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Resumo

RESUMO

Devido ao crescente interesse na producdo de substancias ativas a partir de fontes naturais, 0s
fungos vém sendo considerados um grupo importante de microrganismos em funcdo do seu enorme
potencial de exploracdo, representando uma fonte inesgotavel para a obtencdo de varios produtos
biotecnoldgicos industriais. Dentre estes produtos, o pigmento melanina produzido pelo fungo
Aspergillus nidulans tem consideravel potencial biotecnoldgico para ser usado em formulagdes
cosmeticas, principalmente pelas suas atividades antioxidante, antiinflamatéria e fotoprotetora. No
entanto, para uma possivel aplicacdo pratica desta substancia € necessario estabelecer as condi¢des
Otimas de cultivo do fungo para a producdo em larga escala com um custo menor comparado a
melanina sintética. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do volume de meio
de cultura, do tempo de incubacdo e da utilizagdo de residuos industriais (dgua de maceragdo de milho,
bagago de cana de aglcar e melago) como fontes de nutrientes no crescimento e producdo de pigmento
pelas linhagens MEL1 e MEL2 de Aspergillus nidulans. Os resultados mostraram que na presenca de
2% de agua de maceragdo de milho o crescimento celular foi maior enquanto que na concentragéo de
0,2% houve um aumento na producdo de pigmento pelas linhagens em estudo. Quando melaco (1% e
10%) foi usado como fonte de carbono, a producdo de pigmento foi inibida em ambas as
concentracBes, enquanto um alto rendimento de biomassa foi obtido com 10% de melago. A
suplementagdo do meio com hidrolisado do bagaco da cana-de-agucar ndo teve um efeito positivo na
producdo de pigmento, embora tenha proporcionado um aumento no crescimento das linhagens.
Também foi observado que a morfologia do fungo (tamanho do “pellet”) influencia a producdo de
pigmento, sendo que na cultura com “pellets” menores obteve-se altos niveis de pigmento. Entdo, os
resultados obtidos sugerem que a agua de maceracdo de milho contém substancias que estimulam a
sintese do pigmento e, portanto o cultivo em 200 mL de meio minimo contendo nitrato (0,6%), glicose
(1%) e suplementado com &gua de maceracdo de milho (0,2%) por 5 dias a temperatura ambiente, sob
agitacdo, representa um meio fermentativo de baixo custo para uma maxima producdo de pigmento

pelas linhagens MEL1 e MEL2 de Aspergillus nidulans.



Abstract

ABSTRACT

Due to an increasing interest in the production of actives substances from natural sources,
fungi has been considered an important group of microorganisms in function of its enormous potential
for exploitation, representing an inexhaustible source to obtain several industrials biotechnology
products. Among these products, the melanin pigment produced by fungi Aspergillus nidulans has
considerable biotechnological potential to be used in cosmetic formulations, mainly for its antioxidant,
anti-inflammatory and photoprotetor activities. However, for a possible practical application of this
substance, is necessary to establish the optimal conditions of the fungal culture for large scale
production with low cost compared to synthetic melanin. In this context, the objective of this work was
to evaluate the influence of volume of culture medium, period of incubation and the use of by-products
industrial (corn steep liquor, sugar cane bagasse and molasses) as nutritional source on growth and
pigment production by strains MEL 1 and MEL 2 from Aspergillus nidulans. The results showed that,
in the presence of 2% corn steep liquor, the cell growth was high while at concentration of 0,2%
occurred an increase in the pigment production. When molasses (1 or 10%) was used as carbon
sources, the pigment production was inhibited in both concentrations while a high yield of biomass was
obtained with 10% molasses. The supplementation of medium with sugar cane bagasse hydrolysate
didn’t has a positive effect on pigment production but it provided an increase in the fungal growth.
Also was observed that the fungal morphology (pellet size) influenced the production of pigment, being
the smaller "pellets" more suitable for maximum production of the pigment. Thus, the results obtained
suggest that corn steep liquor contain substances that stimulate the synthesis of pigment and thus the
cultivation with 200mL minimum medium containing nitrate (0,6%), glucose (1%) and supplemented
with corn steep liquor (0,2%) represents a low cost fermentation medium for the maximum pigment

production by MEL1 and MELZ2 strains from Aspergillus nidulans.
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Introducdo

1. INTRODUGAO

Os fungos representam um importante grupo de microrganismos que atuam como agentes
primarios da decomposicao do ciclo de carbono, nitrogénio e outros nutrientes na biosfera, podendo
agir também de maneira prejudicial na deterioracdo de materiais e produtos e/ou como responsaveis por
sérias doencas em plantas e animais, inclusive em seres humanos, através de seu ataque direto por
invasdo, ou indiretamente pela secrecdo de toxinas (GRIFFIN, 1994; PELCZAR et al., 1996). Além
disso, os fungos apresentam uma grande diversidade genética e metabolica sendo considerado um dos
grupos mais importantes pelo seu enorme potencial de exploracdo. Estes organismos sao
freqlientemente empregados em processos biotecnolégicos industriais para a producgdo de substancias
como os antibidticos, alimentos, bebidas, acidos organicos, alcool combustivel e enzimas, onde varias
delas podem apresentar diversas atividades biologicas e farmacéuticas incluindo antimicrobiana,
antinflamatoria, imunoestimulacdo, antitumorais entre outras (BENNETT, 1998; PARK et al., 2001;
GRIM et al., 2005; XU et al., 2006).

O crescente interesse na utilizacdo de microrganismos para a producdo de substancias de
interesse industrial é devido ao alto custo de producdo por sintese quimica e a procura por produtos
mais seguros. Varios estudos tém sido realizados visando o desenvolvimento de processos para a
producdo de pigmentos a partir de fontes naturais, por causa dos sérios problemas de seguranca com
muitos corantes sintéticos artificiais, os quais sdo amplamente utilizados em alimentos, farmacos e
cosméticos (CHO et al., 2002).

Pigmentos produzidos pelos fungos tém sido utilizados em diferentes aplicacGes, como por

exemplo, o pigmento vermelho produzido pelo Monascus purpureus 0 qual € muito utilizado no
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Introducdo

preparo de arroz, vinho, queijo e peixe na tradicional culinaria japonesa e chinesa; o pigmento
carotendide astaxantina produzido por Phaffia rhodozyma que é responsavel pela coloracdo da carne do
salméo; a producdo de B-caroteno (precursor da vitamina A) por Blakeslea trispora que tem sido
utilizado em produtos alimenticios (ADRIO; DEMAIN, 2003). Estudos realizados em nosso
laboratério mostraram que o pigmento melanina produzido por Aspergillus nidulans apresenta
atividade antiinflamatoria sendo capaz de suprimir a produgdo de 6xido nitrico, uma molécula efetora
liberada pelos macréfagos ap6s ativacao imunoldgica (GONCALVES; POMBEIRO-SPONCHIADO,
2007).

A melanina produzida por diversos fungos, incluindo o Aspergillus nidulans, pode estar
incorporada na parede celular de esporos e hifas, denominada melanina intracelular, como também
pode estar presente no meio de cultura referida como melanina extracelular (FOGARTY; TOBIN,
1996; BUTLER; DAY, 1998; PLONKA; GRABACKA, 2006). Este pigmento é formado durante o
metabolismo secundario do fungo a partir da polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos ou
indolicos, associado ao processo de esporulagdo do microrganismo, sendo requerido para a formacao
ou integridade de esporos sexual e assexual. Varios estudos tém mostrado que o pigmento melanina
confere ao fungo protecdo contra a radiacdo ultravioleta, acdo de enzimas liticas, dissecacdo, extremos
de temperatura e outras condi¢cbes ambientais adversas, aumentando o periodo de vida e a capacidade
de competicdo por alimento em certos ambientes (FOGARTY; TOBIN, 1996; BUTLER; DAY, 1998;
2005). Gomez et al., (2001) observaram que células melanizadas de Cryptococus neoformans eram
menos susceptiveis aos danos causados pela luz UV, fagocitose mediada por macrofagos, peptideos
antimicrobianos, toxicidade por metais pesados e a drogas como a anfotericina B, comparado com
células ndo melanizadas. A producdo de melanina também tem sido estudada em fungos patogénicos,

onde o pigmento ndo contribui apenas para a sobrevivéncia do esporo do fungo, mas também é um
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importante fator de viruléncia, pois mutantes deficientes em melanina ndo séo virulentos, uma vez que
a melanizacdo do apressorio representa o0 seu Unico meio de invadir a superficie do hospedeiro e
estabelecer a infeccdo (HENSON; BUTLER; DAY, 1999; CALVO, et al., 2002).

A capacidade da melanina em aumentar a sobrevivéncia dos fungos em condigdes
desfavoraveis pode ser atribuida a sua funcdo como um tampdo redox extracelular, neutralizando os
oxidantes gerados nestas condi¢cBes (JACOBSON, 2000). Estudos realizados em nosso laboratdrio
mostraram que a melanina extraida do fungo 4. nidulans é capaz de neutralizar os radicais gerados pelo
acido hipocloroso (HOCI), considerado um dos oxidantes bioldgicos mais abundante e toxico da célula,
apresentando uma magnitude de protecdo comparavel a melanina sintética (GONCALVES;
POMBEIRO-SPONCHIADO, 2005).

Devido as varias atividades bioldgicas descritas, a melanina apresenta potencial
biotecnoldgico para ser utilizada como matéria-prima farmacéutica, além de representar uma opc¢ao
mais viavel do ponto de vista econdmico, pois sua producdo em larga escala pode ser feita a um custo
menor comparado ao da melanina sintética. No entanto, para viabilizar uma aplicagdo préatica desta
substancia torna-se necessario o estabelecimento das condi¢fes 6timas de cultivo do fungo para que
tenha a capacidade de produzi-la com altos rendimentos.

O conhecimento dos varios fatores que afetam o metabolismo dos microrganismos €
importante ndo apenas quando considerados 0s aspectos industriais, mas também para os estudos de
regulacdo do metabolismo e mecanismos de expressdo génica

Varios trabalhos tém mostrado que a via biossintética para a producdo de pigmentos em
fungos é diretamente afetada pelos pardmetros nutricionais e ambientais de cultivo, como composicao
do meio de cultura, pH, concentracdo de nutrientes, agitacdo, taxa de diluicdo e temperatura

(CHASKES; TYNDALL 1975; CHEN; JOHNS, 1993; GRIFFIN, 1994; HAMDI et al., 1997; HAJJAJ
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et al., 2002; TSENG; CHEN; LIN, 2000; CHO et al., 2002). Isto ocorre porque apds a inoculacdo de

um fungo no meio de cultura, a composi¢cdo deste meio, a concentracdo de biomassa e metabdlitos
muda constantemente como resultado do metabolismo das células em funcdo do crescimento do
microrganismo.

O volume de meio de cultura presente em frascos é um fator importante a ser considerado,
pois determina a quantidade de oxigénio disponivel para a cultura podendo prejudicar o crescimento de
microrganismos aerdébicos e, consequentemente a produc¢do de metabdlitos secundarios. Segundo Han;
Mudgett (1992), o nivel de oxigénio no ambiente parece influenciar significativamente a producéo de
pigmento em Monascus. Também foi verificado por Lee et al. (1995) que uma menor concentragéo de
oxigénio dissolvido pode inibir a producdo de pigmento pelo fungo Monascus em fermentacéo
submersa, pois em alta concentracdo de amido a viscosidade do meio aumentou o que levou a uma
diminuicéo da produtividade de pigmento e formacao de biomassa. Hajjaj et al. (2000) observaram que
agitacdo e aeracdo eram parametros que influenciavam fortemente o crescimento e a producdo de
metabdlitos secundarios em Monascus ruber, sendo que a produgdo de pigmento foi inibida em cultura
sob condicdes anaerdbicas. Estudos em nosso laboratério mostraram que a producdo de pigmento
melanina por Aspergillus nidulans S0 ocorreu quando o fungo cresceu sob agitacdo, pois em culturas
ndo agitadas nenhum pigmento foi produzido (LISBOA, 2003).

A transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida em cultivos de fungos
filamentosos enfrenta resisténcias fisicas devido a geracéo de caldos mais viscosos em fungédo do tempo
de cultivo (ROSA, 2002 In: CERRI, 2005). A fase de crescimento do fungo esta relacionada ao
consumo de oxigénio e a viscosidade do meio, pois durante seu crescimento, a viscosidade do meio
aumenta rapidamente junto com o crescimento exponencial do organismo e a formagdo de massa

micelial. Quando os organismos entram na fase estacionaria a viscosidade do meio diminui, fazendo
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com que aumente a transferéncia de oxigénio para o meio (SINHA et al., 2001). O aumento da
viscosidade do fluido, o qual € determinado pela diminuicdo do nivel de oxigénio dissolvido,
provavelmente reduz a transferéncia de oxigénio para a massa micelial e limita 0 aumento da biomassa
ou de metabdlitos secundarios (XIAO et al., 2004). Paul; Priede; Thomas (1999), descreveram que em
fermentacdo submersa de Aspergillus niger, a alta concentracdo de células pode alterar as propriedades
reoldgicas do meio, criando alta viscosidade, o que pode levar a limitacdo do oxigénio resultando em
baixa produtividade de &cido citrico. Goksungur; Mantzouridou; Roukas (2002) relataram que baixos
rendimentos na producdo de pigmento carotendide por Blakeslea trispora pode ser devido a alta
viscosidade do meio que provavelmente limitou a transferéncia de oxigénio. Portanto, varias evidéncias
sugerem que para um aumento na producdo de metabolitos secundarios € necessario uma diminuicdo da
viscosidade do meio e como consequéncia um aumento da transferéncia de oxigénio (SINHA et al.,
2001).

A morfologia do fungo também € considerada um fator importante na producdo de
metabolitos secundarios, pois a forma de crescimento do fungo em cultura submersa (“pellets” ou
filamentosa) afeta as propriedades reoldgicas do meio e como consequéncia a produtividade do
processo. Quando o fungo cresce na forma filamentosa, 0 meio torna-se mais viscoso o que dificulta a
transferéncia de nutrientes e oxigénio para as células. Deste modo, o crescimento na forma de “pellets”
apresenta-se mais vantajoso devido a baixa viscosidade, o que favorece uma melhor homogeneidade
dos componentes do meio com baixa agitacdo, tornando o processo mais econémico (PAZOUKI;
PANDA, 2000; PAPAGIANINI, 2004). No entanto, ndo é possivel estabelecer uma correlacdo simples
entre morfologia do fungo e produtividade considerando que muitos pardmetros como tipo e
concentracdo da fonte de carbono, niveis de nitrogénio e fosfato, minerais, oxigénio dissolvido, dioxido

de carbono, pH, temperatura, velocidade de agitagcdo, aeracdo, sistema de fermentagdo, promovem
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alteracGes morfoldgicas durante o crescimento do fungo em cultura submersa (PAPAGIANINI, 2004;
GRIM et al., 2005). Paul; Priede; Thomas (1999) verificaram que maiores rendimentos de acido citrico
foram obtidos quando o fungo Aspergillus niger apresentou uma morfologia de micélio dispersos
comparada com a forma de “pellets”. Bae et al., 2001 observaram que “pellet” compacto foi mais
favoravel a producdo de exo-biopolimeros por Paecilomyces japonica, sendo que esta morfologia foi
obtida em meio contendo maltose. Sinha et al., (2001) também observaram que a concentragdo de
sacarose (como fonte de carbono) afeta a morfologia deste fungo, o tamanho do "pellet" e as
propriedades reoldgicas do meio e, como consequéncia, influencia a producéo de exo-biopolimero por
Paecilomyces japonica. Varios estudos tém mostrado que o tamanho do “pellet” também pode afetar o
rendimento de metabdlitos, pois nos “pellets” maiores ha limitacdo de nutriente e oxigénio no seu
interior, 0 que afeta 0 metabolismo celular e a sintese de produtos (PAZOUKI; PANDA, 2000). Feng et
al. (2004) observaram que “pellets” grandes (2,6 mm) ou pequenos (1,7 mm) resultavam em baixa
producdo de destruxina B por Metarhizium anisopliae, sendo que o tamanho mais apropriado foi de
2,0mm. Assim, em cada processo fermentativo deve ser estabelecida a morfologia mais apropriada para
a producdo maxima do metabdlito de interesse.

A natureza e a concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio também interferem no
metabolismo do microrganismo, em relacdo a proliferacéo celular (trofofase) e a formacdo do produto
(idiofase), os quais na maioria dos casos sdo fendbmenos separados e cada um tem suas condigdes
favoraveis (SINHA et al., 2001, BARBOSA et al., 2004). Tseng; Chen; Lin (2000) relataram que
frutose foi a fonte de carbono mais favoravel para o crescimento micelial e a produc¢édo de pigmento por
Monascus purpureus, seguida de glicose e maltose, enquanto que na presenca de sacarose e lactose o
crescimento e a producdo de pigmento foram muito baixas. Cho et al. (2002), estudando a producéo de

pigmento vermelho em cultura submersa de Paecilomyces sinclairii observaram que a méaxima
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producdo de pigmento foi obtida em amido sollvel e peptona de carne, respectivamente fontes de
carbono e nitrogénio. Pitlovanciv et al. (2006), testando as condicdes de cultivo adequadas a maior
producdo de violaceina por Cromobacterium violaceum, observaram que a producdo de pigmento é
dependente da fonte de carbono utilizada, sendo desfavorecida quando a fonte de carbono € a glicose e
a frutose, porém estimulada em presenca de glicerol. Pois, como este pigmento é um metabolito
secundario sua producdo € inibida pela presenca de fontes de carbono com alto rendimento energético,
tal como a glicose e frutose. O que também foi observado na sintese de melanina por Cryptococcus
neofarmans, a qual foi reprimida sob altas concentracdes de glicose (NURUDEEN; AHEARN, 1979).
Sinha et al. (2001) relataram que a producgéo de exo-biopolimero por Paecilomyces japonica foi afetada
pela concentragdo de sacarose, sendo que 40g/L foi considerada a mais adequada para a produgéo
méaxima do biopolimero.

Em relacdo ao metabolismo do nitrogénio, a maioria dos fungos pode assimilar nitrogénio
inorganico, sob a forma de sais como o nitrato ou amdnia, em adicdo a utilizacdo de grande diversidade
de compostos organicos nitrogenados, como aminoacidos encontrados em proteinas (COLEN, 2006).
Da mesma maneira como acontece com a fonte de carbono, a producdo de metabolitos secundarios €
negativamente afetada pelas fontes de nitrogénio, como 0s compostos inorganicos, que Sao
preferencialmente utilizados e que propiciam rapido crescimento, sendo consideradas fontes primarias.
Segundo Griffin (1994), estas fontes de nitrogénio que sdo rapidamente metabolizadas, frequentemente
reprimem ou inibem o metabolismo secundario, sendo que ele ndo comeca enquanto a fonte adequada
ao crescimento estiver sendo consumida. Assim, a intensidade de pigmentagdo obtida com uma
especifica fonte de nitrogénio ndo esta necessariamente correlacionada com a capacidade desta fonte de
promover o crescimento, sendo que compostos organicos que sdo lentamente assimilados podem ser

usados como uma fonte de nitrogénio para estimular uma alta produgdo de metabolitos secundarios
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(NURUDEEN; AHEARN, 1979; ADRIO; DEMAIN, 2003). Martinkova; Juzlova; Vesely (1995)

mostraram que a producdo de pigmento pelo fungo Monascus purpureus depende do tipo de fonte de
nitrogénio utilizada em seu cultivo, observando que a utilizacdo de aminoécidos, peptideos ou proteinas
como fontes de nitrogénio, propiciam a formacdo de pigmentos que possui atividade bioldgica. Chen;
Johns, (1993), avaliando o efeito das fontes de nitrogénio na producdo de pigmento por M. purpureus,
observaram que em meio contendo peptona como fonte de nitrogénio, obtéve-se uma maior producao
de pigmento, comparado com nitrato e amoénia. Tseng; Chen; Lin (2000) observaram que baixas
concentraces de nitrito de sédio (< 0.2 g I™) promoveram crescimento micelial e producdo de
pigmento por Monascus purpureus. Bae et al. (2000) observaram que maltose e extrato de levedura
foram, respectivamente, as melhores fontes de carbono e nitrogénio para a maxima produgédo de exo-
biopolimeros por Paecilomyces japonica. Cho et al. (2002), estudando a produgdo de pigmento
vermelho por P. sinclarii, também observaram que peptona de carne, de caseina e uma mistura de
peptona e extrato de levedura tiveram um efeito positivo na producdo de pigmento, enquanto peptona
de soja e extrato de malte inibiram sua sintese. Assim, o tipo e a concentracdo das fontes de carbono e
nitrogénio sdo fatores importantes para a producdo de metabdlitos secundarios, pois influenciam o
crescimento, a morfologia do fungo, como também as propriedades reoldgicas do meio.

Em processos industriais, a otimizacgdo do cultivo do fungo para se obter a substancia desejada
em quantidade satisfatoria deve levar em conta também as limitacGes de ordem técnica e econdmica.
Para a producdo em larga escala de substancias de interesse biotecnologico deve-se utilizar meios de
cultivo com baixo custo, pois este é um fator critico na determinacdo de processos de fermentacao
economicamente viaveis (XIAO et al., 2004; COLEN, 2006).

Subprodutos da industria como a agua de maceracdo de milho (AMM), melacgo, vinhaca e

bagaco de cana, soro do queijo, as tortas oleaginosas como amendoim, algoddao, mamona, e 0s residuos
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de usinas de beneficiamento de gréos, podem ser usados como meios de cultura em processos
fermentativos por apresentarem uma composicao rica em nutrientes, principalmente fontes de carbono
e nitrogénio, e também por serem de baixo preco (SCHMIDELL, 2001 In; HAMANO; KILIKIAN,
2006). A utilizagdo destes subprodutos também contribui para a preservacdo do meio ambiente, pois
minimiza os problemas gerados pelo descarte destes residuos.

A 4gua de maceragdo de milho € um subproduto obtido da industria de moagem do milho,
sendo considerada uma fonte de nutriente satisfatoria para o crescimento de microrganismos, pois
apresenta em sua composicdo aminoacidos livres, pequenos peptideos, altos niveis de vitaminas,
carboidratos, minerais, metais, vitaminas e fosfatos (STANBURY; WITAKER, 1984). Segundo
Schroeder (1966), a 4&gua de maceracdo de milho é um excelente suplemento para o meio definido
(Czapek’s), pois contém substancias que estimulam o crescimento micelial e a producédo de aflatoxina
por Aspergillus parasiticus. Hamano; Kilikian (2006) relataram que uma maior producdo de pigmento
por Monascus ruber foi obtida em meio contendo glicose, agua de maceracdo de milho e glutamato
monosddico. Kalingan; Krishnan (1997) mostraram que a adicdo de agua de maceracdo de milho
aumentou a taxa de crescimento em 4% de Eremothecium ashbyii € em mais de 50% a producédo de
riboflavina. Segundo Goksungur; Mantzouridou; Roukas (2002), a concentracdo de [-caroteno
produzido por Blakeslea trispora aumentou com a adicdo de agua de maceragdo de milho no meio de
cultura. Durante o cultivo de Candida krusei, Liu; Liu; Xie (2002) observaram que a utilizagdo de
AMM promoveu um aumento na producdo de glicerol bem como da taxa de crescimento celular, da
concentracdo final de biomassa e da taxa de consumo de glicose, proporcional a concentracdo de agua
de maceracdo usada. A agua de maceracdo de milho também tem sido utilizada em processos

fermentativos para a producdo de penicilina por Penicillium chrisogenum (LIGGET; KOFFLER,
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1948), etanol por Zymomonas mobilis (SILVEIRA et al., 2002), acido latico por Lactobacillus

rhamnosus (RIVAS et al., 2004), e proteases (KUMAR; TAKAGI, 1999).

Outro subproduto da agroindustria é o melagco obtido do processo de producdo de agulcar,
tanto da beterraba quanto da cana-de-agucar, muito utilizado em processos fermentativos, como a
producdo de etanol, pois possui em sua composicdo grande quantidade de agUcares fermentesciveis,
sendo utilizado como fonte de carbono para o metabolismo microbiano (JIMENEZ; BORJA,
MARTIN, 2004; CAZETTA; CELLIGOI, 2005; BERWANGER et al, 2007). De acordo com
Litchfield (1996), o melaco de cana-de-agUcar apresenta em sua composicdo 17% de agua, 66% de
acucares, sendo 16% de acucares redutores (glicose e frutose) e 50% de sacarose; 8% de cinzas, 4% de
matéria nitrogenada e 5% de metais. Devido a sua composicao rica em acUcares fermentesciveis, seu
baixo custo e alta disponibilidade no territério brasileiro, uma vez que cerca de 17,9 milhdes de
toneladas sdo produzidos por ano no Brasil durante fabricacdo do agucar, 0 melaco de cana-de-agUcar é
sugerido como substrato para melhorar e reduzir custos na producdo de substancias de interesse
biotecnoldgicos (HAULY; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2003). Foi observado por Oliveira; Buzato; Hauly
(2005) que o melago da cana-de-acucar (previamente tratado com invertase) suplementado com extrato
de levedura e peptona, mostrou ser um meio de cultivo economicamente vidvel para a producédo de
acido latico por Lactobacillus curvatus. Resultados semelhantes foram obtidos por Hauly; Oliveira;
Oliveira (2003), que verificaram a necessidade de suplementacdo do melago com uma fonte de
nitrogénio, como o extrato de levedura para melhorar a producédo de &cido latico pelas bactérias laticas.
Bhosale; Gadre (2001), também observaram que quando o meio de melaco foi suplementado com
extrato de levedura, houve um aumento de 30% no conteudo de B-caroteno por Rhodotorula glutinis.
De acordo com Goksungur; Mantzouridou; Roukas (2002), a adi¢do de 4gua de maceracao de milho ao

meio contendo melaco aumentou significativamente a concentracdo de [-caroteno por Blakeslea
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trispora. A producdo de 4cido succinico por Escherichia coli teve um aumento de 0,8 a 1,53 gL ™ ap6s
60 horas de crescimento em meio contendo melago de cana comparado ao meio com glicose,
provavelmente porque o melago contém varias substancias como vitaminas, compostos nitrogenados e
elementos tracos, 0s quais sao essenciais para a produgéo de acido succinico (AGARWAL et al., 2006).

O bagago da cana-de-agucar, que é também um residuo agroindustrial, tem sido muito
utilizado como substrato em processos fermentativos para a obtencdo de bioprodutos, pois sua fracdo
hemicelulésica é rica em carboidratos fermentesciveis e porque eles constituem reservas naturais
renovaveis disponiveis em grandes quantidades (TAMANINI; HAULY; 2004). No Brasil, cada
tonelada de cana-de-aclcar gera 180-280 Kg de residuos de bagaco, o qual representa um excesso
anual de 5-12 milhdes de toneladas (PESSOA; MANCILHA; SATO, 1997). Este residuo e mais
comumente utilizado como combustivel em caldeiras para a producdo de energia elétrica, e como
suplemento para ragdo animal. No entanto, estes processos ndo necessitam de grandes quantidades de
bagaco, o que significa que nem todo o residuo gerado pelas usinas € utilizado. Desta maneira, 0 uso do
bagaco para a producdo de bioprodutos, como enzimas, alcool combustivel, xilitol, agrega um enorme
valor a este material, trazendo beneficios ecoldgicos e econdmicos (PESSOA; MANCILHA; SATO,
1997; PANDEY et al., 2000).

Devido a sua natureza polissacaridica, o bagaco precisa ser hidrolisado a monémeros para ser
utilizado pelos microrganismos. Dentre varios métodos de hidrolise do bagaco, o mais utilizado é o
tratamento acido, o qual resulta em um hidrolisado rico em acucares fermentesciveis (PESSOA,
MANCILHA; SATO, 1997). Porém, este processo também leva a formacdo de compostos toxicos
provenientes da degradacdo de pentoses e hexoses (como o furfural e hidroximetilfurfural), ou da
lignina (como os compostos aromaticos, fenolicos e aldeidicos), os quais podem agir como inibidores

do crescimento microbiano (TAMANINI; HAULY; 2004). Por outro lado, os compostos fenolicos
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presentes no hidrolisado podem representar um substrato para a producdo de metabdlitos secundarios,
como a melanina. Este pigmento é sintetizado através da oxidacdo de compostos fendlicos e ind6licos
pela enzima fenoloxidase até a formacgdo de compostos coloridos de alto peso molecular (BUTLER;
DAY, 1998). Shaw; Kapica (1972) verificaram que a producdo de pigmento melanina por
Cryptococcus neofarmans somente ocorre quando este fungo cresce em meio contendo compostos
fendlicos como &cido clorogénico, dopamina, L-3,4-dihidroxyphenylalanina (L-DOPA) catecol, pois
estes representam os substratos da fenoloxidase. KIM et al. (2004) também mostraram que o fenol é um
fator determinante na producdo de pigmento carotendide por Rhodotorula glutinis K-501, pois o
conteudo de B-caroteno aumentou 35% quando 500 ppm de fenol foi adicionado ao meio de cultura.
Assim, verifica-se que estes subprodutos da industria de alimentos e/ou da agroindustria tém
sido apresentados como possiveis substitutos dos componentes energéticos presentes nos meios de
cultivo dos microrganismos devido a sua alta disponibilidade, representando uma fonte alternativa de
baixo valor comercial, e também por minimizarem os problemas ambientais causados pelo descarte

desses residuos (WOICIECHOWSKI, 2001 In: BERWANGER et al, 2007).
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2. OBJETIVOS

A melanina extraida de fungos tornou-se biotecnologicamente atraente, principalmente como
matéria-prima cosmeética, em funcdo da sua atividade antioxidante e fotoprotetora, protegendo a pele
contra os danos oxidativos gerados pela radiacdo. No entanto, para produzi-la em escala industrial em
um processo economicamente viavel é necessario otimizar as condi¢des de cultivo do fungo usando
fontes alternativas de nutrientes de baixo custo como os residuos industriais. Neste sentido, o objetivo
deste trabalho foi estabelecer as condi¢Bes 6timas de cultivo do fungo Aspergillus nidulans, em relagéo
ao volume de meio de cultura nos frascos, o tempo de crescimento do fungo e a utilizacdo de
subprodutos da inddstria (como a agua de maceracdo de milho) e/ou residuos agroindustriais (como o
melaco e bagaco da cana-de-agucar) e de uma fonte organica de nutriente (peptona) para a producéo
maxima de pigmento.

Os resultados obtidos neste trabalho poderdo contribuir no sentido de encontrar alternativas
para a reducdo de custos no processo de producdo, em escala industrial, da melanina do fungo 4.

nidulans, tornando-a viavel economicamente para futuras aplicacdes farmacologicas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS

3.1.a. Microrganismo

O presente trabalho foi realizado com as linhagens do fungo Aspergillus nidulans,
denominadas MEL 1 e MEL 2, obtidas por Pombeiro (1991) usando o agente mutagénico 4-
nitroquinolina-1-6xido (NQO). Estes mutantes apresentam producdo aumentada do pigmento melanina
intracelular (presente no micélio) e extracelular (presente no meio de cultura), como pode ser visto na

figura 1.
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A B

Figura 1: Crescimento das linhagens selvagem e mutantes do fungo 4. nidulans em meio de
cultura sélido (1) e em meio de cultura liquido (2). (A e B) linhagens mutantes MEL1 e
MEL2, respectivamente; (C) linhagem mutante com auséncia de producdo de melanina
denominada 0316 e (D) linhagem selvagem denominada VE.

As linhagens estdo estocadas no Laboratorio de Fungos Filamentosos no Departamento de
Bioquimica Tecnoldgica do Instituto de Quimica (UNESP), e apresentam 0s seguintes marcadores
geneticos:

MEL 1: inoB2; melCl

MEL 2: pabaA; wA3; melD1
O grupo de ligacao e o fenotipo das mutacdes presentes nestas linhagens estdo relacionados na

tabela 1.
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Tabela 1: Relacdo das mutacGes presentes nas linhagens de A. nidulans utilizadas neste trabalho.

Simbolo Génico Grupo de Ligacao Fenotipos

pabadl I Auxotrofia para acido p-aminobenzdico

wA3 " Conidios brancos

inoB2 v Auxotrofia para inositol

melCl Vil Producdo excessiva de pigmento tipo-melanina
melD1 VIl Producdo excessiva de pigmento tipo-melanina

3.1.b. Meios de Cultura

O meio utilizado para o crescimento das linhagens foi o meio minimo descrito por Cove

(1966), com a seguinte composicao:

Meio Minimo

Solucéo de Sais (descrita abaiX0).........cccevvveriieiiiiiinie e 10 mL
Solucédo de Elementos Tracos (descrita abaiX0)........ccccevevverienieiveriesienne 1mL
AQUE DESHIAGA. ..o en s 1000 mL

Apo6s autoclavagem a 121,1 °C (1kgf/cm?) por 20 minutos, foram adicionados ao meio fontes
de carbono (glicose 55 mM) e nitrogénio (nitrato 70 mM), e os requerimentos nutricionais especificos
para cada linhagem, acido p-aminobenzoico (5 mM) para a linhagem Mel 2 e inositol (20 pg/mL) para

Mel 1. Para a prepara¢do do meio minimo solido foi adicionado 1,5% de agar antes da autoclavagem.
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A solucéo de sais foi preparada segundo Cove (1966), e apresenta a seguinte composigao:

Fosfato de potassio MONODASICO...........c.cveriiieiieieir e 14 gr
Fosfato de potassio DIDASICO ........ccceviiiiiieiiiiiice e 6,86 gr
ClOreto de POASSIO ....cvveveieieieieieee e 1,0gr
SUlfato de MAGNESIO .....vcvvveeeieieieee e 1,0gr

Agua destilada até completar 100 mL

A solucdo de elementos tragos foi descrita por Cove (1996), e €é constituida por:

Borato de sodio decahidratado...........ccoovierieriiiniene e 40 mg
Sulfato de cobre pentahidratado............ccooeveiiiininenee e 400 mg
Sulfato de ferro heptahidratado............cocooieeiiiiiii 532 mg
Sulfato de manganés monohidratado...........ccccccvviiiereiiiiicie s 292 mg

Molibdato de sodio bihidratado............cccceiiiiiiiiiiiiie e 800 mg
Sulfato de zinco heptahidratado...........cccoeiiiiiiiiiiiie e, 8 mg

Agua destilada até completar 100 mL

3.1.c. Suspensdo de Conidios

A suspensdo de conidios utilizada nos experimentos foi preparada a partir da raspagem dos
conidios obtidos apds crescimento das linhagens em meio minimo solido por 5 dias a 37°C. Estes
conidios foram coletados em solucdo salina 0,85%, filtrados em I& de vidro e o seu nimero estimado

por contagem através da Camara de Neubauer.
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3.2. METODOS

3.2.a. Crescimento em frascos agitados

O cultivo das linhagens foi feito a partir do inéculo de 10° conidios/mL em meio minimo pH
6,8 (contendo fontes de carbono e nitrogénio e requerimentos nutricionais para cada linhagem) e
incubadas em temperatura ambiente, sob agitacdo de 220 rpm.

Para determinar a quantidade ideal de meio para a produ¢do maxima de pigmento, o cultivo
foi realizado em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo volumes de 100 e 200 mL de meio minimo.

Para determinar o tempo de cultivo necesséario para a produgdo maxima de pigmento, as
linhagens foram crescidas por 5 e 10 dias sob agitacdo de 220 rpm a temperatura ambiente.

Apo6s o crescimento, as culturas foram submetidas a filtracgdo em bomba de vacuo para

determinacgdo da biomassa e extracdo do pigmento.

3.2.b. Influéncia da A’gua de Maceracdo de Milho (AMM)

A 4gua de maceracdo de milho (AMM) foi cedida pela industria Corn Products Brazil -
Ingredientes Industriais LTDA, situada na cidade de Balsa Nova, Parana. E um subproduto obtido da
moagem do milho que possui grandes quantidades de nitrogénio e sais minerais, sendo, portanto, uma
excelente fonte de nitrogénio.

A AMM foi previamente filtrada em bomba de vacuo para remocdo de residuos, esterilizada
em autoclave por 20 minutos a 121°C e adicionada nas concentragdes de 0,2% e 2 % em 200 mL de

meio minimo suplementado com nitrato (0,6%) e glicose (1%).
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3.2.c. Influéncia da Peptona

Foram realizados ensaios para verificar a influéncia de uma fonte orgénica de nitrogénio para
a producdo de pigmento. A fonte organica de nitrogénio escolhida foi a peptona, que é um hidrolisado
enzimatico de proteinas.

Foram realizados experimentos com as peptonas de carne, de caseina e bacterioldgica, junto
com a glicose como fonte de carbono, e 4gua de maceracao de milho (0,2%), e/ou nitrato como fontes
suplementares de nitrogénio. Os estudos foram conduzidos em 200 mL de meio minimo, mantidos em

incubacao por 5 dias, sob agitacdo de 220 rpm a temperatura ambiente.

3.2.d. Influéncia do melacgo da cana-de-agucar

O melago utilizado neste trabalho foi cedido pela Usina Zillo Lorenzetti S.A. Grupo Zilor,
situada na cidade de Macatuba, S&o Paulo. Possui em sua composicéo 60,5% de acUcares, sendo 52,5%
de sacarose e 8% de agucares redutores (glicose e frutose), alem de sais, vitaminas e minerais.

Para que este residuo possa ser usado como fonte de nutrientes para o crescimento celular e a
producdo de pigmento pelo fungo, é necessario realizar a hidrélise do melago para quebrar a sacarose e
liberar acucares redutores. A hidrdlise acida, como descrita por Goksungur et al., (2002), foi feita pelo
ajuste do pH do melago até 2 com HCI 10 M seguida do aquecimento em banho a 80°C por 1 hora.
Apbs o resfriamento o pH do melaco foi ajustado para 7 com NaOH 10 M e levado a autoclave por 15
minutos a 121°C.

Para avaliar o efeito do melago como fonte de nutrientes para a producdo do pigmento
melanina, seu hidrolisado foi adicionado em 200 mL de meio minimo nas concentraces de 1% e 10%
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como fonte de carbono, suplementado com nitrato (0,6%) e/ou agua de maceragdo de milho (0,2%)
como fontes de nitrogénio, mantidos por 5 dias de incubacéo, sob agitacdo de 220 rpm a temperatura

ambiente.

3.2.e. Influéncia do bagaco da cana-de-acucar

O bagaco utilizado foi cedido pela Usina Zillo Lorenzetti S.A. Grupo Zilor, situada na cidade
de Macatuba, S30 Paulo. E um residuo agroindustrial muito utilizado como substrato para processos
fermentativos, mas por ser um material de natureza polissacaridica ndo é diretamente utilizado pelos
microrganismos, sendo necessario hidrolisa-lo aos seus respectivos mondmeros.

O processo de hidrdlise &cida do bagaco foi realizado como descrito por Gamez et al., (2006),
onde em 10 g de bagaco seco e triturado foi adicionado 100 mL de acido fosforico (HsPO4) 4% e
levado para autoclave por um periodo de 30 minutos a 120°C. Ap0s a autoclavagem, o bagaco foi
filtrado em bomba de vacuo e o sobrenadante foi neutralizado pela adi¢cdo de hidréxido de potéssio
(KOH) até o pH de 5,5, com posterior centrifugacdo para remocdo dos sais formados. Apos este
procedimento, foram realizadas as dosagens de acgucar redutor e fenol no hidrolisado.

Para analisar a influéncia do hidrolisado do bagaco da cana-de-agucar como fonte de nutriente
para a producdo de pigmento melanina, foram realizados os seguintes experimentos:

e 200mL de hidrolisado suplementado com:

o Agua de maceracio de milho (0,2%).

o Agua de maceracio de milho (0,2%) e solucéo de sais.

o Agua de maceracio de milho (0,2%) e nitrato (0,6%).

o Agua de maceragdo de milho (0,2%), nitrato (0,6%) e solugdo de sais.

o Agua de maceragio de milho (0,2%), nitrato (0,6%), solucéo de sais e glicose.
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e 100mL do hidrolisado e 100mL de meio minimo com:
o Agua de maceracio de milho (0,2%) e nitrato (0,6%).

o Agua de maceragdo de milho (0,2%), nitrato (0,6%) e glicose.

e 50mL do hidrolisado e 150 mL de meio minimo com:
o Agua de maceracio de milho (0,2%) e nitrato (0,6%).

o Agua de maceragio de milho (0,2%), nitrato (0,6%) e glicose.

Todos os frascos, totalizando 200 mL de meio, foram incubados por 5 dias a temperatura

ambiente sob agitacdo de 220 rpm.

3.2.f. Quantificagdo de crescimento

O crescimento das linhagens foi expresso como grama de massa seca por litro de meio. Os
valores referentes a massa seca foram obtidos multiplicando-se a massa Umida pelo fator de conversao
igual a 0,335. Para a determinacdo deste fator, alguns micélios obtidos nas condicGes padrdo de
crescimento foram submetidos a secagem em estufa a 80° C, sendo feito o0 monitoramento da massa
Umida até que esta ndo mais apresentasse variagdo. A massa seca obtida foi entdo dividida pela massa

Umida inicial obtendo-se o fator de converséo.

39



Materiais e Métodos

3.2.g. Determinacdo de acucar residual

O contetido de acucares presente no hidrolisado foi determinado através do metodo do &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) o qual € baseado numa reacdo de oxi-redugdo entre o agUcar redutor e 0 &cido
3,5-dinitrosalicilico, resultando em um composto colorido, o &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, o qual é
medido espectrofotometricamente a 546 nm (MILLER, 1959).

Para a dosagem do acucar, as amostras obtidas foram adequadamente diluidas (0,5 mL da
amostra + 1 mL de &gua destilada) e adicionado 2,0 mL do reagente DNS em respectivos tubos de
ensaio. O branco foi preparado colocando-se agua no lugar da amostra. Os tubos foram transferidos
para banho de 4gua a 100°C por 5 minutos. Em seguida, foram transferidos para banho de gelo para
resfriamento, e posteriormente fez-se a leitura das amostras em absorbancia de 546 nm.

A quantificacdo de acucar residual presente no hidrolisado foi feita utilizando o fator 1,5193

obtido a partir da curva de referéncia de glicose (figura 2).

. =T
i 0.2 4 0.6 0

Concentracio (mg ml)

Figura 2: Curva de referéncia da glicose para determinacéo da concentracdo de acucar redutor.
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3.2.h. Determinacdo de Fenol

Durante o processo de hidrolise acida do bagaco da cana-de-agucar pode ocorrer a formacéao de
compostos fenolicos, os quais foram quantificados pelo método do Folin Ciocalteau, descrito por
Singleton et al., (1974). A partir de uma amostra de 0,1 mL do hidrolisado, adicionou-se 6 mL de agua
destilada, 0,5 mL de Folin sendo deixados em repouso por 4 minutos. Posteriormente, foi adicionado
1,5 mL de uma solucdo de carbonato de célcio 20%, e o volume foi completado para 10 mL com a
adicdo de 1,9 mL de agua. Esta amostra foi deixada por 2 horas em temperatura ambiente para reacao,
e apos este periodo foi realizada a leitura da absorbancia a 760 nm em espectrofotdmetro. O branco foi
obtido substituindo apenas a volume da amostra pelo mesmo volume de &4gua destilada. A concentracao
de fenol presente no hidrolisado foi determinada usando o fator de 117,88 obtido atraves da curva de

referéncia (figura 3).

y=117,88x + 0,0324
R? = 0,9931

P oN~oS =g

’0 T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,006 0,006 0,007 0,008

Concentracio de fenol (mg/mL)

Figura 3: Curva de referéncia do fenol.
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3.2.i. Extracdo total do pigmento

A extracdo do pigmento presente na cultura liquida do fungo seguiu o método descrito por
Suryanarayanan et al. (2004), através da adicdo de NaOH 1 N seguida de autoclavagem a 121°C por 20
minutos (figura 4). Este procedimento foi repetido até que ndo fosse mais observada a coloragao escura
da massa micelial. A quantidade de pigmento extraido foi expressa em grama de pigmento por litro de
meio. A producdo especifica foi calculada pela razdo entre massa de pigmento e a biomassa obtida nas

condicdes de cultivo.
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Cultura Liquida do Fungo

- Adigcdo de NaOH 1 N

- Autoclavagem por 20 minutos a
120-C

- Filtragem em bomba de vacuo

Massa Liquido
despigmentada pigmentado

- Acidificacdo com HCI
concentrado até pH 2

- Descanso por 3 dias

- Lavagem do precipitado 3
vezes com agua destilada

- Centrifugacédo por 15 minutos
a 4000 rpm

[ Descarte ] [ Precipitado Lavado

Secagem em estufa overnight

Melanina Intra + Extracelular

Figura 4: Fluxograma do método de extracdo do pigmento melanina intra e extracelular da
cultura do fungo.

43



RESULTADOS E DISCUSSAO




Resultados e Discussio

4, RESULTADOS E DICUSSAO

Foram realizados experimentos com o objetivo de estudar a influéncia das condi¢cdes de
cultivo, como o volume de meio de cultura e o tempo de incubacédo, e também a utilizacdo de residuos
agroindustriais como fonte de nutrientes na producdo de pigmento melanina pelas linhagens MEL 1 e

MEL 2 de Aspergillus nidulans.

4.1. Volume de meio de cultura

Este experimento teve como objetivo verificar a influéncia do volume de meio de cultura na
producdo do pigmento melanina pelo fungo Aspergillus nidulans. Como apresentado na tabela 2, os
resultados mostraram que ap6s o cultivo em 200 mL de meio houve um aumento de 45,7% e 70,8% no
crescimento, e 220% e 176% na formacdo de pigmento, respectivamente para as linhagens MEL 1 e
MEL 2, comparado aos valores obtidos pelo cultivo em 100 mL de meio. Analisando a producéo
especifica também verifica-se que no volume de 200 mL houve um aumento de 121% e 63,6% para as

linhagens MEL1 e MELZ2 respectivamente, comparado ao volume de 100 mL.
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Tabela 2: Crescimento e producgdo de pigmento obtidos ap6s o cultivo das linhagens MEL 1 e
MEL 2 do fungo Aspergillus nidulans em 100 e 200 mL de meio minimo contendo glicose (1%)

e nitrato (0,6%), incubados por 5 dias a temperatura ambiente, sob agitacdo de 220 rpm.

Volume Biomassa Pigmento Producao Especifica
(mL) &L (L) “ (g/2)
MEL 1 100 1,27 £ 0,29 0,24 + 0,04 0,19
200 1,85+ 0,08 0,77 £0,13 0,42
100 1,13+0,18 0,25 +£ 0,05 0,22
MEL 2
200 193+04 0,69 + 0,06 0,36

(a): Os valores correspondem & média + desvio padréo de pelo menos trés experimentos independentes.

Também foi observado nos volumes analisados que o fungo apresenta crescimento na forma de
“pellets”, sendo que em 100 mL houve a formacdo de “pellets” maiores com pouca pigmentacao
comparado aqueles formados em 200 mL, que tinham tamanho reduzido, mas apresentavam intensa

pigmentacdo (figura 5).
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Figura 5: Linhagem MEL 1 cultivada em 100 mL e 200 mL de meio minimo.

Muitos estudos de fermentacdo submersa mostram que a morfologia do fungo pode influenciar
a producdo de metabdlitos. Feng et al., (2004) cultivando Metarhizium anisopliae para a producdo de
destruxina B, testaram diferentes volumes de meio de cultura (100, 150, 200, 250 ou 300 mL) em
frascos de 500 mL, e seus resultados também mostraram que o volume de 200 mL apresentou maior
rendimento da substancia com 354 mg I comparado a 100 mL (46 mg I™*). Estes autores também
observaram relacdo entre rendimento da DB e o tamanho do “pellet”, pois nas culturas com “pellets” de
didmetro menor ou maior que 2.0 mm a producdo de destruxina foi reduzida. Paul; Priede; Thomas,
(1999), mostraram que a produgdo de acido citrico estd associada com a morfologia do fungo
Aspergillus niger, pois maiores rendimentos do acido foram obtidos quando o fungo cresceu de forma
dispersa ou como “pellets” pequenos. Segundo Jimenez-Tobon et al., (1997), a sintese de produtos e o

tamanho do “pellet” estdo associados ao nivel de oxigénio, pois o centro dos “pellets” grandes é
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desprovido de oxigénio o que afeta o metabolismo celular e, consequentemente, a producdo de
substancias.

De acordo com os nossos resultados, o volume de 200 mL foi o ideal para uma maior
producdo de pigmento provavelmente por apresentar um crescimento na forma de “pellets” pequenos,
0S quais possuem uma maior area superficial e como consequéncia tém uma maior velocidade de
transferéncia de oxigénio. Como estes “pellets” tém maiores niveis de oxigénio estaria ocorrendo um
estimulo da oxidacdo de compostos fendlicos ou inddlicos que resultaram em uma maior producdo de

melanina.

4.2. Tempo de cultivo

Apos estabelecer o volume de 200 mL de meio de cultura (item 4.1), foram realizados os
ensaios para avaliar a influéncia do tempo de crescimento do fungo na producéo de pigmento.

Como se pode observar na tabela 3, apés 5 dias de cultivo o crescimento das linhagens MEL 1
e MEL 2 foi maior (respectivamente 29% e 77%) do que o alcancado em 10 dias, provavelmente
porque a cultura de células estava em processo de autdlise neste periodo. Em relacdo a producdo de
pigmento, apos 10 dias obteve-se um aumento de 10% e 14% respectivamente para ambas as linhagens.
Considerando a producéo especifica, 0 aumento foi de 40% para MEL1 e 100% para MEL2, em
decorréncia da diminuigdo da biomassa e do aumento na producdo de pigmento alcangados apds 10
dias de crescimento. Este aumento na pigmentacdo pode ser devido as substancias liberadas durante o
processo de autdlise, incluindo compostos fendlicos ou inddlicos, 0s quais agem como precursores da
sintese do pigmento melanina. A producdo especifica em 10 dias tambeém foi maior 40% para MEL1 e

100% para MEL2, em decorréncia da diminui¢do da biomassa e do aumento na producgédo de pigmento
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alcancados neste periodo. Bull (1970) também observou que culturas de Aspergillus nidulans em

autélise mostram um aclimulo de melanina no meio.

Tabela 3: Crescimento e producéo de pigmento obtidos ap6s o cultivo das linhagens MEL 1 e
MEL 2 do fungo Aspergillus nidulans durante 5 e 10 dias de cultivo, em 200 mL de meio minimo

contendo glicose (1%) e nitrato (0,6%), & temperatura ambiente, sob agitacdo de 220 rpm.

Tempo Biomassa Pigmento Producdo Especifica
(dias) D™ (D)™ (g/2)
5 1,85+0,08 0,77 £0,13 0,42
MEL 1
10 1,43 +0,12 0,85+0,12 0,59
5 1,93 +0,04 0,69 + 0,06 0,36
MEL 2 ) ) ) 1 H
10 1,09 +0,14 0,79 +0,16 0,72

(a): Os valores correspondem a média + desvio padrédo de pelo menos trés experimentos independentes.

Nossos resultados confirmaram que a fase de crescimento do fungo é um fator importante na
producdo do pigmento melanina, pois a pigmentacdo foi observada ap6s 72 hs, que corresponde ao
inicio da fase de crescimento estacionaria. Resultados anteriores mostraram que com 48 hs de cultivo,
que corresponde a fase de crescimento exponencial, nenhum pigmento foi produzido (LISBOA, 2003).
Outros estudos também mostraram que o tempo de cultivo interfere na producdo de metabdlitos
secundarios. Sinha et al., (2001) também observaram que depois do sétimo dia de cultivo do fungo
Paecilomyces japonica, ocorreu autolise dos “pellets” o que pode ter facilitado a secrecdo de exo-
biopolimeros aumentando a sua producdo no final da fase estacionaria. Xido et al (2004) também
obtiveram a maxima producéo de exo-biopolimeros por Cordyceps pruinosa apos a fase estacionéria, e
segundo estes autores o nivel de oxigénio dissolvido influenciou a produgéo destes exopolissacarideos,
pois durante o crescimento exponencial ocorreu um aumento na viscosidade do meio, 0 que

provavelmente reduziu a transferéncia de oxigénio para o micélio e limitou a formacao de metabdlitos.
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Xu et al., (2006), observaram que a taxa de aeragdo contribuiu para mudangas na producdo de exo-
biopolimeros por Paecilomyces japonica € Paecilomyces tenuipes, pois para produzi-los em grande
quantidade foi necessario manter alto o nivel de oxigénio dissolvido em fermentador. Jiménez-Tobon et
al., (1997) relataram que a redugéo na producdo da enzima Mn (11) peroxidase ocorreu quando o fungo
Phanerochaete chrysosporium cresceu sob a forma de “pellets” grandes, certamente devido a uma
diminuicdo na taxa de transferéncia de oxigénio dentro dos “pellets”, sendo que pequenos “pellets” séo
completamente oxigenados, o que pode levar a um aumento na secre¢do da enzima.

Os nossos resultados estdo de acordo com relatos da literatura, pois com a diminuicdo da
massa micelial, ap6s 10 dias de cultivo, houve uma reducdo da viscosidade do meio, em funcéo da
diminuicdo do tamanho dos “pellets”, o que pode ter resultado em uma maior aeracdo do meio e como
consequéncia um aumento na producdo de pigmento. No entanto, calculando a produtividade do
processo ndo observa-se diferenca entre 5 e 10 dias, pois os valores obtidos estdo em torno de 0,003
independente do tempo de cultivo. Por este motivo, 0s experimentos subsequentes foram realizados

com 5 dias de crescimento.

4.3. Utilizacdo de residuos agroindustriais como fontes de nutrientes

Com as linhagens MEL 1 e MEL 2 do fungo Aspergillus nidulans, foram realizados
experimentos a fim de verificar a possivel utilizacdo de residuos da agroindistria como fontes de

nutrientes visando a producdo do pigmento melanina com baixo custo.
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4.3.1. A'gua de Maceracgdo de Milho (AMM)

Foram realizados experimentos com &gua de maceracdo de milho (AMM), pelo fato desta
representar principalmente uma fonte de nitrogénio, e também, de vitaminas, minerais e carboidratos
(LIGGETT; KOFFLER, 1948). AMM foi utilizada nas concentraces 0,2% e 2% em meio minimo
contendo com nitrato de sodio (0,6%) e glicose (1%).

Pelos resultados apresentados na tabela 4 pode-se verificar que, apds 5 dias de cultivo em 2%
de AMM, ocorreu um aumento significativo na producdo de biomassa, de 120% e 114%
respectivamente para as linhagens MEL 1 e MEL 2, enquanto que a quantidade de pigmento produzida
foi menor em comparacdo ao cultivo em nitrato e glicose. Por outro lado, com a adig¢do de 0,2% de
AMM, a produgdo de pigmento melanina aumentou em relacdo ao meio contendo somente nitrato e
glicose. Em termos de producéo especifica, 0 aumento foi cerca de 12% e 20% respectivamente para as
linhagens MEL 1 e MEL 2.

Tabela 4: Crescimento e producgdo de pigmento obtidos ap6s o cultivo das linhagens MEL 1 e
MEL 2 em meio minimo contendo AMM (0,2% ou 2%), nitrato (0,6%) e glicose (1%), durante 5

dias de incubacéo a temperatura ambiente, sob agitacdo de 220 rpm.

. . Biomassa Pigmento Producdo Especifica
Condicdo de Cultivo (/L) (/L) (@/2)
0,2% AMM + Nitrato + Glicose 1,95+0,1 0,91+0,3 0,47
MEL1 2% AMM + Nitrato + Glicose 41+0,1 054+0,1 0,13
Nitrato + Glicose 1,85+0,1 0,77+£0,1 0,42
0,2% AMM + Nitrato + Glicose 1,72+0,2 0,74+£0,0 0,43
MEL2 2% AMM + Nitrato + Glicose 414 +£0,0 0,39+0,1 0,09
Nitrato + Glicose 1,93+0,0 0,69+0,1 0,36

(a): Os valores correspondem & média + desvio padréo de pelo menos trés experimentos independentes.
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De acordo com os dados da Tabela 5, apés 10 dias de cultivo foi observado o mesmo
comportamento das linhagens em relacdo a producéo de biomassa e de pigmento. Na presenca de 2%
de AMM houve um aumento de 95% e 67% na biomassa, enquanto que a maior quantidade de
pigmento foi obtida com 0,2% de AMM, apresentando um aumento de 8,5% na producéo especifica da
linhagem MEL1 em relagdo ao cultivo em nitrato e glicose. Nota-se que para a linhagem MEL2 a
presenca de 0,2% de AMM resultou em uma reducdo da pigmentagdo em torno de 36% da producéao
especifica obtida em nitrato e glicose. Comparando os resultados obtidos com 5 e 10 dias de cultivo
(Tabela 4 e 5), verifica-se que a AMM, na concentragdo de 0,2%, somente exerce um efeito
estimulador da pigmentacdo apos 5 dias de cultivo, com um aumento de 12% e 20% respectivamente
para as linhagens MEL 1 e MEL. No entanto, a utilizagdo da AMM deve ser feita em conjunto com o
nitrato, pois foi observado que na presenca de AMM, como Unica fonte de nitrogénio, a pigmentacao

foi menor comparado com o meio contendo AMM, nitrato e glicose (dados ndo mostrados).

Tabela 5: Crescimento e producéo de pigmento obtidos ap6s o cultivo das linhagens MEL 1 e
MEL 2 em meio minimo contendo AMM (0,2% ou 2%), nitrato (0,6%) e glicose (1%), durante

10 dias de incubagdo a temperatura ambiente, sob agitacdo de 220 rpm.

Condicio de Cutivo Biomass  Piamento Produglo Mpeciica
0,2% AMM + Nitrato + Glicose 1,76 £0,1 1,12+04 0,64
MEL T 54, AMM + Nitrato + Glicose 3,43+ 0,1 0,55 +0,2 0,16
Nitrato + Glicose 1,43+0,1 0,85+0,1 0,59
0,2% AMM + Nitrato + Glicose 1,86 £0,0 0,86 +0,0 0,46
MEL2 29, AMM +Nitrato + Glicose 311+04 0,48 0,1 0,15
Nitrato + Glicose 1,09+0,1 0,79+0,2 0,72

(a): Os valores correspondem a média + desvio padréo de pelo menos trés experimentos independentes.
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Também foi verificado que a morfologia do fungo, em relacdo ao tamanho dos “pellets”,
variou em funcdo da concentragdo de AMM, sendo que na concentracdo de 0,2% de AMM ocorreu a
formacédo de “pellets” pequenos com intensa pigmentacdo, enquanto que com 2% de AMM ocorreu
formacdo de “pellets” maiores com menor pigmentacdo. Como ja foi discutido anteriormente, o
tamanho dos “pellets” influencia a formacdo de pigmento melanina pelo fungo, pois “pellets” grandes
tém niveis reduzidos de oxigénio na parte central, 0 que compromete a sintese oxidativa do pigmento.

Comparando estes resultados com aqueles obtidos em meio ndo suplementado com AMM
(nitrato + glicose) pode-se verificar que a presenca de AMM na concentracdo de 0,2%, estimulou a
producdo de pigmento com um aumento de 32% para a linhagem MEL 1 e 8% para a MEL 2. No
entanto, a utilizacdo da AMM deve ser feita em conjunto com o nitrato, pois foi observado que na
presenca de AMM, como Unica fonte de nitrogénio, a pigmentacdo foi menor comparado com 0 meio
contendo AMM, nitrato e glicose (dados ndo mostrados).

Resultados semelhantes aos obtidos em nosso trabalho foram relatados na literatura. Liu; Liu;
Xie (2002) também verificaram que a maxima producéo de glicerol por Candida krusei foi obtida com
2 g I'" (0,2%) e o rendimento de glicerol diminuiu em concentracdo acima deste valor. Goksungur;
Mantzouridou; Roukas, (2002) observaram que em concentragdes de AMM acima de 5.0 g/L a
producdo de B-caroteno por Blakeslea trispora caiu drasticamente. Hamano; Kilikian (2006) também
analisaram o efeito da AMM no cultivo de Monascus ruber € mostraram que a maxima producao de
pigmento foi obtida utilizando glicose (10 g/L), AMM (5 g¢g/L) e glutamato monossodico (7,6 g/L),
sugerindo que a AMM é uma fonte de nitrogénio adequada para a producdo deste pigmento vermelho.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo sugerem que a AMM contém substancias
indutoras da sintese de melanina e, portanto, a adicdo de AMM (na concentracdo 0,2%) ao meio de
cultura deve ser feita para otimizar a producdo do pigmento pelas linhagens MEL 1 e MEL 2 do

Aspergillus nidulans.
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4.3.2. Agua de Maceracio de Milho (AMM) e peptona

A peptona € um hidrolisado de proteinas que pode ser utilizado como fonte organica de
carbono e nitrogénio para o cultivo do fungo. Nestes ensaios foram testadas a peptona de carne, de
caseina e bacterioldgica (mistura de carne e caseina) utilizadas como fonte de nitrogénio (0,4%) junto
com agua de maceracdo de milho (0,2%) e glicose (1%) como fonte de carbono.

Os resultados obtidos mostraram que a presenca de peptona (carne ou caseina ou
bacterioldgica) promoveu um maior crescimento da linhagem MEL 1, mas a pigmentacao foi reduzida
nestas condiges comparado com o meio contendo glicose e nitrato. Também observa-se que a adicao

de AMM ndo mostrou efeito estimulador na producdo de pigmento nestas condigdes (tabela 6).
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Tabela 6: Crescimento e producdo de pigmento obtidos apds o cultivo da linhagem MEL 1
crescida em meio contendo peptona (0,4%), nitrato (0,6%), &gua de maceracao de milho (0,2%) e

glicose (1%), mantidas em incubacdo por 5 dias a temperatura ambiente, sob agitacdo de 220

rpm.
Biomassa Pigmento Producdo Especifica
Condicio de cultivo (e/L)© (e/L)© (g/2)
P. Bacto+Glicose 3,59+0 0,470 0,13
P. Caseina+Glicose 3,43 +£0,09 0,13 +0,01 0,04
P. Carne+Glicose 4,05 +0,01 0,125 + 0,06 0,03
P. Bacto+Glicose+AMM 4+0 0,32+0 0,08
P. Caseina+Glicose+tAMM 407+05 0,21+0 0,05
P. Carne+Glicose+tAMM 3,03+0 0,240 0,08
P. Bacto+Glicose+Nitrato 3,97 +0,3 0,287 + 0,08 0,07
P. Caseina+Glicose+Nitrato 3,86 +0,19 0,38+0,14 0,10
P.Carne+Glicose+Nitrato 422 +0,12 0,142 £ 0,01 0,03
Glicose + Nitrato 1,85+ 0,08 0,77 +0,13 0,42
P. Bacto+Glicose+AMM +Nitrato 3,72+ 0,15 0,39+0,15 0,10
P. Caseina+Glicose+AMM +Nitrato 3,99 +£0,28 0,29 + 0,09 0,07
P. Carne+Glicose+AMM +Nitrato 484 +0,28 0,14 + 0,02 0,03
AMM + Nitrato + Glicose 1,95+0,1 0,91+0,3 0,47

(a): Os valores correspondem a média + desvio padrédo de pelo menos trés experimentos independentes.

Resultados semelhantes foram obtidos por Park et al. (2001) que mostraram que fontes
organicas de nitrogénio como a peptona de carne (0,1%), polipeptona e extrato de levedura foram
favoraveis ao crescimento micelial de Cordyceps militaris, porém a producdo de exo-biopolimero foi
pequena nestas condi¢cbes comparada ao obtido em meio contendo agua de maceragdo de milho.

Nestes ensaios com peptona também foi observada a formacao de “pellets” maiores do que o
obtido em meio com glicose e nitrato, 0 que pode explicar a reducdo da pigmentacdo da cultura em
funcdo da diminuicdo de oxigénio no centro dos “pellets”. Os resultados obtidos parecem estar de

acordo com as observac0es feitas por Lin; Demain (1993), in Tseng; Chen; Lin (2000), de que as fontes
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organicas (como peptona e extrato de levedura) sdo mais favoraveis para crescimento, mas nao para a

producdo de pigmento comparado as fontes inorganicas (como glutamato monosédico, nitrato de sédio

e sulfato de amdnio). Portanto, a peptona ndo pode ser considerada uma fonte de nutrientes adequada

para a producdo de pigmento pela linhagem MELL1 de A. nidulans.

4.3.3. Melaco da cana-de-acucar

Nestes experimentos o melaco proveniente da hidrélise acida, foi usado como fonte de

carbono em substituicdo a glicose nas concentracdes de 1 e 10%, 0 que corresponde respectivamente a

5,6 e 56 g/L de acUcar redutor. Nitrato (0,6%) foi usado como fonte de nitrogénio. A tabela 7 mostra os

valores referentes ao crescimento e produgdo do pigmento melanina pelas linhagens MEL1 e MEL2

nestas condicoes.

Tabela 7: Crescimento e producdo de pigmento obtidos apds o cultivo das linhagens MEL 1 e

MEL 2 em meio contendo melaco (1 ou 10%) e nitrato (0,6%), durante 5 dias de incubacdo a

temperatura ambiente, sob agitacdo de 220 rpm.

.~ . Biomassa Pigmento Producdo Especifica
Condigdo de cultivo (/L) é /1) ¢ pecifi
1% 1,92 +£0,04 0
MEL1 Melago 10% 79+08 0
Glicose 1% 1,85+ 0,08 0,77 £0,13
Melago 1% 1,770 0
MEL 2 10% 944 +1 0
Glicose 1% 193+04 0,69 + 0,06

(a): Os valores correspondem a média + desvio padréo de pelo menos trés experimentos independentes.
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Como podemos observar nesta tabela, 0 aumento na concentragdo de melago promoveu um
maior crescimento do fungo, pois na concentragdo de 10% de melaco a biomassa produzida pelas
linhagens foi muito superior (respectivamente 311% e 433% para MEL 1 e MEL 2) em relagédo a
concentracdo de 1% de melago, e também comparado com a glicose (327% e 389% para MEL 1 e
MEL 2, respectivamente). Porém, nenhum pigmento foi produzido nas concentracfes de melago
testadas, provavelmente devido a presenca de alguma substancia inibidora no melago.

De acordo com a literatura, os substratos agroindustriais sdo bastante complexos e podem
conter substancias que inibem o metabolismo microbiano, incluindo a producdo de metabolitos
secundarios (VALDUGA et al., 2007). Goksungur; Mantzouridou; Roukas (2002) relataram que
substancias presentes no melago como os metais pesados e o cloreto de sodio formado durante o ajuste
do pH podem ter reduzido a producdo de B-caroteno por Blakeslea trispora. lkram-ul et al., (2004)
também mostraram que a producdo de acido citrico por Aspergillus niger é extremamente sensivel a
metais presentes no melago tais como, zinco, ferro, cobre, especialmente durante a fermentacdo
submersa. Kona; Quereshi; Pai (2001), tambeém observaram que o melaco ndo é uma fonte adequada
para a maxima producdo de glicose oxidase por Aspergillus niger, possivelmente porque existe alta
concentracdo de minerais que podem ter inibido a sintese da enzima.

H& estudos mostrando que o tipo e a concentracdo de agucares presentes no hidrolisado do
melaco também afetam a producdo de metabdlitos secundéarios. Tseng et al., 2000 relataram que na
presenca de sacarose (100g/L) ocorreu uma reducdo na producgdo de pigmento por M. purpureus em
comparacdo ao cultivo em glicose. Bae et al (2001) avaliaram o efeito da fonte de carbono na producéo
de exo-biopolimero por Paecilomyces japénica, € observaram que a concentracdo de biopolimeros foi
maior em meio contendo maltose (30 g/L) do que com sacarose (25 g/L). Sinha et al., ( 2001) também
mostraram que a concentracdo de sacarose (20, 40 e 60 g/L), influenciou a producdo de exo-

biopolimero, o crescimento, e a morfologia do fungo Paecilomyces japénica, sendo que em meio
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contendo 40g/L de sacarose a producao deste polimero foi méxima e a morfologia predominante foi na
forma de “pellets” compactos.

Nos experimentos realizados neste trabalho também foi observado que em ambas as
concentracBes de melaco testadas (1 e 10%) houve a formacéo de “pellets” maiores que aqueles obtidos
em meio contendo glicose como fonte de carbono (dados ndo mostrados). Isto provavelmente foi
devido a grande quantidade de nutrientes, em especial fonte de carbono, que favoreceram o
crescimento micelial (trofofase) ao invés da formacdo de pigmentos (idiofase). Como ja mencionado
anteriormente, a parte central dos “pellets” grandes € desprovida de oxigénio, o que afetaria 0 processo
oxidativo de sintese do pigmento melanina, explicando a ndo pigmentacdo observada, sendo que a

maior producdo deste pigmento foi obtida em culturas com “pellets” de tamanhos menores.

4.3.4. Melaco e A'gua de Maceracdo de Milho

Nesse experimento o melacgo foi usado nas concentragdes de 1 ou 10% como fonte de carbono,
em meio contendo nitrato (0,6%) e suplementado com agua de maceragdo de milho (0,2%) como fonte
de nitrogénio para verificar o efeito estimulador da AMM na produc¢éo de pigmento pelas linhagens
estudadas.

Como mostrado na tabela 8, a adigdo de 0,2% de AMM ao meio contendo melago 10%
também promoveu um aumento no crescimento das linhagens MEL1 e MEL2, respectivamente de
203% e 366%, em comparacdo com 1% de melaco. Com relacdo a producdo de pigmento, esta sé foi

observada na concentracdo de 1% de melaco.

58



Resultados e Discussio

Tabela 8: Crescimento e producdo de pigmento obtidos apds o cultivo das linhagens MEL 1 e
MEL 2 em meio com melaco 1% ou 10 % , AMM 0,2% e nitrato (0,6%), durante 5 dias de

incubacao a temperatura ambiente, sob agitacdo de 220 rpm.

Biomassa Pigmento Producdo especifica
Condicdo de cultivo (g’L) (g’L) (g/g)
0 + +
Melaco + AMM (0,2%) 1% 1,44 + 0,07 0,422 + 0,16 0,29
MEL 1 10% 4,37 +0,09 0£0 0
Glicose + AMM (0,2%) 1% 1,95+0,1 0,91+0,3 0,47
9
Melaco + AMM (0,2%) 1% 1,18+ 0 0,247 + 0,06 0,21
MEL2 10%  551+0,2 0+0 0
Glicose + AMM (0,2%) 1% 1,72+0,2 0,74£0,0 0,43

(a): Os valores correspondem a média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes.

Estes resultados mostram que a AMM consegue exercer um efeito estimulador da pigmentacéo
na presenca de 1% de melago, mas 0 mesmo nao ocorre na concentracdo de 10%. Isto pode ser
explicado pela alta concentracdo de acUcares e/ou substancias presentes em 10% de melago, as quais
exercem efeito inibidor da pigmentagé&o.

Goksungur; Mantzouridou; Roukas (2002) também relataram que a producao de B-caroteno
por Blakeslea trispora aumentou significativamente com a adicdo de agua de maceracdo de milho (5.0
g/L) ao meio contendo melago obtido da beterraba. Oliveira; Buzato; Hauly (2005), mostraram em seu
trabalho com Lactobacillus curvatus, que para obter um maior rendimento tanto na producdo de
biomassa quanto na producéo de acido latico, ha a necessidade de suplementacdo do melagco com fontes
de nitrogénio como o extrato de levedura e peptona.

No entanto, a presenca de melaco 1% juntamente com AMM 0,2% néo resultou em um
aumento na producdo de pigmento superior ao obtido apds o cultivo em meio contendo glicose, nitrato
e AMM 0,2% (Tabela 8). Portanto, a utilizagdo de melago como fonte de carbono ndo se mostrou

adequada para maximizar a produgéo do pigmento melanina pelas linhagens MEL1 e MEL2.
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4.3.5. Hidrolisado do Bagaco da Cana-de-agucar

Estes experimentos foram realizados para verificar o efeito do hidrolisado do bagaco da cana-
de-acUcar no crescimento e na producdo do pigmento melanina pela linhagem MEL 1 do fungo
Aspergillus nidulans.

Os resultados obtidos usando 200 mL do hidrolisado, mostraram que o crescimento foi maior
na presenca de solucdo de sais, nitrato de sodio (0,6%), agua de maceracdo de milho (0,2%) e glicose

(1%), enquanto que nesta condicdo a producdo de pigmento foi menor (tabela 9).

Tabela 9: Crescimento e producdo de pigmento apés cultivo da linhagem MEL 1 em meio
contendo 200 mL do hidrolisado do bagaco da cana-de-acucar (H.B.C.A.), AMM 0,2%, nitrato
0,6%, glicose 1% e solucdo de sais (SS), por 5 dias a temperatura ambiente, sob agitacdo de 220

rpm.

. . Biomassa Pigmento ProducdoEspecifica
Condicdo de cultivo (@/L )(a, (@/L )(,,) (/)
200 mL H.B.C.A. + AMM 1514012 0,18+0,01 0,12
200 mL H.B.C.A. + Nitrato + AMM 2,32+0,14 02+0,05 0,09
200 mL H.B.C.A. + AMM +SS 1,37£0,05 0,18+0,01 0,13
200 mL H.B.C.A. + Nitrato + AMM + SS 251+£009  0,78+008 0,31
6.14+04 0,49 % 0,07 0.08

200 mL H.B.C.A. + Nitrato + AMM + SS + Glicose

(a): Os valores correspondem & média + desvio padréo de pelo menos trés experimentos independentes.

Este resultado pode ser explicado em funcdo da alta concentracdo de acucar total presente
nesta condicao, a qual atingiu valores de 93,4g/L comparado com a mesma condi¢do sem glicose, cujo

valor foi 60,5¢g/L. A inibicdo da pigmentacdo causada pela concentracdo de aglUcar também foi
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observada por Nurudeen; Ahearn (1979) na producdo de melanina por Cryptococcus neofarmans, onde

eles mostraram que em alta concentracdo de glicose (em torno de 5%) a pigmentacdo foi reduzida,
sendo que uma maior pigmentacdo foi obtida quando as células cresceram em meio com baixa
concentracao de glicose (0,05%).

Também foram avaliados os volumes de 100 mL e 50 mL do hidrolisado, (suplementado com
100 mL e 150 mL de meio minimo respectivamente). Os resultados mostraram que a maior produgdo
de pigmento foi obtida em meio contendo 100 mL do hidrolisado, glicose, nitrato e AMM 0,2%, sendo
que com 50 mL do hidrolisado a producdo de pigmento foi menor (Tabela 10), com valor semelhante
ao obtido com 200 mL de hidrolisado (Tabela 9). Isto confirma que a concentracdo de agucar afeta a
producdo de pigmento, pois em concentracfes maiores ou menores que 1,0% de glicose ocorreu

reducéo da pigmentacéo.

Tabela 10: Crescimento e producdo de pigmento apds cultivo da linhagem MEL 1 em meio com
0 hidrolisado da cana-de-acucar (H.B.C.A.), AMM 0,2%, nitrato 0,6%, glicose (1%) e solugéo de

sais, por 5 dias a temperatura ambiente, sob agitacdo de 220 rpm.

L , Biomassa Pigmento  Producdo especifica

Condicdo de cultivo (/L) (/L) (/)

100 mL H.B.C.A. + 100mL M.M.+ AMM + Nitrato 2,1+0,08 0,29 + 0,04 0,14
100 mL H.B.C.A. + 100mL M.M.+ AMM + Nitrato +

Glicose 346+007 101+0,05 0,29

50 mL H.B.C.A. + 150mL M.M.+ AMM + Nitrato 1,11+0,08 0,14+0 0,13
50mL H.B.C.A. + 150mL M.M.+ AMM + Nitrato +

Glicose 4,02+0,06 0,79+0,03 0,2

200 mL M.M. + AMM + Nitrato + Glicose 185+01 077+01 0.42

(a): Os valores correspondem a média + desvio padréo de pelo menos trés experimentos independentes.
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Comparando a produgéo especifica obtida em meio contendo glicose, nitrato e AMM 0,2%,
observa-se que a presenca do hidrolisado do bagaco de cana ndo resultou em um aumento da
pigmentacdo (Tabela 10).

Assim, com os resultados obtidos podemos concluir que o hidrolisado do bagago da cana-de-
acucar ndo mostrou ser um componente necessario para a producdo do pigmento melanina pelas

linhagens em estudo.
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5, CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos neste trabalho, pode-se considerar que:

v O volume de meio, o tempo de incubacdo e os residuos agroindustriais (como fonte de
nutrientes) influenciam no crescimento, na morfologia e na producao de pigmento pelas linhagens

melanizadas MEL1 e MEL2 do fungo Aspergillus nidulans.

v A maior producdo de pigmento foi obtida em 200 mL de meio provavelmente devido a
formacdo de “pellets” pequenos, os quais exibiram maior pigmentacdo comparado com oS

“pellets” maiores observados em 100mL de meio.

v Em relacdo ao tempo de incubacdo, observou-se que, embora a produgdo de pigmento tenha
sido maior em 10 dias, a produtividade do processo foi muito semelhante em 5 e 10 dias de

cultivo.

v A &gua de maceracao de milho adicionada na concentracdo 0,2% ao meio de cultura aumentou
a producdo do pigmento pelas linhagens MEL1 e MEL2 provavelmente por conter substancias

indutoras da sintese de melanina.

v A suplementacdo do meio contendo AMM (0,2%) com uma fonte organica de nitrogénio, como
a peptona, proporcionou grandes quantidades de biomassa, mas ndo resultou em aumento na
producdo de pigmento pelas linhagens em estudo, o que pode ser devido a formacéo de "pellets"”

grandes.
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v O melago da cana-de-agUcar, nas concentragdes de 1 e 10%, em meio suplementado com o
nitrato (6%) ou AMM (0,2%), ndo mostrou ser uma fonte de nutriente adequada para a producdo
méaxima de pigmento, provavelmente devido a grande quantidade de acucares que favoreceu o

crescimento do fungo na forma de "pellets” grandes.

v A adigdo do hidrolisado do baga¢o da cana-de-agtcar ao meio contendo solugdo de sais, glicose
(1%), nitrato (0,6%) e AMM (0,2%) ndo estimulou a producdo de pigmento pela linhagem

MEL1.

v A morfologia do fungo também mostrou ser um fator importante na producdo de melanina,
sendo que a maior producdo de pigmento ocorreu quando as linhagens cresceram na forma de
"pellets” pequenos, 0s quais por apresentarem maior nivel de oxigenacdo permitem a

polimerizacao oxidativa de compostos fenolicos ou indélicos para sintese do pigmento.

v Dentre os subprodutos analisados, a 4gua de maceracdo de milho (AMM) na concentragdo de
0,2%, mostrou ser um componente nutricional importante para a producdo maxima de pigmento
pelas linhagens MEL1 e MEL2 do fungo Aspergillus nidulans, visando a diminui¢do dos custos

para producgéo do pigmento em escala industrial para futuras aplicagdes farmacoldgicas.
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