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Resumo

Os antibidticos sdo substancias naturais ou sintéticas, com capacidade de eliminac@o ou inibi¢cdo do crescimento de
microrganismos patogénicos, causadores de infecgdes. Fatores relacionados a resisténcia bacteriana aumentam a
demanda por novas substancias naturais com a¢ao antimicrobiana. Diante disto, este estudo tem como objetivo avaliar
o potencial antimicrobiano de extratos obtidos de Aspergillus niger OI3R1, previamente isolado de solo do estado do
Parana (Brasil), bem como realizar uma analise qualitativa dos seus metabdlitos secundarios. Os extratos foram
produzidos em meios semissolidos de arroz e aveia com palha de soja e testados através do método de difusdo em agar
contra Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, bem como a realizacdo das analises do perfil quimico por
cromatografia em camada delgada (CCD) para caracterizagdo dos componentes dos extratos e fracdes obtidas por
particdo com solventes de polaridades crescentes. As fragdes acetato de etila (Fr AcOEt) e diclorometano (Fr CH»Cl)
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de ambos os extratos apresentaram atividade contra Pseudomonas aeruginosa. Os resultados cromatograficos
caracterizaram a presenca de alcaloides, quinonas, aminas e outros compostos nitrogenados, componentes majoritarios
possivelmente relacionados a atividade biologica.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana; Compostos bioativos; CCD; Fungos filamentosos; Teste de susceptibilidade.

Abstract

Antibiotics are natural or synthetic substances capable of eliminating or inhibiting the growth of pathogenic
microorganisms that cause infections. Factors related to bacterial resistance increase the demand for new natural
substances with antimicrobial action. In view of this, the aim of this study was to evaluate the antimicrobial potential
of extracts obtained from Aspergillus niger OI3R1, previously isolated from soil in the state of Parana (Brazil), as well
as to carry out a qualitative analysis of its secondary metabolites. The extracts were produced in semi-solid rice and oat
media with soybean straw and tested using the agar diffusion method against Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa, as well as carrying out chemical profile analyses using thin layer chromatography (TLC) to characterize
the components of the extracts and fractions obtained by partitioning with solvents of increasing polarity. The ethyl
acetate (Fr AcOEt) and dichloromethane (Fr CH,Cl,) fractions of both extracts showed activity against Pseudomonas
aeruginosa. The chromatographic results showed the presence of alkaloids, quinones, amines and other nitrogenous
compounds, the main components possibly related to the biological activity.

Keywords: Antibacterial activity; Bioactive compounds; TLC; Filamentous fungi; Susceptibility test.

Resumen

Los antibidticos son sustancias naturales o sintéticas con capacidad para eliminar o inhibir el crecimiento de
microorganismos patdogenos causantes de infecciones. Los factores relacionados con la resistencia bacteriana aumentan
la demanda de nuevas sustancias naturales con accion antimicrobiana. Ante esto, el objetivo de este estudio es evaluar
el potencial antimicrobiano de los extractos obtenidos de Aspergillus niger OI3R1, previamente aislado del suelo del
estado de Parana (Brasil), asi como realizar un analisis cualitativo de sus metabolitos secundarios. Los extractos se
produjeron en medios semisolidos de arroz y avena con paja de soja y se probaron mediante el método de difusion en
agar contra Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, asi como mediante analisis del perfil quimico por
cromatografia en capa fina (CCF) para caracterizar los componentes de los extractos y las fracciones obtenidas por
particion con disolventes de polaridad creciente. Las fracciones de acetato de etilo (Fr AcOEt) y diclorometano (Fr
CH,Cl,) de ambos extractos mostraron actividad contra Pseudomonas aeruginosa. Los resultados cromatograficos
caracterizaron la presencia de alcaloides, quinonas, aminas y otros compuestos nitrogenados, componentes mayoritarios
posiblemente relacionados con la actividad biologica.

Palabras clave: Actividad antibacteriana; Compuestos bioactivos; CCF; Hongos filamentosos; Pruebas de
susceptibilidad.

1. Introducao

Os fungos sao habitualmente utilizados como fermentadores na producdo de alimentos, bebidas alcodlicas e na industria
farmacéutica, para obtengdo de insumos. Estes participam de diversos processos como biodegradagdo e tratamento de efluentes,
producdo de enzimas de interesse ¢ na biotransformacdo. No contexto ambiental e agricola, esses organismos contribuem
significativamente para a manuten¢do da estabilidade ecoldgica, atuando na decomposicdo de matéria organica, na
biorremediacdo de compostos toxicos e no estimulo ao crescimento vegetal, além de oferecerem prote¢do contra patdgenos
(Abreu et al. 2015).

O metabolismo fungico pode dispor de diversos compostos naturais que apresentam atividades biologicas, dividindo-
se em metabolitos primarios e secundarios, este Ultimo tipo ¢ frequentemente bioativo e pode apresentar importancia a
terapéutica, devido a suas atividades farmacologicas, incluindo agdes antibidticas, imunossupressoras e citotoxicas (Bérdy, 2005;
Mendonza et al. 2022). Estes compostos possuem estruturas quimicas complexas e atendem as necessidades de seus organismos
produtores, como defesa, competi¢do entre espécies, facilitacdo de processos reprodutivos, comunicacdo quimica, mediagdes
simbibticas e demais agdes necessarias para as interagdes ecoldgicas e permanéncia das espécies. Essas fungdes ecologicas
muitas vezes estdo associadas a potenciais aplicacdes terapéuticas (Gomez, 2011; Spiteller, 2015).

Entre os fungos filamentosos, o género Aspergillus destaca-se pela ampla distribuicdo geografica e capacidade de

colonizar diversos substratos, sendo comum em solos, ambientes aquaticos, plantas e alimentos deteriorados (Bennette, 2010).
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O Aspergillus niger, em particular, apresenta crescimento eficiente sob diferentes condigdes ambientais, incluindo variagdes
significativas de temperatura e umidade (Krijgesheld ef al. 2013). Essa adaptabilidade, aliada a seguranga do seu uso industrial,
torna a espécie uma produtora promissora de compostos bioativos (Pradi, 2023).

Estudos com A. niger ja identificaram uma diversidade de metabolitos secundarios, pertencentes a varias classes
quimicas, como nafto-y-pironas, a-pironas, bicumarinas, azafilonas, piranonogrinas, ciclopeptideos, dicetopipetazinas, derivados
do acido itaconico, esterdides, pigmentos, lipideos, micotoxinas, yanutonas, terpenos, entre outros (Uchda, 2017). Esses
compostos exibem diversas atividades biologicas relevantes, como agdes antimicrobianas, antiparasitarias, antioxidantes,
antivirais, anticancerigenas, além de propriedades enzimaticas especificas (Li ef al., 2015, Pamphile ef al. 2017; Pradi, 2023).
Vistas as diversas e promissoras aplica¢des de substancias biologicamente ativas produzidas por fungos, em especial pelos fungos
filamentosos Aspergillus sp., este estudo tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de extratos obtidos de Aspergillus
niger OI3R1, previamente isolado de solo do estado do Parand (Brasil), bem como realizar uma analise qualitativa dos seus

metabolitos secundarios.

2. Metodologia

Realizou-se uma pesquisa experimental, laboratorial e, de natureza qualitativa e quantitativa (Pereira ef al., 2018).

2.1 Obtencao dos extratos

O fungo Aspergillus niger — linhagem OI3R1, foi isolado de amostras de solo coletadas no bioma Mata Atlantica,
localizado no Reftigio Biologico Bela Vista (Foz do Iguacu, Parana, Brasil). A identificagdo taxondmica do fungo foi baseada
na analise dos produtos amplificados com primers para regides espagadoras transcritas internas (ITS) em genes ribossomais,
utilizando a metodologia descrita por White et al. (1990). A linhagem faz parte da cole¢do de fungos do Laboratorio de

Bioquimica de Microrganismos da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, onde encontra-se preservado.

2.2 Cultivo do fungo

Inicialmente, o fungo foi cultivado em meio BDA (Agar Batata Dextrose), por 10 dias a 28 °C para obtengo de esporos
e manutencdo de repiques. Em seguida, 15 mL de suspensdo de esporos 1,0x103 /mL foram adicionados em caldo de pré-
fermentacdo YESD (20 g de peptona de soja, 20 g de dextrose, 5 g de extrato de levedura para 1000 mL de agua destilada)
produzindo 140 mL deste em Erlenmeyer de 500 mL. As culturas foram incubadas por 3 dias em BDO (Baixa Demanda de
Oxigénio), a 28 °C. Finalizada a pré-fermentagdo, foram transferidos 10 mL do caldo para os meios semissolidos, sendo: 6
frascos de Erlenmeyer com meio arroz (10 g arroz e 25 mL de dgua destilada) e 6 frascos de Erlenmeyer com aveia com palha
de soja (10 g de farinha de aveia e 2 g de palha de soja e 50 mL de agua destilada). A fermentagcdo em meiossemissolidos foi

realizada em condigdes de BDO, com temperatura de 28 °C por 60 dias (Negreiros et al., 2021; VanderMolen et al., 2013).

2.3 Obtencao e fracionamento dos extratos

Apds o cultivo do fungo em escala piloto, foram adicionados 50 mL de agua destilada nas culturas semissolidas e
agitadas por 15 minutos a 120 rpm em incubadora tipo shaker a 20 °C, para homogeneizacdo. Em seguida, as culturas foram
filtradas a vacuo em funil de Biichner e papel filtro Whatman n°1, produzindo assim os extratos brutos do meio de arroz (ExA)
e do meio de aveia com palha de soja (ExAPS) (Dudek et al., 2017).

Os extratos brutos ExA e ExAS foram particionados por extragao liquido-liquido por trés vezes com solventes em ordem

crescente de polaridade: Hexano, Diclorometano e Acetato de Etila na propor¢do 1:1 (v/v). Apds particionamento, quatro fragdes
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foram geradas, sendo designadas: Fra¢do Hexano (Fr Hex), Fragdo Diclorometano (Fr CH»Cl,), Fragdo Acetato de Etila (Fr
AcOEt) e a Fracdo Aquosa residual (Fr Aq). As fracdes foram desidratadas em um evaporador rotativo e em seguida calculado
o rendimento de sua massa seca em mg, através da pesagem em balanga semi-analitica. Posteriormente, cada fracdo foi

concentrada com 5 ml de seu respectivo solvente e armazenada a temperatura de 5 °C (Negreiros et al., 2021).

2.4 Testes de susceptibilidade antimicrobiana

Para o teste de atividade antimicrobiana, foram utilizadas as bactérias Escherichia coli ¢ Pseudomonas aeruginosa,
provenientes do laboratorio de Microbiologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE. Inicialmente as
bactérias foram inoculadas em meio TSB (Caldo Triptona de Soja) para crescimento, o procedimento foi realizado em triplicata
para cada bactéria, seguida de incubacdo a 37 °C por 24 h. Apos este periodo, as bactérias foram inoculadas em agar nutriente
(NA), produzido em duplicata e incubado novamente a 37 °C por 24 h. A partir do meio NA foi realizado a padronizagao das
bactérias de acordo com a escala de Mac Farland 0,5 (1,5x10% UFC/mL) em 10 mL de solugio salina (NaCl 0,9%). Com auxilio
de Swab estéril, a solugdo foi inoculada em placas de petri contendo agar Mueller Hinton (MH), em 8 placas para cada bactéria,
totalizando 16 placas. Em seguida foram adicionados os discos com as fragdes particionadas de cada meio. Para a produgdo dos
discos, as fra¢des foram diluidas com agua estéril em uma concentragdo de 200 mg/mL para cada fragdo dos extratos (ExA e
ExAS) ¢ adicionados em discos estéreis, pipetando 10 ulL em cada disco. Para os controles negativos foram produzidos discos
com Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila e agua estéril. Para o controle positivo foi utilizado Gentamicina 10 pg. O
procedimento foi realizado em duplicata (Negreiros ef al., 2021; BrCast, 2021). Apds incubacdo foram medidos os halos de

inibicdo para os controles negativo e positivo e para cada fracdo do extrato, apresentando o resultado em milimetros (mm).

2.5 Prospec¢do quimica cromatografica

Para as fracdes Fr AcOEt e Fr CH>Cl, de ambos os extratos que apresentaram atividade contra as bactérias testadas, foi
realizada cromatografia em camada delgada (CCD) para caracterizagdo do perfil quimico das amostras. As cromatografias foram
preparadas utilizando cromatoplacas de aluminio com silica GF254 e fase movel composta por diclorometano 100% e
diclorometano:acetato de etila (8:2), respectivamente. Apds o desenvolvimento da cromatografia, as cromatoplacas foram
observadas sob camara de luz ultravioleta de 254 nm e 364 nm e posterior revelagdo quimica com vanilina sulftrica, hidroxido
de potassio, reagente de Ehrlich e reagente de Dragendorff, separadamente, considerando o tipo de composto a ser evidenciado
(Wagner, 1996). A Tabela 1 apresenta a relagdo entre a fase movel e os reagentes utilizados na caracterizagdo da classe de

composto organico.

Tabela 1 - Bateria de eluentes e reveladores utilizados para as respectivas Fragdes Fr AcOEt e Fr CH2Cl, dos extratos de meio

de cultura com arroz e meio aveia com palha de soja

Classes de compostos Quinonas Aminas Alcaloides Compostos gerais
Eluente CH:Cl2: AcOEt (8:2) CH:Cl, CH:Cl, CH:Cl,
Revelador KOH 10% em metanol Ehrlich Dragendorff Vanilina Sulfurica

Fonte: Dados da pesquisa (2025).
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3. Resultados e Discussao

Observou-se que o extrato obtido do cultivo em meio semissélido a base de aveia, com a adigdo de palha de soja
(ExAPS), apresentou rendimentos de residuos de massa micelial superiores em suas fragdes quando comparado ao meio que

continha exclusivamente arroz (ExA), conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Rendimentos dos residuos de massa micelial seca proveniente das fracdes, em mg, ap6s secura evaporador rotativo.

Fracao/ ExA (mg) ExAPS (mg)
Extrato

Fr HEX 159 2.709

Fr CH:CL: 270 372

Fr AcOEt 821 3.700

Fr AQ 3.893 5.152

ExA = Extrato do meio Arroz; EXAPS = Extrato do meio aveia com palha de soja; Fr HEX = fra¢do hexano; Fr CH2CL2= fragdo
diclorometano; Fr AcOEt = fra¢do acetato de ctila; Fr AQ = fragdo aquosa residual. Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Esse resultado pode estar relacionado a incorporagdo da palha de soja no meio de cultivo, a qual foi empregada em sua
forma bruta, sem a realizagdo prévia de trituragdo ou moagem. O tamanho maior das particulas desse substrato pode ter
beneficiado a aeracdo do ambiente devido aos espacos formados entre si, propiciando uma oxigenagao mais eficiente e, por
conseguinte, favorecendo o crescimento fungico. A aeracdo do meio de cultura permite manter as condi¢des aerdbicas, eliminar
o diéxido de carbono formado, regular temperaturas e ajustar umidade (Rocha, 2010; Donini et al., 2006). Adicionalmente, a
palha de soja proporcionou como uma fonte adicional de carbono e nitrogénio, contribuindo para a eficacia do metabolismo
microbiano ao longo do processo de fermentagao.

A otimizagdo do ambiente e nutri¢do do meio de cultura para crescimento de microrganismo tem impactos positivos
sobre a quantidade e diversidade de metabdlitos secundarios produzidos, influenciando diretamente na descoberta de novos
compostos bioativos (VanderMolen et al., 2013). A manipulagdo do meio de crescimento com arroz e aveia com palha de soja
aumentou a oferta de carbono e nitrogénio para o desenvolvimento do fungo. O carbono proporciona a base para a formagao da
biomassa fungica e produg@o de metabolitos secundarios, enquanto o nitrogénio se faz necessario para a producao de proteinas
e acidos nucleicos (Negreiros ef al., 2021).

Meios de cultura sélidos contendo arroz e farelo de aveia, ja foram descritos anteriormente como favoraveis ao
crescimento de fungos e producdo de uma variedade de metabolitos secundarios, demonstrando que meios de crescimento
enriquecidos com esses substratos sdo promissores para a pesquisa de novos compostos bioativos (VanderMolen et al., 2013;
Negreiros et al., 2021). Anteriormente, o cultivo do fungo A. niger em meios semissélidos contendo arroz como substrato
proporcionou seu crescimento e producdo de metabolitos bioativos, apresentando atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (Chagas, 2017).

Em uma pesquisa de Rocha (2010), empregou-se o fungo 4. niger em meios de cultura com residuos industriais do
processamento de arroz e do maracuja, para otimiza¢do da produgdo de enzimas (invertase, amilase, celulase, pectinase e
protease) por Fermentagcdo em Estado Solido e foi possivel observar um resultado satisfatério em seu crescimento.

Neste mesmo sentido, Bolson et al. (2020) avaliaram o crescimento micelial de Lentinus sajor-caju, uma espécie de

cogumelo comestivel, em meios de cultura a base de palha de soja, arroz, milho e batata. Como resultado, todos os meios foram
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satisfatorios para o crescimento do fungo, porém a palha de soja 33 apresentou um maior desempenho no crescimento do fungo,

gerando um aumento da massa micelial mais rapidamente que os demais.

3.1 Atividade antibacteriana das fracoes

Os halos de inibicao produzidos pelas fragdes testadas contra P. aeruginosa foram analisados, incluindo os controles
positivos e negativos. Nao foram identificadas atividade antimicrobiana nos controles negativos, corroborando a inexisténcia de
interferéncias e a fidedignidade dos resultados obtidos com as fragdes analisadas. O controle positivo, gentamicina, demonstrou
halos de inibigdo de 32 mm e 35 mm nos testes com fragdes provenientes dos meios arroz (ExA) e aveia com palha de soja
(ExAPS), respectivamente (Tabela 3). Esses valores foram utilizados como parametro para a comparagdo da atividade

antibacteriana das fragdes avaliadas.

Tabela 3 - Determinacao dos halos de inibi¢ao (mm) do controle positivo e das fragdes dos extratos ExA e EXAPS de 4. niger

contra Pseudomonas aerugionsa.

Halo de inibi¢cio (mm)
Fracdes ExA ExAPS
Controle Positivo 32 35
Fr ACOEt 15e16 13e17
FCH,Cl, 13e¢14 11el6
FHex - -
Faq = =

Controle positivo = gentamicina; ExA = Extrato do meio Arroz; ExAPS = Extrato do meio aveia com palha de soja; Fr CH2CL2= fracéo
diclorometano; Fr AcOEt = fracdo acetato de etila; Fr Hex = Fracao Hexano Fr AQ = frag@o aquosa. Fonte: Dados da pesquisa (2025).

As fragdoes Fr AcOEt (acetato de etila) ¢ Fr CH2Cl> (diclorometano) apresentaram atividade relevante contra P.
aeruginosa, tanto nos extratos obtidos em meio de arroz quanto nos extraidos em meio de aveia com palha de soja (Figura 1).
Esse achado indica que os compostos bioativos com capacidade antimicrobiana tendem a se concentrar principalmente nas
fragdes de polaridade média. Por outro lado, as fragdes Fr Hex (hexano) e Fr Aq (fracdo aquosa) ndo demonstraram atividade
contra a bactéria avaliada, o que sugere a auséncia ou uma baixa concentragdo de metabdlitos com propriedades antibacterianas
nessas amostras.

Nos ensaios de atividade antimicrobiana contra E. coli, foram observados halos de inibigdo de 29 mm e 33 mm para os
controles positivos relacionados aos extratos cultivados em meio arroz (ExA) e em meio aveia com palha de soja (ExAPS),
respectivamente. Em contrapartida, as fracdes FAcOEt e FCH:Cl. oriundas de ambos os extratos ndo evidenciaram atividade
antimicrobiana significativa, dado que ocorreram crescimento de coldnias bacterianas dentro dos halos e formagdo de colonias
isoladas na superficie da placa. Conforme as orientacdes do BrCAST (2021), a formacdo de coldnias no interior do halo de
inibi¢@o deve ser considerada, concluindo que a bactéria apresentou resisténcia ao composto testado. As fragdes FHex e FAq
também nao evidenciaram atividade antimicrobiana contra E. coli, apresentando um resultado similar ao verificado para P.

aeruginosa, o que sugere uma provavel auséncia de metabolitos bioativos nessas fragdes nas condicdes avaliadas.
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Figura 1 - Teste de susceptibilidade bacteriana das fragdes extraidas do meio de cultivo de arroz e meio de aveia com palha de

soja contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa.

A, B, C e D: Fragdes provenientes do meio de cultivo contendo arroz A. Placa com Fr Aq e controle positivo Gentamicina (35 mm) B. Placa
com Fr Hex, Fr AcOEt (13 mm) e Fr CH2CL> (11 mm). C. Duplicata com Fr Hex, Fr CH2CL> (16 mm), Fr AcOEt (17 mm) e Fr Aq. D. Placa
com controles negativos. E, F, G e H: Fragdes provenientes do meio de cultivo contendo aveia com palha de soja. E. Placa com Fr Aq e
controle positivo gentamicina (32 mm). F. Placa com as Fr Hex, Fr AcOEt (16 mm) e Fr CH2CL2 (14 mm). G. Duplicata com Fr Hex, Fr
CH2CLz (13 mm), Fr AcOEt (15 mm) e Fr Aq. H. Placa com controles negativos. Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Como previsto, a Fr Hex proveniente do cultivo com aveia ¢ palha de soja obteve maior rendimento (2.709 mg) em
relagdo a Fr Hex meio arroz (159 mg), apesar disto ambas as fragdes ndo apresentaram atividade antimicrobiana, em
consequéncia de seus compostos majoritarios possuirem caracteristica ndo polar. Este resultado corrobora com pesquisas
anteriores, considerando que a lavagem das fragcdes com solvente Hexano elimina substancia comuns e indesejadas, tais como
acidos graxos e demais compostos ndo polares, desinteressantes para identificagdo de compostos bioativos.

Apesar disso, varios estudos evidenciam a capacidade antimicrobiana de extratos e fragdes de A. niger cultivados em
substratos distintos. Gémez (2011) detectou uma atividade na fracdo acetato de etila do extrato de A. niger em relagdo a
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, E. coli e P. aeruginosa, apontando a terreina ¢ 1H-2-Benzopiran-1-ona, 3,4-dihidro-
3,8-dihidroxi-3-metil-, uma cumarina originada do acido chiquimico como possiveis compostos ativos. Esses compostos
secundarios tém sido extensivamente correlacionados a atividade antimicrobiana apresentada por fungos filamentosos. Os
metabolitos secundarios produzidos pelo fungo 4. niger, em sua grande maioria sdo constituidos por naffo-y-pironas, sob todas
as condigdes de cultura. Os efeitos biologicos das nafto-y-pironas foram investigados, demonstrando agdo antimicrobiana. Este
grupo é composto por aurasperonas, foncesinonas e nigeronas, além de mondémeros de flavasperona e rubrofusarina B (Nielsen
et al., 2009).

Pesquisas complementares, como a realizada por Hasegawa et al. (2007), auxiliaram na identificagdo de novos
compostos sintetizados por 4. niger, dentre os quais se destacam os acidos tensuicos A—F, sendo o acido tensuico C

especialmente relevante, uma vez que demonstrou significativa inibicdo de B. subtilis.
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No estudo conduzido por Pinheiro et al. (2013), o fungo Aspergillus sp. foi isolado da planta medicinal Bauhinia
guianensis e cultivado em meio a base de arroz, com o objetivo de favorecer seu crescimento e a producdo de metabolitos
secundarios. A andlise quimica dos extratos resultou no isolamento de dois alcaloides fumigaclavina C e pseurotina A, que
apresentaram atividade antimicrobiana significativa contra as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Bacillus subtili

Song et al. (2008) realizaram o fracionamento do extrato de A. niger isolado de Cyndon dactylon e evidenciaram a
presencga de quatro compostos conhecidos do grupo de nafio-y-pironas, sendo estes a rubrofusarina B, fonsecinona A, asperpirona
A e aurasperona A, que foram investigados biologicamente. Através das analises foi possivel identificar atividade antimicrobiana
dos quatro compostos, contra as bactérias B. Substilis, E. coli, Pseudomonas fluorences e contra os fungos Trichophyton rubrum
e Candida albicans. O composto Aurasperona A apresentou acdo semelhante ao Cetoconazol, utilizado como controle para
fungos.

Estudos mais recentes igualmente destacam o potencial biotecnoldgico de A. niger. Alves (2023), ao analisar extratos
do A. niger isolado de folhas de Euterpe oleracea, constatou uma atividade significativa das fragdes aquosa ¢ acetato de etila em
rela¢do a S. aureus, E. coli e Salmonella sp. De maneira similar, Calado (2018) detectou atividade antimicrobiana em amostras
de Aspergillus fumigatus obtidas da compostagem do zooldgico de Sdo Paulo, demonstrando um amplo espectro de agdo que

detectou 23 amostras ativas contra S. aureus, 15 contra B. cereus ¢ uma contra E. coli e P. aeruginosa.

3.2 Prospec¢ao quimica por CCD
Os testes cromatograficos para verificacdo dos perfis quimicos dos extratos e das fragdes foram realizados utilizando-
se diferentes fases moveis e métodos de revelagdo, incluindo observacdo sob luz UV 254 nm e 365 nm, além de reagentes gerais

e especificos apropriados para revelagdo de certas categorias de compostos organicos (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracterizagdo quimica das fragdes derivadas dos extratos de cultivo de A. niger.

Compostos Fr AcOEt Fr CH,Cl, Fr AcOEt Fr CH,Cl,
(reagentes) (ExA) (ExA) (ExAPS) (ExAPS)
Quinonas NE Positivo NE Positivo
(KOH 10%em metanol) (vermelho) (vermelho)
Aminas e nitrogenados (Reagente de | Negativo * Positivo Negativo * Negativo*
Ehrlich) (vermelho

Aminas)
Alcaloides Positivo Positivo Positivo Positivo
(Dragendorff) (laranja) (laranja) (laranja) (laranja)
Compostos orgénicos gerais (Vanilina | Positivo** Positivo** Positivo** Positivo**
Sulfurica)

* Negativo: para cores vermelhas (aminas), com formago de outras cores (outros compostos nitrogenados).

** Positivo: formagao de diversas cores devido a diferentes classes quimicas.

NE: Nio evidenciado. ExA = Extrato de cultivo com Arroz; EXAPS = Extrato de cultivo com aveia e palha de soja; Fonte: Dados da pesquisa
(2025).

No sistema cromatografico constituido por diclorometano: acetato de etila (8:2) e revelado com KOH 10%, observou-
se manchas avermelhadas em Rf ~ 0,75 e Rf ~ 0,96 para as fracdes Fr CH2Cl, do cultivo com arroz (ExA) e do cultivo de aveia

com palha de soja (ExAPS), respectivamente, sugerindo a presenga de quinonas. Wu et al., (2008) relataram a presenga de dois
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derivados de antraquinonas no extrato fingico de 4. niger isolado da agua do mar, entre eles a Averufina e Nidurufin. Esses
derivados foram testados quanto a sua capacidade inibitéria da replicagdo do Virus do Mosaico do Tabaco (TMV — Tobacco
mosaic virus), para o qual ambos apresentaram atividade moderada na inibi¢do de sua multiplicagdo. No mesmo sentido, um
novo derivado naftoquinonaimina foi identificado no extrato fungico de A. niger isolado da alga marinha Colpomenia sinuosa,
nomeadamente  5,7-dihidroxi-2-[ 1-(4-metoxi-6-0x0-6H-pirano-2-il)-2-feniletilamino]-[ 1 ,4]naftoquinona. = Esse composto
apresentou moderada agdo antifungica contra Candida albicans, com zonas de inibi¢do de 10 mm em 0,2mg/pogo (Zhang et al.,
2007). Outros compostos isolados dessa classe sdo citados na literatura, sendo eles Rheoemodin, Homonataloin B, Canarione,
Tanshindiol B ¢ 4- Hidroxianidroflavomannin-9,10-quinona (Pradi, 2023).

Para a caracterizag@o da presenga de aminas e demais compostos nitrogenados nos extratos, as cromatoplacas foram
reveladas com reagente de Ehrlich, apds elui¢do com diclorometano 100%. Somente a fragdo Fr CH,Cl, do cultivo com arroz
(ExA) revelou uma mancha vermelha, em Rf ~ 0,26, sugestiva da presenca de compostos nitrogenados, conforme sugerido por
Nielsen et al., (2009), como as fumonisinas, ocratoxinas, malforminas e asperazinas. As malforminas sdo moléculas pertencentes
ao grupo de ciclopeptideos e ja foram isolados anteriormente do metabolismo deste fungo, destacando as Malforminas A ¢ C
sendo evidenciadas suas a¢des antimicrobianas, tripanocida, antimalarica e citotoxica (Zhou et al, 2016; Uchda, 2017; Pradi,
2023).

Em um estudo metabolomico de Pradi (2023), foi realizado o cocultivo do fungo 4. niger e Saccharomyces cerevisiae,
onde foi possivel isolar uma diversidade de moléculas, entre eles os compostos nitrogenados Fumonisina B2, carbonarone A e
B, aspernigrina A, B e C, pestalamida A e B, nigragilina, nigerazina B, Tributilamina, Tripropilamina, Sclerolizine e Esfingosina.

Entre as aminas, os alcaloides distinguem-se por sua reactividade com determinados reagentes, como o reagente de
Dragendorff (iodo bismutato de potassio), o qual induz uma coloragdo alaranjada caracteristica (Simdes et al., 2017). A
confirmag@o da presenga dessa classe de metabolitos nas amostras analisadas foi realizada por meio de revelagdo cromatografica,
evidenciada pelo surgimento de manchas alaranjadas em distintos valores de Rf.

No extrato bruto (ExA), na Fr CH:Cl, foram identificadas manchas com Rf aproximadamente 0,76, 0,71 ¢ 0,28. Na
fragdo Fr AcOEt do extrato em questdo, foram identificadas manchas com Rf aproximados de 0,96, 0,93, 0,78 ¢ 0,26. No extrato
proveniente do subproduto (ExAPS), foi observada uma mancha de coloracdo alaranjada com Rf aproximadamente 0,83 em
ambas as fracdes Fr AcOEt e Fr CH2ClL. Os resultados indicam uma variedade e uma grande quantidade de compostos alcaloides
nas distintas fragdes dos extratos examinados, sendo esta classe quimica a mais predominante.

A literatura cientifica registra uma diversidade significativa de alcaloides extraidos de 4. niger, salientando grupos
estruturais como nigragilinas, piranonigrinas, nigerloxinas, pirofenos, tensiddis, nigerazinas, aspernigrinas, aspernigerinas,
pestalamidas e aaptaminas, muitos dos quais demonstram atividades bioldgicas significativas (Fukuda et al., 2007; Nielsen et
al., 2009; Uchoa, 2017; Pradi, 2023).

Além dos alcaloides, outros compostos organicos foram destacados por meio da aplicagdo de solucdo de vanilina
sulftirica, evidenciando a complexidade quimica dos extratos. Varios estudos documentam compostos isolados de A. niger
oriundos de ambientes marinhos, endofiticos e terrestres. Entre as principais classes quimicas reconhecidas, ressaltam-se os
esteroides, diversas variedades de terpenos, flavonoides e fenilpropanoides, evidenciando a notavel riqueza bioquimica detectada

nas amostras analisadas.

4. Conclusao

O fungo 4. niger OI3R 1, isolado a partir do solo do Parand e cultivado em meio de arroz e em meio de aveia com palha

de soja, gerou extratos e fracdes que foram investigados em relacdo a atividade antibacteriana. As fragdes Fr AcOEt (acetato de
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etila) e Fr CH2Cl: (diclorometano), obtidas de ambos os extratos, apresentaram atividade contra P. aeruginosa, evidenciando a
existéncia de compostos com potencial antimicrobiano. A andlise cromatografica demonstrou um perfil quimico variado, com
destaque em quinonas, alcaloides e outros compostos nitrogenados. Os achados sugerem o potencial biotecnoldgico do A. niger
OI3R1 na sintese de metabdlitos secundarios bioativos, com possiveis aplicacdes no desenvolvimento de agentes

antimicrobianos.
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