a diversos tipos de plantas, inclusive crassulaceas, plantas da
caatinga, devido em seu organismo possuir cloroplastos, organelas responsaveis pela
producédo da clorofila. Outro pigmento que pode ser obtido de vegetais é a circuma, extraida

da raiz de rizomas tumerosas, mais especificamente da planta Curcuma longa, € um pigmento
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de cor amarelo-limdo brilhante. Assim como a betalaina, de colora¢Ges variando de amarelo
para vermelho (VOLP, 2009).

Outra fonte de pigmentos estd nos microrganismos, podendo encontrar uma
diversidade de pigmentos, dentre eles o grupo dos carotenoides e sdo encontrados em diversos
organismos microscopicos, como fungos, algas, bactérias. Os tipos de pigmentos encontrados,
sdo: cantaxantina, licopeno, melanina, rodoxantina, riboflavina e demais (KIRTI et al., 2014),
dando coloracdo a diversos alimentos, comidas, tecidos e outros (UENOJO et al., 2007).
Devido essa abundancia de pigmentos, as industrias de comércio téxtil, farmacéutica e
alimenticia estdo sempre a procura de novos pigmentos naturais, pois 0 interesse em
pigmentos derivados de substancias sintéticas esta diminuindo devido as propriedades toxicas
presentes nas fontes. Enquanto os pigmentos extraidos de microrganismos estdo recebendo
maior visibilidade por serem de origem natural (ABEROUMAND, 2011; KIRTI et al, 2014;
UENOJO et al., 2007; MESQUITA et al., 2017; MALIK et al., 2012).

Em uma expedicido OPERANTAR, no verdo antartico de 2015, foram coletadas
algumas amostras de fungos, e entre elas foi encontrado um fungo filamentoso de coloracéo
azul, cultivado em em &gar Sabouraud e entdo identificado por taxonomia polifasica como
Antarctomyces pellizariae, uma nova espécie de Ascomycota (MENEZES et al., 2016).
Devido essa capacidade dos microrganismos antarticos de produzirem compostos naturais,
vem sendo explorada cada vez mais, biomoléculas como enzimas capazes de produzir
pesticidas, proteinas anticongelantes e pigmentos fotoprotetores, perfazendo assim, novos
compostos para uso em biotecnologia (VALDUGA et al., 2009; SILVA, 2013; TULI et al.,
2014).

2.5  Pigmentos com Ac¢do Antimicrobiana

Antimicrobianos ou antibidticos sdo substancias produzidas por organismos capazes
de causar efeitos adversos em outros organismos (DAVIES, 1990), e que muitas dessas
substancias proporcionam vantagem competitiva para o organismo produtor (RODRIGUES,
2009). Os antimicrobianos séo classificados de acordo com a finalidade que s&o produzidos,
classificados como bactericidas, quando afetam a célula bacteriana, bacteriostaticos, quando
inibem o crescimento dos microrganismos (GUIMARAES, 2010).

Microrganismos de ambientes de clima seco e frio produzem bioativos naturais que
demonstraram eficacia com atividade antimicrobiana (CAVICCHIOLI, 2002; MOJIB, 2010).

Guimardes (2010), aponta que entre as décadas de 1960 e 1980, os antibioticos
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semissintéticos chegaram no mercado, onde eram eficazes para tratar microrganismos
patogénicos tanto Gram-positivos quanto Gram-negativos, e que j& existia relatos de
resisténcia aos antibidticos naturais.

O método de difusdo em disco é uma técnica para realizacao de testes de sensibilidade
aos antimicrobianos (CUTRIM, 2017), devido ser uma técnica antiga, ainda é muito utilizada
em diversos laboratorios, devido seu resultado ser muito preciso e ndo requer equipamentos
para avaliar (FRANCA, 2015). Um outro método, ¢ o da Concentracdo Inibitéria Minima
(MIC), que visa verificar uma concentracdo que um antimicrobiano é capaz de inibir o
crescimento bacteriano, levando em consideragdo de quanto menor o MIC, maior serd a
poténcia, consequentemente, maior serd a dificuldade em desenvolver resisténcia (CUTRIM,
2017).

Podem agir em diferentes sitios de acdo, como na sintese da parede celular,
permeabilidade da membrana, sintese proteica e nos acidos nucleicos. Alguns aminoacidos
sdo precursores para a biossintese de antibiéticos p-lactdmicos, como a penicilina (CUNHA et
al.,, 2010). Com essa descoberta dos metabdlitos secundarios, em 1929, por Alexander
Fleming, foi produzido a partir desses metabdlitos secundarios, a penicilina (Penicillium
crysogenum) (TAKAHASHI et al., 2017).

2.6 Pigmentos com Atividade Antioxidantes

Os antioxidantes atuam na estabilizac&o de radicais livres, que podem ser gerados no
citoplasma, nas mitocondrias ou até mesmo na membrana. Entre os radicais livres, 0s que sdo
mais reativos sdo: peréxido de hidrogénio e o anion superoxido, ambos podem estimular a
producdo de outros radicais livres, como 6xido nitrico e o monofosfato de guanosina ciclico,
onde atua no relaxamento da musculatura lisa vascular (BIANCHI; , 1999; MILANI, 2012;
MOSCA, 2017).

Os radicais livres sdo oriundos naturalmente do préprio organismo humano, possui
uma grande importancia nas fungdes bioldgicas, metabdlicas e na ativagdo do sistema imune.
No sistema imunoldgico, os radicais livres possuem acao na eliminagdo de bactérias externas
e sdo denominados radicais livres enddgenos, cuja suas fontes sdo 0s peroxissomos, enzimas
do citocromo (CYP) P450, na respiragdo aerdbica e nas inflamagdes (MOSCA, 2017).

Como principais agentes antioxidantes ndo enzimaticos: a-tocoferol (vitamina E), -
caroteno enzimatico, acido ascorbico (vitamina C), flavonoides, proteinas do plasma, selénio,

glutationa, clorofilina, L-cisteina e curcumina. Esses agentes ndo enzimaticos séo divididos
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em lipofilicos e hidrofilicos. E, os enziméticos: catalase, superéxido dismutase, NADPH-
quinona oxido redutase, glutationa peroxidase, enzimas de reparo, que agem evitando o
acumulo de perdxido de hidrogénio e o anion radical superdxido (BIANCHI, 1999; MOSCA,
2017).

Um estudo feito por Oliveira (2012), mostra a eficiéncia de pigmentos com atividade
antioxidante extraidos de cianobactérias, serem mais eficazes que pigmentos de vegetais.
Devido estarem expostas a diversas variacdes de luz e concentracbes de O; e COy,
proporciona a sua sobrevivéncia e muita eficiéncia ao estresse oxidativo, inclusive, diversos
trabalhos foram feitos afim de avaliar a capacidade antioxidante de microalgas e fungos
associados a liquens em diferentes sistemas bioldgicos, incluindo cianobactérias Spirulina e
Nostoc (OLIVEIRA, 2012).
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3 METODOLOGIA
3.1  Isolamento dos fungos de amostra de liquens

Os fungos utilizados neste trabalho foram isolados de liquens coletados na Antartica.
Foram isolados fungos de 28 amostras de liquens coletadas nos verGes de 2015/2016,
2016/2017 durante as operacdes (OPERANTAR XXXIV e OPERANTAR XXXV). Os
liguens foram identificados utilizando aspectos morfoldgicos e anatdmicos em microscopio
Zeiss Stemi 2000C e Axiolab, pelo professor Dr. Jair Putzke da Universidade Federal do
Pampa (UNIPAMPA), Campus Sdo Gabriel. Foram obtidos no total 409 leveduras e 31
fungos filamentosos nos meios de cultura Extrato de Levedura e Malte (Yeast Malt Agar —
YMA) e Agar Extrato de malte (EM). Esta colegdo de microrganismos encontra-se preservada
por criopreservacdo em solucdo de glicerol (20%) em ultrafreezer a -80 °C no Complexo de

Ciéncias Médicas e Enfermagem, Campus de Arapiraca.

3.2  Reativacao dos isolados e meios de cultivo

Utilizaram-se dois meios de cultura, um para levedura: Yeast Malt Agar (YMA), cuja
composi¢do quimica é composta por (em g/L): extrato de levedura, 3,0; peptona, 5,0; glicose,
10,0; extrato de malte, 3,0 e agar, 20,0. E para fungos filamentosos, utilizou-se meio Extrato
de Malte (EM), com composicdo (em g¢/L): extrato de malte, 3,0 e agar, 20,0. Foram
adicionados em um Erlenmeyer com tampédo de gaze e algoddo estéreis e entdo levados para
autoclave a 121,0 °C, durante 15 minutos e apés esterilizado, o meio foi vertido em placas de
Petri estéreis e auséncia de qualquer particula de 4gua, na capela de fluxo laminar. Os isolados
foram cultivados a 15,0 °C para analise da produgéo de pigmentos em meio sélida e posterior

obtencdo da biomassa para os ensaios em meio liquido.

3.3 Producéo e extracao dos pigmentos a partir dos isolados

Para a producdo dos pigmentos, foi realizada a triagem das leveduras e fungos
filamentosos em meio de cultura solido Agar Extrato de Levedura e Malte cultivados até 7
dias a 15,0 °C. Aqueles fungos que apresentaram producdo de pigmentos em meio sélido
foram cultivados no mesmo meio de cultura acima, porém sem a adicdo de &gar. Os in6culos
das leveduras foram padronizados em espectrofotdmetro de luz UV-visivel a uma densidade

oOptica de 600 nm de absorbancia e, apds esta padronizacao, foram inoculados 1 mL em 50 mL
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de meio de cultura esterilizados em Erlenmeyers de 125 mL. Este material foi incubado em
incubadora com agitacao tipo shaker a 120 rpm (rotagdes por minuto), durante 7 dias a 15,0
°C. Para os fungos filamentosos a inoculacao foi padronizada com 3 discos de 5 mm da regido
mais distal do fungo filamentoso crescido durante 7 dias a 15,0 °C.

ApOs o crescimento microbiano em meio de cultura liquido por 7 dias, 0s extratos
foram submetidos a centrifugagdo a 5.400 rpm durante 10 minutos a 10,0 °C, sendo
descartado o sobrenadante e o pellet contendo a biomassa celular com o pigmento intracelular
submetido a etapa de lavagem com &gua esterilizada, novamente centrifugado e adicionado
5,0 mL de alcool etilico absoluto e levados ao vortex para que ocorresse a lise celular, uma
vez que os pigmentos eram de origem intracelular. Os tubos foram novamente centrifugados e
descartados o pellet e o extrato contendo o pigmento armazenado em freezer a -20,0 °C até a
realizacéo dos ensaios de antioxidantes, antimicrobianos e perfil de varredura de absorbancia.

J& para o fungo filamentoso, o pigmento produzido era extracelular e apés o cultivo
em meio liquido o pigmento foi separado do micélio por filtracdo em gaze esterilizada,
utilizando-se um funil e um Erlenmeyer (ambos estéreis). Para isto, colocou-se o papel filtro e
a gaze e entdo foi adicionado o extrato pigmentado do fungo filamentoso, retida a biomassa e
coletado o pigmento. Em seguida foi realizada a filtracdo do extrato em membrana 0,22 um e
0 extrato pigmentado armazenado em freezer a -20,0 °C até a realizacdo dos ensaios.

3.4  Perfil de absorbancia dos pigmentos produzidos por fungos da Antartica

Os extratos brutos contendo os pigmentos foram submetidos a ensaios de
caracterizagdo preliminar, utilizando-se varredura de absorbancia em um espectrofotémetro
de luz UV-visivel afim de avaliar o perfil de absorbancia dos pigmentos em diferentes
comprimentos de onda. O ensaio foi realizado no intervalo de 200 a 800 nm em
espectrofotdbmetro marca MultiSpec — 1501 do Laboratorio Biospeckle, situado no Nucleo de
Ciéncias Exatas (NCEx) da Universidade Federal de Alagoas — Campus de Arapiraca. A
calibracdo do equipamento se deu com a solugéo branco utilizando o solvente utilizado na
extracdo do pigmento, o etanol absoluto. Em seguida as amostras foram avaliadas e realizadas

as curvas de absorbancia versus comprimento de onda.

3.5 Avaliacdo da capacidade antioxidante
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A atividade antioxidante foi realizada pelo método de FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) ou Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro. Este método foi
desenvolvido para determinar a reducdo de ferro em substancias biologicas. A solucdo de
FRAP foi preparada a partir da mistura de 50 mL do tampéo do acetato de sédio (pH 3,6), 5
mL da solucéo de 2,4,6-tripidiril-si-triazina (TPTZ) e 5 mL de cloreto férrico, deixadas em
local fresco e ao abrigo da luz. Em seguida, em microtubos de 1,5 mL, adicionou-se 530 pL
da solucdo de FRAP, 30 uL de agua destilada e 40 puL do extrato contendo o pigmento
microbiano e entdo foram incubados em banho maria por 30 minutos a 37,0 °C, e
posteriormente realizada a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro de luz UV-visivel a
595 nm. A curva padréo foi realizada utilizando as solucdes de sulfato de ferro 1l (FeSO4) nas
concentragdes de 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 e 0,078 mM. A solu¢do “branco foi realizada
utilizando-se o solvente etanol no lugar do extrato contendo o pigmento microbiano. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.6  Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de difusdo em disco
e 0s microrganismos indicadores avaliados foram: Micrococcus luteus ATCC 4698,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6051, Candida albicans ATCC
10231, Streptococcus agalactiae e Escherichia coli ATCC 25922. Os ensaios foram
realizados em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Mueller Hinton, com in6culo
padronizado a 107 células, que configura num ensaio de antibiograma, onde o indculo da
célula dos microrganismos indicadores é padronizado em espectrofotdmetro de luz UV-
visivel. Com a ajuda de um swab submergido no indculo, as células foram espalhadas sobre
toda a placa de Petri com meio de cultura sélido e, apos isso, foram adicionados de 5 a 9
discos de papel de filtro de 5 mm (milimetros) esterilizados, por cima do inéculo espalhado na
placa, seguido da inoculagdo de 10 pL em cada papel filtro de cada pigmento microbiano.
Utilizaram-se como controles positivos os discos de antibidticos oxacilina, penicilina,
vancomicina, azitromicina, gentamicina e ampicilina. Como controle negativo utilizou-se o
etanol absoluto, devido o pigmento ser em extrato etandlico e as placas foram visualizadas

apos 18 a 20 horas de incubacéo a 37,0 °C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1  Caracterizacao inicial dos pigmentos produzidos por fungos da Antéartica

Os pigmentos produzidos por fungos da Antartica tiveram coloracdes bem
diferenciadas, variando entre rosa, vermelho, amarelo, creme e laranja (Tabela 1, Figura 3).
Em meio sélido, a proporg¢do teve um total de 31 isolados, a maioria de cor laranja (n = 14),
seguida de amarelo (n = 12), rosa (n = 2), vermelho (n = 1) e creme (n = 2).

Tabela 1 - Proporgdo quantitativa dos isolados de liquens, juntamente com sua coloracdo a partir da

col6nia em meio soélido.

Identificacdo dos Liquens Cddigo dos Quantidade Coloracéo do
(cédigo) isolados isolado
Usnea aurantiacoatra L1 NL1 1 Laranja
Usnea aurantiacoatra L2 412 1 Amarelo
Usnea aurantiac-atra L3 10L3 1 Amarelo
Xanthoria candelaria L4 3L4 1 Rosa
Xanthoria candelaria L6 1L6 1 Laranja
Mastodia tesselata L14 AL14 1 Amarelo
Caloplaca regalis L15 3L15, 9L15, 7 Amarelo (n =1)
10L15, e laranja (n = 6)
11L15,
12L.15,
19L15, 32L15
Umbilicaria decussata L16 7L16, 8L16, 5 Amarelo (n =2),
11L16, creme (n=2) e
12116, 13L16 laranja (n =1)
Lecania brialmontii L19 6L19, 12119, 6 Amarelo (n = 3),
LL19, laranja (n = 1),
AFL19, rosa(n=1)e
1LF19, 2L19 vermelho (n = 1)
Usnea aurantiacoatra L21 AL21 1 Laranja
Usnea aurantiacoatra L31 4131, 6L.31, 5 Amarelo (n = 3)
10L31, e laranja (n = 2)

11131, 30L31

Usnea aurantiacoatra L34 2L.34 1 Amarelo
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Total 31

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Figura 3 - Caracterizacdo macroscopicas das leveduras da Antartica produtoras de pigmentos em
meio de cultura YMA cultivadas a 15 °C durante 7 dias. A. Leveduras. B. Fungo filamentoso (1LF19).

Fonte: A. Proprio autor; B. Mayanne Karla, 2019.

A maior proporcdo de isolados de fungos produtores de pigmentos foram isolado do
liguen Caloplaca regalis, com um total de 7 isolados com cores variando entre amarelo e
laranja, seguido dos isolados do liquen Lecania brialmontii, com 6 isolados pigmentados de
cor amarelo, laranja e rosa, e Usnea aurantiacoatra com 5 isolados de pigmentos em laranja,

rosa e vermelho. De maneira geral, predomina pigmentos laranja (Figura 4).

Figura 4 - Pigmentos produzidos por fungos filamentosos e leveduras isoladas de liquens da

Antartica.

Fonte: Proprio autor, 2019.

Santiago (2015) obteve 50 espécies isoladas de fungos filamentosos para os talos de
Usnea, inclusive Usnea aurantiacoatra, um dos principais géneros de liquens da Antértica,
caracterizado como um género bastante diversificado e que pode abrigar um alto nimero de

microrganismos, inclusive no continente antartico.
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A procura por diferentes fontes de pigmentos com interesse biotecnoldgico, vem
crescendo nos ultimos anos. Podendo ser encontrados em diversas fontes, os pigmentos sdo
uma das substancias mais abundantes nos corpos celulares viventes no planeta, dando cor a
diferentes formas de vida, sua absorcéo refletida pelo sol faz com que absorva e intensifique
ainda mais sua pigmentacdo (VALDUGA, 2009; SILVA, 2013). Além disso, Valduga (2009)
explica alguns fatores que podem tanto beneficiar a producdo de pigmentos ou a degradacao
do mesmo: como o meio de cultura, que pode interferir na producdo do pigmento, se torna um
fator limitante quando ndo obtém a concentracdo exata de glicose e sacarose para formas de
carbono, o pH quando ndo calibrado interfere no crescimento celular e na produgdo do
produto. E outros efeitos como aeracdo ou agitacdo, temperatura e luminosidade, sdo efeitos
que se nao forem controlados, o pigmento degrada e ndo sera obtido resultado satisfatério.

A melanina é caracterizada como o pigmento de cor marrom, onde pode ser
encontrada em fungos e estudos apontam que microrganismos de ambientes extremos s&o
bons produtores de melanina, devido sua forte acdo fotoprotetora (KIRTI, 2014;
ABEROUMAND, 2011; MALIK, 2012; TULI, 2014; GARCIA-LOPEZ, 2017).

Das 28 amostras de pigmentos fungicos utilizados para caracterizacdo de varredura em
espectrofotdbmetro de luz UV-visivel, observou-se que os pigmentos apresentaram maior
absorbancia nos comprimentos de onda variando de 370 ao 500 nm (Figura 4). Devido
problemas com contaminacdo e degradacdo do pigmento as outras amostras ndo foram

possiveis de fazer a leitura de varredura.
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Figura 5 - Perfis de varredura de absorbancia (intervalo de 200 a 800 nm) dos pigmentos produzidos
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Comprimento de onda (nm)

De acordo com Oliveira (2017), o fungo Monascus ruber produz pigmentos de cores

amarelo, laranja e vermelho, e apresentam maior absorbancia na faixa de 400 a 510 nm,

utilizando o intervalo do comprimento de onda de 350 a 550 nm. Variantes como pH (5 a 10)
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no meio de cultura solido para Monascus ruber, facilitaram a producdo do pigmento vermelho
caracteristico do fungo. Mojib (2010) e colaboradores descreveram um estudo sobre um
comprimento de onda de um pigmento descrito como violaceina, isolado de
Chromobacterium violaceum obteve um pico de absorbancia em 575 nm quando avaliado em
comprimento de onda entre 450 a 690.

Foi observado que os microrganismos quando Sd0 postos em temperaturas iguais ou
préximas a temperatura similar do ambiente onde habitavam, o seu potencial de producao de
pigmento aumenta. Silva (2018) e colaboradores, remete, bactérias que sdo submetidas a
temperaturas de cultivo mais baixas, do tipo psicrotolerantes, apresentaram maior producdo de
carotenoide. Estudos apontam que substancias pigmentadas possuem um diferencial de

aplicacdo biotecnoldgica quando comparadas a substancias translucidas.

4.2 Atividade Antioxidante de Pigmentos de fungos da Antéartica

Os pigmentos prospectados foram submetidos aos ensaios da atividade antioxidante
pelo método de FRAP (Tabela 2). Os extratos etandlicos pigmentados com atividade
antioxidante que apresentaram melhores resultados em mM de FeSO4 foi o isolado AFL19,
isolado do liquen Lecania brialmontii, com 1,94 mM, seguido do isolado 19L15 (Caloplaca
regalis), com concentragcdo de 1,80 mM, e outros isolados dos liquens Lecania brialmontii e
Usnea aurantiacoatra.

Substancias antioxidantes retardam o envelhecimento (MOSCA, 2017), o licopeno é
um antioxidante encontrado em diversos alimentos como tomate, melancia, seu interesse para
industria tanto biotecnoldgica quanto para a saude, vem aumentando devido suas propriedades
protetoras sobre a carcinogénese, além disso, 0s estudos sé vém aumentando quando foi feita
comparagles da ingestdo de licopeno com relacdo a diminuicdo do céncer de prdstata
(SHAMI; MOREIRA, 2004).

Outros antioxidantes que sdo muito utilizados e que estdo intimamente relacionados na
reducdo de radicais livres no processo de atividade cancerigena € o selénio e o zinco, fontes
promissoras e ricas em diversos alimentos, a quercentina € presente na maioria das frutas e
vegetais, € um flavonoide muito encontrado e abundante em vinhos. Algumas caracteristicas
devem ter atengdo, a quercentina quando ingerida excessivamente, pode ocasionar uma reacao
com ferro torna-se um pro-oxidante (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

De acordo com Dieser (2010) e seus colaboradores, a causa de alguns isolados néo

terem obtidos resultados suficientes, como coloracao e indices maiores de antioxidantes, pode
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estar atrelado ao fato de haver em diversas vezes um congelamento e descongelamento desses
extratos pigmentados, devido eles serem extremofilos do tipo psicrotoleantes, e outro fator de
luminosidade, pois alguns dos pigmentos sdo fotossensiveis, e, apos feita a prospeccdo dos
pigmentos, em diversas vezes, sdo submetidos a incidéncia luminosa, e isso acaba se tornando
um fator prejudicial a producdo desses compostos, e que acomete diretamente na degradacédo
do pigmento em leveduras.

Tabela 2 - Atividade antioxidante dos pigmentos prospectados por leveduras da Antartica.

Liquen de isolamento  Cddigodo  Coloracéo do Concentracéo de

pigmento pigmento antioxidante
(mM de FeSOa)

Usnea aurantiacoatra NL1 Laranja claro 0,89
Usnea aurantiacoatra 412 Amarelo 0,89
Xanthoria candelaria 10L3 Amarelo 0,55
Xanthoria candelaria 3L4 Rosa claro 1,36
Mastodia tesselata 116 Laranja 1,49
Caloplaca regalis AL14 Amarelo 1,39
Caloplaca regalis 3L15 Laranja 0,12
Caloplaca regalis 9L15 Amarelo 0,90
Caloplaca regalis 10L15 Laranja 0,07
Caloplaca regalis 11L15 Laranja 1,75
Caloplaca regalis 12L15 Laranja 0,84
Caloplaca regalis 19L15 Laranja 1,80
Umbilicaria decussata 32115 Laranja 0,08
Umbilicaria decussata 7L16 Amarelo 0,06
Umbilicaria decussata 8L16 Amarelo 0,00
Umbilicaria decussata 11L16 Creme 0,37
Umbilicaria decussata 12116 Creme 0,10
Lecania brialmontii 13L16 Laranja 0,10
Lecania brialmontii 6L19 Amarelo 1,64
Lecania brialmontii 12L19 Laranja 0,10
Lecania brialmontii LL19 Amarelo 1,58
Lecania brialmontii AFL19 Rosa 1,94
Usnea aurantiacoatra 1LF19 Vermelho 0,13
Usnea aurantiacoatra AL21 Laranja 0,19
Usnea aurantiacoatra 4131 Laranja 0,30
Usnea aurantiacoatra 6L31 Amarelo 1,64
Usnea aurantiacoatra 10L31 Laranja 0,44
Usnea aurantiacoatra 11131 Laranja 1,11
Usnea aurantiacoatra 30L31 Amarelo 0,89
Usnea aurantiacoatra 2L.34 Amarelo 0,72

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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4.3 Atividade Antimicrobiana de Pigmentos de fungos da Antértica

Ao analisar os resultados da atividade antimicrobiana, observou-se que os isolados
2L.19, 4.2 e 8L16 apresentaram resultado interessantes frente a Staphylococcus aureus ATCC
6538, com halos de inibicdo de 29,5 mm, 21 mm e 14,5 mm, respectivamente. Os isolados
4131 e 10L31 tiveram resultado frente a Bacillus subtilis ATCC 6051 e Micrococcus luteus
ATCC 4698 com valores de 9 e 10 mm, respectivamente. Para Candida albicans ATCC
10231, alguns isolados apresentaram resultado satisfatério como inibidores de crescimento
para levedura, com halos entre 10 a 11,5 mm. E para as bactérias Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, tiveram resultados variando entre 8 mm a 12,5
mm (Tabela 3). Na figura 3 mostra os resultados da atividade antimicrobiana apds a acdo dos
pigmentos sobre os microrganismos indicadores.

Santos (2007) e colaboradores fizeram um estudo sobre a resisténcia de
Staphylococcus aureus frente a alguns tipos de antibidticos, a vancomicina € um glicopeptidio
criado na década de 50, afim de inibir o crescimento dessa cepa, no entanto foi deixada de
lado devido ao aparecimento de outros antibioticos, tais como meticilina, oxacilina e outras
isoxazolilpenicilinas. Quando descoberta, a meticilina, foi vastamente eficiente contra cepas
de S. aureus, apds obterem resisténcia, as cepas de S. aureus ficaram conhecidas como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, entdo utilizaram a vancomicina como préximo
antibidtico, no entanto, em 1998, em um estudo feito por Hanaki (1998) e colaboradores,

obtiveram resultados sobre cepas de S. aureus resistentes a vancomicina em testes clinicos.



Tabela 3 - Halos de inibigdo de crescimento (mm) de amostras de pigmentos produzidos por leveduras e fungo filamentoso da Antartica.

Isolado fangico (c6digo) S.aureus B.subtilis M. luteus C.albicans S. agalactiae E. coli P. aeruginosa
2L19 29,5 mm N N N - - -
412 21,0 mm N N N - - -
8L16 14,5 mm - - 10,5 mm 9,0 mm 8,5 mm 11,0 mm
7L16 13,5 mm - - 11,0 mm 8,5 mm 9,0 mm 11,5 mm

10L15 12,0 mm - - 11,0 mm 9,5 mm 10 mm 11,0 mm
19L15 15,0 mm - - 11,5 mm 7,5mm 8,0 mm 8,5 mm
13L16 11,5 mm - - 11,0 mm 9,0 mm 8,5 mm 12,5 mm
3L15 12,5 mm - - 11,0 mm 8,0 mm 9,0 mm 12,0 mm
AL21 13,5 mm - - 8,5 mm 11,5 mm 8,0 mm 9,0 mm
32L.15 12,5 mm - - 10,0 mm 10,0 mm 8,5 mm 10,5 mm
6L31 7,0 mm - 7,0 mm - - - -
11131 N N N N - - -
4131 N N N N - - -

10L31 N N N N - - -




6L9 N N N N - - -
1LF19 N N N N - - -
Oxacilina (OXA) 1 ug 27,5mm  145mm - - - - -
Penicilina (PEN) 10 U.N. 23 mm 13 mm 30,5 mm - - - -
Vancomicina (VAN) 30 pg - - 17,5mm - - - -
Azitromicina (AZI) 15 pg N - - - - - -
Ampicilina (AMP) 10 pg - - - - - 12,6 mm -

Gentamicina (GEN) 10 pg - - - - - - 21 mm

Alcool etilico 10 pL 10 mm N 10,7 mm 5,4 mm 10 mm 8,5 mm 6 mm

( N ) Amostras que néo tiveram resultado satisfatorio. ( - ) Pigmentos ou antibiéticos ndo testados.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.
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Figura 6 - Placas de Petri em experimentos de atividade antimicrobiana de pigmentos
produzidos por fungos da Antartica. A. Staphylococcus aureus e B. Candida albicans. C.

Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Proprio autor, 2019.

Em um estudo feito por Mojib (2010), obtiveram pigmentos extraidos de uma cepa
bacteriana Flavobacterium sp., e descobriram que esse pigmento esta ligado aos pigmentos
carotenoides de Flavobacterium sp. O pigmento foi caracterizado com um perfil de 440 nm,
sendo semelhante aos carotenoides da bactéria e de flexirubinas. E para que o pigmento
constatado como flexirubina fosse conformado, fizeram uma analise de cromatrografia
liquida-espectrometria de massa, e o resultado foi positivo.

A violaceina é um pigmento bastante encontrado em microrganismos do ambiente
antartico, na Ilha de Rei George, Antartica (ASENCIO et al. 2014). O extrato de
Janthinobacterium lividum, isolada do solo da Peninsula Fields com pigmento violaceina
apresentou resultados satisfavtorios contra E. coli, S. aureus e Salmonella. Typhimurium
(FRANGCA, 2015). Na busca por antimicrobianos ou antibioticos capazes de inibir, matar ou
retardar o crescimento de bactérias patogénicas, vem se tornando um grande desafio, inclusive
para a salde, sem contar pela alta taxa de resisténcia aos antimicrobianos/antibiéticos que 0s
microrganismos vém adquirindo (RODRIGUES, 2009; CUTRIM, 2017).
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5 CONCLUSAO

Os fungos da Antartica apresentam potencial para producdo de pigmentos de
diferentes coloracdes, prevalecendo aqueles de coloragédo laranja, amarelo, vermelho e rosa,
com um total de 31 pigmentos de extratos metabdlicos.

Os melhores pigmentos com atividade antioxidantes foram produzidos por leveduras,
com valores 6timos entre 1,94 mM de FeSOs, para a levedura AFL19, isolada do liquen
Lecania brialmontii de coloracdo rosa, e a levedura 19L15, isolada do liquen Caloplaca
regalis, com 1,80 mM de FeSOa.

Para atividade antimicrobiana, foi possivel concluir que os melhores extratos
apresentaram atividade principalmente contra Staphylococcus aureus, como melhor resultado
0 extrato 2L.19, extraido do liquen Lecania brialmontii e o pigmento 4L2, isolado do liquen
Usnea aurantiacoatra.

A caracterizacao do perfil de varredura de absorbéancia dos pigmentos produzidos por
fungos da Antartica teve comprimentos de onda variando entre 370 a 500 nm.

De maneira geral, observa-se que os pigmentos intracelulares extraidos de fungos da
Antértica possuem metabdlitos secundarios com atividades antioxidantes e antimicrobiana,
aumentando a eficiéncia desses microrganismos e obtendo resultados promissores para futuras

pesquisas atreladas a ambientes extremos com potencial biotecnoldgico.
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