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Resumo

EFEITO DE INDUTORES ABIOTICOS NO VOLATILOMA DE Penicillium
citrinum COLETADO EM SOLO DE MANGUEZAL. Microrganismos
desempenham um papel essencial na dinamica dos ecossistemas, inclusive por
meio da emissdo de compostos organicos volateis (COVs), moléculas de baixo
peso molecular, baixa solubilidade em agua e alta presséo de vapor, muitas vezes
associadas a odores distintos. Esses compostos funcionam como mediadores
quimicos entre 0s microrganismos e 0 ambiente. Entre os principais produtores
de COVs estdo os fungos filamentosos, como os do género Penicillium,
encontrados em diversos habitats, como solos, matéria organica em decomposicao
e ambientes umidos. Os COVs sintetizados por esses organismos compreendem
um amplo espectro de moléculas, pertencentes a diferentes classes quimicas, tais
como alcoois, acidos graxos, aldeidos, terpenos e compostos aromaticos. A
producdo desses metabdlitos pode ser modulada por alteragbes nas condicdes
ambientais ou no meio de cultivo. Entre os fatores abidticos que afetam
diretamente o metabolismo microbiano destacam-se os ions metélicos e a
intensidade luminosa. Metais com func¢éo redox, como Fe, Mn e Co, atuam como
cofatores em enzimas de vias biossintéticas. Ja a luz, em especial a radiacdo UV-
A, influencia processos como germinacao, crescimento e esporulacdo fungica,
desencadeando alteracGes metabolicas significativas. Neste contexto, 0 presente
estudo teve como objetivo investigar, por meio de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM), ferramentas de redes moleculares e analises
estatisticas, as alteraces no volatiloma do fungo Penicillium citrinum isolado do
solo de manguezal no Maranh&o, sob estresse induzido por altas concentragoes
dos ions Mn** e Co**, bem como por diferentes intensidades de radiagao UV-A
Os cultivos foram realizados em balGes de fundo redondo de 2 L, utilizando meio
liquido composto por glicose, extrato de levedura, sais minerais € FeSO4-4H-O.
Para 0 meio solido, empregou-se arroz parboilizado hidratado. A esterilizacao foi
feita por autoclavagem (15 min a 120°C e 1 atm). A inducdo por metais consistiu
na substitui¢ao do Fe?** por 19,8 g/l de MnCl2-4H20 e 2,38 g/LL de CoCl2-6H-0
no meio liquido, e pela adi¢ao de 7,13 g/L de MnCl:-4H.0O e 0,86 g/L de
CoClz2-6H20 no meio solido. O experimento com UV-A foi realizado apenas em
meio liquido, com dois regimes: fotoperiodo 12/12 h e exposic¢do continua. Todos
0s cultivos tiveram duracdo de 14 dias. A extracdo dos COVs foi realizada por
hidrodestilacdo com éter dietilico, utilizando aparelho de Clevenger modificado
sob refluxo por 2 horas. Apos a extracao, o hidrolato foi descartado, e a fracao
organica contendo os compostos volateis foi coletada para analise. Os resultados
mostraram que os estresses abioticos induziram alteragdes significativas nas vias
metabdlicas da cepa de P. citrinum, com destague para enzimas como
lipoxigenases, sesquiterpeno sintases e O-metiltransferases. Houve mudancas
significativas na producéo de diversos metabolitos volateis.
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Abstract

EFFECT OF ABIOTIC INDUCERS ON THE VOLATILOME OF Penicillium
citrinum COLLECTED FROM MANGROVE SOIL Microorganisms play an
essential role in the dynamics of ecosystems, including through the emission of
volatile organic compounds (VOCs) molecules of low molecular weight, low
water solubility, and high vapor pressure, often associated with distinct odors.
These compounds function as chemical mediators between microorganisms and
the environment. Among the main producers of VOCs are filamentous fungi, such
as those of the Penicillium genus, found in diverse habitats like soils,
decomposing organic matter, and humid environments. The VOCs synthesized by
these organisms comprise a broad spectrum of molecules belonging to different
chemical classes, such as alcohols, fatty acids, aldehydes, terpenes, and aromatic
compounds. The production of these metabolites can be modulated by changes in
environmental conditions or culture medium. Among the abiotic factors that
directly affect microbial metabolism, metal ions and light intensity are prominent.
Redox-active metals, such as Fe, Mn, and Co, act as cofactors in enzymes of
biosynthetic pathways. Light, especially UV-A radiation, influences processes
such as germination, growth, and fungal sporulation, triggering significant
metabolic alterations. In this context, the present study aimed to investigate,
through gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), molecular networking
tools, and statistical analyses, the alterations in the volatilome of the fungus
Penicillium citrinum, isolated from mangrove soil in Maranh&o, under stress
induced by high concentrations of Mn?" and Co?* ions, as well as by different
intensities of UV-A radiation. The cultures were grown in 2 L round-bottom flasks
using a liquid medium composed of glucose, yeast extract, mineral salts, and
FeSO4:4H20. For the solid medium, hydrated parboiled rice was used.
Sterilization was performed by autoclaving (15 min at 120°C and 1 atm). Metal
induction consisted of replacing Fe** with 19.8 g/L. of MnClz-4H-0O and 2.38 g/L
of CoCl2:6H20 in the liquid medium, and by adding 7.13 g/L of MnCl.-4H-O and
0.86 g/l of CoCl2'6H20 to the solid medium. The UV-A experiment was
conducted only in liquid medium under two regimes: a 12/12 h photoperiod and
continuous exposure. All cultures had a duration of 14 days. The extraction of
VOCs was performed by hydrodistillation with diethyl ether, using a modified
Clevenger apparatus under reflux for 2 hours. After extraction, the hydrosol was
discarded, and the organic fraction containing the volatile compounds was
collected for analysis. The results showed that the abiotic stresses induced
significant alterations in the metabolic pathways of the P. citrinum strain, with
emphasis on enzymes such as lipoxygenases, sesquiterpene synthases, and O-
methyltransferases. There were significant changes in the production of several
volatile metabolites.
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1.  INTRODUCAO

1.1 Manguezal e sua importancia

O manguezal € caracterizado por um agrupamento de arvores e
arbustos tropicais e subtropicais, situados nas zonas de transicdo entre o0s
ambientes terrestre e marinho (Abdel-Azeem et al., 2016). Eles sdo reconhecidos
como um dos ecossistemas mais produtivos do mundo, em grande parte devido a
sua rica diversidade de plantas, animais e microrganismos.

Além disso, esse ecossistema € essencial na preservacdo da
diversidade de plantas e microrganismos, incluindo fungos, protozoarios,
bactérias e algas. Ele também oferece um ambiente propicio para a vida aquatica,
abrigando peixes, crustaceos e répteis, assim como para animais terrestres, como
mamiferos e aves (Abdel-Azeem et al., 2016; Rajpar; Zakaria, 2014). A Figura

1.0 destaca caracteristicas importantes sobre o manguezal.

FIGURA 1.1- Principais caracteristicas das areas de manguezal que impactam
comunidades microbianas.

| Estresses abioticos

Altas temperaturas

Altas concentragoes

91% da biomassa microbiana e doo

constituida por bactérias e

fungos :
Baixa aeracio

Fonte: Adaptado de Braga et.al (2024)

Adicionalmente, esses ecossistemas enfrentam inundacdes
recorrentes e variagbes no nivel das marés, fatores que contribuem para uma
intensa producdo de biomassa e para a manutengdo de comunidades microbianas
Unicas (Bai et al., 2013; Bingham; Kathiresan, 2001). Os fungos que habitam os
manguezais tém a capacidade de produzir uma ampla diversidade de metabolitos

secundarios bioativos, caracterizados por estruturas unicas, como alcaloides,



benzopiranonas, quinonas, acidos fendlicos, esteroides, terpenoides, tetralonas,
xantonas, entre outros, que apresentam distintas atividades farmacologicas
(Imhoff, 2016).

Infelizmente, 0os manguezais vém sendo constantemente ameacados
por acdes humanas, especialmente pela pesca e, de forma ainda mais impactante,
pela criacdo de camardes, que tém contribuido para o desmatamento dessas areas.
Pesquisas apontam que, nas Ultimas duas décadas e meia, cerca de 4% da area
total de manguezais no Brasil foi perdida, com destaque para as regides Sul e
Sudeste, que apresentam os maiores indices de degradacéo, resultando em sérias
perdas de biodiversidade (Ferreira; Lacerda, 2016).

Apesar da reconhecida importancia ecologica dos manguezais, 0
conhecimento sobre o0s microrganismos que habitam esses ambientes,
especialmente os fungos, ainda é bastante limitado. O papel que essas
comunidades microbianas desempenham no funcionamento do ecossistema

permanece pouco explorado.

1.2 Fungos de manguezais

As propriedades fisico-quimicas singulares do ecossistema de
manguezal, como alta salinidade, variagdes térmicas e baixa oxigenacao, induzem
adaptacdes fisiologicas especificas nos microrganismos que o habitam, como a
halofilia e a termoestabilidade. Tais caracteristicas sdo particularmente evidentes
nas enzimas produzidas por fungos marinhos, que se diferenciam funcionalmente
de suas contrapartes terrestres.

Devido a sua notavel diversidade genética e bioguimica, esses
microrganismos sdo considerados fontes promissoras de enzimas, com aplicacbes
potenciais em diversos processos biotecnologicos (Bonugli-Santos et al., 2015).
Nesse contexto, compreender a diversidade bioldgica e funcional dos fungos nos

manguezais é essencial, especialmente considerando seu papel importante na
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degradacdo de compostos organicos e poluentes ambientais. Essa compreensao
amplia 0o conhecimento sobre 0s organismos que habitam esse ecossistema e
contribui para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de biorremediacao.
Embora muitos estudos se concentrem majoritariamente em comunidades
bacterianas, a investigacdo do potencial fangico ainda é incipiente, evidenciando
uma lacuna cientifica relevante (Harms et al., 2011; Treseder, 2005).

Os fungos presentes em diferentes nichos do manguezal podem ser
classificados como terrestres, quando colonizam as partes aéreas das plantas, ou
marinhos, quando se estabelecem em areas submersas ou periodicamente alagadas
pelas marés. Na zona de interface entre esses ambientes, observa-se uma
combinacédo desses grupos, embora em menor abundancia devido as condicGes de
baixa oxigenacdo (Fasanella, 2012).

Dias et al. (2017) realizaram o isolamento de microrganismos
presentes no solo da regido do Mangue Seco, no municipio de Raposa, Maranh&o.
No estudo, foram identificadas 16 espécies bacterianas e cinco fangicas, com
destaque para os géneros Aspergillus e Trichoderma, ambos reconhecidos por sua
versatilidade metabdlica e potencial biotecnologico.

Em estudo semelhante, Rodrigues et al. (2020) analisaram a
diversidade fungica no solo do Parque Estadual da Lagoa Jansen, em Sdo Luis,
uma area impactada por atividades antrépicas. Os autores registraram a ocorréncia
de diversos géneros, como Aspergillus, Penicillium, Trichoderma e Fusarium.
Entre as espécies identificadas, Aspergillus niger e Aspergillus tamarii se
destacaram por sua alta frequéncia, evidenciando a adaptacdo dessas especies a
ambientes urbanos e sujeitos a agdo humana.

Complementando essas investigacdes, Teles et al. (2020) destacaram
a relevancia biotecnoldgica do fungo Penicillium purpurogenum, também isolado
dos sedimentos da Lagoa Jansen, localizada no Maranh&o. A partir de extratos

obtidos com acetato de etila, a analise quimica revelou uma ampla variedade de



compostos bioativos, incluindo fenois, alcaloides, triterpenos, catequinas e
esteroides.

Essas substancias despertam grande interesse cientifico devido ao
seu potencial farmacologico, apresentando propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, antitumorais e anti-inflamatorias. A presenca desses metabdlitos
em fungos de manguezal reforca o valor desse ecossistema como uma fonte
promissora para a prospeccao de compostos com aplicacGes na biotecnologia e na

industria farmacéutica.

1.3 Penicillium citrinum e seu potencial como microrganismo

Entre as diversas espécies de fungos, os do género Penicillium se
destacam devido a sua capacidade de se desenvolver rapidamente em meios de
cultura. Além disso, esses fungos sdo conhecidos pela habilidade de sintetizar uma
ampla variedade de metabdlitos secundarios, como alcaloides, meroterpenos,
policetideos, terpenoides, esteroides e aminoacidos, entre outras substancias. E
importante ressaltar que muitos desses compostos exibem uma diversidade de
atividades bioldgicas, com destaque para as atividades antimicrobiana e citotdxica
(Marinho, 2006).

P. citrinum é um fungo filamentoso amplamente distribuido em todo
0 mundo, sendo considerado uma das formas eucariéticas mais prevalentes no
planeta (Pitt, 1979). Essa espécie ja foi isolada de uma variedade de substratos,
incluindo solo, graos tropicais, especiarias e até mesmo ambientes internos, como
residéncias e edificacdes (Samson et al., 2004). A Figura 1.2 apresenta as taxas
de crescimento em diferentes meios de cultura para diferenciacdo entre P.
citrinum e espécies relacionadas.

P. citrinum desempenha um papel relevante na promocdo do
crescimento vegetal, auxiliando na absorcdo de nutrientes pelas plantas e

produzindo compostos bioativos como auxinas e giberelinas, conforme observado



por Khan et al. (2008). Além de seu potencial benéfico, esse fungo é conhecido
pela producdo da micotoxina citrinina, bem como por enzimas como
endoglucanase e xilulose, que atuam na degradagdo de componentes celuldsicos.

Adicionalmente, Kuramata et al. (2007) identificaram a capacidade
da espécie de sintetizar novos reguladores do crescimento de plantas, como as
citrinolactonas A, B e C, além da esclerotinina C. Esses achados evidenciam a
versatilidade metabdlica de P. citrinum e seu potencial uso em aplicacdes
agricolas e biotecnoldgicas.

Em uma investigacdo sobre a quiomiossistematica de compostos
organicos volateis (COVs) em 47 taxons do género Penicillium, observou-se que
aespécie P. citrinum ndo produziu nenhum metabolito detectavel durante o estudo
(Larsen; Frisvad, 1995). Esse resultado destaca a variagdo no perfil metabolico
entre diferentes espécies do género, levantando questbes sobre os fatores que

podem influenciar a produgéo de COVs em P. citrinum.

FIGURA 1.2 - Viséo geral de P. citrinum e espécies anamorficas relacionadas
em varios meios de agar.

Fonte Houbraken et.al (2010)



1.4 Volatildmica de microrganismos

Os microrganismos desempenham um papel essencial na modelagem
do ambiente em que vivem. Um fator importante, porém muitas vezes
negligenciado, é a sua capacidade de emitir diversos compostos volateis. Essas
substancias, produzidas pelos microrganismos, apresentam uma cOmposi¢do
extremamente variada, refletindo a ampla diversidade metabdlica desses
organismos (Schmidt et al., 2015).

Devido a sua natureza volatil, muitos desses compostos atuam como
mediadores de comunicacdo entre os microrganismos (Kai; Piechulla; Wenke,
2010; Garbeva; Sanchez; Bohm, 2017). Os compostos organicos volateis (COVs)
produzidos pelos microrganismos sdo definidos por seu baixo peso molecular,
baixa solubilidade em &gua e alta pressao de vapor (>0,01 kPa a 20 °C), sendo que
muitos deles apresentam aromas caracteristicos (Herrmann, 2011).

Alguns COVs, como o etanol, podem ser simples subprodutos de
processos fermentativos ou vias metabdlicas usadas para eliminar excessos
metabdlicos (Shirk et al., 2002). No entanto, muitos desses compostos assumem
funcbes mais complexas, sendo essenciais em interaces competitivas ou
cooperativas entre microrganismos, ja que conseguem se dispersar facilmente
tanto em meios liquidos quanto gasosos (Weisskopf et al., 2021).

Diversos estudos ja evidenciaram que os COVs microbianos podem
ter efeitos promotores ou inibidores sobre o crescimento de diferentes organismos,
como plantas, fungos, bactérias e protozoarios. Além disso, esses compostos
influenciam processos importantes como a sinalizagdo por quorum sensing, a
formacéo de biofilmes e até a resisténcia bacteriana a antibidticos (Bohm et al.,
2017; Chernin et al., 2011). H4 também indicios de que microrganismos utilizam
esses compostos para atrair animais mutualista (Becher et al., 2020) ou como uma

forma de protecéo contra predadores (Nguyen et al., 2022).



FIGURA 1.3 - FuncGes dos compostos organicos volateis microbianos.
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Fonte: Adaptado de Garcia et.al (2025)

Atualmente, a maioria das pesquisas em metaboldmica microbiana
estd voltada para a analise de metabolitos organicos ndo volateis, enquanto 0s
compostos volateis ainda permanecem pouco investigados e representam uma
parte negligenciada do metabolismo microbiano (Honeker et al., 2021).

Nas Ultimas décadas, a volatildmica surgiu como uma fronteira entre
biologia, quimica e bioquimica, com foco nos perfis de emissdo de compostos
volateis em diversos sistemas bioldgicos. A FIGURA 1.4 apresenta a correlacdo
multidmica existente entre o volatiloma e outras ciéncias dmicas.

A volatildbmica apresenta um vasto campo de aplicacGes em diversas
areas cientificas e tecnologicas. Ela tem sido utilizada para investigar interagcdes
microbianas e medir a biodiversidade em comunidades ecoldgicas (Steinke et al.,
2018; Usai et al., 2020; Wang et al., 2016). Também se destaca na detec¢do da
exposicao a contaminantes ambientais (Bouhlel et al., 2017; Hidalgo et al., 2019).
Outros usos relevantes incluem o monitoramento de processos como fermentacéo

e compostagem (Aboudi et al., 2021), a garantia da qualidade de alimentos



(Starowicz, 2021) e a avaliacdo de impactos relacionados as mudancas climaticas
(Yuan et al., 2009).

Além dessas aplicacOes, destaca-se o potencial dos compostos
volateis microbianos como marcadores biolégicos no contexto da astrobiologia.
Isso se deve a sua detec¢do mesmo em concentracGes extremamente baixas, a sua
diversidade estrutural e as assinaturas quimicas distintamente associadas a

processos bioldgicos (Seager et al., 2012).

FIGURA 1.4 - Volatiloma microbiano e correlagbes multiomicas

DNA
Metagenoma

RNA

Compostos organicos Metatranscriptoma

(nédo volateis)

‘Metaboloma Volatiloma

Proteoma

Genes marcadores
filogenéticos

Pouco compreendido

Fonte: Adaptada de Meredith et. al (2025)

1.5 Indutores abiodticos

O modo convencional de cultivar uma Unica espécie pode limitar a
funcionalidade das vias metabolicas dos microrganismos, levando a possivel
auséncia de sintese de diversos metabdlitos (Wei et al., 2010). A abordagem

OSMAC (One Strain Many Compounds) tem se destacado como uma estratégia
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eficaz para ampliar a diversidade de metabolitos secundarios produzidos por
microrganismos.

Esse método explora o potencial biossintético de uma tnica linhagem
microbiana ao submeté-la a diferentes condicdes de cultivo. As alteragcdes podem
ser provocadas por influéncias de fatores abidticos, como pH, temperatura,
presenca de cations metalicos, intensidade luminosa, entre outros (Bode et al.,
2002).

No entanto, do ponto de vista probabilistico, a abordagem de
alteracdo de parametros se torna desafiadora, pois ha inimeras possibilidades de
modificacdo de parametros de cultivo (Romano et al., 2018). Dessa maneira, na
literatura, é relatado que a aplicacdo dessas estratégias pode regular o grau e 0
padréo de expressdo dos genes na producdo de metabolitos secundarios (Pan et
al., 2019).

A utilizacdo de cations metalicos pode influenciar e provocar
mudancas na estrutura fisiologica, bem como na funcdo dos microrganismos
(Dedyukhina; Eroshin, 1991). Véarios metais com funcdes redox, como Fe, Mn,
Zn, Co, Ni, Mo e Mg, sdo fatores-chave para muitas enzimas microbianas
envolvidas nas vias de biossintese (Dubey et al., 2019).

Algumas teorias foram propostas para explicar como certos
microrganismos conseguem se adaptar a presenca de metais de transicdo. Uma
dessas explicacbes envolve a formacdo de metaloproteinas e metaloenzimas.
Devido a presenca de orbitais d disponiveis, esses metais podem se ligar a grupos
doadores de elétrons, participando de reacOes de oxirreducdo ao interagir com
proteinas, além de atuarem como cofatores em processos enzimaticos (Culotta;
Daly, 2013).

Além disso, os metais podem induzir modificacdes estruturais nas
enzimas ao se complexarem com residuos de aminoacidos, o que pode facilitar a

ligacdo de novos substratos. Esse processo pode levar a formacédo de produtos
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metabdlicos inéditos, contribuindo para a diversidade quimica observada nesses
organismos (Foster et al., 2014).

Fatores como a intensidade luminosa exercem influéncia critica na
germinagéo, crescimento e esporulacdo de fungos, com estudos demonstrando
que diferentes condic6es de luz desencadeiam respostas bioguimicas distintas no
metabolismo fungico (Yu; Fischer, 2019).

A exposicdo a radiacdo ultravioleta € prejudicial aos fungos. A
mesma e capaz de desencadear a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS). Nesse caso, espera-se que o fungo produza moléculas antioxidantes, que
agem inativando as EROS, absorvendo e neutralizando a radiacéo, além de ativar
mecanismos de reparo do DNA (Braga et al., 2015).

Apesar do que foi dito, os impactos da exposi¢ao a cations metalicos
e a radiacdo UV-A na producdo de COVs microbianos permanecem pouco

explorados.

1.6 Coleta e deteccdo de COVs microbianos

A hidrodestilacdo é uma técnica amplamente utilizada na extracdo de
compostos bioativos, especialmente 0leos essenciais, sendo valorizada por sua
simplicidade e viabilidade econdmica. O processo pode ser realizado por
destilacdo a vapor simples ou com o uso de um aparelho Clevenger, no qual a
amostra hidratada é aquecida até que os compostos volateis evaporem (FIGURA
1.5).

Em ambas as abordagens, os compostos extraidos formam uma
mistura com duas fases: uma aquosa e outra oleosa, permitindo a separagéo dos
COVs presentes na fase apolar com o auxilio de um funil separador. A
hidrodestilag&o envolve principalmente trés etapas fisico-quimicas: hidrodifuséo,
hidrolise e decomposicdo térmica (Oreopoulou, A.; Oreopoulou, V.

Tsimogiannis, 2019).
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FIGURA 1.5 - Representagéo da técnica de hidrodestilacéo

Fonte: Autoria propria (2025)

Matysik et al. (2009) demonstraram que filtros de carvéo ativado séo
eficazes na adsorcdo de uma ampla variedade de compostos, incluindo
hidrocarbonetos, ésteres, éteres, alcoois, cetonas, éteres de glicol e
hidrocarbonetos halogenados. No entanto, a recuperagdo de compostos menos
volateis ou mais reativos, como aminas, fenois, aldeidos e hidrocarbonetos
insaturados, mostrou-se limitada. Isso se deve a forte interacdo desses compostos
com o carvéo ativado, dificultando sua posterior liberacéo.

A microextracdo em fase solida (SPME) é uma técnica que utiliza
uma fibra recoberta por silica fundida e uma camada polimérica, composta
comumente por materiais como polidimetilsiloxano, carbowax, poliacrilato ou
ainda por substancias com propriedades adsorventes, como o carvao ativado em
particulas micrométricas. A escolha do revestimento da fibra influencia

diretamente sua eficiéncia na captura de compostos volateis, variando conforme
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a massa molar, a temperatura de exposicdo e o método analitico utilizado
(Valente; Augusto, 2000).

O procedimento representado na FIGURA 1.6 envolve a insercao
direta da fibra em frascos hermeticos contendo a amostra, onde ocorre o equilibrio
entre os analitos volateis presentes no espaco acima da amostra (headspace) e a
fase estacionaria da fibra. Esse equilibrio é tanto termodinamico quanto cinético.
Apbés o tempo de extracdo, que depende das condicdes especificas do
experimento, 0s compostos que possuem afinidade com o material da fibra sdo
retidos e, em seguida, liberados no injetor do equipamento para analise
(Nascimento et al., 2018).

FIGURA 1.6 - Técnica de Headspace-SPME

Membrana -~ 7 e

Headspace —» h
Ittt 1, s
Amostra — s

Fonte: Adaptado de Lancioni et.al (2022)
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1.7 Detec¢do de compostos organicos

O estudo dos COVs pode ser conduzido através de diversas técnicas
de separacdo e caracterizacdo, tais como cromatografia, eletroforese capilar,
espectrometria de massas, entre outras (Prata; Mogollon; Augusto, 2016).
Atualmente, as técnicas combinadas de cromatografia gasosa e espectrometria de
massa (CG-EM) FIGURA 1.7, sdo extensivamente empregadas nas anotacoes
desses compostos, contando com diversas bibliotecas de espectros de massas
permitindo a comparacgéo espectral, juntamente com os indices de retencéo linear

que podem ser auxiliadores nessa etapa melhorando a confianga da anotacgéo.

FIGURA 1.7 - Cromatdgrafo em fase gasosa, acoplado ao espectrometro de
massas Shimadzu (QP2010-Plus).

Fonte: Autoria proria (2025)

Na técnica CG-EM, a fonte de ionizacdo mais comum €é o impacto
eletrénico. Nessa abordagem, a amostra é vaporizada pelo CG, chegando a cdmara
de ionizacdo é submetida a um feixe de elétrons de alta energia, pondendo formar
moléculas ionizadas ou ndo, os fragmentos ionizados sdo direcionados até o

analisador, onde sdo separados com base na sua relacdo m/z (Bustillos, 2020).
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A espectrometria de massa por reacdo de transferéncia de protons
(PTR-MS) é uma técnica que vem ganhado espaco nos estudos de COVs, ela
permite a ionizacdo de moléculas organicas presentes na fase gasosa por meio de
sua interagdo com ions HzO", gerando predominantemente ions do tipo [M+H]",
0s quais sdo posteriormente detectados por um analisador de massa, geralmente
do tipo quadrupolo acoplado a um multiplicador de elétrons (Lindinger; Jordan,
1998). A PTR-MS destaca-se por sua alta sensibilidade e resposta rapida, sendo
bastante eficiente para a quantificacdo de COVs produzidos por fungos (Ezra et
al., 2004).

Entre suas principais vantagens estdo a capacidade de realizar
anéalises em tempo real e com niveis de sensibilidade comparaveis aos da técnica
de CG-EM. Essa metodologia, por exemplo, ja foi aplicada com sucesso na
quantificacdo dos COVs emitidos por Muscodor albus (Ezra et al., 2004).

O chamado "nariz eletronico” representa uma inovagao promissora
no monitoramento de compostos volateis produzidos por fungos. Esses
dispositivos consistem em conjuntos de sensores quimicos eletrénicos associados
a sistemas de reconhecimento de padrées, capazes de identificar odores, sejam
eles simples ou complexos (Bartlett; Gardner, 1992; Baietto; Wilson, 2009). De
forma geral, um sistema de nariz eletrénico € composto por multiplos sensores,
uma unidade de processamento de dados, um software especifico para analise de
padrdes e uma base de dados de referéncia (Baietto; Wilson, 2009).

Essa tecnologia detecta alteracbes nas propriedades fisicas do
material sensor, como massa, caracteristicas opticas ou elétricas, apds a exposicao
aos compostos volateis, permitindo uma analise qualitativa sem a necessidade de
separacdo dos componentes da mistura. Os resultados gerados funcionam como
"impressoes digitais eletronicas” Unicas.

Devido a sua versatilidade, o nariz eletronico tem sido aplicado em
diversas areas, incluindo medicina, industria farmacéutica, defesa e

regulamentacdo. No contexto da micologia clinica, ele permite, por exemplo, a
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identificacdo de fungos de importancia meédica de forma néo invasiva (Magan;
Sahgal, 2008; Sahgal et al., 2006), alem de possibilitar 0 monitoramento da
eficacia de tratamentos antifingicos e da resisténcia adquirida pelos patdgenos
(Naraghi et al., 2010; Pont et al., 2012).

1.8 Redes Moleculares e analises estatisticas

A Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) é
uma plataforma online gratuita contendo um universo de dados de espectrometria
de massas para identificacdo de compostos e formacdo de redes moleculares.
Nesta plataforma, os dados inseridos sdo analisados e 0s espectros de massas
semelhantes sdo conectados, formando redes moleculares (Liu et al., 2025).

Ferramentas estatisticas multivariadas como PCA (Analise de
Componentes Principais), HCA (Analise de Agrupamento Hierarquico) e mapa
de calor sdo amplamente utilizadas na analise de compostos organicos volateis
microbianos, pois permitem interpretar grandes volumes de dados de forma clara
e comparativa (Oliveira et al., 2017). A PCA revela padrdes e agrupando entre
amostras com perfis metabolicos semelhantes ou distintos, a HCA complementa
essa analise ao mostrar a proximidade entre grupos amostrais ou compostos em
forma de clados no dendrograma, enquanto os mapas de calor oferecem uma
visualizacdo gréafica das intensidades dos compostos volateis entre as amostras,
facilitando a identificacdo de tendéncias, variacbes e marcadores quimicos.
Juntas, essas abordagens tornam-se fundamentais para compreender o impacto de

diferentes condicdes de cultivo sobre a producdo de COVs .
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar o impacto ocasionado pelas adi¢ces dos cations Mn?*e Co?*
e da irrradiacdo com luz UV-A no volatiloma do fungo P. citrinum isolado de

solo de manguezal.

2.2 Objetivos especificos

Obter os constituintes volateis (controles/estressados com fatores abioticos.

Realizar analises dos constituintes volateis via CG-EM.

Pré-processar 0s espectros de massas utilizando software Mzmine.

Obter redes moleculares e analises estatisticas.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

3.1.1 Materiais utilizados para o repique do fungo e analise
morfoldgica

e Batata, dextrose, Agar (BDA) - ACUMEDIA®;
e Agua destilada;

e Alcool 70%;

e Placa Petri.

e Alca de platina;

e Bico de Bunsen;

e Lamina de Bisturi;

e Laminas

e Laminulas

e Pinca estéril

3.1.2 Materiais utilizados para o preparo do meio liquido Czapek
enriquecido com extrato de levedura

e Baldes de fundo redondo de 2L

e Agua destilada;

e Cloreto de cobalto (CoCl,) (98%)- Synth;

e Cloreto de manganés (MnCl,) (98 — 101%) - Synth;
e Cloreto de niquel (NiCl,) (98%) - Synth;

e Cloreto de potassio (KCI) (99 — 100,5%) - Synth;

e Extrato de levedura - Neogen;
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e Fosfato de potassio (K;HPO,) (98%)- Synth;

e Glicose - Synth;

e Nitrato de sodio (NaNQO3) (97%) - Synth;

e Sulfato de ferro (FeSO,4.7H,0) (99%) - Reagen;

e Sulfato de magnésio (MgSQ,.7H,0) (99%)- Synth.

3.1.3 Materiais utilizados para o cultivo em meio solido

e Baldes de fundo redondo de 2L
e Arroz parboilizado

e Agua destilada

3.1.4 Materiais utilizados para Hidrodestilacéao

e Eter dietilico grau (HPLC) éxodu cientifica®

Na,SO, da marca éxodu cientifica®

Manta aquecedora

Padrdes de Alcanos
Padrdes de Alcanos Sigma Aldrich (C8-C40)

3.1.5 Sais adicionados sobre os meios de cultivo

e Cloreto de cobalto (CoCl,) (98%)- Synth;

e Cloreto de manganés (MnCl,) (98 %) - Synth;

3.2 Equipamentos

3.2.1 Equipamentos utilizados para o cultivo do fungo preparo do
meio de cultivo e Analise morfologica
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e Autoclave vertical - Phoenix AV 75 e Soc. FABBE 103;
e Balanca analitica — Shimadzu®;

e Balanca semi-analitica — Tecnal®;

e Capelade fluxo laminar — VECO VLFS-12M;

e Microscopio optico
3.2.2 Cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas

e As andlises foram realizadas em um Cromatdgrafo gasoso GC-MS
shimadzu QP2010 Plus.

3.2.3 Processamento de dados, analise estatistica e formacéo de
redes moleculares

e Os espectros de massa obtidos pos anélise via GC/MS foram submetidos a
diversas etapas computacionais que incluem a construcdo de
cromatogramas de ions extraidos, deteccdo de picos cromatogréaficos,
desconvolucgéo espectral e alinhamento, utilizando o0 MZmine 4.5.3.

e Os arquivos gerados no pré-processamento foram submetidos as
plataformas a plataforma Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS).

e O software Cytoscape versdo 3.10.3 foi utilizado para facilitar as
observacgdes geradas nas redes moleculares.

e As analises estatisticas foram obtidas na plataforma Metaboanalisty 6.0 .

3.3 Metodologia
3.3.1 Isolamento

O fungo foi cedido em parceria com o Laboratorio de Pesquisa em
Microbiologia, Bioprospecgéo e Biotecnologia (LPBiotec). A cepa foi coletada do

solo de manguezal localizado no bairro Ipase de Baixo, em S&o Luis do Maranhéo,
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Brasil (Localizagao global: 2°32°06”S 44°15°43”W) (FIGURA 3.1). A coleta foi
realizada as 08:27 do dia 25/04/2022. Com o auxilio de um amostrador cilindrico
de PVC de 25 mm de diametro, a cepa foi coletada a uma profundidade de 0-10 cm
do solo, sendo transferida para frascos estéreis. O isolamento dos fungos foi feito a
partir de diluicdes seriadas até a diluicdo 10, Uma aliquota de 100 pL de cada
diluico foi plaqueada em placas de Petri contendo Batata Dextrose Agar (BDA).
As placas foram incubadas a 28°C por um periodo de 15 dias. As col6nias em
crescimento foram recultivadas em novas placas. Apos o isolamento, os fungos

foram preservados em agua esterilizada.

FIGURA 3.1 - Localizagéo do ponto de coleta do Fungo P. citrinum
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Fonte: Autoria propria (2025).

3.3.2 Analise morfologica do fungo

A micromorfologia da cepa foi obtida a partir da adaptacéo da técnica
de microcultivo (Ridell, 1950). Primeiramente um volume de 10 pL da suspenséo
de esporos foi transferido para 0 meio de cultura contendo meio BDA. Apoés a
inoculagdo, uma laminula foi cuidadosamente colocada sobre a superficie do meio.

O cultivo foi realizado em um periodo de 7 dias. Apos o periodo de incubacdo, a
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laminula foi cuidadosamente retirada do meio de cultura e adicionada a uma lamina
contendo azul de algodao e examinadas em um microscopio dptico de campo claro
(FIGURA 3.2).

FIGURA 3.2 - Identificacdo micromorfoldgica de fungo filamentoso adaptada
da técnica de microcultivo
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Adicionou-se uma
laminula sobre o
inoculo

Fonte: Adaptado de Riddell (1950).

3.3.3 ldentificacdo molecular

A identificacdo molecular da linhagem foi realizada utilizando
sequenciamento e andlise de distancia genética baseada na sequéncia parcial do
gene da beta-tubulina (benA). O DNA gendémico das culturas foi purificado
utilizando protocolo baseado na extracdo de DNA com fenol (Aamir et al., 2015).

A amplificacdo das regides benA das amostras foi realizada pela
metodologia de PCR, utilizando como molde o DNA gendmico extraido. Os
primers (oligonucleotideos sintéticos) utilizados para a reacdo de PCR foram
Bt2a/Bt2b, complementares a regido benA. O produto da amplificacdo foi
purificado em coluna (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE

Healthcare) e submetido diretamente ao sequenciamento usando o sequenciador
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automatico ABI 3500XL Series (Applied Biosystems). Os primers utilizados para
0 sequenciamento foram Bt2a/Bt2b

As sequéncias obtidas com os diferentes primers foram montadas em
uma sequéncia de consenso Unica combinando os diferentes fragmentos obtidos e
comparadas com as sequéncias de organismos representados nas bases de dados
do Genbank. Foram entdo selecionadas sequéncias de microrganismos
relacionados ao microrganismo analisado para construcdo do dendrograma. As
sequéncias de DNA foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X
(Thompson et al., 1997) inserido no software BioEdit 7.2.6 (Hall, 1999) e as
analises de distancia genética foram conduzidas utilizando o programa MEGA
versdao 11.0 (Tamura et al., 2013).

A matriz de distancia foi calculada com o modelo de Kimura (1980)
e a construcdo do dendrograma a partir das disténcias genéticas foi feita pelo
método de Neighbor-Joining (Saitou; Nei, 1987), com valores de bootstrap
calculados a partir de 1.000 re-amostragens, utilizando o software incluido no
programa MEGA 11.0.

3.3.4 Cultivo dos Controles

Os cultivos foram realizados em triplicatas a partir da adi¢do de 10 pL
da solucéo de esporos de concentracdo 107 conidios / mL, por um periodo de 14
dias em bal6es de fundo redondo de 2L. O meio liquido foi costituido de: glicose
(30,0 g/L), extrato de levedura (20,0 g/L), NaNOs (3,0 g/L), K;HPO, (1,0g/L),
MgSQO,-7H,0 (0,5 g/L), KCI (0,5g/L) FeS0O,4.4H,0 (0,01 g/L). O meio soélido foi
constituido de 360 g de arroz parboilizado, 0 mesmo foi hidratado com 360 mL
de 4gua milli-Q. Todos os cultivos foram autoclavados durante 15 min a 120°C e

latm.
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3.3.5 Cultivos irradiados sob Luz UV-A

Os cultivos foram realizados somente em meio liquido, onde o
controle foi obtido em total escuriddo. Em camaras contrendo lampadas UV-A
com a distancia de 30 cm entre os cultivos e as lampadas, os meios foram
submetidos em um periodo de 14 dias, diferentes doses de irradiacdo, fotoperiodo
12 horas na luz e 12 horas no escuro e sob exposicao ininterrupta a luz Tabela
1.0.

TABELA 3.1 - Valores de doses de irradiacdo no qual foi submetido os cultivos

Distancia luz/experimento  Dose (J/cm?) fotoperiodo  Dose (J/cm?) Continua

30 cm 5271 10463,04

Fonte: Autoria prdpria (2025).

3.3.6Avaliacdo das concentracdes toxicas dos cations metalicos
para o crescimento de fungos

Para a realizacdo do estudo de triagem voltado a determinacédo das
concentragdes toxicas dos cations metalicos Mn?" ¢ Co**, foram estabelecidas
diferentes condi¢Ges de cultivo, com base na modificagdo do meio padrdo. O meio
base utilizado foi o meio liquido Czapek, enriquecido com extrato de levedura,
denominado MO, que foi utilizado como controle.

A partir do meio MO, foram preparados meios modificados contendo
concentracdes crescentes dos sais inorganicos cloreto de manganés (MnClz) e
cloreto de cobalto (CoClz). As modificagdes resultaram nos meios designados
como M1, M2, M3 e M4, conforme a Tabela 2.0. Todos os meios liquidos, foram
preparados em 100 mL e distribuidos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL em
triplicata. A partir disso, todas as triplicatas foram esterilizadas em autoclave por

121°C e 1 atm, durante 15 minutos, o cultivo durou 14 dias, no fim desse periodo
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foi feito uma filtracdo obtendo assim a massa micelial de cada cultivo onde foram

posteriormente foram pesadas em balanca analitica.

TABELA 3.2- Composigéo dos meios de cultivos em g/L utilizados no
experimento de tolerancia

Composicao MO M1 M2 M3 M4
Glicose 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0
Extrato de levedura 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
NaNO; 3,0 30 3,0 3,0 3,0
MgSO0,.7H,0 05 05 05 05 05
KCl 05 05 05 05 05
K,HPO, 1,0 10 1,0 1,0 1,0
FeSO,.7H,0 0,01 ; ; ; ;
(0,036mM)
MnCl.4H,0 - 4,95 9,9 19,8 2474
(2501mM)  (5028mM)  (100,05mM) (125,00mM)
CoCl,.6H,0 . 1,19 238 3,57 ;

(5,00mM)  (10,00mM) (15,00mM)

Fonte: Autoria propria (2025).

3.3.7 Cultivo sob estresse com cations metalicos

Em meio liquido, os cultivos ocorreram com a mesma concentragdo
descrita em My presente na tabela 2.0, porém com a substituicdo de Para os cultivos
em meio liquido, a inducdo por metais consistiu na substituicdo do FeSO, por 19,8
g/L de MnCl,.4H,0 e 2,38 g/L de CoCl,.6H,0. Ja para os cultivos em meio sélido,

a inducéo foi realizada pela adi¢do de 7,13 g/L de MnCl,.4H,0 e 0,86 g/L de CoCl,
6H20.
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3.3.8 Hidrodestilacao

A extracdo foi realizada com 3 mL de éter etilico no aparelho de
Clevenger, durante um periodo de 2 horas. Ao final desse tempo, o hidrolato foi
descartado e 0os compostos organicos volateis foram coletados, sendo filtrados em
um frasco contendo 1 mg de Na.SOa para remogao de resquicios de agua. Por fim
0s compostos extraidos em éter foram transferidos para um vial e imediatamente

analisados.

3.3.9 Analise por CG-EM

O perfil cromatografico das amostras contendo 0s compostos volateis
obtidos foi realizado em um Cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrémetro de
massas Shimadzu QP2010 Plus (Toquio,Japédo), empregando-se uma coluna Rtx-
5 (10m, 0.1mm I.D. df=0.1um). A programacao de aquecimento do forno sera
programada de 40°C (15 min) — 21,4°C/minuto até 320 °C temperatura do injetor
sera de 250 °C vazdo volumétrica da fase mével de 16.9 mL /min e a temperatura
do detector sera de 250 °C, foi injetado 2uL em cada anélise. Os parametros de
MS foram séo descritos a seguir: temperatura da interface, 250 °C; temperatura
da fonte de ions, 200 °C; modo EI, 70 eV; e intervalo de varredura, 50-650 amu.

O tempo total de execucdo foi de cerca de 15 min.
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4.1 ldentificagdo morfologica e molecular

4.1.1 ldentificacdo macromorfologica

A analise macromorfologica demonstrou-se condizente com o que é
visto sobre o género Penicillium (FIGURA 4.10). De acordo com Sciortino (2017)
e Visagie et al. (2014) as colbnias exibem crescimento acelerado, formando um
revestimento continuo sobre o meio de cultura, com morfologia semelhante a um
tapete. Sua coloracdo predominante varia entre tonalidades de verde, azul-
esverdeado, cinza-esverdeado e branco. A regido inferior das col6nias pode
apresentar pigmentacdo amarelada, marrom-clara ou avermelhada. Quanto a
textura, observam-se caracteristicas distintas, podendo ser secas ou exibir

superficie macia e aveludada.

FIGURA 4.10- Macromorfologia do fungo P. citrinum isolado de solo de
mangueza

Fonte: Autoria prépria (2025)



32

4.1.2 Identificacio micromorfologica
A analise micromorfologica também apresentou duas estruturas

muito comuns observadas em padrbes de ramificacdo em fungos do género
Penicillium descrita por Visagie et al. (2014) (FIGURA 4.11). Na estrutura
monoverticilida os fialides (as células que produzem os conidios, ou esporos)
estdo diretamente inseridos no conidioforo, sem ramificacdes intermediérias, ja
para a estrutura terverticilada, possuem outro nivel de ramificacdo entre o estipe
e as métulas, frequentemente apenas uma continuacdo do eixo do estipe e um

ramo lateral.

FIGURA 4.11- Micromorfologia do fungo P. citrinum isolado de solo de
manguezal

Fonte: Autoria propria (2025)
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4.1.3 Identificacao molecular

Os fragmentos de benA foram amplificados e sequenciados com
sucesso a partir do DNA gendmico extraido das amostras. O dendrograma de
distancia genética construido a partir das sequéncias recuperadas da base de dados
do GenBank nomeada como CPQBA 3990-25 DRM 03 apresentou um
agrupamento coeso e bem suportado (100%) com a linhagem P. citrinum CBS
139.45 (FIGURA 4.12). Assim, os resultados das andlises realizadas nas bases de
dados e da filogenia sugerem a identificacdo final da linhagem avaliada em nosso

estudo como Penicillium citrinum Thom 1910.

FIGURA 4.12 — Analise de distancia genética com base na regido benA,
mostrando a relacdo entre a linhagem Penicillium (CPQBA 3990-25 DRM 03) e
outras linhagens relacionadas do GenBank.
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— Penicillium sizovae CBS 413.69" (GU944535)
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— Penicillium gorlenkoanum CBS 408.69 (GU944520)

Fonte Autoria propria (2025)



34

4.2 Avaliacdo do impacto gerado pela inducgéo abiotica com luz UV-A no

volatiloma de P. citrinum
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4.2 Avaliacio do impacto gerado pela inducio abidtica com luz UV-A no volatiloma
de P, citrinum

A producéo de COVs flngicos esta associada as reagcdes metabdlicas
e oxidativas de microrganismos. Entre os metabolitos mais abundantes, foram
identificados aldeidos, cetonas, acidos e compostos contendo nitrogénio e
enxofre. A rede molecular representada na (figura 4.20) demonstra uma serie de

metabolitos advindo de diversas vias metabdlicas.

FIGURA 4.20 — Rede molecular obtida dos cultivos controle (no escuro) e
irradiados com luz UV-A.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando GNPS e Cytoscape

Na TABELA 4.1 podemos observar as anota¢fes dos compostos com
as bibliotecas internas e indice de retencdo linear.
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TABELA 4.1 — Anotagdes obtidas nos cultivos sob escuriddo/Luz UV

Compostos identificados via Tempo de retencdo  Indice de retengéo Indice de retencdo

NIST/WILEY calculado tabelado
benzaldeido 2,923 945 945
trissulfeto de dimetila 2,985 953 953
1-octen-3-ol 3,10 970 970
2-etil-6-metilpirazina 3,233 989 986
2,3,5-trimetilpirazina 3,270 995 999
fenilacetaldeido 3,583 1020 1020
2-feniletanol 4,120 1118 1118
acido hexadecandico 8,957 1950 1951
esqualeno 12,26 2828 2835

Fonte: Autoria propria (2025)

4.2.1 Analises estatisticas do volatiloma sob luz UV-A

As analises multivariadas apresentaram uma boa distin¢do entre 0s
grupos. No gréfico de anélise de componentes principais (PCA) (FIGURA 4.21),
as duas componentes principais (PC1 e PC2) foram capazes de explicar 75,1%
das variancias encontradas entre os grupos, além de apresentarem um
distanciamento entre os mesmos, evidenciando efetivamente as diferentes
interacOes que as doses de irradiacdo proporcionaram no cultivo do fungo.

A analise de agrupamento hierarquico (FIGURA 4.22), baseada nos
perfis de compostos organicos volateis, revelou diferencas marcantes entre as
condi¢Oes de iluminacéo testadas: escuro, luz UV-A em fotoperiodo e continua.
O dendrograma gerado demonstra que as amostras cultivadas no escuro formaram
um grupo bem definido e isolado, sugerindo que a auséncia de luz induz um perfil
metabolico volatil significativamente distinto das condi¢bes com exposicao a
radiacdo UV-A.

As amostras sob luz UV-A continua apresentaram alta similaridade
entre si, formando um subgrupo coeso, indicando que a exposi¢do constante a

radiacdo UV-A promove uma resposta metabolica consistente. De forma
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semelhante, as amostras cultivadas sob fotoperiodo UV-A também se agruparam
entre si, embora com uma distancia moderada em relacdo ao grupo de luz
continua. Isso indica que, apesar de ambas as condi¢fes envolverem a presenca
de UV-A, o regime de exposi¢do (continua vs intermitente) impacta de forma

distinta na producéo dos COVs de P. citrinum,

FIGURA 4.21 - PCA scores obtidos nos cultivos sobre escuridao (controle) e
sob irradiacdo UV-A com variacdes de foto periodo e luz continua
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

De forma geral, observa-se que tanto a luz continua quanto o
fotoperiodo alteram o metabolismo volatil em relacdo ao escuro, com maior
proximidade entre si do que em relacdo ao grupo controle (escuro). Esses

resultados podem ser melhor avaliados do ponto de vista das analises univariadas,
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nas quais podemos observar as claras modificagOes entre 0s compostos que foram

previamente avaliados na rede molecular.

FIGURA 4.22 - Dendrograma obtido com os cultivos sobre escuriddo

(controle)

e sob irradiagcdo UV-A com variagdes de foto periodo e luz continua

B Escuro
B Fotoperiodo

Bl Continua

Fonte : Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst
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A anélise univariada de variancia (ANOVA) permitiu identificar seis
metabolitos com diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
cultivados sob luz UV-A (p < 0,05) (FIGURA 4.23).

FIGURA 4.23- Gréfico de analise de variancia univariada
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

Dentre os compostos volateis analisados, destacam-se o 1-octen-3-ol
e o trisulfeto de dimetila, que apresentaram niveis significativamente elevados nas
amostras cultivadas sob luz UV-A continua. Isso sugere que essa condigdo
estimula vias metabdlicas especificas associadas a producdo desses volateis,
possivelmente relacionadas a respostas oxidativas ou ao metabolismo de acidos
graxos e compostos sulfurosos.

Por outro lado, o esqualeno, o fenilacetaldeido e duas alquilpirazinas

mostraram-se mais expressivos nos cultivos submetidos ao fotoperiodo UV-A
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(alternéncia de luz e escuro). Esses resultados indicam que essa variagdo luminosa
favorece rotas biossintéticas distintas, possivelmente associadas ao metabolismo
secundario regulado por estresse moderado induzido pela variagéo de luz.

Esses resultados, representados na FIGURA 4.24, reforcam a
importancia da condicdo luminosa como fator regulador da producédo de
metabdlitos volateis e evidenciam o papel da luz como modulador ambiental na

expressao de perfis quimicos fangicos.

FIGURA 4.24 — Graficos de box plot das moléculas com produgfes impactadas
pela irradiacao

1 2 3 4 5

]

Escuro |
Escuro
Fotoperiodo
Continua

ti
E:
Fotoperiodo |
Continua
Continua

Fotoperiodo 1
Fotoperiodo

[=}]

E
Fotoperiodo 1
Continua

Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

O repertorio completo de moléculas utilizadas por microrganismos
para perceber e se adaptar aos seus ambientes bioticos e abidticos ainda ndo é
totalmente conhecido. De acordo com Pohl e Kock (2014), entre as diversas
classes de compostos sinalizadores, destacam-se as oxilipinas, lipidios bioativos
derivados da oxidacdo de é&cidos graxos poli-insaturados (PUFAS). Essas

moléculas desempenham papéis cruciais na sinalizacdo celular, mediando
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respostas a estresses ambientais e regulando processos fisioldgicos essenciais,
como defesa, desenvolvimento e reproducao.

Segundo Speckbacher et al. (2020), a enzima lipoxigenase
desempenha um papel fundamental na resposta do fungo Trichoderma atroviride
a luz, além de estar envolvida na conidiacdo e na biossintese de metabdlitos
secundarios, incluindo a oxilipina volatil 1-octen-3-ol. Em nosso experimento,
observamos que o cultivo sob luz UV-A ininterrupta foi capaz de induzir uma
maior producdo do metabolito 1-octen-3-ol. A justificativa para tal resultado
baseia-se na maior producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (Niki et al.,
2005).

Outro metabdlito que apresentou uma maior abundancia com o
cultivo em luz continua foi o dissulfeto de trimetila. Compostos volateis de
enxofre (VSCs) sdo originados do metabolismo secundario de diversos
microrganismos a partir do catabolismo da metionina, como descrito por Landau,
Helinck e Bonnarme (2008). Sa et al. (2021) relataram que a exposi¢do ao
trisulfeto de dimetila agiu na diminuicdo do estresse oxidativo em Rhizobium
leguminosarum, diminuindo a concentracdo de EROS. O mesmo estudo também
relatou um aumento na producdo de enzimas antioxidantes, como superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx).

As moléculas 2-feniletanol, fenilacetaldeido e benzaldeido estéo
diretamente associadas a degradacdo do aminoacido fenilalanina, sendo formadas
pelas vias do cinamato e de Ehrlich (Etschmann et al., 2002). Dentre essas, apenas
o fenilacetaldeido, representado na FIGURA 4.24, apresentou diferenca
estatisticamente significativa, com producdo mais acentuada no grupo cultivado
sob fotoperiodo. O fenilacetaldeido foi atribuido como um metabolito importante
na atividade antioxidante sinergica junto ao benzoato de benzila, salicilaldeido,
benzoina e cinamato de benzila em fungos Diaporthe sp. (Tanapichatsakul et al.,
2017).
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FIGURA 4.25- Estrutura, espectro de massa e proposta de fragmentacao do
fenilacetaldeido
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Fonte: Autoria propria (2025).

O esqualeno (FIGURA 4.25), que também foi um metabdlito com
valor de p significativo para os cultivos em fotoperiodo, possui vérias aplicaces
biotecnologicas e alimenticias, como hidratante, antioxidante natural, suplemento
alimentar, possui atividades antibacterianas e antiviruléncia, sendo utilizado
também como adjuvante em vacinas contra gripe sazonal e COVID-19.

Foi possivel observar também o surgimento de duas moléculas
derivadas de pirazinas. Tais compostos sdo comumente relacionados a bactérias
como Bacillus subtilis, tendo como precursor a L-treonina (Ktosowski et al.,
2021). Compostos pirazinicos possuem uma ampla gama de atividades biologicas,
incluindo atividades anti-inflamatdrias, anticancerigenas, antibacterianas,
antiparasitarias e antioxidantes. Essa ultima caracteristica pode ser um fator
crucial para o surgimento dessa classe de compostos no meio de cultivo, como

resposta do microrganismo ao estresse oxidativo.
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FIGURA 4.26- Estrutura, espectro de massa e proposta de fragmentacao do
esqualeno
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4.3 Avalia¢iio do impacto gerado pela induciio abidtica com os cations Mn?* e Co**
de P, citrinum
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4.3.1 Tolerancia do fungo a diferentes concentracoes de cations metalicos

Com o objetivo de avaliar o impacto das concentracfes maximas de
Mn?* e Co** sobre o perfil volatil da cepa de P. citrinum, foram realizados ensaios
iniciais em triplicatas utilizando diferentes concentracBes dos ions em meio
liquido. Optou-se por realizar tais experimentos nessas condi¢des pela facilidade
de quantificacdo das massas miceliais fungicas (FIGURA 4.30 a e b). As
concentragdes maximas obtidas com algum crescimento micelial foram de 100
mmol/L para Mn?* ¢ 10 mmol/L para Co*", tais concentragdes maximas foram

padronizadas para os experimentos em meio sélido.

FIGURA 4.30- Teste de toleréncia relacionando a media das massas miceliais
secas e as concentracdes dos cations avaliadas. a) teste com Mn?*. b) teste com
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Fonte: Autoria propria (2025).
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4.3.2 Avaliacdo do impacto gerado no volatioloma pela inducio abidtica com
cations Mn?* e Co?* no volatima de P. citrinum em meio liquido

A rede molecular apresentada na Figura 4.31 mostra os resultados em
meio liquido. A rede apresentou 9 ndés, sendo todos agrupados em um unico
cluster. O gréfico de pizza demonstrou uma clara influéncia do ion Co*" sobre os
constituintes do volatiloma, principalmente pelo grupo de compostos
alquilpirazinicos. Com excecdo da 2,5-dimetilpirazina, todos os metabdlitos dessa
classe foram encontrados somente no grupo contendo tal ion. O ion Mn?** elevou
a concentracao de esqualeno e também foi o Unico a apresentar o metabolito 1,4-

di-hidroxibenzeno.

FIGURA 4.31 — Rede molecular dos cultivos em meio liquido com adicéo de

cations metalicos. A cor azul nos nos indica abundacia relativa das moléculas

nos grupos controle (Czapek sem modificacdes), a vermelha no experimento
com adi¢ao de Mn?** e a verde com adi¢do de Co**
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As observacdes foram corroboradas pela analise dos cromatogramas
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obtidos nas analises, nos quais foi possivel identificar variacdes nas intensidades
dos picos e o surgimento de novos, indicando alteragbes qualitativas e

quantitativas nos constituintes analisados.

FIGURA 4.32 - Cromatogramas de ions totais, demonstrando sinais de
compostos encontrados nos cultivos adicionados com cations metalicos e o

controle.
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Abaixo podemos observar na tabela 4.0 as identificagdes dos compostos

com as bibliotecas internas e indice de retencdo linear.

TABELA 4.2 — Anotagdes obtidas nos cultivos em meio liquido no experimento
com adicao de cations

Compostos identificados via Tempo de Indice de retencdo Indice de
NIST/WILEY retencdo calculado retencdo tabelado
2,5-dimetilpirazina 2,54 881 881
2,3,5-trimetilpirazina 3,27 995 999
fenilacetaldeido 3,58 1020 1020
3-etil-2,5-dimetillpirazina 3,85 1050 1060
3-etenil-2,5-dimetilpirazina 4,00 1070 1078
2-feniletanol 4,12 1118 1118
3- decanona 4,62 1190 1195
1,4-benzenodiol 5,10 1330 1327
esqualeno 12,26 2828 2835

Fonte: Autoria propria (2025).

A andlise de componentes principais (PCA) realizada para o
experimento em meio liquido revelou que o PC1 explicou 59,7% da variabilidade,
enquanto o PC2 contribuiu com 20,7%, conforme ilustrado no grafico de scores
(FIGURA 4.33). Nele, é possivel observar uma clara separacdo entre 0s grupos
analisados.

O biplot (FIGURA 4.34) revelou que os compostos volateis
associados ao tratamento com Cobalto apresentaram forte projecdo negativa em
PC1, destacando-se as pirazinas 2,5-dimetilpirazina, 2-etil-3,5-dimetilpirazina, 3-
vinil-2,5-dimetilpirazina e 2,3,5-trimetilpirazina. Com exce¢do da 2,5-

dimetilpirazina, os demais metabdlitos da classe foram encontrados
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exclusivamente nas amostras tratadas com Cobalto, indicando uma resposta

metabdlica caracteristica a presenca desse metal.

FIGURA 4.33 — Grafico de analise de componentes principais (scores).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

Por outro lado, as amostras tratadas com Manganés foram fortemente
associadas aos compostos esqualeno e 1,4-benzenodiol, que apresentaram
projecdo positiva em PC1l e PC2. Esses compostos, de natureza antioxidante,
sugerem o envolvimento de mecanismos de resposta ao estresse, possivelmente
relacionados a protecéo contra especies reativas de oxigénio. Compostos como 2-
feniletanol e 3-decanona apresentaram distribuicéo intermediaria entre 0s grupos,
estando mais associados ao grupo com Cobalto.

A andlise de agrupamento hierdrquico, representada pelo
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dendrograma (FIGURA 4.35), revelou uma clara separacdo entre os perfis de

COVs emitidos pelo fungo nas diferentes condicdes avaliadas, de maneira

semelhante ao que ja foi observado nos graficos de PCA. Essa diferenciacéo

reflete uma alteracdo no metabolismo secundario do microrganismo em resposta

a presenca dos ions metalicos.

FIGURA 4.34 — Gréfico de analise de componentes principais (biplot)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

Observou-se que as amostras cultivadas no meio suplementado com

manganés formaram um cluster bem definido, com todas as réplicas agrupadas de

forma coesa, 0 que indica uma alta similaridade entre os perfis volateis sob essa
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condicdo. Isso sugere que 0 manganés induziu um conjunto especifico de vias
metabdlicas, promovendo a producdo de um perfil volatil distinto e reprodutivel.

Da mesma forma, as amostras do tratamento com cobalto também se
agruparam entre si, formando um segundo grupo claramente separado. Isso
evidencia que o cobalto também alterou significativamente a composicdo dos
COVs, porem de forma diferente do manganés. Por outro lado, o grupo controle
(Czapek) constituiu um terceiro cluster separado, indicando que o fungo mantém
um perfil volatil caracteristico.

A separacdo entre os clusters demonstrou que o tipo de metal
presente no meio exerceu uma influéncia determinante sobre o metabolismo
volatil do fungo. Além disso, a baixa distancia entre as réplicas dentro de cada

grupo reforca a reprodutibilidade experimental e a robustez dos dados obtidos.

FIGURA 4.35 - Dendrograma de clusterizacdo hierarquica representando os
grupos cultivados em meio liquido
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst
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O heatmap gerado (FIGURA 4.36), com base na normalizagdo dos
dados (z-score), evidencia variac@es significativas nos perfis quimicos associados
a exposicdo aos metais. Compostos como 2,3,5-trimetilpirazina, 2-etil-3,5-
dimetilpirazina, 3-etil-2,5-dimetilpirazina e 2-fenilacetaldeido apresentaram
maior expressdo no grupo cobalto, indicando um aumento na producdo desses
metabolitos volateis em resposta & exposicdo a esse metal. Por outro lado,
substéncias como esqualeno e 1,4-benzenodiol mostraram maior abundancia no
cultivo com manganés, com reducdo notavel nos grupos expostos ao cobalto e,
principalmente, a0 manganés.

Esses resultados reforcam as observacbes feitas nas redes
moleculares e no grafico de PCA biplot, sugerindo que a exposi¢cdo a altas
concentragdes de diferentes cations metalicos pode afetar de maneira significativa
o perfil volatil dos organismos avaliados, refletindo possiveis mecanismos

distintos de toxicidade e resposta adaptativa.

FIGURA 4.36 - Mapa de calor representancdo as intensidades dos COVs entres
0s grupos avaliados em meio liquido.
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TABELA 4.3 — Anotacdes das moléculas encontradas nos experimentos em

meio sélido

Compostos identificados via Tempo de retencéo Indice de retencéo Indice de
NIST/WILEY calculado retencdo tabelado
1-octen-3-ol 3,10 973 973
fenilacetaldeido 3,62 1023 1022
4-etilanisol 4,11 1100 1110
2-feniletanol 4,14 1118 1118
4-etilfenol 4,50 1135 1136
acetato de fenetila 5,10 1231 1229
4-etilguaiacol 5,30 1246 1250
4- vinilguaiacol 5,49 1271 1272
4-etil-1,2-dimetoxibenzeno 5,54 1310 1319
4-etenil-1,2-dimetoxibenzeno 5,81 1366 1367
B-cariofileno 6,38 1434 1435
germacreno D 6,67 1460 1460
nerolidol 6,95 1494 1501
4-(3-metil-2-butenil)-1H-indol 7,23 1609 -
2-pentadecanona 7,67 1673 1679
farnesol 7,97 1682 1690
acido tetradecandico 8,10 1794 1784
acido hexadecandico 9,045 1994 1995
acido 9,12 octadecadiendico 9,80 2100 2104
esqualeno 12,26 2828 2835

Fonte: Autoria propria (2025)

O volatiloma obtido a partir do cultivo em meio solido também foi
fortemente influenciado pela presenca de cations. A rede molecular formada
contou com 20 nés. Devido a ampla diversidade metabolica presente nessa rede,
ela foi subdividida em trés subclusters para melhor compreensdo. O primeiro

subcluster é exibido na FIGURA 4.37, onde sdo identificadas algumas classes
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metabdlicas (&lcoois, acidos graxos e cetonas). Os compostos identificados em
meio s6lido podem ser vistos na TABELA 4.3.

Um aspecto relevante observado foi a interagdo entre os diferentes
fons utilizados nos experimentos e a formacdo da oxilipina 1-octen-3-ol. Nesse
agrupamento, foi notado que o é&cido 9,12-octadecadiendico, precursor da
oxilipina, teve sua produg¢do aumentada nos cultivos com Mn?*", o que levou a
inibicdo da formacdo de 1-octen-3-ol.

Em contrapartida, nos cultivos suplementados com Co?*", observou-
se um comportamento metabdlico inverso ao identificado em outras condicdes: a
producdo do composto volatil 1-octen-3-ol foi significativamente intensificada. A
elevacgédo na producéo de 1-octen-3-ol reforga a hipdtese de que o Co*" atua como
um modulador seletivo do metabolismo secundario microbiano, potencialmente

ativando genes relacionados a sintese de oxilipinas.

FIGURA 4.37- Cluster evidenciando a classe de metabolitos advindas do
caminho do acetato e derivados.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando GNPS e Cytoscape

Essa observacao é corroborada pelos cromatogramas apresentados na
FIGURA 4.38, os cromatogramas evidenciam (areas) significativamente mais
intensas de 1-octen-3-ol nos cultivos tratados com Co?", indicando um aumento
na producdo desse composto volatil em resposta a presenca do cétion.

Paralelamente, nota-se uma reducdo visivel nos sinais correspondentes ao
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precursor metabodlico do 1-octen-3-ol, sugerindo que sua conversdo € favorecida
nessas condigoes.

Em contraste, nos cultivos suplementados com Mn?**, observa-se 0
comportamento inverso: os sinais do precursor sdo mais pronunciados, enquanto
0s picos de 1-octen-3-0l s40 menos intensos, o que sugere uma inibigéo parcial ou
redirecionamento da via metabolica envolvida. Esses padrbes reforcam a

influéncia especifica dos cations metalicos sobre o perfil metabdlico da linhagem

analisada.

FIGURA 4.38- Cromatogramas obtidos nos diferentes cultivos em meio solido
evidenciando a diferenca entre acido 9,12 octadecanoico e 1-octen-3-ol.
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O cluster representado na (FIGURA 4.39), apresenta uma elevada
expressdo da via dos terpenoides, dentre esses, 0s sesquiterpenos foram o0s
principais constituintes. As sesquiterpeno sintases normalmente requerem um ion
metalico divalente como cofator, sendo Mg?* o mais utilizado.

Em nosso estudo observamos que o ion Mn?* também foi capaz de
agir como um cofator eficiente auxiliando nessa via metabdlica. O fon Co?

acabou impactando bem menos agindo somente na producéo de esqualeno.

FIGURA 4.39 - Cluster de terpenoides obtido em meio solido.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando GNPS e Cytoscape

Por fim, o terceiro e ultimo subcluster referente ao cultivo em meio
solido ¢ ilustrado na FIGURA 4.40 e se caracteriza principalmente pela presenca
de metabdlitos com estruturas aromaticas. Nesse agrupamento, destacou-se uma
significativa influéncia dos ions metalicos sobre compostos fenolicos e seus
derivados o-metilados, evidenciando uma complexa regulacdo das vias

metabolicas envolvidas na modificacdo estrutural desses compostos.
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Entre os compostos identificados, destacam-se o 4-vinilguaiacol, o
4-etilguaiacol e o 4-etilfenol, cuja producéo foi mais intensamente promovida pela
presenca do ion Mn?". Esse cation demonstrou maior eficiéncia na mediag¢do da
bioconversao direta desses fenodis aromaticos. Por outro lado, o ion Co?"
apresentou um impacto mais expressivo nas vias metabélicas que conduzem a
formacdo de variagdes o-metiladas desses compostos, sugerindo uma atuacédo

especifica sobre enzimas envolvidas em reacdes de metilagéo.

FIGURA 4.40 — Cluster obtido em meio sélido contendo moléculas aromaticas
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando GNPS e Cytoscape

A PCA realizada com os dados obtidos em meio sélido teve como
valores representados pela PC1 de 51,7%, enquanto o PC2 contribuiu com 25,1%,
conforme observado na FIGURA 4.41. O grafico de dispersdo destacou uma

separacéo distinta entre os grupos analisados, semelhantemente ao que havia sido
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visto para o experimento em meio liquido.O grafico de biplot, FIGURA 4.42,
ilustrou a distribuicéo vetorial de cada metabolito. Nesse caso, pelo fato de o meio
de cultivo apresentar muitos metabdlitos agrupados em um quadrante especifico,
sua leitura se torna um pouco trabalhosa. A FIGURA 4.43 apresenta um
dendrograma, também separando efetivamente 0s grupos experimentais em
regides distintas. O grafico também traz o grupo de cultivo com ion Mn?*" sendo

significativamente diferente dos demais.

FIGURA 4.41- Grafico de analises de componentes principais em meio sélido
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

O heatmap apresentado (FIGURA 4.44) mostra o perfil de compostos
volateis emitidos pelo P. citrinum em meio sélido (arroz) submetidas a diferentes
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tratamentos com cations metalicos: manganés (Mn?*"), cobalto (Co*") e um

controle sem adicdo de metais.

FIGURA 4.42- Grafico de analises de componentes principais em meio solido
(biplot)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

A adicdo de Mn?" induziu uma elevacdo expressiva nos niveis de
diversos compostos volateis, como esqualeno, nerolidol, farnesol, germacreno D
e cariofileno, todos associados a rotas metabolicas dos terpendides. A coloracao

vermelha intensa de diversas células no heatmap indica que Mn?* atua como um
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forte indutor do metabolismo secundario nesse meio, provavelmente ativando

rotas ligadas a defesa dos microrganismos e ao metabolismo dos terpenoides.

FIGURA 4.43- Gréfico de dendrograma dos cultivos em meio sélido
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

Por outro lado, a adi¢cdo de Co?* apresentou um efeito mais moderado
e seletivo sobre o perfil de compostos volateis. Observou-se um aumento na
abundéncia de alguns compostos O-metilados, além da oxilipina 1-octen-3-ol,
indicando que o cobalto influencia rotas metabdlicas distintas das ativadas pelo

manganés. Esses resultados reforcam a ideia de que o Co*" pode modular vias
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relacionadas principalmente a biossintese de compostos metilados e derivados de
acidos graxos.

FIGURA 4.44 - Mapa de calor representancdo as intensidades dos COVs entres
0s grupos avaliados em meio solido
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Fonte Elaborado pelo autor (2025), utilizando a plataforma MetaboAnalyst

Quando observamos mais profundamente os metabolitos observados
no meio liquido podemos notar uma producdo de compostos alquil pirazinicos
intimamente relacionado ao cultivo com o ion Co?*.

O surgimento dessas moléculas também ocorre de outras formas na
natureza, sabe-se atualmente que é possivel encontrar alquil pirazinas em plantas
como ervilha verde, insetos (mosca da fruta do mediterraneo, Ceratitis capitata),
além de bactérias e fungos (Chuman et al., 1987 ; Silva-Junior et.al 2018; Longo
; Saroman 2006) .
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A industria alimenticia possui um grande interesse na producao de
pirazinas, a biossintese desses compostos, quando comparado com a producéo
sintética acontece em condi¢des mais brandas impactando menos na producao de
substancias poluentes (Sharma et.al 2020 ; Meng, Wang, Xiao, 2015).

Identificar um produtor eficiente de pirazinas por meio de testes de
triagem é fundamental para as fases seguintes do processo biossintético, que
envolvem a otimizacdo das condigcbes de cultivo e de fato a ampliacdo da
producéo em sistemas de biorreatores (Yang et al., 2020). A principio a cepa de
Penicillium utilizada nesse estudo parece ser um microrganismo promissor para
estudos futuros seguindo essa tematica.

As vias biossintéticas responsaveis pela formagdo dos compostos
2,5-dimetilpirazina, 3-etil-2,5-dimetilpirazina e 3-etenil-2,5-dimetilpirazina,
conforme descritas por Silva-Junior et al. (2018) e ilustradas na FIGURA 4.45,
tém inicio a partir do aminoacido L-treonina. Esse precursor é convertido em
aminoacetona por acdo de uma oxidase. Em seguida, duas moléculas de
aminoacetona se condensam, passando por uma reacao de desidratacdo que leva
a formacéo da 2,5-dimetil-3,6-di-hidropirazina (DHP). Essa intermediaria ciclica
é entdo oxidada, resultando no composto 2,5-dimetilpirazina.

Esse composto foi detectado tanto nas amostras controle quanto nos
tratamentos com adi¢do dos cations manganés e cobalto, no entanto, observou-se
que o cation cobalto teve um impacto mais expressivo na intensificacdo da
biossintese da 2,5-dimetilpirazina.

Os  compostos  3-etil-2,5-dimetilpirazina e  3-etenil-2,5-
dimetilpirazina sdo formados por uma rota paralela, com um desvio biossintético
que ocorre a partir da tautomerizacdo da DHP e da adi¢cdo de um grupo acetato na
posicdo C3. A carbonila resultante dessa modificacdo € reduzida a um alcool, que
posteriormente sofre uma desidratacdo, essa transformacdo € seguida por uma
nova tautomerizagéo, originando o composto 3-etil-2,5-dimetilpirazina. Na etapa

final, uma oxidase promove a oxidagdo do grupo etil, formando o composto 3-
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etenil-2,5-dimetilpirazina.

As alquilpirazinas produzidas ao longo dessas rotas foram formadas
de maneira mais proeminente na presenc¢a do ion Co**, reforcando a hipdtese de
que esse cation tem um papel fundamental na ativacdo ou estabilizacdo de
enzimas envolvidas nas reacdes. A andlise geral das rotas biossintéticas revela a
presenca de diversas etapas de oxidacao e reducdo, indicando o envolvimento de
enzimas oxidorredutoras, possivelmente da familia do citocromo P450. Essas
enzimas sdo amplamente conhecidas por catalisar reacbes complexas, como
hidroxilacdes e oxidacdes de cadeias alquilicas, compativeis com os tipos de

transformacdes observadas.

FIGURA 4.45- Proposta de biossintese de alquil pirazinas obtidas nos cultivos
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O 1-octen-3-ol, apresentado na FIGURA 4.46, destacou-se como um
dos metabolitos mais expressivos nos cultivos realizados em meio sélido com a
adicdo de cobalto. Popularmente conhecido como "alcool de cogumelo”, este
composto volatil € amplamente emitido por diversos géneros fungicos, incluindo
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Mucor e Ulocladium
(Bennett ; Inamdar, 2015).

FIGURA 4.46- Estrutura, espectro de massa e proposta de fragmentacao do 1-
octen-3-ol
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Estudos anteriores demonstram que o 1-octen-3-ol atua como
atraente quimico para insetos como as moscas tse-tsé (Glossina pallidipes e G.
morsitans), além de funcionar como feromonio de agregacdo para besouros das
especies Oryzaephilus surinamensis e O. mercator (Hall et al., 1984; Pierce et al.,
1989).

Adicionalmente, pesquisas conduzidas por Pfeil e Mumma (1993)
revelaram que o 1-octen-3-ol, quando aplicado isoladamente, exerce um efeito
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repelente sobre moscas forideas, afetando tanto machos quanto fémeas. De acordo
com Féldt et al. (1999), compostos volateis com cadeia de oito carbonos, como o
1-octen-3-ol, podem desempenhar papel ecolégico importante, ao atrair
predadores naturais de pragas fangicas, atuando assim como parte de um sistema
defensivo.

Por outro lado, esses mesmos volateis ja demonstraram ser aversivos
para certos predadores, como a lesma Ariolimax columbianus, conforme
observado por Wood et al. (2001). Esse metabolito em baixas concentragdes foi
capaz de repelir lesmas, caracoOis e nematoides, enquanto que em altas doses
ocasionou suas mortes, (khoja, et.al., 2019; Khoja; Salim et al., 2021, Hummadi;
Esam et al., 2021). 1-octen-3-ol também possui atividades antibacterianas e
antifingicas (Xiong et.al., 2017).

A oxidacéo do acido linoleico catalisada por enzimas € a via que leva
a formacdo de volateis de oito carbonos FIGURA 4.47, depende da oxidacdo do
acido graxo poli-insaturado acido linoleico por uma lipoxigenase e da clivagem
posterior do hidroperdxido de acido graxo intermediario por uma hidroperoxido
liase, conforme descrito em duas vias diferentes, de acordo com Tressl et al.
(1982) e Wurzenberger e Grosch (1984).

Em nosso estudo, observamos que a lipoxigenase (LOX) apresentou
uma notavel estabiliza¢do na presenca do ion Co?*. Esse efeito estabilizador pode
estar diretamente relacionado a capacidade do cation em prevenir processos que
levam & desnaturacdo da enzima, favorecendo a preservacdo de sua estrutura
tridimensional nativa e, consequentemente, da sua atividade catalitica.

A literatura ja descreve amplamente o papel de aditivos metalicos na
estabilizacdo de enzimas. Segundo Beneytout et al. (1989), Gotz-Schmidt,
Wenzel e Schreier (1986), bem como Hatley e Franks (1991), a acéo
estabilizadora de certos ions metalicos estd frequentemente associada a sua
habilidade de interagir com grupos funcionais especificos das proteinas,

reduzindo a flexibilidade conformacional excessiva e protegendo a estrutura



66

contra agentes desnaturantes. De forma semelhante, Hall et al. (2008) destacam
que a manutencdo da atividade enzimética na presenca de metais pode ser
atribuida & minimizacdo de interacGes ndo-especificas com o meio, aléem de um
possivel efeito direto sobre os centros ativos ou regides de ligacdo da enzima.
Mais especificamente, um estudo conduzido por Yuzuru, Teruhiko e
Kei (1978) relatou a estabilizacdo da atividade da lipoxigenase pelo ion Co?,

corroborando os dados obtidos em nosso trabalho.

FIGURA 4.47- proposta de rota biossintetica para o 1-octen-3-ol
Acido 9,12-octadecadiendico (Z,Z)
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Fonte: Adaptado de Tressl et al 2002
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Os terpenoides produzidos por fungos despertam consideravel
interesse na pesquisa cientifica devido a ampla gama de atividades bioldgicas que
apresentam. Esses metabdlitos secundarios tém sido associados a efeitos tdxicos,
propriedades antimicrobianas, acao antitumoral, citotoxicidade e atividades anti-
inflamatdrias, conforme demonstrado em diversos estudos (Akihisa et al., 2007;
Mothana et al., 2000).

O ponto chave na regulacdo da biossintese de metabolitos
secundarios ocorre na etapa de controle da atividade enzimatica (Quin et al.,
2015). Estudos mostram que o ciclo catalitico das sesquiterpeno sintases responde
a disponibilidade de ions metalicos divalentes. Por exemplo, ao incubar in vitro
variantes da A6-protoludeno sintase na presenca de Mg?**, o principal produto
formado é o A6-protoludeno. No entanto, quando o cofator metalico é substituido
por Ca?, o perfil de sesquiterpenos desloca-se, passando a gerar
preferencialmente -elemeno como composto majoritario (Quin et al., 2015).

Em nosso estudo conseguimos obter uma efetiva inducdo de
sesquiterpenoides em meio sélido junto a adicdo de Mn?" nele conseguimos
expressar diversas sesquiterpeno sintases, as reacdes envolvidas foram descritas
por Schmidt-Dannert (2015) sédo representadas na FIGURA 4.48.

Diversas espécies do género Penicillium sdo reconhecidas pela
producao de sesquiterpenos com estruturas e propriedades variadas. Por exemplo,
P. cyclopium é capaz de produzir germacreno A, enquanto P. expansum sintetiza
germacreno B. Ja P. clavigerum apresenta B-elemeno como um de seus
metabdlitos volateis (Fischer et al., 1999), e P. caseifulvum destaca-se pela
produgao de B-cariofileno (Larsen, 1998).

Penicillium roqueforti, uma das espécies mais estudadas do género,
exibe um perfil quimico ainda mais diversificado. Além do 3-elemeno, esse fungo
é capaz de produzir uma ampla gama de sesquiterpenos, incluindo diepi-a-
cedreno, B-gurjuneno, aristoloqueno, valenceno, a-selineno, B-himacaleno e [-

bisaboleno (Demyttenaere et al., 2003; Jelen, 2002).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-023-03635-y#ref-CR82
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Os terpenos sdo a classe mais abundante de metabolitos naturais,
exibindo fungbes antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias, como
demonstrado para o nerolidol (Chan et al., 2016), o farnesol inibe a germinacéo
e 0 crescimento de Ustilaginoidea virens via producdo de EROS (Yu et al., 2024).
O B-cariofileno esta associado a multiplas propriedades bioldgicas (Francomano
et al., 2019), a estrutura do germacreno D, com seu espectro de massas e

fragmentacdo proposta € apresentada na FIGURA 4.49.

FIGURA 4.48 — Biossintese de terpendides fungicos induzidos pela adicéo de
Mn?*
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O composto 4-vinilguaiacol (4VG), resultante da biotransformacéo
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do &cido ferdlico, foi identificado como um metabdlito significativamente
induzido em cultivos realizados em meio sélido, especialmente na presenca do
cation manganés. Esse resultado indica que o Mn?*" pode atuar como um
modulador importante na atividade enzimatica envolvida na converséo do cido
feralico em 4VG.

O 4-vinilguaiacol é um composto de grande interesse para a indudstria
alimenticia, sendo amplamente utilizado como agente aromatizante. Seu aroma
caracteristico, descrito como aroma de cravo, € particularmente valorizado na
producao de certas cervejas especiais, como as do tipo Weissbier (cerveja de trigo
belga) e Rauchbier (cerveja defumada alemd) (Mathew et al., 2007). A
capacidade de induzir sua producdo por meio de condicGes especificas de cultivo,
como a adicdo de manganés, destaca o potencial biotecnoldgico do processo e
abre caminhos para aplica¢des industriais voltadas a biossintese controlada de

compostos aromaticos naturais.

FIGURA 4.49- Estrutura, espectro de massas e proposta de fragmentacgéo do
germacreno D
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Estudos sobre as enzimas envolvidas na descarboxilacdo de acido
ferulico (AF) para 4VG foram realizados principalmente em bactérias e leveduras
(Priefertet al., 2001 ). Altas concentractes de 4VG foram obtidas em culturas de
Bacillus coagulans BK07 (908 mg/l) ou Debaryomyces hansenii (1470 mg/l) por
Karmakar et al. (2000) e Mathew et al. (2007) , respectivamente.

Ainda ha poucos estudos relatando esse processo em fungos,
Aspergilus niger tem sido relatado como uma espécie promissora para a
biotransformacao de FA e 4VG ( Pefia 2010; Ward et al., 2006 ). Em nosso estudo
podemos detectar 0 4VG sendo produzido pelo fungo P. citrinum, e alem dele
outros metabdlitos que podem surgir a partir de outras enzimas, no caso o 4-etil-
guaicol (4EG) produzido a partir de uma redutase de 4VG e a forma metilada 1,2-
dimetoxi-4-vinilbenzeno produzida por uma O-metiltransferase de 4VG, ainda foi
possivel observar a formacdo de 4-etil-1,2-metoxibenzeno provavelmente
advinda de um O-metiltransferase de 4EG (FIGURA 4.50)

FIGURA 4.50- Representacdo das rotas enzimaticas de 4VG e seus derivados
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O 4-etilfenol é um composto fendlico que pode ser formado a partir
da atuacdo enzimatica de microrganismos como Brettanomyces bruxellensis, 0s
quais transformam o &cido p-cumarico por meio de duas etapas enzimaticas
distintas. A primeira envolve a acdo de uma acido p-cumarico descarboxilase, que
converte esse acido em 4-vinilfenol. Em seguida, uma vinil redutase reduz a
ligacédo dupla da estrutura, originando o 4-etilfenol (Hixson et al., 2012).

Em nosso estudo, foi possivel observar novamente a formacdo de
compostos derivados por modificacBes na estrutura fenodlica, especificamente a
presenca de 4-etilanisol, um composto metilado estruturalmente relacionado ao 4-
etilfenol. A deteccdo desse composto sugere a ocorréncia de uma possivel reacéo
de metilacdo enzimatica, provavelmente catalisada por uma O-metiltransferase,
conforme ilustrado na FIGURA 4.51. Essa classe de enzimas atua transferindo
um grupo metila para compostos fendlicos, o que pode modificar profundamente
suas propriedades quimicas e bioldgicas.

Estudos recentes indicam que algumas O-metiltransferases podem
depender da presenca de ions metalicos como cofatores para sua atividade
catalitica (Abdelraheem et al., 2022). No contexto do nosso experimento,
observamos que o uso de Co?" em altas concentragdes favoreceu de forma mais
pronunciada a formacao de 4-etilanisol quando comparado ao Mn?', sugerindo
uma maior eficiéncia da atividade enzimética dependente de cobalto neste

processo.

Figura 4.51 — Mecanismo proposto para producéo de 4-etilfenol e 4-etilanisol

em P.citrinum
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Fonte Autoria proria (2025)

Por fim foi possivel observar alguns metabélitos derivados da via de
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Ehrlich assim como ja se tinha observado no cultivo sob irradiacdo com luz UV,
A FIGURA 4.52 demonstra a via de Ehrlich obtida a partir do catabolismo do
aminodcido L-fenilalanina.

A L-fenilalanina é transaminada para fenilpiruvato por uma enzima
transaminase, em seguida ocorre uma descarboxilado para fenilacetaldeido pela
fenilpiruvato descarboxilase e entdo reduzido a 2-feniletanol por uma

desidrogenase ( Etschmann et al., 2002).

FIGURA 4.52 - Via do catabolismo de fenilalanina
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O 2-feniletanol é um alcool aromatico com fragrancia semelhante a
de rosas, considerado um componente importante de diversos produtos. E
amplamente utilizado nas industrias de cosméticos, perfumaria e alimentos. O
principal uso do 2-feniletanol no mercado mundial é como ingrediente de aroma
para modificar certas composicOes de aroma ( Hua et al., 2014 ; Liu, et.al 2014;
Chang et.al 2015).

Muitos estudos tém se concentrado na producdo biotecnoldgica de
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sabores naturais, como benzaldeido, vanilina, vy-decalactona, acetoina,
tetrametilpirazina e 2-feniletanol ( Etschmann et al., 2002 , Xu et al., 2007 ,
Krings; Berger, 1998 ; Zhang et al., 2006 ). Dentre essas fragrancias naturais, o
2-Feniletanol tem recebido crescente atencdo por seu valor como composto
aromatizante, e houve um progresso consideravel em sua producao.

Alguns estudos ja relatam que a mudanca de meio pode trazer
impacto consideravel na producdo desse composto em diversos microrganismos
(Eshkol et.al, 2009., Cui et al., 2008., Etschmann et al., 2003). Em nossas
condicGes demonstramos que o 2-feniletanol pode ter seu fator de producéo
aumentado em fungo P. citrinum com a adi¢éo de fatores abioticos como a adi¢éo
de metais divalentes (Mn?* e Co?*).

Um meétabolito prenilado derivado do aminoacido triptofano, o 4-(3-
Metil-2-butenil)-1H-indol (FIGURA 4.53), apresentou uma maior producdo com
a adicdo de Mn?*, esses compostos sdo comumente observados em diversos

fungos.

FIGURA 4.53 — Estrutura, espectro de massas e proposta de fragmentacao de 4-
(3-Metil-2-butenil)-1H-indol
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Metzger et al. (2009) propuseram um mecanismo biossintético em
trés etapas para a formacao da estrutura central da molécula 4-(3-Metil-2-butenil)-
1H-indol (FIGURA 4.54). Na primeira etapa, analoga a biossintese dos
sesquiterpenos, um cation divalente coordena-se ao oxigénio do grupo difosfato e
a residuos de aspartato, resultando em uma reducdo da energia de ativacdo
necessaria para a formacéo do carbocétion (eletrofilo).

Na segunda etapa, um residuo de lisina interage com o hidrogénio do
carbono quatro do nucleo indolico, concomitantemente a uma série de
deslocalizagdes eletronicas iniciadas no nitrogénio da estrutura. Esse rearranjo
facilita o ataque nucleofilico do carbono quatro ao eletrofilo formado.

Na terceira etapa, ocorre a desprotonacdo do carbono quatro,
acompanhada por mais uma deslocalizacdo eletrénica, desta vez no sentido
inverso ao observado anteriormente. Adicionalmente, a ligacdo de hidrogénio
presente no ndcleo inddlico interage com um grupo carboxilato de um residuo de
aminoacido, promovendo a estabilizacdo da carga gerada e formando a molécula

base do indol prenilado.

FIGURA 4.54 — Biossintese proposta para a formacéo de inddis prenilados

simples C4 em fungos
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Os inddis prenilados simples também demonstraram diversas
atividades biologicas (Almeida et al., 2021; Netz; Opatz. 2015). A eurotiumina ,
uma amida indodlica derivada do fungo Eurotium sp., apresentou propriedades
antioxidantes (Simal; Youssef, 2021). Indois prenilados isolados do fungo
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Penicillium paneum apresentaram potentes atividades citotoxicas contra as
linhagens celulares A-549 e HCT-116 (Li et al., 2014)

Com base nesses resultados, fica evidente que os inddis prenilados
simples, apesar de sua estrutura relativamente basica, possuem um amplo espectro
de atividades bioldgicas promissoras, que vao desde propriedades antioxidantes
até atividade citotdxica contra linhagens celulares especificas. Essa diversidade
funcional ressalta a importancia de prosseguir com investigacdes detalhadas
acerca desses compostos e seus derivados, ampliando o entendimento de suas
potenciais aplicacGes biotecnoldgicas e farmacéuticas.

Tais metabdlitos, assim como diversos outros obtidos neste estudo,
demonstram o potencial da técnica de hidrodestilacdo, que atualmente é pouco
explorada no estudo de compostos organicos volateis. Nossos experimentos
confirmaram que a hidrodestilacdo €, de fato, uma excelente alternativa,
oferecendo vantagens em termos de custo-beneficio e versatilidade em

comparacéo ao headspace-SPME.
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5. CONCLUSAO

Em sintese, nosso estudo, ao integrar redes moleculares e analises
estatisticas, permitiu revelar um panorama abrangente de vias modificadas em P.
citrinum isolado de solo de manguezal. Esta abordagem revelou-se eficaz para
caracterizar, pela primeira vez, aspectos relevantes do volatiloma dessa espécie.

A aplicagdo de ions metalicos como Mn** e Co*" evidenciou
respostas bioguimicas distintas, refletidas na atividade modulada de enzimas-
chave. Além disso, a exposicdo a luz UV-A demonstrou um efeito sinérgico na
inducdo de metabolitos volateis relacionados ao controle do estresse oxidativo.

De forma geral, os resultados indicam que a manipulacao dos fatores
abidticos se torna uma estratégia promissora para estimular a producdo de
compostos volateis com alto potencial biotecnoldgico, abrindo novas perspectivas

para o aproveitamento de microrganismos oriundos de ecossistemas extremos.
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