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RESUMO

Cada vez mais o consumidor exige das industrias 0 uso de colorantes naturais benéficos ao
corpo humano e ao meio ambiente. Os colorantes de origem microbiana possuem a vantagem
de ndo serem sazonais e de uma producdo mais rapida. Outro problema enfrentado pela
sociedade é o problema da resisténcia bacteriana. Apesar da falta de lucro desejado pela
indastria ao serem langados antibiéticos, a populagéo clama por novas opgdes terapéuticas,
da mesma forma que sdo necessarias mudangas comportamentais quanto ao uso dos
antibidticos. Diante desse cenario, torna-se de suma importancia pesquisas direcionadas a
investigacdo de possiveis colorantes e antibiéticos, principalmente, de origem microbiana.
Dessa forma, utilizou-se cinco cepas de Trichoderma spp. em cultivos submersos, com
variacdo das condi¢des de cultivo de forma univariada, com posterior filtracdo. Em seguida,
realizou-se a analise da producdo da biomassa (Peso de massa seca) e do colorante, por
meio de um espectrofotdbmetro. Posteriormente, avaliou-se a atividade antibacteriana dessas
cepas contra E. coli CBAM 0001, B. cereus CBAM 0549, K. pneumoniae CBAM 0672 e P.
aeruginosa CBAM 0665. Inicialmente, aplicou-se o Método de Gelose na selecdo dos fungos.
A partir dos filtrados da cepa selecionada no teste anterior empregou-se um método adaptado
em microplaca de 96 pocos, com intuito de selecionar quatro filtrados para prosseguirem para
a analise da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI). Alusivo a producdo de biomassa, a
temperatura, a temperatura que mais estimulou a producéo foi 27°C, com uma média do peso
da massa seca de 0,66 g/100 ml, quanto ao pH foi o pH 5,5, com 0,71 g/100ml, e quanto ao
nivel de exposi¢do a luz classificado como muita luz, com 0,74 g/100ml. Em relacdo a
producéo de colorantes, a temperatura que mais estimulou também foi 27°C, com média de
4,48 UA, e o nivel de exposicéo a luz também foi muita luz, com média de 5,07 UA.Porém, no
pH ja foram os pHs 6,5 e 7,5, com médias de 5,21 UA e 4,93UA. Relativo a atividade
antimicrobiana, na etapa de triagem o Trichoderma virens CFAM 1144 apresentou atividade
contra trés dos patdgenos testados: Escherichia coli CBAM 0001, Bacillus cereus CBAM 0549
e a Pseudomonas aeruginosa CBAM 0665, enquanto que o Trichoderma sp. CFAM 1162
apresentou atividade para duas dessas bactérias: E.coli CBAM 0001, B.cereus CBAM 0549.
Dessa forma, o CFAM 1144 foi selecionado. Eles seguiram para andlise dos filtrados nas
microplacas, quando 4 dos filtrados foram escolhidos: 37°C, Muita luz, pouca luz e pH 6,5. No
entanto, ao ser realizada a CMI, os filtrados mostraram n&o ter mais atividade antibacteriana,
uma vez que todas as bactérias se mostraram resistentes. Os resultados obtidos indicam que
as condicdes de cultivo precisam ser adaptadas ao objetivo do trabalho e dos microrganismos
a serem utilizados. Nenhuma das cepas conseguiu crescer ou produzir colorante a 47°C.
Quanto a atividade antibacteriana, o Trichoderma virens CFAM 1144 foi o fungo mais
promissor.

Palavras-chave: Trichoderma sp. Fungo. Colorante. Biomassa. Antibiotico.



ABSTRACT

Consumers are increasingly demanding from industries the use of natural dyes beneficial to
the human body and the environment. Colorants of microbial origin have the advantage of not
being seasonal and of a faster production. Another problem faced by society is the problem of
bacterial resistance. Despite the lack of profit desired by the industry when antibiotics are
launched, the population calls for new therapeutic options, in the same way that behavioral
changes regarding the use of antibiotics are necessary. In view of this scenario, research
directed to the investigation of possible dyes and antibiotics, mainly of microbial origin,
becomes extremely important. Thus, five strains of Trichoderma spp. in submerged crops, with
univariate variation in cultivation conditions, with subsequent filtration. Then, the analysis of
biomass production (dry mass weight) and colorant was performed using a spectrophotometer.
Subsequently, the antibacterial activity of these strains was evaluated against E. coli CBAM
0001, B. cereus CBAM 0549, K. pneumoniae CBAM 0672 and P. aeruginosa CBAM 0665.
Initially, the Gelose Method was applied in the selection of fungi. From the filtrates of the strain
selected in the previous test, a method adapted in a 96-well microplate was used, in order to
select four filtrates to proceed with the analysis of the Minimum Inhibitory Concentration (CMI).
Alluding to the biomass production, the temperature, the temperature that most stimulated the
production was 27°C, with an average dry mass weight of 0.66 g / 100 ml, as for the pH it was
pH 5.5, with 0.71 g / 100ml, and regarding the level of exposure to light classified as very light,
with 0.74 g / 100ml. Regarding the production of colorants, the temperature that stimulated the
most was also 27°C, with an average of 4.48 AU, and the level of exposure to light was also a
lot of light, with an average of 5.07 AU. pHs 6.5 and 7.5, with averages of 5.21 AU and 4.93UA.
Regarding antimicrobial activity, in the screening stage, Trichoderma virens CFAM 1144
showed activity against three of the pathogens tested: Escherichia coli CBAM 0001, Bacillus
cereus CBAM 0549 and Pseudomonas aeruginosa CBAM 0665, while Trichoderma sp. CFAM
1162 showed activity for two of these bacteria: CBAM 0001 e CBAM 0549. Thus, CFAM 1144
was selected. They proceeded to analyze the filtrates in the microplates, when 4 of the filtrates
were chosen: 37°C, Too much light, too little light and pH 6.5. However, when the IMC was
performed, the filtrates were shown to have no antibacterial activity, since all the bacteria were
resistant. The results obtained indicate that the culture conditions need to be adapted to the
objective of the work and the microorganisms to be used. None of the strains managed to grow
or produce colorant at 47°C. Regarding antibacterial activity, Trichoderma virens CFAM 1144
was the most promising fungus.

Keywords: Trichoderma sp. Fungus. Colorant. Biomass. Antibiotic.
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1 INTRODUCAO

A cor é responsavel por cerca de 62-90% da avaliagédo do cliente, quanto a qual
produto comprar, por isso € uma caracteristica que movimenta bilhdes no mercado de
corantes e pigmentos. Além disso, ocorreu uma mudanca nas demandas dos
consumidores, que passaram a buscar substancias coloridas, nao toxicas, benéficas
ao corpo, entre outras funcdes, incentivando a indastria a fazer intensas buscas por
novas opcoes (VIERA et al., 2019; YUSUF et al., 2017).

Toda essa valorizacdo acontece porque a cor é um fator que sempre teve um
papel significativo na formacéo de diferentes culturas, em todo o mundo, influencia
cada momento da vida, desde as roupas e suas tendéncias ao mobilidrio das casas
(VIERA et al., 2019; YUSUF et al., 2017).

Na industria alimenticia, a cor € um atributo sensorial decisivo no sucesso de
um produto. O consumidor a utiliza como um indicador quanto a sua qualidade, se
corresponde ao seu imaginério, em caracteristicas como sabor, seguranca, valor
nutricional, entre outros (SIGURDSON et al., 2017).

Os compostos quimicos que fornecem cor aos produtos sdo chamados de
colorantes, com diferentes classificacdes, por exemplo, quanto a solubilidade em
agua, os quais sdo denominados como corantes quando sollveis e pigmentos quando
insoltveis. Também podem ser classificados quanto a fonte de origem, podem ser
sintético ou natural, de origem microbiana, animal, mineral e vegetal (NEVES, 2016;
OLIVEIRA, C., 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013; SARON; FELISBERTI, 2006).

Os colorantes naturais sdo renovaveis, biodegradaveis, eco-friendly (Amigos
do meio ambiente), usados em tintura téxtil, ingredientes em alimentos, cosméticos e
varios produtos farmacéuticos. Aqueles que se originam do Reino Fungi podem ser
isolados de uma variedade de espécies, sao considerados com grande potencial e
com funcdes bioldgicas marcantes (ARULDASS et al., 2018; HERNANDEZ et al.,
2019).

Esses microrganismos os produzem, durante o seu metabolismo secundarios
para serem mecanismos de resisténcia e protecao contra agentes abidticos e bidticos,
como radiacOes ultravioletas, competicdo pelo habitat, nutrientes, diante de bactérias
patogénicas para a sua espécie, entre outras (ARULDASS et al., 2018; HERNANDEZ
et al., 2019).
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As pesquisas mostram que muitos desses metabdlitos sdo capazes de tingir
tecidos, sejam eles de couro, algoddo ou nylon, de forma bemsucedida. Essa
capacidade técnica indica a necessidade de acontecerem estudos, em maior nimero,
gue investiguem as opc¢des disponibilizadas pela natureza (ARULDASS et al., 2018;
HERNANDEZ et al., 2019).

Historicamente, esses compostos sao extraidos da natureza desde a época da
pré-histéria, sendo possivel observar nas pinturas rupestres. Porém, com o
desenvolvimento do primeiro corante sintético, nomeado de malveina, muitos outros
foram produzidos e acabaram por ganhar o mercado, devido a aspectos técnicos,
como a estabilidade quimica e a baixa producédo (FERREIRA et al., 2018; GMOSER
et al., 2018; HEER; SHARMA, 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013; SIGURDSON et al.,
2017).

Atualmente, o consumidor clama por uma mudanca no mercado devido aos
problemas relacionados com essa classe, tanto ao nivel ecolégico quanto de saude
humana. H& pesquisas que os relacionam a hiperatividade em criancas e alergias
diversas em pessoas com essa sensibilidade (FERREIRA et al., 2018; GMOSER et
al., 2018; HEER; SHARMA, 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013; SIGURDSON et al.,
2017).

Devido a essas associacdes negativas, os colorantes de origem natural
passaram a ser novamente desejados e exigidos. Entdo, para se manterem
competitivas, as indUstrias passaram a tentar substituir os sintéticos pelos naturais, o
gue se tornou um grande desafio, ja que as opcbes disponiveis no mercado séo
limitadas (MEJIA et al., 2020; YUSUF; et al., 2017).

Outro produto fangico de grande destaque sdo os antibidticos, sejam eles
naturais ou sintéticos, citostaticos ou citotoxicos. Essas substancias possuem a
bactéria como microrganismo alvo e atuam em diversas frentes. Com frequéncia,
interferem na sintese de proteinas, dos acidos desoxirribonucleicos (DNA), dos acidos
ribonucleicos (RNA), nos metabdlitos essenciais e na organizacdo da membrana
(GUIMARAES et al., 2010; ZAMAN et al., 2017).

Durante o século XIX, as infec¢cBes foram os principais motivos de mortes entre
os seres humanos, porém com o advento da descoberta e da disseminagédo do uso
dos antibioticos, no século XX, inicia-se a “era dos antibioticos ou era dourada”. Essa

era foi sindnimo de dois nomes, Alexander Fleming e Paul Ehrlich, e fez surgir a crenca
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gue as doencas transmissiveis estavam quase erradicadas (MUZAMMIL et al., 2018;
ZAMAN et al., 2017).

Fleming, além de ter se destacado pela descoberta da Penicilina, também foi o
primeiro a alertar a sociedade da época quanto a resisténcia a esse mesmo antibidtico,
gue as bactérias desenvolveram na época. Esse cenario aconteceu em virtude do mal
uso, ndo s6 desse composto especificamente, mas de toda a classe, em uma
concentracdo inferior a necessaria ou pelo uso por um periodo muito curto
(MUZAMMIL et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018; ZAMAN et al., 2017).

Uma das solucdes para a resisténcia bacteriana € o desenvolvimento de novas
drogas, porém esse processo ocorre de forma muito lenta. Em contrapartida, o
aparecimento de resisténcias acontece de forma muito rapida, isso faz as novas
opcOes terem seu uso restrito, 0 que gera pouco lucro para a industria farmacéutica
(MUZAMMIL et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018; ZAMAN et al., 2017).

No reino Fungi, espécies de varios géneros possuem antibiéticos, colorantes
entre outras substancias como metabdlitos para diversas aplicagfes biotecnoldgicas.
Um desses géneros é o Trichoderma spp., ascomiceto onipresente no meio ambiente,
principalmente no solo, de crescimento rapido e produtor de esporos verdes. E
extremamente competitivo na colonizacdo de seu habitat, produtor de varios
metabdlitos secundarios, volateis e ndo volateis (ABREU; PFENNING, 2019;
SCHUSTER; SCHMOLL, 2010; SHARMA et al., 2019).

Metabdlitos secundéarios sdo compostos quimicos diversos e relacionados com
vias de sinalizacdo, desenvolvimento e interacdo com 0s organismos proximos. Sao
importantes, até mesmo fundamentais, na colonizacdo do habitat desejado, pois
fornece ao fungo uma vantagem ecoldgica. Sao cruciais no equilibrio, na regulacéo e
na sobrevivéncia dos microrganismos (KELLER, 2019; MATUSZEWSKA et al., 2018;
NEGREIROS, 2020; PAMPHILE et al., 2017; TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et
al., 2017).

No caso dos Trichoderma, séo varias as classes, atividades e organismos alvos
de seus metabolitos secundarios como a 6-pentil-a-pirona (6-PP). Esse possui
atividade antimicrobiana e realiza indugbes benéficas as plantas. Ja as
benzoquinonas, por exemplo a aurantiogliocladina, sdo volateis, com efeito
antagonista contra algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Esse género

de fungo também €& capaz de produzir uma grande variedade de pigmentos, do
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amarelo-esverdeado brilhante ao avermelhado (ABREU; PFENNING, 2019;
SCHUSTER; SCHMOLL, 2010; SHARMA et al., 2019).

Diante de todas essas problematicas, a investigacdo de novas e eficientes
opcOes de antibidticos e de colorantes naturais € de suma importancia para a nossa
sociedade atual. Os fungos de origem do solo sdo microrganismos muito promissores,
pois sao fornecedores, ja conhecidos, de substancias de mesma atividade biologica
e/ou de grande interesse biotecnologico (AGUIAR et al., 2015; ARULDASS et al.,
2018; HERNANDEZ et al., 2019; MUZAMMIL et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018;
ZAMAN et al., 2017).

E imprescindivel que as combinacdes ideais, entre fatores abioticos e bidticos,
sejam encontradas para as cepas a serem usadas pela indastria. Conhecer o
comportamento do fungo é o que auxilia a otimizar a obtencdo dos metabdlitos de
interesse (MASCARIN et al., 2019).

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de alguns
fatores fisico-quimicos na producdo de biomassa, colorantes e moléculas com

atividade antibacteriana em diferentes cepas de Trichoderma spp.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de fatores fisico-quimicos no crescimento celular, producao

de colorantes e na atividade antibacteriana por Trichoderma spp.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da temperatura, do pH e da exposicédo a luz na producédo de
biomassa e colorantes em cultivo submerso, por fungos do género Trichoderma spp.

Avaliar a atividade antibacteriana de isolados de Trichoderma spp contra quatro
bactérias patogénicas e selecionar os mais promissores.

Avaliar os efeitos da temperatura, do pH e da exposicéo a luz na producao de
antibiéticos, em cultivos com meio liquido, pelos fungos selecionados.

Determinar a concentragdo minima inibitéria dos extratos brutos que

apresentaram atividade antibacteriana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Colorantes

3.1.1 Cor

A cor é definida como um efeito de aparéncia ou uma sensacéao visualizada,
em resposta a um estimulo fornecido as células responsaveis pela visédo, na forma de
luz, e transmitido ao cérebro como sinais elétricos. E caracterizada como subjetiva,
pois a cor percebida esta intimamente ligada a fonte da luz irradiada, ao objeto que é
visualizado e ao observador, classificados como os trés elementos essenciais para se
realizar a distincdo das cores (BROWN et al., 2016; FUCK, 2018; MARTINS et al.,
2015; SILVA, 2013).

A luz pode ser definida como um conjunto de ondas eletromagnéticas, que
corresponde a uma parte do espectro de radiacdes eletromagnéticas chamada de
visivel, com comprimentos de onda em uma faixa em torno de 400 até 750 nm, dividida
em intervalos e cada um deles corresponde a uma cor especifica que sera absorvida,
como pode ser visto na Figura 1 (BILAL et al., 2020; BROWN et al., 2016; CHEN et
al., 2018; MARTINS et al., 2015; OLIVEIRA, C., 2017; SILVA, 2013; SILVEIRA, 2015).

Figura 1- Espectro Eletromagnético com destaque na regido visivel
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Fonte: Brown et al. (2005).

Fora desses limites existem outras radiagbes, como o infravermelho e a

ultravioleta, algumas mais energéticas com potencial para causar danos as células,
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como as radiacdes gama e 0s raios X, outras com baixa energia, como as ondas de
Tv e radio, mas que nao formam cores nem imagens por ndo serem captadas pelo
sistema de visdo humano (BROWN et al., 2005; FUCK, 2018; MARTINS et al., 2015;
SILVA, 2013).

A fonte de luz, como por exemplo o sol, as lampadas incandescentes, as
fluorescentes e as de sédio, € considerada um elemento determinante, porque sem
ela ndo haveria manifestacéo de nenhuma cor (SILVA, 2013).

De acordo com a fonte usada, o0 mesmo objeto pode manifestar diferentes
coloracdes, pois cada uma delas irradia uma luz com uma composi¢cao espectral
diferenciada, podendo haver interferéncia também, dos olhos do observador, do seu
angulo de visdo e da composicdo do objeto; por isso, a cor é considerada uma
caracteristica mutavel (SILVA, 2013).

Entdo, um composto s6 pode ser colorido se for capaz de absorver radiacdes
eletromagnéticas da luz visivel, mas essa absorcéo sé vai acontecer se o elétron do
mesmo necessitar de uma energia correspondente a presente em alguma porgcao
espectral da luz, para o mover do seu estado fundamental em dire¢éo ao seu estado
excitado. Assim, depende de quais energias sdo absorvidas e quais seguem para o
ambiente para uma determinada cor ser visualizada (BROWN et al., 2016).

Porém, o processo de visualizacdo da cor pode ocorrer através de algumas
possibilidades. O objeto pode absorver todos os comprimentos de onda que
constituem a luz, menos o intervalo correspondente a cor laranja; € essa parte da luz
gue chega no olho humano, consequentemente é a cor visualizada (BROWN et al.,
2016; MARTINS et al., 2015).

Mas também, pode ser que o objeto absorva apenas a faixa referente a cor
azul, permite dessa maneira que todo o resto do espectro visivel chegue nas células
da visdo e mesmo assim, seja observada a cor laranja, devido ao fato de serem cores
complementares, possivel de se verificar no disco ou roda de cores (FIGURA 2)
(BROWN et al., 2016; MARTINS et al., 2015).

No entanto, nos casos extremos, se 0 objeto for capaz de absorver todos os
comprimentos de onda da faixa visivel, nenhum sera refletido e captados pelos olhos,
entdo ele se apresentara da cor preta, ou seja, o preto €, na verdade, a auséncia das
cores. Mas caso ele venha a refletir todos os comprimentos da luz visivel, ou seja, ndo
absorver nenhum, vai se apresentar na cor branca, logo, o branco é a mistura de todas
as cores (BROWN et al., 2016; MARTINS et al., 2015; SILVA, 2013).
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Figura 2-Possibilidades da percepc¢éo da cor e o Disco ou Roda de Cores
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Fonte: Brown et al.(2016).
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Objetos sdo opacos porque cada vez que a luz incide sobre eles, ela ndo é
transmitida para o outro lado, tanto que néo é possivel visualizar nada através dele e
sim refletida. Porém, podem ser opacos e coloridos ao possuirem componentes que
refletem a cor de forma seletiva, como por exemplo a macé, que absorve todas as
outras cores e reflete os comprimentos de onda correspondentes ao vermelho. No
entanto, se for opaco e branco, vai refletir todas as cores, agora se for preto, ndo
refletirh nenhuma cor porque absorve todas (HENRIQUE et al., 2019).

Caso o objeto seja transparente, significa que ele é capaz de realizar a
transmissao da luz, ou seja, ele permite que ela passe, se propague, sem obstruir ou
desviar muito esse caminho; ndo ocorre atenuacdo nem a distorcdo da imagem que
esta atras do objeto, o que possibilita enxergar de forma clara através dele. Se essa
transmissdo apresenta um desvio da trajetéria da luz, devido a diferenca da
velocidade de propagacdo da luz no ar e ao atravessar o objeto, um fenémeno
chamado de refracdo, ele vai se apresentar incolor (BROWN et al., 2016; HENRIQUE
et al., 2019; MARTINS et al., 2015).

Mas se ele transmite a luz de forma seletiva, isto é, transparente, mas vermelho,
isso quer dizer que apenas os intervalos do espectro referentes a essa cor passam
através da amostra e o resto € absorvido por ela. Os meios translicidos também
aparecem coloridos da mesma forma que o transparente, mas a transmissao da luz
acontece de forma irregular, difusa, o que impede a visualizagéo total do que estiver

atras, considerado distorcido ou embagado. Logo, é possivel perceber que os objetos
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podem possuir a mesma cor, mas nao necessariamente pelos mesmos mecanismos
fisicos (FIGURA 3) (HENRIQUE et al., 2019).

Figura 3-Processo da formacdo da mesma cor em objetos opacos e transparentes

Fonte: Henrique et al. (2019).
Nota: Objetos opacos (a) formam a cor, nesse caso o vermelho, por reflexdo seletiva de luz e os
objetos transparentes (b) apresentam a cor por transmissao seletiva.

Espectrofotdbmetros e colorimetros sdo equipamentos que possibilitam a
caracterizacdo das cores. O primeiro fornece uma analise mais completa, em virtude
da realizacdo de uma maior separacao da luz em subdivisées, permitindo que cada
comprimento de onda irradie na amostra, contido no interior da cubeta, e ser analisado
o nivel de absorbancia da amostra, ou seja, quais e quanto desses comprimentos
chegam no detector (SILVA, 2013; TORRES, 2018).

E de grande importancia, principalmente, na comparacdo entre cores, pois
possui uma capacidade superior de diferenciacdo em comparacdo ao olho humano,
por conseguir verificar diferenciacdes minimas nas absorbancias de cores, ao informar
que estdo em concentracdes diferentes, o que para as células da visao vai passar
despercebido (SILVA, 2013; TORRES, 2018).

As cores influenciam em todos os ramos da vida humana, como nas roupas,
nos moveis, N0S cosméticos e, principalmente, nos alimentos, o que torna tudo mais
fascinante e atraente. E um dos elementos basicos da natureza, encontra-se presente
em tudo, inclusive, hd quem afirme que a vida no planeta Terra depende das
substancias que fornecem cor, isso em virtude de exemplos como a clorofila, na qual

sem ela as plantas ndo conseguem produzir seu proprio alimento, e a hemoglobina,
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gue sem a sua atuacao o oxigénio nao poderia ser transportado dentro dos seres vivos
( TORRES, 2018; RAO et al., 2017).

E uma caracteristica td0 poderosa, carrega tanta informac&o, que se tornou
uma grande ferramenta de marketing. As identidades visuais tornam-se muito mais
eficientes na relacéo do cliente com a marca, podem moldar as percepc¢des e atrai-
los, 0 que gera um forte relacionamento do publico-alvo com a marca. Dois grandes
exemplos sdo a Coca-Cola e a Pepsi, na qual o vermelho ja est4 fortemente associado
ao primeiro e o azul ao segundo (COSTA, 2017).

No caso dos alimentos, a coloracdo dos mesmos ndo é s6 uma das primeiras
caracteristicas que atraem para a sua escolha e aquisicdo, principalmente por
criangas, como também influencia na percepcdo de outros atributos sensoriais. E
possivel manipular a cor desejada, restitui-la em alimentos que ja a perderam e torna-
los mais desejaveis (OLIVEIRA, C., 2017; SILVA, 2013).

3.1.2 Corantes x Pigmentos

Os produtos podem ter a sua cor modificada através da adicdo de diversas
substancias chamadas de colorantes. S&o definidos como substancias naturais ou
artificiais/sintéticas, usadas com a finalidade de fornecer uma cor duravel, além de
restaurar ou até mesmo realcar a sua aparéncia (NEVES, 2016; OLIVEIRA, C., 2017;
SANTOS-EBINUMA, 2013; SARON; FELISBERTI, 2006; SILVA, 2013).

Assim, possuem enorme importancia para as industrias, principalmente
cosmeética, alimenticia e téxtil, que possuem na cor um grande fator de impacto nos
seus negocios. Sao classificados em pigmentos e corantes, apesar de muitos autores
utilizarem esses termos como sindbnimos, na verdade eles s&o distintos,
principalmente, em relacdo a tamanho das particulas e quanto a solubilidade no meio
em que estao presentes (NEVES, 2016; OLIVEIRA, C., 2017; SANTOS-EBINUMA,
2013; SARON; FELISBERTI, 2006; SILVA, 2013).

Os pigmentos sao as substancias que possuem, de uma forma geral, particulas
maiores, sélidas, quase insolUveis e ndo afetados fisica e quimicamente, ao serem
incorporados em seus solventes ou veiculos, sejam eles de origem organica ou
inorganica. Suas particulas podem se apresentar coloridas, pretas, brancas ou

fluorescentes, podem agregar ao material, de forma simulténea, cobertura, opacidade,
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tingimento e uma nova cor (NEVES, 2016; OLIVEIRA, C., 2017; SANTOS-EBINUMA,
2013; SARON; FELISBERTI, 2006; SILVA, 2013; ZENEBON et al., 2004).

J& os corantes sdo substancias que possuem particulas menores, solGveis no
meio em que esta imerso, podendo ser coloridos ou fluorescentes. Também possuem
como caracteristica, trazer ao produto cor e tingimento, mas nao cobertura e
opacidade; por isso eles tém a capacidade de manter a transparéncia do objeto que
foi pintado, podem ser visualizados os detalhes, mesmo depois do processo do
tingimento (NEVES, 2016; OLIVEIRA, C., 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013; SARON;
FELISBERTI, 2006; SILVA, 2013; ZENEBON et al., 2004).

Essa solubilidade esta diretamente relacionada com a presenca de certos
grupos quimicos na estrutura desses compostos, o que faz, em algumas situacoes,
com que alguns colorantes possam ser considerados, com relacdo a esse quesito, ora
como corantes, ora como pigmentos, de acordo com a interacdo existente entre as
moléculas desse colorante e do material onde ele foi adicionado (SARON;
FELISBERTI, 2006).

Outra classificacdo é, justamente, quanto a sua estrutura quimica, que pode
ser um composto organico ou inorganico. No caso dos organicos, para apresentar
alguma cor € necessario gue ocorram ressonancias eletrénicas nessa estrutura, ha a
capacidade absorcéo das radiacbes magnéticas do espectro visivel. Ao ser realizada
a aplicacao desses colorantes em polimeros, devem ter estabilidade térmica, quimica
e mecanica. Dentre os grupos existentes, dois se destacam, os do tipo Azo e os
Policiclicos (SARON; FELISBERTI, 2006).

Os inorganicos sdo mais utilizados por possuirem alta estabilidade quimica,
alto poder de tingimento e, ao serem aplicados em polimeros, pouco afetam as
caracteristicas reoldgicas deles, mas sempre sdo usados de forma combinada com
0s organicos, em virtude da pouca variacdo de cor dessa categoria (SARON;
FELISBERTI, 2006).

3.1.3 Naturais x Sintéticos

Ha milhares de anos, as cores causam fascinio na humanidade. O uso de
colorantes naturais ndo tem uma data de inicio exata, ndo se sabe com precisdo como
se deu a sua descoberta; no entanto, muito provavelmente, ocorreu devido as suas

propriedades medicinais e foi incorporado aos costumes das sociedades antigas por
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guestdes religiosas (FERREIRA et al., 2018; GMOSER et al., 2017; HEER; SHARMA,
2017; KISCHKEL et al., 2018; LIMA, 2018; LUCARINI et al., 2017; MALDONADO,;
IBARRA, 2006; OLIVEIRA, L., 2017; RAO et al., 2017; SARVAMANGALA; APARNA,
2016; YUSUF et al., 2017).

Na pré-historia, eram utilizados na pintura rupestre, possuindo uma
durabilidade tdo grande que resistiram ao tempo e até hoje estdo presentes em muitas
cavernas. A Biblia menciona o acafréo para fins de coloracédo e a hena € usada desde
antes de 2.500 A.C. O primeiro corante natural descoberto foi o Carbon Black, mas
por volta do ano 3.000 A.C. (FERREIRA et al.,, 2018; HEER; SHARMA, 2017,
MALDONADO; IBARRA, 2006; RAO et al., 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013).

No periodo Glacial, foram feitas pinturas nas paredes das cavernas pelos
cacadores, com ocre e fuligem, como parte do seu culto religioso. Os romanos,
ocupantes do cargo de centurido, pintavam suas capas com um corante vermelho,
oriundo do molusco marinho Murex sp e também realizavam a coloracdo do vinho
(HEER; SHARMA, 2017; RAO et al., 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013).

Na Europa, ha evidéncias do tingimento ja ser um processo presente na ldade
do Bronze. Com o decorrer do tempo, na Antiguidade, eram também usados na China.
Da mesma forma que na India, foram encontradas roupas coloridas em ruinas,
referentes a Civilizacdo do Vale do Indo (2.500 A.C) e também a Civilizagcdo Mohenjo-
Daro e Harappa (3.500 D.C) (FERREIRA et al.,, 2018; HEER; SHARMA, 2017;
MALDONADO; IBARRA, 2006; RAO et al.,, 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013;
SIGURDSON et al., 2017) .

No Egito, fazia parte dos seus costumes envolver corpos mumificados com
tecidos coloridos, tanto que um pigmento chamado Alizarina, foi encontrado no timulo
do Rei Tutancamon(HEER; SHARMA, 2017; RAO et al. 2017; SANTOS-EBINUMA,
2013; SIGURDSON et al., 2017; YUSUF et al., 2017).

Alguns documentos descreviam a coloragcdo de drogas, com a propria escrita
feita com esses colorantes, além de realizarem a sintese do corante inorganico Azul
Egipcio e foram os primeiros a adicionarem extratos naturais coloridos nos doces da
época e no Japdao, no Periodo Nara (Século VIIl), que coloria os bolos de soja e os
feijdes Azukis (HEER; SHARMA, 2017; RAO et al. 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013;
SIGURDSON et al., 2017; YUSUF et al., 2017).

Até 2016, acreditava-se que o uso mais antigo do corante indigo, um dos mais

valorizados na época e ainda globalmente difundido, principalmente, no tingimento do
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jeans, havia sido na Quinta Dinastia do Egito, ha 4.400 anos atras, obtido a partir da
planta Isatis tinctoria (SANTOS-EBINUMA, 2013; SPLITSTOSER et al., 2016).

Porém, Splitstoser et al. (2016) descobriram que 1.500 anos antes, na costa
norte do Peru, tecidos de algoddo com tracos de um pigmento azul, identificado como
indigoide (indigotina), extraido provavelmente da Indigofera spp., nativa da regido da
América do Sul.

Na América ha registros do uso do Corante Cochonilha em materiais da Cultura
Asteca e Maia, mas as civilizagBes indigenas como um todo desse continente
utilizavam esses colorantes naturais nas pinturas dos corpos e dos cabelos, para fins
estéticos, religiosos, de protecédo e de comunicacdo (FERREIRA et al., 2018; HEER,;
SHARMA, 2017; SANTOS-EBINUMA, 2013).

Na Idade Moderna, com o descobrimento do Brasil, 0os europeus comegaram a
extrair um corante avermelhado, oriundo de arvores conhecidas como Pau-Brasil, com
0 intuito de realizar o tingimento de tecidos. Em 1856 houve a elabora¢éo do primeiro
corante organico sintético, chamado de Malveina ou Malva, de coloracdo roxa,
também chamado de roxa anilina, pelo quimico inglés William Henry Perkin
(FERREIRA et al., 2018; GMOSER et al., 2018; HEER; SHARMA, 2017; SANTOS-
EBINUMA, 2013; SIGURDSON et al., 2017).

Desde entdo, iniciou-se uma revolu¢cdo no mundo dos colorantes; 0os naturais
foram progressivamente substituidos pelos sintéticos, principalmente nas industrias,
sejam elas téxteis, de alimentos, de cosméticos, entre outras, 0 que marcou o inicio
de uma era industrial e comercial mais moderna (GMOSER et al., 2018; OLIVEIRA,
L., 2017).

Porém, essa mudanca radical sé aconteceu devido a algumas desvantagens
comerciais e tecnolbgicas, que os colorantes naturais apresentavam, assim como
outras tantas vantagens dos sintéticos. E necessario ressaltar que, por serem
recentes na época, ainda ndo eram bem esclarecidas as suas desvantagens,
principalmente para a saude humana, para uma melhor avaliacdo (GMOSER et al.,
2018; OLIVEIRA, L., 2017).

Os colorantes obtidos por rotas sintéticas tornaram-se populares no meio
industrial por diversos motivos, como o baixo custo da producdo, alta resisténcia
tintorial, maior estabilidade quimica a luz, ao oxigénio e aos pHs, produgcdo em larga
escala mais facil, propriedades de coloracédo superiores, ja que com uma pequena

guantidade € possivel colorir qualquer coisa, com uniformidade nessa cor e baixa
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contaminacgao microbiolégica (GMOSER et al., 2018; RAO et al., 2017; SIGURDSON
et al., 2017).

No século XX, cerca de 700 dessas substancias foram oferecidas, contudo, os
inUmeros problemas relacionados ao seu uso continuo comegaram a aparecer, CoOmo
resultado o mercado consumidor passou a exigir a mudanca desse cenario. As
legislacdes passaram a ficar mais rigidas, levou a limitacdo dessa lista, por exemplo,
no Brasil cerca de 11 corantes com uso permitido (KISCHKEL et al., 2018; OLIVEIRA,
L., 2017).

No entanto, o uso continuo desses colorantes sintéticos se mostrou prejudicial
tanto para o meio ambiente quanto para a saude humana, considerada controversa a
presenca deles ainda nas composi¢cdes apenas pelo viés da estética. Algumas
industrias justificam o uso por questfes tecnoldgicas e comerciais, mas ndo tao
desejada pelos consumidores, cada vez mais informados e preocupados, por iSso a
incessante busca por alternativas (ARAUJO et al., 2019; HEER; SHARMA, 2017;
KISCHKEL et al., 2018; LIMA, 2018; OLIVEIRA, C., 2017; OLIVEIRA, L., 2017) .

O problema para o meio ambiente é o fato de ndo serem biodegradaveis, em
virtude da origem da maioria ser no refinamento do petrdleo e ao serem descartados
nos rios e afins, interferirem na fotossintese de forma direta, ao mudar a coloracao da
agua, o que culmina em prejuizo na cadeia alimentar por anos (ARAUJO, et al., 2019;
GMOSER et al., 2018; KISCHKEL et al., 2018; LIMA, 2018; OLIVEIRA, C., 2017,
OLIVEIRA, L., 2017; RAO et al., 2017). Contribuem para o esgoto da industria téxtil
ser classificado como o mais poluente entre os dos setores industriais, em termos de
volume e composicdo, porgue na maior parte das vezes pertencem ao grupo azoico e
colorem de forma ineficiente.

Apesar das inUmeras propostas de tratamento desses efluentes, como
precipitacdo, floculacdo, adsorcéo, coagulacédo e oxidacdo, nenhum deles realmente
foi bem aceito por serem caros, por possuirem eficiéncia limitada e por gerarem
residuos que também precisam de tratamento (ARAUJO et al., 2019; PEIXOTO et al.,
2013; SANTOS, 2018).

No caso dos humanos, sdo inimeros os problemas associados, ja evidenciados
em laboratérios, como os efeitos mutagénicos, teratogénicos, cancerigenos e
alergénicos. Sao também frequentemente associados a crises de asma e ao aumento
da hiperatividade em criancas, o que fez muitos paises limitarem o seu uso através

de legislacbes mais rigidas. Mas, ainda ha divergéncias nesse aspecto, pois alguns
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limitam o0 uso em qualquer concentracdo e outros apenas a concentracdo (COSTA,
2017; LIMA, 2018; OLIVEIRA, L., 2017; PRADO; GODOY, 2003; RAO et al., 2017,
SANTOS, 2018; SIGURDSON et al., 2017; VIERA et al., 2019).

Alguns exemplos sé@o os casos das tinturas de cabelo, j& bem relacionadas ao
aparecimento de leucemias em criancas com menos de 2 anos, se usadas por
mulheres gravidas. Alguns estudos mostraram a genotoxicidade da quinolina amarela,
pois interfere na estabilidade do DNA in vitro, o que gera quebras e perdas
cromossoOmicas (KISCHKEL et al., 2018; LIMA, 2018; OLIVEIRA, C., 2017).

Outros alertam sobre o perigo de alguns corantes alimentares como o
amaranto, a eritrocina e a tartrazina, por possuirem forte probabilidade de serem
toxicos aos linfocitos humanos, ao ocorrer a ligacao direta com o DNA, entre outras
situacdes relacionadas ao seu uso continuo (KISCHKEL et al., 2018; LIMA, 2018;
OLIVEIRA, C., 2017).

Os biocolorantes ou colorantes naturais podem ser classificados segundo a sua
fonte, como as plantas (podendo ser das flores, das folhas e dos frutos), os animais
(Insetos), os microrganismos (Fungos, bactérias, leveduras e microalgas) e os
minerais (CRIZEL, 2017; KISCHKEL et al., 2018; LIMA, 2018; RODRIGUEZ-AMAYA,
2016; SILVA, JUNIOR et al., 2018).

Também, segundo a sua estrutura quimica, por exemplo, os derivados de
flavonoides, como as Antocianinas, de isoprenoides, como os Carotenoides, de pirrol,
como a Clorofilas e os heterociclicos de Nitrogénio, como as Betalainas e segundo a
cor visualizada (CRIZEL, 2017; KISCHKEL et al., 2018; LIMA, 2018; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2016; SILVA, JUNIOR et al., 2018).

Apesar dos colorantes naturais, normalmente, ndo serem muito estaveis nem
tdo brilhantes, uma vez que muitos sofrem mudancas na cor ao serem expostos a
variacfes de pH, principalmente em valores neutros e mais basicos, a variacdes de
temperatura, ou até mesmo na presenca da luz (HEER; SHARMA, 2017; LUCARINI
et al., 2017; OLIVEIRA, L., 2017; RAO et al., 2017; SHARMA et al., 2012).

Além de apresentarem baixa solubilidade em agua e n&o estarem disponiveis
0 ano inteiro, mas de acordo com a sua fonte, eles séo classificados como atoxicos,
biodegradaveis, ndo s6 menos danosos a salude humana, como também benéficos,
por exemplo, antioxidante (HEER; SHARMA, 2017; LUCARINI et al., 2017; OLIVEIRA,
L., 2017; RAO et al., 2017; SHARMA et al., 2012).
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Esses beneficios podem ser funcionais e até nutricionais, ndo s6 para 0s
humanos, mas também para os animais. Inclusive ja sdo usados alguns colorantes
naturais na alimentacéo animal, com o intuito ndo sé de melhorar a aparéncia como
também o perfil nutricional. A dieta utilizada no crescimento deles afeta diretamente
algumas caracteristicas importantes, como a cor da pele das aves, tonalidade das
gemas dos ovos e a carne do salmdo (GMOSER et al., 2018).

Para os humanos, os colorantes naturais podem ter inimeros beneficios, como
atividade antioxidante, antitumoral e antimicrobiana. Alguns exemplos sao os
carotenoides, que além dessas atividades, atuam também como pro-vitamina
A(COSTA, 2017; GMOSER et al., 2018; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016).

Os flavonoides, antioxidantes que influenciam na saude cardiovascular, na
prevencao de cancer, diminuicdo da necessidade insulina, em diabéticos tipo 2, e na
melhora da cognicdo das mulheres em tempos de menopausa. Também a curcumina,
gue além de corante, condimento e possuidor das atividades citadas acima, séo
antiaflatoxigénicas com relagdo as toxinas do Aspergillus flavus (COSTA, 2017,
GMOSER et al., 2018; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016).

Dentre as possiveis fontes dessas substancias, as de origem vegetal e
microbiana se destacam. As de origem vegetal apresentam diversas limitacdes,
algumas sdo comuns aos colorantes naturais, como a falta de estabilidade na luz, no
calor, em pH adverso e a baixa solubilidade em agua. Outras séo préprias a esse tipo
de fonte, pois as plantas sofrem irregularidade de suas colheitas (depende da
sazonalidade)e baixa producédo em larga escala. Além disso, exigem muito cuidado e
regulamentacao do uso da terra, ndo conseguindo suprir as necessidades industriais
(GMOSER et al., 2018; KUMAR et al., 2015; OLIVEIRA, C., 2017; SANTOS, 2018).

Aqueles que sdo de origem microbiana aparecem como uma alternativa para a
producado desses colorantes em concentracfes mais altas, com grande potencial para
as cores amarelo a vermelho e tém os fungos filamentosos como os produtores mais
eficientes (KISCHKEL et al.,, 2018; KUMAR et al.,, 2015; OLIVEIRA, C., 2017,
VELMURUGAN et al., 2009).

Sdo indmeras as vantagens, como o fato de ser uma fonte renovavel,
biodegradavel, com baixo impacto ambiental, com microrganismos que crescem
rapido e independente das condi¢cdes climaticas, toleram diferentes pHs e
temperaturas, principalmente, pelo fato de existirem técnicas apropriadas de selecéo,

mutacdo ou engenharia genética, para auxiliar no aumento significativo da produgéo
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em comparagcao aos microrganismos selvagens (KISCHKEL et al., 2018; KUMAR et
al., 2015; OLIVEIRA, C., 2017; VELMURUGAN et al., 2009).

Outra vantagem é o microrganismo que consegue crescer tanto em cultura
submersa quanto sélida, por vezes produzindo o colorante em ambas as situacgoes.
Porém, os que sdo produzidos em fermentacdo por cultura submersa sdo oOtimas
opcdes por possuirem menor custo e uma extragdo mais facil, mas em nenhum ha
tanto risco de escassez de matéria prima e ndo ha variagbes sazonais (KUMAR et al.,
2015; OLIVEIRA, C., 2017).

Fatores externos afetam a produc&o por esses seres, cCOmo a composi¢ao do
meio (fonte de carbono, nitrogénio e minerais), a escassez de nutrientes e 0 excesso
da melhor fonte de carbono para o microrganismo como fatores estimulantes, o pH do
meio, a temperatura de incubacao, o tipo de fermentacéo, o nivel de umidade e a taxa
de aeracdo (KISCHKEL etal., 2018; KUMAR et al., 2015; SOARES; PIMENTA, 2015).

Alguns fungos de grande impacto econdémico nesse campo sdo Monascus
purpureus, Blakeslea trispora, Penicillium sp. e Aspergillus sp. e existem outros tantos
com potencial e que precisam ser estudados. Seus metabdlitos secundarios coloridos,
por vezes, sdo termoestaveis, possuem atividades antibacterianas, antifingicas,
antitumorais, imunossupressor, fitotoxicas, tratam diabetes mellitus, entre outros
beneficios (COSTA, 2017; KUMAR et al., 2015; OLIVEIRA, C., 2017).

As antraquinonas sao, had muitos anos, compostos com uma significante
contribuicdo na industria de corantes e varios fungos, como os Trichodermas spp.,
sdo utilizados como fonte de isolamento através das técnicas da biotecnologia
(COSTA, 2017; KUMAR et al., 2019; VELMURUGAN et al., 2009).

Outros compostos que se destacam como colorantes fungicos sdo os acidos
carboxilicos de antraquinona, as pré-antraquinonas, as melaninas, as flavinas,
carotenoides, as quinonas, os licopenos, as fenazinas, violaceinas, indigo e as
monascinas. A atuagao na pratica de muitos desses ja sdo demonstradas em muitos
estudos, como o tingimento de algodéao, seda, 1a e couro (COSTA, 2017; KUMAR et
al., 2019; VELMURUGAN et al., 2009).

Na area de alimentos, passaram a autorizar 0 uso desses derivados e as
pesquisas biotecnolégicas alavacaram. Ao passar do tempo, o conhecimento
fornecido pela ciéncia passou a conscientizar a populacdo sobre os inumeros

beneficios relacionados a saude humana e a sustentabilidade (CRIZEL, 2017; HEER,;
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SHARMA, 2017; LUCARINI et al., 2017; OLIVEIRA, C., 2017; OLIVEIRA, L., 2017,
RAO et al., 2017).

Isso fez o interesse dos consumidores retornar e a necessidade de novas
opcOes, fontes e tecnologias de producéao se expandir. O foco foi direcionado a trés
principais areas, que sao as tecnologias de formulacdo, de processamento e fontes
alternativas de colorantes, o que permite 0 aumento da utilizacdo dos mesmos na
industria (CRIZEL, 2017; HEER; SHARMA, 2017; LUCARINI et al., 2017; OLIVEIRA,
C., 2017; OLIVEIRA, L., 2017; RAO et al., 2017).

3.2 Antibi6ticos

3.2.1 Caracteristicas Gerais

Os antimicrobianos sdo compostos quimicos capazes de atuar sobre 0s
microrganismos, podem ser usados para fins preventivos e/ou terapéuticos em
humanos e em animais. Dentro dessa classe de medicamentos, estdo os que
possuem acao direcionada as bactérias chamados de antibiéticos, nome que tem
origem na palavra grega antibiose (Anti=contra e Bios=vida) e que foi transformada
pelo Paul Vuillemin, aluno de Louis Pasteur, em 1889 (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017,
DEZFULLY; HEIDARI, 2016; FURTADO et al., 2019; GUIMARAES et al., 2010;
PEREIRA; OLIVEIRA, 2016; SALDANHA et al., 2018; TORTORA et al., 2017).

S6 podem ser consideradas para tal atividade, as moléculas que possuem um
alvo (ligante) na célula bacteriana e que afetam parte da estrutura ou funcéo desse
tipo de célula. Além disso, a concentracdo utilizada precisa chegar até o alvo em
guantidade suficiente para realizar sua acdo, mas sem toxicidade para o hospedeiro,
(COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; FURTADO et al., 2019; GUIMARAES et al., 2010;
PEREIRA; OLIVEIRA, 2016; SALDANHA et al., 2018; TORTORA et al., 2017).

Os antibidticos podem ser classificados de diversas formas, por exemplo
segundo sua origem, podendo ser natural, semissintética ou sintética. A primeira
opcéo refere-se aos obtidos a partir de seres vivos, a segunda refere-se as moléculas
gue sao produzidas de forma dividida, ocorre uma modificacdo molecular, na qual uma
parte dela é de origem natural, produzida pelo fungo, por exemplo, mas uma outra
parte é adicionada sinteticamente no laboratorio. Ja a terceira refere-se as moléculas
que s&o produzidas em laboratério (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; GUIMARAES et
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al., 2010; KOURKOUTA et al., 2018; PEREIRA; OLIVEIRA, 2016; SALDANHA et al.,
2018).

A segunda e a terceira acontecem com o objetivo de melhorar caracteristicas
da molécula, como o seu espectro de acdo e sua toxicidade. Alguns exemplos de
antibiotico naturais e semissintéticos sado os B-lactamicos (Ex: Cefalosporinas,
Penicilinas, Monobactamas e Oxapeninas), os aminoglicosideos (Ex: Estreptomicina),
as tetraciclinas (Ex: Clortetraciclina) e os macrolideos ( Ex: Eritromicina). Assim como,
0s peptideos ciclicos (Ex: Vancomicina, Glicopeptideos, Lipodepsipeptideos), as
estreptograminas, entre outros (Cloranfenicol, Rifamicinas etc) (COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017; GUIMARAES et al., 2010; TORTORA et al., 2017).

Alguns exemplos de antibidticos de origem sintética sdo as sulfonamidas,
fluoroquinolonas e oxazolidinonas. Também podem ser classificados segundo sua
acao sobre as bactérias, no caso bactericidas (citotoxicos), ao provocar a morte da
célula bacteriana, ou bacteriostatico (citostatico), ao somente inibir ou atrasar o
crescimento desses microrganismos. A segunda opc¢ao possibilita que o sistema
imunoldgico os eliminem com mais facilidade, ha a contraindicacdo desse segundo
para enfermos imunocomprometidos (FERNANDES, 2017; FURTADO et al., 2019;
GUIMARAES et al., 2010; PEREIRA; OLIVEIRA, 2016; SALDANHA et al., 2018;
TORTORA et al., 2017; ZAGUI, 2019; ZAMAN et al., 2017).

O espectro de acéo € outra forma de separar esses medicamentos em grupos.
Podem ser de amplo ou largo espectro, que sdo aqueles capazes de ter acao contra
uma grande variedade de bactérias, tanto gram-positivas quanto gram-negativas. Um
exemplo desse grupo € a tetraciclina, amplamente usada no combate a bacilos gram-
negativos, com também a clamidias, micoplasmas e riquétsias (BRIGANTINI et al.,
2016; FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017; ZAGUI, 2019).

Além dos antibidticos de largo espectro, existem os de espectro estreito ou
restrito, na qual sdo eficazes apenas contra um grupo seleto de bactérias, gram-
positivas ou gram-negativas, ou com ac¢ao limitada contra uma dessas classes. Entao,
possuem uma aplicabilidade limitada, por exemplo a Vancomicina, que € usada para
combater espécies de Staphylococcus e Enterococcus, e a Penicilina G (BRIGANTINI;
et al., 2016; FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017; ZAGUI, 2019).

Existem os intermediarios, como o proprio nome diz € algo meio termo, nem
atua contra uma grande variedade, nem é tdo especifico. Dessa forma, na clinica,

aqueles de espectro de agdo restrito € escolhido antes dos outros, justamente para
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tentar interferir o minimo possivel nos microrganismos benéficos da microbiota do
paciente, consequentemente desregulacdes do organismo, e para evitar o surgimento
de resisténcias (BRIGANTINI et al., 2016; FERNANDES, 2017).

Os antibidticos também podem ser classificados segundo o seu mecanismo de
acao ou farmacodinamico em 5 grupos, denominados e descritos da seguinte forma:

1) Inibidores da sintese da parede celular bacteriana: As células humanas néao
possuem parede celular logo, ndo sao afetadas por esses agentes. Eles atuam de
forma seletiva nas bactérias, atingem as redes de peptideoglicanos, que estruturam
essa area ao conferir rigidez, determinar a forma e evitar a ocorréncia da lise osmatica.
Assim, os antibidticos impedem a formacéo dessa parede, ao inibir a sintese de
peptideoglianos de diversas formas, de acordo com a substancia a ser utilizada
(COSTA,; SILVA JUNIOR, 2017; FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017).

De uma forma geral, podem inibir as enzimas que séo necessarias ao processo
de formacao, bloquear a passagem de pirofosfato-bactoprenol a fosfobactoprenol, um
precursor da sintese da parede e importante nos processos anabdlicos nas bactérias
gram-positivas, através da funcdo de carreador de membrana(COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017; FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017).

Enguanto que, outros conseguem se ligar ao peptideo D-Ala-D-Ala, através de
sua regido terminal, o que impede de ocorrerem as ligacdes cruzadas entre a N-
acetilglucasamina e o Acido N-acetilmuramico e, por conseguinte, a formac&o do
peptideoglicano para a célula enfraquecer, sofrer lise e morrer (COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017; FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017).

2) Desorganizadores de Membrana Plasmaética: Essa parte da estrutura da
bactéria tem grande importancia na sua sobrevivéncia, pois funciona como uma
barreira seletiva, controla o que sai e 0 que entra, mantém a constituicao do interior
da célula equilibrada. Conforme o antibiético escolhido, alguns interagem com
constituintes da membrana, como o0s polissacarideos, acabam por afetar a sua
permeabilidade e fazer com que ions e macromoléculas entrem e saiam de forma
desordenada, com sucessiva lise e a morte (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017,
FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017).

Os agentes que possuem esse mecanismo de acdo precisam ser
cuidadosamente estudados, antes de chegarem ao mercado, para evitar que realizem
interacdo com as células humanas. Por elas também possuirem membranas

celulares, h4 a necessidade de serem agentes que reconhecam as especificidades
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das membranas bacterianas (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; FERNANDES, 2017,
TORTORA et al., 2017).

3) Inibicdo da Sintese Proteica: Alguns processos biossintéticos podem ser
inibidos pelos antibidticos, como a sintese de proteinas, considerada uma das funcdes
mais importantes e vitais, dessa forma, considerada um alvo importante nas pesquisas
de desenvolvimento de novas moléculas(COSTA; SILVA JUNIOR, 2017;
FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017).

Contudo, é necesséario atencdo para a possibilidade ou ndo de ter uma
toxicidade seletiva total ou ao menos parcial, a principio aparentemente improvavel
porque essa sintese € comum a todas as células, tanto eucariotas quanto procariotas,
mas uma grande diferenca, entre as estruturas dos ribossomos, permite uma maior
especificidade com as de origem bacteriana (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017,
FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017).

As células eucariotas possuem ribossomos 80S, com a subunidade maior 60S
e a menor 40S. Enquanto os procariotos sao constituidos de ribossomos 70S, com a
subunidade maior 50S e a menor 30S, o que permite a toxicidade seletiva, através da
ligacdo dos compostos a uma das subunidades dos ribossomos procariéticos, o que
provoca alguma interferéncia em uma das 3 fases da tradu¢cdo do mRNA. Mas por
vezes essa toxicidade é parcial, produzindo efeitos adversos no paciente, devido ao
fato das mitocondrias, organelas eucaridticas, trazerem ribossomos 70S no seu
interior semelhantes as das bactérias (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; FERNANDES,
2017; TORTORA et al., 2017).

4) Inibicdo da Sintese de Acidos Nucleicos: Esses farmacos sdo de producdo
e utilidade extremamente limitada, ja que por vezes interferem no metabolismo dos
acidos nucleicos do enfermo também. Agem interferindo na transcricdo e/ou
replicacdo desses acidos, processos presentes em todo tipo de célula (COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017; FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017).

Assim, 0 que permite uma maior especificidade sdo os alvos, no caso as
enzimas envolvidas nos processos, pois elas possuem diferencas significativas entre
0S eucariotos e procariotos, dessa forma, comprometem a multiplicagdo e a
sobrevivéncia celular (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; FERNANDES, 2017;
TORTORA et al., 2017).

5) Inibicdo da Sintese de Metabdlitos Essenciais: Esses compostos quimicos,

com atividade antibidtica, podem agir como antimetabdlitos, ou seja, podem inibir
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atividades enzimaticas, envolvidas no metabolismo bacteriano, de forma competitiva,
em virtude da sua estrutura conter grande semelhancas com o substrato normal da
enzima alvo (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; FERNANDES, 2017; TORTORA et al.,
2017).

Guimaraes, Momesso e Pupo (2010) produziram a tabela abaixo (Tabela 1), na

qual associaram as principais classes de antibidticos a seus alvos e a seus

mecanismos de a¢ao, com o intuito de facilitar a compreenséo.

Tabela 1-Principais mecanismos de acao antibiética

Antibiéticos Alvo Mecanismo de acéo
Inibicdo da formacg&o de ligacdo
B-lactamicos : cruzada entre cadeias de
. . Enzima : . . )
(Penicilinas,Cefalosporinas, . peptideoglicano, impedindo a
. transpeptidase ~
Carbapeninas, Monobactamas) formacéo correta da parede
celular bacteriana.
A . Inibicdo da enzima de resisténcia
B-lactamicos Enzima bacteriana, que degrada
(Oxapeninas, Sulfoxapeninas) B-lactamase = 9

Macrolideos, Lincosamidas,
Estreptograminas (Dalfopristina e
Quinupristina), Cloranfenicol,
Oxazolidinonas (Linezolida)

Aminoglicosideos, Tetraciclinas

Glicopeptideos
(Vancomicina, Teicoplanina)

Peptideos néo ribossomais
(Bacitracina, Gramicidina C, Polimixina
B)

Lipodepsipeptideos
(Daptomicina)

Rifampicina

Fluoroquinolonas

Sulfonamidas

Subunidade 50S
ribossbmica

Subunidade 30S
ribossémica

Dipeptideo terminal
D-Ala-D-Ala do
peptideoglicano

Membrana
plasmatica

Membrana
plasmética

RNA polimerase
dependente de DNA

Enzima DNA girase

Enzima di-
hidropteroato
sintetase

antibiéticos B-lactamicos.

Inibicdo da sintese proteica
bacteriana.

Inibicdo da sintese proteica
bacteriana.
Complexacdo com as cadeias
peptidicas nédo ligadas e bloqueio
da transpeptidagéo, impedindo a
formacéo correta da parede
celular bacteriana.
Afetam permeabilidade da
membrana bacteriana por
facilitarem o movimento
descontrolado de ions através da
membrana.

Afeta permeabilidade da
membrana bacteriana e bloqueia
sintese de acido pipoteicoico,
componente da membrana
externa de bactérias Gram
positivo.

Inibicdo da sintese de RNA.

Bloqueio da replicacéo e reparo
do DNA.

Bloqueio da formagéo de
cofatores do acido folico,
importantes para sintese de
acidos nucleicos.

Fonte: Guimardes, Momesso e Pupo (2010).
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Uma forma muito usada é a inibicdo da sintese do Acido paraminobenzoico-
PABA, por ele ser um precursor da sintese do Acido félico, vitamina de grande valor
porque atua como coenzima na sintese das bases nitrogenadas e de varios
aminoacidos, podendo haver uma inibicdo competitiva através de varias enzimas
envolvidas, como a dihidropteroato sintetase e a diidrofolato redutase (FERNANDES,
2017; TORTORA et al., 2017).

A seletividade nesse caso acontece pelo fato das células bacterianas
precisarem sintetizar Acido Fdlico porque elas ndo possuem estruturas que
possibilitem a absorcédo oriunda da dieta, como acontece com as células animais
(FERNANDES, 2017; TORTORA et al., 2017).

O antibidtico ideal seria aquele que atua de forma seletiva no microrganismo
alvo, a bactéria causadora da infeccdo a ser vencida, com acgéo bactericida a ser
realizada no menor tempo possivel. Também precisaria ter um espectro de acao
restrito, a fim de ndo afetar a microbiota propria benéfica do hospedeiro (COSTA E
SILVA JUNIOR, 2017; FABIAN et al., 2018; FERNANDES, 2017).

Além disso, seria importante ter o minimo de toxicidade e reac¢fes adversas,
varias possibilidades de via de administracdo, uma boa distribuicdo e um bom custo-
beneficio (COSTA E SILVA JUNIOR, 2017; FABIAN et al., 2018).

3.2.2 Historico

As bactérias sdo organismos unicelulares descobertas por Van Leeuwennhoek,
na década de 1670, em virtude da invencdo do microscopio. Apesar da falta de
conhecimento do mundo microscopico, os antibiéticos ja eram usados pelos antigos
chineses, ha cerca de 2.500 anos. Nessa época, eles ja haviam descoberto que a soja
mofada conseguia curar furdnculos, carbunculos e outras infeccdes.

Os egipcios e gregos antigos utilizavam os bolores e as plantas, mesmo sem
saber exatamente o que produzia os efeitos antimicrobianos (AMINOV, 2010; GOULD,
2016; GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS et al., 2019; KOURKOUTA et al., 2018).

Tragos do antibidtico Tetraciclina foram encontrados em restos de esqueletos
humanos, identificados como o povo que vivia na Nubia sudanesa, nos anos de 350-
550 D.C. Foi possivel encontrar esses tracos também no eixo meédio femoral de

pessoas que viveram no periodo romano do Dakleh Oasis, no Egito (AMINOV, 2010).
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N&o € comum encontrar esses tracos, mas a Tetraciclina é capaz de ser
incorporada a parte mineral dos 0ssos e de fornecer marcadores permanentes. Isso
permitiu a conclusdo, sobre a possivel circulacdo de genes de resisténcia, antes
mesmo da inser¢cdo de alguns antibiéticos no mercado pelas industrias farmacéuticas.
Outra possibilidade de exposicao prévia, € na medicina tradicional chinesa pelo uso
de ervas que continham antimicrobianos (AMINOV, 2010).

Na Idade Média, doencas surgiam, supostamente, através dos miasmas,
palavra do grego que significa ar ou vapor contaminado, poluicéo, depois evoluiu para
a probabilidade de serem particulas transmissiveis e imperceptiveis, parecidas com
as sementes, devido a teoria de Girolamo Fracastoro (1546). Até que no século XIX,
foi verificado que as bactérias que eram o0s responsaveis pelo surgimento de muitas
das doencas infecciosas da época(GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010;
KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Isso ocorreu apoés Louis Pasteur ter demonstrado que algumas espécies tinham
papel fundamental nos processos fermentativos e que eram amplamente presentes
no meio ambiente. Foi confirmado depois por cientistas como Robert Koch, cujo
trabalho desvendou os microrganismo que causavam a tuberculose, colera e febre
tifoide(GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010; KOURKOUTA et al., 2018;
NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Devido a todas essas descobertas, a ciéncia se esforcava em encontrar
agentes quimicos com acao antibidtica, com o pai da quimioterapia, Paul Ehrlich,
como grande responsavel pela compreensdo de que existiriam substancias que
poderiam atuar na reproducdo desses microrganismo, em concentracfes toleraveis
pelo corpo do paciente, associando conceitos de alvo terapéutico e toxicidade na
busca da cura das infeccdes(AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES; et al.,
2010; HUTCHINGS et al., 2019; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL,
2018; ZAMAN et al., 2017).

Sua ideia foi popularmente chamada de “bala magica”, pois visaria apenas
agueles os agentes das doencas e ndo os hospedeiros, conceito criado depois de
haver a observagéo de que a anilina e outros corantes sintéticos da época conseguiam
colorir micrébios de forma seletiva (AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES et
al., 2010; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018; ZAMAN et al., 2017).

Assim, Paul Ehrlich passou a realizar um programa de triagem sistematico em

grande escala, uma estratégia fundamental na busca de novas drogas pela industria
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farmacéutica, em 1904, e, assim, tentar encontrar o primeiro antibiotico sintético para
combater o agente da Sifilis, uma bactéria espiroqueta chamada de Treponema
pallidium (AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS et
al., 2019; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Em 1910, ele conseguiu atingir o seu objetivo, 0 novo medicamento Salvarsan,
um grande sucesso na €poca, e o Neosalvarsan, uma versao menos toxica e mais
solavel, mantiveram o status de medicamentos mais prescritos até a chegada da
penicilina (AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS et
al., 2019; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Nos 20 anos posteriores, poucos, mas importantes avancos foram realizados,
tanto na descoberta de substancias de origem sintética quanto de origem natural. Um
desses grandes e emblematicos acontecimentos ocorreu em 3 de setembro 1928,
através da descoberta da penicilina por Alexander Fleming (AMINOV, 2010; GOULD,
2016; GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS et al., 2019; KOURKOUTA et al., 2018;
NICOLAQOU; RIGOL, 2018).

Ao contrario do que muitos pensam, a penicilina ja era, de certa forma,
conhecida desde os tempos antigos. Assim como, cepas do fungo Penicilium spp. ja
haviam sido alvos de alguns pesquisadores. Inclusive, a atividade antibiotica desse
género de fungo havia sido descrita, em 1897 na Franca, pelo pesquisador Ernest
Duchesne (AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010; KOURKOUTA
et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

O que diferenciou e destacou o trabalho de Fleming, bi6logo e farmacologista
escocés, foi sua persisténcia e sua busca mais detalhada. Em 1928, ao voltar das
férias, para o laboratério em Paddington, no Hospital St Mary’s, encontrou uma placa
de Petri com colonias de Staphylococcus aureus, que ele havia deixado em uma
bancada, contaminada por um fungo hoje denominado como Penicilium chrysogenum.
O que chamou a atencao foi o padrédo de comportamento diferenciado, n&o se desfez
da mesma e investigou mais a fundo (AMINOV, 2010; GUIMARAES et al., 2010;
KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Fleming verificou que, ao redor da col6nia flungica, as células bacterianas
estavam lisadas e aquelas que estavam mais distantes permaneciam intactas. Entao,
ele passou a obter uma cultura pura do fungo em questao e a testar seu extrato contra

varias bactérias patogénicas, com o intuito de obter resultados semelhantes ao
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anterior, especialmente contra espécies Gram-Positivas (AMINOV, 2010;
GUIMARAES et al., 2010; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Nesse periodo, havia concluido que o fungo teria excretado alguma substancia
bactericida, o que tempos depois, em margo de 1929, recebeu o nome de Penicilina,
Penicilina G ou benzilpenicilina (AMINOV, 2010; GUIMARAES et al., 2010;
KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

A partir dessas conclusfes, Fleming sistematizou um método de triagem para
verificagdo de antibiéticos em potencial, produzidos por microrganismos, que acabou
por inspirar outros testes usados até hoje (AMINOV, 2010).

Um deles é o teste do Bloco de gelose, cujo objetivo € o possivel surgimento
de zonas de inibicdo das bactérias semeadas na placa de Petri, quando existe a
producdo de antibiéticos pelo fungo, quando eles excretam ao seu redor. Essa
sistematizacdo auxilia na reducédo dos custos em comparacao a qualquer outro teste
em modelos de animais (AMINOV, 2010).

Assim como, motivou o0 aparecimento de uma nova frente de pesquisas na
busca por novas opg¢bes de antibibticos, que foi a chamada bioprospecc¢ao, que é a
prospeccado de substancias com atividade antibacteriana oriundas de culturas de
microrganismos, sejam eles fungos ou bactérias (GUIMARAES et al., 2010).

Em 1934, a proflavina foi introduzida no mercado, com grande importancia para
os soldados da segunda guerra mundial, ja que era usada no tratamento de infec¢des
presentes em feridas profundas. Porém, era altamente toxica para o tratamento de
infeccdes sistémicas, 0 que mostrou a grande necessidade de op¢cbes mais eficazes
e toleraveis pelos doentes (GUIMARAES et al., 2010).

Em 1935, Gerhard Domagk e a equipe de quimicos da Bayer, Josef Klarer e
Fritz Mietzsch, mostraram que o corante vermelho Prontosil possuia atividade
antibacteriana, in vivo, contra cepas de Streptococcus sp (AMINOV, 2010; GOULD,
2016; GUIMARAES et al., 2010; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL,
2018).

Foi classificado como um grande marco na quimioterapia antibacteriana, pelo
fato de ter sido verificado que, na realidade, ele era um pro-farmaco, com apenas uma
parte da molécula possuindo atividade, o que originou uma nova classe de antibiéticos
sintéticos chamada de sulfas ou sulfonamidas. E considerada a primeira classe efetiva

contra infec¢des sistémicas, mas que possui algumas desvantagens, como o fato de
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ter um espectro de a¢éo mais reduzido (AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES
et al., 2010; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Doze anos ap0s a descoberta da penicilina, Fleming buscou concretizar uma
parceria com inUmeros quimicos, enviava para quem pedisse exemplares do fungo
usado na tentativa de isolar, purificar e resolver problemas de estabilidade desse
composto produzido pelas culturas fungicas (AMINOV, 2010; GOULD, 2016;
GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS et al., 2019; KOURKOUTA et al., 2018;
NICOLAOU; RIGOL, 2018; SILVA, 2018).

A busca para resolver esse problema da molécula era com o intuito de realizar
testes clinicos com quantidades adequadas da substancia e a certeza de ndo haver
acOes cruzadas, originadas por outros compostos que pudessem estar misturados no
extrato bruto (AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS
et al., 2019; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018; SILVA, 2018).

Em 1940, ele estava desistindo da ideia, quando um grupo de Oxford, liderados
pelos cientistas Howard Florey e Ernest Chain, publicou um artigo, na qual estava
descrito o processo de purificacdo de uma quantidade suficiente para os testes
clinicos (AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS et
al., 2019; KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018; SILVA, 2018;
ZAMAN et al., 2017).

Em 1945, a producéao e distribuicdo em massa da Penicilina, fez o uso deixar
de ser exclusivo dos militares, principalmente, nos envolvidos na segunda guerra
mundial, considerada uma “filha da guerra”. Nessa mesma época, o préprio Fleming
alertou sobre o surgimento de possiveis bactérias resistentes a esse composto, caso
fosse usado em uma quantidade inadequada e/ou por um tempo muito curto
(AMINOV, 2010; GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS et al., 2019;
KOURKOUTA et al., 2018; NICOLAOU; RIGOL, 2018; SILVA, 2018; ZAMAN et al.,
2017).

ApOs esse periodo, foi perceptivel um acelerado crescimento na descoberta de
novos antibidticos, mais particularmente entre os anos de 1940 e 1960, nomeado
como a era de ouro do antibidtico. Nessa época, inUmeros compostos de origem
natural foram descobertos gracgas as triagens realizadas, com a grande maioria como
alvo terapéutico as bactérias Gram-positivas, como as classes dos B-lactamicos, dos

aminoglicosideos, das tetraciclinas, dos macrolideos, dos peptideos, entre outros
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(GOULD, 2016; GUIMARAES et al., 2010; HUTCHINGS et al., 2019; NICOLAOU;
RIGOL, 2018).

Houve entdo uma série de derivados naturais introduzidos no mercado, mas
poucos de origem sintética, apenas a Isoniazida, trimetropim e metronidazol. No
entanto, entre 1960 e 1980 ,as entradas no mercado mais presentes foram as dos
semissintéticos, analogos aos naturais ja presentes, principalmente os de origem
microbiana, com atuag&o tanto contra aquelas que seriam Gram-positivas como as
Gram-negativas, como o0s derivados 3-lactamicos derivados aminoglicosidicos e os
anéalogos da tetraciclina (GUIMARAES et al., 2010; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Entre 1980-2000, a busca por op¢Bes de origem microbiana sofreu uma queda,
foi substituida em parte por ferramentas como a gendmica e a triagem de cole¢bes de
compostos, poréem nao foi a resposta desejada em termos de novas opc¢les
terapéuticas, pois houve uma reducéo alta na identificacdo dos mesmos, assim como
um aumento no casos de resisténcia bacteriana (AMINOV, 2010; GUIMARAES et al.,
2010; HUTCHINGS et al., 2019; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

Também ¢€é um tempo marcado pela introducdo no mercado das
fluoroquinolonas sintéticas, assim como alguns baseados em modelos naturais como
imipenem e andélogos da eritromicina (AMINOV, 2010; GUIMARAES et al., 2010;
HUTCHINGS et al., 2019; NICOLAOU; RIGOL, 2018).

A partir dos anos 2000, poucas opc¢des surgiram para atender a demanda e 0s
problemas de resisténcia crescentes, até que os programas de bioprospeccao foram
retomados com mais forca nas industrias farmacéuticas. Alguns medicamentos foram
aprovados no FDA, em 2003, do lipodepsipeptideo natural daptomicina, tigeciclina em
2005, e na década de 2010 o ceftobiprole e a ceftarolina (GOULD, 2016; GUIMARAES
et al., 2010).

3.2.3 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana aos antibioticos caracteriza-se como a capacidade da
bactéria de se tornar mais resistente e sobreviver aos mecanismos de acao de certos
antibidticos, outrora eficazes, em concentragdes que inibem a reprodugédo ou matam
outras bactérias da mesma espécie (BARCHITTA et al., 2020; ZAGUI, 2019; ZAMAN
et al., 2017).
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O processo como um todo é algo natural, tanto que algumas formas de
resisténcia ja estavam em circulacdo antes de alguns medicamentos se tornarem
populares, em virtude da presenca de substancias com essas caracteristicas nas
culturas antigas (BARCHITTA et al., 2020; ZAGUI, 2019; ZAMAN et al., 2017).

O Brasil esta entre os 10 paises do mundo que mais utilizam medicamentos e
cerca de 80 milhdes de brasileiros fazem adesao a automedicacéo. Essa forte adeséo
deixou o pais em 5° lugar entre aqueles que mais realizam essa pratica (JUNIOR et
al., 2018).

Dentre as classes medicamentosas, uma das que mais sao alvo desses atos
inconsequentes, por vezes frutos de uma grande necessidade, ja que o sistema de
saude publico falha ou apresenta lentiddo na assisténcia médica ou farmacéutica, sao
os antibioticos (JUNIOR et al., 2018).

Da mesma forma que no ambito doméstico, o ambiente clinico/hospitalar
enfrenta desafios no manejo de antibidticos, impactando diretamente na taxa de
morbidade e mortalidade derivadas do desenvolvimento de bactérias resistentes.
Esses desafios estdo diretamente relacionados as poucas terapias de fato efetivas, o
baixo numero do surgimento de alternativas, para atender ambos 0s casos, capazes
de combater bactérias persistentes que se tornam resistentes e a falta de medidas de
biosseguranca bem executadas (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; LOUREIRO et al.,
2016; ZAGUI, 2019).

Algumas dessas medidas seriam 0 uso de equipamentos de protecéo
individual, lavagem das maos, técnicas de assepsia, 0 ndo uso do celular em
ambientes hospitalares, vigilancia de pacientes sob suspeita ou risco de infeccdo e
isolamento aqueles ja diagnosticados. Além da assisténcia farmacéutica as receitas
médicas e a atencao farmacéutica, com as orientacées necessarias para o tratamento
ser realmente eficaz, aos pacientes em uso de antibiéticos (COSTA; SILVA JUNIOR,
2017; ZAGUI, 2019).

Esse problema também tem a contribuicdo do uso veterinario, nem sempre
voltado para o tratamento de infeccbes, 0 que levou a cadeia alimentar a ser
considerada a principal via de transmisséo, de bactérias resistentes ou com o perfil de
sensibilidade diferenciada, entre os seres humanos e animais (ARAUJO, 2019;
ZAMAN et al., 2017).

Nos Estados Unidos, por volta de 80% dos antibi6ticos vendidos ja chegaram

a ser destinados para uso veterinario, porém 90% deles sdo usados para promover o
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crescimento ou como profilaxia das infeccbes, com apenas 10% voltados para o
tratamento das enfermidades de origem bacteriana(ARAUJO, 2019).

Um estudo em Barcelona sugeriu que cepas de Escherichia coli resistentes as
quinolonas, isoladas de ¥ das criangas em uma vila rural da cidade, consideradas
portadoras fecais dessas cepas, eram oriundas de aves ou suinos, pois as criancas
nunca haviam sido expostas a essa classe de antibiéticos(ZAMAN et al., 2017).

Naturalmente as bactérias buscam sobreviver ao que as ameagam, porém o
uso inadequado, seja por um tempo mais curto do que o necessario ou pelo uso
indiscriminado dos antibiéticos, na maioria dos casos sem receita médica
(automedicacédo), com indicacdo terapéutica incorreta ou para fins veterinarios,
acelera o surgimento e a disseminacdo de mecanismos de resisténcia (ARAUJO,
2019; BARCHITTA et al., 2020; FURTADO et al., 2019; JUNIOR et al., 2018;
TORTORA et al., 2017; ZAMAN et al., 2017).

Vérios estudos ja demonstraram a necessidade de haver uma atencdo maior
as aguas de rios, as dguas costeiras, solos, mananciais e principalmente aos esgotos,
pela capacidade de serem reservatérios e existirem fatores que auxiliem no
desenvolvimento de bactérias multirresistentes, assim como a disseminacdo e a
contaminacdo do meio ambiente (ARAUJO, 2019; COSTA; SILVA JUNIOR, 2017;
ZAGUI, 2019).

Esse contexto torna-se possivel em decorréncia dos efluentes hospitalares,
urbanos e de origem animal carregados de antibiéticos parcialmente metabolizados,
gue chegam junto com os materiais biol6gicos excretados. Além dos medicamentos
vencidos ou que ndo estao mais sendo usados, que por falta de acdo governamental
e conscientizacéo, sdo descartados nos esgotos urbanos(ARAUJO, 2019; COSTA;
SILVA JUNIOR, 2017; ZAGUI, 2019).

Hé& ainda os estudos que citam uma relacéo dessa forma de sobrevivéncia das
bactérias com os cosméticos, em virtude da exposi¢do aos conservantes constituintes
das formulagcbes cosméticas, por uma questao de resisténcia cruzada, ou seja, ao se
adaptar ao adjuvante, também ganharia uma forma de resisténcia a alguns
antibidticos (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

A ascendéncia bacteriana sobre os farmacos antimicrobianos € categorizada
COmMoO uma grave ameaca a saude publica, leva ao aumento do periodo de internacao
hospitalar, dos gastos hospitalares, sobrecarrega os sistemas economicamente, tanto

publicos quanto privados. Também leva ao aumento dos nimeros de morbidades e
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de mortalidades, como resultado a reducao da produtividade devido ao impedimento
da volta ao trabalho(BARCHITTA et al., 2020; COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; ZAMAN
et al., 2017).

Conhecer os mecanismos genéticos e bioquimicos envolvidos no processo de
resisténcia é de fundamental importancia, principalmente, para aqueles que precisam
entender como a bactéria se comportam, e, consequentemente, desenvolver
farmacos capazes de driblar as barreiras impostas por elas (GUIMARAES et al.,
2010).

Os microrganismos que conseguem sobreviver a atuacdo do antibiotico,
principalmente diante do seu uso incorreto, vencem a primeira etapa da selecao
natural induzidas por eles(GUIMARAES et al., 2010; JUNIOR et al., 2018; TORTORA
et al., 2017; ZAMAN et al., 2017).

A partir desse momento, alguns eventos podem ocorrer, como 0 surgimento de
mutacdes, de forma aleatéria, em alguns genes, que podem estar presentes no DNA
cromossomal, em transposons, pequenos fragmentos de DNA capazes de saltar
(mbveis) de uma molécula para outra, e em plasmideos (GUIMARAES et al., 2010;
JUNIOR et al., 2018; TORTORA et al., 2017; ZAMAN et al., 2017).

Na Figura 4 esta representada, em ordem cronoldgica, a descoberta de alguns
antibioticos e os anos dos primeiros casos de resisténcia aos seus mecanismos de
acao.

Figura 4-Ordem cronolégica das descobertas de alguns antibiéticos e dos primeiros relatos de
resisténcia bacteriana de cada um
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Fonte: Zagui (2019).
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E necessario pouco tempo para uma grande populacdo dessas células
passarem a ser resistentes aquele antibidtico. Isso, devido ao fato das mutacfes
poderem ser transferidas de forma horizontal entre as bactérias através da
conjugacao. Nesses casos, a bactéria duplica o plasmideo portador do gene e o
transfere para a outra por um pili sexual, ou até pelo processo da transducéo, quando
um bacteriéfago coloca o seu material genético na bactéria receptora (COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017; JUNIOR et al., 2018; TORTORA et al., 2017; ZAGUI, 2019; ZAMAN
et al., 2017).

Assim como de forma vertical, através dos mecanismos normais de reproducao
ou por transformacdo, que trata-se da incorporacdo de transposons no material
genético cromossomal ou nos plasmideos locais (COSTA.; SILVA JUNIOR, 2017,
JUNIOR et al., 2018; TORTORA et al., 2017; ZAGUI, 2019; ZAMAN et al., 2017).

Quanto aos mecanismos bioquimicos de resisténcia bacteriana, eles podem
acontecer de forma isolada ou associada, tornando algumas bactérias
multirresistentes. Elas podem resistir ao realizar a destruicdo ou inativacdo da
molécula bioativa, através de enzimas que conseguem degrada-los, devido a
presenca de alguma estrutura comum a eles. Essa acéo pode ocorrer por 3 possiveis
reacdes enzimaticas: Hidroélise, transferéncia de grupo quimico ou processo de
oxirreducdo (ARAUJO, 2019; COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; GUIMARAES et al.,
2010; JUNIOR et al., 2018; TORTORA et al., 2017).

Esses mecanismos bioquimicos prejudicam, principalmente, aos
antimicrobianos de origem natural, como as penicilinas e as cefalosporinas. Nesses
casos utilizam o anel B-lactamico, comum a ambos, como alvo de hidrolise pelas
enzimas B-lactamases, que possui inUmeras variagdes, com preferéncia pelas opc¢des
naturais, muito provavelmente, pelo fato de estarem em contato com essas
substancias ha mais tempo (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; TORTORA et al., 2017).

Outra forma de resistir aos ataques dos farmacos € por meio do impedimento
da entrada deles no sitio-alvo, no interior da bactéria, ao modificar a abertura e a
guantidade de suas porinas, além do contetdo de lipolissacarideos e dessa forma,
restringir a absorco de algumas moléculas para a regido periplasmatica (ARAUJO,
2019; COSTA,; SILVA JUNIOR, 2017; GUIMARAES et al., 2010; JUNIOR et al., 2018;
TORTORA et al., 2017).

Esse mecanismo acontece com frequéncia nas bactérias gram-negativas,

devido a constituicdo de suas paredes celulares, e ganha forgca associado ao
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mecanismo anterior, pois aqueles que ainda conseguem adentrar sao inativados pelas
enzimas (ARAUJO, 2019; COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; GUIMARAES et al., 2010;
JUNIOR et al., 2018; TORTORA et al., 2017).

Também pode ocorrer o chamado efluxo rapido (eje¢éo) do antibidtico, trata-se
da bactéria, mais comumente gram-negativa, possuir proteinas que funcionam como
bombas de efluxo, com papel de retirar de dentro da célula uma certa quantidade de
antibiético que entra na célula, o que ndo permite que ele alcance uma concentracao
intracelular efetiva (ARAUJO, 2019; COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; GUIMARAES et
al., 2010; JUNIOR et al., 2018; TORTORA et al., 2017).

Além desses, os genes de resisténcia podem promover a alteracdo no sitio-
alvo do farmaco, neutralizar o efeito do antibiético, mas sem modificar de forma
significativa as funcbes celulares. Dessa forma que o Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA-Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) passou a
impedir a meticilina de ter acao nas suas células, ao modificar uma proteina de ligacao
a penicilina presente na membrana celular (ARAUJO, 2019; COSTA; SILVA JUNIOR,
2017; GUIMARAES et al., 2010; JUNIOR et al., 2018; TORTORA et al., 2017).

Outra possibilidade de resisténcia é sintetizar uma alta quantidade de enzimas
ou quantidades menores das moléculas contra a qual o farmaco age e mais
recentemente, verificou-se a formacao de biofilme para esse fim também, pois ao se
manterem no interior dessa estrutura, acabam protegidos das acdes de mdltiplos
agentes (COSTA,; SILVA JUNIOR, 2017; TORTORA et al., 2017).

A Organizacdo Mundial de Saude/World Health Organization -OMS/WHO, em
2017, organizou uma lista de bactérias resistentes aos antibioticos, categorizadas
como “prioritarias” por serem ameacas a saude humana. Dentre os que foram citados,
estavam a Pseudomonas aeruginosa e espécies da familia Enterobacteriaceae
(Klebsiella spp., Escherichia coli, Serratia spp., etc.) resistentes aos carbapenémicos.
Além de serem produtoras de (B-lactamases de espectro amplo, fazem parte do grupo
de prioridade 1 considerado critico (WHO,2017; ZAGUI, 2019).

Segundo Glasset et al. (2018), cepas de Bacillus cereus ja mostraram um
fendtipo de resisténcia adquirida a rifampicina, levando a necessidade de ajustes no
tratamento e uma maior atencdo com o0s pacientes. Essa espécie bacteriana fica em
segundo lugar como agente responsavel por surtos de origem alimentar na Franca e

o terceiro na Europa. Os surtos causam vomitos e diarreias, sintomas preocupantes
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em pacientes fisicamente frageis ou debilitados como criancas e idosos (GLASSET et
al., 2018; OSIMANI et al., 2018).

Medidas preventivas e de orientacao precisam ser reforcadas imediatamente,
como a priorizacdo de prescricdbes com medicamentos de espectro estreito em vez
dos que possuem amplo espectro, na tentativa de diminuir as altas taxas de
mortalidade e infec¢cdes com risco de vida resultantes do cenario atual. Esses
problemas sdo agravados mediante situagfes inusitadas, como guerras, desastres
naturais e até mesmo pandemias, como € 0 caso Nnovo coronavirus, que contribui no
aparecimento de pneumonias nos enfermos (LIMA, 2020; TORTORA et al., 2017;
ZAMAN et al., 2017).

A OMS/WHO ja emitiu alertas que uma era pds-antibiotica terd como resultado
infeccdes mais frequentes e a evolugcdo de pequenos ferimentos até a morte, se nao
houver buscas por alternativas eficazes. Cerca de 63.000 pacientes nos Estados
Unidos falecem anualmente em decorréncia de infeccbes bacterianas hospitalares,
assim como 25.000 morrem, na Europa, devido a atuacdo de bactérias
multirresistentes (ZAMAN et al., 2017).

3.2.4 Dificuldades no surgimento de novas opc¢des terapéuticas

O desenvolvimento da problemética da resisténcia bacteriana pode ser
desacelerada a partir de algumas estratégias como: uso de vacinas para prevenir 0
aparecimento das infeccbes; adesao as medidas de controle e prevencédo para evitar
a disseminacdo dos microrganismos resistentes entre pacientes, principalmente, a
nivel hospitalar; e a descoberta, desenvolvimento e inser¢do no mercado de novas
opcoes terapéuticas (GUIMARAES et al., 2010).

Porém, o mercado de antibidticos enfrenta uma grave reducédo no surgimento
de novas opcOes terapéuticas, sejam agueles com novos mecanismos de acdo quanto
agueles que sofrem apenas uma modificacdo molecular, na tentativa de fugir dos
mecanismos de resisténcia bacteriana (FAIR; TOR, 2014; GUIMARAES et al., 2010).

Existem varias causas, dentre elas, a que mais se destaca é a do aspecto
econdmico, pois, infelizmente, no mundo capitalista em que se vive, existe a
necessidade do retorno financeiro imediato apds o langcamento de qualquer produto
no mercado, entdo, o0s medicamentos ndo tém como fugir dessa realidade (FAIR;
TOR, 2014; GUIMARAES et al., 2010).
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As industrias farmacéuticas investem, por vezes, bilhdes ao longo do processo
de desenvolvimento e esperam receber, o0 mais breve possivel, 0 seu respectivo
retorno financeiro. Mas, algumas situagbes que ocorrem ap6s o lancamento no
mercado dificultam esse retorno e uma delas é o uso irracional dos antibidticos
(GUIMARAES et al., 2010).

Uma vez que sao utilizados de forma inadequada, mais rapidamente a
resisténcia aparece e como consequéncia deixam de ser prescritos. Esse quadro leva
as vendas, os lucros e até o tempo de patente diminuirem, ou seja, o que levou 7-10
anos para ser lancado, em 7-8 anos comeca a ser descontinuado (GUIMARAES et
al., 2010).

Também, devido a rentabilidade, essas empresas preferem investir em
medicacbes para doencas crdnicas, por exemplo os anti-hipertensivos, ja& que o
publico-alvo compra sempre, pois necessita do tratamento por toda a vida. Enquanto
0s antibioticos sdo administrados por tempo limitado, nem sempre prescritos, para
diminuir o risco de resisténcia bacteriana e, por consequente, menos vendidos (BANIN
et al., 2017; FAIR; TOR, 2014; FERNANDES, 2017).

Essa politica mais cautelosa aumenta o tempo até que uma resisténcia se
manifeste, mas, em compensacao, limita o retorno dos investimentos das empresas.
Esse baixo lucro diminui o interesse em manter setores de Pesquisa &
Desenvolvimento focados em novos antibiéticos (FAIR; TOR, 2014; FERNANDES,
2017).

Se o0 cenario se manter dessa forma, havera uma enorme repercussdo na
medicina, pois a maioria dos procedimentos médicos, até aqueles mais simples em
questao de complexidade e risco ao paciente, por exemplo pequenas cirurgias, que
lesam a pele com cortes, e a quimioterapia, que deixa o paciente imunossuprimido,
possuem sempre em seu protocolo a profilaxia através de antibiéticos (FAIR; TOR,
2014; FERNANDES, 2017).

Sem mencionar as milhdes de mortes, aumento do numero de casos de
morbidades, entre outros efeitos naturais desse processo, 0 que indica a enorme
necessidade de associar esforgos multidisciplinares com altos investimentos
financeiros o mais rapido possivel, pois sdo necessarios anos de pesquisa e testes
que garantam a eficacia e a minima toxicidade ao organismo humano (FAIR; TOR,
2014; OLIVEIRA, C., 2017; RODRIGUES et al., 2018; SILVA, 2018; ZAGUI, 2019).
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As pesquisas de novas moléculas oriundas de fontes naturais, como o solo, de
onde ja sairam 2/3 dos farmacos naturais dessa classe, vém sendo retomadas, com
os fungos filamentoso sempre como candidatos a produtores (FAIR; TOR, 2014;
OLIVEIRA, C., 2017; RODRIGUES et al., 2018; SILVA, 2018; ZAGUI, 2019).

3.3 Fungos

Os fungos sdo seres eucaridticos, pois apresentam membrana nuclear, que
delimitam o espaco nuclear com 0s cromossomos e nucléolos no seu interior, podem
ser haploides ou diploides, dicariéticos, homo ou heterocarioticos (FUCK, 2018;
GOYAL et al., 2017; NEGREIROS, 2020; TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et al.,
2017)..

Sao quimio-heterotroéficos, pois ndo sdo capazes de captar a energia luminosa
e, assim, nao sintetizam seu proprio alimento, diferentemente das plantas, que
realizam fotossintese para sintetizar carboidratos (FUCK, 2018; GOYAL et al., 2017,
NEGREIROS, 2020; TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et al., 2017).

Adquirem as substancias por absorcdo, através da passagem pelas
membranas, mas para obter energia, precisam promover a quebra das ligacbes
guimicas presentes nos substratos, através da liberacdo de enzimas e sdo capazes
de armazenar glicogénio como sustancia de reserva (FUCK, 2018; GOYAL;
RAMAWAT; MERILLON, 2017; NEGREIROS, 2020; TAKAHASHI et al., 2017;
TORTORA et al., 2017).

Esses seres sdo, normalmente, aerébios ou anaerodbios facultativos, o que
permite o seu crescimento em condi¢cdes adversas, como com baixa concentracao de
oxigénio, e apenas alguns fungos anaerobios sao conhecidos (FUCK, 2018; GOYAL,;
RAMAWAT; MERILLON, 2017; NEGREIROS, 2020; TAKAHASHI et al., 2017;
TORTORA et al., 2017).

A maioria desses microrganismos apresenta parede celular composta,
principalmente, pelo polissacarideo quitina (sem peptideoglicano), que é um polimero
formado por monémeros de N-acetilglicosamina (NAG), e as leveduras contém os
polissacarideos glicano e manana. Além disso, os fungos tém esterdis na constituicao
da sua membrana e alguns possuem celulose na parede celular (FUCK, 2018;
ROCHA, 2017; TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et al., 2017).
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Constituem um grupo fascinante e alvo de intenso estudo, supde-se que
existam cerca de 1,5 milhdo de espécies, na qual apenas 7% dessas foram
identificadas. Pertencem ao dominio Eukarya, sua complexidade e caracteristicas séo
tdo Unicas que deram origem a um Reino préprio chamado de Fungi (NEGREIROS,
2020; TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et al., 2017).

Eles ndo possuem clorofila em seu interior, podem ser encontrados em todos
os tipos de habitat e se dispersam através de varios agentes, como 0 ar, a agua, as
sementes, 0s insetos, 0s animais e os proprios seres humanos (NEGREIROS, 2020;
TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et al., 2017).

Os fungos podem ser classificados segundo a sua morfologia em unicelulares,
que sao as leveduras, ou em pluricelulares, que séo os fungos filamentosos, tanto os
bolores quanto as espécies macroscopicas como os cogumelos(NEGREIROS, 2020;
ROCHA, 2017; TORTORA et al., 2017).

As leveduras apresentam-se com col6nias pastosas e com a cor creme, branca,
preta ou rosa. A reproducao pode ocorrer por brotamento, nesse processo a célula
chamada de parental ou mée forma um broto ou protuberancia na sua parte externa.
A medida que ele cresce, o0 nlcleo da célula-mae se divide, um deles vai para o interior
do broto, ocorre a sintese da parede celular e, por fim, a separacédo do broto da sua
célula de origem (GOMPERTZ et al., 2015; TORTORA et al., 2017).

As vezes, como sdo formados muitos brotos, eles podem acabar ndo se
separando e formarem uma estrutura parecida com a hifa, mas como néo € igual leva
o nome de pseudo-hifa. Também podem se reproduzir por fissdo, nesse a célula
parental forma duas novas células idénticas, nesse caso, essa célula-mae aumenta
de tamanho, ocorre a divisdo do nucleo e duas células-filhas sdo produzidas
(GOMPERTZ et al., 2015; TORTORA et al., 2017).

Os fungos filamentosos sdo formados por células que se unem no formato de
um tubo fino chamado de hifa, estrutura o talo ou o corpo desses microrganismos, e
compdem a estrutura vegetativa basica de crescimento. Na maior parte das vezes,
sdo septadas, ou seja, particionadas através de uma parede transversal,
denominadas de septos, e geradas através de invaginagcbes nas paredes
celulares(FUCK, 2018; NEGREIROS, 2020; TORTORA et al., 2017).

Em alguns fungos, as hifas sdo chamadas de cenociticas, pois elas ndo séo
septadas, sdo formadas por células longas, continuas e com muitos nucleos. Apesar

da presenca desses septos na maioria das espécies, geralmente, ha a presenca de



50

poros nessas estruturas divisorias, que permitem o compartilhamento do citoplasma
entre células proximas, entdo faz esses seres também serem considerados micro-
organismos cenociticos (GOMPERTZ et al., 2015; TORTORA et al., 2017).

O conjunto de hifas, ramificadas e entrelagadas, forma o micélio, visivel a olho
nu, conhecido como colénia e como tecido verdadeiro. A porcdo do micélio que
assume funcbes de obtencdo de nutrientes, fixacdo e crescimento, € chamada de
micélio vegetativo, enquanto que a por¢ao diretamente envolvida com a reproducéo,
que se projeta acima da superficie do meio, na qual o fungo estéa se desenvolvendo,
€ denominada de micélio reprodutivo ou aéreo (FUCK, 2018; NEGREIROS, 2020;
TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et al., 2017).

A reproducao desses fungos pode acontecer de forma assexuada ou sexuada,
através da formacédo de esporos, que é usado, inclusive, na identificacdo desses
seres. Agueles que apresentam ambas as formas de reproducédo sdo chamadas de
fungos perfeitos ou teleomorfos, ja os que nao tém a reproducdo sexual descrita sdo
0os chamados imperfeitos ou anamorfos (FUCK, 2018; SANTOS-EBINUMA, 2013;
TORTORA et al., 2017).

Os esporos produzidos sao diferentes dos enddsporos bacteriano, pois além
de ndo exibirem a mesma tolerancia a situacdes extremas e nem a mesma
durabilidade, o processo de formacdo e germinacdo os diferencia completamente,
embora possam se manter viaveis por longos periodos em locais secos ou quentes
(TORTORA et al., 2017).

O enddsporo é formado pela diferenciacéo de uma Unica célula bacteriana e ao
germinarem produzem uma Unica bactéria também, ndo € considerado um processo
reprodutivo, ja que ndo ocorre a multiplicacao das células. Ao contrario do esporo
fungico, que apoés se formar, se separa da célula-méae e germina, dando origem a um
novo fungo filamentoso (TORTORA et al., 2017).

As hifas aéreas formam esporos de diferentes maneiras, de acordo com a
espécie a ser considerada. A reproducéo sexuada acontece em 3 fases, na qual a
primeira & a Plasmogamia, nesse ponto um nucleo haploide, de uma célula doadora
(+), consegue entrar no citoplasma de uma célula receptora (-), pois sdo duas
linhagens opostas de uma mesma espécie (TORTORA et al., 2017).

A segunda fase € a Cariogamia, que nada mais é do que a fusdo de ambos os
nacleos das células envolvidas, origina um nucleo zigotico diploide, para em seguida

iniciar a Meiose, nessa terceira fase, esse novo nucleo passa por um processo de
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mudanca e da origem a uma célula com ndcleo haploide, chamada de esporo sexuado
e que € usado na identificacdo dos filos (TORTORA et al., 2017).

Na reproducdo assexuada, os fungos passam pelo processo da mitose e logo
depois pela divisdo celular, ndo ocorre a fusdo dos nucleos, podem formar dois tipos
de esporos e eles sdo mais facilmente obtidos em laboratorio (NEGREIROS, 2020;
TORTORA et al., 2017).

Um é o esporangiésporo, que nasce em grande quantidade, cerca de centenas,
no interior de uma bolsa chamada esporangio, que por sua vez nasce no apice de
uma hifa aérea denominada de esporangioforo. E o outro € o conidiésporo ou conidio,
caracterizado como unicelular ou multicelular. Nao é revestido por uma bolsa e nasce
em cadeia, na extremidade do conidioforo, que pode ser ramificado ou ndo. Por vezes,
nascem ao longo do micélio vegetativo e sdo chamados conidio sésseis (GOMPERTZ
et al., 2015; NEGREIROS, 2020; TORTORA; et al., 2017).

Esse termo, conidio, significa pd, entdo eles conseguem de forma pratica e facil
serem liberados da cadeia, ao menor movimento, e passam a flutuar no ar como se
fossem uma poeira, cumprindo um excelente papel dispersivo (GOMPERTZ et al.,
2015; NEGREIROS, 2020; TORTORA et al., 2017).

As células conidiogénicas sédo as que dao origem aos conidios, que pode ser
hialino ou pigmentado, possuindo diferentes formas, como esféricos, fusiformes,
cilindricos, piriformes, com parede rugosa ou lisa. Sdo formados por uma Unica célula
ou podem ter septos em um ou dois planos, aparecem por vezes isolados e outras em
grupos (GOMPERTZ et al., 2015).

Existem dois outros esporos classificados como assexuados, apesar da sua
formacao diferenciada, sdo os artroconidios, na qual fragmentos espessos, oriundos
de hifas septadas, ao serem desmembrados formam células Unicas. E tem o
blastoconidio, na qual seu processo de producéo parte de um broto, que vem da célula
parental, desenvolve e forma esse esporo, mas esse segundo nao € presente em
fungos filamentosos e sim em leveduras (SANTOS-EBINUMA, 2013; TORTORA et
al., 2017).

Os bolores formam colénias com morfologias variadas, como algodonosas,
pulverulentas, aveludadas entre outros, e com varios pigmentos (GOMPERTZ et al.,
2015; TORTORA et al., 22017).

Além disso, existem os chamados fungos dimorficos, que podem crescer em

ambas as formas, fendbmeno bem presente em espécies patogénicas. Elas possuem



52

esse comportamento em funcdo da temperatura, pois a 37°C apresentam a forma de
levedura e a 25°C apresentam a forma de fungo filamentoso (NEGREIROS, 2020;
ROCHA, 2017; TORTORA et al., 2017).

O metabolismo dos fungos € dividido entre a producéo de metabdlitos primarios
e secundarios. Os metabdlitos primarios sdo as substancias quimicas essenciais para
0 crescimento e para a reproducdo desses seres, formados ao longo do crescimento
vegetativo e quase ao mesmo tempo que as novas células. De tal forma que, a curva
de producdo acontece de forma semelhante a curva de crescimento celular, como
consequéncia, sdo considerados derivados de reacdes metabolicas, que auxiliam na
sustentacdo basica da vida desses microrganismos (FUCK, 2018; ROCHA, 2017;
TORTORA et al., 2017).

Destacam-se na industria de alimentos e de ragcdo com os alcoois como o
etanol, aminoacidos como a lisina, nucleotideos flavorizantes como o acido 5-
guanilico, &cidos organicos como o acido latico, polidis como glicerol, polissacarideos
como a xantana, aclUcares como a ribose e vitaminas como a biotina (FUCK, 2018;
RAJASEKARAN et al., 2008).

Os metabdlitos secundarios sdo produtos com baixa massa molecular, mas
com uma estrutura quimica complexa. Essas substancias sao cruciais no equilibrio,
na regulacdo e na sobrevivéncia dos microrganismos, podem ser gerados de diversas
formas, em inimeras situagdes, consequentemente com diversas funcdes bioldgicas
(KELLER, 2019; MATUSZEWSKA et al., 2018; NEGREIROS, 2020; PAMPHILE et al.,
2017; TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et al., 2017).

A producdo desse grupo de metabdlitos ndo é realizada até a chamada
trofofase ter sido quase finalizada, que € o momento do crescimento logaritmico, e a
fase estacionaria ter sido iniciada. Logo depois, na denominada idiofase, 0 momento
gue a maioria dessas substancias sdo realmente formadas, em virtude do
esgotamento de nutrientes e acumulo de algumas substancias toxicas, com aumento
natural do estresse oxidativo (NEGREIROS, 2020; TORTORA et al., 2017).

A sua liberagcdo é estimulada como mecanismo de defesa contra alguns
patégenos, em interagcdes com outros seres e na adaptacdo ao meio ambiente, mas
também pelo acumulo dos metabdlitos primarios com uma quantidade expressiva de
células vivas do fungo em questio, no meio em que ele crescer. E construido a partir

da modificacdo de metabdlito primarios, os acil-CoAs sao os blocos de construcao
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iniciais que alimentam a geracado de alguns deles (BILLS; GLOER, 2016; KELLER,
2019; NEGREIROS, 2020; TAKAHASHI et al., 2017; TORTORA et al.,, 2017).

Os genes envolvidos na sintese de metabdlitos primarios se apresentam
dispersos no genoma fangico, ao contrario dos genes relacionados aos metabolitos
secundarios. Estes, por sua vez, ficam proximos uns dos outros no genoma, formando
os clusters, constituindo o chamado agrupamento de genes biossintéticos (BGC)
como a aflatoxina BGC4. S&o codificadores das enzimas que participam da
construcdo dos metabdlitos secundarios (KELLER, 2019; TAKAHASHI et al., 2017).

Estes metabdlitos podem ser liberados de forma volatil, excretados no meio
ambiente, incorporados em elementos estruturais na célula ou até mesmo podem se
manter ligados as células. Este grupo é constituido por moléculas complexas,
pertencentes a diferentes classes quimicas, como policetideos, terpendides,
peptideos néo ribossomais, alcaloides, peptideos de ribossomos codificados
nuclearmente e moléculas de misturas biogénicas mistas oriundas de vias hibridas
(BILLS; GLOER, 2016; FUCK, 2018; NEGREIRQOS, 2020; PAMPHILE et al., 2017).

As substancias bioativas oriundas desse metabolismo secundario possuem
inUmeras atividades biolégicas e, consequentemente, um alto poder biotecnoldgico,
principalmente nas industrias farmacéuticas, cosméticas, alimenticias e agroquimica.
Séo eles os antibibticos, os anti-inflamatérios, os anti-hipertensivos, os antitumorais,
0s anticolesterolémicos, 0s imunossupressores, 0s pigmentos, os filtros solares, os
siderdéforos, os inseticidas, os reguladores do crescimento de plantas, os herbicidas e
0s pesticidas ecoldgicos (AGUIAR et al., 2015; BILLS; GLOER, 2016; FUCK, 2018;
KELLER, 2019; NEGREIROS, 2020; PAMPHILE et al., 2017; RAJASEKARAN et al.,
2008; TAKAHASHI et al., 2017).

A penicilina € um exemplo de substancia bioativa, e, ainda serviu de modelo
para o desenvolvimento de outras estruturas com esse tipo de atividade, como a
ampicilina, a amoxilina e a meticilina pela industria farmacéutica (RAJASEKARAN; et
al., 2008; TAKAHASHI et al., 2017).

Outros metabdlitos de expressiva importancia foram a ciclosporina, o primeiro
imunossupressor descoberto a partir do fungo Tolypocladium inflatum, que permitiu a
viabilizagao de transplantes, em virtude da diminuicdo das possibilidades de rejei¢céo
dos 6rgéos nos pacientes que os receberam(GOYAL; RAMAWAT; MERILLON, 2017;
TAKAHASHI et al., 2017).
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Assim como a lovastatina e a mevastatina , isolados dos Aspergillus terreus e
Penicilium spp. e capazes de reduzir o colesterol, o aspergiolido, que € um antitumoral
excretado pelo Gliocladium roseum(GOYAL; RAMAWAT; MERILLON, 2017;
TAKAHASHI et al., 2017).

Como também a Ganodermicina, uma substancia produzida pela espécie
Ganoderma licidum e com atuacdo anti-inflamatéria e os pigmentos avermelhados
rubropunctamina e monascorubramina, liberados por espécies de Monascus spp.
(GOYAL; RAMAWAT; MERILLON, 2017; TAKAHASHI et al., 2017).

3.4 O Género Trichoderma

3.4.1 Nomenclatura e a Histéria Taxondmica

No passado, uma pratica comum na micologia era designar os fungos
ascomicetos segundo a forma de reproducéo observada. Eles recebiam um nome
quando era verificado a fase assexuada (Anamorfica ou Imperfeita) e outro quando
era a fase sexuada (Teleomorfica ou Perfeita). Isso acontecia em virtude da falta de
recursos mais sofisticados e conhecimentos mais abrangentes que pudessem mostrar
gue se tratavam do mesmo fungo (ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al., 2019;
OLIVEIRA, 2019).

Baseado nisso, o nome Trichoderma era usado na fase assexuada, comumente
estudada nas colénias em Placa de Petri, e 0 nome Hypocrea era utilizado para a fase
sexuada, que dificilmente era visto em cultura pura e sim na natureza, em madeira em
decomposicao e fungos macroscépicos (ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al.,
2019; OLIVEIRA, 2019; RIBEIRO, 2017; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010).

Essa classificacéo existia, como se fossem géneros diferentes, pela dificuldade
na avaliacdo morfologica e pelos estudiosos da época ainda ndo conseguirem
compreender que eram apenas fases da reproducdo de um mesmo fungo, observadas
em momentos distintos (ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al., 2019; OLIVEIRA,
2019; RIBEIRO, 2017; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010).

Ao se aprofundarem os estudos e ocorrer o surgimento de novas técnicas, mais
sensiveis as pequenas diferencas, como os estudos filogenéticos, foi possivel a

conexdo mais confiavel entre as fases de reproducdo, um entendimento mais
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esclarecido de que em alguns casos analisados, 0s microrganismos pertenciam a
mesma espécie (ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al., 2019) .

Por um tempo ainda se usava 0s termos Hypocrea e Trichoderma como
sinbnimos, mas com o0 tempo o primeiro caiu em desuso e 0 segundo teve a
preferéncia, também considerado por ter sido o primeiro a ser usado em descri¢cdes
oficiais (ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al., 2019; OLIVEIRA, 2019; RIBEIRO,
2017).

Os fungos referentes ao género Trichoderma pertencem ao filo Ascomycota, a
classe Sordariomycetes, a ordem Hypocrales e a familia Hypocreaceae. A primeira
descricéo foi realizada por Christian Hendrik Persoon, em 1794, e posteriormente
revisada por varios micélogos como Mein Rifai e Jhon Bisset, sempre com uma
nomenclatura complicada devido ao pleomorfismo existente (ABREU; PFENNING,
2019; LISBOA, 2017; MONTE et al., 2019; OLIVEIRA, 2019; RIBEIRO, 2017;
SAMUELS, 2006; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010).

O género Hypocrea foi descrito primeiro por Elias Fries, em 1825, baseado em
Sphaeria rufa Pers, que possuia ascosporos hialinos, e depois se tornou a espécie
Hypocrea rufa(pers.) Fr., mas na época ndo foi relacionado com o género
Trichoderma. Em 1865, houve um fato histérico na taxonomia dos fungos conidiais,
os irmaos Ludovicus-renatus e Carolus Tulasne registraram que o Trichoderma viride
era a fase assexuada ou imperfeita de Hypocrea rufa (CHAVERRI; SAMUELS, 2003;
LISBOA, 2017; SAMUELS, 2006).

No periodo entre o inicio do século XX até o final da década de 60 somente o
T. viride era reconhecido oficialmente, em seguida o género recebeu uma nova
classificacdo com 9 agregados de espécies, separados em virtude da observacao das
diferengas morfologicas da fase assexuada em cultura pura (ABREU; PFENNING,
2019; LISBOA, 2017; MONTE et al., 2019).

Esse termo “agregado” foi escolhido porque representava espécies que podiam
ter morfologia e biologia diferentes na fase sexuada, mas parecidas na fase
assexuada. Essa demora e poucas descobertas eram em virtude também do baixo
interesse nesses fungos, ja que até microscopicamente todos eram parecidos. No
inicio dos anos 90, houve a mudanga da classificagdo para 5 sec¢des, mantendo a
consideracdo de como eles se apresentavam na fase sexuada e atingindo cerca de
30 espécies catalogadas (ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al., 2019).
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Com a adeséo a filogenia molecular nos anos 2000, ndo s6 o nome do género
foi mais bem estabelecido, como também o nimero de espécies aumentou de forma
consideravel, com o uso de sequéncias parciais de genes compartilhados e bem
conservados entre 0s seres comparados, 0 que gera uma arvore filogenética a ser
analisada (ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al., 2019).

Isso, devido ao fato das sequéncias ITS, considerada a regido universal na
identificacdo de fungos, ndo funcionarem tédo bem para os Trichodermas, pois é muito
conservadas em inameros microrganismos, ndo oferece uma boa andlise para a
diferenciacdo de espécies muito préximas ou parecidas e de outros ascomicetos
(ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al., 2019).

Dessa forma, o uso do termo “secbes” também deixou de ser usado e as
espécies sdo colocadas, informalmente, em grupos monofiléticos ou clados coerentes
com a filogenia do género, como o Clado Harzianum, o Virens, o Stromaticum, o Viride
(incluindo Carlos Hamatum e Koningii) e o Longibrachiatum (ABREU; PFENNING,
2019; MONTE et al., 2019; OLIVEIRA, 2019).

Até 2019, cerca de 256 espécies foram taxonomicamente aceitas, podem ser
identificadas por meio de filogenia molecular, ndo houve atualizacéo da lista, por parte
da Subcomisséo Internacional de Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea (ISTH),
desde o ano de 2015 (ABREU; PFENNING, 2019; MONTE et al., 2019; OLIVEIRA,
2019).

3.4.2 Caracteristicas Gerais

Os fungos do género Trichodermas spp. sé&o fungos de vida livre, capazes de
habitar os mais diversos solos, como 0s campos agricolas, as florestas, os pantanos
salgados, desertos e pradarias, em todas as zonas climéticas. Associados a parte
organica e a rizosfera das plantas, em virtude da utilizacdo eficiente dos seus
substratos, alta capacidade de adaptacdo as diversas condicbes de umidade e
salinidade. Também possuem rapido crescimento e por secretar metabolitos
importantes para a sua sobrevivéncia como antibidticos (ABREU; PFENNING, 2019;
MONTE et al., 2019; OLIVEIRA, 2019; SHARMA et al., 2019).

Apesar de ser um género comum nos solos e considerado cosmopolita, ao
contrario do que se imagina, somente uma pequena parcela de suas espécies tem

esse tipo de habitat ou possui ampla distribuicdo geogréafica(ABREU; PFENNING,
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2019; GHAZANFAR et al., 2018; MONTE et al.,2019; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010;
SHARMA et al., 2019).

Na verdade, a maior parte tem distribuicdo restrita e parasita fungos que
formam corpos de frutificagdo macroscépicos, como cogumelos e orelhas-de-pau,
além de madeiras em decomposicdo. Também foram encontrados em fontes
inesperadas, como baratas, mexilhbes marinhos, mariscos e tripas de cupins
(ABREU; PFENNING, 2019; GHAZANFAR et al., 2018; MONTE et al.,2019;
SCHUSTER; SCHMOLL, 2010; SHARMA et al., 2019).

Raramente esses microrganismos sao classificados como patdgenos, com
atuacdo confirmada em plantas e em seres humanos, como oportunistas em
individuos com imunossupressdo(ABREU; PFENNING, 2019; OLIVEIRA, 2019;
SCHUSTER; SCHMOLL, 2010).

Nesses Ultimos casos foram isolados de pacientes que faziam dialise, mais
especificamente no efluente peritoneal, assim como em pacientes transplantados,
com leucemia, que sofrem de abscessos cerebrais e com HIV. As espécies mais
prevalentes e que sdo bastante relacionadas sdo a Hypocreca orientalis e T.
citrinoviride Bisset, além das menos frequentes T. harzianum e T. longibrachiatum
(ABREU; PFENNING, 2019; OLIVEIRA, 2019; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010).

Esses fungos possuem algumas caracteristicas macroscopicas e
microscoépicas proprias, que incluem tanto o crescimento rapido quanto a formacéao de
colénias com micélio aéreo, hialino, algodonoso, com desenvolvimento em tufos e
recoberto por conidios, estruturas de reproducdo assexuada, de varios tons de verde
e mais raramente incolor, em tons de amarelo, cinza ou marrom (ABREU; PFENNING,
2019; LISBOA, 2017; NUNES, 2018; RIBEIRO, 2017; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010;
SILVA et al., 2019).

A coloracdo da colbnia, como um todo, vai depender da tonalidade e da
quantidade dessas estruturas de reprodugdo, como pode ser visto na Figura 5
(ABREU; PFENNING, 2019; LISBOA, 2017; NUNES, 2018; RIBEIRO, 2017;
SCHUSTER; SCHMOLL, 2010; SILVA et al., 2019).
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Figura 5-Imagens macroscoépicas e microscépicas de colbnias de fungos do género Trichoderma sp.

Fonte: Abreu e Pfenning (2019).
Nota: A e B- Colbdnias de Trichoderma spp. em meio de cultura; C- Fungos Trichoderma spp.
presente em um dos seus substratos naturais; D- Conidiéforos com fidlides peniciladas e conidios da
espécie T. virens.

Na fase sexuada de determinadas espécies, aparecem corpos de frutificacdo
com o formato no estilo peritécio, com formacdo em estromas esverdeados,
amarelados, cremes ou amarronzados, que é formado em cima do substrato
colonizado como madeiras em decomposicdo (ABREU; PFENNING, 2019;
JAKLITSCH, 2009).

Nesses peritécios, ocorre a formacédo de ascos cilindricos, na qual cada um vai
conter 8 ascésporos bicelulares, arranjados de forma unisseriada, desarticulados nos
ascos, que vao se fragmentar em 16 esporos esverdeados ou hialinos (ABREU,;
PFENNING, 2019; JAKLITSCH, 2009).

Na fase assexuada, como mostra a Figura 6, ocorre a formacdo dos
conidiéforos, que sédo hifas especializadas, oriundos do micélio vegetativo, que
possuem uma alta ramificagdo com diferentes padrées e h& a producdo de zonas
concéntricas (ABREU; PFENNING, 2019; CHAVERRI; SAMUELS, 2003;
FRANCISCO, 2016; LISBOA, 2017; MUKHERJEE et al., 2013; RIBEIRO, 2017).

Esses ramos férteis possuem um arranjo tipico, descrito como uma arquitetura

piramidal ou cénica, com o apice possuindo algumas fialides, podem ser formadas em
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tufos ou livres. Em algumas espécies, como por exemplo no Trichoderma hamatum,
ha a producao de prolongamentos estéreis (ABREU; PFENNING, 2019; CHAVERRYI;
SAMUELS, 2003; FRANCISCO, 2016; LISBOA, 2017; MUKHERJEE et al., 2013;
RIBEIRO, 2017).

Figura 6-Fase assexuada dos fungos do género Trichoderma spp.

Conidios
(esporos)

®

Germinaciao

Conidiéforos

Fonte: Machado et al. (2012).

As células conidiogénicas ou fialides sédo hialinas, podem ter um formato as
vezes descrito como uma variagdo do oval ao subgloboso, ou do cilindrico ao
alongado, outras vezes como forma de cantil, com o centro dilatado, o apice afilado,
normalmente elas divergem a partir da base. Mas em T. virens se apresentam
agregadas de forma peniciladas, sdo consideradas marcadores fisiologicos
importantes, como pode ser visto na Figura 5-D (ABREU; PFENNING, 2019;
CHAVERRI; SAMUELS, 2003; FRANCISCO, 2016; GAMS; BISSET, 2002; NUNES,
2018).

Elas sdo formadas a partir desses conidiéforos, dispostas em verticilos
terminais, forma um angulo com esses ramos, é algo bem caracteristico das espécies
desse género, assim como o numero que essas estruturas aparecem (ABREU;
PFENNING, 2019; CHAVERRI; SAMUELS, 2003; FRANCISCO, 2016; NUNES,
2018).
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Os conidios também sao unicelulares, sub hialinos, com a parede lisa, estriada
ou rugosa, com o formato elipsoide, ovoide, globoso, subgloboso ou eliptico-cilindrico
e com um tamanho que pode ser de 3 a 5 um. Varia de acordo com a espécie e sao
produzidos em série, acumulados no &pice das fialides, compactados em massas,
aglomerados, soltos ou em meio a gotas cristalinas como em T.virens (ABREU,;
PFENNING, 2019; CHAVERRI; SAMUELS, 2003; FRANCISCO, 2016; GAMS;
BISSET, 2002; LISBOA, 2017; NUNES, 2018; RIBEIRO, 2017).

Além disso, a maioria das espécies de Trichoderma sp. comumente também se
reproduzem assexuadamente através dos clamidosporos, que sdo estruturas
derivadas das hifas, normalmente aparece na sua parte extremidade (terminal) ou no
interior delas (intercalar) e s&o muito importantes para a sobrevivéncia desses fungos
(BISSETT, 1984; CHAVERRI; SAMUELS, 2003; FRANCISCO, 2016; INGLIS et al.,
2020; JAKLITSCH, 2009; LISBOA, 2017; MUKHERJEE et al., 2013; SAMUELS, 2006;
SILVA et al., 2019).

Essas estruturas assexuadas possuem parede grossa e lisa, variam o seu
formato de globoso a subgloboso ou elipsoidal, unicelulares, podem ser hialinos,
amarelados, esverdeados ou levemente amarronzados, em algumas espécies
possuem diametro de 6-15 um e aparecem em abundancia, até em culturas puras, em
Trichoderma virens (CHAVERRI; SAMUELS, 2003; GAMS; BISSET, 2002; INGLIS et
al., 2020; LISBOA, 2017; SAMUELS, 2006).

Sabe-se que sao produzidos intensamente em cultivo submerso, mas a
compreensao da sua formacédo e proliferacdo ainda € incompleta, apesar de terem
sido descobertos nos anos 50. Ja sédo usadas comercialmente como propagulos ativos
em algumas formula¢cdes como SoilGardtm (FRANCISCO, 2016; LOCATELLI et al.,
2018; MUKHERJEE et al., 2013).

Possuem excelente atividade no controle biolégico, mas ndo sédo tdo escolhidos
para comporem formulacées comerciais e auxiliar na agricultura, por sua menor
resisténcia, tanto as condicbes ambientais, quanto as fases dos processamentos,
como a secagem, em comparacao aos conidios (FRANCISCO, 2016; LOCATELLI et
al., 2018; MUKHERJEE et al., 2013).

A temperatura, o pH e a presenc¢a ou auséncia de luz séo fatores imperativos
para 0 crescimento e esporulacdo das espécies desse género, assim como a
interacédo desses fatores com as suas exigéncias nutricionais. A faixa de temperatura

Otima para o crescimento da maioria das espécies € entre 25°C e 30°C, sdo poucas
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as espécies capazes de crescer e esporular até 40°C (ABREU; PFENNING, 2019;
GHAZANFAR et al., 2018; LISBOA, 2017; MASCARIN et al., 2019).

Em relagcdo ao pH, as cepas de Trichoderma demonstram ser capazes de
crescer e esporular em uma faixa ampla, que vai do pH 2,5 até o pH 7,5, mas a faixa
considerada 6tima ou ideal vai do pH 4 até o p H 7, um fator tdo importante, que chega
a afetar diretamente as atividades micoparasitarias (GHAZANFAR et al., 2018).

A luz é considerada como um fator muito significativo para a maioria das
espécies, principalmente em relacdo ao inicio da conidiogénese, o que faz esse fungo
ser descrito como “luz azul”, ja que a frequéncia da luz pode variar no espectro, do
ultravioleta até o azul (320nm-550nm), para a producéo dos conidios (MASCARIN et
al., 2019).

A condicdo de cultivo mais utilizada € aquele com ciclos alternados de
luminosidade, com 12 horas de luz e 12 horas no escuro, chamado de fotoperiodo de
12 horas, pois eles mimetizam as condi¢cées do ambiente natural. Os estudos mostram
que 24 horas apos o inicio do estimulo provocado pela luz, a geracéo de conidios se
inicia, mas a maturacdo dos mesmos pode levar até 5 dias conforme cada espécie
(MASCARIN et al., 2019).

Os meios de cultura mais utilizados tanto para o crescimento, para a
manutencdo e para a caracterizacao de isolados desse género de fungo sdo 0s meios
Batata Dextrose Agar (BDA), Agar Aveia, Agar Extrato de Malte, Agar de Blakeslee,
Agar Dextrose de Fuba, Agar Czapek Dox e meio sintético pobre (Spezieller
Nahrstoffarmer Agar-SNA) (ABREU; PFENNING, 2019; LISBOA, 2017; SIDDIQUEE,
2017).

Apés 48h de cultivo, as formacdes de circulos ou pustulas verdes podem
comecar a aparecer, em virtude da producédo abundante dos esporos/conidios sub
hialinos, mas que em massa adquirem o tom verde, na maioria das vezes, 0 que gera
uma aparéncia granular ou pulverulenta a colénia (ABREU; PFENNING, 2019).

Em caso de necessidade de laminas, prepara-las com col6nias recém
cultivadas, com 2 a 3 dias, e o novo inoculo precisar ser de locais proximos a margem
da col6nia, por ser a regido mais nova, na tentativa de evitar que venha uma
quantidade excessiva de conidios, o que pode atrapalhar a visualizagdo detalhada
dos conidioforos (ABREU; PFENNING, 2019; RIBEIRO, 2017).

Isso tudo permite seu facil reconhecimento como sendo do género, tanto em

placas como em substratos naturais, mas ndo a nivel de espécies, pois muitos



62

apresentam diversas semelhancas, até a nivel genético, que sé um estudo mais
aprofundado para diferenciar (ABREU; PFENNING, 2019; RIBEIRO, 2017).

3.4.3 Metabdlitos Secundérios e a Importancia do género

Os microrganismos do solo, como os do género Trichoderma, se destacam na
producdo de compostos biologicamente ativos, como os peptideos néo ribossémicos,
0s policetideos, os terpendides e as pironas, de consideravel valor econémico, sendo
eles sintetizados por via ribossomal ou nédo, caracterizados como volateis ou néo
(AGUIAR et al.,, 2015; AKILANDESWARI; PRADEEP, 2016; MUKHERJEE et al.,
2012).

As atividades bioldgicas mais comuns sdo o0s antibidticos, as toxinas, 0s
indutores de competicao ecoldgica, os promotores de crescimento e 0s que auxiliam
na simbiose, assim como, sdo capazes de produzir colorantes (AGUIAR et al., 2015;
AKILANDESWARI; PRADEEP, 2016; MUKHERJEE et al., 2012).

Os fungos desse género sdo pesquisados desde o século XVIII, inUmeras
caracteristicas ja foram descobertas, 0 que permite a sua utilizacdo em varias areas,
com destaque para a agricultura, ramo na qual ja é bastante comercializado, mas
muitos estudos ainda s&do necessarios e estdo acontecendo para um maior
conhecimento e aplicacao desses fungos (ABREU; PFENNING, 2019; BETTIOL et al.,
2019; PANSA, 2017).

Segundo Mukherjee, Horwitz e Kenerley (2012), os fungos do género
Trichoderma, apesar de serem uma rica fonte de metabdlitos secundarios e possuirem
diversos genes relacionados a biossintese, requerem cautela na utilizacdo desses
fungos. Por exemplo, no biocontrole, as substancias a serem produzidas por eles
precisam ser muito bem conhecidas, ja que algumas delas, oriundas de certas cepas,
podem ser toxicas para as plantas e para 0s seus consumidores, recomenda-se dessa
maneira evitar a utilizacédo, dessas cepas em questédo, para esse fim .

Além dos odores de mofo ou bolor que sdo comumente produzidos por alguns
representantes, as espécies Trichoderma viride, Trichoderma theobromicola,
Trichoderma atroviride e Trichoderma harzianum aparecem na literatura associadas a
um aroma doce, semelhante a um odor de coco, devido a producdo do composto
volatil 6-pentil-a-pirona (KLEIN; EVELEIGH, 2002; SAMUELS et al., 2002; SAMUELS,
2006; SIDDIQUEE, 2017; SILVA et al., 2019; WAGHUNDE et al., 2016).
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Esse metabdlito, por ser aprovado pela agéncia americana Food and Drug
Administration-FDA, ja é usado como aromatizante nas inddstrias alimenticias.
Também é conhecido por ser ativo na inibicdo de fitopatégenos, como o patdégeno
Fusarium oxysporum, por gerar uma pigmentacao amarela e por ser mais um fator
usado na identificacdo de algumas espécies (JUNIOR et al., 2019; PANSA, 2017,
RAMOS et al., 2008; SAMUELS, 2006; SAMUELS et al., 2002; SIDDIQUEE, 2017;
SILVA et al., 2019; WAGHUNDE et al., 2016).

Os conidios de algumas espécies sao pigmentados, como consta no item 3.2.2,
e apesar da sua natureza exata, dos genes e dos caminhos de sua formacao ainda
precisarem ser melhor determinados, eles possuem uma grande importancia na
sobrevivéncia desses fungos (MUKHERJEE et al., 2013; MUKHERJE et al., 2012;
SCHUSTER; SCHMOLL, 2010; STEYAERT et al., 2013).

Devido a exposicdo do fungo a radiacdo UV, esses genes sdo ativados e
produzem pigmentos, por possuirem o papel de proteger os conidios dos
comprimentos de onda curtos da radiacdo UV, de forma semelhante a um protetor
solar (MUKHERJEE et al., 2013; MUKHERJE et al., 2012; SCHUSTER; SCHMOLL,
2010; STEYAERT et al., 2013).

No entanto, alguns desses microrganismos também séo capazes de secretar
diversos pigmentos para 0 meio, com cores que variam do amarelo-esverdeado
brilhante ao avermelhado. Esses pigmentos difusiveis sdo melhor observados em
meios de cultura relativamente ricos, como o Agar Batata-Dextrose, em comparagao
com outros meios, 0 que mais se destaca (CELESTINO, 2013; FRANCISCO, 2016;
GAMS; BISSET, 2002; NEVES, 2016; SCHUSTER; SCHMOLL, 2010; SIDDIQUEE,
2017).

O T. viride libera um corante marrom identificado como Furfural, depois de 5 a
8 dias de incubacdo em meio liquido, que pode ser usado na industria alimenticia,
mais especificamente na panificacdo e nas bebidas, atua ndo s6 como corante, mas
também como agente aromatizante. Ele também produz um corante amarelado
chamado de Viridina e outro esverdeado, solivel em &agua, ndo muito bem
caracterizado (AKILANDESWARI; PRADEEP, 2016; CHITALE et al., 2012; NEETHU
et al., 2012).

Segundo Gupta et al. (2013) e Silva, W.S. (2013), o T. virens produz corantes
amarelos, que podem ser usados na industria téxtil, pois conseguem corar fibras

téxteis, como seda e 14, com uma boa resisténcia a lavagem e a friccdo, e séo
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classificados como néo toxicos para a pele humana e como antifungicos. E segundo
Akilandeswari e Pradeep (2016), esses corantes sdo chamados de Viridol, Virone e
Viridin.

O Trichoderma reesei, segundo Lopes (2011), é um dos fungos filamentosos
gue possuem o status GRAS (Generally recognized as safe), de acordo com o FDA,
em virtude do seus histérico na industria de alimentos e de bebidas, o que permitiu a
grande experiéncia na sua manipulacao.

As espécies de Trichoderma também estdo entre oS microrganismos mais
investigados na area do biocontrole, que é definido como a diminuicdo da densidade
do inéculo ou da acdo de um patégeno ou parasita, produtor de doenca nas plantas e
seus derivados. Pode ser feito através de um ou mais seres, naturalmente ou por
manipulacdo do ambiente ou do hospedeiro (FENTA et al., 2019).

A escolha do controle bioldgico é tendéncia mundial devido a classificacédo
como “eco-friendly” ou ecologicamente correta, e uma alternativa eficaz ao uso de
agrotoxicos, que sdo capazes de tirar a saude dos humanos, das plantas e até dos
solos. O uso de seres antagonistas, como os fungos e as bactérias, sdo bastante
populares, pois ndo produzem residuos toxicos, nem para 0s seres humanos nem
para o meio ambiente, possuem uma forma de aplicacdo considerada segura, com
producdo econdmica e facil de ser realizada (FENTA et al., 2019).

Os fungos do género Trichodermas se destacam por sua plasticidade
ecoldgica, facil producdo em larga escala e por possuirem muitos mecanismos que
podem ser explorados nesse campo. Ao colonizarem as rizosferas das plantas, com
o0 intuito de obter nutrientes, eles protegem as mesmas de varias maneiras, como por
exemplo através da competicdo por nutrientes com os fitopatégenos (ABREU,;
PFENNING, 2019; FENTA et al., 2019; INGLIS et al., 2020; MONTE et al., 2019;
SILVA et al., 2019; WAGHUNDE et al., 2016).

Nesse aspecto, ele busca crescer mais rapido ou usar a fonte de alimento com
mais eficiéncia do que o outro microrganismo, 0 que permite que ele ndo consiga se
desenvolver e parasitar aquela planta (ABREU; PFENNING, 2019; FENTA et al.,
2019; INGLIS et al., 2020; MONTE et al., 2019; SILVA et al., 2019; WAGHUNDE et
al., 2016).

Também pode realizar a antibiose, na qual as espécies de Trichoderma podem
secretar compostos, antibioticos e antifingicos, que séo capazes de diminuir ou até

mesmo inibir o crescimento do patdgenos, por toda regido circundante a rizosfera



65

(ABREU; PFENNING, 2019; FENTA et al., 2019; INGLIS et al., 2020; MONTE et al.,
2019; SILVA et al., 2019; WAGHUNDE et al., 2016).

Assim como uma melhor resisténcia aos patdégenos, tanto sistémica quanto
local, e toleréncia ao estresse abidtico, através do estimulo da producdo de uma
substancia quimica por parte da planta, fazem com que ela consiga se proteger,
provocam nelas a chamada resisténcia induzida (ABREU; PFENNING, 2019; FENTA
etal., 2019; INGLIS et al., 2020; MONTE et al., 2019; SILVA et al., 2019; WAGHUNDE
et al., 2016).

Esses fungos séo capazes de realizar o chamado micoparasitismo, na qual ele
pode se alimentar da espécie patogénica e também conseguem crescer de forma
endofitica na planta, apoiam o0 seu crescimento, ao causar a melhor aquisicdo das
fontes de nitrogénio, a promog¢&o do seu crescimento e maior eficiéncia fotossintética
(ABREU; PFENNING, 2019; FENTA et al., 2019; INGLIS et al., 2020; MONTE et al.,
2019; SILVA et al., 2019; WAGHUNDE et al., 2016).

As espécies mais utilizadas para esse fim sdo T. harzianum, T.
atroviride, T. virens, T. hamatum, T. asperellum, T. asperelloides e T. gamsii, e ja
existe comprovada eficiéncia contra os microrganismos dos géneros Fusarium,
Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis, Verticillium, entre outros nesse campo
(FRANCISCO, 2016; INGLIS et al., 2020).

Segundo Bettiol et al.(2019), alguns produtos comercializados a base de
Trichoderma sao o Asperello T 34 Biocontrol, que possui como principio ativo o
Trichoderma asperellum T34, atua contra o Fusarium oxysporum em plantas
ornamentais, cultivadas em casa de vegetacéao, e no controle de Pythium em cultivos
de tomates protegidos, de pimenta e berinjela. E comercializado através de um po-
molhavel na concentracdo de 1 x 10° UFC/g ,na qual o modo de acéo é através da
competicdo por espaco e nutriente, o micoparasitismo e a inducdo de resisténcia na
planta.

Outro produto também comercializado é o BIOREGULAX WP, cujo ingrediente
ativo € o Trichoderma harzianum, visa o tombamento causado por Rhizoctonia solani,
em cultivos de arroz, como também o mofo branco, cujo agente € a Sclerotinia
sclerotiorum em crisdntemo. O modo de acdo dessa formulacdo é através de
antibiose, competicédo por nutrientes e micoparasitismo (BETTIOL et al., 2019).

Enzimas importantes também sédo secretadas por esses fungos, com a

finalidade de realizar a degradacao e lise da parede celular de fungos patogénicos,
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como por exemplo as exoglucanases, endoglucanases, celobiase, quitinase, lipases,
amilases, proteases. Essa necessidade existe para eles poderem viver em ambientes
com diferentes condicdes e realizar essa a¢ao antifungica, por isso eles possuem uma
grande quantidade de genes que codificam essas enzimas (FRANCISCO, 2016;
GELLEN et al., 2014; MONTE et al., 2019).

Existem aquelas com alto poder de degradacdo de polissacarideos como a
celulose, presente em bagaco de cana-de-agUcar e na madeira. S&o importantes e de
grande interesse para as industrias de biocombustivel, de alimentos, téxtil e de
papelaria, mas também para o0 meio ambiente, pois conseguem decompor restos de
culturas e atuam no ciclo de matéria organica do solo (ABREU; PFENNING, 2019;
FRANCISCO, 2016).

Segundo consta em Gellen et al. (2014), uma grande quantidade de antibiéticos
€ produzida por esse género, como por exemplo a propria viridina, anteriormente
citada, mas também a trichodermina, a suzucacilina, a alameticina e a demadina, com
alguns deles sendo volateis. Esses autores realizaram testes com isolados de T.
harzianum, que se mostraram capazes também de atuar contra microrganismos de
importancia clinica como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterecoccus faecalis, Rhodotorula sp.,
Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida lusitaniae.

De forma semelhante, Leelavathi, Vani e Reena (2014) verificaram que extratos
das cepas de T. harzianum apresentaram atividade também contra o S. aureus e E.
coli, mas também contra bactérias do género da Klebsiella, corroborando com os
resultados da Oliveira (2019)), cujos extratos obtidos apresentaram compostos que
mostraram eficicia na inibicdo do S. aureus.

De acordo com os autores Shi et al. (2017), em seus estudos extratos de cultura
do T. koningiopsis também inibiram o patégeno humano E. coli. Ja os autores
Saravanakumar et al. (2018) verificaram que uma fracdo metandlica, nomeada como
F41, do micélio de uma cepa identificada como KNUPOO1, do Trichoderma atroviride,
apresentou atividade antibacteriana e antioxidante significativa, além de nao ser
citotoxica para células VERO.

Segundo Touati et al.(2018), a cepa LSBAL1 do Trichoderma orientale , isolada
de uma espoja marinha do mar mediterraneo chamada Cymbaxinella damicornis,
apresentou atividade inibitoria contra cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, como S.aureus, S. epidermidis, E.coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S.
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enteritidis, e contra cepas da levedura C. albicans. O composto antifungico foi
purificado, denominado como Hyporientalin A e identificado como analogos ao
peptaibol Longibrachin-A-II.

O género Trichoderma também é tolerante a varios poluentes como metais
pesados, pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos o que traz um grande potencial
para controlar microrganismos patogénicos de vegetais em solos poluidos. Para
facilitar a tolerancia ao estresse metalico que ele pode vir a sofrer, ao tentar realizar
essa forma de controle, ele promove nas plantas o aumento da producéo de biomassa
radicular, hiperacumulacdo de compostos toxicos nos tecidos dos vegetais, maior
disponibilidade e eficiéncia do uso de nutrientes e uma protecdo contra danos
oxidativos (TRIPATHI et al., 2017).
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4 METODOLOGIA

4.1 Selecao e Reativacédo de isolados de Trichoderma spp.

Inicialmente, houve uma pré-selecdo de 20 culturas de fungos do género
Trichoderma, cedidas pela Colecdo de Fungos da Amazodnia-CFAM, pertencente a
Colecao Biologica do Instituto Lednidas e Maria Deane-Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ-Amazo6nia) (Tabela 2).

O critério dessa pré-selecao foi a producao visual de colorantes por esses 20
fungos, em cultivos submersos, realizados por Oliveira (2019), quando pesquisava a
capacidade desses serem em produzir antibioticos para Staphylococcus aureus. Os
testes foram realizados no Laboratério de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos

da Amazonia- LEBMAM, do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia-INPA.

Tabela 2-As 20 Culturas de Fungos Trichoderma spp. pré-selecionadas para o estudo

NOdCLeCITJ??Jf;ro Género e Espécie* Local de Isolamento
CFAM 1217 Trichodermas koningiopsis Agua Municipio Rural de Serra Baixa-Iranduba/AM
CFAM 1305 Trichoderma sp. Agua Municipio Rural do Lago do Lim&o-Iranduba/AM
CFAM 1210 Trichoderma harzianum Agua Municipio Rural de Serra Baixa — Iranduba/AM
CFAM 1215 Trichoderma sp. Agua Municipio Rural de Serra Baixa-Iranduba/AM
CFAM 1145 Trichoderma sp. Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1172 Trichoderma harzianum Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1157 Trichoderma virens Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1142 Trichoderma sp. Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1144 Trichoderma virens Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1151 Trichoderma sp. Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1158 Trichoderma sp. Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1135 Trichoderma sp. Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1162 Trichoderma sp. Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 1164 Trichoderma sp. Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 0792 Trichoderma sp. Solo Cigs — Manaus/AM
CFAM 0837 Trichoderma sp. Solo Cigs — Manaus/AM
CFAM 1163 Trichoderma sp. Solo Reserva Mamiraua — Tefé/AM
CFAM 0441 Trichoderma viride Agua Cigs — Manaus/AM
CFAM 1378 Trichoderma sp. Agua Municipio Rural do Lago do Limdo-Iranduba/AM
CFAM 1379 Trichoderma sp. Agua Municipio Rural do Lago do Lim&o-Iranduba/AM

Fonte: Oliveira (2019).
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Esses 20 isolados foram reativados segundo Mutawila et al. (2016)
modificado, em placas de Petri, com meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). O
cultivo ocorreu durante 5 dias, na presenca de luz 24 horas por dia e em temperatura
ambiente (= 28 °C).O BDA era composto de infusédo de 220g de batata, 20 g de
dextrose e 20 g de agar para cada 1 L de agua (GHAZANFAR et al., 2018).

Desses isolados, 5 foram escolhidos para dar prosseguimento ao estudo. Os
critérios de selecao foram aqueles que apresentaram maior formacdo de esporos no
periodo da reativacao, pois € uma estrutura necessaria para a preparacao do inéculo,

e a producéo de cores mais expressivas em meio liquido nos estudos preliminares.

4.2 Fermentacdo Submersa

4.2.1 Preparagéo do Indculo

Os 5 fungos selecionados foram novamente cultivados em meio sélido BDA,
da mesma forma que na reativacao no item 4.1, para ocorrer a esporulacdo na cultura.
Apos o periodo de 5 dias de cultivo em BDA, como pode ser visto na Figura 7., foram
adicionados 5 mL de agua destilada estéril, em cada placa, com o auxilio de uma
micropipeta.

Os esporos foram misturados, de forma suave, a agua para ficarem
suspensos e depois removidos da superficie da cultura, com o uso da mesma
micropipeta, para tubos Falcon e agitadas em vortex. Dessa forma, a suspenséo de
esporos foi preparada, pois é necessaria para a padronizacao do in6culo (MONGA,
2001; OLIVEIRA, 2019; SHENTU et al., 2013).

Em seguida, foi retirada uma aliquota, de cada uma delas, para a
padronizacdo, que ocorreu através da contagem dos esporos presentes na amostra,
em uma camara de Neubauer ou hemocitdmetro. Realizou-se diluigcbes, quando
necesséario, para a obtencdo do volume na concentracdo desejada do indculo,
correspondente a 1 x 10° esporos/mL (MONGA, 2001; OLIVEIRA, 2019; OLIVEIRA,
L. 2017; SHENTU et al., 2013; ZEHRA et al., 2017).
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Figura 7-Colénias de Trichoderma spp. cultivadas em meio Batata Dextrose Agar (BDA), por 5 dias e
com luz 24 horas/dia

Fonte: A Autora (2020). Nota: A: Trichoderma harzianum CFAM 1210; B:Trichoderma sp. CFAM
1162.

Os in6culos padronizados eram inseridos em Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 100 mL do meio de cultura caldo Batata-Dextrose-BD esterilizado (mesma
composicdo do item 4.1, sem o 4gar), sempre em triplicata (MONGA, 2001; OLIVEIRA,
2019; OLIVEIRA, L. 2017; SHENTU et al., 2013; ZEHRA et al., 2017).

4.2.2 Condic¢des do cultivo em meio liquido

Os cultivos submersos foram preparados de acordo com as condi¢des
descritas na Tabela 4., variando uma condic&o por vez. Entéo, primeiro realizou-se 0s
cultivos com as diferentes temperaturas 27°C, 37°C e 47°C com pH 6,0 e auséncia de
luz, depois com os diferentes pHs 4,5; 5,5; 6,5; 7,5 e por fim com os diferentes niveis
de exposicdo a luz sendo auséncia de luz, pouca luz e muita luz.

Todos os cultivos foram realizados em triplicata e mantidos em um shaker
orbital de chdo, com agitacao continua a 150 rpm por 8 dias. ApGs esse periodo, 0s
meios fermentados foram armazenados em freezer, a -18°C até a realizacdo da
filtracdo e dos ensaios. Alguns desses caldos pos-cultivo podem ser observados na
Figura 8.
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Tabela 3-Variagéo das condi¢Bes dos cultivos submersos das cepas de Trichoderma spp. selecionadas

para o estudo

pH Temperatura Intensidade da Luz
45+0,2
55+0,2 27 +2°C Auséncia de Luz
6,5+0,2
75+0,2
27 £ 2°C
37 +2°C Auséncia de Luz
6,0+0,2
47 + 2°C
Pouca luz*
27 £ 2°C i
Muita luz*

Fonte: A autora. Nota: * Muita luz (3,42 PAR (7,6 watts.m2)) e pouca luz (2,12 PAR (4,71 watts.m-?)).

Figura 8-Meios de cultura (Caldo BD) fermentados pelas 5 cepas Trichodermas spp. selecionados

Fonte: A Autora (2020). Nota: A= Trichoderma harzianum CFAM 1210; B= Trichoderma virens CFAM
1144; C=Trichoderma sp. CFAM 1162; D= Trichoderma sp. CFAM 792; E= Trichoderma sp. CFAM
1163
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4.3 Avaliacéo da producao de biomassa fungica (Peso da massa seca)

O peso da matéria seca foi realizado segundo o protocolo presente em
Teixeira et al. (2011) e Kischkel et al. (2018) com adaptacdes. Primeiro, os papéis de
filtro quantitativos QUANTY ® JP42-Faixa Azul, 12,5 cm f, 80g/m?, permeabilidade ao
ar 3 I/'s m?e com a maioria dos poros 8 um foram identificados. Em seguida, eles foram
desidratados em estufa a 70°C até peso constante e, depois, armazenados em um
dessecador com silica gel.

Posteriormente, cada filtro de papel foi colocado dentro de um funil de
Blchner, acoplado a um Kitassato e a uma bomba a vacuo para se iniciar a filtragéo
dos caldos fermentados (Figura 9.). Com a finalizacdo dessa etapa, os papeis de filtros
com a biomassa foram retirados e levados para a estufa, mantidos a 70°C por 24
horas e ap06s esse periodo, foram pesados de hora em hora até peso constante.

Destaca-se que ao se retirar um papel de filtro da estufa era necessario
transferi-los para um dessecador com silica gel, a fim de que eles resfriassem por
cerca de 10 minutos e ndo absorvessem umidade nesse momento. Dessa forma,
evitava-se interferéncias nos pesos obtidos. Os filtrados resultantes desse processo

foram armazenados em freezer a -18°C para posteriores avaliagoes.

Figura 9-Processo de filtracdo a vacuo de meios de cultura fermentados por diferentes fungos

Fonte: A Autora (2020).
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Para a determinacéo do quanto de biomassa foi gerada utilizou-se a seguinte

equacao:

MM = Pf - Pi,
Onde:
MM = massa micelial
Pi = Peso do papel filtro seco, antes da filtracéo;
Pf = Peso do papel filtro seco apds a filtragdo (Papel de filtro+ micélio fungico)

4.4 Avaliacao da producao de colorantes

Os meios fermentados, resultantes do item 4.3, foram descongelados e
novamente filtrados com um filtro de seringa estéril FILTRILO®. Ele era constituido por
uma membrana de Polietersulfona — PES, com tamanho de poro de 0,45 uym e
diametro de 25 mm, a fim de ser retirada qualquer particula fangica residual. Em
seguida, foram separados 0s volumes necessarios tanto para esse ensaio quanto para
a avaliacao da atividade antibacteriana, caso o fungo tivesse sido selecionado.

Avaliou-se a producédo de colorantes extracelulares através das absorbancias
apresentadas no Espectrofotdmetro UV/VIS (Modelo: Biospectro® SP220-Digital).
Dessa forma, foi possivel verificar o efeito que a modificacdo do pH, da temperatura e
da exposicao a luz promoveram na producdo desses metabdlitos por esses fungos,
pois as absorbancias aumentam ou diminuem de forma proporcional a intensidade da
cor presente (BROWN et al., 2005).

Porém, antes do inicio da analise espectral das amostras, realizou-se um
escaneamento de varredura para identificar a maxima absorbancia (Amax) de cada
colorante, ou seja, qual comprimento de onda eles absorviam mais (BROWN et al.,
2016; CELESTINO et al., 2014; KANG et al., 2014; SANTOS, 2018).

A varredura foi feita partindo de 400 até 750 nm, sempre com cubetas de vidro,
com o branco constituido apenas do meio de cultura e com amostras do cultivo de
27°C, pH 6,0 e auséncia de luz de todos os fungos (BROWN et al., 2016; CELESTINO
et al., 2014; KANG et al., 2014; SANTOS, 2018).

O comprimento de onda que as amostras demonstraram ter absorbancia
maxima foi o de 400 nm. Em seguida, todos os extratos brutos, dos diferentes fungos

e condi¢Bes de cultivo, foram avaliados quanto a sua absorbancia em 400 nm, com
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0s brancos sendo também os meios de cultura, sempre com o pH correspondente ao
do meio no inicio do cultivo. Os resultados foram expressos em termos de Unidade de
Absorbancia (UA), na qual se multiplicou a absorbancia pelos fatores de diluicéo
utilizados quando necessarios (KANG et al., 2014; SANTOS, 2018).

4.5 Avaliacao da atividade antibacteriana

4.5.1 Reativagdo e manutencdo de amostras clinicas bacterianas

Para a andlise da atividade antibacteriana, foram usadas 4 espécies
bacterianas de interesse médico (Tabela 3). Elas foram cedidas pela Colecdo de
Bactérias da Amazdénia-CBAM, pertencente a Colecéo Bioldgica do Instituto Lebnidas
e Maria Deane-ILMD, da Fundacdo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ-Amazo6nia. Tanto para
reativar quanto para realizar a manutencéo foi utilizado o meio Agar Mueller-Hinton,

na qual os patégenos foram inoculados a 37°C por 24 horas.

Tabela 4-Amostras clinicas de bactérias utilizadas nos testes de atividade antibacteriana dos isolados
de Trichoderma spp.

N° de Registro da Cultura Género e Espécie*
CBAM 0001 Escherichia coli
CBAM 0549 Bacillus cereus
CBAM 0665 Pseudomonas aeruginosa
CBAM 0672 Klebsiella pneumoniae

Fonte: A Autora (2020)

4.5.2 Screening pelo Método do Bloco de Gelose

Realizou-se uma triagem com as 5 cepas de Trichoderma spp. selecionadas,
utilizando-se uma avaliacdo qualitativa chamada de Método do Bloco de Gelose, ou
Teste de difusdo em agar, proposta por Ichikawa et al. (1971). Esse ensaio teve como

objetivo verificar quais isolados eram produtores de compostos antibiéticos contra as
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4 bactérias selecionadas: Escherichia coli CBAM 0001, Bacillus cereus CBAM 0549,
Pseudomonas aeruginosa CBAM 0665 e Klebsiella pneumoniae CBAMO0672 (Iltem
4.5.1).

Nessa avaliacdo, o composto bioativo, quando presente, difunde-se no agar
e age contra o microrganismo, impedindo o0 seu crescimento, com consequente
formacdo de um halo a ser medido quanto ao seu diametro (FERREIRA, H. et al.,
2016; OLIVEIRA, 2019).

Inicialmente, as cepas de Trichoderma spp. foram cultivadas em meio BDA, a
28°C por 7 dias. Enquanto isso, foram preparados os pré-indculos, com os 4
patdgenos, que foram incubados em placas de Petri (90mm x15 mm) com agar
Mueller-Hinton, a 37°C por cerca de 24 horas. Esse procedimento teve como objetivo
formar suspensodes celulares, que foram padronizadas e utilizadas como fontes dos
in6culos bacterianos nesse ensaio (ICHIKAWA et al., 1971; OLIVEIRA, 2019).

ApoOs as 24 horas, foram preparadas as suspensdes celulares padronizadas
com turbidez semelhante a coluna 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a
1,5 x 108 UFC/mL, utilizando-se solucéo salina 0,85% esterilizada e col6nias isoladas
oriundas do pré-inéculo (FERREIRA, H., et al., 2016; ICHIKAWA et al., 1971;
OLIVEIRA, 2019).

A partir desse preparo, foram retirados 150 yL e semeados com auxilio de um
swab esterilizado, ao longo das superficies dos meios de cultura Agar Miieller-Hinton.
Essa etapa era necesséria para que as bactérias, ao crescerem, pudessem formar
uma camada homogénea semelhante a um “tapete” (FERREIRA, H., et al., 2016;
ICHIKAWA et al., 1971; OLIVEIRA, 2019).

Em seguida, coincidindo com o sétimo dia de crescimento das culturas de
Trichoderma spp., foram removidos trés fragmentos de £+ 8 mm de diametro, em
formato circular (plug), de cada um dos 5 fungos e colocados nas superficies das
placas onde as bactérias foram semeadas (ICHIKAWA et al., 1971; OLIVEIRA, 2019).

Além disso, no centro de cada uma das placas, foram colocados discos de
papel de filtro, com Cloranfenicol (5mg/mL), para agirem como o controle positivo do
ensaio (ICHIKAWA et al., 1971; OLIVEIRA, 2019).

Também foi inserido um plug s6 com o BDA, com o intuito de verificar se o
meio de cultura dos Trichodermas estaria contaminado ou promovendo algum efeito

inibitdrio sobre os patdogenos. ApOs esse processo, todas as placas ja preparadas



76

foram incubadas a 37°C por cerca de 24 horas (ICHIKAWA et al., 1971; OLIVEIRA,
2019).

A analise de quais fungos apresentavam atividade antibacteriana aconteceu
através da presenca ou auséncia de halos de inibicdo, com as respectivas medidas
dos diametros, obtidos através de um paquimetro digital (Modelo: Digimatic Caliper
Mitutoyo®) (ICHIKAWA et al., 1971; OLIVEIRA, 2019).

4.5.3 Teste antibacteriano em microplaca de 96 pocos

O ensaio para verificar a atividade antibacteriana dos filtrados, oriundos de
fungos com atividade ja registrada no Bloco de Gelose, normalmente, € realizado em
meio sélido. O método pode ser difusdo em agar, seja por meio de discos, cilindros
de aco inoxidavel ou vidro (template) e perfuracdo em agar ou em poc¢o (ALVES et al.,
2008; BONA et al., 2014; OLIVEIRA, 2019; OSTROSKY et al., 2008).

Porém, realizou-se o protocolo proposto por Oliveira (2019), na qual elas
adaptou o ensaio de microdiluicdo para se obter a Concentracdo minima inibitéria-
CMI, proposta pelo documento M07-A9 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2012).

Ou seja, a analise foi feita em microplacas de 96 pocos, com todos os filtrados,
obtidos no item 4.4, do fungo selecionado no item 4.5.2. Nesse teste adaptado, ndo
ocorreu a diluicdo seriada, com o objetivo de se realizar uma selecédo inicial dos
filtrados com atividade antibacteriana, economizando tempo e material, e s6 depois
ser feita a CMI.

4.5.3.1 Suspensao celular do patdgeno

Inicialmente, as mesmas bactérias do item 4.5.1, foram, novamente,
cultivadas em caldo Mueller-Hinton, a 37°C e por cerca de 24 horas. Vale ressaltar
gue esse teste foi feito com os mesmos patégenos utilizados no Bloco de Gelose, e
nao sé com os que foram sensiveis. O objetivo foi verificar se os resultados obtidos
no Bloco de gelose foram devido a dificuldade dos possiveis compostos presentes,
oriundos dos Trichodermas, em se difundir no agar ou se realmente ndo havia
moléculas capazes de inibir o patbgeno em questdo(BONA et al., 2014; OLIVEIRA,
2019).
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Em seguida, foram retiradas aliquotas desse cultivo para serem feitas as
respectivas padronizacoes, através das absorbancias em Espectrofotometros UV/VIS
(Modelo: Biospectro® SP220-Digital), com o comprimento de onda de 600 nm.
Realizou-se diluigdes com o caldo Mueller-Hinton, de acordo com a necessidade, de
forma que a absorbancia sempre chegasse em um valor compreendido entre 0,08-
0,1. Essa faixa era necessaria para que o cultivo estivesse com uma turvacéo
correspondente a escala 0,5 de McFarland e, consequentemente, com uma
concentracéo de 1x108UFC/mL.

ApoOs essa turvacao ser alcancada, foram efetuadas novas diluicdes, com o
caldo Mueller-Hinton, até que se atingisse a concentracdo de 2,5 x 10 UFC/mL.
Dessa forma, ao serem feitas as inoculacdes de 20 pL das suspensdes nos pogos
testes, as concentracdes dos patégenos seriam de 5 x 10* UFC/pogo, a mesma que é

indicada pelo CLSI no método da microdiluicéo.

4.5.3.2 Preparagéo das Microplacas e realizagéo do ensaio

As microplacas de 96 pocos, com fundo chato Kasvi®, tiveram seus pocos
organizados de acordo com as instru¢des do leitor de microplaca (Modelo: Bio Rad
iMark™), conforme a Figura 6 e a Tabela 5.

Nos poc¢os Branco, adicionou-se apenas o meio de cultura (70 pL de caldo
Mueller-Hinton) e o filtrado a ser testado (50 pL). Enquanto nos poc¢os testes, foram
adicionados 50 pL de caldo Mueller-Hinton, 50 uL do filtrado e 20 puL da suspensao
celular bacteriana (2,5 x 108 UFC/mL), produzida no item anterior 4.5.3.1, em triplicata.
Dessa forma, avaliou-se se os filtrados inibiram o crescimento dos patégenos
utilizados.

Assim como, foram separados poc¢os para o controle negativo, usados para
verificar se as bactérias estavam crescendo normalmente no meio utilizado, para o
controle positivo com o antibiético Cloranfenicol 30 pg/mL, e também pocos para
verificar se a agua e o meio de cultura estavam esterilizados.

ApoOs o preparo das microplacas, elas foram colocadas em uma estufa
incubadora BOD (Modelo: Ethik 411-TD), a 37°C por 24 horas. Posteriormente,
verificou-se a absorbancia apresentada nos pocos, no leitor de microplaca (Modelo:
Bio Rad iMark™),utilizando-se o comprimento de onda de 595 nm para saber se houve

crescimento bacteriano ou ndo, comparando-se com o Controle Negativo e Positivo.
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Tabela 5-Esquema de Preenchimento dos pocos das microplacas da Atividade antibacteriana
(Adaptado do Método de Microdiluigao)

Branco Branco Controle
Branco Controle Controle Controle do Meio
Teste Controle ) Controle . p
Teste (Fx)  Negativo Negativo POSItivo Positivo da Agua de
(Bx) (BC-) (C)) (BCH) (C+) (CA) Cultura
(CMQC)
Caldo
Mueller- 70 L 50 L 70 pL 50 pL 70 uL 50 pL - 120 uL
Hinton
Filtrado 50uL 50 L - - - - - -
Patogeno - 20 pL - 20 pL - 20 pL - -
Agua
destilada - 50 pL 50 pL - - 120 uL -
Antibiético - - - 50 pL 50 pL - -

Fonte: Adaptado de Oliveira (2019).



Figura 10- Figura Esquematica das microplacas de 96 pocos utilizadas na determinacéo da atividade antibacteriana dos filtrados de Trichoderma spp. oriundos de
diferentes condi¢des de cultivo

%\ . Filtrado 1: Fungo CFAM-1144 / 27°C Controle Neqgativo (C-
aaﬁﬂ/p}}) ﬁ ontrole Negativo (C-)

'\ Filtrado 2: Fungo CFAM-1144/37°C ) Controle Positivo (C+)

@=
L
@

’\ Filtrado 3: Fungo CFAM-1144 / 47°C . Controle da Agua

o
o

IJIIILD:

m
«©

CMC CMC’ CMC.

. Filtrado 4 : Fungo CFAM-1144 / pH 4,5 ) Controle do Meio de Cultura

@.
?)

' Filtrado 5 : Fungo CFAM-1144 / pH 5,5

DD
@
ﬂ

' Filtrado 6 : Fungo CFAM-1144 / pH 6,5

. Filtrado 7: Fungo CFAM-1144 / pH 7,5

Q009
IJIIID:
JI I IO

99U
JII IO

. Filtrado 8: Fungo CFAM-1144 / Pouca Luz

Filtrado 9: Fungo CFAM-1144 / Muita Luz

Fonte: Adaptado de Oliveira (2019).



4.5.4 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) é dita como a menor concentracao de
uma substancia capaz de impedir o crescimento visual de um microrganismo (CLSI,
2012; OLIVEIRA, 2019).

A determinacdo dessa concentracdo aconteceu através do método de
microdiluicdo, utilizando-se as recomendacfes do CLSI (2012), presentes em um
documento chamado de M07-A9, através das adaptacfes de Oliveira (2019), para
serem feitas leituras espectrofotométricas e a confirmagao da inibicdo ou néo.

Os filtrados que demonstraram ter os melhores resultados no item 4.5.3 foram
0s objetos de investigacao nesse teste. Novamente, utilizou-se 0s mesmos patdgenos
do item 4.5.2 e 4.5.3, para averiguar se as concentragdes utilizadas na diluicdo
seriada, do ensaio atual, ndo gerariam alguma diferenca nos resultados, em

comparacao aos demais testes de atividade antibacteriana.

4.5.4.1 Preparagéo dos filtrados

Inicialmente, realizou-se a liofilizagdo, pesagem e ressuspensao, com agua
destilada esterilizada, de cada um dos filtrados selecionados no item 4.5.3, para que
ficassem na concentracdo de 10 mg/ml. Porém, para saber qual seria a concentracéo
minima inibitéria dessas amostras é necessario efetuar uma diluicdo seriada nas
microplacas (Da linha A até a linha G), formando 7 dilui¢cdes, que nesse caso séo 5,0
mg/mL; 2,5 mg/mL; 1,25 mg/mL; 0,63 mg/mL; 0,31 mg/mL; 0,16 mg/mL e 0,08 mg/mL.

4.5.4.2 Preparacao das Microplacas e realizacdo do ensaio

Em duas microplacas de 96 pocos, com fundo chato Kasvi®, foram inseridos
100 pL do Caldo Mueller-Hinton, em todos os pocos das colunas utilizadas da linha A
até a Linha G. Em seguida, adicionou-se 100 pL dos filtrados em 4 pogos da Linha A,
com um destinado ao branco e os outros trés a triplicata do filtrado em questéo, os
chamados pocgos-teste.

Apbs homogeneizar, realizou-se a diluicdo seriada, na qual eram transferidos
100 pL dessa mistura dos pocos-teste da Linha A para os pocos-teste abaixo dele, na
linha B, e assim por diante, em todas as colunas necessarias, até a Linha G.

Importante destacar que, ao chegar na Linha G, era necessério dispensar os 100 pL



81

finais para evitar maior concentracdo nessa linha que nos poc¢os acima, assim como,
nao colocar na Linha H para ndo contaminar os controles.

Nos pocos testes, foram inseridos 20 pyL da suspenséao celular do patégeno a
ser testado, preparados seguindo 0 mesmo passo a passo do item 4.5.3.1. Isso fez
cada poco ficar com um volume final de 120 yL, constituido de meio de cultura, extrato
bruto e patdgeno. Foram preparadas duas microplacas para cada patdogeno, em
virtude da quantidade de filtrados testados (FIGURA 7 E TABELA 6).

Os pocgos testes e os pocos branco da linha H da Microplaca 1, de cada
patdgeno, eram destinados aos controles negativo, constituido de Caldo Mueller-
Hinton + Patdégeno, positivo, na qual foi adicionado o Caldo Mueller-Hinton + Patégeno
+ Antibidtico (Cloranfenicol 30 ug/mL) e o controle do meio de cultura. Enquanto os
pocos na Linha H, da Microplaca 2, eram destinados apenas ao controle da agua
utilizada no ensaio como um todo (FIGURA 7 E TABELA 6).

Apos todo o processo de preparo das microplacas, elas foram incubadas a
37°C por 24 horas, em uma estufa incubadora BOD (Modelo: Ethik 411-TD).
Posteriormente, foi obtido a absorbancia de cada poco no leitor de microplaca
(Modelo: Bio Rad iMark™), utilizando-se comprimento de onda de 595 nm. O objetivo
era verificar se houve crescimento bacteriano ou ndo nos poc¢os, demonstrando ou

nao uma acgao antibacteriana de compostos presentes nos filtrados.

Tabela 6-Esquema de Preenchimento dos pogos das microplacas para a avaliagdo da Concentragédo
Minima Inibitéria (CMI)

Branco Branco Controle
Branco Controle Controle Controle do Meio
Teste Controle . Controle S P
Teste (Fx)  Negativo Negativo POSItivo Positivo da Agua de
(Bx) (g e (C-) (BCH (C+) (CA) Cultura
(CMC)
Caldo 100
Mueller- 100 pL L 100 pL 100 pL 70 pL 50 pL - 120 pL
Hinton H
. 100
Filtrado 100 pL uL - - - - - -
Patogeno - 20 pL - 20 pL - 20 pL - -
Agua
destilada ) ) ) ) ) ) 120 pL )
Antibiotico - - - 50 pL 50 pL - -
Total ap0s 120
a Diluicao 100 pL L 100 pL 120 pL 120 pL 120 pL 120 yL 120 yL
Seriada H

Fonte: Adaptado de Oliveira (2019).



Figura 11-Figura Esquematica das microplacas de 96 pocos utilizadas na determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) de 4 filtrados selecionados
do Trichoderma virens (CFAM-1144)
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4.6 Analises Estatisticas

Todos os resultados obtidos foram submetidos a anélise estatistica descritiva
(Média + Desvio Padrdo) e Analise de Variancia (ANOVA). As diferencas entre as
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo da producao de biomassa

5.1.1 Influéncia da temperatura na producéo de biomassa de Trichoderma spp.

Os resultados obtidos na producdo da biomassa das linhagens T. harzianum
CFAM 1210, T.virens CFAM 1144, Trichoderma sp. CFAM 1162, Trichoderma sp.
CFAM 0792 e Trichoderma sp. CFAM 1163 cultivadas nas temperaturas de 27°C,
37°C e 47°C estao presentes na Tabela 7.

A temperatura de 27°C foi a que mais estimulou a formacéo de biomassa entre
as cinco cepas avaliadas, com a média do peso da massa seca de 0,66 g/100 ml. A
temperatura de 47°C foi a que menos estimulou a producdo de biomassa, uma vez
que a média do peso da massa seca foi de de 0,20 g/100 ml entre as linhagens
avaliadas.

Ao comparar a média de massa seca entre as cinco cepas de Trichoderma,
apos o cultivo com as 3 temperaturas, observou-se que o Trichoderma sp. CFAM 1163
apresentou o menor crescimento com 0,29 g/100 ml. Enquanto o T. virens CFAM
1144, Trichoderma sp. CFAM 1162 e Trichoderma sp. CFAM 0792 foram os que mais
cresceram, com médias de 0,50, 0,49 e 0,459/100ml respectivamente, mas sem
diferenca estatistica significativa entre si.

O Trichoderma sp. CFAM 0792 foi o que mais formou massa seca, quando
cultivado em 27°C e 37°C, com médias de massa de 0,77g/100ml e 0,76 g/100ml,
respectivamente. Por outro lado, o Trichoderma sp. CFAM 1163 foi o fungo que
produziu menos biomassa a 27°C, com o valor de 0,53g/100ml e o T. harzianum
CFAM 1210 também produziu menos, s6 que em 37°C, com média de 0,37g/100ml.
A temperatura de 47°C de fato ndo apresentou influéncia na formacao de biomassa
das cinco linhagens avaliadas, pois as médias ndo apresentaram diferenca estatistica

entre si.



Tabela 7 - Efeito das diferentes temperaturas na producao de biomassa (Peso da Massa Seca) de fungos do género Trichoderma spp.
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Tratamentos

Fungos

Trichoderma harzianum

Trichoderma virens

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

(Condicbes de Cultivo) CFAM 1210 CFAM 1144 CFAM 1162 CFAM 0792 CFAM 1163 Medias
Médias (g/100mL) £ DP
27°C 0,63 £ 0,10°12 0,67 +0,05°12 0,68 + 0,05"12 0,77 10,0102 0,53 +0,0401 0,66 + 0,09°
37°C 0,37 + 0,061 0,65 + 0,18°12 0,58 + 0,08"12 0,76 + 0,045 0,46 + 0,11°12 0,56 +0,15P
47°C 0,20 + 0,06° 0,18 £0,12* 0,21 +0,02* 0,24 +0,11° 0,17 £0,02* 0,20 + 0,03
Médias 0,40 + 0,221 0,50 + 0,282 0,49 + 0,252 0,45 + 0,312 0,29 +0,19*

Fonte: A Autora.

Nota: 2b< |etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (comparacéo entre os tratamentos); 1> Nimeros iguais ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5% de significancia (comparacéo entre os fungos) (P<0,05).
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Esse resultado esta dentro do que ja € conhecido na literatura, em que a faixa
Otima de temperatura para crescimento celular varia entre 25°C a 30°C. Sao poucas
as espécies de Trichoderma que crescem e esporulam até 40 °C e até o momento,
nao ha registros de que alguma delas crescam bem acima desse limite(GHAZANFAR,;
RAZA; RAZA, 2018).

Ghazanfar, Raza e Raza (2018) avaliaram a producao de biomassa de quatro
espécies de Trichoderma: T. asperellum TH, T. harzianum HM, T. harzianum HK e T.
harzianum HC, apds serem cultivados nas temperaturas de 20°C, 25°C, 30°C, 35°C e
40°C.

Dentre os resultados obtidos, houve maior crescimento em 25°C, com excec¢ao
do T. asperellum TH que nédo teve diferenca com a média de 30°C. Assim como, menor
producdo de células em todos os 4 microrganismos, quando avaliados em 40°C,
corroborando com o atual estudo e com o que consta na literatura (GHAZANFAR,;
RAZA; RAZA, 2018).

Diante dessas informacdes, é possivel perceber que se o propésito do estudo
€ obter maior quantidade de biomassa, o ideal é que se cultive fungos do género
Trichoderma na faixa de 25°C a 30°C. Porém, é sempre importante investigar qual
temperatura mais influéncia, de acordo com a espécie a ser estudada, no crescimento

celular, com o intuito de otimizar ainda mais 0 processo.

5.1.2 Influéncia do pH na producao de biomassa de Trichoderma spp.

Na Tabela 8, é possivel verificar o comportamento das cinco cepas, diante dos
diferentes pHs a qual foram submetidos no cultivo. O pH 5,5 foi o que mais influenciou
de forma positiva no crescimento celular, com uma média de 0,71 g/100ml entre todos
os 5 fungos. Em contrapartida, o pH 7,5 foi o que mais prejudicou o crescimento, com
0,59 g/100ml em média.

Os Trichoderma spp., normalmente, crescem e esporulam em uma faixa de pH
gue vai de 2,5 até 7,5. Apresentam uma faixa étima que vai do pH 4 até o pH 7, no
entanto o pH 6,5 é descrito como o mais favoravel para formacdo de biomassa
(ABREU; PFENNING, 2019; GHAZANFAR; RAZA; RAZA, 2018; LISBOA, 2017;
MASCARIN et al., 2019).



Tabela 8- Efeito dos diferentes pHs na producédo de biomassa (Peso da Massa Seca) de fungos do género Trichoderma spp.
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Fungos
Tratamentos -
(Condicdes de Cultivo) | Trichoderma harzianum | Trichoderma virens Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp. Medias
CFAM 1210 CFAM 1144 CFAM 1162 CFAM 0792 CFAM 1163
Médias (g/100mL) £ DP

pH 4,5 0,95 + 0,05¢3 0,77 £ 0,032 0,62 + 0,03212 0,72 + 0,042 0,39 + 0,211 0,69 + 0,20%
pH 5,5 0,78 £0,08>% 0,86 + 0,053 0,58 + 0,0221 0,68 + 0,01212 0,63 + 0,072 0,71+0,11°
pH 6,5 0,73 + 0,033 0,75 + 0,0423 0,58 + 0,02212 0,69 + 0,0122 0,51 £ 0,02a1 0,65 + 0,10%
pH 7,5 0,45+ 0,011 0,71+0,07 a3 0,61 + 0,052 0,68 + 0,023 0,48 £ 0,031 0,59 £0,112
Médias 0,73+ 0,213 0,77 + 0,064 0,60 + 0,272 0,69 + 0,313 0,50 £ 0,10?

Fonte: A Autora.

Nota: &b¢ Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (comparagéo entre os tratamentos); %22 NUmeros iguais ndo diferem pelo teste
de Tukey a 5% de significAncia (comparacéo entre os fungos) (P<0,05).
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Os experimentos realizados por Ghazanfar, Raza e Raza (2018) demonstraram
um melhor crescimento, das espécies de Trichoderma testadas, em ambiente acido
em comparagao ao ambiente alcalino. Todas geraram maior biomassa na faixa de pH
5 até pH 7. Em contrapartida, reduziram, de forma significativa, a partir do pH 8,0 e
abaixo do pH 3,0.

Esses resultados corroboram com o atual estudo, cujo maior estimulo a
formacgéo de biomassa foi o pH 5,5 e o menor pH 7,5. Isto mostrou que essa faixa de
ph 5 até pH 7 é a ideal para o maior crescimento celular.

O pH écido é descrito como o fator chave no crescimento celular de todas as
espécies de Trichoderma,pois na natureza, além deles crescerem melhor em solo
acido, também modificam a rizosfera ao acidifcar o solo, quando necessério, pois é
uma condicdo desfavoravel para o crescimento de fitopatdgenos (GHAZANFAR,;
RAZA; RAZA, 2018).

Ao comparar os cinco fungos, diantes de todos os pHs testados, o Trichoderma
virens CFAM 1144 foi o que mais gerou massa seca, com 0,77g/100ml. Em
contrapartida, o Trichoderma sp. CFAM 1163 foi o que menos produziu com 0,50
g/100ml.

No pH 4,5, o Trichoderma harzianum CFAM 1210 foi o que mais se
desenvolveu, assim como no pH 6,5, com média de 0,95 g/100ml e 0,73 g/100ml|
respectivamente. Essa mesma espécie sé apresentou menor producdo em pH 7,5
com 0,45 g/100ml.

Da mesma forma que Ghazanfar, Raza e Raza (2018) apresentaram, pois
verificaram que a producdo maxima de biomassa, de uma linhagem de T. harzianum,
foi na faixa de pH entre 5 e 7, e de temperatura entre 25° e 30 °C.

Neste estudo, entre os microrganismos analisados, o T.virens CFAM 1144 foi
0 mais estimulado nos pHs 5,5, 6,5 e 7,5, com valores de média de 0,86, 0,75 e 0,71
g/100ml, respectivamente.

O Trichoderma sp. CFAM 1163 foi 0 que menos cresceu no pH 4,5, no pH 6,5
e no pH 7,5, com médias de 0,39, 0,51 e 0,48 g/100ml de forma respectiva. Esse
comportamento influenciou na posi¢cao de ambos, como os fungo que mais e menos

gerou massa seca em comparacéo aos demais, citada anteriormente.
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Outros resultados que se destacaram foi o Trichoderma sp. CFAM 0792 que foi
um dos que mais cresceram no pH 7,5, com média de 0,689/100mL, junto com o
CFAM 1144 e o Trichoderma sp. CFAM 1162 que foi o que menos cresceu no pH 5,5.

Diversos pesquisadores relatam que temperatura, pH e luminosidade séo os
principais fatores ambientais utilizados para aumentar a produgéo de biomassa, nesse
género, e que influenciam na sintese de determinados metabdlitos(ABREU;
PFENNING, 2019; FRANCISCO, 2016; GHAZANFAR; RAZA; RAZA, 2018; LISBOA,
2017; MASCARIN et al., 2019).

5.1.3 Influéncia da luminosidade na producao de biomassa de Trichoderma spp.

Os efeitos na formacéo de biomassa dos diferentes niveis de exposicéo a luz,
a qual os cinco fungos foram submetidos no periodo de cultivo, estéo registradas na
Tabela 9. Dentre os trés niveis, o Muita Luz foi o que levou & maior média de biomassa
seca com 0,74g/100ml.

Ao se avaliar a média de massa seca entre as 3 condi¢des de exposicédo a luz,
o Trichoderma sp. CFAM 0792 foi o que produziu mais com 0,80 g/100ml, mas ao se
verificar por condi¢cao outros resultados se destacam. Porém, na condi¢cao de muita
luz, os maiores produtores foram CFAM 0792, com 0,89g/100ml, o T. virens CFAM
1144, com 0,82 g/100ml, e o Trichoderma sp. CFAM 1162, com 0,89g/100ml.

JA 0s que menos geraram massa seca nessa mesma condicdo foi o
T.harzianum CFAM 1210 e o Trichoderma sp. CFAM 1163, com 0,55 e 0,57g/100ml.
Esse cenério se manteve na condicao de pouca luz, porém com diferentes valores.
Em contrapartida, na auséncia de luz somente o CFAM 0792 se destacou com a maior
formacdo de biomassa e o CFAM 1163 como o pior, com valores de média de 0,77 e
0,53 g/100ml.



Tabela 9-Efeito de diferentes niveis de exposicéo a luz na producao de biomassa (Peso da Massa Seca) de fungos do género Trichoderma spp.
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Fungos
Tratamentos
(Condicbes de Médias
Cultivo) Trichoderma harzianum Trichoderma virens Trichoderma sp. Trichoderma sp. Trichoderma sp.
CFAM 1210 CFAM 1144 CFAM 1162 CFAM 0792 CFAM 1163
Médias (g/100mL) = DP
*Muita luz 0,55 + 0,032 0,82 £ 0,1322 0,89 £ 0,122 0,89 + 0,0922 0,57 + 0,051 0,74 +0,17¢
*Pouca luz 0,55 + 0,02a1 0,72 + 0,0522 0,69 + 0,0322 0,73 + 0,022 0,47 £ 0,011 0,63 £ 0,112
Auséncia de luz 0,63 + 0,10212 0,67 + 0,05212 0,68 + 0,05212 0,77 £ 0,0132 0,53 £ 0,04a1 0,66 + 0,092
Médias 0,58 £ 0,052 0,74 £+ 0,08%? 0,75+ 0,12% 0,80 + 0,08 0,39 £ 0,052

Fonte: A Autora.

Nota: @b Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (comparacéo entre os tratamentos); 12 Nameros iguais ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5% de significancia (comparacgéao entre os fungos) (P<0,05).
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S&ao poucos os trabalhos que demonstram essa relacédo da biomassa com a
exposicdo a luz entre os Trichodermas, mas sabe-se da forte influéncia que a luz
exerce sobre os conidios submersos (MASCARIN et al., 2019).

Esse talvez seja o0 motivo da maior producdo de massa seca com muita luz.
Pois, ao se realizar a fermentacao liquida, o fungo forma micélio e conidios submersos
no meio, 0 que, normalmente constitui a sua biomassa. A depender do quanto as
condigdes, nutricional e ambiental local, sejam desfavoraveis para os Trichodermas,
ele também forma microesclerddios e clamidésporos para constituirem esse grupo
(MASCARIN et al., 2019).

Esses conidios, por sua vez, necessitam de luz para o inicio da conidiogénese,
Ou seja, para o seu surgimento, na maioria das espécies. A etapa inicial da percepc¢ao
de luz pelos fotorreceptores depende do nivel metabdlico das células fungicas
(MASCARIN et al., 2019).

Quanto mais jovens e metabolicamente ativas mais elas sao sensiveis a luz e,
apos serem estimuladas, ocorrem alteracfes fisiologicas e morfolégicas com
consequente formacao de conidios. Entdo quanto mais luz, mais as células jovens de
Trichoderma séo induzidas a formar conidios, o que gera uma maior biomassa seca
(CARRERAS-VILLASENOR; SANCHEZ-ARREGUIN; HERREA-ESTRELLA, 2012;
MASCARIN et al., 2019).

No entanto, a influéncia da luz ndo se limita a fotoconidiagdo, também impacta
diversas vias, como o crescimento vegetativo, o metabolismo de carbono, resposta ao
estresse oxidativo e a biossintese de peptabdis, através de maquinaria que funciona
como regulador. S&o varios os fotorrecepetores envolvidos nesse processo como 0
BLR1, o BLR2 e o ENVOY, assim como cascatas de sinalizacdo, como aquelas
envolvendo as proteinas G heterotriméricas (CARRERAS-VILLASENOR; SANCHEZ-
ARREGUIN; HERREA-ESTRELLA, 2012; SCHMOLL; ESQUIVEL-NARANJO;
HERRERA-ESTRELLA,2010).

Dessa forma, de acordo com a expressao génica dessa maquinaria, cada
espécie se desenvolve de uma forma diante do estimulo da luz. Com isso, algumas
linhagens de Trichodermas, usados nesse estudo, originaram mais e outros menos
diante do nivel de exposicdo a luz a qual foram submetidos durante o periodo de

cultivo.
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5.2 Avaliag&o da producéao de colorantes

5.2.1 Influéncia da temperatura na producéo de colorantes por Trichoderma spp.

Os cinco Trichodermas também foram avaliados quanto a sua producédo de
colorantes, com o objetivo de verificar se havia uma maior ou menor formagao diante
de trés diferentes temperaturas. Os resultados oriundos dessa analise estdo como
Unidades de Absorbéancia (UA) na Tabela 10.

Dentre as temperaturas selecionadas para a avaliacdo, a de 27°C foi a que
mais estimulou a formacao de colorantes, por todos os fungos, com média de 4,48
UA. Contudo, a temperatura de 47°C teve uma influéncia quase nula nessa formacao,
com média de 0,12 UA.

A producéo de metabdlitos coloridos por Trichoderma spp. é pouco estudada,
mas a otimizacao do meio € um passo muito importante para maximizar o rendimento
desses produtos fermentativos. Devido a isso, a necessidade de testar diferentes
condi¢Bes de cultivo é imprescindivel (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019).

Da mesma forma que na formacdo da biomassa, os fatores fisico-quimicos,
como pH, temperatura e luminosidade influenciam, diretamente, na produgdo de
colorante, assim como o tipo e a concentragdo tanto de nutrientes como de
micronutrientes (OGBONNA, 2016).

A temperatura é um fator importante para o processo de formacao de
colorantes porque afeta a fluidez da membrana e, como consequéncia, a absorgao de
nutrientes e a excrecdo de produtos pelos fungos. Isso acaba por influenciar tanto no
crescimento como na geracao de metabdlitos (OGBONNA, 2016; SANTOS,2018).

Esse comportamento foi o mesmo do item 5.1 e mostra que a temperatura de
27°C é excelente, para os fungos testados, tanto se o objetivo for a geracao de
biomassa, quanto a de colorante (OGBONNA, 2016).

Enquanto a de 47°C néo é indicada para ambas as situacdes, até promoveu
uma supressdo total de secre¢do de colorantes, em muitos dos cultivos. Essa
comparacao é importante porque o pH ideal para estimular a formacéao de pigmento
pode ndo ser o mesmo para o crescimento celular (OGBONNA, 2016)

Dentre os fungos analisados diante dessas temperaturas, o Trichoderma sp.
CFAM 1163 e o Trichoderma virens CFAM 1144 foram 0 que mais secretaram

colorante para o meio, com médias de 3,11 e 3,00 UA respectivamente.



Tabela 10-Efeito de diferentes temperaturas na producéo de colorantes de fungos do género Trichoderma spp. expressos em Unidade de Absorbancia
(400nm)
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Tratamentos
(CondigBes de Cultivo)

Fungos

Trichoderma harzianum
CFAM 1210

Trichoderma virens

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

Trichoderma sp.

CFAM 1144 CFAM 1162 CFAM 0792 CFAM 1163 Médias
Médias (Unidades de Absorbancia) + DP
27°C 4,58 + 0,392 4,15+ 0,13b2 4,29 + 0,54b2 2,10 + 0,591 7,30 £ 1,0703 4,48 +1,07¢
37°C 0,74 £ 0,15a1 4,81 + 0,65b4 3,12 +1,70b3 1,98 + 0,3002 1,90 + 1,1432 2,51+ 1,54
47°C 0,07 + 0,06212 0,03 £ 0,023 0,04 + 0,052 0,34 + 0,0222 0,13 + 0,02212 0,12 £ 0,122
Médias 1,80 + 2,18 3,00 + 2,592 2,48 + 2,192 1,47 £ 0,98 3,11 + 3,748
Fonte: A Autora (2020).

Nota: 2b< Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significAncia (comparacgéo entre os tratamentos); 1234 Nameros iguais néo diferem pelo teste
de Tukey a 5% de significancia (comparacgéo entre as bactérias) ( P<0,05).
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Em contrapartida, o Trichoderma sp. CFAM 0792 e T. harzianum CFAM 1210
foram os que menos secretaram, com valores em média de 1,47 e 1,80 UA.Ao se
verificar a atuacdo desses mesmos fungos por temperatura, em 27°C, é possivel
perceber que o Trichoderma sp. CFAM 1163 foi 0 que mais gerou colorante, com 7,30
UA, e o Trichoderma sp. 0792, também nesse caso, foi o pior com 2,10 UA.

Em 37°C, o quadro se modificou, o0 que mais produziu foi o T.virens ,com 4,81
UA, e 0 que menos produziu colorante foi, novamente, o T. harzianum CFAM 1210
com 0,74 UA. Contudo em 47°C, o que melhor apresentou secrec¢éao foi o Trichoderma
sp. CFAM 0792, mas ainda muito baixo em comparacdo com os resultados nas

demais temperaturas, com média de 0,34 UA.

5.2.2 Influéncia do pH na producéo de colorantes por Trichoderma spp.

Outra avaliacao realizada quanto a secrecédo de colorantes, foi diante de quatro
diferentes pHs. Os resultados obtidos estdo na Tabela 11. Nessa categoria de
tratamento, os pHs 6,5 e 7,5 foram os que mais estimularam a geracéo de colorantes,
com médias de 5,21 e 4,93 UA respectivamente. E o que menos estimulou foi o pH
4,5 com média de 2,20 UA. Diferente do cenario da geracdo de biomassa, que teve
como melhor o pH 5,5 e o pior o pH 7,5.

Entre os microrganismos, Trichoderma sp. CFAM 1163 foi, sem duvidas, o
maior produtor de colorante em todos os 4 pHs utilizados, tanto ao se comparar a
meédia geral dos 5 fungos, como também por pH, ele sempre ocupa essa posicao.

Ao contrério do pior produtor, que varia de acordo com a forma como se analisa.
O T. harzianum CFAM 1210 foi o que menos gerou esse tipo de metabdlito, tanto na
média geral com 2,44 UA, quando nos pHs 4,5 e 7,5 com 1,00 e 0,21 UA
respectivamente. Os Trichoderma sp. CFAM 1162 e o CFAM 0792 foram os que
menos formaram colorante no pH 5,5, com média de 1,30 UA, e no pH 6,5, com média
de 2,72 UA, respectivamente.

Porém, o CFAM 0792 também ocupou essa mesma posicdo na média geral,
com 2,70 UA. Mais uma vez o cenario foi muito diferente do que ocorreu com a
producdo de biomassa, o que mostra a necessidade de se verificar qual pH mais
estimula os microrganismos a serem utilizados, se o objetivo for a maior producao de

colorante.



Tabela 11-Efeito de diferentes pHs na producao de colorantes de fungos do género Trichoderma spp. expressos em Unidade de Absorbancia (400nm)
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Fungos

(Con;2%2?§2t83|ﬂvo) Trichoderma harzianum Trichoderma virens Trichoderma sp. Trichoderma sp. | Trichoderma sp. Médias
CFAM 1210 CFAM 1144 CFAM 1162 CFAM 0792 CFAM 1163
Médias (Unidades de Absorbéncia) + DP

pH 4,5 1,00 + 0,022 2,02 £ 0,19a1 1,60 £+ 0,153 1,94 + 0,623 4,45 + 1,9022 2,20+1,322
pH 5,5 4,86 + 3,30°12 3,08 + 0,25b1 1,30 + 0,192 2,19 +0,672¢ 8,93 + 0,192 4,07 + 3,02°
pH 6,5 6,13 +1,72b23 4,49 + 0,39¢12 4,14 + 1,163012 2,72 £ 00,3421 8,58 + 0,463 5,21+ 2,24¢
pH 7,5 0,21 £ 0,23a1 4,85 + 0,08¢23 6,67 + 0,820:3 3,43 +0,1622 9,48 + 1,270 4,93 +3,47°
Médias 2,44 + 2,851 3,61+ 1,30¢ 3,43 +2,51! 2,70 + 0,661 7,86 + 2,302

Fonte: A Autora (2020).

Nota: 22<etras iguais néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (comparacéo entre os tratamentos); %234 NUmeros iguais néo diferem pelo teste
de Tukey a 5% de significAncia (comparacéo entre as bactérias) ( P<0,05).
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Os Trichodermas sao fungos que secretam pigmentos para o meio extracelular.
Utilizar bioprocessos, em meio submerso, € mais interessante para essa classe de
pigmento. Essa escolha pode facilitar a separacéo do colorante do resto de seus
metabdlitos e biomassa, além de exigir especial atencdo ao pH e a agitacdo porque
séo os fatores que mais influenciam nos resultados (SANTOS,2018).

O pH pode impactar muitos aspectos da produgcdo, como na absorgao, na
utilizac&@o de nutrientes e no préprio metabolismo celular do organismo fungico. O seu
efeito vai depender da espécie e do tipo de colorante produzido, e, inclusive, pode
afetar a cor. A faixa de pH acida € a que mais estimula a formacao desses metabdlitos,
salvo exce¢des como no caso do Penicillium sp., na qual em pH 9,0 gera ndo sé mais
pigmento como mais biomassa (OGBONNA, 2016).

Rao, Xiao, Li (2017) relatam sobre a necessidade dos pigmentos de origem
microbiana ndo sé serem produzidos em determinadas condi¢cbes, mas também
serem estaveis em pH e em temperaturas extremas, de forma a atender aos padrdes

industriais. Muitos colorantes fungicos sdo estaveis em uma ampla faixa de pH.

5.2.3 Influéncia da luminosidade na produgéo de colorantes por Trichoderma spp.

Na Tabela 12 consta os resultados da producdo de colorantes entre 0os 5
fungos, quando cultivados em 3 diferentes niveis de exposicao a luz.

Dentre esses niveis, 0 Muita Luz foi o que mais estimulou essa producédo com
média de 5,07 UA, da mesma forma que na formacdo de biomassa. Além disso, 0
Trichoderma sp. CFAM 1163 foi 0 que ocupou a posi¢cao de maior produtor, frente a
essas condicdes de cultivo, na média geral com 71,6 UA.

Entretanto, também foi o mais estimulado em cada uma das condi¢cdes, com
médias de 8,58 UA em Muita Luz, 5,60 UA em Pouca Luz e 7,30 em auséncia de
luz.Ao mesmo tempo que o Trichoderma sp. CFAM 0792 foi 0 que menos produziu
tanto na média geral com 1,28 UA, como em cada um dos tratamentos. No caso com

muita luz foi com média de 1,71 UA e na Auséncia de luz com 2,10.
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Tabela 12-Efeito dos niveis de exposicao a luz na producdo de colorantes de fungos do género Trichoderma spp. expressos em Unidade de Absorbancia

(400nm)
Fungos
Tratamentos
(Condices de Cultivo) Trichoderma harzianum | Trichoderma virens | Trichoderma sp. Trichoderma sp. | Trichoderma sp.
CFAM 1210 CFAM 1144 CFAM 1162 CFAM 0792 CFAM 1163 Médias
Médias (Unidades de Absorbéncia) + DP
Muita luz* 3,04 +1,14a2 7,76 + 0,503 4,26 + 1,702 1,71 + 0,27a1 8,58 + 0,774 5,07 + 2,98P
Pouca luz** 1,07 £ 0,24a1 4,69 + 0,042.23 4,03 + 0,892:2 1,31 +0,19a1 5,60 + 0,3723 3,34 + 2,042
Auséncia de luz 4,58 + 0,3922 4,15 + 00,1322 4,29 + 0,5422 2,10 £ 0,5921 7,30 + 1,072b3 4,48 + 1,852
Médias 2,90 + 1,762 5,563 + 1,954 4,19 + 0,143 1,28 + 0,401 7,16 + 1,495

Fonte: A Autora (2020).

Nota: * Muita luz (3,42 PAR (7,6 watts.m2)).**Pouca luz (2,12 PAR (4,71 watts.m2)). ab Letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia
(comparacdo entre os tratamentos); %234 NUmeros iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (comparacao entre as bactérias) ( P<0,05).
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Porém, no tratamento com pouca luz, ele ndo foi o Unico, apresentou a menor
producdo junto com o T. harzianum CFAM 1210, com médias de 1,31 e 1,07UA,
respectivamente. Mais uma vez, uma situacdo oposta ao que ocorreu na andlise de
biomassa, quando ele foi 0 que mais gerou massa seca em todos 0s niveis de
exposicao a luz.

Cenario totalmente oposto ao da geracdo de biomassa, na qual ele foi o que
menos cresceu em todos os niveis de exposicdo a luz, o que eleva a necessidade de
uma investigacdo cautelosa quanto as condic¢des de cultivo a serem utilizadas para o
maximo rendimento.

Os fungos respondem a luz, seja de forma positiva ou negativa, tanto no seu
crescimento celular como na formacao de metabdlitos. Cada género, espécie e cepa
se comporta de uma forma diante do nivel de luminosidade existente no ambiente, as
vezes ha uma inibicdo da producéo de colorante com a presenca da luz(OGBONNA,
2016).

Outras vezes o fungo até produz com a sua presenca, mas aumenta essa
formacdo com a sua auséncia. O efeito da luz, tanto no crescimento quanto na
producdo dos colorantes, pode depender também do comprimento de onda da luz,
assim como depende do colorante alvo (OGBONNA, 2016).

De acordo com as condicfes da cultura, diferentes cores podem ser produzidas
pelos fungos (OGBONNA, 2016). No atual estudo, o T. harzianum CFAM 1210 e o
Trichoderma sp. CFAM 1163 produziram colorantes castanho-avermelhadas, o
T.virens CFAM 1144 e o Trichoderma sp. CFAM 1162 geraram um amarelo ouro. Ja
o Trichoderma sp. CFAM 0792 produziu um metabdlito verde musgo, como podem
ser vistos nas Figuras 12 al6.

Dentre todas as mudancas na cor, perceptiveis a olho nu, a maior mudanca
ocorreu com T. harzianum CFAM 1210 porgue ao ser cultivado no pH 4,5, mudou sua
coloragdo castanho-avermelhado para um tom esverdeado. Também € possivel ver
uma variacdo forte de cores nos diferentes niveis de exposicdo a luz e nas
temperaturas testadas (FIGURA 12).

Essa mudanca nas temperaturas € perceptivel no caso do T.virens CFAM 1144,
Trichoderma sp. CFAM 1163 e no Trichoderma sp. CFAM 0792, com o 47°C sempre
com auséncia de coloragcdo, mesmo que o espectrofotdmetro ainda registre alguma
absorcédo (TABELA 10 e FIGURA 12, 15 e 16).
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Figura 12-Filtrados (Extratos Brutos) do fungo Trichoderma harzianum (CFAM 1210)
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Fonte: A Autora (2020).
Nota: A= 27°C; B= 37°C; C=47°C; D= pH 4,5; E= pH 5,5; F= pH 6,5; G= pH 7,5; H= Auséncia de luz; I= Pouca luz; J= Muita luz
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Figura 13-Filtrados (Extratos Brutos) do fungo Trichoderma virens (CFAM 1144)

Fonte: A Autora (2020).
Nota: A= 27°C; B= 37°C; C=47°C; D= pH 4,5; E= pH 5,5; F= pH 6,5; G= pH 7,5; H= Auséncia de luz; I= Pouca luz; J= Muita luz
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Figura 14-Filtrados (Extratos Brutos) do fungo Trichoderma sp. (CFAM 1162)

Fonte: A Autora (2020).
Nota: A= 27°C; B= 37°C; C=47°C; D= pH 4,5; E= pH 5,5; F= pH 6,5; G= pH 7,5; H= Auséncia de luz; I= Pouca luz; J= Muita luz
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Figura 15-Filtrados (Extratos Brutos) do fungo Trichoderma sp. (CFAM 792)

L

Fonte: A Autora (2020).
Nota: A= 27°C; B= 37°C; C=47°C; D= pH 4,5; E= pH 5,5; F= pH 6,5; G= pH 7,5; H= Auséncia de luz; I= Pouca luz; J= Muita luz
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Figura 16-Filtrados (Extratos Brutos) do fungo Trichoderma sp. (CFAM 1163)
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Fonte: A Autora (2020).
Nota: A= 27°C; B= 37°C; C=47°C; D= pH 4,5; E= pH 5,5; F= pH 6,5; G= pH 7,5; H= Auséncia de luz; I= Pouca luz; J= Muita luz
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5.2 Avaliacdo da atividade antibacteriana

As 5 cepas de Trichoderma spp. (CFAM 1210; CFAM 1144; CFAM 1162,
CFAM 0792; CFAM 1163) selecionadas nos testes anteriores, também foram
avaliadas quanto a sua possivel atividade antibacteriana. Os microrganismos usados
como alvos nas analises, por serem patdgenos humanos representativos, foram as
bactérias gram-negativas Escherichia coli CBAM 0001, Pseudomonas aeruginosa
CBAM 0665, Klebsiella pneumoniae CBAM0672 e a gram-positiva Bacillus cereus
CBAM 0549.

5.2.1 Triagem Inicial (Método do Bloco de Gelose)

A avaliagéo da atividade antibacteriana dos fungos citados iniciou-se por uma
triagem, através do Método do Bloco de Gelose, para serem escolhidos os que iriam
continuar no estudo, em virtude do material e do tempo disponivel. Apenas dois dos
cinco fungos, Trichoderma virens (CFAM 1144) e o Trichoderma sp. (CFAM 1162)
(TABELA 13), apresentaram uma zona clara de inibicdo (Halo) na superficie do meio,
onde as bactérias foram cultivadas.

O Trichoderma virens (CFAM 1144) produziu os halos de inibicdo com os
maiores didmetros e contra um maior nimero de bactérias em comparacdo com o
Trichoderma sp. (CFAM 1162) (TABELA 9).

O CFAM 1144 produziu halos com diferenca estatistica entre si, mostrando
uma possivel maior acédo antibacteriana contra a E. coli CBAM 0001 (19,68 mm), em
segundo lugar contra a P. aeruginosa CBAM 0665 (15,53 mm) e em terceiro contra o
B. cereus CBAM 0549 (10,80 mm). O CFAM 1162, ao contrario, ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre os dois halos formados por eles, contra E.coli
e B.cereus, 0 que impossibilita a verificacdo de qual bactéria teria sido mais sensivel
a acao desse fungo.

Saleh et al. (2011) também avaliou uma cepa de T. virens, quanto a sua acao
antibacteriana, e verificou que ela produziu zonas de inibicdo, com média de 12 mm
de diametro, para uma das cepas de E. coli, similar ao do estudo atual. Porém, néo
formou halo para a P. aeruginosa nem para K. pneumoniae, diferente do apresentado
pelo CFAM 1144.
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Tabela 13-Resultados do teste do bloco de gelose de fungos Trichoderma spp. contra bactérias patogénicas com os didmetros dos halos de inibicao

produzidos.
Bactérias Patogénicas
FUNQos Escherichia coli Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumoniae Médias
9 CBAM 0001 CBAM 0549 CBAM 0665 CBAM 0672
Médias (mm) £ DP

Trichoderma harzianum 1

CEAM 1210 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Trichoderma virens b 3
CFAM 1144 19,7£08¢ 10,8£0,8° 155+0,3 0,00 11,50 + 8,48
Trichoderma sp. 11,7+0,9 9,5+1,1 0,00 0,00 5,3 + 6,182

CFAM 1162 T "~ J ) 9O X0,

Trichoderma sp. 1

CEAM 0792 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Trichoderma sp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

CFAM 1163

Fonte: A Autora (2020).

Nota: 2bc [etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (Comparacao entre bactérias); 123 Numeros iguais ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5% de significAncia (Comparacgéo entre os fungos) (P<0,05).
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Sendo assim, ou sdo cepas diferentes de uma mesma espécie ou sdo
espécies diferentes que produzem o mesmo colorante. Até o momento, o fato de
serem ou ndo da mesma espécie ndo foi possivel afirmar, em virtude de uma
dificuldade histérica na diferenciacdo entre as espécies do género Trichoderma
(OLIVEIRA, 2019; RAMOS; SAID, 2011).

Poucos trabalhos, referentes ao potencial antibiético do género Trichoderma
contra patégenos humanos, foram publicados nos ultimos tempos. De modo geral, 0s
pesquisadores preferem estudar a promoc¢ao do crescimento vegetal e o controle
bioldgico de fitopatdgenos realizados por esse género (ABREU; PFENNING, 2019).

Saleh et al. (2011) também avaliaram uma cepa de Trichoderma harzianum,
que produziu halos de inibicdo contra E. coli, para a P. aeruginosa e para a K.
pneumoniae. Esse cenario foi diferente do T. harzianum (CFAM 1210), do presente
estudo, que ndo formou nenhuma zona de inibicéo.

Importante destacar, que os testes posteriores sdo necessarios, também, para
verificar se os halos ndo foram maiores ou se ndo houve formacéo de halo devido ao
peso molecular da substancia produzida(BONA et al., 2014; OLIVEIRA, 2019).

Isso porque, apesar da ocorréncia dessa zona indicar presenca de antibiotico
e quanto maior for essa zona, maior seria a atividade do composto, se ele possuir alto
peso molecular, a velocidade de difusdo no meio de cultura é afetada, especialmente,
se ele for pouco polar. Como consequéncia, o tamanho do halo seria reduzido e nao
indicaria o real potencial, bactericida ou bacteriostatico, dos metabdlitos dos fungos
avaliados (BONA et al., 2014; OLIVEIRA, 2019).

Bona et al.(2014) realizaram testes com extratos vegetais, tanto no método de
microdiluicdo em caldo quanto no método de difusdo em agar, e algumas das
amostras mostraram ter atividade no primeiro método e no segundo néo.

Dessa forma, a divergéncia de atuacdo em alguns pontos, entre o presente
estudo e o de Saleh et al. (2011), pode ter ocorrido por diversos motivos. Um deles é
0 uso de diferentes cepas, tanto dos fungos, quanto das bactérias, outro é o método
usado na producéo do halo, que no caso de Saleh et al. (2011) foi o de perfuracdo em
agar ou em poc¢o, com inoculacdo de extratos brutos oriundos de uma fermentagéo

em estado solido, no meio CYS80, com posterior filtracdo e centrifugacgéo.
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Figura 17- Placas da avaliacdo antibacteriana pelo Método do Bloco de Gelose de cepas do Trichoderma spp contra a bactéria E. coli (CBAM 0001)

Fonte: A Autora (2020).
Nota: A= Trichoderma harzianum CFAM 1210; B= Trichoderma virens CFAM 1144; C=Trichoderma sp. CFAM 1162; D= Trichoderma sp.CFAM 0792; E=
Trichoderma sp. CFAM 1163.
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No artigo publicado por Ratnaweera et al. (2018) ndo houve formacao de halo
contra a E. coli e P. aeruginosa, mas houve contra B. cereus, com diametro de 15 mm,
porém foi utilizado extrato bruto dos Trichodermas isolados.

Além de serem fungos isolados de outra localizagcdo geogréfica, Sri Lanka, o
gue pode levar a diferencas genéticas, houve diferenca na metodologia aplicada, pois
no estudo atual, a triagem foi feita diretamente com o fungo e no estudo de
Ratnaweera et al. (2018) foi feita com o extrato bruto, o que pode gerar diferencas nos
resultados encontrados.

Em contrapartida, Ratnaweera et al. (2018) mostraram haver potencial
inibitério contra o Bacillus cereus, por parte do T. virens isolado por eles, confirmando
os resultados do T.virens CFAM 1144,

No atual estudo, apesar das placas referentes a Klebsiella pneumoniae
(CBAM 0672) ndo terem apresentado a formacé&o de halo por nenhum dos fungos, foi
mantida nos testes posteriores. Isso ocorreu com o intuito de observar se as condicdes
de cultivo submerso, na qual as cepas de Trichoderma spp foram expostas, iriam
alterar essa aparente falta de atividade antibi6tica.

Em decorréncia dos resultados dessa triagem, considerando tamanho dos
halos, nimero de bactérias inibidas, tempo e material disponivel, o Trichoderma virens
CFAM 1144 foi o fungo escolhido para prosseguir na avaliacdo do seu potencial

antibacteriano.

5.2.2 Teste Antibacteriano em microplaca para andlise dos filtrados de
Trichoderma virens CFAM 1144

As acles dos filtrados, frente a presenca das suspensdes bacterianas
(patébgenos humanos), geraram uma média de valores de absorbancia, para cada
triplicata, e estdo registrados nas Tabela 14, 15 e 16. Esses valores séo diretamente
proporcionais a presenca ou auséncia do crescimento desses patdogenos e, como
consequéncia, a presenca ou auséncia, nos filtrados, de moléculas com atividade

antibacteriana.
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Tabela 14- Crescimento das cepas de bactérias patogénicas na presenca dos filtrados, de diferentes temperaturas, do Trichoderma virens CFAM 1144
expressos em valores de absorbancia (595 nm).

Bactérias Patogénicas

C ;’_ra}amgntgs i Escherichia coli Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumoniae

(Condigdes de Cultivo) CBAM 0001 CBAM 0549 CBAM 0665 CBAM 0672
Médias (Absorbancias) + DP

Controle Negativo* 0,48 + 0,100 0,08 + 0,0121 0,33 + 0,02b:23 0,29 + 0,07b:2
Controle Positivo** 0,01 + 0,002 0,00 + 0,012 0,00 + 0,002 0,00 + 0,002
27°C 0,17 £ 0,012 0,42 + 0,462.12 0,68 + 0,03¢12 0,79 + 0,02¢2
37°C 0,06 + 0,0021 0,05 + 0,013 0,88 + 0,02 de3 0,77 £ 0,01¢2
47°C 0,96 + 0,08¢1 1,04 + 0,06%1 0,90 £ 0,07¢1 1,35 £ 0,0492

Fonte: A Autora (2020).

Nota: abcde | etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significAncia (comparagéo entre os tratamentos); 123 Nimeros iguais ndo diferem pelo teste
de Tukey a 5% de significancia (comparacao entre as bactérias) ( P<0,05). *Controle Negativo: Patégeno+ Caldo Mueller Hinton; **Controle Positivo: Antibidtico
+ Pat6geno+ Caldo Mueller Hinton.
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Tabela 15-Crescimento das cepas de bactérias patogénicas na presenca dos filtrados, de diferentes pHs, do Trichoderma virens CFAM 1144 expressos em
valores de absorbancia (595 nm).

Bactérias Patogénicas

Tratamentos Escherichia coli Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumoniae
(Condicdes de Cultivo) CBAM 0001 CBAM 0549 CBAM 0665 CBAM 0672

Médias (Absorbancias) + DP

Controle Negativo* 0,48 + 0,100 0,08 + 0,012 0,33 + 0,02b:23 0,29 + 0,07b:2

Controle Positivo** 0,01 + 0,002 0,00 + 0,012 0,00 + 0,002 0,00 + 0,002
pH 4,5 0,88 + 0,08¢2 1,12 + 0,08¢3 0,65 + 0,04¢ 0,98 + 0,04 923
pH 5,5 0,19 £ 0,21a1 0,43 + 0,151 0,81 + 0,0592 0,30 £ 0,02b1
pH 6,5 0,06 + 0,0321 0,19 + 0,102 0,75 £ 0,03¢d2 0,83 + 0,07¢2
pH 7,5 0,18 + 0,092 0,81 + 0,40bc2 0,78 + 0,11¢42 0,86 + 0,02¢2

Fonte: A Autora (2020).

Nota: abcd | etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (comparacdo entre os tratamentos); %23 Nimeros iguais nao diferem pelo teste
de Tukey a 5% de significAncia (comparacao entre as bactérias) ( P<0,05). *Controle Negativo: Patdgeno+ Caldo Mueller Hinton; **Controle Positivo: Antibiotico
+ Pat6geno+ Caldo Mueller Hinton.



111

Tabela 16-Crescimento das cepas de bactérias patogénicas na presenca dos filtrados, de diferentes intensidades de luz, do Trichoderma virens CFAM 1144
expressos em valores de absorbancia (595 nm).

Tratamentos

Bactérias Patogénicas

Escherichia coli

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

(Condictes de Cultivo) CBAM 0001 CBAM 0549 CBAM 0665 CBAM 0672
Médias (Absorbancias) + DP

Controle Negativo* 0,48 £ 0,103 0,08 £ 0,011 0,33 +£0,02>% 0,29 £ 0,07¢2

Controle Positivo** 0,01 £ 0,002 0,00 £ 0,012 0,00 £ 0,002 0,00 £ 0,002

Muita luz 0,01 +0,01a1 0,01 + 0,001 0,87 + 0,05¢2 0,13  0,05b2

Pouca luz 0,07 + 0,042 0,25 + 0,212t 0,76 + 0,04¢d2 0,79 + 0,03¢:2

Auséncia de luz 0,17 £ 0,0121 0,42 + 0,46212 0,68 + 0,03¢12 0,79 + 0,02¢:2

Fonte: A Autora (2020).

Nota: ab¢d | etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia (comparacao entre os tratamentos); %23 Nimeros iguais nao diferem pelo teste
de Tukey a 5% de significancia (comparacao entre as bactérias) ( P<0,05). *Controle Negativo: Patdgeno+ CMH; **Controle Positivo: Antibiético + Patégeno+

CMH.
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Os resultados mostraram que, efetivamente, as condicbes de cultivo
influenciaram, tanto positivamente quanto negativamente, na formacéo de antibiéticos
por parte do Trichoderma virens CFAM 1144. Muitos filtrados tiverem resultados sem
diferenca estatistica entre si e entre eles com o controle positivo.

Ao contrario do que ocorreu no Teste do Bloco de Gelose, nenhum dos filtrados
inibiu a P. aeruginosa CBAM 0665. Inclusive, essas bactérias cresceram de forma
intensa em todos os pocos, ficando visivel a olho nu, e as médias, das absorbancias,
apresentaram diferenca estatistica significativa em comparag&o ao controle positivo.

A K.pneumoniae CBAM 0672, novamente, ndo foi inibida, mesmo diante dos
filtrados de diferentes condicGes de cultivo, e apresentou 0 mesmo comportamento,
da CBAM 0665, com relacdo ao controle positivo e negativo.

No entanto, foi mantida para a analise da Concentracdo Minima Inibitéria e,
assim, ser verificado se ao concentrar as substancias presentes no filtrado, através
do processo da liofilizacéo, a inibicdo da CBAM 0672 aconteceria.

O filtrado Muita Luz inibiu a E. coli CBAM 0001 e o B. cereus CBAM 0549,
sem diferenca estatistica entre as duas bactérias, com absorbancias de 0,01 para
ambas, semelhantes ao Controle Positivo, que tinha presenca do antibiotico
Cloranfenicol 30 pg/mL.

Também o e 37°C, que apresentou atividades contra as mesmas bactérias,
com médias de absorbancia de 0,06 para a CBAM 001 e 0,05 para a CBAM 0549. E
por fim, Pouca Luz e o pH 6,5, mas esses so inibiram a CBAM 0001, com absorbancias
de 0,07 e 0,06 respectivamente.

Esses resultados se parecem com o0s obtidos por Rathaweera et al.(2018) e
Saleh et al. (2011), em diferentes métodos, como o do pogo, do disco e da
microdiluicéo.

Esses quatro filtrados, oriundos do fungo T. virens CFAM 1144, foram
selecionados para prosseguirem na avaliagdo de sua atividade biolégica. Em virtude
da falta de diferenca estatistica entre essas amostras e as demais, do pouco tempo e
do pouco material disponivel, os critérios de selecdo foram a semelhanca com o
controle positivo, 0s que apresentaram menores valores e que nao apresentaram
diferenca entre si.

Muitos foram os casos, onde as bactérias cresceram mais com o filtrado do

gue s6 com o seu proprio meio de cultura, como o filtrado pH 4,5 contra a P.aeruginosa
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CBAM 0665 com absorbancia de 0,98 contra 0,29 do Controle Negativo, composto s6
de patégeno + Caldo Mueller Hinton.

Entdo, os filtrados, ao invés de inibir, nutriram os microrganismos mais do que
o0 proprio Caldo Mueller Hinton, um meio de cultura comumente usado no crescimento
bacteriano. Esse cenario se repetiu com as bactérias CBAM 0665 e CBAM 0672, que
nao foram afetadas pelos extratos brutos, e tudo ocorreu devido a composicao
nutricional do Caldo BD, meio de cultura usado no cultivo submerso dos Trichoderma
spp.

Diante desses resultados, observa-se que o fungo CFAM 1144 mostrou ser
verdadeiramente capaz de gerar moléculas inibidoras do crescimento bacteriano,
tanto da E. coli, quanto do B. cereus, confirmando o resultado do item 4.2.1.

Segundo Pan et al. (2019), alguns genes biossintéticos, que geram
metabdlitos secundarios microbianos, ndo sdo expressos em condicdes normais de
cultivo, ocorrendo a necessidade de altera-las para ativar esses agrupamentos de
genes silenciosos.

Essas alteracdes também podem silenciar alguns genes e alterar alguma
reacdes bioquimicas, com consequente auséncia de determinada substancia que
antes era comumente produzida (FERNANDES, R.P., 2017; PAN et al., 2019).

Os ensaios que analisam a formacéao de halo, através do uso de extratos em
discos ou em pogos no meio sélido, sdo os mais recorrentes nas avaliacbes da
atividade antibacteriana, com o0 intuito de selecionar determinados extratos
microbianos e em virtude da simplicidade na avaliacdo dos resultados. Porém, eles
possuem muitas desvantagens (BONA et al., 2014; OLIVEIRA, 2019).

Séo testes classificados como trabalhosos, devido ao processo de preparacéo
das placas com meio sélido, desde a padronizacdo do inéculo, a propria inoculacéo
dos patégenos, a producdo dos pocos ou discos até a insercdo dos extratos. E
também um processo que gera um alto consumo de tempo e material (BONA et al.,
2014; OLIVEIRA, 2019).

Enquanto os testes que contam com microplaca sdo mais baratos,
reprodutiveis e 30 vezes mais sensiveis. Podem ser testadas diferentes amostras ao
mesmo tempo, requerem pequenas quantidades e ademais, permitem que sejam
obtidos dados quantitativos (BONA et al., 2014; OLIVEIRA, 2019; OSTROSKY et al.,
2008).
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Isso, provavelmente, porque 0s componentes do teste estdo em meio liquido,
tanto a bactéria quanto as moléculas biologicamente ativas, 0 que propicia um maior
contato entre eles, até mais do que na metodologia do po¢co (BONA et al., 2014;
OLIVEIRA, 2019).

Outra vantagem € a ndo dependéncia quanto a capacidade da molécula de
se difundir pelo agar, de acordo com o seu peso molecular, caracteristica lipofilica
e/ou natureza quimica, com consequente forma¢ado ou auséncia de zona de inibigéo,
interferindo na avaliacéo correta dos resultados (BONA et al., 2014; OLIVEIRA, 2019).

A avaliacao estatistica foi realizada para verificar se as condi¢cdes de cultivo,
na qual os fungos foram submetidos, influenciaram na secrecdo de compostos
antibacterianos para o meio, selecionar quais seriam 0S mais promissores e enviar
para a liofilizagéo.

Também foi feita com o objetivo de comparar com o controle positivo
(Antibidtico + Bactéria + Meio) e com o controle negativo (Bactéria +Meio), para
observar o quanto o extrato se diferenciava estatisticamente da a¢do do antibiético ou
da falta dele.

5.2.3 Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

Esse ensaio possui as mesmas vantagens do item anterior, porém nos
permite obter mais informacdes, pois, quando possivel, fornece a menor
concentracdo, do extrato bruto liofilizado, que é capaz de inibir o patdgeno utilizado.

Apos a verificagcdo dessa informacdo, o natural seria encaminhar as
concentracfes que foram capazes de inibir, a partir dessa concentracdo minima, para
0 ensaio da Concentracdo Bactericida Minima (CBM).

Esse ensaio mostraria a menor concentracdo, da molécula antibacteriana
presente, que mataria ao menos 99,9% das bactérias inoculadas, ou seja, ndo seria
algo temporario. Mesmo retirando as bactérias do contato com o extrato bruto
liofiizado, elas n&o voltariam a crescer, se voltassem, na verdade aquela
concentracdo seria bacteriostatica (GUIMARAES et al., 2010; OLIVEIRA, 2019).

No entanto, os extratos brutos liofilizados n&o inibiram nenhuma das 4

bactérias, ou seja, foram resistentes (R) (TABELA 17).
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Tabela 14-Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos Filtrados do Trichoderma virens CFAM 1144
contra 4 patégenos humanos significativos

Fungo/Filtrados
Trichoderma virens CFAM 1144

Bactérias Muita Luz | Pouca luz | 37°C | pH 6,5
CMI (mg/mL)
" CBAM 0001 R i i .
CBAM 045 R i i .
Pseudocr:nBciAl‘w'\a;ISO%eGr;glnosa R R R R
Klebscl:egilslnoeglgonlae R R R R

Fonte: A Autora
Nota: R=Resistente. CMI: Concentracdo Minima Inibitéria.

Além disso, por vezes, cresceram mais Nos po¢os com 0s extratos, do que no
controle negativo, que tinha apenas a bactéria e o meio de cultura, de forma
semelhante ao que ocorreu no item anterior (5.2.2).

Dessa forma, ndo foi possivel seguir para o ensaio do CBM, inclusive, o CMI
foi refeito, mais de uma vez, para confirmar se nao foi problema de contaminacéo e
0s resultados se mantiveram, ou seja, a molécula foi perdida.

Com o intuito de verificar se foi a liofilizacdo que teria causado essa perda, 0
teste do item anterior (5.2.2) também foi refeito, e os extratos, que tinham sido
selecionados, deixaram de apresentar atividade antibacteriana, pois todas as
bactérias cresceram, o que nos permitiu descartar essa possibilidade.

Entdo, foi admissivel conceber que a acao antimicrobiana dos filtrados, no
ensaio anterior, foi fruto da acdo de antibidtico volatil. A possibilidade se mostra
plausivel porque ja € conhecido, pela comunidade cientifica, o fato de diversas
espécies de Trichoderma sp. produzirem metabolitos secundarios volateis, inclusive
antibiéticos, bastante utilizado por ele no processo de antibiose (ABREU; PFENNING,
2019; ANGEL et al., 2016; AWAD et al., 2018; SILVA, et al., 2019).

Esses compostos organicos volateis sdo tdo importantes, que nao s6 atuam
diretamente como indiretamente, quando servem como gatilho, algo que acontece
durante o contato inicial com um fitopatdgeno, para o processo de micoparasitismo se
desenvolver (ANGEL et al., 2016; AWAD et al., 2018; RAMADA; LOPES; ULHOA,
2019).

Entre esses compostos, a 6-pentil-pirona (6PP) € a mais conhecida, por

também ser responsavel pelo aroma de coco e pela pigmentagdo amarela formada
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por algumas espécies (MONTE; BETTIOL; HERMOSA, 2019; RAMADA,; LOPES;
ULHOA, 2019).

Os antibidticos produzidos por esse género sdo divididos em 3 categorias:
Antibidticos volateis, compostos sollveis em agua e peptaibols. Uma classe desses
antibioticos volateis € denominada de policetideos e, dentro desse grupo, dependendo
da modificacdo estrutural presente, poder ser classificada como uma benzoquinona
(RAMADA; LOPES; ULHOA, 2019).

As substancias, que formam essa classe, sdo bastante volateis, com efeito
antagonista e que atuam contra bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-
negativas. Um exemplo desse grupo é a Aurantiogliocladina (RAMADA; LOPES;
ULHOA, 2019).

Essa andlise permitiu descartar completamente, a possibilidade dos
colorantes presentes possuirem atividade antibidtica, o que poderia auxiliar na
industria alimenticia e cosmética.

Pois, além dos colorantes naturais estarem sendo exigidos nos alimentos
industrializados, o consumidor também passou a cobrar a redugcédo de conservantes
guimicos sintéticos. Essa exigéncia do mercado forneceu, para a industria, o grande
desafio de conseguir também colorantes com efeito antimicrobiano e até antioxidante,
mas que ndo sejam toxicos. Além disso, alguns consumidores também desejam algum
efeito benéfico direto para o corpo humano (AKILANDESWARI; PRADEEP, 2016).
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6 CONCLUSOES

As condic¢des de cultivo ndo influenciaram da mesma forma na producao de
biomassa e de colorantes das cinco cepas do género Trichoderma.

Nenhuma das cinco linhagens conseguiu crescer e produzir colorantes a 47°C.

Quanto a atividade antibacteriana, o fungo mais promissor foi o Trichoderma
virens CFAM 1144,

Houve influéncia das condicdes de cultivo na producdo de compostos
antibioticos nos filtrados, deixando de ter atividade contra a P. aeruginosa.

Os extratos produzidos sob Muita Luz, Pouca Luz, 37°C e pH 6,5 apresentaram,
ao longo dos testes, perda de atividade antibacteriana.

Foi produzido um composto antibi6tico, no cultivo submerso, eficiente contra a
Escherichia coli CBAM 0001 e contra Bacillus cereus CBAM 0549.

Os colorantes produzidos nao foram os responsaveis pela acéo antibacteriana.

Estudos como esses sdo importantes para futuras pesquisas visando maior

formacao de biomassa e/ou maior producgéo de colorante.
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APENDICE A- RESULTADOS (ABSORBANCIAS) ORIUNDOS DA AVALIAGAO DO CRESCIMENTO BACTERIANO, EM UM LEITOR DE MICROPLACA
(595NM), PARA OBTENCAO DA CONCENTRAGCAO MINIMA INIBITORIA DE FILTRADOS DO Trichoderma virens CFAM 1144 CONTRA 4 BACTERIAS

PATOGENICAS DE INTERESSE MEDICO E. coli CBAM 0001; B.cereus CBAM 0549; P. aeruginosa CBAM 0665; K.penumoniae CBAM 0672

Escherichia coli

B CBAM 0001
CONCENTRACOES = = 3 Fa o
(mg/mL)
Médias (Absorbancias) + DP
5,0 mg/mL 0,814 + 0,003 0,748 + 0,02¢2 0,704 + 0,03d412 0,663 + 0,011 <0,001
2,5 mg/mL 0,920 + 0,03%3 0,751 + 0,01¢2 0,862 £+ 0,03¢3 0,651 + 0,021 <0,001
1,25 mg/mL 0,904 + 0,02¢3 0,804 + 0,03¢2 0,660 + 0,03¢4:1 0,689 + 0,019 <0,001
0,63 mg/mL 0,894 + 0,02¢2 0,808 + 0,04¢2 0,682 + 0,061 0,645 + 0,001 <0,001
0,31 mg/mL 0,801 + 0,04¢3 0,788 + 0,03¢3 0,647 £ 0,04¢d2 0,521 £ 00,0181 <0,001
0,16 mg/mL 0,598 + 0,13¢ 0,643 + 0,02 0,593 + 0,03¢ 0,473 £ 0,014 0,062
0,08 mg/mL 0,224 + 0,091 0,530 * 0,06¢2 0,478 + 0,02b:2 0,427 +0,01¢2 0,001
Controle Positivo 0,011 £+ 0,002 0,011 £+ 0,002 0,011 + 0,002 0,011 + 0,002 1,000
Controle Negativo 0,389 + 0,00¢ 0,389 + 0,00° 0,389 + 0,00 0,389 + 0,00 1,000
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: A Autora (2020).

Nota: abcdefs | etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significAncia(comparacéo entre os tratamentos); 1234 Nimeros iguais ndo diferem pelo
teste de Tukey a 5% de significAncia (Comparacédo entre os filtrados) (P<0,05).

F.1: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens CFAM 1144 cultivado com muita Luz, 27°C e pH 6,0 em meio BD

F.2: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens CFAM 1144 cultivado com pouca luz, 27°C e pH 6,0 em meio BD

F.3: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens CFAM 1144 cultivado com auséncia de luz, 37°C e pH 6,0 em meio BD
F.4: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens CFAM 1144 cultivado com auséncia de luz, 27°C e pH 6,5 em meio BD
Controle Positivo: Caldo Mueller-Hinton + Patégeno + Antibiético (Cloranfenicol 30 pg/mL)

Controle Negativo: Caldo Mueller-Hinton + Patégeno
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Bacillus cereus

CBAM 0549
CONCENTRACOES F1 F2 F3 F4 p
(mg/mL) Médias (Absorbancias) = DP
5,0 mg/mL 0,620 + 0,01¢2 0,622 + 0,02bc:2 0,529 + 0,011 0,514 + 0,011 <0,001
2,5 mg/mL 0,921 + 0,03912 0,814 + 0,08¢4:1 0,879 + 0,039%12 1,022 £+ 0,06¢2 0,011
1,25 mg/mL 1,195 + 0,058 1,429 + 0,08¢3 1,015 + 0,081 0,971 + 0,051 <0,001
0,63 mg/mL 0,938 + 0,04912 0,989 + 0,1692 0,794 + 0,08¢4:12 0,719 £ 0,0591 0,029
0,31 mg/mL 0,975 + 0,0392 0,660 * 0,03bc1 0,673 + 0,080¢1 0,661 + 0,02¢d:1 <0,001
0,16 mg/mL 0,580 + 0,06°¢ 0,649 + 0,05°¢ 0,648 + 0,03°c 0,649 + 0,02 0,210
0,08 mg/mL 0,233 = 0,0301 0,619 + 0,01bc2 0,634 + 0,072 0,581 + 0,03bc:2 <0,001
Controle Positivo 0,020 £ 0,012 0,020 £ 0,012 0,020 £ 0,012 0,020 £ 0,012 1,000
Controle Negativo 0,530 + 0,04¢ 0,530 + 0,04 0,530 + 0,04 0,530 + 0,04 1,000
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: A Autora (2020).

Nota: abcde | etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significincia(comparacdo entre os tratamentos); 123 NUmeros iguais néo diferem pelo teste
de Tukey a 5% de significancia (Comparacao entre os filtrados) (P<0,05).

F.1: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com muita Luz, 27°C e pH 6,0 em meio BD
F.2: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com pouca luz, 27°C e pH 6,0 em meio BD

F.3: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com auséncia de luz, 37°C e pH 6,0 em meio BD
F.4: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com auséncia de luz, 27°C e pH 6,5 em meio BD
Controle Positivo: Caldo Mueller-Hinton + Patégeno + Antibiotico (Cloranfenicol 30 pg/mL)

Controle Negativo: Caldo Mueller-Hinton + Patégeno
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Pseudomonas aeruginosa

) CBAM 0665
CONCENTRACOES = 2 F3 k2 D
(mg/mL)
Médias (Absorbancias) + DP
5,0 mg/mL 1,419 £ 0,033 1,307 £ 0,02¢2 1,334 £ 0,019% 1,050 + 0,06d41 <0,001
2,5 mg/mL 1,416 £ 0,023 1,224 + 0,06¢2 1,247 £ 0,012 0,992 + 0,0241 <0,001
1,25 mg/mL 1,032 + 0,06¢12 1,200 + 0,02¢%:3 1,149 + 0,08¢"23 0,983 + 0,0691 0,007
0,63 mg/mL 0,858 + 0,07d:12 1,017 +0,10¢:23 1,111 + 0,04¢3 0,805 + 0,04¢1 0,002
0,31 mg/mL 0,601 + 0,35 0,754 £+ 0,08° 0,938 + 0,044 0,683 + 0,06°¢ 0,216
0,16 mg/mL 0,324 + 0,12abc1 0,604 + 0,10¢2 0,828 + 00,0293 0,531 + 0,06b12 0,001
0,08 mg/mL 0,101 + 0,061 0,578 + 0,09b¢:2 0,578 + 0,06¢2 0,496 + 0,032 <0,001
Controle Positivo 0,00 £ 0,012 0,00 = 0,012 0,00 = 0,012 0,00 + 0,012 1,000
Controle Negativo 0,408 + 0,03v¢ 0,408 £ 0,03 0,408 * 0,03 0,408 + 0,03 1,000
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: A Autora (2020).

Nota: abcdefa | etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significAncia(comparacéo entre os tratamentos); 23 NUmeros iguais ndo diferem pelo
teste de Tukey a 5% de significAncia (Comparacéo entre os filtrados) (P<0,05).

F.1: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com muita Luz, 27°C e pH 6,0 em meio BD

F.2: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com pouca luz, 27°C e pH 6,0 em meio BD

F.3: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com auséncia de luz, 37°C e pH 6,0 em meio BD
F.4: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com auséncia de luz, 27°C e pH 6,5 em meio BD
Controle Positivo: Caldo Mueller-Hinton + Patégeno + Antibiético (Cloranfenicol 30 pg/mL)

Controle Negativo: Caldo Mueller-Hinton + Patégeno
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Klebsiella pneumoniae

. CBAM 0672
CONCENTRACOES = = 3 4 D
(mg/mL)
Médias (Absorbancias) = DP
5,0 mg/mL 0,926 +0,03¢ 0,944 + 0,02¢ 0,833 + 0,10% 0,886 + 0,03f 0,146
2,5 mg/mL 0,905 + 0,02¢12 0,929 + 0,002 0,948 + 0,012 0,852 + 0,03f* 0,003
1,25 mg/mL 0,864 + 0,01e3 0,711 + 0,029 0,939 £ 0,024 0,781 £ 0,04¢2 <0,001
0,63 mg/mL 0,742 £ 0,0192 0,688 + 0,0191 0,821 + 0,0393 0,706 * 0,024:12 <0,001
0,31 mg/mL 0,513 + 0,08¢ 0,547 +0,03¢ 0,563 + 0,01¢ 0,598 + 0,00¢ 0,173
0,16 mg/mL 0,365 + 0,031 0,550 + 0,04¢23 0,482 + 0,04bc2 0,614 £ 0,01¢3 <0,001
0,08 mg/mL 0,309 + 0,081 0,521 + 0,02¢23 0,412 + 0,03012 0,575 + 0,01¢3 <0,001
Controle Positivo 0,00 = 0,002 0,00 £+ 0,002 0,00 £ 0,002 0,00 = 0,002 1,000
Controle Negativo 0,415 + 0,01bc 0,415 + 0,01° 0,415 + 0,01° 0,415 + 0,01b 1,000
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Fonte: A Autora (2020).

Nota: abcdef | etras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia(comparagéo entre os tratamentos); 234 Nimeros iguais ndo diferem pelo

teste de Tukey a 5% de significAncia (Comparacéo entre os filtrados) (P<0,05).

F.1: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com muita Luz, 27°C e pH 6,0 em meio BD
F.2: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com pouca luz, 27°C e pH 6,0 em meio BD
F.3: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com auséncia de luz, 37°C e pH 6,0 em meio BD
F.4: Filtrado (Extrato Bruto) do Trichoderma virens (CFAM 1144) cultivado com auséncia de luz, 27°C e pH 6,5 em meio BD
Controle Positivo: Caldo Mueller-Hinton + Patégeno + Antibiético (Cloranfenicol 30 pg/mL)

Controle Negativo: Caldo Mueller-Hinton + Patdgeno



