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Morrigan, Morrigan, three times three 

Hear the words I ask of Thee.  

Grant me vision, grant me power,  

Cheer me in my darkest hour. 

As the night overtakes the day, 

Morrigan, Morrigan light my way...  

Morrigan, Morrigan, raven Queen, round 

and round the Hawthorn green.  

Queen of beauty, Queen of Art,  

Yours my body, your my heart.  

All my trust I place in Thee,  

Morrigan, Morrigan, be with me. 

 

~ Luna’s Grimoire ~  
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RESUMO 

 

 Fungos são microrganismos capazes de habitar todos os lugares do 

planeta, até biomas mais extremos, devido a inúmeras adaptações estimuladas 

por fatores limitantes a sua sobrevivência, como temperatura, tipo de solo e 

umidade. Isso se deve por conta da sua necessidade de se manter 

energeticamente transformando e interconvertendo diversos compostos 

orgânicos da natureza para viver, crescer, se reproduzir e construir seus 

próprios tecidos. Para isso, há um sistema de reações químicas auxiliadas por 

enzimas que trabalham em conjunto com o metabolismo intermediário para a 

destinação desse material através de vias metabólicas distribuídas no 

organismo do ser vivo, são elas as vias participantes do metabolismo primário 

e do metabolismo secundário. Os produtos biossintetizados por fungos para a 

sua adaptação ao meio já se mostraram úteis ao ser humano em diversas 

áreas de aplicação, com isso, o avanço biotecnológico tem apresentado 

técnicas laboratoriais para a estimulação da produção desses biocompostos, 

em destaque a OSMAC. Afim de aplicar tal metodologia no presente trabalho, 

cepas de Penicillium funiculosum e Penicillium chrysogenum foram submetidas 

a tratamentos com variação de meio de cultura e adição de sais xenobióticos 

(CuSO4, MgSO4, KH2PO4 e NH4Cl) para avaliação do comportamento 

metabólico das amostras através do perfil químico obtido por cromatogramas 

de LC-MS/MS no modo positivo. Como resultado, observou-se a inibição da 

produção de metabólitos secundários por CuSO4, como a roquerfotina C (m/z 

322 [M+H]+), pistillarina (m/z 418 [M+H]+), ácido terréstrico (m/z 211 [M+H]+), 

isoquinocitrinina A (m/z 234 [M+H]+) e produção por NH4Cl de brocazina A (m/z 

453 [M+H]+) nas cepas selecionadas dos fungos. Com isso, pode-se concluir 

que a inserção de xenobióticos no cultivo, afetou  de forma direta o 

metabolismo secundário das cepas. 

Palavras-chave: Penicillium spp., OSMAC, metabólitos secundários 
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1. INTRODUÇÃO  

 A Floresta Amazônica, maior floresta tropical do mundo, abriga uma 

ampla diversidade de espécies de microrganismos em seus sistemas 

ecológicos naturais, responsáveis pelo auxílio na ciclagem de nutrientes e na 

manutenção de ecossistemas estabelecidos principalmente em solos pobres 

(MOORE et al. 2011). A eficiência desses microrganismos reflete na velocidade 

em que os nutrientes são assimilados pelo meio biótico através dos processos 

de decomposição da matéria orgânica morta, mediada pelos mesmos, a fim de 

propiciar o equilibrio dinâmico dos biomas (SANTOS e CRISI, 1981).  

 Estes microrganismos são capazes de habitar todos os lugares 

admissíveis do planeta, até biomas mais extremos, devido a inúmeras 

adaptações estimuladas por fatores limitantes a sua sobrevivência, como 

temperatura, tipo de solo e umidade (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010). Entre 

eles, destacam-se os fungos, capazes de sintetizar enzimas responsáveis pela 

quebra de moléculas complexas presentes no meio em que estão inseridos 

para, dessa forma, tornarem àquelas importantes para sua sobrevivência mais 

fáceis de serem absorvidas (CHEN et. al., 2017).  

É a partir deste processo que os nutrientes também são disponibilizados 

para a assimilação por seres vivos presentes no ecossistema, sendo esta 

etapa de extrema importância para a manutenção biológica do local, pois além 

de disponibilizarem os macro e micro nutrientes para o solo através do 

processo de decomposição, há também a liberação de dióxido de carbono para 

atmosfera, elemento primordial ao desenvolvimento das espécies vegetais do 

ambiente em que o organismo está inserido (RAVEN et. al., 1976).  

 

1.1 ESTRUTURA E ULTRAESTRUTURA DOS FUNGOS 

Além de contar com a maquinaria para expressão enzimática no processo 

de nutrição própria, os fungos também possuem particularidades que os 

diferem de outros seres vivos, como ausência de clorofila, presença de quitina, 

polissacarídeo estrutural constituído por polímeros de cadeia longa de β-1,4-N-

acetilglucosamina localizada na parede celular (Figura 1), capacidade de se 

apresentar em duas fases vegetativas nas formas levuriforme e hifal, sendo a 

última forma possuinte de organização pseudocelular elaborada por conexões 
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de células multinucleares que estendem seu protoplasma, permitindo a 

diferenciação de estruturas e impedindo efeitos deletérios de senescência ou 

trauma (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010) e, presença de rede espessa com 

coloração determinada pela espécie do fungo, chamada micélio.  

 

Figura 1. Repetições de unidades β-1,4-N-acetilglucosamina formando uma molécula de 

quitina. 

 

  

 Ao ser feita a análise das estruturas hifais, pode-se observar três 

matrizes constituintes: a matriz capsular, a parede e a membrana plasmática, 

juntamente com organelas presentes no citoplasma como em todo organismo 

eucarionte (BADIEE et al., 2018). Para que suas atividades metabólicas 

possam ser realizadas, as estruturas contam também com a presença de 

proteínas importantes para o crescimento e diferenciação celular. Já com 

relação à membrana plasmática, a mesma dispõe de unidades importantes 

para a mediação dos fenômenos superficiais da célula, como –ATPase e 

quitina-sintetase (RHODES, 2015). 

 Outra estrutura de suma importância para o desenvolvimento fúngico é o 

Spitzenkörper, componente citoplasmático apical que controla a morfogênese 

hifal dos fungos de acordo com a sua posição (Figura 2), permitindo a esses 

organismos uma excelente habilidade de mudança de direção do crescimento 

das hifas. Porém é uma estrutura presente apenas em fungos com hifas 

septadas, sendo que naquelas com características cenocíticas o crescimento 

ocorrerá de forma radial, em que o micélio se expandirá instituindo raios 

(LOGUERCIO-LEITE, 2005; DEMAIN e MARTENS, 2017).  
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Figura 2. Representação esquemática da localização de Spitzenkörper (S) em uma hifa 

septada. 

 

Fonte: Modificado de Deacon (1997) 

Entretanto, a participação das hifas não se limita apenas a nutrição e 

crescimento micelial do fungo, mas também auxilia nos processos reprodutivos 

dos organismos, pois da mesma forma em que existem hifas especializadas 

para tais funções, há aquelas que participam diretamente dos processos de 

reprodução assexuada ou sexuada dos fungos, as hifas aéreas (MEDEIROS, 

2014). Na reprodução assexuada, há a produção de gomos ou brotos que se 

ramificam originados do trabalho de brotamento, já na reprodução sexuada, as 

hifas aéreas fazem o papel de estruturas reprodutivas e são as mesmas que 

participam da cariogamia presente no ciclo reprodutivo dos fungos, garantindo 

a formação de zigotos e posterior produção de esporos haploides (FERREIRA, 

2005). 

1.2 METABOLISMO PRIMÁRIO E SECUNDÁRIO 

Todos os fungos precisam se manter energeticamente transformando e 

interconvertendo diversos compostos orgânicos da natureza para viver, 

crescer, se reproduzir e construir seus próprios tecidos. Para isso, há um 

sistema de reações químicas auxiliadas por enzimas que trabalham em 

conjunto com o metabolismo intermediário para a destinação desse material 

através de vias metabólicas distribuídas no organismo do ser vivo (DEWICK, 

2009).  

Esse trabalho realizado pelo metabolismo intermediário se dá graças a 

processos de catabolismo e anabolismo ocorrendo de forma simultânea e 

reguladas de forma conjunta, desde o processo de liberação de energia das 

moléculas disponíveis no meio até o processo de biossíntese de compostos 
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necessários para a constituição da estrutura do organismo, sendo que cada um 

desses processos é realizado de acordo com a necessidade do organismo em 

se manter (NELSON et. al., 2014; MADIGAN et. al., 2014). 

Dentre as moléculas orgânicas nutrientes de crucial importância, tem-se 

carboidratos, proteínas, ácidos nucleicos e ácidos graxos e por mais que os 

organismos existentes tenham inúmeras diferenças morfológicas e fisiológicas, 

as vias de modificação e síntese desses compostos são as mesmas, salvo 

algumas exceções (DEWICK, 2009). Com isso, podem ser considerados como 

essencial para a vida de todos os seres o metabolismo primário, devido a 

ocorrência de vastos processos de reações químicas necessárias para a 

sobrevivência do organismo, entre elas, processos de metilação, oxidação, 

acetilação, fosforilação e outros (BRAKHAGE & SCHROECKH, 2014).  

Pode-se utilizar como exemplo de processo metabólico proveniente de 

vias primárias a glicólise, descrita como a conversão da glicose em piruvato 

sem a especificidade de uma via metabólica exclusiva, já que existem três 

caminhos enzimáticos por onde pode ocorrer o processo de glicólise, essencial 

a manutenção energética do organismo vivo (MOORE et al,. 2011). 

Já os metabólitos secundários são aqueles originados do metabolismo 

secundário do fungo, estes ao contrário dos metabólitos primários não são 

prioritariamente necessários para o desenvolvimento do organismo, mas 

participam diretamente nas questões adaptativas das espécies, são moléculas 

estruturalmente heterogêneas e de baixo peso molecular, produzidas em sua 

maioria para questões adaptativas do organismo, como defesa (micotoxinas, 

por exemplo) ou alimentação, onde incluem-se enzimas especiais para esta 

função (LIMA-NETO et al., 2015).   

 Para exemplificar a diferença entre os dois tipos de metabolismo, pode-

se citar a alimentação a partir da fonte nutricional disponível no ambiente em 

que o microrganismo está (WANG et. al., 2014). Em bactérias, assim como em 

alguns fungos por exemplo, a nutrição é comumente realizada a partir da 

metabolização da glicose, porém em sua ausência, a biossíntese de novas 

enzimas precisa ser realizada a partir da expressão de genes determinantes 

para tal (JOAQUIM e HANI, 2010).  
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1.3 ATIVAÇÃO E INATIVAÇÃO DE GENES 

 A descoberta da biossíntese de metabólitos secundários por 

microrganismos gerou possibilidades de aplicação em diversas indústrias de 

forma a favorecer o ser humano. O interesse aumentou após a observação de 

suas eventuais fonte de tratamento contra doenças infecciosas, câncer e seu 

papel como imunossupressores demonstrou o alto potencial farmacêutico 

desses bioprodutos como agentes de inovação terapêutica.  

 Por conta disso, muitas bactérias e fungos começaram a ter seus perfis 

genéticos sequenciados e a descoberta da alta quantidade de genes 

participantes das vias metabólicas secundárias, denunciaram a alta 

plasticidade das mesmas presentes nesses organismos (KJAERBOLLING et. 

al., 2018). A partir do estudo dos perfis genéticos, definiu-se como clusters a 

localização desses genes em especial, porém os estudos de metabólitos 

secundários ainda possuem limitações, como por exemplo, o fato de muitos 

clusters permanecerem inativados principalmente em condições laboratoriais e, 

até a utilização de um indutor, tendem a se manter inativados (CHIANG et. al., 

2011).  

Esses clusters são regulados por uma rede complexa de múltiplas 

proteínas e complexos que respondem a diferentes estímulos ambientais, isso 

inclui a diferença do nível de carbono e nitrogênio, disponibilidade de luz, pH, 

temperatura, condições de hipóxia e estímulos derivados de outros 

organismos, entretanto, as respostas a esses estímulos são variadas de acordo 

com a espécie de fungo e podem produzir diferentes metabólitos em diferentes 

condições ambientais (BRAKHAGE, 2012; WANG et. al., 2015). 

Muitos clusters provenientes de microrganismos já foram descobertos e 

seus produtos metabólicos já foram aplicados com sucesso em áreas 

comerciais, como é o caso da penicilina G, usada como antibiótico até nos dias 

atuais, o imunossupressor ciclosporina e o composto utilizado no tratamento da 

diabetes, lovastatina, todos sendo instituídos de fungos (BRAKHAGE e 

SCHROECKH, 2012). Juntamente com os compostos já citados, a literatura 

atual conta com uma biblioteca de mais de 23,000 produtos microbianos – 

sendo a maioria isolado a partir de fungos – com potencial antifúngico, 
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antibacteriano, antiviral, citotóxico ou com o papel de agentes 

imunossupressores (TAMIYA, et. al., 2015). 

  

Figura 3. Representação de metabólitos secundários produzidos por fungos. Penicilina G, 
isolada de Penicillium chrysogenum; Lovastatina, isolada de Aspergillus terreus; Ciclosporina, 
isolada de Tolypocladium inflatum. 

  

  

 Apesar do inúmero banco de dados a respeito de compostos naturais 

produzidos por fungos e bactérias, não é descartado o desenvolvimento de 

novas pesquisas a fim de elucidar compostos ainda não descobertos, através 

de técnicas que visam à ativação de clusters crípticos (LI et. al., 2017). Entre 

estas técnicas, pode-se citar a utilização da bioinformática para a identificação 

de metabolitos secundários e suas propriedades físico-químicas, assim como 

técnicas de cultivo em condições laboratoriais (TAKAHASHI et. al., 2017).   

Essa primeira técnica se baseia na síntese de metabólitos secundários 

por multi-modelos de enzimas, ajudando não apenas na definição das enzimas 

participantes, mas também em seus substratos, bem como as propriedades 

físico-químicas dos produtos elucidados (RANK, et. al., 2010). Já em se 

tratando de técnicas laboratoriais, destaca-se a metodologia OSMAC (One-

strain, many compounds), uma metodologia de indução da ativação de vias 

metabólicas inativadas através das respostas gênicas frente a diferentes 

condições como, mudanças nutricionais no substrato de cultivo, co-cultivo entre 

duas espécies de fungos ou com outros microrganismos (tais como bactérias), 

além de situações de estresse através de estímulos externos ao seu 
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desenvolvimento, como por exemplo, a adição de xenobióticos resistentes a 

degradação fúngica (KELLER et. al., 2005; FILL et. al., 2016; LOPES, 2011).  

1.4 APLICAÇÃO DOS METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 Como já foi citado, uma das maiores contribuições dos produtos naturais 

isolados de microrganismos foi a descoberta da penicilina em 1928 por 

Alexander Fleming, logo após isso, muitos outros bioprodutos começaram a ser 

isolados de outros microrganismos, como a estreptomicina que foi um dos 

primeiros aminoglicosídeos isolado da actinobactéria Streptomyces griseus e o 

composto antibacteriano cloranfenicol isolado primeiramente do microrganismo 

Streptomyces venezuelae (HÖLKER et. al., 2004).  

Além disso, metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos 

também demonstraram ser fontes de biomoléculas em potencial a partir da 

descoberta de compostos anticancerígenos, como paclitaxel – isolada do fungo 

Taxomyces andreanae – podofilotoxina isolada de Penicillium sp., além dos 

antidepressivos hiperina e emodina isolados de Chaetomium globosum (Figura 

4) (SILVA et. al., 2015). 

Com isso, a indústria redirecionou seu foco e esforço para a utilização 

desses compostos para outras indicações e não somente para fins 

farmacêuticos como moléculas com atividades anticancerígenas ou 

antidepressivas, obtendo diversos imunossupressores que revolucionaram a 

medicina no auxilio de transplante de órgãos, drogas antitumorais, drogas 

hipocolesterolêmicas, inibidores enzimáticos, estimulantes para o crescimento 

de ruminantes, inseticidas, herbicidas, antiparasitários contra coccídeos e 

helmintos, fabricação de alimentos e bebidas por processos de fermentação e 

diversas outras aplicações (CARDENAS et. al., 1998; KREMER et. al., 2000; 

VERDINE, 1996).  
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Figura 4. Estruturas químicas dos compostos naturais isolados por fungos utilizados na 

indústria farmacêutica. 

   

 Na indústria alimentícia, os destaques vão para a produção de alimentos 

como pães (Saccharomyces cerevisiae), shoyo (Aspergillus oryzae), queijos 

(Penicillium roqueforti) e bebidas fermentadas, como cervejas, vinhos e 

cachaças (Saccharomyces cerevisiae) e, tal como ocorre atualmente na 

indústria farmacêutica, os trabalhos voltados para o ramo alimentício tende a 

aumentar principalmente por suas propriedades probióticas, aumentando 

também por consequência os estudos sobre processos fermentativos de 

microrganismos (TAKAHASHI et. al., 2017).  

 Já na indústria de cosmetologia, destacam-se os países da Ásia que 

desenvolvem estudos de incorporação de bioprodutos fúngicos em cosméticos 

tradicionais, como loções e ou nutricosméticos. Entre os mais utilizados, pode-

se citar a produção de Esquizofilano pelo fungo Schizophyllum commune, 

composto este utilizado para proteger a pele de raios UV (MATUO et. al, 2007), 

e a ergotioneína, anti-oxidante presente em produtos para antienvelhecimento, 

isolada de Agaricus bisporus (JHOEL e BHIMBA, 2013).  
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Como demonstrado, os bioprodutos oriundos de fungos estão presentes 

em muitos outros ramos. Elucidar e explorar essas moléculas 

biotecnologicamente proporciona acesso e auxílio não só no tratamento de 

doenças através de fármacos produzidos a partir de moléculas encontradas 

nesses metabólitos, mas também participam de processos de produção em 

diversas outras áreas.  

Com isso, o estudo da prospecção química dos metabólitos secundários 

de fungos possui alta relevância, principalmente se estiver aliado a testes de 

indução do metabolismo visando o aumento da síntese dos metabólitos, pois é 

possível que a expansão da produção proporcione moléculas – novas ou não – 

de interesse humano e, dessa forma, viabilize novas vias de tratamentos 

médico para doenças atuais e novos processos de produção industrial em larga 

escala utilizando técnicas de baixo custo. 

 

2. OBJETIVO GERAL 

 Avaliar a influência de xenobióticos no metabolismo de Penicillium 

chrysogenum e Penicillium funiculosum  

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Investigar diferenças metabólicas em cultivos de cepas previamente 

isoladas de P.chrysogenum e P.funiculosum frente a diferentes meios de 

cultura 

 Caracterizar parcialmente o metabolismo das cepas sob a adição dos 

xenobióticos. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 ISOLAMENTO DAS CEPAS FÚNGICAS 

 

 As amostras de P.funiculosum foram obtidas a partir da coleta de 

sedimento arenoso presente no fundo do Igarapé do Mindú, em Manaus-AM 

(3° 06' 05.5" S e 60° 01' 28.2" W). Já a amostra de P.chrysogenum foi obtida a 

partir do fruto do buriti (Mauritia flexuosa L.F), coletado no km 106 da rodovia 

AM-010 na propriedade particular de Koolen, H.H.F. (município de Rio Preto da 
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Eva, 2° 43' 11.2" S e 59° 31' 08.5" W). O material coletado foi encaminhado 

para o Laboratório de Biotecnologia da UEA-ESA para a realização da 

assepsia, conforme estabelecido previamente por Koolen e colaboradores 

(2012) para o manuseio do material botânico, já as amostras de solo seguiram 

a metodologia de assepsia conforme Abreu e colaboradores (2015), sem 

modificações.  

 Com isso, foram realizadas diluições seriadas para a obtenção de 

culturas monospóricas e, a partir disso, as culturas puras foram selecionadas e 

preservadas conforme metodologia de Castellani (1939) e depositadas na 

coleção de microrganismos do Grupo de Pesquisa em Metabolômica e 

Espectometria de Massas (MMSRG) da UEA.  

3.2 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DOS FUNGOS 

 Os isolados monospóricos foram crescidos em meio líquido batata 

dextrose levedura (BDL, batata 200 g/L, dextrose 10 g/L, extrato de levedura 2 

g/L) sob agitação à 150 rpm e 28 °C para obtenção e massa micelial. Após a 

separação das células do caldo fermentado por meio de filtração à vácuo, o 

ácido desoxirribonucleico (DNA) total foi obtido conforme o protocolo de 

extração por detergente catiônico 2% de Doyle & Doyle, (1987). A integridade 

do DNA extraído foi visualizada por meio de gel de agarose 0,8% (m/m) e 

quantificada em um espectrofotômetro UV-Vis modelo NanoDrop 2000 e logo 

após diluídas para a concentração de 100 ng/μL. 

A identificação molecular dos isolados foi feita com base na região do 

espaçador interno transcrito e domínios D1/D2 da região 28S do rDNA 

utilizando-se os primers ITS 1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) conforme 

White et al (1990), NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) conforme Carbone 

e Kohn, (1999) os amplicons esperados foram fragmentos de 

aproximadamente 1200 pares de bases, destes, aproximadamente 500 pb 

correspondem à região ITS e 700 pb correspondem a LSU 28S. 

 Reações de PCR foram realizadas utilizando 100 ng do DNA total; 0,5 

pmol de cada primer; 1X de tampão de reação (100 mM Tris-HCl (pH 8,8 a 25 

ºC), 500 mM KCl, 0,8% (v/v) Nonidet P40); 2 mM de MgCl2; 1 mM de dNTPs e 

uma unidade de Taq DNA polimerase (DNA Express) para um volume final de 
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25 µL. As condições de PCR foram: desnaturação inicial foi de 94 ºC por 3 min, 

seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 1 min, anelamento 57°C por 

1 min., extensão de 72 ºC por 1,5 min, seguido de extensão final a 72 ºC por 5 

min. Os amplicons gerados foram visualizados em gel de agarose com auxílio 

do marcador 1kb para confirmar a amplificação apenas da região de interesse. 

Os produtos de PCR foram tratados com polietilenoglicol (PEG 20%) e 

sequenciadas usando o kit BigDye™ Terminator v3.1, no 3500 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems™) conforme recomendações do fabricante. A 

sequência consenso para cada locus foi obtida com base no sequenciamento 

das fitas forward (F) e reverse (R) utilizando-se o programa DNA Baser v.4.36 

(http://www.dnabaser.com/) para montagem de contig. O  alinhamento das 

sequências obtidas foi realizado utilizando-se a ferramenta nucleotide BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).  

3.3 PLANO EXPERIMENTAL DE OSMAC: REATIVAÇÃO E PREPARO DOS 

MEIOS DE CULTURA   

 Para aplicação da metodologia OSMAC foram selecionados quatro sais 

xenobióticos, sendo estes CuSO4, KH2PO4, NH4Cl e MgSO4, que foram 

inseridos juntamente ao preparo de quatro meios de cultura sólidos para 

análise da variação de fonte nutricional quanto ao crescimento e pigmentação 

nas seguintes proporções:  

 BDA (300 mL de água destilada, 60g de batata, 6g de dextrose, 4,5g de 

Ágar e 0,05g de xenobiótico).  

 Sabouraud-ágar (300 mL de água destilada, 6g de Glicose, 3g de 

peptona, 4,5g de Ágar e 0,05g de xenobiótico).  

 International Streptomyces Project 2-ágar (ISP2, ISP2, 300 mL de água 

destilada, 1,2g de amido, 1,2g de extrato de levedura, 0,05g de 

xenobiótico). 

 Czapek modificado-ágar (300 mL de água destilada, Glicose 3 g, 0,9 g 

de NaNO3, 1,5 g de MgSO4, 1,5 g de KCl, 1,5 g de FeSO4, 4,5 g de Ágar 

e 0,05 g de xenobiótico). 

De forma simultânea ao preparo dos meios de cultura com xenobióticos, 

também foram preparados nas mesmas condições os meios para os cultivos de 
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controle, sem a presença de nenhum sal. Com isso, os esporos preservados 

em Castellani foram reativados em monoplicatas para todos os meios de 

cultura, adicionando alíquotas de 60 μL de solução de tetraciclina 3% divididos 

em todas as placas.  

Após isso, as placas recém-inoculadas foram lacradas e armazenadas em 

estufa incubadora do tipo BOD sob condições de temperatura em 28 ºC. Com 

isso, foi registrado em time lapse com intervalos de 72 horas o crescimento das 

culturas até o fim de 15 dias (Figura 5). 

 

Figura 5. Representação do Time Lapse de crescimento fúngico obtido no presente estudo. 

 

3.4 PLANO EXPERIMENTAL DE OSMAC: SELEÇÃO, AMPLIAÇÃO E 

PREPARO DE EXTRATOS 

 Com o fim de 15 dias de crescimento, foram estabelecidos critérios 

baseados na conformação macroscópica dos cultivos para a seleção das cepas 

a serem repicadas. Estes critérios enfatizavam a presença ou ausência de 

pigmentação extracelular e a variação da coloração micelial observadas no 

momento da triagem.  

Após a seleção dos cultivos de ambos os fungos, as placas em 

monoplicatas foram repicadas e identificadas em seis novos inóculos sob as 

mesmas condições de meio de cultura e temperatura de armazenamento. Com 

21 dias de crescimento em BOD, foram realizadas as raspagens de todo o 

material contido nas placas (micélio e o que restava de meio de cultura) para 

transferência em Béqueres de 500mL contendo solução de solventes 

preparada a 70% AcOEt e 30% MeOH que fora distribuída entre os béqueres. 

Após este procedimento, o material fúngico submerso na solução de solventes 

foi levada ao Sonificador Ultra-sônico USV-1400 por 40 minutos em 

temperatura ambiente e deixados durante 24 horas envoltos de papel alumínio 

devido a possível fotossensibilidade do material. 
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Atingido o tempo pré-estabelecido, os béqueres referentes a cada 

sistema OSMAC foram levados para a capela de exaustão novamente para a 

etapa de filtração e obtenção do caldo fúngico. Essa filtração foi realizada com 

auxílio de um funil de vidro e Kitassato ligado a uma bomba de vácuo para 

sucção, seguindo o sistema padrão de filtração a vácuo (Figura 6). 

Após a obtenção do caldo, cada amostra foi direcionada ao 

rotaevaporador para obtenção do extrato bruto dos tratamentos. Em seguida, o 

material foi armazenado em dessecadora com sílica ativada para que a água 

contida no extrato evaporasse de forma gradual (Figura 6).  

 

Figura 6. Sistema de filtração usado para obtenção do caldo fúngico de cada tratamento. 

 

Todos os extratos, antes e depois de armazenados, tiveram seus frascos 

permanentes pesados para registro da massa de extrato bruto produzido por 

cada sistema OSMAC. Para isso, foram feitas raspagens com auxílio de 

metanol de todo o conteúdo contido em cada recipiente que fora anteriormente 

para a dessecadora, como foi utilizado metanol para facilitar a raspagem do 

material, tornou-se possível a transferência para os frascos permanentes 

através de pipetagens de 100 μL. Feito isso, os recipientes permanentes foram 

colocados novamente na dessecadora para secagem final (Figura 7).  
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Figura 7. Extrato fúngico obtido a partir do rotaevaporador (A); Extratos fúngicos prontos para 

secagem em dessecadora (B); Representação do rotaevaporador utilizado no preparo das 

amostras. 

 

   

A etapa final do preparo das amostras para análise se deu da seguinte 

forma: Foram pesados em Balança Analítica Modelo WALS o total de 0,003 g 

de cada extrato seco, as amostras recém-pesadas foram armazenadas em 

Eppendorfs limpos, etiquetados e esterilizados e em seguida, encaminhados 

para o Instituto de Química da Universidade Estadual de Campinas para 

análise em LC-MS/MS sob supervisão e cuidados do Prof. Dr. Hector Henrique 

Ferreira Koolen.  

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ANÁLISES MACROSCÓPICAS DE P. funiculosum 

Nesse estudo, cepas de P. funiculosum e P. chrysogenum foram 

submetidas a cultivos em diferentes meios de cultura, contendo ou não 

xenobióticos como preconiza a metodologia de OSMAC. Inicialmente, apenas a 

variação da fonte de carbono e nitrogênio foi suficiente para que fossem 

observadas mudanças macromorfológicas principalmente na coloração micelial 

e pigmentação do meio de cultura.  
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Quando as cepas de P. funiculosum foram inoculadas em BDA-controle, 

o seu micélio apresentou coloração verde e branca de forma alternada até as 

extremidades que delimitavam o crescimento. Já em Sabouraud-controle, a 

cepa apresentou padrão de coloração diferente do observado em BDA-

controle, alternando-se entre rosa, branco e alaranjado. Diferente de em BDA-

controle e Sabouraud-controle, os cultivos em Czapek-controle e ISP2-controle 

apresentaram durante o crescimento um padrão de coloração similar, 

alternando a coloração do micélio em verde, marrom e branco (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Cultivos de controle de P. funiculosum para os tratamentos em OSMAC 

BDA Sabouraud Czapek ISP2 

    

  

Essa variação na resposta frente à mudança dos meios de cultura, 

sugere que as cepas de P. funiculosum estavam melhores adaptadas para 

aqueles meios cuja fonte nutricional principal derivavam de pectina (BDA-

controle) e de peptonas (Sabouraud-controle). Ao submetê-las ao crescimento 

em meio de cultura cuja fonte nutricional principal era nitrato de sódio (Czapek-

controle) e amido (ISP2-controle) a resposta de esporulação foi mais fraca, 

possivelmente devido ao esforço extra que as cepas necessitaram realizar para 

a conversão das macromoléculas em energia essencial para seu metabolismo.  

Quando cultivadas nos meios de cultura com adição de xenobióticos, 

algumas cepas seguiram os padrões de coloração observados em seus 

controles (Tabela 2). Em BDA+ xenobióticos, a coloração micelial verde foi 

mantida para as cepas em BDA+KH2PO4, BDA+NH4Cl e BDA+MgSO4, com 

mudança apenas em BDA+CuSO4, onde a coloração branca nas extremidades 

foi substituída para marrom (Tabela 2). Em Sabouraud, a mudança do padrão 

de coloração ocorreu no tratamento Sabouraud+CuSO4, em que as 
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pigmentações rosa e alaranjado foram substituídas por verde e tons de branco, 

porém mantendo-se em Sabouraud+ KH2PO4, Sabouraud+NH4Cl e 

Sabouraud+MgSO4. Concomitante a esses resultados, Czapek+CuSO4 e 

ISP2+CuSO4 também apresentaram variações do padrão de coloração para 

cada meio de cultura com a substituição das cores para tons de verde, porém 

também manteram-se os padrões de coloração nos tratamentos restantes 

(Tabela 2). 

Essa questão da mudança de coloração do micélio pôde ser observada 

durante o estudo de Oliveira (2009), em que duas espécies de Penicillium sp. 

foram isoladas de Alibertia macrophylla e cultivados em três meios de cultura 

sólidos diferentes, sendo eles, BDA, meio de milho descascado e o meio BD 

líquido. Durante esse experimento, as cepas foram observadas durante 21 dias 

e suas cores tiveram variação entre roxo, verde, branco e marrom. Segundo 

Zhang e colaboradores (2017), tais mudanças de coloração podem ser 

resultados da plasticidade das vias metabólicas que podem ser modeladas de 

forma a serem ativadas ou desativadas em um único cultivo, permitindo que 

cada célula do metabolismo do microrganismo possa se adaptar às situações 

em que se encontram, estabelecendo um mosaico de vias metabólicas ainda 

não alcançadas. 

Não obstante, em Sabouraud+NH4Cl houve pigmentação extracelular 

caracterizada pela influência do xenobiótico no metabolismo da cepa, o que 

sugere uma produção de metabólitos secundários nesse tratamento (Tabela 2). 

Por conta disso, este cultivo foi selecionado para ampliação de escala, bem 

como a cepa de Sabouraud-Controle e Sabouraud+CuSO4, devido a mudança 

brusca de padrão na coloração micelial, permitindo a suposição de que NH4Cl 

tenha demonstrado atividade excitatória para a produção de metabólitos 

secundários e que CuSO4 tenha demonstrado atividade inibitória para a 

produção.  
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Tabela 2. Variações de esporulação de P. funiculosum em cada meio de cultura com adição de 

xenobióticos.  

Meio de 
cultura 

BDA Sabouraud Czapek ISP2 

Controle 

    

CuSO4 

    

KH2PO4 

    

NH4Cl 

    

MgSO4 
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4.2 ANÁLISES MACROSCÓPICAS de P. chrysogenum 

 

Já quando as cepas de P. chrysogenum foram inoculadas em BDA-

controle, o micélio apresentou coloração única verde sem pigmentação 

extracelular e, similar ao observado em BDA-controle, o inóculo em meio 

Czapek-controle não apresentou pigmentação extracelular, porém a coloração 

verde dos conídios fora substituída por branco. Já em Sabouraud-controle e em 

ISP2-controle, a coloração micelial apresentou como padrão tons de verde, 

branco e amarelo de forma alternada, bem como se pôde observar forte 

pigmentação extracelular de cor amarelada (Tabela 3). 

Esse comportamento da pigmentação em amarelo por P. chrysogenum 

também foi observado por Pastre e colaboradores (2007) ao testar a 

capacidade de produção de pigmentos de 90 morfotipos de Penicillium spp. em 

4 meios de cultura diferentes. Como respostas, foram encontrados 6 morfotipos 

de Penicillium sp. produtores de pigmentos que variavam de amarelo a 

vermelho (também observado nos cultivos de P. funiculosum em 

Sabouraud+NH4Cl). Seguindo os tratamentos com xenobióticos, as cepas, em 

sua maioria, mantiveram os padrões de coloração observados em seus 

controles. 

 

Tabela 3. Cultivos de controle de P. chrysogenum para os tratamentos em OSMAC. 

BDA Sabouraud Czapek ISP2 

    

 

Em BDA+xenobióticos a coloração verde foi mantida, porém não houve 

pigmentação extracelular, em Sabouraud+xenobióticos a mudança do padrão 

de coloração foi observada no tratamento com CuSO4, (da mesma forma em 

que ocorreu nas cepas de P. funiculosum no mesmo tratamento), porém a 

pigmentação extracelular foi presente com intensidades diferentes em todos os 
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tratamentos de P.chrysogenum em Sabouraud, incluindo a cepa de controle. 

Em Czapek+xenobióticos a mudança de coloração ocorreu em Czapek+CuSO4 

e Czapek+MgSO4 em que a cor branca presente no controle foi substituída por 

verde e, por fim, em ISP2+xenobióticos, ocorreu mudança de coloração e 

inibição da pigmentação em ISP2+CuSO4 (Tabela 4).  

Em questões de coloração micelial sob xenobióticos, Peng e 

colaboradores (2011) avaliaram o crescimento de cepas de P. chrysogenum 

com adições extras de MgSO4, KH2PO4 e sal marinho artificial e, como 

resposta, obtiveram cepas com micélio aéreo sem cor (branco), também 

observado no presente estudo sob o mesmo tratamento (Tabela 4). 

Além disso, as cepas de P. chrysogenum apresentaram como resposta à 

variação das fontes nutricionais de carbono e nitrogênio crescimento mais lento 

em relação ao observado nas cepas de P.funiculosum, como observado nas 

cepas controle e nas cepas submetidas aos tratamentos com xenobióticos. 

Apesar de diferenças na coloração micelial dos cultivos de P. chrysogenum, a 

principal variável afetada pela adição dos componentes extras foi a intensidade 

de pigmentação extracelular, como observado em Sabouraud+KH2PO4 e 

Sabouraud+NH4Cl que apresentaram pigmentação mais forte dentre todos os 

tratamentos (Tabela 4). 

De forma contrária, dois xenobióticos se destacaram na aparente função 

inibitória da produção de metabólitos nos tratamentos ISP2+CuSO4 e 

Sabouraud+MgSO4, no primeiro tratamento (ISP2+CuSO4) a inibição foi 

completa devido a ausência total de pigmentos extracelulares quando 

comparado a cepa de controle (ISP2-controle), já no segundo 

(Sabouraud+MgSO4) ainda houve sinais de produção de metabólitos, porém a 

intensidade de pigmentação foi a mais baixa de todos os cultivos com 

pigmentos extracelulares.  
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Tabela 4. Variações de esporulação de P. chrysogenum em cada meio de cultura com adição 

de xenobióticos. 

Meio de 
cultura 

BDA Sabouraud Czapek ISP2 

Controle 

    

CuSO4 

     

KH2PO4 

    

NH4Cl 

    

MgSO4 

    

 

Fonte: Ferreira, 2017 
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4.3 ANÁLISES DE LC-MS/MS 

Foram selecionadas as cepas de P. chrysogenum nos tratamentos 

ISP2+CuSO4 e ISP2-controle, e cepas de P. funiculosum nos tratamentos 

Sabouraud+NH4Cl, Sabouraud+CuSO4 e Sabouraud-controle,  os conjuntos de 

cultivos de ambos os fungos foram repicados para ampliação de escala e 

também posterior análise em LC-MS/MS no modo positivo. Com isso, pôde-se 

comprovar a atividade inibitória de CuSO4 empregado nos meios de cultivo 

selecionados (Figura 8).  

De modo similar, Fill e colaboradores (2016) também destacaram essa 

atividade e acrescentaram MgSO4, tanto na inibição da pigmentação quanto na 

produção de determinados metabólitos secundários, como o verruculogeno 2 – 

também em concentração padronizada de 0,05g de componentes extras – ao 

estudar a metodologia OSMAC em cepas de Penicillium brasilianum alterando 

as condições químicas dos meios de cultivo utilizados em seu experimento. 

Já no presente estudo, a inibição nos selecionados de P. chrysogenum 

(Figura 8) foi observada na produção do composto roquefortina C (m/z 322 

[M+H]+) e pistillarina (m/z 418 [M+H]+), e nos selecionados de P. funiculosum 

houve a inibição também por CuSO4 de ácido terréstrico (m/z 211 [M+H]+), 

isoquinocitrinina A (m/z 234 [M+H]+) e produção por NH4Cl de brocazina A (m/z 

453 [M+H]+). 

A roquefortina C é uma micotoxina termorgênica que foi isolada 

primariamente a partir de amostras de urina e que é comumente produzida por 

fungos dos gêneros Penicillium sp., Aspergillus sp. e Claviceps sp. É um 

mecanismo de defesa natural e complicações em humanos e animais 

domésticos por intoxicação desse composto já são registradas com os 

sintomas de convulsões generalizadas, tremores musculares, rabdomiólise e 

em casos mais severos, morte (TOR et. al., 2006).  

O acréscimo de CuSO4 nos cultivos de P. chrysogenum em ISP2 causou 

desvios metabólicos no fungo, impedindo a produção desse composto, o que 

pôde trazer novas ramificações para tratamentos de combate a toxicidade 

desse composto. Já a pistillarina é um sideróforo isolado primariamente de 

Penicillium bilaii, o que propõe a substituição da mesma pelo cobre de CuSO4 

(CAPON et. al., 2007).  
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Figura 8. Cromatogramas de LC-MS/MS no modo positivo dos cultivos de P. chrysogenum 

com indicações dos compostos naturalmente produzidos pelo fungo que sofreram inibição por 

CuSO4, roquefortina C e de pistillarina. 

 

Figura 9. Cromatogramas de LC-MS/MS no modo positivo dos cultivos de P. funiculosum com 
indicações dos compostos naturalmente produzidos pelo fungo que sofreram inibição por 
CuSO4 e NH4Cl em Sabouraud ácido terréstrico e isoquinocitrinina A, com acréscimo de nova 
substancia.  

 

Os selecionados de P. funiculosum foram analisados em LC-MS/MS no 

modo positivo que confirmou a inibição por CuSO4 de ácido terréstrico e 
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isoquinocitrinina A (Figura 9). O primeiro foi identificado a partir de isolados de 

fungos do gênero Penicillium sp. e é um metabólito secundário comum em 

fungos de solo (SMEDSGAARD e FRISVADM, 1996) o segundo composto 

também é derivado de fungos de solo do gênero Penicillium sp. e possui  

citotoxicidade moderada em células cancerosas, porém sua produção é inibida 

quando o microrganismo é exposto ao xenobiótico. 

Entretanto, a análise de LC-MS/MS denunciou a produção de brocazina 

A nos selecionados de Sabouraud+NH4Cl. Esse composto possui propriedades 

biológicas de interesse, como atividade antibacteriana, atividade antitumoral e 

inibidor da replicação viral de HIV-1 (SMEDSGAARD e FRISVADM, 1996).  

 

 

5. CONCLUSÃO 

A adição de xenobióticos nos meios de cultura dos cultivos de P. 

funiculosum e P. chrysogenum afetou de forma direta o desenvolvimento das 

cepas, dificultando o crescimento micelial nos tratamentos com CuSO4, 

principalmente. Não obstante, análises do perfil químico denunciaram a 

atividade inibitória de CuSO4 nas cepas de ambos os fungos em relação a 

produção de metabólitos secundários pelos mesmo, ilustrando a ativação ou 

inativação de enzimas do metabolismo celular do fungo.  

Além disso, pôde-se concluir que Sabouraud foi o meio de cultura que 

demonstrou melhores resultados de prospecção de metabólitos para as cepas 

de Penicillium chrysogenum e para Penicillium funiculosum, destacando o 

conjunto Sabouraud+NH4Cl como o diferencial para a produção de novos 

compostos entre as cepas selecionadas. 
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