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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar o cultivo de Pycnoporus
sanguineus ¢ a producio do antibidtico cinabarina em meio liquido, e a
utilizacdo de residuos lignocelulésicos como meio de cultivo, em estado
s6lido, para a produgdo da cinabarina. Foi realizada a andlise do
crescimento radial e avaliada a producdo de cinabarina de trés diferentes
cepas de P. sanguineus (MIP 95001, MIP 95002 e MIP 20001). O
modelo que melhor representou o crescimento das cepas foi o modelo
exponencial, sendo selecionada a cepa MIP 20001 como melhor
produtora de cinabarina. Foi proposta neste trabalho uma nova
metodologia para o doseamento da cinabarina, em sua forma purificada,
através de método espectrofotométrico visando obter um método
confidvel, mais rdpido e pritico de doseamento. O método
espectrofotométrico mostrou-se adequado para a finalidade pretendida,
produzindo resultados semelhantes aos obtidos com o método
microbiolégico. A cinética de crescimento do P. sanguineus e a
producdo de cinabarina foram estudadas em caldo de batata dextrose
(CBD) com pH inicial 5,6 e 9,0 e também combinando-se as fontes de
carbono (glicose, maltose e glicerol), o CBD e as fontes de nitrogénio
(peptona, extrato de levedura e uréia). Os cultivos em CBD com pH
inicial 5,6 e 9,0 ndo apresentaram diferencas quanto a producdo de
cinabarina, sendo que o fungo apresentou maior crescimento em pH
inicial 5,6. O meio contendo glicose e extrato de levedura propiciou a
maior producio de biomassa, sendo que o meio em que houve a maior
producdo de cinabarina foi o meio CBD sem a adi¢do de fontes de
nitrogénio. Foi avaliada a produc¢do de cinabarina utilizado como
substrato os residuos lignoceluldsicos: serragem de Pinus sp. e de
Eucalyptus sp. e casca de arroz, enriquecidos com farelo de arroz. A
utilizacdo da serragem de Pinus sp., devido ao seu elevado teor de
lignina, resultou na maior producdo de cinabarina, (1,6 vezes mais do
que em CBD). A estabilidade da cinabarina foi avaliada até 60 dias apds
sua extracdo e os residuos foram armazenados em geladeira a 2 °C de
trés maneiras: seco, diluido em DMSO e diluido em DMSO com EDTA.
O residuo armazenado seco manteve sua estabilidade pelo periodo
analisado, o residuo diluido em DMSO apresentou-se estivel por um
més e a adicdo de EDTA aumentou a estabilidade do residuo em solugdo
por pelo menos 60 dias.

Palavras-Chave: Pycnoporus sanguineus, Cinabarina e Residuos
lignoceluldsicos.






ABSTRACT

This work has as main objective to study the growth of Pycnoporus
sanguineus in liquid medium broth, following their cinnabarin antibiotic
production. Besides this, it is aimed to produces the cinnabarin by
utilizing wood wastes by growing the broth in solid state of the
Pycnoporus sanguineus. We performed the radial growth analysis and
evaluated the cinnabarin production starting from three different strains
of P. sanguineus (MIP 95001, MIP 95002 and MIP 20001). Among the
strains, those which presented the exponential model growth showed the
best results. We choose the strains of MIP 2001 as the better cinnabarin
producer. In this work, we proposed a new routine for measuring the
cinnabarin content in their pure state via spectrometric method aiming a
more reliable, fast and practical method. The spectrometric method fit to
the existing procedures, with same results as the microbiological method
ones. The P. sanguineus kinetic growth and the cinnabarin production
were performed in a potato dextrose broth (PDB), having an initial p-
H’s of 5.5 and 9.0. It is composed of a carbon source as glucose,
maltose, and glycerol, the PDB, and the nitrogen source as (peptone,
yeast extract and urea). The growing of PBD at initial p-H's of 5.6 and
9.0 presented nor differences in cinnabarin production, whereas the
yeast presented more rate of growing at initial p-H of 5.6. Most biomass
production was obtained with the broth plus glucose and yeast extract;
whereas most cinnabarin production was obtained with the PBD without
nitrogen addition. Further, the cinnabarin production was evaluated
utilizing wood waste as substrate: Pinus sp. and Eucalyptus sp. sawdust
and bark of rice with addition of milled rice. The Pinus sp. sawdust, due
to its high content of lignin, presented more cinnabarin production than
others ones (1.6 times more than in CBD). After the cinnabarin
extraction, their stability after drying was evaluated by three methods
for periods of time performing a total of 60 days. The extracts were put
onto a freezer at temperature of 2 °C in three forms: dried (1) diluted on
DMSO (2) and diluted on DMSO plus EDTA (3). The method (1)
presented stability for the analyzed period of 60 days, the method (2) the
method presented stability for a period of 30 days, and the method (3)
presented stability for 60 days. We conclude that the EDTA addition
enhanced the stability of the dried cinnabarin extract for at least 60 days.

Keywords: Pycnoporus sanguineus, Cinnabarin, Wood waste.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos constituem dentro das fontes de produtos
naturais, uma das menos estudadas, entretanto oferecem grandes
possibilidades para obtencdo de novas estruturas com atividade
bioldgica. Cerca de 20% de todas as moléculas bioativas descobertas sdo
provenientes de fungos e estima-se que conhecemos aproximadamente
5% do total de espécies de fungos existentes no planeta (LANGE,
1996).

Comumente, os fungos sdo conhecidos como bolores, mofos ou
cogumelos comestiveis ou alucindgenos. Sdo tratados de forma
pejorativa, considerados como venenosos e, no mAaximo, cOmo
alimentos exéticos. S3o lembrados por seus efeitos prejudiciais,
causando moléstias em animais e plantas, ou ainda como sendo
responsaveis pela deterioracdo de frutas, pdes e outros alimentos,
causando estragos em couros, paredes, etc. Entretanto, 0 mundo destes
organismos ¢ muito amplo e ainda que haja algumas espécies
prejudiciais a grande maioria dos fungos € benéfica (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2004).

Os fungos s3o importantes tanto do ponto de vista ecoldgico,
devido a sua capacidade de degradar todo tipo de matéria organica,
quanto do ponto de vista industrial, sendo responsaveis pela producio de
importantes dcidos organicos, pela produ¢do de farmacos, vitaminas e
enzimas, pelo controle bioldgico de insetos-pragas da agricultura, pela
producio de etanol, além de serem utilizados no preparo de pées, bolos,
vinhos, cervejas, queijos, iogurtes e em muitos outros alimentos
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; PUTZEL e PUTZEL, 1998).

O Pycnoporus sanguineus ¢ um fungo pertencente a familia
Polyporaceae, o qual € responséavel pela podriddo branca de madeiras.
Este cogumelo € popularmente conhecido por “orelha-de-pau” e é
facilmente encontrado em regides tropicais e subtropicais e de facil
cultivo, podendo desenvolver-se tanto em plantas vivas como mortas
(GAMEIRO et al., 2003; SMANIA JR. et al., 1995"; GERRERO e
HOMRICH, 1999).

O P. sanguineus é facilmente reconhecivel por sua intensa cor
laranja avermelhada. Produz cerca de sete pigmentos, sendo o
antibidtico cinabarina um deles. Segundo estudos de Sménia Jr. et al.
(1995b) este antibidtico apresenta atividade contra vdrias bactérias,
tendo atividade principalmente sobre as gram-positivas.
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Com o aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos
disponiveis e também das infec¢des fingicas, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, a pesquisa e o desenvolvimento de
novos antimicrobianos revela-se crescente e necessaria (BAX, 2000;
GUPTE, 2002). Neste sentido, os metabélitos produzidos por
organismos devem ser amplamente pesquisados como fonte de novos
compostos antimicrobianos, pois oferecem uma enorme diversidade
quimica, embora esta diversidade encontrada nos produtos naturais nao
pode ser igualada, tampouco substituida por bases de dados
combinatérias para a sintese de novas moléculas com atividades
biolégicas (DONADIO et al., 2002).

A utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos para o
cultivo de fungos vém despertando interesse, pois além de fornecer
diferentes alternativas de cultivo, ajuda nos problemas de poluicdo.
Estes residuos, utilizados da maneira adequada podem ser convertidos
em produtos de alto valor agregado.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Estudar o cultivo do Pycnoporus sanguineus e a producdo do
antibidtico cinabarina em meio liquido, e a utilizacdo de residuos
lignocelulésicos como meio de cultivo, em estado sélido, para producio
de cinabarina.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar o crescimento radial das cepas de P. sanguineus MIP 95001,
MIP 95002 e MIP 20001 em 4gar batata dextrose, selecionar a cepa que
produz maior quantidade de cinabarina e verificar a influéncia do
crescimento radial na producio de cinabarina.

- Estudar uma nova metodologia para o doseamento da cinabarina por
meio de método espectrofotométrico e compard-la com o método
microbiolégico.

- Avaliar a influéncia do tipo de inéculo, sélido ou liquido, na producio
de biomassa nas culturas em estado liquido.

- Estudar a produc@o de cinabarina e o crescimento do P. sanguineus em
caldo batata dextrose (CBD) a diferentes pHs.

- Avaliar a influéncia de diferentes fontes de carbono (glicose, maltose e
glicerol), do CBD e das fontes de nitrogénio (peptona, extrato de
levedura e uréia) na produg¢do de biomassa e do antibidtico cinabarina
pelo P. sanguineus

- Produzir a cinabarina utilizando residuos lignoceluldsicos (serragem
de pinus, serragem de eucalipto e casca de arroz) complementados com
farelo de arroz e comparar os resultados com os obtidos na produgdo de
cinabarina em CBD.

- Estudar a estabilidade da cinabarina produzida em residuos
lignocelulésico e o efeito da adi¢do de EDTA na sua estabilidade.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Generalidades sobre os Fungos

Os fungos sdo seres vivos eucaridticos com um sé nicleo, como
as leveduras, ou multinucleados, como os fungos filamentosos ou
bolores e os cogumelos (fungos macroscépicos) (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005).

Os fungos sdo altamente eficientes na degradacdo de uma ampla
gama de substratos, podendo apresentar-se sob a forma de levuriforme,
formar um peseudomicélio ou constituir hifas, que podem agrupar-se ou
justapor-se, porém nunca formando um tecido verdadeiro. Constituem
um grupo muito grande e heterogéneo. Estima-se que existam cerca de
1,5 milhdes de espécies de fungos, sendo que destas apenas foram
descritas cerca de 74 mil espécies. Excluindo-se os insetos, os fungos
constituem 0s mais numerosos seres vivos existentes (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2004).

Os fungos sdo onipresentes sempre que se saiba busca-los,
encontrando-se em vegetais, em animais, no homem, em detritos e em
abundancia no solo, participando ativamente do ciclo dos elementos da
natureza (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005; GERRERO e
HOMRICH, 1999). Encontram-se a disposicdo do naturalista ou da
pessoa interessada, em jardins, parques, bosques, matas, campos,
gramados, nas ruas arborizadas das cidades e em locais de queimada.
Sempre que haja substrato disponivel, as frutificagdes surgirdo sob
condi¢des ambientais propicias para seu desenvolvimento. Levando-se
em consideracdo estes fatos, o melhor tempo para a coleta de fungos
serd em épocas imidas com temperaturas nao muito baixas.

Durante muito tempo, os fungos foram considerados como
vegetais e somente a partir de 1969 passaram a ser classificados em um
reino a parte denominado fungi. Os fungos apresentam um conjunto de
caracteristicas que permitem sua diferenciacdo das plantas: ndo
sintetizam clorofila nem qualquer pigmento fotossintético; ndo tem
celulose na parede celular, exceto alguns fungos aqudticos e ndo
armazenam amido como substincia de reserva. A presenca de
substincias quitinosas na parede da maior parte das espécies fungicas e
a capacidade de armazenar glicogénio os assemelham as células animais
(TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

Todos os fungos sdo quimio-heterotréficos, necessitando de
componentes orginicos para energia e fonte de carbono. Os fungos sao
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capazes de metabolizar carboidratos complexos tais como lignina
(madeira), que as bactérias ndo podem utilizar como nutrientes
(TORTORA; FUNKE e CASE, 2000).

3.2 Fungos - Sua Importancia, Biodiversidade e Biotecnologia

De acordo com Santos (2005) citado por Lopes et al. (2008), os
fungos, tém se tornado um dos principais colaboradores para a solugio
simultinea de trés problemas sérios que o mundo enfrenta, a escassez de
alimentos, a poluicdo ambiental e a deficiéncia da satide humana.

Cogumelos com fins medicinais tém uma longa e rica histéria de
uso. H4 mais de 2.000 anos atrds, os povos Paleoliticos ja utilizavam os
cogumelos como poderosos medicamentos para combater doengas.
Embora a ciéncia ji saiba, hoje, que microrganismos patogénicos sdo
responsaveis por muitas doengas, ndo se sabe se os povos Paleoliticos
detinham o conhecimento sobre a natureza da infec¢do microbiana
(STAMETS, 2002).

Os fungos sdo responsaveis pela producdo de importantes acidos
organicos, como o dcido citrico, pela producdo de farmacos, como
alguns antibidticos, pela produg¢do de enzimas de interesse industrial e
elevado valor econdmico, pelo controle bioldgico de insetos-pragas da
agricultura, pelo controle de intimeras moléstias que atacam plantas
cultivadas e pela produgdo de etanol. Mas ainda s@o eles que tornam a
vida no planeta mais agraddvel, pois sem os fungos ndo existiriam
bebidas fermentadas como as cervejas e vinhos, queijos dos mais
diversos tipos e muitos outros alimentos nos quais estes organismos tem
papel de destaque em sua producdo (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).
Os fungos sdo utilizados também para producdo de vitaminas (como a
riboflavina — B2 — e a biotina — B5), esterdides e cortisona (PUTZEL e
PUTZEL, 1998)

De acordo com Lange (1996) 65% de todas as moléculas
bioativas descobertas sdo produzidas por Actinomycetes, e cerca de 20%
de fungos filamentosos, a grande maioria provenientes de apenas trés
geéneros: Penicillium, Aspergillus e Fusarium.

De acordo com Brizuela et al. (1998), embora as bactérias e
leveduras oferecam vantagens considerdveis em compara¢do aos fungos
em relacdo as facilidades tecnoldgicas de cultivo e conhecimento
biolégico mais completo, os basidiomicetos e fungos miceliares em
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geral apresentam potencialidades de biosintese mais interessantes e
numerosas.

A diversidade microbiana constitui uma valiosa fonte de inovacao
biotecnoldgica. Algumas estimativas sugerem que, até agora
conhecemos apenas aproximadamente 5% do total de espécies de fungos
e pode ser tdo pouco quanto 0,1% das bactérias. E entre aqueles ja
descritos, apenas uma pequena fracdo foi analisada quanto ao perfil
metabdlito (LANGE, 1996).

Existem, todavia, problemas que dificultam o aproveitamento da
biodiversidade para o desenvolvimento de novos medicamentos. O que
inclui: 1) falta de leis especificas para o acesso a biodiversidade; 2)
grande complexidade das moléculas isoladas a partir de produtos
naturais, que as vezes dificulta sua sintese; 3) o tempo necessario para o
descobrimento de moléculas lideres as vezes € longo; 4) a descoberta
pode ser dispendiosa; 5) poucas bibliotecas de compostos naturais estdo
disponiveis; 6) existem poucas informagdes com relagdo a estrutura-
atividade desses compostos; 7) freqiientemente, moléculas ja conhecidas
com pouco interesse, sdo isoladas de produtos naturais; 8) os quimicos
sintéticos muitas vezes sdo relutantes em trabalhar com produtos
naturais (STROHL, 2000).

Em virtude da alta tecnologia, dos elevados custos e dos riscos
inerentes para o desenvolvimento de um novo medicamento, alguns
poucos paises desenvolvidos, liderados pelos Estados Unidos e alguns
paises europeus, det€ém as maiores inddstrias farmac€uticas mundiais
que dominam as modernas tecnologias na drea farmacéutica. Somente
para exemplificar esses investimentos e riscos, as estatisticas mostram
que de cada 30 mil compostos sintetizados pelas industrias, 20 mil
(6,7%) entram nos estudos pré-clinicos; desses, 200 (0,67%) atingem a
fase clinica I; 40 (0,13%) passam para a fase clinica II; e 12 (0,004%)
chegam a fase clinica III. Apenas oito deles (0,027%) sdo aprovados e
em geral um (0,003%) consegue obter mercado satisfatério (CALIXTO,
2003).

3.3 A Producao de Metabdlitos Secundarios por Fungos

Os constituintes quimicos de todas as plantas e animais sdo
biossintetizados mediante reacdes enzimaticas, sendo que essas reacdes
bioquimicamente sdo classificadas em dois grupos: o de metabdlitos
primdrios constituidos de dcidos nucleicos, carboidratos, acucares,
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aminoécidos e dcidos orgdnicos e os metabdlitos secundarios (MANN,
1994).

Diversos microrganismos, como fungos filamentosos, quando
cultivados em meio de cultura apropriado produzem algumas
substincias de grande interesse industrial as quais denominamos de
metabdlitos secunddrios.

Os metabdlitos secunddrios sdo aqueles que ndo sdo necessarios
para o crescimento na cultura pura. Sua producdo geralmente ocorre
quando as taxas de crescimento caem durante a fase estaciondria, e
algumas vezes associado com a diferenciagdo e esporulagdo que pode
ser acompanhada pela fase estaciondria. Um grande ndmero de
metabdlitos secunddrios sdo produzidos por fungos. Alguns sdo
altamente difundidos, mas muitos sdo limitados a poucas espécies.
Portanto, a varredura de espécies adicionais usualmente induz a
descoberta de novos metabdlitos secundarios (CARLILE e
WATKINSON, 1996).

Os metabdlitos secunddrios sdo compostos especiais formados de
estruturas diferentes com aplica¢des nas dreas farmacéutica, industrial e
agricultura. Industrialmente importantes, os metabdlitos secunddrios
incluem: rapamicina (imunossupressor), eritromicina (antibidtico),
lovastatina (anticolesterolémico) e apotilona B (anticancerigeno),
pigmentos, toxinas, indutores de competi¢do ecoldgica e simbiose,
pesticidas, inibidores de enzimas e promotores de crescimento de
animais e plantas (WAWRIK et al., 2005). Alguns dos metabdlitos
secunddrios produzidos por fungos, como por exemplo a penicilina, tem
grande importancia econdmica (CARLILE e WATKINSON, 1996).

Segundo Donadio et al. (2002), os metabdlitos secunddrios estdo
sendo obtidos apds décadas de extensivas pesquisas envolvendo milhdes
de microrganismos. Esses compostos representam uma gama enorme de
engenhosas estruturas e com potentes atividades bioldgicas. Assim,
novos metabdlitos bioativos continuam sendo identificados. A
habilidade de produzir um grande niimero de metabdlitos secundérios
quimicamente  diferentes estd associada com actinobactérias,
mixobactérias, pseudomonades, cianobactérias e fungos filamentosos.

As estruturas quimicas dos metabdlitos secunddrios sdo bastante
complexas e diversificadas, variando-se entre si de espécie para espécie
ou até mesmo diferindo-se através das cepas, as quais a producdo desse
metabdlito estd vinculada (GRIFFIN, 1994).

Diferente do metabolismo primdrio, os genes envolvidos nas vias
biossintéticas do metabolismo secunddrio apresentam-se, normalmente,
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agrupados em um Uunico cromossomo. A regulacdo destes genes da-se
por genes estruturais que controlam os fatores de transcrigdo,
distinguindo-se os genes relacionados a uma via metabdlica especifica e
uma segunda classe de genes, que sdo mediadores de fatores de
sinalizagdes ambientais, como pH, fonte de carbono e nitrogénio,
temperatura do ambiente e presenca de luz. Essa regulacdo sob
diferentes niveis, associadas a fatores de transcri¢do especificos e fatores
de transcri¢do de grande espectro, garantem que as vias metabdlicas
do metabolismo secundédrio sejam respondiveis as demandas gerais
do metabolismo celular fingico (KELLER et al., 2005).

As condicdes de cultivo, como: tempo de incubacdo, pH,
temperatura, aeracdo, concentracdo de substrato e de indcuo
influenciam os processos de sintese de substincias de interesse. Os
estudos sobre otimiza¢do de condigdes de cultivo podem além de
propiciar incremento na producdo de substdncias com atividades
bioldgicas, contribuir para o entendimento de aspectos bioquimicos e
fisiolégicos desses organismos (RAMOS, 2008).

A producdo dos metabdlitos secunddrios frequentemente estd
relacionada a algum tipo de caréncia nutricional. Essas substancias tém
sua origem como derivados de diferentes intermedidrios do metabolismo
primdrio, tendo como precursores principais: aminodcidos, 4cido
chiquimicos, acetilCoA, 4cidos mevaldnico, polissacarideos e
peptideospolissacarideos (GRIFFIN, 1994). Outro fato que deve ser
levado em consideragdo sdo as exigéncias nutricionais das diferentes
espécies e linhagens, sendo que cada espécie apresenta melhor
desenvolvimento e/ou melhor producdo em materiais com relacdo C/N
especifica (BERNARDI et al., 2007).

De acordo com Sato (2001), o valor da produgdo de antibidticos
para as cepas produtoras nao estd claro. A producio de antibiéticos pode
ter significado ecoldgico para a vida do microrganismo na natureza, mas
existem poucas pesquisas sélidas que sustentem esta hipétese. Como
metabdlitos secunddrios, os antibidticos poderiam desempenhar papel
regulador durante a diferencia¢do, talvez como agentes inibidores
tempordrios, entretanto, até o presente a maior parte dos novos
antibidticos tem sido detectados estritamente mediante métodos
empiricos, prestando muito pouca atencdo a seus possiveis papéis na
cepa produtora.
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3.4 Sistema de Classificacao dos Fungos

Existem muitos sistemas de classificacdes propostos para fungos,
e ainda hoje o sistema sofre adicdes e alteracdes. Pode-se considerar que
os sistemas mais apropriados surgiram a partir de 1950 com o trabalho
de Bessey, que considerou os fungos como pertencentes a 3 classes:
Ficomicetos, Ascomicetos e Basidiomicetos, além dos fungos
imperfeitos. Esta classificacdo foi muito aceita no Brasil, mas com os
avancos nos estudos morfoldgicos, fisioldgicos e de microscopia
eletrOnica, entre outros, surgiram novas propostas, sempre aceitas por
alguns e rejeitadas por outros (PUTZEL e PUTZEL, 1998).

De acordo com Lacaz et al. (1998) alguns autores dividem o
reino dos fungos em duas grandes divisdes: Myxomycota e Eumycota,
na primeira estdo os fungos gelatinosos, conhecidos pelo nome vulgar
de Myxomycetes, e na segunda os fungos filamentosos ou verdadeiros.
Entretanto ha autores que assumem uma divisdo adicional para os
fungos: a Mycophycophyta, em que estdo inclusos os liquens,
organismos formados pela associa¢do simbidtica entre algas e fungos.
Os Eumycotas apresentam cinco subdivisdes: Mastigomycotina,
Zygomycotina, Basidiomycotina, Ascomycotina e Deuteromycotina.

J4& Alexopolus e Mins (1979) surgerem um Super-Reino
Eukaryonta, com Reino Myceteae e Divisdes Gymnomycota,
Mastigomycota ¢ Amastigomycota. Sendo a Divisdo Amastigomycota
dividida em quatro Subdivisdes: Zigomycotina, Ascomycotina,
Basidiomycotina e Deuteromycotina.

3.4.1 Subdivisdo: Basidiomycotina

Esta Subdivisdo de acordo com Alexopoulus e Mins (1979)
contém uma uUnica Classe, os Basidiomicetos, entretanto segundo o
sistema de classificacdo apresentado por Hawkworth et al. em 1996
consideram-se trés Classes: Basidiomicetos, Teliomicetos e Ustomicetos
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

A primeira investigacdo do potencial de Basidiomycota como
agentes produtores de antibidticos foi realizada por Anchel, Hervey,
Wilkins em 1941, observando extratos de basidiomas e cultura de
micélios de inimeras espécies. Dentre estes cabe destacar a atividade
antimicrobiana do Pycnoporus sanguineus, pertencente a classe do
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Basidiomicetos, que tem sido pesquisada desde 1946 (ROSA et al.,
2003)

3.4.1.1 Classe: Basidiomicetos

Membros da subdivisdo Basidiomycotina, os Basidiomicetos
constituem um importante grupo com cerca de 16000 espécies
conhecidas (CARLILE e WATKINSON, 1996).

A classe Basidiomicetos inclui os cogumelos comestiveis como
os dos géneros Agaricus e Pleurotus, os venenosos, os dentiformes e as
orelhas-de-pau (RAVEN et al., 2001).

Os Basidiomicetos apresentam corpo de frutificacdo muito
variado (desde alguns milimetros até mais ou menos 50 cm), de formas
bastante heterogéneas e apresentam uma grande variedade de cores.
Tratando-se de formas maduras, secas ou carnosas putrescentes, a
morfologia varia desde bolas frageis até formas muito complexas.
Poucas espécies, quando maduras, sdo de cores vivas (GERRERO e
HOMRICH, 1999).

Os fungos, pertencentes a classe dos Basidiomicetos, usados na
medicina popular desde os tempos ancestrais, apresentam grande
importincia na pesquisa de substancias antivirais, antifiingicas e
antibacterianas a partir de seus metabdlitos secundarios (HWANG et al.,
2003). De acordo com Brizuela et al. (1998) os Basidiomicetos
produzem uma ampla gama de produtos naturais que compreendem
também componentes estruturais com atividade antitumoral, citostaticos
(que inibem o crescimento), enzimas, reguladores de crescimento e
aromas. A maioria das espécies dessa classe utiliza a madeira como
matéria-prima para seu crescimento.

Dentro da classe Basidiomicetos destaca-se a ordem
Aphyllophorales, em que se encontram os fungos conhecidos
popularmente por orelhas-de-pau, como o P. sanguineus (MACEDO e
PILIACKAS, 2005)

3.4.1.1.1 Ordem Aphyllophorales

Os fungos Aphyllophorales tém frutificacdes geralmente de
consisténcia desde coridcea flexivel a lenhosa dura e de tamanhos
variados, chegando a medir aproximadamente 50 cm de didmetro. Sua
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morfologia inclui desde crostas aderidas ao substrato até formas
semelhantes a prateleiras semicirculares que se fixam de um sé lado.
Salvo algumas excecdes suas cores sdo poucos chamativas. A superficie
inferior pode ser lisa, mas frequentemente é dotada de poros, dentes,
veias, raramente lamelas (GERRERO e HOMRICH, 1999). E uma
ordem muito grande, reunindo cerca de 400 géneros e 1200 espécies,
principalmente saprofitas, que resultam em podriddo branca (quando a
lignina e celulose estdo sendo decompostas) ou marrom (quando a
celulose é decomposta restando a lignina que é marrom), mas também
algumas parasitas de plantas e outras micorrizas. Muitas crescem no
solo, mas a maioria € lignicola (PUTZEL e PUTZEL, 1998).

Dentro da ordem Aphyllophorales encontra-se o P. sanguinueus
pertencente a familia Polyporaceae, o qual é responsdvel pela podriddo
branca de madeiras (MACEDO e PILIACKAS, 2005).

3.5 Pycnoporus sanguineus e a Producao de Cinabarina

De acordo com Nobles e Frew (1962) citado por Sméania Jr.
(1995") embora sejam descritas diversas denominacdes para esta
espécies e também para outras que compdem o género Pycnoporus, as
evidéncias morfoldgicas e genéticas sustentam a subdivisdo em apenas 3
espécies: Pycnoporus cinnabarinus (Jacq.:Fr) Karst.,, Pycnoporus
coccineus (Fr.) Bond. And Sing. e Pycnoporus sanguineus (L.:Fr) Murr.
As duas primeiras espécies ocorrem em regides temperadas e o
Pycnoporus sanguineus em regides tropicais e subtropicais, sendo a
Unica espécie citada para o Brasil.

Segundo Alexopolus e Mins (1979), o enquadramento
taxondmico completo do Pycnoporus sanguineus é:

Reino: Myceteae

Divisdo: Amastigomycotina

Subdivisdo: Basidiomycotina

Classe: Basidiomicetos

Ordem: Aphyllophorales

Familia: Polyporaceae

Género: Pycnoporus

Espécie: Pycnoporus sanguineus (L.: FR.) Murr. Bull. Torrey
Bot. Club, 31, 421. 1904.

O Pycnoporus sanguineus (Figura 1) é popularmente conhecido
por ‘“orelha-de-pau”, tem ocorréncia ampla, sendo facilmente
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encontrado em regides tropicais e subtropicais e de fdcil cultivo
(GAMEIRO et al., 2003; SMANIA JR. ez al., 1995").

Figura 1 -Foto de Pycnoporus sanguineus  (Disponivel em:
<http://www.stri.org/english/site_tools/photo_of the week/index.php?id=64>
acesso em 20.10.2007)

Esta espécie € muito comum no Rio Grande do Sul, ocorre em
locais ensolarados, sobre postes, troncos caidos, madeiras de construgao,
podendo desenvolver-se tanto em plantas vivas como mortas e €
facilmente reconhecivel por sua intensa cor laranja avermelhada. A
madeira tinge-se da mesma cor do pileo, devido a parte vegetativa
(micélio) que nela se alastra (GERRERO e HOMRICH, 1999).

Segundo Castilho e Dermoulin (1997) o P. sanguineus é muito
sensivel a salinidade, porém € tolerante a uma ampla variacdo de
temperatura, suportando inclusive temperaturas superiores a 50°C. O P.
sanguineus € uma espécie eutérmica, o que explica sua ocorréncia em
todas as estacdes do ano.

Este fungo sintetiza ndo menos que sete pigmentos, e o antibidtico
cinabarina é um deles. A cinabarina, representada na Figura 2, é um
pigmento laranja o qual tem uma estrutura bésica fenoxazina-3-um, com
um grupo carbonila no C-1, um grupo amino no C-2 e um grupo
hidroxila no C-9 (ACHENBACH e BLUMM, 1991).
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Figura 2 - Estrutura da cinabarina (Disponivel em:
<http://chemdb.niaid.nih.gov> acesso em 21.09.2007)

A sintese de substincias com atividade antimicrobiana ocorre
principalmente entre o décimo oitavo e o vigésimo terceiro dia de
incubag¢do. Além disso, foi também constatado que os extratos obtidos a
partir do fungo somente retiveram a atividade quando mantidos a vacuo
(SMANIA JR.,1995%.

Segundo Sménia et al. (1997) as condi¢des para mdxima
producdo de cinabarina pelo Pycnoporus sanguineus sdo a 25°C e na
presenga de luz.

Estudo de Smania Jr. et al. (1995b) e Smania et al. (1997)
mostraram que a cinabarina produzida pelo P. sanguineus apresenta
atividade contra B. cereus, E. fecalis, E. faecium, E. coli, K.
pneumoniae, L. mesenteroides, L. plantarum, P. aeruginosa, Salmonella
sp., S. typhi, S. aureus e vérios Streptoccocus spp., tendo atividade
principalmente sobre bactérias gram-positivas.

Smania Jr. et al. (2003) estudou a toxicidade da cinabarina em um
modelo animal pela administragdo intraperitoneal em camundongos,
sendo que a maior concentracdo usada (1.000mg/kg) néo foi suficiente
para matar os animais e nenhuma alteracdo celular foi observada nos
Orgdos analisados (figados e rins).

Oliveira et al. (2007) ap6s a avaliacdo de extratos de P.
sanguineus através da espectroscopia Raman concluiram que os extratos
obtidos com acetato de etila e com metanol possuem composi¢io
bastante similar, contendo a cinabarina como componente principal.

O P. sanguineus vém sendo estudado, além de suas propriedades
antimicrobianas, também devido a sua capacidade de degradar materiais
lignocelulésicos e para producdo de enzimas. Arora e Gil (2001),
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Pointing et al. (2000), Lomascolo et al. (2003), Vanhulle et al. (2007) e
Valeriano et al. (2007) estudaram a producdo de lacase por Pycnoporus
sanguineus, Levin et al. (2007) estudaram a biodegradacdo de pinus e
Alonso et al. (2007) o potencial de degradacdo de cepas e raizes mortas
de eucalipto.

O P. sanguineus foi utilizado com sucesso na descoloracdo de
efluente Kraft (DURAN et al, 1991; ESPOSITO et al., 1993), na
producdo do aroma vanilina (PACHECO et al., 2008) na descoloragdo
de alguns corantes utilizados na industria farmacéutica (GARCIA,
2006), e na descoloracdo de diferentes corantes (POINTING et al.,
2000).

3.6 Antibidticos e a Resisténcia Bacteriana

Em 1928, foi descoberto o primeiro antibidtico, quando
Alexandre Fleming observou que o crescimento da bactéria
Staphylococcus aureus era inibido na drea ao redor de coldnias de fungo
que haviam contaminado a placa de Petri. O fungo foi identificado como
Penicillium notarium, e o componente ativo, isolado mais tarde, foi
denominado penicilina. Rea¢des inibitdrias similares entre coldonias em
meio solido sdo comumente observadas em microbiologia e o
mecanismo de inibicdo é conhecido como antibiose. A partir desta
palavra surgiu o termo antibidtico, uma substancia produzida por
microrganismo que, em pequenas quantidades, inibe o crescimento de
outros microrganismos. Portanto, as drogas tipo sulfa totalmente
sintéticas, por exemplo, tecnicamente ndo sdo antibidticos. Entretanto,
esta distincdo muitas vezes € ignorada na pratica (TORTORA; FUNKE
e CASE, 2000).

Apenas dez dos antibidticos fungicos conhecidos sdo produzidos
comercialmente, e apenas as penicilinas, cefalosporina C, griseofulvina
e acido fusidico sdo clinicamente importantes (SATO, 2001).

Apesar de décadas de progresso acelerado em seu tratamento e
sua prevengdo, as doencgas infecciosas permanecem uma causa
importante de morte e debilidade, e sdo responsdveis pela piora das
condi¢des de vida de muitos milhdes de pessoas em todo mundo
(BRAUNWALD, 2002).

Desde a segunda guerra mundial centenas de agentes
quimioterdpicos vém sendo desenvolvidos, a maioria potente e segura,
inclui farmacos eficazes ndo s6 contra bactérias, como também contra
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virus, fungos e parasitas. No entanto, percebemos que conforme
desenvolvemos  agentes  antimicrobianos, 0S  microrganismos
desenvolveram a capacidade de enganar nossas melhores armas e
contra-atacar com novas estratégias de sobrevivéncia (BRAUNWALD,
2002).

No decorrer dos ultimos 60 anos, o desenvolvimento de farmacos
eficazes e seguros para lidar com infec¢des bacterianas revolucionou o
tratamento médico, com conseqiiente redugcdo dristica na morbidade e
mortalidade das doencas microbianas. Lamentavelmente,
acompanhando o desenvolvimento das defesas quimioterdpicas do
homem contra as bactérias, estas também desenvolveram defesas contra
0s agentes quimioterdpicos, com o conseqiiente aparecimento da
resisténcia (RANG, DALE e RITTER, 2001).

Este fato ndo € surpreendente, porquanto reflete o principio
evolutivo de que os organismos podem se adaptar geneticamente a
mudancas no seu meio ambiente (RANG, DALE e RITTER, 2001).

Os antibidticos sdo pesquisados constantemente em decorréncia
da resisténcia bacteriana aos diversos compostos produzidos pelas
industrias farmacéuticas. Inclusive, esta resisténcia ja se transformou em
um problema de satide publica dos tempos atuais (RAMOS et al., 2006).

O fendmeno da resisténcia impde sérias limitacdes as opcdes
disponiveis para o tratamento médico de muitas infeccdes bacterianas
(RANG, DALE e RITTER, 2001), e estd ocorrendo numa taxa
alarmante entre todas as classes de patdgenos de mamiferos
(BRAUNWALD, 2002).

O desenvolvimento de resisténcia tem sido mais problematico nos
estafilococos, visto que, hoje em dia, muitas cepas tornaram-se
resistentes a quase todos os antibidticos disponiveis. As infeccdes por
estes microrganismos tornaram-se um grave problema, particularmente
em hospitais, onde podem sofrer rdpida disseminacio entre pacientes
idosos e/ou gravemente imunocomprometidos (RANG, DALE e
RITTER, 2001).

O aparecimento inicial de uma bactéria resistente em uma
populacdo sensivel € muitas vezes causado pela mutacdo em um Unico
gene bacteriano. A freqiiéncia de mutacdo inicial é baixa e geralmente
ocorre em uma propor¢do de somente uma mutagdo em uma populagdo
de varios milhdes de células. Entretanto, outra bactéria pode tornar-se
resistente ao antibiético em uma frequéncia muito maior, simplesmente
adquirindo um gene de uma bactéria que ja € resistente. O gene para
resisténcia pode ser transmitido de uma célula resistente para uma
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sensivel por meio de um processo chamado de conjugacdo (PELCZAR,
CHAN e KRIEG, 1997).

Uma variedade de préticas humanas tem levado a resisténcia aos
antibidticos: (1) o uso extensivo e errdneo dos antibidticos pelos
médicos; (2) o uso de antibidticos em pacientes com resfriados e gripes;
(3) o uso de antibidticos em pacientes imunodeprimidos para prevenir
infeccdes, (4) a dificuldade dos pacientes em seguir o tratamento
prescrito; (5) os tratamentos longos utilizando baixas doses contra acne;
(6) o uso de antibidticos na nutricdo animal; e (7) o transporte de
bactérias resistentes a novas dreas em fungdo das viagens pelo mundo
(TORTORA; FUNKE e CASE, 2000).

Na atualidade, muitos paises estdo empenhando-se na descoberta
de novos antibidticos eficazes contra as cepas em rapido crescimento de
bactérias resistentes a multiplos fairmacos; no entanto, a natureza dotou
os microrganismos de mecanismos adaptativos perversamente eficazes
para lidar com nosso instrumental farmacéutico. Até agora, varios deles
estdo acompanhando sem qualquer esfor¢o o passo de nossas tentativas
de erradica-los (RANG, DALE e RITTER, 2001).

Entretanto, segundo Riverén er al. (2003) nos ultimos anos a
producio de novos antibidticos tem diminuido de forma consideravel.

Os antibidticos sdo claramente um dos grandes triunfos da ciéncia
médica, embora apresente seus problemas e desvantagens. Infelizmente
o problema da resisténcia a antibidticos alcancou agora um ponto
critico, e para solucionar esta crise, serd necessdrio intensificar as
campanhas educacionais para promover o uso correto dos antibidticos
existentes e redobrar os esforcos no sentido de desenvolver novos
antibioticos (TORTORA; FUNKE e CASE, 2000).

Indmeras pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de
produzir metabdlitos a partir de residuos lignocelulésicos. De acordo
com Takahashi e Lucas (2008) o cultivo em estado sélido para a
producio de antibidticos tem sido considerado muito vantajoso.

3.7 Residuos Lignocelulésicos

Desde 1986, existe uma série de pesquisas sendo desenvolvidas
no pafs a fim de agregar valor aos produtos e subprodutos da agricultura,
principalmente pelo aumento da geracdo de residuos agroindustriais. A
utilizacdo de residuos da agroindustria brasileira, além de fornecer
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diferentes alternativas de substratos para cultivos, também ajuda nos
problemas de polui¢do (PANDEY et al., 2000).

Na maioria das vezes, os residuos lignoceluldsicos sdo
dispensados no meio ambiente, provocando um acimulo excessivo de
matéria organica. Embora este tipo de poluente seja biodegraddvel,
torna-se necessdrio um tempo minimo para ser mineralizado e, em
virtude da intensa atividade humana na terra, observa-se a cada dia um
aumento na dificuldade de reciclagem natural desses nutrientes (BOAS
e ESPOSITO, 2000).

Significativas quantidades de residuos agroindustriais sdo usadas
para combustdo em diversas partes do mundo, destino que vem sendo
alvo de crescente reprovagdo devido a polui¢do atmosférica resultante,
além da enorme perda de energia (RAJARATHNAM et al., 1992).

Os principais componentes dos residuos lignoceluldsicos sdo a
celulose, a hemicelulose e a lignina. O teor de nitrogénio nesses residuos
€, geralmente, muito baixo. A proporcdo percentual dos componentes,
celulose, hemicelulose e lignina, assim como o teor de nitrogénio
depende do tipo de material, idade e estdgio vegetativo
(RAJARATHNAM et al., 1992). A rigidez das fibras da madeira sdo
primariamente determinadas pela celulose e hemicelulose enquanto a

z

lignina € responsdvel pela adesdo entre as fibras (HAWKES et al.,
1993).

A possibilidade de tratamento biolégico depende de organismos
que possuam complexos enzimadticos lignoceluliticos especificos como:
celulases, hemicelulases, lacases, manganés e lignina peroxidases, os
quais sdo encontrados apenas em espécies de Basidiomicetos (SANTOS,
2000).

3.7.1 Pinus e Eucalipto

A partir da década de 80, as industrias de base florestal no Brasil
passaram por uma grande transformacdo em termos de matéria-prima,
produtos e processos produtivos. A base da matéria-prima madeira, que
era quase que totalmente oriunda de florestas nativas, passou a ser
substituida pelas florestas plantadas de rdpido crescimento,
especialmente a de pinus e eucalipto (ABIMCI, 2005).

De acordo com Chaves e Correa (2005) a introducdo de espécies
exdticas no Brasil se deu, principalmente, com os géneros Pinus
(madeira de fibra longa) e Eucalyptus (madeira de fibra curta). Na maior
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parte, tais introducdes foram bem-sucedidas, especialmente nas Regides
Sul e Sudeste.

Entre os principais produtores mundiais de celulose e papel, o
Brasil é referéncia internacional nesse setor, por suas praticas
sustentdveis. O principal diferencial competitivo é que 100% da
producio de celulose e papel no Pais vem de florestas plantadas, que sdo
recursos renovaveis, sendo que o pinus representa 30% das plantacgdes.
Ele é importante porque contribui com as fibras longas, imprescindiveis
na fabrica¢@o de papéis, que exigem mais resisténcia e melhor absor¢ao
de tinta. Em relacdo aos mdveis, a madeira de pinus domina a
preferéncia das inddstrias (OLIVEIRA, 2005).

3.7.2 Degradacdo de Materiais Lignoceluldsicos

Os agentes degradadores da madeira podem ser bidticos ou
abidticos, sendo os primeiros 0s mais relevantes, por serem mais
efetivos no processo de degradacdo. Nesse grupo encontram-se insetos,
fungos, bactérias, algas e xiléfagos marinhos. J4 para os fatores
abidticos, pode-se citar a acdo das chuvas, dos ventos e da radiacdo solar
(TREVISAN et al., 2008).

A atuacdo dos fungos na degradacdo da madeira também ¢é
intensa, segundo Sgai (2000). Os fungos degradadores mudam as
propriedades fisicas e quimicas das paredes das células ou das cavidades
celulares, chamadas traqueideos, afetando seriamente a resisténcia da
madeira. Esses fungos sd3o os que produzem a decomposi¢io da
madeira. Quase todos atacam tdo logo a drvore tenha sido cortada ou
logo que ela tenha caido. Segundo Paes e Vital (2000), os fungos
xiléfagos que causam mudangas na composicdo quimica da madeira sdo
classificados em fungos de podriddo branca, de podriddo parda e de
podriddo mole. A lignina € apenas ligeiramente degradada pelos fungos
de podriddo parda e, mais intensamente, pelos fungos de podriddo
branca e de podriddao mole.

A madeira € uma 6tima fonte de carbono, entretanto o nitrogénio
e o fésforo sdo relativamente pouco disponiveis. Para o fungo degradar
madeira € necessario a passagem de enzimas para fora das células e para
o substrato insolivel (CARLILE e WATKINSON, 1996).

Os materiais lignocelulésicos sdo insoldveis em dgua, implicando
na vantagem de sua fermentacdo solida. Apesar da necessdria hidratagéo
do substrato com uma fina camada de dgua na superficie das particulas,
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o substrato ndo chega a formar uma mistura fluida. Os teores de dgua no
substrato em fermentagdes solidas devem permanecer em 1:1 e 1:10
(substrato:dgua) (RAJARATHNAM et al., 1992).

A biodegradacdo, em cultivo em estado sélido, apresenta diversas
vantagens em relacdo aos cultivos submersos, dentre os quais: menor
volume de fermentador (sem excesso de dgua); gastos menores com
energia para esterilizacdo; aeracdo facilitada; menores custos com
equipamentos e manutencdo para promover a agitacdo e
homogeneiza¢do; baixos custos de recuperacio do produto e
desidratacdo; meio mais adequado para a degradacdo fingica da lignina
e meio menos favordvel a  contaminacdo  microbiana
(RAJARATHANAN et al., 1992).

3.8 Fungos de Degradacao Branca

Basidiomicetos e Ascomicetos sdo os principais causadores da
podridao branca em madeiras. Os fungos de podriddo branca sdo mais
nimeros que os fungos de podriddo parda, os quais sdo formados
exclusivamente por Basidiomicetos. Muitos fungos de podriddo branca
degradam a lignina e a celulose, entretanto alguns removem
seletivamente a lignina (CARLILE e WATKINSON, 1996).

A atuacdo dos fungos de degradagdo branca leva a um aspecto
esbranquicado da madeira. Aliada a esta alteracdo de cor ocorre gradual
perda do peso e resisténcia mecinica (ROMAN, MORITZ e
MORGADO, 1993).

Os fungos de degradacdo branca podem ser divididos em dois
subgrupos: os que degradam simultaneamente todos os componentes, e
os que degradam preferencialmente lignina. Os que degradam
seletivamente lignina sdo designados fungos de bolso brancos ou
manchados. Sua habilidade € degradar compostos fendlicos,
relacionados a lignina, que quase sempre estd associada a enzimas
extracelulares lignoliticas, em particular lacases (MELO & AZEVEDO,
1997).

Fungos de degradagdo branca produzem trés principais enzimas
extracelulares envolvidas na lignélise: lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase. Nem todos os fungos de podridio branca
produzem as trés enzimas e a lacase ocupa um lugar importante na
ligndlise (ARORA e GILL, 2001).
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Os fungos de degradagdo branca sdo mais comuns em madeiras
de fibras curtas de 4rvores angiospermas, enquanto os fungos de
podriddo parda sdo geralmente encontrados em madeiras de fibras
longas (coniferas). As madeiras de fibras curtas (folhosas) t€ém mais
lignina do que as madeiras de fibras longas (de 25-35%, comparadas aos
18-25%) (CARLILE e WATKINSON, 1996).

Schmidt (2002) afirmou que durante o crescimento e formagao do
basidioma, os Basidiomycetes causadores da degradacdo branca da
madeira decompdem enzimaticamente o substrato, solubilizando
carboidratos (celulose, hemicelulose), lignina, CO, e dgua do substrato
para utilizd-los em seu metabolismo.

3.9 Producio de Metabdélitos em Sistemas Sélidos (FES)

De acordo com Rodrigues (2006) a fermentagcdo em estado sélido
(FES) tem consideravel potencial econdmico na industria produtora de
alimentos, farmacéuticos e agricultura em geral. Devido ao grande
sucesso da escala industrial da fermentacdo submersa essa técnica ainda
€ pouco explorada.

Apesar da antiga utilizacdo da FES, principalmente pelos povos
orientais, apenas recentemente a pesquisa cientifica se desenvolveu e se
dedicou ao processo. Enquanto paises ocidentais t€m desenvolvido o
uso da fermentacdo submersa desde a década de 40, o interesse destes
pela FES foi revisada nas dltimas duas décadas (BELLON-MARUEL et
al., 2003).

Segundo Soccol (1994), nas dltimas décadas, pesquisadores
ocidentais comecaram a se interessar pela FES dando origem a novos
processos, bem como a muitas publicacdes cientificas demonstrando as
vantagens deste método de fermentacao.

Atualmente no Brasil existem grupos de pesquisa que se dedicam
ao desenvolvimento da FES, para o aproveitamento de residuos
agroindustriais como os bagacos da mandioca, cana de agucar, farelos
do arroz, milho, trigo etc. para a obtencdo de diversos produtos como
etanol, enzimas, &4cidos organicos, antibidticos, biopesticidas, etc.
(RABELO et al., 2005).

A FES apresenta algumas vantagens sobre a fermentagdo
submersa: normalmente ¢ um processo simples, de baixo capital de
investimento, pouco consumo de energia e facil controle de
contaminac¢do devido ao baixo nivel de umidade no sistema. Outras
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vantagens da FES sdo a utilizagcdo de substratos de baixo custo e de facil
disponibilidade, tais como os residuos da agroindidstria e a pequena
quantidade de dgua utilizada, que permite a obtencdo de metabdlitos de
forma concentrada, tornando a recuperacdo dos mesmos mais rapida e
econdmica (SOCCOL et al., 2003; RAMOS et al., 2005).

Fungos pertencentes a sub-classe dos Basidiomicetos t&ém sido
bastante utilizados na biodegradacdo dos residuos agroindustriais e sdo
conhecidos pela capacidade de degradar materiais lignoceluldsicos, pela
sintese de enzimas hidroliticas e ligninoliticas que atuam sobre
diferentes substratos ricos em celulose, hemicelulose e lignina
(DURRANT et al., 2002).

3.9.1 Producdo de Antibidticos em Sistemas Solidos (FES)

A industria farmacéutica de produgéo de antibidticos por
fermentacdo nasceu hé cerca de 50 anos com a producéo da penicilina.

Os antibidticos sdo produzidos, geralmente, em sistemas
submersos (TOMASINI et al.,1997). Entretanto, Robinson et al. (2000)
relatam a possibilidade da obtencdo de antibidticos de forma mais
eficiente e econdmica utilizando a FES, e indicam que esta tecnologia
pode ser empregada, com €xito, em uma escala ampliada.

Ramana Murthy er al. (1993) relatam que os microrganismos em
FES crescem sob condi¢es mais proximas de seus ambientes naturais e
podem estar mais aptos a produzir metabdlitos que normalmente ndo sao
produzidos em fermentacdo submersa.

No trabalho de Liebl et al. (2005) a producdo do antibidtico
isodrimenediol em FES mostrou melhores resultados de halos de
inibicdo em comparacdo ao mesmo antibidtico produzido em sistema
submerso.

A cinabarina foi produzida com éxito em FES por Liebl et al.
(2006) em reator de coluna utilizando residuos do processamento da
palmeira real-da-austrélia.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Organismos

4.1.1 Pycnoporus sanguineus

No presente trabalho foram utilizadas trés cepas de Pycnoporus
sanguineus, denominadas MIP 95001 (Floriandpolis — SC), MIP 95002
(Florianépolis — SC) e MIP 20001 (Imbituba — SC). As linhagens dos
fungos foram doadas pelo Laboratério de Antibidticos do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) da Universidade
Federal de Santa Catarina.

Os isolados foram mantidos em tubos contendo 4dgar batata
dextrose (BDA) inclinado em geladeira (4°C + 0,1) e foram
subcultivados a cada trés meses.

4.1.2 Bactéria

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos e para
realizar a curva de calibracdo da cinabarina foi utilizada a bactéria
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

A cultura foi mantida em tubos contendo dgar nutriente inclinado
em geladeira, sendo repicada mensalmente.

4.1.2.1 Inoculo

O in6culo foi uma suspensdo bacteriana de Staphylococcus
aureus, diluida em caldo nutriente, com turbidez correspondente a 0,5
na escala de MacFarland, (concentracdo aproximada de 1,5 x 10°
UFC/ml). Esse indculo foi preparado a partir de uma cultura crescida no
mesmo meio, por 8 horas a 35°C.

4.2 Meios de Cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: dgar batata
dextrose (BDA), para o crescimento e manuten¢do dos fungos; caldo de
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batata dextrose (CBD) para indculo e como meio de cultivo para alguns
experimentos; dgar Mueller-Hinton e caldo nutriente para os testes de
antibiose, e ainda o 4gar nutriente para manutencdo da bactéria S.
aureus. Os meios de cultura utilizados foram obtidos do Laboratdrio
Himedia, exceto o CBD.

Para preparar o CBD foram utilizados 200 g de batatas por litro
de dgua. Ap6s o cozimento das batatas, o caldo foi coado em gaze e
adicionado 2% de glicose.

Nos experimentos de producdo de cinabarina em meio liquido
com diferentes fontes de carbono e nitrogénio foram utilizados: glicose
(Nuclear), maltose (Difco), glicerol (Nuclear), peptona (Difco), extrato
de levedura (Difco) e uréia (Cinética).

Para o cultivo do Pycnoporus sanguineus em residuos
lignocelulésicos foram utilizadas serragem de pinus, provavelmente
provenientes das espécies: Pinus elliottii ou P. taeda ou mistura destas,
e serragem de eucalipto, provavelmente provenientes das espécies:
Eucalyptus grandis, E. saligna, E. viminalis ou E. dunnii ou mistura
destas. As serragem foram cedidas pela madeireira Vila Nova (Joinville)
e a casca de arroz (Oryza sativa) e o farelo de arroz cedidos pela
industria de arroz Vila Nova Ltda. (Joinville).

Todos os meios foram autoclavados a 121°C durante 20 minutos
apds o seu preparo, exceto os meios com residuos lignoceluldsicos que
foram autoclavados por 30 minutos.

4.3 Selecao das Cepas

4.3.1 Anadlise do Crescimento Radial

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a metodologia
adaptada de Donini et al. (2006). As cepas mantidas em tubos contendo
BDA inclinado em geladeira foram inoculadas em placas de Petri
durante 20 dias, apds este perfiodo foi retirado um disco de
aproximadamente 13 mm de didmetro do micélio dos fungos, os quais
foram inoculados no centro de placas de Petri de 90 x 15 mm contendo
BDA. Nas placas de Petri foram desenhadas trés raias transversais, para
auxiliar as medicdes dos micélios dos fungos, as placas foram incubadas
a 25° C, na presenca de luz, sendo os ensaios desenvolvidos em
triplicata.
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O crescimento radial foi obtido pela medi¢cdo didria, com um
paquimetro, da distincia entre a periferia da colonia e o centro do disco
de inoculacdo, sendo realizada trés medicdes para cada placa, referentes
as raias 1, 2 e 3, até que uma das cepas atingisse a borda da placa de
Petri.

Com as médias das medidas de crescimento radial a cada dia, das
trés diferentes cepas, foi possivel construir a curva de crescimento das
cepas estudadas.

O tempo, em horas, e as médias das areas de crescimento a cada
dia, em mm~, foram distribuidos em uma planilha do Microsoft Office
Excel 2003. Foram ajustados dois modelos: linear e o exponencial, a fim
de comparar o que melhor descreveu os dados experimentais. A
velocidade de crescimento radial (VCR) foi tomada como principal
pardmetro para o modelo linear (SOCCOL, 1994) e a velocidade
especifica de crescimento (i) para o modelo exponencial (REESLEV e
KJOLLER, 1995), considerando a quantidade de biomassa proporcional
a drea colonizada.

4.3.2 Producdo de Cinabarina por Diferentes Cepas de P. sanguineus

A producio de cinabarina foi comparada entre as diferentes cepas
através da andlise visual da coloragcdo dos micélios dos fungos, uma vez
que a cinabarina apresenta em sua estrutura um cromoéforo que lhe
confere a coloracdo laranja (SMANIA et al.,1997), sendo analisada no
vigésimo dia (T20) apds sua inoculagio .

4.4 Producio de Biomassa para Extracio de Cinabarina

Para a obtenc¢do da massa miceliar necessdria para a extracdo da
cinabarina o fungo foi cultivado, durante 18 dias, em 3.000 mL de CBD
distribuidos em 30 garrafas de Roux, a temperatura ambiente nao
controlada (£ 25 °C) e na presenga de luz.

A massa miceliar foi separada do meio de cultivo com peneira de

malha de 10 mesh.
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4.5 Extracao de Cinabarina e Concentraciao do Extrato

A massa miceliar obtida foi dividida em 5 fragdes, cada fragio foi
colocada em extrator Soxhlet, e realizada a extragdo com 100 mL de
acetato de etila por 1,5 horas. O solvente presente no extrato foi
evaporado em evaporador rotatério Heidolph (modelo Laborota 4000) a
temperatura de 50 °C.

4.6 Medida da Biomassa

A medida da biomassa flingica foi realizada por meio da filtragio
do conteido das garrafas de Roux, e posterior secagem em estufa até
massa constante (GIESE et al., 2004).

4.7 Purificacao do Extrato

A purifica¢do do extrato de P. sanguineus contendo a cinabarina
foi realizada através da cromatografia de coluna conforme metodologia
adaptada de Sménia Jr. (1995%).

O residuo do extrato foi adsorvido em 15 g de silica e entdo
cromatografado em coluna de vidro (400 x 200 mm) com 35 g de silica
gel (Carlo Erba) ativada, utilizando-se sistemas com gradiente crescente
de polaridade (acetato de etila: metanol: 4dcido acético 98,5:1:0,5 —
88:1:4). Foram coletados volumes de 15 ml monitorados por
cromatografia de camada delgada (CCD) — fase estaciondria: placas
analiticas de gel silica 60F,s, com 0,20 mm de espessura, Merk;
utilizando como fase modvel acetato de etila: acido acético (9:1);
revelacdo: luz visivel e luz ultravioleta. As fracdes cujo componente
majoritario apresentou valor do fator de reten¢do (Rf) semelhante ao da
cinabarina 0,78 foram agrupadas.

O solvente presente nessas fragdes foi evaporado em evaporador
rotatdrio.

4.8 Caracterizacao do Extrato
A cinabarina presente nas diferentes fracdes, separada por

cromatografia em coluna de gel de silica, foi caracterizada por CCD e
por espectrometria na regido da luz ultravioleta-Visivel (UV-Vis).
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Em CCD, comparou-se os valores dos Rf das substancias das
diferentes fragdes com o Rf da cinabarina (0,78). Utilizando-se o mesmo
sistema descrito no item 4.7 para CCD.

No espectro de UV-Vis foram observadas as seguintes absor¢des
méximas caracteristicas de derivados fenoxazinicos: A, (log &) 264
(4,6), 429 (4,41), 450 sh (4,38) nm (GRIPENBERG, 1963; SULLIVAN
e HENRY, 1971; ACHENBACH e BLUMM, 1991; citados por
SMANIA JR., 1995%.

4.9 Estudo de Metodologia Espectrofotométrica para o Doseamento
da Cinabarina

Primeiramente foi realizada uma varredura na faixa de 200 a
600nm, em espectrofotdmetro SHIMADZU (modelo 1601PC), com uma
solucdo de cinabarina de concentracdo 0,5 mg/mL para se obter o
comprimento de onda de maxima absorc¢ao para a cinabarina.

Foram validados os seguintes parametros analiticos: linearidade,
intervalo, precisdo - repetibilidade e exatidao.

4.9.1 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio da construcio de
uma curva de calibragdo. Foram preparadas solugdes de cinabarina nas
concentra¢des de 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 e 1,5 mg/mL, em triplicata.

As absorbancias das solu¢des foram medidas (A4 = 458 nm) e
entdo construida uma curva de calibragdo e calculados o coeficiente de
correlagdo linear e a equacio da reta.

4.9.2 Intervalo

O intervalo analisado foi o mesmo avaliado no quesito
linearidade, tendo como limite de quantifica¢io inferior a concentracio
equivalente a 0,125 mg/mL de cinabarina, e como limite superior a
concentracdo de 1,50 mg/mL de cinabarina.
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4.9.3 Precisdo — Repetibilidade

Para avaliagdo da precisdio do método foram medidas as
absorbancias de uma solucdo contendo 0,5 mg/mL de cinabarina, em
sextuplicata. Em seguida, foram calculados o desvio padrdo (DP) e o
coeficiente de variagdo (CV). Consideraram-se valores de CV < 5 %
para avaliacdo da precisdo (BRASIL, 2003).

4.9.4 Exatiddo

A exatiddo do método de doseamento da cinabarina por
espectrofotometria UV-Visivel foi avaliada pela comparacdo dos
resultados obtidos com o método microbiolégico de difusdo em 4gar,
utilizando-se as concentracdes de 0,5 mg/mL para o método de
doseamento por espectrofotometria UV-Visivel, e a quantidade de 0,5
mg para o método microbioldgico.

As absorbancias e os valores dos halos de inibi¢do obtidos foram
tratados matematicamente a fim de se obter os valores em teor (%) para
posterior comparagao.

4.10 Método Microbiolbgico para o Doseamento da Cinabarina

O método microbioldgico utilizado para a quantificacio da
cinabarina foi o de difusdo em dgar pelo método do poco adaptado de
Costa et al. (2008). Para isso, volumes de 20 mL de dgar Mueller-
Hinton foram vertidos em placas de Petri (90 x 15 mm). Apds
solidificagdo foram feitos 3 orificios de 7 mm de didmetro no dgar. O
in6culo contendo a bactéria-teste (S. aureus ATCC 6538 - preparado de
acordo com o item 4.1.2.1) foi semeado uniformemente na superficie do
meio com o auxilio de um Swab estéril através de estrias transversais.
O residuo do extrato a ser testado foi ressuspenso e diluido em
dimetilsulfé6xido (DMSO) e os orificios preenchidos com 50 pyL da
diluicdo. Os sistemas, apds terem sido montados, foram incubados por
18 horas a 35°C +0,1.

As placas foram entdo analisadas com relacdo a presenca de
inibicdo do crescimento da estirpe indicadora. Em todas as experiéncias
de avaliacdo da atividade antimicrobiana, foi usado como controle
negativo o DMSO.
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4.10.1 Curva de Calibragcdo

Para a realizacdo da curva de calibracdo da cinabarina, foi
avaliada a atividade antimicrobiana dessa substiancia pelo teste de
difusdo em dgar descrito no item anterior. Nessa experiéncia foram
avaliadas 5 quantidades distintas de cinabarina (0,250; 0,500; 1,000,
1,500 e 2,000 mg), com 3 repeticdes. As quantidades de cinabarina
usadas e os diametros dos respectivos halos de inibicdo foram
distribuidos em uma planilha do Microsoft Office Excel 2003. Pela
regressao linear foi possivel obter a relacdo funcional do tipo y = ax + b,
onde y corresponde ao didmetro do halo de inibicdo (mm) e o x ao log
da quantidade de cinabarina usada (mg). Com a aplicag@o da férmula foi
possivel estimar as concentra¢des de cinabarina presentes nos extratos
em acetato de etila obtidos das amostras miceliares. Essas concentracdes
foram expressas em UI/L, uma UI corresponde a quantidade (mg) do
extrato em acetato de etila que produziu uma inibi¢do equivalente a 1
mg de cinabarina, pelo ensaio microbiolégico usado.

4.11 Escolha do Tipo de Inéculo a ser utilizado nos Cultivos em
Meio Liquido

Para os cultivos em meio liquido foram testados dois diferentes
tipos de inéculos, um preparado por meio de um meio de cultivo sélido,
preparado conforme o item 4.11.1, e outro obtido a partir de um cultivo
em meio liquido, conforme o item 4.11.2.

A comparagdo entre os tipos de indculo foi realizada por meio
através da medida da massa seca de 5 garrafas no décimo oitavo dia de
incubacgdo (T18), sendo escolhido como método mais adequado o que
apresentou a maior uniformidade, avaliada pelo CV.

4.11.1 Inéculo Preparado em Meio de Cultivo Solido

As cepas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
BDA durante 20 dias. Apds este periodo foram retirados 2 discos de 14
mm de didmetro do micélio dos fungos, os quais foram inoculados em
garrafas de Roux contendo 100 mL. de CBD, sendo incubadas por 18
dias, a 25° C e na presenca de luz. Entdo foi realizada a medida da
massa seca (biomassa).
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4.11.2 Inéculo Preparado em Meio de Cultivo Liquido

As cepas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
BDA durante 20 dias, apds este periodo foram retirados 2 discos de 14
mm de didmetro do micélio dos fungos, os quais foram inoculados em
garrafas de Roux contendo 100 mL de CBD, sendo incubadas por 14
dias, a 25° C e na presenca de luz. Apés o periodo de incubagio a
cultura foi agitada vigorosamente e aliquotas de 10 mL foram
transferidas para garrafas de Roux contendo 100 mL do mesmo meio,
sendo incubadas por 18 dias, a 25° C e na presenca de luz. Entdo foi
realizada a medida da massa seca (biomassa).

4.12 Crescimento e Producao de Cinabarina pelo P. sanguineus a
Diferentes pHs

O indculo foi preparado conforme o item 4.11.1.

Foram realizados dois experimentos, um deles com o pH inicial
do meio de cultivo sendo corrigido para 9,0 apds a esterilizagdo e outro
sem alterar o pH do meio. O meio de cultivo utilizado nestes
experimentos foi o CBD.

As culturas foram incubadas por periodos de tempo varidveis, de
3 a 28 dias. No terceiro dia, e posteriormente a cada 5 dias as culturas
foram filtradas com peneira de malha de 10 mesh. Com o liquido obtido
foi realizada a leitura do pH, e a partir do residuo imido foi determinada
a massa micelial seca (biomassa).

No oitavo dia apds o inicio da incubag¢@o e posteriormente a cada
5 dias foi realizada a extragc@o da cinabarina e a concentragdo do extrato
conforme o item 4.5. O residuo foi testado quanto a atividade
antimicrobiana frente ao microrganismo S. aureus, conforme o item
4.10.

4.13 Producao de Cinabarina em Meio Liquido com Diferentes
Fontes de Carbono e Nitrogénio

Estes experimentos foram divididos em 5 grupos, conforme
apresentado na Tabela 1. O primeiro grupo foi formulado utilizando
glicose (20 g/L) como fonte de carbono e peptona, extrato de levedura
ou uréia como fonte de nitrogénio. Nos grupos 2 e 3 foram utilizados
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maltose (20 g/L) e glicerol (20 g/L), respectivamente como fonte de
carbono e as mesmas fontes de nitrogénio utilizadas no experimento
anterior. O grupo 4 foi formulado somente a partir de caldo de batata. O
ultimo grupo, 5, foi formulado utilizando caldo de batata e peptona,
extrato de levedura ou uréia como fonte de nitrogénio. Todas as fontes
de nitrogénio em todos os experimentos foram adicionadas na
concentracdo de 10 g/L.

Além dos componentes dos meios de cultura avaliados, uma
mistura de sais (KbHPO, — 0,2%, MgSO, — 0,05%, KCl — 0,05% e
FeSO4 — 0,001% - p/v) foi acrescentada em todos os experimentos,
conforme o utilizado por Obara-Doi et al. (2003).

Apbs a esterilizagdo dos meios foi realizada a inoculacdo
conforme o item 4.11.1.

Tabela 1 - Produgdo de cinabarina em meio liquido com diferentes
fontes de carbono e nitrogénio

Grupos | Meio Complexo | Fonte de C | Fonte de N
Glicose Peptona
1 Glicose Extrato de Levedura
Glicose Uréia
Maltose Peptona
2 Maltose Extrato de Levedura
Maltose Uréia
Glicerol Peptona
3 Glicerol Extrato de Levedura
Glicerol Uréia
4 Caldo de Batata
Caldo de Batata Peptona
5 Caldo de Batata Extrato de Levedura
Caldo de Batata Uréia

O pH dos meios foi medido logo apds sua esterilizacdo e ao
décimo oitavo dia de cultivo, momento em que foi também quantificada
a producgdo de cinabarina (conforme os itens 4.5 e 4.10) e medida a

massa micelial seca (biomassa) de cada cultivo de acordo com o item
4.6.
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4.14 Producao de Cinabarina Utilizando Residuos Lignocelulosicos

Foi avaliada a produgdo de cinabarina em 3 diferentes residuos
lignoceluldsicos: serragem de pinus, serragem de eucalipto e casca de
arroz.

Os residuos lignoceluldsicos serragem de pinus e serragem de
eucalipto foram passados em peneiras, sendo utilizados os residuos que
passaram em peneira com malha de 4 mesh e ficaram retidos em peneira
de malha de 10 mesh.

Foram pesados o equivalente a 20 g dos residuos lignoceluldsicos
utilizados secos, acrescentados 20% de farelo de arroz e em seguida
autoclavados por 121 °C por 30 minutos.

O inéculo utilizado foi proveniente de 1 discos de 14 mm de
didmetro do micélio dos fungos, crescidos por 20 dias em BDA, os
quais foram inoculados em Erlenmeyers de 100 mL contendo 25 mL de
caldo de batata dextrose, sendo incubadas por 14 dias, a 25° C e na
presenca de luz. Apds o periodo de incubacdo a cultura foi agitada
vigorosamente, adicionada ao residuo lignocelulésico utilizado e a
umidade do meio de cultivo corrigida para 70%.

Este sistema foi envolvido em um pedaco de tecido de algodao de
25 x 25 cm, amarrado com um elastico e colocado dentro de um vidro
de conserva previamente esterilizado, com sua abertura fechada com
tecido, conforme as Figuras 3 e 4.

A cada 10 dias com o auxilio de uma seringa foi injetado 5 mL de
dgua destilada estéril aos cultivos.

No trigésimo dia apds o inicio da incubacdo e posteriormente a
cada 10 dias até o septuagésimo dia foi realizada a extracdo da
cinabarina e a concentragdo do extrato (conforme o item 4.5), e o
residuo foi testado quanto a atividade antimicrobiana frente ao
microrganismo S. aureus, conforme o item 4.10. Apenas nos cultivos
com serragem de pinus foi quantificada a cinabarina também no
octogésimo e no nonagésimo dia.

Para realizar a extracdo da cinabarina o micélio do fungo foi
separado do tecido manualmente com o auxilio de uma tesoura, uma
pinga e uma espatula.
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Figura 3 - Esquema da producdo de cinabarina em residuos lignoceluldsicos.

Figura 4 - Producdo de cinabarina utilizando residuos lignoceluldsicos

4.15 Estudo da Estabilidade da Cinabarina

Na avaliacdo da estabilidade da cinabarina foram utilizados os
residuos dos extratos provenientes dos cultivos em serragem de pinus.

A estabilidade da cinabarina foi avaliada nos tempos: 0, 7, 15, 30
e 60 dias apds sua extracdo. Os residuos foram armazenados da seguinte
maneira: 1- seco, 2- diluido em DMSO e 3- diluido em DMSO com a
adicdo de um agente quelante, o d4cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), na concentracdo de 30mg/mL. Os residuos foram armazenados
em geladeira a 2 °C.

Apbs os tempos estabelecidos foi realizada a quantificagdo da
atividade da cinabarina de acordo com a metodologia descrita no item
4.10.
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4.16 Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos ensaios foram analisados
estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) para um nivel de
significancia de 0,05.

Todos graficos, exceto o grafico apresentado na Figura 5
construido utilizando o programa Statistica 6.0, foram construidos
utilizando o Microsoft Office Excel 2003.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producio de Cinabarina por Cepas de P. sanguineus

5.1.1 Analise do Crescimento Radial

Na Tabela 2 estdo apresentadas as médias das leituras dos raios
(mm) das diferentes cepas, a cada dia, com seus respectivos desvios
padrio.

Tabela 2 - Médias das medidas dos raios dos micélios das cepas MIP
95001, MIP 20001 e MIP 95002 nos primeiros 5 dias

Raios (mm) *

Tempo (h) MIP 95001 MIP 20001 MIP 95002
0 6,89 + 0,60 6,78 £ 0,44 6,67 £ 0,50

24 7,78 £0,83 7,00 £ 0,70 7,44 £ 0,53

48 13,22 £ 0,97 13,88 £0,78 14,89 + 0,60

72 21,56 +1,24 18,44 +1,01 20,0 £ 0,50

96 26,89 + 1,05 25,22 £1,30 32,22 +0,67
120 35,22 +£1,30 33,89 +£0,78 40,78 £0,83

*Cada resultado € a média das triplicatas + desvio padrao.

Através da regressao linear foi obtida a velocidade de crescimento
radial (VCR). Para o modelo exponencial foi ajustada uma relacdo
funcional do tipo: r=rye "', onder é o raio em mm, t é o tempo
em horas e | € a velocidade especifica de crescimento.

Na Figura 5 é possivel observar as curvas de crescimento radial
das cepas.
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Figura 5 - Curva de crescimento radial das cepas de Pycnoporus sanguineus,
MIP 95001, MIP 20001 e MIP 95002.

A Tabela 3 apresenta as equacdes de regressdo com seus
respectivos coeficientes de correlagao.

Tabela 3 - Velocidade de crescimento radial (VCR) para a regressio
linear e velocidade especifica de crescimento para o modelo exponencial
com seus respectivos coeficientes de correlacdo (R?) para as diferentes
cepas

Modelo Linear Modelo Exponencial
Cepas Ver (mmllh) R? u (h-l) R?
MIP 95001 38,068 0,9473 0,0294 0,9739
MIP 20001 34,590 0,9200 0,0290 0,9656
MIP 95002 52,775 0,9168 0,0327 0,9748

Nas figuras 6 4 11 estdo representadas as curvas de crescimento
linear e exponencial para as trés diferentes cepas, bem como, suas
respectivas equagdes da reta e os coeficientes de correlagio.
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Figura 6- Curva de crescimento linear da cepa MIP 95001 em placas de Petri
com BDA
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Figura 7- Curva de crescimento exponencial da cepa MIP 95001 em placas de
Petri com BDA
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Figura 9 - Curva de crescimento exponencial da cepa MIP 20001 em placas de

Petri com BDA
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Figura 10 - Curva de crescimento linear da cepa MIP 95002 em placas de Petri
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Figura 11 - Curva de crescimento exponencial da cepa MIP 95002 em placas

de Petri com BDA
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A determinacdo do crescimento radial dos fungos durou 5 dias,
tempo necessdrio para uma das cepas atingisse as bordas da placa de
Petri.

Nas curvas de crescimento linear foi considerado o crescimento
somente a partir do tempo de 24 horas, pois antes deste periodo as cepas
apresentaram comportamento semelhante ao correspondente a fase lag,
fase em que o microrganismo estd se adaptando ao meio. O modelo
linear de crescimento apresentou coeficientes de correlacdo entre 0,9473
e 0,9168.

Os coeficientes de correlacdio das curvas de crescimento
exponencias obtidos estiveram entre 0, 9748 e 0,9656, o que demonstra
que este modelo representa adequadamente a variacdo da drea
colonizada pelo fungo em funcdo do tempo como sendo uma relacio
exponencial.

Os dados de crescimentos das cepas de P. sanguineus estudadas
foram melhores representados pelo modelo exponencial, uma vez que os
coeficientes de correlacdo foram maiores para este modelo, resultado
semelhante ao proposto por Pacifico et al. (2005) para o crescimento de
fungos.

A cepa MIP 95002 apresentou a maior velocidade de crescimento
(u =0,0327 h'"), seguida pelas cepas MIP 95001 (u = 0,0294 h™") ¢ MIP
20001 (u = 0,0290 h'), as quais apresentaram velocidades de
crescimento estatisticamente semelhantes para um nivel de significincia
de 0,05, e diferentes da cepa MIP 95002.

5.1.2 Producgdo de Cinabarina por Cepas de P. sanguineus

O micélio resultante da cepa MIP 20001 apresentou no vigésimo
dia de crescimento uma coloragdo alaranjada nitidamente superior as
demais cepas. Devido a cinabarina ser um pigmento laranja e ser a
substincia majoritaria produzida pelo P. sanguineus, sua produgdo pode
ser avaliada pela coloracdo do micélio dos fungos.

Na Figura 12 estd apresentada a fotografia das cepas no vigésimo
dia ap6s a inoculacdo (T20).
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Figura 12 - Cepas MIP 95001, MIP 95002 e MIP 20001 apés 20 dias de
incubagdo em placas de Petri com BDA

Pela andlise visual pode-se constatar que a cepa MIP 20001
apresentou producio de cinabarina muito superior em relagdo as cepas
MIP 95002 e a MIP 95001. Esse resultado corrobora ao trabalho de
Rosa et al. (2003) que utilizaram seis isolados de P. sanguineus e
observaram que a producdo de cinabarina varia de acordo com as
caracteristicas de cada linhagem.

Foi possivel constatar que a cepa que obteve a maior produgio de
cinabarina ndo foi a que obteve o maior crescimento, dado este, que
coincide com os resultados obtidos por Smania Jr. (1995") e Ramos et
al. (2006). De acordo com Smania Jr. (1995, as melhores condigdes
para o crescimento in vitro nao estdo diretamente relacionadas com a
producio de cinabarina e de acordo com Ramos et al. (2006) o melhor
crescimento ndo estd relacionado ao aumento da producio do metabolito
secundario.

5.2 Producio, Extracio e Concentracio

Com a extracio de aproximadamente 65g de massa miceliar do P.
sanguineus foram obtidas cerca de 9,4g de extrato concentrado,
rendendo 14,46%.
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5.3 Purificaciao do Extrato

O residuo do extrato cromatografado resultou em 40 fracdes
agrupadas por similaridade dos Rfs. Na Figura 13 estd a representacio
da cromatografia em camada delgada (CCD) das fragdes obtidas.

As fracdes 1-4 apresentaram a substincia com fator de retencdo
(Rf) 0,92 como substincia majoritaria, enquanto as fracdes 5-13
apresentaram como majoritdria a substancia de Rf 0,78. As fracoes 14-
21 apresentaram o componente principal de Rf 0,45, as fracdes de 22-26
apresentaram uma substancia que ndo foi arrastada pelo eluente, e as
demais fragdes (27-40) apresentaram como componente principal a
substancia de Rf 0,78, entretanto em baixa concentracao.

As fracdes que apresentaram a substincia de Rf 0,78 como
principal foram agrupadas e o solvente evaporado. Resultando em cerca
de 2,3g, o que corresponde a 24,47% do extrato bruto, indicando um
rendimento proximo ao obtido por Smania Jr. (1995%) 23,11%.

0,92 @ o
078 e @

@]
0,45 .

@) @) @) .O

14 513 14-21 22-26  27-40

Figura 13 - Representacdo da cromatografia em camada delgada
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5.4 Caracterizacao do Extrato

Na Figura 14 estd o espectro UV-Vis da cinabarina purificada
obtida conforme a metodologia descrita no item 5.3.

oo

2000 3000 4000 500.0 £00,0
Wavelength [rm )

Figura 14 - Espectro UV-Vis obtido com a cinabarina purificada

A caracterizacdo da cinabarina foi realizada pelo valor do Rf
encontrado na CCD e pelos picos de absor¢do no espectro UV-Vis.

O valor do Rf encontrado foi semelhante ao especificado por
Smania Jr. (1995%), 0,78, e os picos de absor¢do no espectro UV-Vis
encontrados foram: 258,5 nm, 426,5 nm e 446,0 nm também
semelhantes aos indicados na literatura.

A andlise dos dados obtidos na CCD e no espectro UV-Vis em
confronto com os resultados disponiveis na literatura referentes as
caracteristica da cinabarina (SMANIA JR., 1995%), permitiu deduzir que
o componente principal da referida fracdo trata-se da substincia
cinabarina.

5.5 Estudo de Metodologia Espectrofotométrica para o Doseamento
da Cinabarina

Segundo a RE 899/03 (BRASIL, 2003), que estabelece o Guia
para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, metodologias que
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serdo empregadas na determinacdo quantitativa de ativos em matérias-
primas ou produtos farmacéuticos devem ser avaliadas quanto aos
seguintes parametros analiticos: especificidade, linearidade, intervalo,
precisdo-repetibilidade e exatido.

Pela observagdo do espectro de absorcdo da cinabarina foi
escolhido o comprimento de onda de 258 nm, no qual foi obtida a
absor¢do maxima para a cinabarina.

5.5.1 Linearidade e Intervalo
Os resultados obtidos na avalia¢do da linearidade estdo descritos

na Tabela 4. Na Figura 15 estd representada a curva de calibragéo
obtida, bem como a equacido da reta e o coeficiente de correlacio linear.

Tabela 4 - Resultados obtidos na avalia¢do da linearidade e limite de
quantificacio pelo método espectrofotométrico

Teste Concentracio Absorbancia Média  Desvio Padrao
(mg/mL) (nm) (DP %)

0,125 0,088 0,087 5,03x 107
0,082
0,092
0,25 0,176 0,171 5,56 x 107
0,165
0,172
0,5 0,339 0,34 3,6 x 107
0,337
0,344
1,0 0,675 0,673 2,08 x 107
0,674
0,671
1,5 1,069 1,058 0,02
1,032
1,075

RN deol--K deol--I Neol--I el--Nd
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Figura 15 - Curva de calibrac@o da cinabarina obtida através da
espectrofotometria UV-Vis em A =258 nm

A linearidade do método foi demonstrada pela curva de calibracio
apresentada na Figura 15. O método mostrou-se linear no intervalo
analisado (0,125 a 1,5 mg/mL) apresentando coeficiente de correlacio
linear igual a 0,9989 e equagdo da reta igual a y = 0,7018 + 0,0077. Os
resultados obtidos demonstraram haver correlagdo linear entre a
concentracdo de cinabarina e a absorbancia da solugéo.

5.5.2 Precisd@o — Repetibilidade

Os resultados obtidos na avaliacdo da precisdo — repetibilidade,
estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados obtidos na avaliacdo da precisdio do método
espectrofotométrico

Absorbancias
0,344 0,346 0,346
0,348 0,346 0,345
Média = 0,346 DP = 0,001 CV (%) = 0,289

O método se mostrou preciso, visto que o coeficiente de variacio
percentual (CV) foi £ 5%.
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5.5.3 Curva de Calibracdo da Cinabarina Obtida pelo Método
Microbiologico

Os resultados obtidos pela curva de calibragdo da cinabarina
obtida pelo método microbiolégico estdo apresentados na Tabela 6, e
representados na Figura 16.

Tabela 6 - Curva de calibracdo da cinabarina obtida pelo método
microbiolégico

Teste Qntidade Diametrodo  Média do Desvio
cinabarina halo de didmetro  padrao (DP
(mg) inibicio (cm) do halo %)

0,250 >0,8
>0,8 - -
>0,8

0,500 0,90
0,80 0,85 0,05
0,85

1,000 1,00
1,10 1,07 0,06
1,10

1,500 1,30
1,35 1,27 0,10
1,15

2,000 1,50
1,60 1,53 0,06
1,50

ol ol deoll--I Neol--I eol--I
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Figura 16 - Curva de calibragdio da cinabarina obtida pelo método
microbioldgico

O método mostrou-se linear no intervalo analisado (de 0,25 a 2,0
mg) apresentando coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9724 e
equacgdo da reta igual a y = 0,8362x — 1,3313. Os resultados obtidos
demonstraram haver correlacdo linear entre o logaritmo da quantidade
de cinabarina e o halo de inibi¢ao formado.

5.5.4 Exatidao

Os resultados obtidos utilizando-se a concentragdo de 0,5 mg/mL
de cinabarina para o método de doseamento por espectrofotometria UV-
Visivel foram comparados com os resultados obtidos com 0,5 mg de
cinabarina pelo método microbioldgico e estdo apresentados na Tabela
7.

O método de difus@o em dgar relaciona o tamanho da zona de
inibicdo com a atividade da substincia a ser ensaiada. Este ensaio
microbiolégico ndo mede quantidades da substancia, e sim respostas que
podem ser convertidas em quantidades de substancia ativa com o auxilio
de uma curva padrio (PINTO er al, 2000). J4, a andlise
espectrofotométrica quantitativa tem como principio a relacdo
proporcional existente entre a quantidade de luz absorvida e a
concentracao da solucdo da substancia. Doseamentos
espectrofotométricos na regido UV-Vis requerem comparacdo da
absorvancia da solucdo da amostra com padrdoes de concentracio
conhecida (FARMACOPEIA, 1988).
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Tabela 7 - Resultados obtidos pelo doseamento da cinabarina pelo
método espectrofotométrico e pelo método microbioldgico

Método Fisico- Método Microbiologico
Quimico
Média 100,8 98,07
Desvio Padrao 0,49 11,78
CV % 0,48 12,01

A andlise da varidncia foi realizada com os valores obtidos pelos
dois métodos e demonstrou ndo haver diferenca significativa entre os
mesmos, para um nivel de significancia de 0,05.

A comparagdo entre o método espectrofotométrico e o método
microbiolégico para o doseamento da cinabarina mostrou que a
espectrofotometria pode ser utilizada para o doseamento deste
antibidtico. Entretanto, os estudos foram realizados somente com a
substancia purificada conforme o item 5.3 e para ser utilizado com
seguranca nos extratos seriam necessdrios mais estudos para comprovar
que ndo hd nenhuma interferéncia. Pelo fato de ndo terem sido
realizados mais estudos nos experimentos posteriores foi utilizado o
método microbioldgico de difusdao em 4gar.

5.6 Escolha do Tipo de Inéculo a ser Utilizado
Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados das medidas de
biomassa dos experimentos realizados com inéculo sélido e com o

inéculo liquido.

Tabela 8 - Medidas de biomassa obtidas pelo crescimento de P.
sanguineus em CBD utilizando indéculo sélido e inéculo liquido

Biomassa (g/L) Médiax CV%
DP
Inéculo 19,3 21,0 226 18,3 222 20,7+18 89

Sélido
Inéeulo 12,5 22,1 156 169 21,5 17,7+40 22.8
Liquido




70

Os experimentos realizados com indculo s6lido obtiveram maior
uniformidade no crescimento do fungo quando comparados as medidas
de biomassa obtidas nos experimentos em que foram utilizados o
inéculo liquido. Essa maior uniformidade pode ser facilmente observada
comparando o CV% dos experimentos.

O fato de o indculo liquido ter apresentado resultados pouco
uniformes se deve ao fato de o micélio dos fungos tenderem a ficar em
suspensdo, dificultando a homogeneizacido das amostras, desta forma as
primeiras amostras contém maior concentracdo de biomassa flingica do
que as demais.

O tipo de inéculo escolhido para ser utilizado nos experimentos
posteriores foi o indculo sélido.

5.7 Crescimento e Producido de Cinabarina pelo P. sanguineus a
Diferentes pHs

A producdo de metabdlitos secunddrios por fungos depende das
condi¢des utilizadas para seu crescimento, como: tempo de incubacdo,
composicdo do meio de cultura, temperatura e pH.

Nas tabelas 9 e 10 estdo apresentados os resultados de produgio
de cinabarina e biomassa pelo P. sanguineus em CBD com pH inicial do
meio de cultivo inalterado (pH 5,6) e em pH inicial corrigido para 9,0.

Tabela 9 - Producido de Cinabarina e biomassa por P. sanguineus em
CBD com pH inicial 5,6

Tempos Cinabarina (UI/L) pH Biomassa (g/L)
(dias) Média + DP Inicial Média + DP

0 - 5,61+0,05 -

3 - 5,11+0,10 -

8 36 +3 4,56+0,04 7,99 + 1,44

13 149 £ 10 4,17£0,01 16,933 + 1,05

18 457 £43 3,99+0,02 20,93 + 1,62

23 380 + 28 3,91+0,07 26,97 + 1,72

28 161 +8 3,75+0,05 35,16 £3,38

Nos dias 0 e 3 somente foi realizada a medida do pH.
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Tabela 10 - Producdo de Cinabarina e biomassa por P. sanguineus em
CBD com pH inicial 9,0

Tempos Cinabarina (%)* pH Biomassa (g/L)
(dias) Média + DP Inicial Média + DP
0 - 9,06 £ 0,04 -

3 - 7,71 £0,02 -

8 25+8 5,99 £ 0,07 5,09 +1,72
13 138 £51 4,34 +£0,04 11,42 +271
18 424 +76 4,19 £0,02 15,86 £2,02
23 339+ 102 4,15 +0,04 21,33 +£2,70
28 159 +34 3,99 +0,01 25,96 £3,43

Nos dias 0 e 3 somente foi realizada a medida do pH.

Na figura 17 est@o representadas as variacdes nos pHs dos meios
de cultivo.

Variagao de pH

9,5

—e—pH 5,6

I
6,5
S 6 - \\ —=—pH 9,0
5,5 1
5 \1\

4,5 T

3,5

Tempo (dias)

Figura 17 - Variacdo do pH nos meios de cultivos

No terceiro e no oitavo dia de cultivo os meios apresentaram pHs
bastante diferentes, entretanto, a partir do décimo terceiro dia os valores
de pHs ficaram préximos, o que sugere um efeito tamponante do fungo
sobre o meio de cultivo. Ocorreu uma gradativa diminui¢ao dos valores
de pH até alcancarem no vigésimo oitavo dia de cultivo pH médio de
3,8 e 4,0 para as culturas com pH inicial de 5,6 e 9,0, respectivamente.



72

Na Figura 18 est@o representados os resultados de producdo de
biomassa em CBD com pH inicial de 5,6 € 9,0.

Biomassa

40

35 1
3 30 1
(=}
@ 25 —e—pH inicial 5,6
g 20 H inicial 9,0
€ 45 —=—pH inicial 9,
o
o 104

5 4

0 : ‘ , , ,

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (Dias)

Figura 18 - Producido de biomassa em CBD a pH inicial 5,6 € 9,0

O P. sanguineus cultivado em CBD em pH inicial de 5,6 e de 9,0
apresentou crescimento linear.

O CBD a pH inicial 5,6 mostrou-se ser mais favordvel ao
crescimento do fungo P. sanguineus, do que o CBD a pH inicial 9,0.

Ainda que o pH mais favordvel ao desenvolvimento dos fungos
geralmente esteja entre 5, 6 ¢ 7, a maioria dos fungos tolera amplas
variacdes de pH (TORTORA, FUNKE e CASE, 2000).

Na Figura 19 estd representada a produc@o de cinabarina dos
cultivos com pH inicial de 5,6 e 9,0 nos tempos 5,13,18,23 e 28 dias.
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Figura 19 - Grifico da producdo de cinabarina com o pH inicial do meio de
cultivo 9,0 e 5,6
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Os cultivos com pH inicial do CBD ndo alterado (pH 5.,6)
apresentaram médias de producdo de cinabarina maiores em todos os
tempos analisados, entretanto os resultados dos dois experimentos nio
apresentaram diferencas estatistica entre si.

Os cultivos com pH inicial de 5,6 obtiveram resultados mais
uniformes de produgéo de cinabarina, que pode ser notado pelos valores
menores nos desvios-padrio.

A alteragdo do pH inicial do meio de cultivo promoveu um
comportamento ndao muito diferenciado do fungo estudado. As
mudangas no comportamento dos microrganismos provavelmente estdo
correlacionadas com o fato de o pH do meio externo afetar o transporte
de certos constituintes através da membrana, tais como fosfatos
organicos e potdssio, e provavelmente assume importancia fundamental
para a ativacdo de enzimas que participam de pontos-chave do
metabolismo secunddrio em fungos filamentosos (OROZCO, PEREIRA
e KILIKIAN, 2003).

Apesar de o fungo ter apresentado crescimento linear a producio
de cinabarina atingiu produc¢do médxima em 18 dias.

De acordo com Espeso et al. (1993) na maioria das vezes, os
microrganismos respondem as mudancas das condigdes ambientais,
como o pH, variando os padrdes de expressao genética.

A Figura 20 compara a producio de cinabarina nos meios com pH
inicial de 5,6 e 9,0 no tempo de 18 dias, tempo em que houve a maior
producio de cinabarina.

Producao Maxina de Cinabarina a pH 5,6 e 9,0

600

500 -

200

= 400 4

2

£ 300 - opH ?n?c?al 56
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©

£

o

100 -

0

Figura 20 - Comparagao entre a produgdo de cinabarina nos meios com pH
inicial de 5,6 ¢ 9,0 no tempo 18 de dias
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A interagdo entre substratos e fontes nutricionais diferentes pode
ser mais propicio ao desenvolvimento de uma linhagem do que de
outras, bem como fatores externos como temperatura, luminosidade,
dentre outros, exercem efeito (BERNARDI et al., 2007).

O cultivo feito em pH inicial 5,6 apresentou produgdo méxima de
cinabarina de 457 UI/L £ 43 e em pH inicial 424 UI/L + 76, resultados
contrarios aos obtidos no trabalho de Smania et al. (1997) em que o P.
sanguineus apresentou maior producdo de cinabarina a pH inicial 9,0.
Esta variedade de resultados provavelmente é devido a utilizacdo de
diferentes cepas.

5.8 Producio de Cinabarina em Meio Liquido com Diferentes
Fontes de Carbono e Nitrogénio

Estudos sobre otimizac¢do de condi¢des de cultivo podem além de
propiciar incremento na producdo de substincias com atividades
bioldgicas, contribuir para o entendimento de aspectos bioquimicos e
fisiolégicos desses organismos (RAMOS, 2008).

Na Tabela 11 est@o apresentados os resultados da quantificacio da
cinabarina nos diferentes meios de cultivo, realizada em triplicata.
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Tabela 11 - Producdo de cinabarina, pH inicial, pH final e biomassa nos
diferentes meios de cultura utilizados

Cinaba- pH pH Biomassa
rina Inicial Final (g/L)
(UI/L)

Glicose e Petona 146 £17 7,05+0,12 6,23+1,64 14,1 +0,8
Glicose e Extrato
Levedura 243 +40 7,16+0,05 523+1,87 252+1,8
Maltose e Peptona 281 +32 6,64 +0,07 4,68+0,24 6,3+04
Maltose e Extrato
Levedura 209+18 6,75+0,8 503+026 57+0,7
Glicerol e Peptona 132+14 735+0,02 4,65+0,31 13,5+0,9
Glicerol e Extrato
Levedura 138 £28 6,99+0,03 431407 172+1.2
CBD 457 +43 5,61+0,05 3,99+0,05 209+1,6
CBD e Peptona 373+37 6,67+0,01 3,88+0,12 10,5+1,1
CBD e Extrato
Levedura 281 +47 5,53+0,03 4,32+0,28 9,6+1,33
Glicose e Uréia 0 9,04 +0,05 - *
Glicerol e Uréia 0 9,15+ 0,06 -
Maltose e Uréia 0 8,34 +0,02 -
CBD e Uréia 0 8,43 +0,01 -

* Nao houve crescimento do fungo.

A Figura 21 representada a biomassa produzida com as diferentes
fontes de carbono e nitrogénio estudadas.
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Figura 21 - Produg¢éo de biomassa de P. sanguineus utilizando diferentes fontes
de carbono e nitrogénio

O meio de cultivo que apresentou o maior crescimento de
biomassa flingica foi o meio glicose e extrato de levedura, seguido pelo
meio formulado somente com caldo de batata dextrosado e entdo o meio
glicerol e extrato de levedura. Apesar do bom crescimento do P.
sanguineus em caldo de batata dextrosado o enriquecimento deste meio
com peptona e extrato de levedura inibiu o crescimento do fungo.

Os meios em que o P. sanguineus obteve o menor crescimento
foram os que utilizaram maltose como fonte de carbono, seguido pelos
meios em que foram utilizados o caldo de batata combinados com
peptona e extrato de levedura. A maltose como dnica fonte de carbono
mostrou-se inadequada para o crescimento do fungo.

O pH inicial dos meios ndo apresentou correlacdo definida com o
crescimento do fungo P. sanguineus. O fungo teve um bom crescimento
em caldo de batata dextrosado em pH 5,6 e também em glicose e extrato
de levedura com pH 7,1.

O nitrogénio, constituinte de proteinas e dcidos nucléicos é obtido
por vdrias espécies de fungos a partir de uma grande variedade de
compostos nitrogenados. Embora a amonia e glutamina sejam utilizadas
preferencialmente, esses microrganismos também utilizam nitrato,
nitrito, purinas, proteinas, aminodcidos, uréia e acetamida como fontes
de nitrogénio. Para captacdo e metabolizacdo destas fontes, é requerida a
sintese de enzimas especificas ou ativacdo de enzimas pré-existentes
(BONATELLLI, 1977).

Nos meios em que foi utilizada uréia como fonte de nitrogénio
ndo houve crescimento do fungo P. sanguineus. Estes meios de cultivo
apresentaram pHs iniciais mais altos do que os demais meios, acima de
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8,3. De acordo com Carlile e Watkinson (1996) a concentracdo do ion
hidrogénio num meio pode afetar o crescimento indiretamente pelo seu
efeito na disponibilidade de nutriente e diretamente pela sua acdo nas
superficies celulares. Entretanto, com os experimentos anteriores
realizados em CBD a pH inicial 9,0, em que o P. sanguineus cresceu e
produziu o antibiético cinabarina, pode-se afirmar que o pH basico néo é
o fator limitante do crescimento. A uréia na concentracdo de 10 g/L
atuou nestes meios como um inibidor do crescimento celular.

A Figura 22 representa a producdo de cinabarina nas diferentes
fontes de carbono e nitrogénio estudadas.
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Figura 22 - Producio de cinabarina utilizando diferentes fontes de carbono e
nitrogénio

As fonte de carbono e nitrogénio exercem papel fundamental na
producio de metabdlitos secundarios (RAMOS, 2008).

O maior rendimento em termos de quantidade de cinabarina
produzida foi obtido utilizando o meio de cultivo formulado somente a
partir de CBD, com uma producéo de 457 + 43 UI/L de caldo. A adi¢éo
de peptona e extrato de levedura ao CBD reduziu significativamente a
producdo de cinabarina pelo P. sanguineus. Este resultado corrobora aos
estudos feitos por Takahashi e Lucas (2008) que observando as
condi¢bes utilizadas para a producdo de antibidticos por fungos,
afirmam que meios de cultura de constituicdo complexa sdo mais
adequados que meios de cultura de constitui¢do quimicamente definida.
Meios de facil obten¢do, como o caldo de batata dextrosado, t€m
apresentado resultados encorajadores.

O segundo meio em que houve a maior producdo de cinabarina
foi o CBD e peptona com 373 + 37 UI/L de cinabarina produzida. Os
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meios CBD e CBD e peptona apresentaram resultados, quanto 2
quantidade de cinabarina produzida, estatisticamente diferentes entre si
e diferentes dos demais meios.

O glicerol, fonte de carbono bastante estudada atualmente devido
este ser subproduto da producdo de biodiesel, teve resultados medianos
na producdo de biomassa fingica e baixos na produgdo de cinabarina
quando comparados aos outros meios estudados. De acordo com Colen
(1996) o glicerol tem sido relatado como uma 6tima fonte de carbono
para muitos fungos, entretanto a sua utilizagdo neste trabalho,
independente da fonte de nitrogénio utilizada, resultou nas menores
médias de producdo do metabdlito secundério estudado.

A producio de biomassa fingica e de cinabarina ndo
apresentaram correlacdo direta, resultado que coincide com o0s
resultados obtidos por Sménia Jr. (1995%), que afirma que as melhores
condicdes de crescimento ndo estdo diretamente relacionadas com a
producio de cinabarina.

5.9 Producio de Cinabarina Utilizando Residuos Lignoceluldsicos

A producdo quali ou quantitativa de metabdlitos secunddrios
depende da capacidade biossintética do microrganismo e das condi¢des
de cultivo. Assim a manipulacdo dos parametros do cultivo pode alterar
a expressdo dos metabdlitos secunddrios produzidos (TAKAHASHI e
LUCAS,2008).

A suplementacio de alguns substratos deve ser realizada
principalmente como forma de adequar a relagdo C/N, onde para isso
sdo utilizados, principalmente, materiais concentrados como farelos,
sendo a quantidade a ser utilizada varidvel conforme o material
(BERNARDI et al., 2007). A adicdo de farelos a serragem de madeira
vem sendo relatada como uma importante fonte de nutrientes
indispensdveis ao desenvolvimento do fungo.

Devido a relagdo C/N ser bastante alta torna-se indispensdvel e
correcdo da serragem com fonte de N, assim, foi realizada a correcdo da
alta relacdo C/N adicionando-se 20% de farelo de arroz aos residuos
lignocelulésicos utilizados.

O P. sanguineus apresentou bom crescimento quando cultivado
em serragem de pinus, serragem de eucalipto e em casca de arroz,
conforme pode ser observado na Figura 23.
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Figura 23 - P. sanguineus cultivado em serragem de pinus, serragem de
eucalipto e casca de arroz, com 30 dias de cultivo

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados de produgdo de
cinabarina pelo P. sanguineus nos residuos lignoceluldsicos estudados.

Tabela 12 - Resultados de producdo de cinabarina (UI) em residuos
lignoceluldsicos

Cinabarina (Ul/ Cultivo)

Tempo Serragem de Casca de Serragem de
(dias) Pinus Arroz Eucalipto
30 53+8 40+ 8 34+6

40 60+6 44 +6 45+7

50 76 £6 56+6 58+3

60 508 41 £8 44 +5

70 45+6 30 £5 3243

80 40+3 - -

90 39+5 - -

- Os experimentos feitos com casca de arroz e serragem de eucalipto foram realizados somente
até o T70.

Independente do tipo de residuo lignoceluldsico utilizado
(serragem de pinus, serragem de eucalipto ou casca de arroz) a producio
maxima de cinabarina foi alcan¢ada no tempo de 50 dias.

A utilizacdo da serragem de pinus como substrato para o
crescimento do P. sanguineus resultou nas maiores médias de produgao




80

de cinabarina em todos os tempos analisados, sendo que apenas no
tempo de 60 dias a producdo de cinabarina neste meio ndo foi
significativamente diferente da produgcdo de cinabarina nos meios
formulados com serragem de eucalipto e casca de arroz.

A maior produc¢do de cinabarina em pinus parece ter sido em
funcdo do teor maior de lignina apresentado pelas arvores deste género.
As arvores do gé€nero Pinus sdo classificadas como coniferas e
apresentam um maior teor de lignina em comparacdo as drvores do
género Eucalyptus classificadas como folhosas.

Os meios em que foram utilizadas a serragem de eucalipto e a
casca de arroz apresentaram producdo de cinabarina estatisticamente
semelhantes em todos os tempos analisados para um nivel de
significancia de 0,05.

A Figura 24 mostra a comparag¢do entre a producdo de cinabarina
por cultivo pelo P. sanguineus utilizando residuos lignocelulésicos (20
gramas dos residuos lignoceluldsicos secos) e o CBD (100 mL de caldo
de batata).
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Figura 24 - Comparac@o entre a produc@o de cinabarina por P. sanguineus em
residuos lignoceluldsicos e em CBD

O cultivo feito com serragem de pinus produziu cerca de 1,6
vezes mais cinabarina do que o cultivo feito em CBD. E importante
salientar também que o cultivo em residuos lignocelulésicos pelo
método proposto ocupa menos espaco do que o cultivo em garrafas de
Roux.

Nos dltimos anos o cultivo em estado sélido tem recebido maior
aten¢do por parte dos pesquisadores, pois tem mostrado que pode ofertar
maior produtividade ou produtos com melhores caracteristicas do que o
cultivo submerso. Além disso, hd a possibilidade de utilizacdo de
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substratos de baixo valor agregado, diminuindo assim o custo da
producdo (ROBINSON e NIGAM, 2003).

5.10 Estudo da Estabilidade da Cinabarina

Um dos problemas apresentados pela cinabarina é sua baixa
estabilidade, principalmente em solugdo.

A decomposicio de farmacos pode ocorrer por reacdes de
hidrélise, oxidagdo, racemizacdo, descarboxilagdo, fotdlise, entre outras,
das quais as mais freqiientes sdo as reacdes de hidrélise e oxidacdo
(LINTNER, 1995; LACHMAN, 2001).

De acordo com Smania Jr. (1995%) € possivel que a perda da
atividade seja uma conseqiiéncia da oxidagao do principio ativo.

Para farmacos oxidaveis, os tracos de metais sio uma fonte
constante de dificuldade para preparar solucdes estdveis. E preciso
muito cuidado para eliminar esses tracos das preparacdes ldbeis, por
meio da purificacdo completa da fonte de contaminagdo ou pela ligacdo
quimica do metal com o uso de agentes que o tornam nao-disponiveis
para participar do processo oxidativo, como a adicdo de agentes
quelantes (ANSEL et al., 2000). Com o intuito de evitar a oxidagdo da
cinabarina foi adicionado o EDTA.

A maior parte dos fiarmacos oxiddveis tem sua degradacdo
acelerada pelo aumento da temperatura, sendo aconselhdvel manté-los
em local fresco (ANSEL et al., 2000), desta forma, os residuos contendo
a cinabarina foram armazenados em refrigerador a temperatura de 2 °C.

Os resultados do estudo de estabilidade estdo apresentados na
Tabela 13.

Tabela 13 - Estudos de estabilidade da cinabarina seca, em DMSO e em
DMSO com EDTA

Cinabarina (%)*

Tempo Seco DMSO DMSO com EDTA
0 100,0 13,0 100,0+9,4 100,0+9,9
7 102,6 + 10,2 105,7+8,9 108,9 + 13,7
15 94,45 +11,9 102,6 +4,9 102,7+8,6
30 91,72 £8,6 100,0 £9.4  100,0+9,9
60 89,12 +7.5 744 +£10,7 945+79

* Foi utilizada como 100% a atividade da cinabarina presente no TO de cada experimento.
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A alta variacdo nos resultados pode estar relacionada a diversos
fatores que afetam a suscetibilidade do método de difusdo em é&gar.
Entre os aspectos importantes a serem considerados estdo a espessura do
agar e a concentracdo de indculo que foi padronizado visualmente pela
comparacdo da turvacdo da cultura de S. aureus com a do tubo 0,5 da
escala de MacFarland.

Nos estudos de Smania Jr. (1995%) a cinabarina armazenada em
meio aquoso manteve a estabilidade por apenas 24 horas, enquanto a
cinabarina quanto exposta ao ar mostrou-se estdvel por 30 dias e a
cinabarina liofilizada e 4 vicuo manteve-se estavel por 12 meses.

O residuo armazenado seco, apesar de apresentar a média de
percentagem de atividade menor no tempo de 60 dias ndo é
significativamente (p=0,05) diferente dos resultados obtidos no tempo
zero. Pode-se dizer, entdo, que este residuo manteve sua estabilidade
pelo periodo analisado.

O residuo do extrato diluido em DMSO apresentou-se estavel
apenas até um més apds sua extragao.

A adic@o de EDTA aumentou a estabilidade do residuo do extrato
em solugdo, mantendo-o estdvel pelo tempo analisado, 60 dias.



6 CONCLUSAO

O crescimento radial do fungo Pycnoporus sanguineus em placas
de Petri contendo meio BDA € melhor representado pelo modelo de
crescimento exponencial do que o linear. A producdo do metabdlito
secunddrio cinabarina ndo estd diretamente relacionada com o
crescimento do fungo, ja que a maior velocidade de crescimento foi
obtida pela cepa MIP 95002 e a maior producdo do antibidtico
cinabarina pela cepa MIP 20001.

A espectrofotometria de absor¢cdo UV-Visivel pode ser utilizada
para o doseamento do antibidtico cinabarina em sua forma purificada,
tendo desta forma um método de quantificacdo mais simples e rdpido do
que o método normalmente utilizado, o microbioldgico. A
espectrofotometria de absorcio na regido UV-Visivel, mostrou-se linear
no intervalo analisado, tendo como limite de quantificacdo inferior
0,125 mg/mL e limite superior de 1,5 mg/mL, apresentando precisao -
analisada pela repetibilidade, e exatiddo, quando comparado ao método
microbiolégico.

O in6culo sélido mostrou-se mais adequado do que o inéculo
liquido, para a utilizacdo em culturas liquidas, apresentando resultados
para produgdo de biomassa mais uniformes.

Os cultivos com pH inicial do CBD nio alterado (pH 5,6) e a pH
inicial 9,0 ndo apresentaram diferengas quanto a producdo de cinabarina,
entretanto o CBD a pH inicial 5,6 mostrou-se mais adequado para
utilizacdo por ter apresentado resultados mais uniformes em todos os
tempos analisados.

O meio composto apenas por CBD foi o meio mais propicio para
a producdo de cinabarina, sendo que a adicdo de fontes de nitrogénio a
este meio diminuiu a produgdo do antibidtico. O meio de cultivo que
propiciou a maior producdo de biomassa do P. sanguineus foi o meio
contendo glicose e extrato de levedura, ndo apresentando, portanto,
nenhuma relacdo entre a producdo de biomassa e a produgdo de
cinabarina. A utilizacdo de maltose como fonte de carbono resultou nas
menores producdes de biomassa e a utilizagdo de glicerol como fonte de
carbono nas menores producdes de cinabarina. A utilizacdo de uréia nos
meios de cultivo inibiu o crescimento do P. sanguineus.

Devido a sua maior concentracdo de lignina, a utilizagdo da
serragem de pinus como substrato para o crescimento do P. sanguineus
resultou na maior producdo de cinabarina, seguida pelos substratos
serragem de eucalipto e casca de arroz que apresentaram producdo de
cinabarina semelhantes. O cultivo utilizando serragem de pinus produziu
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cerca de 1,6 vezes mais cinabarina do que o cultivo em garrafas de Roux
com CDB.

O residuo armazenado seco manteve sua estabilidade pelo periodo
analisado, 60 dias, ji4 o residuo do extrato diluido em DMSO
apresentou-se estdvel apenas por um més apds sua extracdo e a adicio
de EDTA aumentou a estabilidade do residuo do extrato em solucdo
mantendo-o estavel por 60 dias.
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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo comparar o método
microbiolégico e um método fisico-quimico, no caso a
espectrofotometria de absor¢do na regido do UV-Visivel, para o
doseamento do antibidtico cinabarina produzido pelo fungo Pycnoporus
sanguineus, com a finalidade de obter um método de doseamento mais
rapido e pratico para facilitar pesquisas futuras sobre este antibidtico. A
resisténcia bacteriana vem se tornando um problema de grandes
dimensdes devido ao uso abusivo dos antibidticos e a capacidade que
muitas bactérias possuem em desenvolver resisténcia aos antibidticos
com oS quais ja tiveram contato. Desta forma, a pesquisa e o
desenvolvimento de novos agentes antibifticos é de extrema
importancia e, os métodos analiticos utilizados devem ser confidveis.
Foram realizadas curvas de calibragdo da cinabarina com o método
microbiolégico e fisico-quimico, e avaliados os seguintes parametros
analiticos para o método espectrofotométrico: linearidade, intervalo,
precisdo — repetibilidade e exatiddo. O método espectrofotométrico
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mostrou-se confidvel para a finalidade pretendida, produzindo resultados
estatisticamente semelhantes aos obtidos com o método microbiolédgico.
PALAVRAS-CHAVE: Cinabarina; metodologias analiticas;
espectrofotometria UV-Visivel.

ABSTRACT - This study aimed to compare the microbiological and
physical-chemical methods, in the case of UV-Visible
spectrophotometry, for the determination of antibiotic cinnabarin
produced by the fungus Pycnoporus sanguineus, targeting a method to
obtain reliable, faster and practical of determination to facilitate future
research on this antibiotic. The bacterial resistance is becoming a great
difficulty largely due to the misuse of antibiotics and the ability that
many bacteria have developed resistance to antibiotics which have had
contact. Thus, the research and development of new antibiotic agents is
extremely important, and analytical methods used must be reliable.
Calibration curves of cinnabarin were conducted with the
microbiological and physical-chemical methods, and evaluated the
following analytical parameters for the spectrophotometric method:
linearity, range, precision - repeatability and accuracy. The
spectrophotometric method proved to be reliable for the purpose
intended, producing results statistically similar to those obtained with
the microbiological method.

KEY-WORDS: Cinnabarin, comparison, spectrophotometry UV-
Visible.

1 INTRODUCAO

Os antibidticos sdo substincias produzidas por diversas espécies
de microrganismos, entre eles as bactérias e fungos e que, em baixas
concentragdes, sdo capazes de impedir o crescimento ou eliminar
seletivamente outros microrganismos. Esta definicdo exclui os
compostos sintéticos que, juntamente com oS cCOmpostos naturais e seus
derivados, sdo denominados antimicrobianos (GOODMAN et al., 1996).

Os fungos, pertencentes a classe dos Basideomicetos, usados na
medicina popular desde os tempos ancestrais, apresentam grande
importincia na pesquisa de substancias antivirais, antifiingicas e
antibacterianas a partir de seus metabdlitos secunddrios (HWANG et al.,
2003). Dentro da classe Basidiomicetos destaca-se a ordem
Aphyllophorales, em que se encontram os fungos conhecidos
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popularmente por orelhas-de-pau, como o Pycnoporus sanguinueus,
pertencente a familia Polyporaceae (MACEDO e PILIACKAS, 2005).

Este fungo sintetiza ndo menos que sete pigmentos, € o
antibiético cinabarina é um deles (ACHENBACH e BLUMM, 1991).

A cinabarina € um pigmento laranja, o qual tem uma estrutura
basica fenoxazina-3-um, com um grupo carbonila no C-1, um grupo
amino no C-2 e um grupo hidroxila no C-9 (ACHENBACH e BLUMM,
1991).

Estudos realizados por Sméinia (1995°, 1997) mostraram que a
cinabarina produzida pelo P. sanguineus apresenta atividade contra B.
cereus, E. fecalis, E. faecium, E. coli, K. pneumoniae, L. mesenteroides,
L. plantarum, P. aeruginosa, Salmonella sp., S. typhi, S. aureus e vérios
Streptoccocus spp., tendo atividade principalmente sobre bactérias
gram-positivas.

De acordo com Oliveira et al. (2007) apds a avaliagdo de extratos
de P. sanguineus através da espectroscopia Raman, concluiu-se que os
extratos obtidos com acetato de etila e com metanol possuem
composicdo bastante similar, contendo a cinabarina como componente
principal.

Até o presente momento, ndo existem descritas na literatura
metodologias oficiais para doseamento da cinabarina. No caso de
antibidticos, diversos métodos podem ser utilizados, sendo o ensaio
microbiolégico de difusdo em dgar um dos mais empregados. No
entanto, este método é demorado e envolve vdrias etapas, ao contrrio
do método de espectrofotometria de absor¢@o na regido do UV-Vis, que
€ rapido, simples e eficiente.

Toda metodologia analitica que ndo se encontra descrita em
compéndios oficiais deve ser validada. A valida¢do do método analitico
€ a confirmag@o por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que
os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo
atendidos (NBR ISO/IEC 17025, 2001).

Segundo a RE 899/03 (BRASIL, 2003), que estabelece o Guia
para Validagcdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, metodologias que
serdo empregadas na determinacdo quantitativa de ativos em matérias-
primas ou produtos farmacéuticos, devem ser avaliadas quanto aos
seguintes parametros analiticos: especificidade, linearidade, intervalo,
precisdo-repetibilidade, exatidao e robustez.

O presente trabalho teve como objetivo comparar o método
microbidlogico de doseamento do antibiético com o método de
espectrofotometria de absor¢do na regido do UV-Visivel, visando obter
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um método confidvel, rapido e pratico para o doseamento da cinabarina,
com o objetivo de facilitar pesquisas futuras sobre este antibiético.

2 METODOLOGIA

A cinabarina utilizada neste trabalho foi isolada e purificada a
partir do extrato de uma cultura de Pycnoporus sanguineus (cepa MIP
20001 - doada pelo Laboratério de Antibidticos do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa
Catarina), conforme a metodologia descrita por Smania (1995 ).

2.1 Método fisico-quimico

Primeiramente foi realizada uma varredura na faixa de 200 a 600
nm, em espectrofotometro SHIMADZU (modelo 1601PC), com uma
solucdo na concentracido de 0,5 mg/mL de cinabarina, para se obter o
comprimento de onda de maxima absorcdo para o antibidtico.

Em seguida, foram avaliados os seguintes parametros analiticos:
linearidade, intervalo, precisdo -repetibilidade e exatiddo.

Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da construgcdo de
uma curva de calibragio. Foram preparadas solu¢des de cinabarina nas
concentra¢des de 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 e 1,5 mg/mL, em triplicata. As
absorbancias das solucdes foram medidas (A = 458 nm) e entdo
construida uma curva de calibracdo e calculados o coeficiente de
correlagdo linear e a equacio da reta.

Intervalo

O intervalo analisado foi o mesmo avaliado no quesito
linearidade, tendo como limite de quantificagdo inferior a concentracio
equivalente a 0,125 mg/mL de cinabarina, e como limite superior a
concentracdo de 1,50 mg/mL de cinabarina.

Precisio -Repetibilidade

Para avalia¢do da precisdo do método foram medidas as absorbancias de
uma solugdo contendo 0,5 mg/mL de cinabarina, em sextuplicata. Em
seguida, foram calculados o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo
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percentual (CV%). Consideraram-se valores de CV % < 5 para
avaliacdo da precisdao (BRASIL, 2003).

Exatiddo

A exatidio do método de doseamento da cinabarina por
espectrofotometria UV-Visivel foi avaliada pela comparacdo dos
resultados obtidos com o método microbioldgico de difusdo em 4gar,
utilizando-se as concentracdes de 0,5 mg/mL para o método de
doseamento por espectrofotometria UV-Visivel, e a quantidade de 0,5
mg para o método microbioldgico.

As absorbancias e os valores dos halos de inibi¢ao obtidos foram
tratados matematicamente a fim de se obter os valores em teor (%) para
posterior comparacao.

2.2 Método microbiologico

O método microbiolégico utilizado foi o de difusdo em dgar. Para
o preparo do in6culo foi utilizado uma suspensdo bacteriana de
Staphylococcus aureus padronizada pela comparagdo com o padrdo 0,5
da escala de Macfarland, resultando em uma concentracio de 1,5 x 10®
UFC/mL. Para preparacdo das placas, volumes de 20 mL de 4gar
Mueller-Hinton foram vertidos em placas de Petri (13 x 100 mm). Apds
solidifica¢do foram feitos 4 orificios de 7 mm de didmetro no dgar. O
in6culo contendo a bactéria-teste (S. aureus ATCC 6538) foi semeado
uniformemente na superficie do meio com o auxilio de um Swab estéril
através de estrias transversais. O residuo do extrato a ser testado foi
ressuspenso e diluido em DMSO e os orificios preenchidos com 50 uL
da diluicdo. Os sistemas, apds terem sido montados, foram incubados
por 18 horas a 35°C % 0,1, e entdo foram realizadas as leituras dos halos
de inibigdo.

Curva de Calibracao

Foram avaliadas 5 quantidades distintas de cinabarina (0,125;
0,250; 0,500; 1,000 e 1,500 mg), com 3 repeticdes. As quantidades de
cinabarina usadas e os didmetros dos respectivos halos de inibicao
foram distribuidos em uma planilha do Microsoft Excel 5.0. Através da
regressao linear foi possivel obter a relagdo funcional do tipo y = ax + b,
onde y corresponde ao didmetro do halo de inibicdo (cm) e o x ao
logaritmo da quantidade de cinabarina (mg).
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3 RESULTADOS

Através da observacdo do espectro de absorcdo foi escolhido o
comprimento de onda de 258 nm, no qual foi obtida a absor¢cdo maxima
para a cinabarina. O gréfico da curva-padrio, o coeficiente de correlacido
e a equacdo da reta obtidos estdo demonstrados na Figura 1.

Curva de Calibracao - Método Fisico-Quimico
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Figura 1 - Curva de calibracdio da cinabarina pelo método fisico-
quimico.

O método mostrou-se linear no intervalo analisado (de 0,125 a 1,5
mg/mL) apresentando coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9989 e
equacdo da reta igual a y = 0,7018x — 0,0077. Os resultados obtidos
demonstraram haver correlagdo linear entre a concentracdo de
cinabarina e a absorbancia da solucdo.

Os resultados obtidos na avaliagdo da precisdo - repetibilidade
estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Avaliag@o da precisdo — repetibilidade do método.

0,344 0,346 0,346
0,348 0,346 0,345
Média=0,346 DP=0001 CV (%) =0,289

O método se mostrou preciso, visto que o coeficiente de variagcdo
percentual (CV%), foi < 5.
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Os resultados obtidos pela curva de calibrag@o da cinabarina pelo
método microbioldgico estdo demonstrados no gréfico 2.

Curva de Calibragao - Método Microbiolégico
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Figura 2 - Curva de calibracio obtida pelo método microbioldgico.

O método mostrou-se linear no intervalo analisado (de 0,125 a 1,5
mg) apresentando coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9724 e
equacdo da reta igual a y = 1,163x — 1,5533. Os resultados obtidos
demonstraram haver correlacdo linear entre o logaritmo da quantidade
de cinabarina e o halo de inibi¢do formado.

Os resultados obtidos através do método espectrofotométrico
foram comparados com os resultados obtidos pelo método
microbioldgico e estio apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados obtidos do doseamento da cinabarina pelos
métodos fisico-quimicos e microbiolédgico.

Meétodo Meétodo
Fisico-Quimico = Microbiolégico
Teor (%) n=3 100,8 98,07
DP 0,49 11,78
CV % 0,48 12,01

A andlise da varidncia (ANOVA) foi realizada com os valores
obtidos pelos dois métodos e demonstrou ndo haver diferenga
significativa entre os mesmos, para um nivel de significancia de 0,05
(Valor de F calculado = 0,107; valor de F tabelado = 7,708).
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4 CONCLUSAO

O método fisico — quimico estudado, a espectrofotometria de
absorcdo na regido UV-visivel, mostrou-se linear no intervalo analisado,
tendo como limite de quantificacdo inferior 0,125 mg/mL e limite
superior de 1,5 mg/mL, apresentando precisdo - analisada pela
repetibilidade, e exatiddo, quando comparado ao método
microbiolégico.

De acordo com os resultados obtidos, a espectrofotometria de
absorcdo UV-visivel pode ser utilizada para o doseamento do antibidtico
cinabarina, tendo desta forma um método de quantificacdo mais simples
e rapido do que o método normalmente utilizado, o microbioldgico.
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ABSTRACT: This work aimed to study the radial growth of three
different strains of Pycnoporus sanguineus (MIP 20001, MIP 95001 and
MIP 95002), and to qualitatively compare the production of cinnabarin.
Growth data, obtained by the measure of mycelium of fungi every 24
hours, were adjusted to two different models: linear and exponential.
The model that best represents the data obtained from growth was the
exponential model. The strain MIP 95002 (u = 0,0164 h™") had the
highest rate of growth, followed by strains MIP 95001 (u = 0,0147 h™)
and MIP 20001 (u = 0,0145 h™'), now the largest production of
cinnabarin strain was obtained by the MIP 20001, followed by strains
MIP 95001 and MIP 95002.

KEYWORDS: Radial growth, Pycnoporus sanguineus, cinnabarin.

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo estudar o
crescimento radial de trés diferentes cepas de Pycnoporus sanguineus
(MIP 20001, MIP 95001 e MIP 95002), e comparar qualitativamente a
producio de cinabarina pelas mesmas. Os dados de crescimento, obtidos
pela medida do micélio dos fungos a cada 24 horas, foram ajustados a
dois diferentes modelos: linear e o exponencial. O modelo que melhor
representou os dados obtidos de crescimento foi o modelo exponencial.
A cepa MIP 95002 (u = 0,0164 h™) apresentou a maior velocidade de
crescimento, seguida Pelas cepas MIP 95001 (u = 0,0147 h'') e MIP
20001 (u = 0,0145 h™), entretanto a maior producdo de cinabarina foi
obtida pela cepa MIP 20001, seguida pelas cepas MIP 95002 ¢ MIP
95001.

PALAVRAS-CHAVE: Crescimento radial, Pycnoporus sanguineus,
cinabarina.
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INTRODUCTION

The fungi belonging to the class of Basidiomycetes, used in
popular medicine since ancient times, have great significance in the
search for antiviral, antibacterial and antifungal substances from its
secondary metabolites (Hwang et al., 2004).

Pycnoporus sanguineus, fungus belonging to the class of
Basidiomyicetes, is a popularly known white-rot fungi of wide
occurrence in tropical and subtropical countries.

Pycnoporus sanguineus is being intensively studied because of
the metabolites produced by it. In addition to produce several
extracellular enzymes belonging to the category of oxyredutases and
known to be the main responsible for the degradation process of
lignocellulosic waste, the fungus produces an important secondary
metabolite, the cinnabarin. Cinnabarin is an orange pigment that has in
its basic structure phenoxazine-3-one, with a carbonyl group at C-1, an
amine group at C-2 and a hydroxyl group at C-9 (Achenbach and
Bliimm 1991).

Studies by Smania (1995, 1997) illustrated that the cinnabarin
produced by P. sanguineus has activity against B. cereus, E. fecalis, E.
faecium, E. coli, K. pneumoniae, L. mesenteroides, L. plantarum, P.
aeruginosa, Salmonella sp., S. typhi, S. aureus and several
Streptoccocus spp., mainly gram-positive bacteria.

On a biotechnological process, modeling is the fist step in order to
describe the process. The growth cells can be viewed from various
perspectives and with varying degrees of complexity (Blanch and
Clark,1997). Modeling of fungal growth has been done using linear
(Soccol, 1994), exponential (Panagou et al., 2007), and complex models
(Hamidi-Esfahani et al. 2007), being the two first the simpler and easier
to adjust.

In this context, the objective of this work was to analyze radial
growth of three different strains of Pycnoporus sanguineus and to
compare qualitatively the cinnabarin production.

METHODOLOGY

Microorganisms

The microorganisms used in this study were: Pycnoporus
sanguineus MIP 20001 (isolated from Florianopolis — Santa Catarina,
Brazil), MIP 95001 (Florianopolis - SC) and MIP 95002 (Imbituba -
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SC). The strains of fungi were donated by the Antibiotics Laboratory of
Microbiology at Parasitology Department of the Federal University of
Santa Catarina, Brazil.

Analysis of radial growth

To carry out experiments used the methodology adapted from
Donini et al. 2006. The strains kept in tubes containing potato dextrose
(PDA) agar slant culture tubes in refrigerator were inoculated in Petri
dishes with PDA for 20 days, after this period was withdrawn a circle of
approximately 14 mm diameter of the mycelium of fungi, which were
inoculated in the center of a Petri dishes with PDA. In Petri dishes were
designed three cross lines, to help the measurements of mycelium of
fungi. Plates were incubated at 25 ° C in the presence of light, and the
tests were developed in triplicate.

The radial growth was measured daily (every 24 hours), with a
milimetric paquimeter (Starfer, China). The measure was held starting
from the center of the disk to the periphery of the colony, being held
three measures for each plate concerning the lines 1, 2 and 3, until one
of the strains reached the edge of the Petri dish.

Time (hour) and average of every day radial growth measures
(mm), were processed using Microsoft Excel (v. 5.0). Two models were
adjusted: linear and Monod’s type exponential regression in order to
compare which one best described the experimental data. Radial growth
rate (Vcr) was taken as a main parameter for the linear model
(Soccol,1994) and the specific growth rate (i) for the exponential model
(Reeslev and Kjoller, 1995) . An analysis of variance (ANOVA) for a
significance level of 0.05 was performed in order to assess whether there
was a significant difference between the specific growth rates of the
different strains.

Comparison of cinnabarin production by different strains of P.
sanguineus

The production of cinnabarin was compared among different
strains through visual analysis of the coloration of the fungus mycelium,
since the cinnabarin presents chromophores in its structure that gives it
the orange color (Smania, 1997). It was examined in the twentieth (T20)
days after inoculation, a period in which, according Sménia (1995) is the
largest production of cinnabarin occurs.
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RESULTS AND DISCUSSION
Analysis of Radial Growth
In Table 1 shows the mean of the radius readings (mm), with their

standard deviations for each strain along culturing time.

Table 1: Medium measures of strains’ halos during the first five days

Radius (mm) *

MIP 95001 MIP 20001 MIP 95002
TO 6,89 + 0,60 6,78 £0,44 6,67 £ 0,50
T1 7,718 £0,83 7,00 £0,70 7,44 £0,53
T2 13,22 £ 0,97 13,88 £0,78 14,89 + 0,60
T3 21,56+ 1,24 18,44 + 1,01 20,0 £ 0,50
T4 26,89 + 1,05 25,22 +£1,30 32,22 +0,67
TS5 35,22 +£1,30 33,89 +£0,78 40,78 +0,83

e FEach result is the mean for the three replicate plates (three
measurements each) + the standard error.

Figure 3 shows the values of the radial growth of the three strains

cultured.
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Figure 3: Radial growth curve of strains: MIP 95001, MIP 20001 and
MIP 95002.
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By linear regression was obtained the radial growth rate (Vcr) as
the slope of the model. For the exponential model it was adjusted a
functional relationship of the type r=rye"", where r is the radius in
mm, t is the time in hours and p is the specific growth rate.
The table 2 presents the regression equations, with their coefficients of
correlation.

Table 2: Parameters for the linear and exponential regression equations
and the correlation coefficient (R) for the strains MIP 95001, MIP
95002 and MIP 20001.

Linear model Exponential model
Strains Ver (mm/h) R’ O (h-l) R’
MIP 95001 0,2468 0,9642  0,0147 0,9739

MIP 95002 0,2976 0,9478  0,0164 0,9748
MIP 20001 0,2319 0,9552  0,0145 0,9656

The analysis of radial growth of the mycelium of fungi lasted 5
days, a time to the strains reach the edges of the Petri dish.

Growth data for P. sanguineus are better represented by
exponential model, since the correlation coefficients were higher for this
model, which is consistent with what was proposed by Pacifico et al.
(2005) for the growing of fungi. It is possible to obtain the linear
growths values by multiplying the specific growth rate by the diameter
of the colony (Reeslev and Kjoller, 1995).

The strain MIP 95002 (u = 0,0164 h™) had the highest growth
rate, followed by strains MIP 95001 (u = 0,0147 h™) and MIP 20001 (u
= 0,0145 h"), which showed growth rate statistically similar for a
significance level of 0.05, and both presented statistically significative
differences with MIP 95002.

Comparison of Production of Cinnabarin by Different isolates of P.
sanguineus

The figure 5 shows a photograph of the strains on the twentieth
day after inoculation (T20).
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MIP 95001

MIP 95002

MIP 20001

Figure 5: Strains MIP 95001, MIP 95002 and MIP 20001 after 20 days.

The mycelium resulting from the strain MIP 20001 presented at
the twentieth day of growth a much more intense orange color that the
other strains. Due to cinnabarin be an orange pigment and be the major
substance produced by P. sanguineus, its production can be judged by
the color of fungal mycelium.

Through visual analysis can be note that the strain MIP 20001
presented a much higher cinnabarin production for the strains MIP
95002 and 95001 MIP. This result supports the work of Rosa et al.
(2003) which used six isolates of P. sanguineus and the inhibition
observed in the growth of S. aureus by only one of the strains isolated,
indicating that the production of cinnabarin varies depending on the
characteristics of each lineage.

It was possible to see that the strain which received the largest
production of cinnabarin does not had the largest growth, which
coincides with the results obtained by Sméania (1995) and Ramos et al.
(2006). According to Smania (1995), the best conditions for "in vitro"
growth are not directly related to the production of cinnabarin and
according to Ramos et al. (2006) the best growth is not always related to
increased production of secondary metabolite.
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CONCLUSION

The study of the growth of three different strains of P. sanguineus
showed that the growth of this fungus is better represented by the
exponential than linear model.

The MIP 95002 strain that had higher growth rate followed by
strains MIP 95001 and MIP 20001, which had statistically similar
growth rates among them, for a significance level of 0.05.

Among the strains examined, the MIP 20001 showed the higher
production of the antibiotic cinnabarin with the conditions of cultivation
used.

The production of secondary metabolite cinnabarin is not directly
related to the fungal growth.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia de
diferentes fontes de carbono e nitrogénio na produgdo do antibiotico
cinabarina por Pycnoporus sanguineus e também da producdo de
biomassa. Foram formulados 13 meios de cultivos, 9 deles obtidos da
combinacdo das fontes de carbono: glicose, maltose e glicerol com as
fontes de nitrogénio: peptona, extrato de levedura e uréia, sendo
formulados também 4 meios a partir de caldo de batata dextrosado,
sendo um apenas com o caldo de batata dextrosado e os outros 3
adicionando-se as fontes de nitrogénio. O meio de cultivo que propiciou
a maior producdo de biomassa de Pycnoporus sanguineus foi o meio
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glicose e extrato de levedura, e 0 meio em que houve a maior producdo
de cinabarina foi o meio formulado somente com caldo de batata
dextrosado.

Palavras-chave: Pycnoporus sanguineus, Cinabarina, Biomassa.

INTRODUCAO

O Pycnoporus sanguineus é um fungo pertencente a classe dos
Basidiomicetos, popularmente conhecido como “orelha-de-pau”, e tem
ampla ocorréncia em paises tropicais e subtropicais (GAMEIRO et al.,
2003; SMANIA JR. et al., 1995).

O P. sanguineus sintetiza ndo menos que sete pigmentos sendo que o
antibiético cinabarina é um deles (ACHENBACH e BLUMM, 1991).
As condigdes para produ¢do mixima de cinabarina, segundo estudos de
SMANIA et al. (1997), sio a temperatura de 25°C e a presenca de luz,
sendo que a sintese desta substdncia ocorre principalmente entre o
décimo oitavo e o vigésimo terceiro dia de incubacio (SMANIA JR. et
al.,1995).

Um fator muito importante e que deve ser levado em consideracio
para o desenvolvimento flingico e para producdo de metabdlitos
secunddrios sdo as exigéncias nutricionais das diferentes espécies e
linhagens, sendo que cada espécie apresenta melhor desempenho em
materiais com relacdo C/N especifica (BERNARDI et al., 2007). Dessa
forma, este trabalho objetivou estudar a influéncia de diferentes fontes
de carbono e nitrogénio na producdo de biomassa e do antibidtico
cinabarina por P. sanguineus.

MATERIAL E METODOS

Preparo dos meios de cultivo e inoculagio

No presente trabalho foi utilizada a cepa MIP 20001 (Imbituba — SC)
de Pycnoporus sanguineus, doadas pelo Laboratério de Antibidticos do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia (MIP) da Universidade
Federal de Santa Catarina. O isolado foi mantido em tubos contendo
agar de batata dextrose (BDA) inclinado em geladeira (4°C % 0,1) os
quais foram subcultivados a cada trés meses.

As cepas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio BDA
durante 20 dias. Apds este periodo, foram retirados 2 discos de 14 mm
de didmetro do micélio dos fungos, os quais foram inoculados em
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garrafas de Roux contendo 100 mL do caldo de cultivo, sendo incubadas
por 20 dias, a 25° C e na presenca de luz.

Os experimentos foram divididos em 5 grupos. O primeiro grupo foi
formulado utilizando glicose (20 g/L) como fonte de carbono e peptona,
extrato de levedura ou uréia como fonte de nitrogénio. Nos grupos 2 e 3
foram utilizados maltose (20 g/L) e glicerol (20 g/L), respectivamente,
como fonte de carbono e peptona, extrato de levedura ou uréia como
fonte de nitrogénio. O grupo 4 foi formulado somente a partir de caldo
de batata dextrosado. O dltimo grupo, 5, foi formulado utilizando caldo
de batata dextrosado e peptona, extrato de levedura ou uréia como fonte
de nitrogénio. Todas as fontes de nitrogénio em todos os experimentos
foram adicionadas na concentracdo de 10 g/L.

Além dos componentes do meio de cultura avaliados, uma mistura de
sais (K,HPO4 — 0,2%, MgSO, — 0,05%, KCI — 0,05% e FeSO, — 0,001%
- p/v) foi acrescentada em todos os experimentos, conforme utilizado
por OBARA-DOI et al. (2003).

O pH dos meios foi medido logo apds seu preparo e ao vigésimo dia
de cultivo, momento em que também foi quantificada a producdo de
cinabarina e a biomassa de cada cultivo.

Extracdo da Cinabarina

A massa micelial foi separada do meio de cultivo por filtracdo e na
seqiiéncia, adicionada em extrator Soxhlet para a realizagdo do processo
de extra¢do com 100 mL de acetato de etila por 1,5 horas. O solvente
presente no extrato foi evaporado em evaporador rotativo.

Quantificacdo da Cinabarina

Para a quantifica¢do da cinabarina foi utilizada a difusdo em 4gar pelo
método de poco adaptado de COSTA et al. (2008). Para isso, volumes
de 20 mL de dgar Mueller-Hinton foram vertidos em placas de Petri (13
x 100 mm). Apéds solidificacdo foram feitos 3 orificios de 7 mm de
diametro no dgar. O in6culo contendo a bactéria-teste (S. aureus ATCC
6538.- preparado na concentragdo de 1,5 x 10* UFC/mL) foi semeado
uniformemente na superficie do meio com o auxilio de um Swab estéril
através de estrias transversais. O residuo do extrato a ser testado foi
ressuspenso e diluido em dimetilsulféxido e os orificios preenchidos
com 50 pL da diluigdo. Os sistemas, apds terem sido montados, foram
incubados por 18 horas a 35°C £ 0,1, e entdo foram realizadas as leituras
dos halos de inibi¢3o.
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Curva de Calibracio

Foram avaliadas 5 quantidades distintas de cinabarina (0,250; 0,500;
1,000, 1,500 e 2,000 mg) com o objetivo de tragcar uma curva de
calibracdo que demonstre a relagdo entre o didmetro dos halos de
inibi¢do e a poténcia do antimicrobiano. As quantidades de cinabarina
usadas e os diametros dos respectivos halos de inibicdo foram
distribuidos em uma planilha do Microsoft Excel 5.0. Através da
regressao linear foi possivel obter a relagdo funcional do tipo y = ax + b,
onde y corresponde ao didmetro do halo de inibicdo (mm) e o x ao log
quantidade de cinabarina usada (mg). Com a aplicagdo da férmula foi
possivel estimar as concentra¢des de cinabarina presentes nos extratos
em acetato de etila obtidos das amostras miceliares.

Producio de Biomassa

A medida da biomassa fingica foi realizada através da filtracdo do
contetido das garrafas de Roux e posterior secagem em estufa até massa
constante (GIESE et al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Através da construgdo da curva de calibracdo, mostrada na Figura 1,
foi possivel obter a equacdo da reta e o coeficiente de correlacao.

Curva de Calibracéo - Método Microbiolégico
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Figura 1: Curva de calibragdo da cinabarina.

O método mostrou-se linear no intervalo analisado (de 0,25 a 2,0 mg)
apresentando coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9724 e equacdo
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da reta igual ay = 1,163x — 1,5533. Os resultados obtidos demonstraram
haver correlagdo linear entre o logaritmo da quantidade de cinabarina e
o halo de inibi¢do formado.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da quantificacdo da
cinabarina nos diferentes meios de cultivo, realizada em triplicata.

Tabela 1: Producdo de cinabarina, pH inicial, pH final e biomassa nos
diferentes meios de cultura utilizados.

Concentraciao de pH pH | Biomassa
Cinabarina Inicial | Final (g/L)
(mg/L)

Glicose e Petona 146 + 17 7,048 | 6,232 | 14,1 £0,8
Glicose e Extrato
Levedura 243 +40 7,161 | 5,231 |252+1,8
Maltose e Peptona 281 £32 6,645 | 4,684 | 6,3+04
Maltose e Extrato
Levedura 299 + 18 6,750 | 5,032 | 5,7+0,7
Glicerol e Peptona 132+ 14 7,349 | 4,651 [13,5+0,9
Glicerol e Extrato
Levedura 138 +28 6,995 | 4,311 [172+1,2
Caldo de Batata
Dextrosado 457 + 43 5,606 | 3,986 (20,9 +1,6
Caldo de Batata
Dextrosado e 6,674 | 3,879 |10,5+1,1
Peptona 373 +37
Caldo de Batata
Dextrosado e 5,527 {4,318 19,6 £1,33
Extrato Levedura 281 +47
Glicose e Uréia 0 9,041 - *
Glicerol e Uréia 0 9,149 - *
Maltose e Uréia 0 8,342 *
Caldo de Batata 8,429 - *
Dextrosado e Uréia 0

* Nao houve crescimento do fungo.

O meio de cultivo que apresentou o maior crescimento de biomassa
fingica foi o meio glicose e extrato de levedura, seguido pelo meio
formulado somente com caldo de batata dextrosado e entdo o meio
glicerol e extrato de levedura. Apesar do bom crescimento do P.
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sanguineus em caldo de batata dextrosado o enriquecimento deste meio
com peptona e extrato de levedura inibiu o crescimento do fungo.

Os meios em que o P. sanguineus obteve o menor crescimento foram
os que utilizaram maltose como fonte de carbono, seguido pelos meios
em que foram utilizados o caldo de batata combinados com peptona e
extrato de levedura. A maltose como tnica fonte de carbono mostrou-se
inadequada para o crescimento do fungo.

O pH inicial dos meios ndo apresentou correlagdo definida com o
crescimento do fungo P. sanguineus. O fungo cresceu bem em caldo de
batata dextrosado em pH 5,6 e também em glicose e extrato de levedura
com pH 7,1.

O nitrogénio, constituinte de proteinas e 4cidos nucléicos € obtido por
véarias espécies de fungos a partir de uma grande variedade de
compostos nitrogenados. Embora a amodnia e glutamina sejam utilizadas
preferencialmente, esses microrganismos também utilizam nitrato,
nitrito, purinas, proteinas, aminoacidos, uréia e acetamida como fontes
de nitrogé€nio. Para captacdo e metabolizacdo destas fontes alternativas,
¢ requerida a sintese de enzimas especificas ou ativacdo de enzimas pré-
existentes (BONATELLI, 1977).

Nos meios em que foi utilizada uréia como fonte de nitrogénio nao
houve crescimento e nem a producido de cinabarina. Estes meios de
cultivo apresentaram pHs iniciais mais altos do que os demais meios,
acima de 8,3. De acordo com CARLILE e WATKINSON (1996) a
concentra¢do do fon hidrogénio num meio pode afetar o crescimento
indiretamente pelo seu efeito na disponibilidade de nutriente e
diretamente pela sua acdo nas superficies celulares. Entretanto, de
acordo com SMANIA er al. (1997), o P. sanguineus apresenta sua
mdxima producdo de cinabarina em caldo de batata dextrosado a pH 9,0
o que sugere que o pH basico ndo seja o fator limitante do crescimento,
e sim a auséncia ou inativacdo da enzima urease, responsdvel pela
hidrélise da uréia.

O maior rendimento em termos de quantidade de cinabarina produzida
foi obtido utilizando o meio de cultivo formulado somente a partir de
caldo de batata, com uma producdo de 457 + 43 mg/L de cinabarina. A
adi¢do de peptona e extrato de levedura ao caldo de batata reduziu
significativamente a producdo de cinabarina pelo P. sanguineus. Este
resultado corrobora aos estudos feitos por TAKAHASHI e LUCAS
(2008) que observando as condig¢des utilizadas para a produgdo de
antibidticos por fungos, afirmam que meios de cultura de constitui¢do
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complexa sdo mais adequados que meios de cultura de constituicdo
quimicamente definida. Meios de ficil obteng¢do, como o caldo de batata
dextrosado, tém apresentado resultados encorajadores.

O segundo meio em que houve a maior produgéo de cinabarina foi o
caldo de batata e peptona, com 373 + 37g/L de cinabarina produzida. Os
meios caldo de batata dextrosado e caldo de batata dextrosado e peptona
apresentaram resultados, quanto a quantidade de cinabarina produzida,
estatisticamente diferentes entre si e diferentes dos demais meios.

O glicerol, fonte de carbono bastante estudada atualmente devido este
ser subproduto da produgdo de biodiesel, teve resultados medianos na
producdo de biomassa flngica e baixos na produgdo de cinabarina
quando comparados aos outros meios estudados. De acordo com
COLEN (1996) o glicerol tem sido relatado como uma 6tima fonte de
carbono para muitos fungos, entretanto a sua utilizacdo neste trabalho,
independente da fonte de nitrog€nio utilizada, resultou nas menores
médias de producdo do metabdlito secundério estudado.

A producdo de biomassa fingica e de cinabarina ndo apresentaram
correlagdo direta, resultado que coincide com os resultados obtidos por
SMANIA JR. et al. (1995). Segundo este autor, as melhores condicdes
de crescimento ndo estdo diretamente relacionadas com a produgdo de
cinabarina.

CONCLUSOES

O meio de cultivo que propiciou a maior producdo de biomassa do
Pycnoporus sanguineus foi o meio contendo glicose e extrato de
levedura, sendo que o meio em que houve a maior producdo de
cinabarina foi o0 meio de caldo de batata dextrosado, ndo apresentando,
portanto, nenhuma relacio entre a producdo de biomassa e a produgio
de cinabarina.

Os meios em que houve a menor producido de biomassa foram os que
utilizaram maltose como fonte de carbono, e os meios que produziram a
menor quantidade de cinabarina foram os que utilizaram como fonte de
carbono o glicerol. A utilizacdo de uréia nos meios de cultivo ndo
promoveu o crescimento do Pycnoporus sanguineus.
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Cultivo de P. sanguineus em CBD e em residuos lignoceluldsicos
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rI*

Extracdo da cinabarina em extrator do tipo soxhlet.

‘ B ——

Concentragdo do extrato em evaporador rotatorio.
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Residuo do extrato de P. sanguineus.

Teste de difusdo em dgar pela técnica de poco.
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Cultivo em garrafas de Roux com CDB em pH inicial 5,6 no tempo de
18 dias.

Cultivo de P. sanguineus utilizando como substrato serragem de pinus
enrriquecida com farelo de arroz com 7 dias de cultivo.
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-

Cultivo de P. sanguineus utilizando como substrato serragem de pinus
enrriquecida com farelo de arroz com 15 dias de cultivo.

Cultivo de P. sanguineus utilizando como substrato serragem de pinus
enrriquecida com farelo de arroz com 30 dias de cultivo.
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Cultivo de P. sanguineus utilizando como substrato serragem de pinus
enrriquecida com farelo de arroz com 45 dias de cultivo.

Cultivo de P. sanguineus utilizando como substrato serragem de pinus
enriquecida com farelo de arroz com 60 dias de cultivo.
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Amostra de serragem de pinus utilizada nos experimentos.
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