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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Com base nos resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, 0s quais
demonstraram que a melanina produzida pelo mutante MEL1 do fungo Aspergillus
nidulans apresenta atividade antioxidante, atividade anti-inflamatoria e também age
como agente quelante para a recuperacao de metal, esse pigmento tornou-se um
material promissor para utilizagdo nas éareas da medicina, farmacosmética e
ambiental. Diante disso, o presente estudo tem como impacto potencial possibilitar um
aumento na producdo de melanina com reducdo de custos do processo em escala
industrial, tornando possivel uma futura aplicacédo biotecnolégica desse pigmento em

diferentes areas.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

On the basis of the previous results obtained by our research group, which
demonstrated that the melanin produced by the MEL1 mutant of Aspergillus nidulans
exhibits antioxidant and anti-inflammatory activities and also acts as a chelating agent
for metal recovery, this pigment has become a promising candidate for
biotechnological applications in the fields of medicine, pharmacosmetics and the
environment. In view of this, the potential impact of the present study is to enable an
increase in melanin production with a reduction in process costs on an industrial scale,

making possible a future biotechnological application of this pigment in different areas.
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RESUMO

Com o grande interesse das industrias pelo uso de pigmentos naturais em substituicao
aos corantes sintéticos, os fungos filamentosos destacam-se como uma fonte mais
vantajosa por produzirem uma gama de pigmentos com altos rendimentos por meio
de estratégias econdmicas e sustentaveis. Em estudos anteriores foi demonstrado
que a melanina extraida do mutante MEL1 de Aspergillus nidulans exibe atividades
antioxidante e anti-inflamatoria, ndo apresentando efeito citotoxico ou mutagénico, e
também mostrou ser eficiente na remocao de metais em solucéo. Estes resultados
sugerem que este pigmento pode ser considerado um material promissor para
utilizacdo nas areas da medicina, farmacosmeética e ambiental. Neste contexto, o
presente estudo teve como principal objetivo otimizar a composi¢cdo do meio usando
melaco, vinhaca e agua de maceracdo de milho para o cultivo em fermentacao
submersa do mutante MEL1, visando uma maior producéo do pigmento melanina com
menor custo. Também foi avaliada a producdo de melanina nos reatores em escala
de bancada, tanque agitado e coluna de bolhas. Com os resultados obtidos nos
planejamentos experimentais, realizados em frascos, foi possivel observar que a
adicao de 0,81 % (v/v) de vinhaca e 1,62 % (m/v) de glicose ao meio de cultura resultou
na producao de 291,74 + 4,59 mg de melanina n&o purificada por g de biomassa, o
que equivale a um aumento de 88% (acréscimo de 136,59 mg de melanina ndo
purificada por g de biomassa) comparado as condi¢cdes antes da otimizacdo. Na
condicdo otimizada, a producdo da melanina purificada foi de 225,39 + 4,52 mg de
melanina purificada por g de biomassa, equivalendo a um aumento de 125%
(acréscimo de 125,07 mg de melanina purificada por g de biomassa) quando
comparado as condicdes antes da otimizacdo. Os resultados obtidos nos biorreatores
mostraram que o cultivo em reator de coluna de bolhas resultou em maior producao
de melanina nédo purificada (271,56 + 9,37 mg g* de biomassa) quando comparado
ao cultivo em tanque agitado (231,11 + 21,09 mg g de biomassa), chegando a uma
producédo total de 1,2 g L. Portanto, o cultivo do mutante MEL1 em biorreator de
coluna de bolhas, utilizando o meio de cultura contendo glicose e vinhaga como
substrato de baixo custo, torna o processo de producdao da melanina pelo mutante

MEL1 de A. nidulans economicamente viavel para futuras aplicacdes biotecnologicas.

Palavras-chave: otimizacao; vinhacga; melanina; Aspergillus nidulans; biorreator.



ABSTRACT

Due to the great interest of industries for the use of natural pigments to replace
synthetic dyes, filamentous fungi stand out as a more advantageous source for
producing a range of pigments with high yields through economic and sustainable
strategies. In previous studies, it was demonstrated that the melanin extracted from
the MEL1 mutant of Aspergillus nidulans exhibits antioxidant and anti-inflammatory
activities, not showing cytotoxic or mutagenic effects, and also proved to be efficient in
removing metals in solution. These results suggest that this pigment can be considered
a promising material for use in medicine, pharmacosmetics and environment. In this
context, the main objective of the present study was to optimize the composition of the
medium using molasses, vinasse and corn steep liquor for submerged fermentation
cultivation of the MEL1 mutant, aiming at a greater production of the pigment melanin
with lower cost. Melanin production in bench-scale using stirred tank and bubble
column reactors was also evaluated. With the results obtained in the experimental
design carried out in flasks, it was possible to observe that the addition of 0.81% (v/v)
of vinasse and 1.62% (w/v) of glucose to the culture medium resulted in the production
of 291.74 + 4.59 mg of unpurified melanin per g of biomass, which is equivalent to an
increase of 88% (increase of 136.59 mg of unpurified melanin per g of biomass)
compared to the conditions before optimization. In the optimized condition, the
production of purified melanin was 225.39 + 4.52 mg of purified melanin per g of
biomass, equivalent to an increase of 125% (increase of 125.07 mg of purified melanin
per g of biomass) when compared to the conditions before optimization. The results
obtained in the bioreactors showed that cultivation in a bubble column reactor resulted
in greater unpurified melanin production (271.56 + 9.37 mg g* of biomass) when
compared to cultivation in a stirred tank (231.11 + 21. 09 mg g* of biomass), reaching
a total production of 1.2 g L*. Therefore, the cultivation of the MEL1 mutant in a bubble
column bioreactor, using the culture medium containing glucose and vinasse as a low-
cost substrate, makes the process of melanin production by the MEL1 mutant of A.

nidulans economically viable for future biotechnological applications.

Keywords: optimization; vinasse; melanin; Aspergillus nidulans; bioreactor.
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1. INTRODUCAO
As industrias farmacéutica, cosmética, téxtil e de alimentos tem demonstrado

um crescente interesse no uso de pigmentos naturais em substituicdo aos pigmentos
sintéticos, devido ao seu alto custo de producgéo por sintese quimica e também aos
seus efeitos indesejaveis e potencialmente prejudiciais & saide humana e ao meio
ambiente (RAO; XIAO; LI, 2017). Com o aumento da demanda por pigmentos naturais
mais seguros e ecologicamente estima-se que até 2025 o mercado mundial de
pigmentos naturais arrecade US$ 37,5 bilhdes, devido a procura por alimentos que
oferecam propriedades funcionais e a rapida expansao do setor de alimentos e
bebidas em todo o mundo (SANTOS et al., 2021).

Pesquisas tem sido realizadas para substituir pigmentos sintéticos por
pigmentos naturais, uma vez que, a natureza é uma fonte rica de organismos
produtores de pigmentos, incluindo plantas, animais e micro-organismos (KALRA,
CONLAN; GOEL, 2020; LYU et al., 2022; TULI et al., 2015). No entanto, os pigmentos
obtidos a partir de animais e vegetais tém limitacdes devido a disponibilidade sazonal,
preocupacdes com o desmatamento e a extingdo de espécies e também producéo de
compostos instaveis e insoluveis. Com isso, micro-organismos como fungos e
bactérias sdo fontes alternativas mais vantajosas de biopigmentos devido ao seu
rapido crescimento, producdo independente das condi¢ces climaticas, com altos
rendimentos por meio de estratégias econbmicas e sustentaveis (MERUVU; DOS
SANTOS, 2021).

Os fungos tém atraido atencdo especial para a producdo de pigmentos
naturais por esses compostos apresentarem amplo espectro de cores com alta
estabilidade luminosa e quimica (KALRA; CONLAN; GOEL, 2020). Vérias espécies
de fungos conseguem produzir diferentes classes de pigmentos, incluindo
carotenoides, melaninas, flavinas, fenazinas e quinonas, os quais tém inumeras
aplicacoes (BELL; WHEELER, 1986; CORDERO; CASADEVALL, 2017; POMBEIRO-
SPONCHIADO et al., 2017; TULI et al., 2015; VENIL; LAKSHMANAPERUMALSAMY,
2009). Dentre estes micro-organismos, pode-se citar o fungo ascomiceto Aspergillus
nidulans, o qual € capaz de produzir pigmentos escuros, como a melanina, que sao
encontradas na parede celular das hifas e esporos e/ou também no meio extracelular,
como polimeros insolaveis (ELLIS, 1974; GOMEZ; NOSANCHUK, 2003;
MARTINELLI, 1994). A funcdo deste pigmento nos fungos pode ser vista como



vantagem de adaptacéo e/ou sobrevivéncia em condi¢cdes ambientais extremas, pois
confere protecéo contra radiacao ultravioleta, acdo de enzimas liticas, dessecamento,
extremos de temperatura, toxicidade a metal pesado e drogas antimicrobianas
(CORDERO; CASADEVALL, 2017).

As melaninas podem ser definidas como metabodlitos secundarios,
constituidos por mondmeros fendlicos e/ou inddlicos, formando polimeros complexos
(TOLEDO et al., 2017). Devido ao seu amplo espectro de atividades biolégicas,
incluindo radioprotecdo, antioxidante, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria,
antitumoral e imunoestimulante, a melanina apresenta potencial para ser utilizada em
diversas aplicacdes biotecnolégicas nas é&reas da medicina, ambiental,
farmacosmética e nanotecnologia (POMBEIRO-SPONCHIADO et al., 2017; SOLANO,
2014). No entanto, para uma aplicacdo pratica desse pigmento € necessario
estabelecer rotas mais econémicas para a sua producdo em larga escala. Uma
alternativa é a utilizacdo de meios de cultivo de baixo custo, uma vez que a
composicdo do meio € um fator critico na determinagdo de bioprocessos
economicamente viaveis (LOPES; LIGABUE-BRAUN, 2021; PANESAR; KAUR;
PANESAR, 2015).

Atualmente os pesquisadores tem demonstrado um grande interesse na
utilizacao de subprodutos agroindustriais, como agua de maceracao de milho, melaco,
vinhaca, bagaco de cana-de-acglcar, soro do queijo, tortas oleaginosas (amendoim,
algodao, mamona), em processos fermentativos, por estarem disponiveis em grandes
guantidades e com baixo valor comercial. Estes subprodutos podem ser utilizados
como meio de cultura, uma vez que apresentam uma composi¢ao rica em nutrientes,
principalmente fontes de carbono, nitrogénio e minerais 0s quais podem atuar para o
crescimento dos micro-organismos (HAMANO; KILIKIAN, 2006; LOPES; LIGABUE-
BRAUN, 2021; PANESAR; KAUR; PANESAR, 2015; VALDUGA et al., 2007). A
aplicacao de uma variedade de substratos naturais em processos fermentativos, para
estimular e aumentar o rendimento de pigmentos microbianos foram estudados e,
indicou os substratos naturais como um elemento nutriente potencial na producéo de
pigmento microbiano (RAMESH et al., 2022). Além disso, a utilizagédo de subprodutos
agroindustriais sdo capazes de diminuir os custos de producdo em processos
fermentativos (LOPES; LIGABUE-BRAUN, 2021).
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Com o objetivo de obter maior rendimento do composto de interesse €
necessario avaliar o processo de producdo em biorreatores (VENKATACHALAM et
al., 2023). A producdo de alguns pigmentos encontra-se em estagios mais avancados
de aumento de escala com o uso dos biorreatores de tanque agitado e de coluna de
bolhas (BUHLER et al., 2013; GMOSER et al., 2018; LOPES; LIGABUE-BRAUN,
2021; SHARMA; GHOSHAL, 2020; VENKATACHALAM et al., 2023). Ambos os
biorreatores se destacam por fornecer condicbes mais adequadas de oxigénio
dissolvido, transferéncia de calor e massa, tempo de mistura, taxa de cisalhamento e
a velocidade de agitacdo (ESPINOSA-ORTIZ et al., 2016; ZHONG, 2010). Esses
parametros operacionais sao o0s principais influenciadores para o sucesso do
processo de producéo, visando uma futura aplicagéo industrial (VENKATACHALAM
et al., 2023).

Considerando o grande potencial biotecnoldgico do pigmento melanina, este
projeto teve como principais objetivos estabelecer as condi¢des étimas de cultivo em
frasco do mutante MEL1 do fungo Aspergillus nidulans, utilizando subprodutos
agroindustriais como substrato para uma maior producdo da melanina e também
avaliar o cultivo na condic&o otimizada em escala de bancada, usando os biorreatores
de tanque agitado e coluna de bolhas, visando a sua produgcéo em escala industrial
para uma futura aplicacédo biotecnolégica desse pigmento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PRODUGAO DE PIGMENTO E SUAS APLICAGOES BIOTECNOLOGICAS

O uso de pigmentos remonta ao inicio das civilizacdes antigas, onde
inicialmente a natureza era a Unica fonte de pigmentos, podendo ser obtidos a partir
de plantas, insetos e minerais, que serviam para tingir tecidos, pintar o corpo em
cerimonias religiosas e colorir os alimentos. Em 1856, o quimico inglés William Henry
Perkin descobriu o primeiro pigmento sintético, sintetizado a partir do destilado de
alcatrdo de hulha, o que desencadeou o florescimento comercial de pigmentos
sintéticos. Esses pigmentos sintéticos foram amplamente utilizados nas industrias
com impacto nos setores téxtil, cosmético e farmacéutico. Todavia, sérias
preocupacdes contra os pigmentos sintéticos foram levantadas em 2007, destacando
riscos graves a saude como: toxicidade, oncogenicidade, teratogenicidade e
hiperalergenicidade. Com isso, agéncias reguladoras como a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos Estados
Unidos e a Autoridade Europeia de Normas Alimentares (EFSA) recomendaram uma
dosagem segura desses pigmentos em alimentos, medicamentos e cosméticos. No
entanto, como muitos pigmentos sintéticos tém sido banidos em muitos paises,
pesquisas tem sido realizadas para substituir os pigmentos sintéticos por aqueles
obtidos de fontes naturais, incluindo plantas, animais e micro-organismos (KALRA,
CONLAN; GOEL, 2020; LYU et al., 2022; TULI et al., 2015). Entretanto, pigmentos
naturais de origem vegetal e animal apresentam algumas desvantagens como:
extincdo de espécies devido ao seu uso extensivo, producdo mais onerosa e
dependente da estacdo do ano, variagées na tonalidade e intensidade das cores e
guestdes relacionadas a estabilidade e solubilidade dos pigmentos. Com isso, 0s
micro-organismos destacam-se na producdo desses pigmentos por apresentar
crescimento facil e rapido em meio de cultura barato e independentemente das
condi¢cbes climaticas, estabilidade dos pigmentos produzidos, disponibilidade por
longos periodos, facilidade no processo de separacdo e purificacdo do pigmento
(KALRA; CONLAN; GOEL, 2020; KUMAR et al., 2015; LAGASHETTI et al., 2019).
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Os fungos tém atraido atencdo especial para a producdo de pigmentos
naturais pelo fato desses compostos apresentarem alta estabilidade quimica, amplo
espectro de cores, bem como maior rendimento do produto, com fornecimento
sustentavel e de baixo custo (KALRA; CONLAN; GOEL, 2020). Esses organismos sao
capazes de produzir uma gama extraordinaria de pigmentos, como: carotendides,
melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas, monascinas, violaceina e indigo (Figura 1)
(DUFOSSE et al., 2014; MERUVU; DOS SANTOS, 2021; RAO; XIAO; LI, 2017;
SAJID; AKBAR, 2018; TULI et al., 2015).

Figura 1. Diferentes pigmentos produzidos por fungos.
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Fonte: adaptado de ( KALRA; CONLAN; GOEL, 2020).



Os fungos sintetizam os pigmentos durante o metabolismo secundario, que
ocorre na fase tardia de crescimento (idiofase), uma vez que ndo sao essenciais para
0 crescimento das culturas, mas desempenham diversas funcdes para a
sobrevivéncia do microrganismo na natureza (MUKHERJEE; MISHRA; DESHMUKH,
2017; RUIZ et al., 2010). A producédo de pigmento pode ser afetada por fatores
nutricionais (concentracdes de fontes de carbono, nitrogénio e outros), parametros
microbiolégicos (idade dos esporos, quantidade do indculo) e condigbes ambientais
(pH, temperatura, aeracdo) (LYU et al., 2022). Além desses fatores, o rendimento de
pigmento produzido depende do sistema de fermentacao utilizado. Na fermentacao
em estado solido (FES), onde é empregado substratos sélidos para ancoragem
micelial, aspectos como umidade do meio, propriedades fisicas e estruturais dos
substratos, temperatura e pH, devem ser avaliadas para a producao de pigmentos.
Por outro lado, a fermentacdo submersa (FS), que se baseia na cultura liquida para a
maioria dos micro-organismos, € altamente influenciada pela velocidade de agitacao
e aeracao, bem como temperatura e pH, sendo mais vantajosa que a FES devido ao
menor tempo de cultivo e maior qualidade do produto obtido (LYU et al., 2022;
MERUVU; DOS SANTOS, 2021; MUKHERJEE; MISHRA; DESHMUKH, 2017).

De acordo com a literatura (Tabela 1), os pigmentos produzidos por fungos
apresentam uma ampla utilizacdo em diversas industrias como: alimenticia,
cosmética, téxtil e farmacéutica, uma vez que podem exibir varias atividades
biolégicas, como antioxidantes, antimicrobiana, anticancerigenas, além de servir
como aditivos e intensificadores de cor (AKILANDESWARI; PRADEEP, 2016;
MERUVU; DOS SANTOS, 2021; RAO; XIAO; LI, 2017; SAJID; AKBAR, 2018). Isso
demonstra que a producdo de pigmentos em larga escala por fungos, precisa ser
implementada intensivamente com a otimizacao dos processos fermentativos, a fim
de encontrar substitutos para os pigmentos sintéticos e superar 0s perigos para a
saude humana e ao meio ambiente (RAMESH et al., 2022; SAJID; AKBAR, 2018).
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Tabela 1. Ocorréncia natural de pigmentos flngicos do solo e sua aplicacéo sugerida.

Fungos Cores Pigmentos AplicacBes Referéncias
Goncalves et al. (2015);
Aspergillus Marrom/ Atividade antioxidante Gongalves et al.(2013);
nidulans Preto Melanina Atividade anti-inflamatoria Gongalves; Pombeiro-
Agente quelante de metal Sponchiado (2005); Rissoni
Toledo et al. (2021)
Aspergillus niger Preto Aspergillina Atividade Antimicrobiana Ray and Eakin (1975)
Asperaillus nicer Marrom i Tingimento téxtil Atalla et al. (2011); Aishwarya
perg 9 Atividade Antibacteriana andAishwarya (2014
Aspergillus Acido o . . Micetich and Macdonald
sclerotiorum Amarelo Neoaspergilico Atividade Antibacteriana (1965); Texeira et al. (2012)
A\,zF;:ircgcl,I:(;Jf Amarelo Asperversina Atividade Antifangica Miao et al. (2012)
Fusarium Rosa/ . Tingimento téxtil
oxysporum Violeta Antraquinona Atividade Antibacteriana Gessler etal. (2013)
ve':rijicszﬁllzguicrils Amarelo Naftoquinona Atividade Antibacteriana Bolgﬂysbp;ﬁgitilaéiggfg&;
Amarelo Monascina Corante alimentar Juzlova and Martinkova (1996);
Ancaflavina Farmacéuticos Mostafa and Abbady (2014);
Larania Monascorubrina Atividade antibacteriana Babitha et al. (2008);
Monascus sp. J Rubropuntatina Atividade anticancerigena Moharram et al. (2012);
Monascorubramina Babula et al. (2009);
iOXi Yang et al. (2014
Vermelho Rubroputamina Antioxidante g ( )
Penicillium Amarelo Atronenetina Adltlvg aﬁmentar Takahashi and Carvalho (2010)
herquei Antioxidante
Efeito anticancerigeno em
— alimentos e produtos _
Penlc_llllum vermelho Antraguinona farmaceuticos Dufosse (2006); Atalla et al.
oxalicum q P Avti 2011
Tingimento téxtil ( )
Laranja Tingimento de tecidos de Buchi et al. (1965): King et al
para Purpurogenona algodao '(1970)_’ 9 '
Penicillium 2212':;:2 Martinkova et al. (1995);
urpurogenum . i i . i . ; i
purpurogenum e e Miorbrin Almentos, produtos 2R L o, Teera
farmacéuticos e L
_ _ cosméticos et al. (2012); Santos-ebinuma
Vermelho Mitorubrinol et al. (2013b);
Pencolide Atividade antibacteriana Brikinshaw et al. (1963);
Penicillium . Atividade antibacteriana  Chidananda and Sattur (2007);
sclerotiorum pfr\;nl?arl?allﬂja Esclerotiorina Atividade antifangica Lucas et al. (2007);Lucas et al.
Isocromofilona VI . ) )
Atividade antibacteriana (2010)
Amarelo Viridina . ]
Verde - Tingimento téxtil Ch[[talle zto"il'z(_zglzz’ N?etlhu
Trichoderma viride Atividade antifingica etal. ( 22)’13UD aetal
Marrom - IndUstria alimenticia ( )
Vlrldol Tingimento téxtil Mukherjee and Kener'ey
Trichoderma Amarelo (2010);
virens Virona Atividade antifiingica

Sharma et al. (2012); Kamala

et al. (2015)

Fonte: adaptado de (AKILANDESWARI; PRADEEP, 2016).



2.2 SINTESE E EXTRACAO DA MELANINA PRODUZIDA POR FUNGOS
As melaninas séo classificadas como um dos pigmentos naturais mais

amplamente distribuidos, pois s&do sintetizados em todos os reinos biolégicos,
incluindo uma ampla variedade de plantas, animais, fungos, bactérias e protozodrios
(NOSANCHUK; STARK; CASADEVALL, 2015). No reino fangico, muitas espécies
produzem melanina, que pode estar localizada na parede celular das hifas e/ou
esporos ou, podem ocorrer como polimeros extracelulares formados no meio de
cultura ao redor das células fungicas (BELL; WHEELER, 1986). Entretanto, algumas
espécies de fungos séo constitutivamente melanizadas, enquanto outras melanizam
apenas em fases especificas do seu desenvolvimento (esporulacdo e crescimento
micelial), na presenca de precursores da via de sintese da melanina e/ou em resposta
as condicdes ambientais. A melanizac&o pode ser vista nestes organismos como uma
forma de protecdo aos varios estresses fisicos e quimicos do meio, por exemplo,
servindo como protecdo contra a radiacdo ultravioleta, acdo de enzimas liticas,
dessecamento, extremos de temperatura, toxicidade a metal pesado e drogas
antimicrobianas (CHANG; CARY; LEBAR, 2020; CORDERO; CASADEVALL, 2017,
POMBEIRO-SPONCHIADO et al., 2017).

Melaninas sdo macromoléculas biologicas formadas pela polimerizacao
oxidativa de compostos fendlicos ou inddlicos, geralmente complexados com
proteinas e, muitas vezes, também com carboidratos. Como pode ser observado na
Figura 2, as melaninas sdo caracterizadas como moléculas hidrofébicas e carregadas
negativamente, que apresentam propriedades fisico-quimicas especificas, como
insolubilidade em &gua e solventes organicos, resisténcia a acidos concentrados,
branqueamento quando submetido a acdo de oxidantes, que permite diferencia-las
de quaisquer outros pigmentos (BUTLER; DAY, 1998; LANGFELDER et al., 2003;
TOLEDO et al., 2017). Com base nessas propriedades quimicas, principalmente as
suas caracteristicas de solubilidade, é possivel realizar a extracdo da melanina da
parede celular do fungo. O tratamento da biomassa com alcalis quentes (NaOH; KOH
ou NH4OH) permite romper a associacdo da melanina com as proteinas e outros
componentes da parede, tornando o pigmento solivel no meio. Para a recuperacao
desse pigmento, € adicionado acidos concentrados ao meio, 0 que promove a
precipitacdo da melanina. A purificacdo desse pigmento é realizada por hidrdlise acida

e lavagens sucessivas em solventes organicos para remog¢éo de algumas proteinas,
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carboidratos e lipideos provenientes da parede celular (LEBEAU et al. 2017; PRALEA

et al., 2019; SAVA et al., 2001).

Figura 2. Modelo para estrutura da eumelanina.
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A biossintese da melanina em fungos envolve véarias enzimas, como

tirosinase, lacase, policetideo sintase e catecol oxidase que realizam as oxidacdes

iniciais dos precursores da melanina, dando origem a cinco tipos diferentes:

eumelanina, feomelanina, alomelanina e piomelanina (Figura 3) (CORDERO;

CASADEVALL, 2017; SINGH et al., 2021).



Figura 3. Vias de sintese da melanina em fungos.
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Fonte: adaptado de (SINGH et al., 2021).

As eumelaninas sado pigmentos pretos ou marrons, sintetizados a partir de L-
DOPA (L-3,4-di-hidroxifenilalanina) ou tirosina pela agdo das enzimas tirosinase e
lacase, sendo conhecidas como DOPA-melaninas. Alguns fungos sdo capazes de
sintetizar eumelaninas, qual apresenta biocompatibilidade com a melanina presente
nos mamiferos, uma vez que, a via de sintese deste tipo de melanina fangica se
assemelha aquela descrita em mamiferos. Ja as feomelaninas sdo pigmentos que
variam de tons vermelhos a amarelos, derivadas da via L-DOPA, mas incorporando
enxofre durante a sua sintese (EISENMAN; CASADEVALL, 2012; SINGH et al., 2021).
As alomelaninas apresentam cores que variam de marrom escuro a totalmente preto
e fazem parte de grupo heterogéneo de polimeros que sao sintetizados por oxidacéo
ou polimerizagédo do DHN (1,8-dihidroxinaftaleno), dando origem a também conhecida
DHN-melaninas. As piomelaninas séo pigmentos escuros, capazes de dar suporte aos
micro-organismos em condigcfes de estresse ambiental e, sdo derivados do
catabolismo da tirosina, via p-hidroxifenilpiruvato (HPP) formando &cido
homogentésico (HGA), o qual sofre posterior auto-oxidacéo e polimerizacdo. (EOM,;
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WOO; SHIM, 2016; SINGH et al., 2021). Espécies de Aspergillus sdo capazes de
produzir dois tipos de melaninas, DHN (alomelanina) e L-DOPA (eumelanina)
(CHANG; CARY; LEBAR, 2020; EISENMAN; CASADEVALL, 2012). Goncalves,
Lisboa e Pombeiro-Sponchiado (2012) demonstraram que a melanina produzida pelo
mutante MEL1 do fungo Aspergillus nidulans € a do tipo DOPA-melanina, por
apresentar propriedades fisico-quimicas e perfis espectrofotométrico ultravioleta e
infravermelho muito semelhantes ao da DOPA-melanina sintética e também néo
produzir pigmento na presenca do inibidor da biossintese de DOPA-melanina

(tropolone).

Apesar das diferencas em suas estruturas quimicas, as melaninas fangicas
tem-se destacado pela diversidade de atividades biol6gicas com inUmeras aplicacdes
biotecnoldgicas. Goncgalves, Pombeiro-Sponchiado (2005) demonstraram que a
melanina produzida pelo mutante MEL1 do fungo Aspergillus nidulans apresentou
atividade antioxidante, sendo capaz de neutralizar os radicais gerados pelo &cido
hipocloroso (HOCI), apresentando uma magnitude de protecdo comparavel a
melanina sintética. Em outros estudos, o pigmento melanina produzida pelo mutante
MEL1 do fungo Aspergillus nidulans exibiu atividade anti-inflamatéria, agindo como
inibidor da producdo de NO e TNF-a em macrofagos estimulados por
lipopolissacarideo (LPS) bacterianos e, além disso, foi verificado que esse pigmento
nao apresentou efeito citotoxico em cultura de células McCoy, mesmo apos
metabolizacdo com as enzimas da fracdo S9 do figado, e também néo exibiu atividade
mutagénica para as linhagens de Salmonella thyphimurium usada no teste de Ames
(GONCALVES et al., 2015; GONCALVES et al., 2013). Rissoni Toledo et al. (2021)
demonstraram que biomassa altamente pigmentada do mutante MEL1 de A. nidulans
exibiu eficiéncia de 70% na recuperacao de cobre em soluc¢do durante cinco ciclos de
biossorcéao/dessorcao. Esses estudos confirmaram que a melanina produzida por A.
nidulans pode ser considerada uma candidata promissora para varias aplicacdes nas
areas da medicina, ambiental, farmacosmética e nanotecnologia (EL-NAGGAR,;
SABER, 2022; POMBEIRO-SPONCHIADO et al., 2017; TRAN-LY et al., 2020).



2.3 UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA A PRODUCAO DE
PIGMENTOS
Para uma aplicacdo pratica dos pigmentos fangicos, incluindo a melanina,

torna-se necessario estabelecer rotas mais baratas para a sua producdo em larga
escala. Uma alternativa é a utilizacdo de meios de cultivo de baixo custo, uma vez que
a composicdo do meio é um fator critico na determinacdo de bioprocessos

economicamente viaveis (PANESAR et al., 2015).

Os residuos agroindustriais, advindos das industrias alimenticias e da
producao agricola, incluindo varios materiais a base de plantas (palhas, caules, folhas,
cascas, sementes, polpas, bagaco) e também de origem animal (penas e soro de
leite), podem ser considerados substratos para o crescimento dos micro-organismos.
Esses residuos possuem uma composicao rica em carboidratos, proteinas, lipidios,
minerais e vitaminas, porém também apresentam altos valores de demanda biol6gica
de oxigénio e podem causar problemas de diferentes aspectos, incluindo
contaminacdo do meio ambiente, custo de coleta e tratamento do residuo e perda de
matérias-primas valiosas. Com isso, a transformacgéo eficiente desses residuos
tornou-se uma questdo ambiental central nos ultimos anos e, assim, a biotecnologia
microbiana também surgiu com novas possibilidades de utilizacdo massiva dos
residuos agroindustriais no desenvolvimento de produtos de valor agregado
(FREITAS et al.,, 2021; LOPES; LIGABUE-BRAUN, 2021; PANESAR; KAUR;
PANESAR, 2015).

Processos fermentativos tém utilizado residuos agroindustriais, para a
obtencdo de compostos de interesse industrial, incluindo os pigmentos microbianos,
0 que tem possibilitado reduzir os custos da producéo, uma vez que a utilizacao de
substratos e/ou meios de cultura sintéticos costumam ser caros. Outra vantagem da
aplicacdo desses substratos naturais (subprodutos agroindustriais) € atuar como uma
potente ferramenta no gerenciamento de residuos, evitando o seu descarte no meio
ambiente (LOPES; LIGABUE-BRAUN, 2021; NIGAM; LUKE, 2016; PANESAR; KAUR;
PANESAR, 2015; RAMESH et al., 2022).
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No processamento do milho sdo obtidos mais de 1000 tipos de subprodutos,
gue sdo amplamente utilizados em industrias alimenticias e quimicas, fermentacéo,
dentre outros. A 4gua de maceracdo de milho (AMM), o principal subproduto da
producdo do amido de milho, é considerada uma fonte rica e barata de carbono,
nitrogénio, aminoacidos e minerais, tendo ampla perspectiva de aplicacdo no
desenvolvimento de processo biotecnolégico (JIAO et al., 2022). A exemplo disso, a
AMM tem sido utilizado como uma importante fonte de nutriente para a producao de
pigmento (NIGAM; LUKE, 2016). Hamano e Kilikian (2006), em estudos sobre a
producao de pigmentos vermelhos por Monascus ruber em meios de cultura contendo
AMM, encontraram que em meio contendo 10 g L de glicose, 5 g L! de 4gua de
maceracédo de milho e 7,6 g L ™! de glutamato monossddico resultou na maior producgéao
de pigmento vermelho extracelular quando comparado ao meio contendo sais e
extrato de levedura. Estudos realizados por Basto et al. (2022) mostraram que a
producdo de pigmentos por Penicillium brevicompactum em um meio de baixo custo,
composto por 34,6 g L de soro de queijo e 8 g L de AMM, foi muito semelhante ao
meio sintético sob fermentacéo submersa com micélio livre e imobilizado. Em estudos
anteriores, foi avaliado a utilizacdo de agua de maceracéo de milho para o cultivo do
mutante MEL1 do fungo Aspergillus nidulans e, os resultados mostraram que o
crescimento do fungo foi favorecido na presenca de 2% de agua de maceracao de
milho, enquanto que na concentracao de 0,2% houve um aumento na producéo de

pigmento pela linhagem em estudo (Pretti, 2009).

Nas induastrias sucro-alcooleiras, o melaco de cana de aglUcar € um
subproduto obtido durante o processo de extracdo da sacarose, numa proporcao de
35 a 45 kg por 1 tonelada de cana processada, sendo produzidos cerca de 20 milhdes
de toneladas de melaco anualmente (JAMIR et al., 2021). O melaco de cana-de-
acucar tem sido utilizado como um fonte de carbono em processos fermentativos, uma
vez que contém aproximadamente 34% de sacarose, 11% de acgucares redutores
(glicose e frutose) e varios minerais (SINDHU et al., 2016). Anjos (2013) obtiveram um
aumento de 42% na produgédo de astaxantina por Mucor circinelloides quando a
concentracéo de 4% (v/v) de melaco foi aplicado no meio de cultivo na presenca de
luz (LED) azul. Cheng e Yang (2016) encontraram que um maior crescimento celular
e a sintese de carotendides por Rhodotorula mucilaginosa ocorreu quando melaco

estava presente no meio de cultivo como fonte de carbono em comparacdo ao meio



controle contendo glicose. Estudos realizados por Da Silva, lenczak e Moritz (2021),
usando subprodutos agroindustriais para producdo de biopigmento vermelho por
Monascus ruber, observaram uma alta produtividade desse pigmento quando a
mistura de farinha de arroz e melago (ambos na concentracédo 10 g L) foi aplicada

como meio de cultivo.

A vinhaca também é um subproduto das industrias sucro-alcooleiras obtido
apos a destilagéo fracionada do caldo fermentado da cana-de-acglcar para a producao
de etanol, sendo gerados cerca de 10 a 15 L de vinhaca para cada litro de etanol
produzido. Isso mostra que a vinhaga pode ser usada como substrato em processos
fermentativos para a obtencdo de véarios compostos, incluindo pigmentos, pois
apresenta uma composicao rica em nitrogénio, carbono, sulfato, potassio, fésforo,
magneésio, alguns metais (zinco, cobre, bario) e fendis (CHRISTOFOLETTI et al.,
2013; DEL GOBBO; COLIN, 2018; ESPANA-GAMBOA et al., 2011; HOARAU et al.,
2018; KAHRAMAN; YEILADA, 2001; PINHEIRO et al., 2020; SINDHU et al., 2016).
Dorla et al. (2013) demonstraram que a producdo de [(B-caroteno por Phycomyces
blakesleanus aumentou em 95% quando o fungo foi cultivado em vinhaca na presenca

de luz.

Com base nos estudos reportados na literatura, os subprodutos
agroindustriais podem ser utilizados como substrato para a obtencdo de diversos
produtos, incluindo os pigmentos microbianos, solucionando tanto as preocupacfes
econdmicas quanto as ambientais. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos

sobre a otimizagao dos processos em escala industrial.
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2.4 PRODUCAO DE PIGMENTOS EM BIORREATORES

Para o escalonamento da producdo microbiana de pigmentos, como a
melanina, a escolha do tipo de biorreator e a determinacdo de alguns parametros, sao
importantes para uma eficiente produgcédo em larga escala. Varios tipos de biorreatores
vem sendo explorados e desenvolvidos junto com 0s avan¢os na compreensao dos
sistemas bioldgicos, pois diversos fatores podem afetar um determinado bioprocesso
como: agitacéo, transferéncia de oxigénio, mistura, cisalhamento e estabilidade
operacional (SPIER et al., 2011; ZHONG, 2010). Com isso, diferentes configuragdes
de biorreatores tém sido utilizados para o cultivo de fungos, sao eles: reator de tanque
agitado, reator de coluna de bolhas, airlift e leito fluidizado, pois estes reatores sao
capazes de fornecer adequada transferéncia de oxigénio, pouco estresse de
cisalhamento e uma boa homogeneizacdo do meio (ESPINOSA-ORTIZ et al., 2016;
ZHONG, 2010).

Para a produgéo de pigmentos em fermentagdo submersa, alguns estudos
descrevem o uso dos biorreatores de tanque agitado e de coluna de bolhas (LOPES;
LIGABUE-BRAUN, 2021; WANG et al., 2021). O tipo mais comum de biorreator para
cultivo submerso € o de agitacdo mecéanica e/ou de tanque agitado. Biorreatores de
tanque agitado tém o meio de cultivo agitado mecanicamente por um motor elétrico,
que gera uma boa homogeneizacdo, suspensao de solidos, dispersao gas-liquido,
aeracao e a transferéncia de calor e massa. As desvantagens desse tipo de biorreator
sdo o0 estresse gerado pela agitacdo, impraticavel para certos microrganismos, e a
alta demanda de energia elétrica em altas agitagbes. Entretanto, esse tipo de
biorreator € o mais utilizado em estudos laboratoriais de escalonamento (ZHONG,
2010). Investigacdes realizadas por Sharma e Ghoshal (2020) demonstraram que
houve um aumento de aproximadamente 100 pug/g na producéo de carotenoides por
Rhodotorula mucilaginosa em reator de tanque agitado quando comparado a
producdo em frascos. Estudos realizados por Venkatachalam et al.,, (2023)
demonstraram que a utilizag&o do reator de tanque agitado aumentou a producao de
pigmento laranja e vermelho por Talaromyces albobiverticillius quando comparado ao

cultivo em frascos.



Outro reator utilizado para a producao de pigmento € o de colunas de bolhas,
0S quais sao reatores pneumaticos, que foram desenvolvidos para cultura de células
sensiveis, como células de fungos filamentosos, pois a intensa agitacdo (dependendo
do tipo de reator e geometria) afeta o grau de compactacéo e formacéo dos pellets,
afetando a obtencéo dos produtos de interesse. No entanto, em reatores pneumaticos
a agitacao do sistema ocorre através do gas que € aspergido na forma de bolhas em
uma fase liquida ou em uma suspensao liquido-soélido (ESPINOSA-ORTIZ et al., 2016;
SPIER et al., 2011). Este tipo de reator apresenta excelentes caracteristicas como,
alta taxa de transferéncia de calor e massa, alta homogeneizacao, baixo atrito (ou
seja, menos estresse ao micro-organismo cultivado), baixos custos operacionais e
maior produtividade volumétrica comparado ao de leito fixo e tanques agitados.
(ESPINOSA-ORTIZ et al.,, 2016; ZHONG, 2010). Estudo realizados por Nanou,
Roukas e Papadakis (2012), demonstraram que o reator de coluna de bolhas mostrou
ser um sistema de fermentacdo adequado para a producdo de carotenos por
Blakeslea trispora a partir de meio sintético. Gmoser et al. (2018), obtiveram uma
maior pigmentagédo de Neurospora intermedia em um reator de coluna de bolhas,
guando comparado ao cultivo em frasco. Esses estudos sdo importantes pois mostram
gue €é possivel aumentar a escala de producao de pigmentos microbianos, visando
uma futura aplicacdo industrial. Para isso, a otimizacdo das condicbes de
fermentacdo, como temperatura, pH, aeracao, agitacdo e componentes do meio, €
necessaria para maximizar a producdo de pigmento associada a uma reducédo dos
custos do bioprocesso (LOPES; LIGABUE-BRAUN, 2021).

40



41

3. OBJETIVO
O presente estudo teve como principal objetivo estabelecer as condi¢cdes

otimas de cultivo do mutante MEL1 do fungo A. nidulans para uma maior producéo de
melanina, usando subprodutos agroindustriais como componentes do meio de cultura,

visando uma futura aplicacdo do processo em escala industrial.
Para alcancar este propdsito, este projeto teve como objetivos especificos:

e Avaliar o efeito dos subprodutos (vinhaca, melaco e agua de maceragdo de
milho) na producdo de melanina pelo mutante MEL1 em frascos, por meio de
planejamentos estatisticos (fatorial fracionado) e, otimizar o meio de cultura
para a maior producdo de melanina por meio de planejamentos estatisticos

(delineamento composto central rotacional);

e Avaliar os parametros fermentativos (rendimentos e produtividades) na

condi¢do otimizada;

e Avaliar a producdo de melanina nos biorreatores tanque agitado e coluna de
bolhas, com a composicdo do meio de cultivo otimizado em frascos, visando o

aumento da producao de melanina em escala de banca;

e Avaliar a influéncia dos parametros operacionais, velocidade de agitacédo e

vazao de ar, na producao de melanina nos reatores.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fungo
Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado o mutante MEL1 do fungo

filamentoso Aspergillus nidulans (Figura 4), o qual apresenta auxotrofia para inositol
(inoB1) e producdo aumentada do pigmento DOPA-melanina (melC1) (GONCALVES,;
LISBOA; POMBEIRO-SPONCHIADO 2012). Esse microrganismo esta estocado no
laboratério de Fungos Filamentosos do Departamento de Bioquimica e Quimica
Organica do Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP).

Figura 4. Morfologia do mutante MEL1 do fungo A. nidulans em meio minimo suplementado com
glicose (1% m/v), nitrato de sddio (0,60% m/v), inositol (20 ppm) e com AMM (1% v/v).

Fonte: Acervo da Autora.

4.2 Vinhaca, Agua de macerac&o de milho e Melago
A vinhaca e o melago utilizados nos experimentos foram coletados na Usina

de Acucar e Alcool S0 Martinho localizada em Pradépolis/S&o Paulo. A agua de
maceracao de milho (AMM) foi cedida pela industria Corn Products Brazil-Ingredientes

Industriais LTDA, localizada na cidade de Balsa Nova/Parana.

Previamente a cada experimento, estes subprodutos agroindustriais foram
filtrados em papel Whatman n°l para a remocdo de sélidos e esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 min. A composi¢cdo quimica da vinhaca, melaco e agua de
maceracdo de milho esta apresentada na Tabela 2. Esses subprodutos foram
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caracterizados em termos de carbono e nitrogénio em analisador TOC — LCPN
SHIMADZU®.

Tabela 2. Composicdo quimica do melaco e vinhaca de cana-de-aclcar, e agua de maceragédo de

milho.
Vinhaca Melaco Agua de M.aceragéo de
Milho
(mg LY (mg LY g L
Carbono total 82950 306189,9© 28658,7()
Nitrogénio total 288.2) 5409,9) 4250.7©)
Ca 719@ 769,5 ® 239.8 ®
Na 50,2 435,3 ®) 206.2 ®
K 2056@ 1803,2 ® 2753,9 ®
P 190@ 0,78 ® 150
Mg 2376 246,2 ® 723,8 ®
Mn - 17,5 ® 55,3 ()
Zn 1,66@ 0,82 ® 10,7 ®
Cu 0,35@ 0,43 ® 110
Fe - 12,7 ® 15,6 ®
Fenois 671,36 © - -

(a)CHRISTOFOLETTI et al., (2013); (b) VALDUGA et al., (2007); (c) Fonte do Autor.



4.3 Obtencao dos esporos
Para o crescimento das linhagens foi utilizado o meio minimo descrito por

Cove (1966), com a seguinte composicao: 10 mL de solucéo de sais (descrita abaixo),
1 mL de solucdo de elementos tracos (descrita abaixo) e o volume foi completado até
1000 mL com &gua destilada.

e Solucgéo de sais (Cove, 1966):

Fosfato de potasSio MONODASICO. ........ceiiiiiiiiiiiiie e 14 g
Fosfato de pOotasSiO DIDASICO. ......coceiiiiiiiiiie e 6,86 g
(0012 (ol e [ 00 r= 151 (o J ST PRPPUPPRRP 109
YU =Y (oo L= 0 0 = To | =] (o J P 10g9

Agua destilada até completar 100 mL

e A solucao de elementos tracos (Cove, 1966):

Borato de s0dio decahidratado...............uueeieeiiiiiiiiiie e s 40 mg
Sulfato de cobre pentahidratado............ooooviiiiiiiiiii e 400 mg
Sulfato de ferro heptahidratado...............ceeeiiiiiiiiiiii e 532 mg
Sulfato de manganés monohidratado..................couvuiiiiiiiiiie e, 292 mg
Molibdato de sOdio bihidratado.............ccuueeeiiiiiiiiii e 800 mg
Sulfato de zinco heptahidratado. ... 8 mg

Agua destilada até completar 100 mL.

Para a preparacdo do meio minimo sélido foi adicionado 1,5% de agar. Apés
esterilizacdo do meio de cultivo por autoclavagem a 121,1°C por 20 minutos, foi
adicionado de maneira asséptica glicose (1% m/v), nitrato de sodio (0,60% m/v),
inositol (20 ppm) e agua de maceracao de milho 1% (v/v). Apds crescimento do fungo
por 5 dias a 37°C, os conidios foram coletados em solucédo salina (0,85%), filtrados
em |a de vidro e o seu numero foi estimado por contagem em Camara de Neubauer.

Para a padronizacdo do inoculo foi utilizado nos ensaios 10° esporos mL.
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4.4 Cultivo do fungo em frascos

De acordo com os estudos realizados anteriormente (SOUSA, 2017), para a

obtencdo de uma maior pigmentacdo da biomassa do mutante MEL1, o cultivo foi

realizado em duas etapas:

Pré-cultura: com o objetivo de estimular o crescimento do fungo, o cultivo foi
feito em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio minimo
descrito por Cove (1966), suplementado com glicose (1% m/v), nitrato de sodio
(0,60% m/v), inositol (20 ppm) e com AMM (1% v/v), inoculados com 10°

esporos. mL! e mantidos a 29°C por 48 h sob agitacédo constante de 225 rpm.

Cultura: para promover a maior pigmentacdo da biomassa, foi realizada a
transferéncia da massa micelial (10% v/v), obtida na etapa da pré-cultura, para
frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio minimo descrito por
Cove (1966), porém, suplementado com glicose, nitrato de sddio, inositol (20
ppm), AMM, melaco e vinhaga em diferentes concentracdes, de acordo com o
apresentado nos planejamentos experimentais. Em seguida os frascos foram
incubados a 29°C por 72 h, sob agitacdo constante de 225 rpm. Ao final desse
periodo de cultivo, a biomassa obtida foi separada do caldo de cultivo por
filtracdo a vacuo e seca em estufa a 55°C até peso constante. A biomassa seca
foi triturada e selecionada com um tamanho de particula entre 0,21 a 0,42 mm,
usando um conjunto de peneiras TYLER (MESH 65 e 35), para a posterior

extracao do pigmento.



4.5 Otimizacédo das condi¢cfes de cultivo do mutante MEL1 em frascos

Com o intuito de avaliar a influéncia da glicose, nitrato de s6dio, AMM, melaco
e vinhaca (varidveis independentes) sobre a producdo de pigmento (variavel
dependente), foi elaborado um planejamento fatorial fracionado 251, com 3 repeticdes
no ponto central totalizando 19 ensaios. As concentragcdes dos subprodutos
escolhidas para este planejamento foram determinadas a partir de estudos anteriores
(PRETTI, 2009; SOUSA, 2017).

A partir dos resultados da analise estatistica do planejamento fatorial
fracionado (2°1) visando a producdo de pigmento, foi elaborado um delineamento
composto central rotacional (DCCR) 23, com trés repeticbes no ponto central,
totalizando 17 ensaios. Nas Tabelas 3 e 4 encontram-se os niveis codificados usados
nos planejamentos de experimentos fracionado (251) e DCCR (23). As condicdes de
cultivo foram otimizadas para a etapa de cultura do fungo mutante MEL1, com o

objetivo de promover a maior pigmentacédo da biomassa.

Os resultados obtidos nos planejamentos experimentais foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), pelo programa computacional Statistica v10.0 onde foi
possivel avaliar os efeitos dos fatores estudados na producdo de pigmento pelo
mutante MEL1.

Tabela 3. Concentrac8es das variaveis independentes em diferentes niveis para o
planejamento fracionado 251,

Variaveis Niveis
-1 0 +1
X1 AMM (% v/v) 0 0,50 1,00
X2 Melago (% v/v) 0 1,00 2,00
X3 Vinhacga (% v/v) 0 0,50 1,00
X4  Nitrato de sodio (% m/v) 0 0,30 0,60
X5 Glicose (% m/v) 0 0,50 1,00
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Tabela 4. Concentrac8es das variaveis independentes em diferentes niveis para o delineamento
composto central rotacional (DCCR).

Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 +1 1,68
X1 Melago (% v/v) 0,01 1,00 2,45 3,90 4,89
X2 Vinhaca (% v/v) 0,01 0,50 1,23 1,95 2,44
X3 Glicose (% m/v) 0,01 0,50 1,23 1,95 2,44

4.6 Cultivo do fungo em biorreatores de bancada

Para a realizacdo destes ensaios foram utilizados dois reatores de bancada:
tanque agitado e o de coluna de bolhas (Figuras 5 e 6). As dimensdes dos reatores
séo:

e Reator de tanque agitado (Figura 5): apresenta uma altura de vaso de 224 mm,
didmetro de 176 mm e volume total de 5 L. Um impelidor naval (Figura 5) foi
utilizado nos ensaios, o qual apresenta altura da haste de 785 mm, diametro da
haste de 10 mm, didmetro total da hélice de 123 mm e a medida de cada hélice

de 70 mm. O volume de trabalho 1,5 L foi utilizado nos ensaios.

Figura 5. Cultivo do mutante MEL1 (etapa da cultura) em reator de tanque agitado com impelidor
nautico.

Fonte: Acervo da autora.



Reator de coluna de bolhas (Figura 6): apresenta uma altura de vaso de 540
mm, diametro de 107 mm, encamisamento térmico ao longo da coluna de
bolhas e volume total de 2 L. na base da coluna foi acoplado um difusor de ar,
gue apresenta 67 mm de diametro e a saida de ar é de 1 mm de diametro. O

volume de trabalho 1,5 L foi utilizado nos ensaios.

Figura 6. Cultivo do mutante MEL1 (etapa de cultura) em reator de coluna de bolhas com difusor
circular de ar.

Fonte: Acervo da autora.

O cultivo do mutante MEL1 nos biorreatores de bancada foi realizado em duas

etapas, como mencionado no item 4.4:

Pré-cultura: com o objetivo de estimular o crescimento do fungo, o cultivo foi
feito em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio minimo
descrito por Cove (1966), suplementado com glicose (1% m/v), nitrato de sddio
(0,60% m/v), inositol (20 ppm) e com AMM (1% v/v), inoculados com 106

esporos mL* e mantidos a 29°C por 48 h sob agitacédo constante de 225 rpm.

Cultura: foi realizada a transferéncia da massa micelial (10% v/v), obtida na
etapa da pré-cultura, para os reatores de tanque agitado e o de coluna de
bolhas, os quais apresentaram volume de trabalho de 1,5 L, suplementado de
acordo com a condicdo otimizada obtida nos planejamentos. Em seguida os

reatores foram incubados a 29°C conforme descrito na Tabela 5.
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Tabela 5. Condicdes operacionais dos biorreatores de tanque agitado e coluna de bolhas.

Tipos de Ensai Vazéo de Ar Vazéo volumétrica  Agitacao Tempo
nsaios
biorreatores (L min-1) especifica (vvm)* (rpm) (horas)
1 - - 150 72
2 - - 150 96
Tanque
, 3 - - 200 72
agitado
4 - - 200 96
5 0,8 0,53 200 96
Coluna de 1 15 1 - 72
bolhas 2 15 1 - 96

*(volumear/volumemeio/minuto).

Ao final da etapa de cultura, a biomassa obtida foi separada do caldo de cultivo
por filtracdo a vacuo e seca em estufa a 55°C até peso constante. A biomassa seca
foi triturada e selecionada um tamanho de particula entre 0,21 a 0,42 mm, usando um

conjunto de peneiras TYLER (MESH 65 e 35), para a posterior extracdo do pigmento.

4.7 Extracao do pigmento

Para a extracdo do pigmento presente na massa micelial foi feita seguindo o
método adaptado de Sava et al. (2001), onde a biomassa obtida nos ensaios foi
submetida a adicdo de hidréxido de sédio (NaOH) 1mol L na proporgéo 1:30 (m/v),
seguido de autoclavagem a 121°C por 10 minutos e centrifugacdo a 1935 xg por 20
min a 20°C. Este procedimento foi repetido até a completa descoloracdo da massa

micelial.

Com o sobrenadante, resultante do processo de centrifugacédo, o qual contém
o pigmento, foi acidificado com acido cloridrico concentrado (HCI) até pH 2, deixado
em repouso por 5 dias. ApGs este processo, foi feita a lavagem do sedimento com
agua destilada, seguido de centrifugacédo por 20 minutos a 48384 xg a 10°C. Este
procedimento foi repetido por cinco vezes. O pigmento obtido foi seco em estufa a 55-
60°C, pesado e a quantidade de pigmento obtido foi expresso em mg g* de biomassa.



4.8 Purificacdo da melanina

A purificacdo do pigmento foi realizada conforme método adaptado de Sava
et al. (2001), onde o pigmento extraido foi hidrolisado com &cido cloridrico (HCI) 7mol
L1 a 100°C por 2 horas e submetido a centrifugacdo a 12096 xg por 15 minutos a
10°C. O sedimento foi lavado com agua destilada e solventes organicos (cloroférmio,
acetato de etila e etanol) seguido de centrifugacdo a 1935 xg por 15 min a 20°C. O
sedimento foi seco a temperatura ambiente e dissolvido em hidroxido de sédio (NaOH)
1 mol L, precipitado com &cido cloridrico (HCI) 3mol L e centrifugado a 12096 xg
por 15 minutos a 10°C. Apdés estes procedimentos, a melanina purificada foi lavada
com agua destilada, seca em estufa a 55-60°C, pesada e a quantidade de pigmento

obtido foi expresso em mg g de biomassa.

4.9 Quantificacdo da melanina

A quantificacdo da melanina, foi feita conforme o descrito por Bull (1970). As
amostras foram preparadas na concentragéo de 1 mg de pigmento por mL de NaOH
0,5 mol L, a leitura foi realizada em um espectrofotémetro com o comprimento de
onda de 540 nm. A quantidade de melanina em ug foi determinada a partir do
coeficiente de absortividade obtido da curva analitica da DOPA-melanina sintética
(Figura 7). A quantidade total de melanina foi expressa em mg g de biomassa.

Figura 7. Curva de referéncia de DOPA-melanina sintética.
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Fonte: (SOUSA, 2017).
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4.10 Determinacédo da atividade enzimatica tirosinase e lacase pelo mutante
MEL 1

4.10.1 Preparacéo do extrato enzimatico livre de células

Para a preparacédo do extrato enzimatico livre de células foi realizado o cultivo
do fungo em frascos, nas condi¢cGes antes e apds a otimizacdo do meio de cultivo e
com 72h de cultivo. Em seguida, a biomassa foi separada do caldo de cultivo por
filtracdo a vacuo, triturada no almofariz utilizando nitrogénio liquido e solubilizada em
tampédo de extracdo (Tris-HCI 50 mmol L1; EDTA 1 mmol L1, PMFS 1 mmol L) na
proporcao de 0,5:2 (m/v), agitado por 1 minuto no vortex e centrifugado a 8626 xg por
10 minutos (BRIDGE; KOKUBUN; SIMMONDS, 2004). O precipitado contendo 0s
detritos celulares foi descartado e o sobrenadante (extrato enzimatico) foi utilizado

para os ensaios das atividades de tirosinase e lacase.

4.10.2 Atividade da tirosinase

Para a determinacdo da atividade de tirosinase foi feita seguindo o método
adaptado de Amaral e Ribeiro (2013). O meio reacional apresentou 1,5mL de tampéao
fosfato de sédio (0,1 mol L) pH 6,5 com L-tirosina (Immol L) e 1,5mL de extrato

enzimatico.

A atividade da tirosinase foi avaliada pela formacdo o-quinona em funcao da
variacdo da absorbancia em 280 nm na porcao linear da curva durante o periodo de
10 a 12 minutos, 25°C e pH 6,5. A atividade de tirosinase (U) foi determinada atraves
da equacao 1.

AAsgo

U.mL-1 = Mmin * 1000 (1)
Ve

Onde:
AA2so: variagéo da absorbancia em um aumento linear por minuto;

Ve: volume de extrato enzimatico utilizado (1,5 mL).



4.10.3 Atividade da lacase

Para determinacdo da atividade da lacase foi feita seguindo o método
adaptado descrito por Szklarz et al. (1989). O meio reacional foi composto por 0,3 mL
de extrato enzimatico, 1,3 mL de tampa&o citrato-fosfato (0,05 mol L*) pH 5,0 € 0,4 mL
de solucdo contendo siringaldazina. A solucdo de siringaldazina foi preparada
adicionando 0,05 g de siringaldazina em 50 mL de etanol. Como controle negativo foi
utilizado extrato enzimatico fervido por 5 minutos a 100°C.

A atividade da lacase foi avaliada pela oxidacdo da siringaldazina, a qual foi
determinada pelo monitoramento do aumento da absorbancia a 525 nm apo6s 10
minutos de reacdo a 30°C. A atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para oxidar 1 ymol de siringaldazina min-%, usando o coeficiente
de extingdo molar (€) igual a 6,5 x 10* Mlcm™ (SZKLARZ et al., 1989).

4.11 Determinacéo do teor de glicose

A determinacao do teor de glicose foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) SHIMADZU®. As amostras analisadas foram previamente
filtradas em filtro SepPak C18. Para a analise de glicose foi utilizada a coluna analitica
BIO-RAD AMINEX HPX-87H (300 x 7,8 mm). O método utilizado manteve a
velocidade de fluxo de 0,6 mL min, temperatura de 60°C, com volume de injecéo fixo

de 20 pL e, além disso, a fase mével utilizada foi composta por H2SO40,01mol L.
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4.12 Determinacédo dos parametros cinéticos de pigmentacéao

4.12.1 Velocidades instantaneas de transformacao
As velocidades instantaneas de crescimento (rx), consumo de glicose (rs) e

formacéo de melanina (rp), foram determinados pelas respectivas equacoes:
dX

T = d_t (2)
das
nEg 3
dpP
T'p = E (4)

4.12.2 Fatores de conversao

A determinacdo dos fatores de conversao (ou rendimentos) foi obtida
correlacionando-se a massa de biomassa produzida (X), com a massa de glicose
consumida (S) e a massa de melanina produzido (P), em gramas, em um determinado

tempo de cultivo, conforme as equagoes:

Yoss = So=s (5)
Onde:
Yxis: fator de converséo de glicose em biomassa (g/g);
X: concentracdo final de biomassa (g/L);
Xo: concentracgéao inicial de biomassa (g/L);
So: concentracéo inicial de glicose (g/L);

S: concentracéo final de glicose (g/L).



Y _P_PO
PIsT Sy =S

(6)

Onde:

Yrss: fator de converséo de glicose em melanina néo purificada (g/g);
P: quantidade de melanina nao purificada final (g);
Po: quantidade de melanina n&o purificada inicial (g);

So: concentracéo inicial de glicose (Q);

S: concentracéo final de glicose (g).

4.12.3 Velocidades especificas de transformacéao

As velocidades especificas de crescimento (px), consumo de glicose (Us) e
formacdo de melanina (Up), foram determinacdo respectivamente conforme as
equacdes (GADEN, 1955):

1 dx
- = 7

1/ dS
——(-= (8)

Hs X( dt)
W =~ 4P )
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4.12.4 Modelo cinético de Monod
O modelo cinético de Monod foi utilizado neste trabalho, conforme descrito

pela equacéo:

Wm S (10)

Onde:

Mx: velocidade méaxima especifica de crescimento (ht);
Um: maxima velocidade especifica de crescimento (h);
Ks: constante de saturacao;

S: Concentragéo de glicose (g/L).

4.12.5 Produtividade de pigmento (Qp)
A produtividade de melanina, a qual expressa a producdo de pigmento

produzido (g gt de biomassa) por tempo (h), foi calculada de acordo com equacéo 12.

0, = P, — P, (11)

Onde:

Qp: produtividade de pigmento (mg/g/h);

Pm: concentracdo maxima de pigmento (mg/qg);
Po: concentracéo inicial de pigmento (mg/qg);

Tip: tempo final da fermentacéo (h).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Efeito da glicose, nitrato de sédio, melaco, vinhaca e AMM na producéo de
melanina pelo mutante MEL1.

Com o intuito de avaliar a influéncia da glicose, nitrato de sodio e dos
subprodutos agroindustriais, AMM, melaco e vinhaca, sobre a producdo de melanina,
primeiramente foi realizado um planejamento fatorial fracionado 25! (Tabela 6 - com
valores codificados e reais). Esta estratégia foi aplicada somente na etapa de cultura
do mutante MEL1 do fungo A. nidulans, a qual corresponde a etapa de maior

pigmentacao.
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Tabela 6. Matriz dos ensaios do planejamento fatorial fracionado 251 para a producédo de biomassa e
melanina pelo mutante MEL1. Os valores reais estdo entre parénteses.

Melanina
Ensaios '?Vl\;lvl\;l M(evl /?/(3‘0 Vi?vr/]\?)(‘: a dlzlggfj(i)o G(Iris/(zse pur?f?:ada Biz)gmLa_Lls)sa

(m/v) (mg gtde

biomassa)
1 -1 (0%) |-1(0%) | -1 (0%) | -1 (0%) | 1 (1%) 173,26 2,66
2 1(1%) |-1(0%) | -1(0%) | -1 (0%) | -1 (0%) 22,86 1,75
3 -1 (0%) | 1 (2%) | -1 (0%) | -1 (0%) | -1 (0%) 133,33 4,20
4 1(1%) | 1(2%) | -1 (0%) | -1(0%) | 1(1%) 151,04 7,68
5 -1 (0%) |-1(0%) | 1(1%) | -1(0%) | -1 (0%) 32,97 0,91
6 1(1%) |-1(0%) | 1(1%) | -1(0%) | 1 (1%) 46,46 4,95
7 -1 (0%) | 1(2%) | 1(1%) | -1(0%) | 1(1%) 192,64 4,08
8 1(1%) | 1(2%) | 1(1%) | -1(0%) | -1 (0%) 74,98 6,94
9 -1 (0%) | -1 (0%) | -1 (0%) | 1 (0,6%) | -1 (0%) 25,97 0,77
10 1(1%) |-1(0%) | -1(0%) | 1(0,6%) | 1 (1%) 53,43 4,96
11 -1 (0%) | 1(2%) | -1 (0%) | 1 (0,6%) | 1 (1%) 158,21 6,61
12 1(1%) | 1(2%) | -1 (0%) | 1 (0,6%) | -1 (0%) 57,08 6,92
13 -1 (0%) |-1(0%) | 1(1%) | 1(0,6%) | 1 (1%) 181,22 3,04
14 1(1%) |-1(0%)]| 1(1%) | 1(0,6%) | -1 (0%) 12,23 1,64
15 -1 (0%) | 1(2%) | 1(1%) | 1(0,6%) | -1 (0%) | 174,39 4,53
16 1(1%) | 1(2%) | 1(1%) | 1(0,6%) | 1(1%) 99,75 7,97
17 | 0(0,5%) | 0(1%) |0 (0,5%)| 0(0,3%) | 0 (0,5%) | 96,52 4,46
18 | 0(0,5%) | 0(1%) |0 (0,5%)| 0(0,3%) | 0 (0,5%) | 94,90 4,90
19 0 (0,5%) | 0 (1%) |0 (0,5%)| 0 (0,3%) | 0 (0,5%) 90,52 4,64




De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, a suplementacéo do
meio de cultivo com os subprodutos agroindustriais e solucdes quimicamente
conhecidas, como glicose e nitrato de sodio, influenciaram a producdo de melanina
pelo mutante MEL1, pois houve uma grande variagao na quantidade de melanina nao
purificada produzida, variando de 12,23 a 192,64 mg g de biomassa (Ensaios 14 e
7, respectivamente - Tabela 6). Essa variacdo na producdo de melanina, segundo
Papagianni (2004), pode estar relacionada com os parametros do processo de cultivo
gue podem afetar a produtividade dos fungos, séo eles: inoculo, composi¢céo do meio
de cultivo, tipo e concentracdo das fontes de carbono, nitrogénio e fosfato, metais e
outros ions, tensdo de oxigénio dissolvido, tensédo de diéxido de carbono dissolvido,
pH do meio de cultura, temperatura e forgcas mecéanicas. Além disso, o estudo destaca
que a composicdo do meio de cultivo, usados nas fermentagdes industriais
submersas, deve favorecer o crescimento e a formacdo do produto com altos
rendimentos, mas para isso os fungos requerem agua, uma fonte de carbono e de

energia, uma fonte de nitrogénio e varios outros elementos.

Com os resultados apresentados nos ensaios 1 e 9 (Tabela 6), houve uma
grande variacdo nos resultados sobre a producdo de melanina nao purificada, sendo
que os valores obtidos foram de 173,26 mg g* de biomassa na presengca somente de
glicose (Ensaio 1) e de 25,97 mg g de biomassa na presenca somente de nitrato de
sédio (Ensaio 9). Além disso, para o ensaio 9, o qual apresenta somente nitrato de
sédio em sua composicdo, houve uma reducdo na producdo de melanina néo
purificada de 147,29 mg g de biomassa, valor este equivalente a 6,67 vezes menor
gquando comparado com a producdo de melanina néo purificada em meio contento
somente glicose em sua composicdo (Ensaio 1). Esses resultados indicam que as
fontes de carbono e nitrogénio influenciam a producdo de melanina. Estudos
realizados por Sun et al., (2016), o qual a avaliou o efeito de nutrientes em meio de
cultivo para a produgéo de melanina em Auricularia auricula, relatou que a presenca
de fontes de carbono no meio de cultivo, afeta tanto o crescimento micelial quanto a
sintese de melanina, pois o carbono ndo é somente utilizado para as necessidades
energéticas de manutencdo das atividades celulares, como também para a
biossintese de melanina em Auricularia auricula. Por outro lado, a menor producao de
melanina obtida na presenca de fontes de nitrogénio também foram reportadas por

Jiang et al. (2016), os quais reportaram um aumento na producdo de melanina pela
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linhagem da levedura XJ5-1 de Aureobasidium melanogenum na auséncia de fontes
de nitrogénio, tanto nas culturas em placas como em meio liquido. Estudos
apresentados por Gmoser et al. (2017), sobre os fatores que influenciam na producao
de pigmento por fungos filamentosos, sugerem que a limitacdo de nitrogénio em
meios de cultivo pode aumentar a concentragdo de pigmentos totais na maioria das
cepas de fungos filamentosos, uma vez que, a limitacdo de nitrogénio pode influenciar
na taxa de metabolismo de aminoacidos. Com isso, Sanchez et al. (2013), em revisao
sobre a producao de microbiana de carotenoides, sugere que com uma sintese lenta
de proteinas e o crescimento lento do micro-organismo, causados pela limitacdo de
nitrogénio, € capaz e favorecer a carotenogénese. Assim, estes estudos vao ao
encontro dos resultados obtidos no ensaio 1 (Tabela 6), onde a auséncia de nitrogénio
e a presenca de fonte de carbono, como a glicose, durante a etapa da cultura,

favoreceu a producao de melanina pelo mutante MEL1 do Aspergillus nidulans.

Com o resultado apresentado no ensaio 7 (Tabela 6), o qual apresenta
melaco, vinhagca e glicose em sua composi¢do, houve uma maior produgcdo de
melanina nao purificada com 192,64 mg g* de biomassa, onde a adicdo de melaco,
vinhaca e glicose ao meio de cultivo favoreceu a maior producdo de melanina. Com
iss0, esses resultados vao ao encontro ao apresentado na literatura, pois estudos tem
demonstrado que 0s micro-organismos apresentam uma preferéncia pelas fontes de
carbono para obter energia para o crescimento e a formacgao do produto (THAIRA et
al., 2019). Entretanto, esse aumento na producdo de melanina néo purificada,
apresentado no ensaio 7 (Tabela 6) pode também estar relacionado com a auséncia
de fontes de nitrogénio, como o nitrato de sédio e AMM, uma vez que, estudos tem
demonstrado que a limitacdo de nitrogénio pode favorecer a producéo de pigmentos
em fungos filamentosos (GMOSER et al., 2017; SANCHEZ et al., 2013). Além disso,
a presenca de melago e vinhaga, no ensaio 7 (Tabela 5), pode ser visto como uma
suplementacdo do meio de cultivo, pois em comparacdo com o ensaio 1 (Tabela 6),
onde ha apenas glicose em meio de cultivo, houve um aumento na producdo de
melanina néo purificada de 19,68 mg g* de biomassa, valor este equivalente a 1,11
vezes maior apenas com a adicdo de melaco e vinhagca. Com isso, Panesar, Kaur e
Panesar (2015) afirmam que os meios sintéticos que apresentam uma suplementacéo
com residuos agroindustriais podem favorecer a producdo microbiana de pigmento.

Além disso, de acordo com o apresentado na Tabela 2, sobre a composicado quimica



do melaco e vinhaca, podemos notar que além de compostos como carbono e
nitrogénio, também encontramos outros compostos que sdo capazes de favorecer a
producdo de melanina, como o cobre e fendis. Essa andlise vai de encontro aos
estudos apresentados por Lopes e Ligabue-Braun (2021) e Walker e White (2005),
que afirmam que os subprodutos agroindustriais apresentam nutrientes adicionais
como: carboidratos, proteinas, minerais e vitaminas que sao capazes de favorecer o

desenvolvimento fangico e a obteng&o de bioprodutos.

Outros dados encontrados na Tabela 6, demonstram que a presenca somente
dos subprodutos agroindustriais (AMM, melaco e vinhaca), conforme o apresentado
no ensaio 8, ndo exibiram uma elevada producéo de melanina, contando com uma
producdo de melanina ndo purificada de 74,98 mg g* de biomassa, o equivalente a
uma producdo de melanina nédo purificada de 117,66 mg g de biomassa, valor este
2,57 vezes menor quando comparado ao ensaio 7, o qual apresenta melaco, vinhaca
e glicose em sua composicdo e onde houve a maior producdo de melanina néo
purificada. A obtencéo deste resultado pode ser devido a presenca de AMM, pois este
subproduto agroindustrial, segundo dados apresentados na Tabela 2, exibe uma
elevada concentracdo de nitrogénio que pode afetar a producdo de melanina.
Segundo Tudzynski (2014), em estudos sobre a regulacdo do nitrogénio no
metabolismo secundario de fungos, afirmam que qualidade e a quantidade da fonte
de nitrogénio usada no meio de crescimento tem um efeito especial ndo apenas no
crescimento e diferenciacdo, mas também na biossintese de muitos metabolitos
secundarios fungicos. Além disso, conforme apresentado em discussdes anteriores,
estudos tem demonstrado que a presenca de fontes de nitrogénio prontamente
metabolizaveis ou que favorecam o crescimento microbiano podem reprimir ou inibir
a producao de metabdlitos secundarios, como os pigmentos (GMOSER et al., 2017,
SANCHEZ et al., 2013).

Analisando os resultados apresentados no ensaio 16 (Tabela 6), em meio
contendo AMM, melaco, vinhaca, nitrato de sodio e glicose, houve uma producéo de
melanina ndo purificada de 99,75 mg g* de biomassa, valor que corresponde a uma
producdo de melanina ndo purificada de 92,89 mg g*' de biomassa, valor este
equivalente a 1,93 vezes menor ao encontrado no ensaio 7 (meio contendo melaco,
vinhaca e glicose) (Tabela 6), onde encontramos a maior produgéo de melanina nao

purificada (192,64 mg g* de biomassa). Essa diminuicdo na producdo de melanina
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pode estar relacionada com a composi¢cdo do meio de cultivo, onde a presenca da
AMM e do nitrato de sddio resultou em uma reducdo mais acentuada na quantidade

de melanina produzida.

No ensaio 10 (Tabela 6), onde a composicdo do meio de cultivo também
apresenta AMM, nitrato de sédio e glicose, foi obtida uma producdo de melanina néo
purificada igual a 53,43 mg g* de biomassa, valor que equivale a uma reducéo de
139,21 mg g* de biomassa (3,6 vezes menor) em relacédo ao ensaio 7, o qual contém
melaco, vinhaca e glicose e a producédo de melanina néo purificada foi de 192,64 mg
g de biomassa. Com isso, a presenca de duas fontes de nitrogénio, AMM e nitrato
de sddio, foram as varidveis que afetaram a producdo de melanina. Isso pode ser
confirmado comparando o ensaio 10 (meio contendo AMM, nitrato de sddio e glicose)
com o ensaio 1 (meio cultivo somente com glicose) (Tabela 6), onde a composicéo do
meio de cultivo ndo apresentou AMM e nitrato de sodio e a producdo de melanina nao
purificada foi igual a 173,26 mg g de biomassa, 0 que equivale a um aumento de
119,83 mg g de biomassa, ou seja, 3,2 vezes maior do que no ensaio 10. Esses
resultados mostraram que as fontes de nitrogénio, AMM e nitrato de sédio, utilizadas
nos experimentos afetaram negativamente a producdo de melanina pelo mutante
MEL1. Como j& abordado em discussdes anteriores, estudos tem demonstrado que
limitacao de nitrogénio em meios de cultivo parece ser uma condi¢cao necessaria para
aumentar a concentracdo de pigmentos totais na maioria das cepas de fungos
filamentosos (GMOSER et al., 2017).

Quando melaco e glicose estao presentes no mesmo meio, Como no ensaio 7
(meio contendo melaco, glicose e vinhaca), a producao de melanina ndo purificada
chegou a 192,64 mg g* de biomassa o que equivale a um aumento de 59,31 mg g
de biomassa, ou seja, 1,4 vezes maior quando comparado ao ensaio 3, onde 0 meio
de cultivo apresenta somente melaco, e a producdo de melanina néo purificada foi de
133,33 mg g de biomassa (Tabela 6). Esse resultado demonstra que a presenca de
duas fontes de carbono, melacgo e glicose, pode ter favorecido o aumento da producgao
de melanina pelo mutante MEL1. Conforme discutido anteriormente, a presenca de
fontes de carbono no meio de cultivo € necessaria tanto para o crescimento micelial
guanto para a sintese de pigmento, pois o carbono ndo é somente utilizado para as
necessidades energéticas de manutencgéo das atividades celulares, mas também para

a biossintese de biomoléculas (SUN et al., 2016).



Analisando os dados referentes a producdo de biomassa, apresentados na
Tabela 6, é possivel verificar que a presenca dos subprodutos agroindustriais também
afetou o crescimento do mutante MEL1, com uma variacdo de 0,77 a 7,97 g L*
(Ensaios 9 e 16, respectivamente - Tabela 6). No ensaio 16 ( meio contendo AMM,
melaco, vinhaca, nitrato de sédio e glicose) foi obtida a maior producéo de biomassa
com 7,97 g L%, porém a producédo de melanina nédo purificada foi de 99,75 mg g de
biomassa, equivalente a uma reducédo de 92,89 mg g de biomassa (1,93 vezes
menor) quando comparado ao ensaio 7 (meio contendo melago, vinhaga e glicose),
onde houve a maior producdo de melanina ndo purificada igual a 192,64 mg g* de

biomassa, porém a producéo de biomassa foi de 4,08 g L* (Tabela 6).

De acordo com os resultados obtidos, o meio de cultivo com condi¢cdo de
limitacdo de nutrientes, principalmente fonte de nitrogénio, como no caso do ensaio 7
(Tabela 6), houve uma baixa producdo de biomassa e um aumento na producéo de
melanina enquanto que o meio rico em nutrientes, como no caso do ensaio 16,
observa-se um aumento na producdo de biomassa, porém a quantidade de melanina
nao purificada produzido foi menor (Tabela 6). Esses resultados confirmam que os
componentes nutricionais presentes no meio de cultivo, afetam significativamente nao
apenas a taxa de crescimento micelial, mas também de outros metabdlitos, como o
pigmento melanina. Segundo Sanchez et al., (2013), a produgdo microbiana de
carotenoides ocorre em condi¢cdes que normalmente causam estresse ou inibem o
crescimento celular, como a limitacdo de nutrientes. Além disso, eles afirmaram que
para a maioria dos micro-organismos as condi¢des ideais de crescimento geralmente

nao representam as condicdes ideias para maior producdo de carotenoides.

Analisando os ensaios 7 (meio de cultivo contendo melaco, vinhaca e glicose)
e 16 (meio de cultivo contendo AMM, melaco, vinhaca, nitrato de sédio e glicose)
(Tabela 6), os quais apresentaram uma producéo de biomassa de 4,08 e 7,97 gL, e
uma producdo de melanina nédo purificada de 192,64 e 99,75 mg g* de biomassa,
respectivamente. Dessa forma o meio de cultivo com condicdo de limitagdo de
nutrientes, principalmente com nitrogénio limitante, como no caso do ensaio 7 (Tabela
6), houve uma baixa producéo de biomassa e um aumento na producédo de melanina
ndo purificada de 92,89 mg g' de biomassa, valor este equivalente a 1,93 vezes
maior, quando comparado ao ensaio 16 (Tabela 6). Ja em meio contendo uma ampla

gama de nutrientes disponiveis, como no caso do ensaio 16 (Tabela 6), podemos notar
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qgue ha um aumento de 3,89 g L! na producéo de biomassa, porém a producéo de
melanina néo purificada diminui 92,89 mg g* de biomassa, valor este equivalente a
1,93 vezes menor, quando comparado ao ensaio 7 (Tabela 6) onde houve a maior
producéo de melanina néo purificada (192,64 mg g de biomassa). Esses resultados
vao de encontro com a revisdo apresentada por Sanchez et al. (2013) sobre a
producdo microbiana de carotenoides, o qual afirma que o meio de cultivo capaz de
promover maior crescimento, como os dados obtidos no ensaio 16 (Tabela 6), ndo é
0 meio de cultivo correto para promover maior pigmenta¢do, como o dados obtidos no

ensaio 7 (Tabela 6).

Analisando a presenca de uma Unica fonte de carbono ou de nitrogénio
(Tabela 6), observa-se que no ensaio 1, cujo meio contém somente glicose, as
producdes de biomassa e de melanina nédo purificada foram maiores (2,66 g L e
173,26 mg g*' de biomassa, respectivamente) que no ensaio 9, onde o meio é
composto somente por nitrato de sédio (0,77 g Lt e 25,97 mg g*' de biomassa,
respectivamente). Esses resultados concordam com os relatos de Sun et al. (2016),
0s quais observaram que a fonte de carbono no meio é essencial para o crescimento
e a sintese de melanina pelo fungo Auricularia auricula, uma vez que a sua presenca
ndo apenas supre a necessidade de energia celular, mas também fornece a estrutura

de carbono para melanina durante a sua biossintese pelo fungo.

Avaliando os principais efeitos das variaveis independentes sobre a producao
de melanina ndo purificada, mostrado na Figura 8, verifica-se que todas as variaveis
testadas séao significativas estatisticamente (p<0,10). Entretanto, as variaveis AMM e
nitrato de sodio demonstraram um efeito negativo (p<0,10) sobre a producgéo de
melanina ndo purificada, podendo acarretar em uma diminuicdo na producdo de
melanina quando aplicados ao meio de cultivo. Além disso, estes dados sugerem que
a aplicacéo destas duas variaveis independentes deve ser feita em seu nivel inferior
(-1), onde suas concentragdes encontraram-se iguais a 0% (v/v), indicando que
exclusao destas do meio de cultivo pode aumentar a produgéo de pigmento. Por outro
lado, as variaveis melago, vinhaga e glicose apresentaram efeitos positivos (p<0,10)
na producéo de melanina ndo purificada, sugerindo que a aplicacéo destas variaveis
deve ser feita em seu nivel superior (+1), onde as concentra¢des sdo: 2%(v/v), 1%(v/v)
e 1% (m/v) respectivamente, indicando que um aumento destas concentragdes pode

acarretar em um aumento na producdo de melanina. Com isso, essas analises
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confirmaram os resultados do ensaio 7 (Tabela 6), onde a maior producdo de melanina
ndo purificada (192,64 mg g* de biomassa) foi obtida no meio de cultivo contendo
melaco, vinhacga e glicose.

Figura 8. Gréfico de Pareto sobre a andlise dos principais efeitos das variaveis independentes sobre

a producéo de melanina pelo mutante MEL1 em fungdo do planejamento fatorial fracionado 251,

AMM (X1) |
Glicose (X5) 42,05799
Melago (X2) 39,70941
Nitrato de Sédio (X4) -5,25552
Vinhaca (X3) 3,178097

p=,1

Diante dos resultados apresentados, outros ensaios deveriam ser elaborados
para otimizar as concentracdes das variaveis significativas glicose, vinhaca e melaco,
com o intuito de alcancar uma maior produgcéo de melanina. Com isso, foi elaborado
um planejamento composto central rotacional (DCCR) 22 conforme o apresentado na

Tabela 7 (com valores codificados e reais).

Neste segundo planejamento experimental (Tabela 7) a producéo de melanina
ndo purificada apresentou uma variacdo de 129,85 a 218,21 mg g* de biomassa
(Ensaios 2 e 9 respectivamente). Essa variagdo nos resultados mostra que a selegéo
das variaveis independentes e suas concentracdes foram corretamente aplicados e
destacam suas importancias para a producéo e obtencédo de melanina pelo mutante
MELL1.
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Tabela 7. Matriz dos ensaios do DCCR 23 para a producao de biomassa e melanina pelo mutante
MEL1. Os valores reais estéo entre parénteses.

Melanina
. Melago Vinhaca Glicose nao Biomassa
Ensaios purificada 1
(VIV) (VIV) (m/v) (mg g de (gL
biomassa)

1 -1 (1,00%) -1 (0,50%) -1 (0,50%) 197,92 3,36
2 1 (3,90%) -1 (0,50%) -1 (0,50%) 129,85 6,32
3 -1 (1,00%) 1 (1,95%) -1 (0,50%) 164,59 4,01
4 1 (3,90%) 1 (1,95%) -1 (0,50%) 135,58 5,20
5 -1 (1,00%) -1 (0,50%) 1 (1,95%) 198,81 3,37
6 1 (3,90%) -1 (0,50%) 1 (1,95%) 174,80 5,12
7 -1 (1,00%) 1(1,95%) 1(1,95%) 177,29 4,32
8 1 (3,90%) 1 (1,95%) 1 (1,95%) 165,11 5,36
9 -1,68 (0,00%) 0 (1,23%) 0 (1,23%) 218,21 3,46
10 1,68 (4,89%) 0 (1,23%) 0 (1,23%) 203,56 5,33
11 0 (2,45%) -1,68 (0,00%) 0 (1,23%) 202,85 4,91
12 0 (2,45%) 1,68 (2,40%) 0 (1,23%) 166,52 5,62
13 0 (2,45%) 0 (1,23%) -1,68 (0,00%) 148,83 3,83
14 0 (2,45%) 0 (1,23%) 1,68 (2,44%) 180,14 4,33
15 0 (2,45%) 0 (1,23%) 0 (1,23%) 189,74 5,00
16 0 (2,45%) 0 (1,23%) 0 (1,23%) 191,29 5,50
17 0 (2,45%) 0 (1,23%) 0 (1,23%) 199,00 5,28

Com andlise dos ensaios 9 (meio de cultivo com 1,23% de vinhaca e 1,23 %

de glicose) e 10 (meio de cultivo com 4,89% de melaco, 1,23% de vinhaca e 1,23 %
de glicose) (Tabela 7), os quais apresentaram uma producdo de melanina nao
purificada de 218,21 e 203,56 mg g! de biomassa respectivamente, podemos
observar que houve uma diminuicdo na producdo de pigmento de 14,65 mg g* de
biomassa, valor este equivalente a 1,07 vezes menor para o ensaio 10 (Tabela 7).
Essa diminuicdo na producdo de melanina nao purificada pode ser devido a presenca

de melago, juntamente com glicose, no meio de cultivo (Ensaio 10 — Tabela 7), pois



guando ausente (Ensaio 9 — Tabela 7) proporciona um aumento na producdo de
melanina nao purificada. Este resultado pode ser devido a presenca destas duas
fontes de carbono favorecer o crescimento do fungo em comparacao a producao de
melanina. Isso foi confirmado pelo aumento de 1,54 vezes (equivalente a 1,87 g L?)
na producédo de biomassa no ensaio 10, quando melaco e glicose estavam presentes
no meio, comparado ao ensaio 9, que contém somente glicose (Tabela 7). Resultados
similares foram obtidos por Da Silva, lenczak e Moritz (2021), os quais observaram
gue na presenca de melaco ocorreu um aumento na producao de biomassa, mas uma
baixa producédo de pigmento indicando que esta fonte de carbono é adequada para o
crescimento de Monascus ruber. De acordo com a literatura, a producdo de
metabdlitos secundarios, como o pigmento melanina, frequentemente ocorre apos
uma reducdo na taxa de crescimento devido a limitacdo de nutriente, ou seja, ndo
ocorre uma ativacdo das vias do metabolismo secundario enquanto houver
disponibilidade de nutrientes para o crescimento do fungo (GRIFFIN; GIMENO,1995).
Gmoser et al.,, (2018), em estudos a producdo de B-caroteno por Neurospora
intermédia, relataram que o crescimento microbiano pode ndo estar associado a
producdo de pigmento, uma vez que sob condi¢cdes favoraveis os nutrientes sao

efetivamente convertidos em biomassa ao invés de formacéo de pigmento.

Os resultados apresentados nos ensaios 11 (meio de cultivo com 2,45% de
melaco e 1,23% de glicose) e 12 (meio de cultivo com 2,45% de melaco, 2,40% de
vinhaca e 1,23% de glicose) (Tabela 7), com uma producdo de melanina néo
purificada de 202,85 e 166,52 mg g* de biomassa respectivamente, podemos notar
uma diminuicdo na producédo de melanina néo purificada de 36,33 mg g* de biomassa,
valor este equivalente 1,22 vezes menor no ensaio 12 (Tabela 7) quando comparado
ao ensaio 11 (Tabela 7). Esse declinio na producdo de melanina pode estar
relacionado com a presenca de vinhaca ao meio de cultivo, uma vez que, na presenca
de alta concentracdo de vinhaca (2,40% v/v) no ensaio 12 (Tabela 7) ocorreu uma
menor produgédo de melanina néo purificada. Por outro lado, a presenca de vinhaca
em baixa concentracao parece ser necessaria para uma maior producdo de melanina,
como o apresentado no ensaio 9 (meio de cultivo com 1,23% de vinhaca e 1,23 % de
glicose), onde ocorreu a maior produgdo de melanina néo purificada (218,21 mg g*
de biomassa) e a concentracao de vinhaca era 1,23% (v/v), comparado com o ensaio

12, cuja concentracdao de vinhaca era 2,40% (v/v) e a producdo de melanina nao
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purificada foi de 166,52 mg g! de biomassa, indicando que a diminuicdo da
concentracdo de vinhaca pode aumentar a producdo de melanina nao purificada em
51,72 mg g* de biomassa, valor este equivalente a 1,31 vezes maior como no caso
do ensaio 9 (Tabela 7). Estes resultados podem ser explicados pela presenca de
alguns componentes presentes na vinhaca, como fendis e cobre, os quais
desempenham um papel importante como precursores para a sintese de pigmento
melanina em fungos (EISENMAN; CASADEVALL, 2012; POMBEIRO-SPONCHIADO.
et al., 2017; TRAN-LY et al., 2020a). Kim et al. (2004), avaliando o efeito do fenol na
producdo de carotendides totais no cultivo de Rhodotorula glutinis, reportaram que o
fenol € um fator determinante na producéo de B-caroteno por Rhodotorula glutinis K-
501, pois ocorreu um aumento 35% quando 500 ppm de fenol foi adicionado ao meio
de cultura. Estudos apresentados por Guo et al., (2014), sobre a producéo elevada de
melanina por um novo isolado de Streptomyces kathirae, observaram que em meio de
cultivo otimizado, contendo sulfato de cobre apresentou uma concentragdo méaxima
de melanina de 13 g L, valor este equivalente a 8,6 vezes maior do que o obtido em
meio de cultivo subo6timo. Estudos realizados em nosso grupo de pesquisa, o qual
avaliou o efeito de indutores na melanizagédo do mutante MEL1 do fungo Aspergillus
nidulans, observaram que a presenca de sulfato de cobre no meio de cultivo promoveu
um aumento de 7,37 vezes na producdo de melanina, equivalente a um acréscimo de
125,42 mg g* de biomassa quando comparado ao valor obtido nas condi¢es antes
da otimizacdo (MEDEIROS, 2020).

Em analise dos ensaios 13 (meio de cultivo com 2,45% de melaco e 1,23%
de vinhaca) e 14 (meio de cultivo com 2,45% de melaco, 1,23% de vinhaca e 2,44%
de glicose) (Tabela 7), podemos notar uma producéo de melanina nao purificada de
148,83 e 180,14 mg g* de biomassa respectivamente, demonstrando um aumento na
producdo de melanina ndo purificada de 31,31 mg g* de biomassa, valor este
equivalente a 1,21 vezes maior para ensaio 14 (Tabela 7). Esse aumento na producéo
de melanina parece estar relacionado a adicdo de glicose ao meio de cultivo, pois
comparando a composi¢cao dos meios de cultivos dos ensaios 13 (meio de cultivo com
2,45% de melaco e 1,23% de vinhaca) e 14 (meio de cultivo com 2,45% de melaco,
1,23% de vinhaga e 2,44% de glicose) (Tabela 7), podemos notar que na auséncia de
glicose (ensaio 13) a producdo de melanina ndo purificada apresentou-se inferior

guando comparado ao ensaio 14, o qual apresentou a glicose em sua composi¢ao.



Também se observa no ensaio 13 que a presenca de melaco como Unica fonte de
carbono, mesmo quando em alta concentracéo (2,45%), nao favoreceu a producao de
melanina ndo purificada. Véarios estudos tém demonstrado que a glicose é
uma fonte de carbono facilmente metabolizavel pela maioria dos microrganismos
para obter energia para o crescimento e também para a formacdo de produtos
(BUHLER et al., 2013; DA COSTA SOUZA et al., 2016; GMOSER et al., 2018; THAIRA
et al., 2019; SUN et al., 2016). Outros estudos como Rani et al. (2013), que avaliaram
a producdo de melanina em levedura negra Hortaea werneckii, obtiveram a maior
producdo de melanina na presenca de glicose como fonte de carbono. Neste sentido,
0s resultados obtidos nestes ensaios indicam que a glicose pode estar sendo

requerida para a producao especifica de melanina.

Na Tabela 7 a producdo de biomassa apresentou uma variacdo na producao
de 3,36 a 6,32 g L' (Ensaio 1 e 2, respectivamente). Como mencionado
anteriormente, essa variagcao na producdo de biomassa esta diretamente relacionada
com a composi¢cdo do meio de cultivo do micro-organismo. Como observado no
ensaio 1 (Tabela 7), meio composto por melaco (1% v/v), vinhaca (0,50% v/v) e glicose
(0,50% m/v), a producédo de biomassa foi de 3,36 g L%, valor este equivalente a 1,88
vezes menor do que o encontrado no ensaio 2 (Tabela 7), onde o meio contém melacgo
(3,90% v/v), vinhaga (0,50% v/v) e glicose (0,50% m/v) e a producéo de biomassa foi
de 6,32 g L. Por outro lado, uma diminuigdo na producdo de melanina néo purificada
€ observada quando comparamos o ensaio 1 (meio de cultivo com 1% de melaco,
0,50% de vinhaca e 0,50% de glicose) e 2 (meio de cultivo com 3,90% de melaco,
0,50% de vinhaca e 0,50% de glicose) (Tabela 7), onde a producéo foi de 197,92 e
129,85 mg g* de biomassa, respectivamente. Dessa maneira, hd um aumento na
producdo de biomassa de 2,96 g L't quando elevamos a concentracdo de melaco de
1% para 3,90% (v/v), porém, ocorre uma reducéo de 68,07 mg g* de biomassa, valor
este equivalente a 1,52 vezes menor na producdo de melanina ndo purificada, com o
aumento da concentracao de melaco. Estudos apresentados por Da Silva, lenczak e
Moritz (2021), os quais testaram melaco e farinha de arroz para a producao de
pigmento vermelho por Monascus ruber, mostraram que a aplicagdo somente de
melaco no meio de cultivo aumentou a producéo de biomassa. Eles explicam que o
aumento da producdo de biomassa pode estar relacionado com a composi¢cdo do

melaco, o qual contém nitrogénio, potassio, cloro, magnésio, fésforo e carbono, que
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sao responsaveis pelo maior crescimento do fungo obtida nesta cultura, mas esses
nutrientes ndo promoveram um aumento na producdo de pigmento. Assim, a
determinacao da concentracao ideal de melaco em meio de cultivo é fundamental para
a obtencao de pigmento pelo mutante MEL1.

Para os resultados obtidos nos ensaios 2 (meio de cultivo com 3,90% de
melaco, 0,50% de vinhacga e 0,50% de glicose) e 9 (meio de cultivo com 1,23% de
vinhaca e 1,23 % de glicose) (Tabela 7) confirmam que a composi¢cdo do meio de
cultivo ideal para uma maior producédo de melanina, ndo é a mesma para uma maior
producado de biomassa. No ensaio 9, o qual apresentou a maior producéo de melanina
nao purificada (218,21 mg g* de biomassa), sendo 88,36 mg g* de biomassa, valor
este equivalente a 1,68 vezes maior que a producédo de melanina néo purificada no
ensaio 2 (129,85 mg g de biomassa), a producéo de biomassa foi de 3,46 g L%, sendo
2,86 g Ltinferior aquela obtida no ensaio 2 (6,32 g L!). Esses resultados indicam que
0s meios de cultivo que contenham elevadas concentragdes de fontes de carbono nao
sdo adequados para promover a maior pigmentacdo. Assim, esses resultados
concordam com aqueles apresentados por Sanchez et al., (2013), os quais afirmam
gue para a maioria dos micro-organismos as condicfes ideais de crescimento
geralmente ndo representam as mesmas condi¢Oes ideias de maior producédo de

pigmento.

Para melhor compressdao dos resultados apresentados na Tabela 7 em
relacdo a produgdo de melanina ndo purificada e de biomassa nas diferentes
condicdes, foi realizada a analise de correlacdo de ordem de Spearman (Figura 9). Os
resultados obtidos mostraram que nédo existe correlacdo (p > 0,05), indicando que um
aumento na producdo de biomassa ndo acarretou um aumento na producdo de
melanina ndo purificada. Com essa analise foi demonstrado que a otimizacdo das
variaveis independentes esta especificamente relacionada com uma maior producéo

de melanina pelo mutante MEL1 ao invés da producéo de biomassa.



Figura 9. Grafico da Correlacdo de ordem de Spearman com os dados da producdo de biomassa e

melanina nao purificada obtidos no DCCR 28.
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Na analise dos efeitos das variaveis independentes sobre a producéo de
melanina ndo purificada (Figura 10), as variaveis melaco (linear), vinhaca (linear e
quadratica), glicose (linear e quadratica) e a interacao entre melaco e glicose (ambos
lineares) sao significativos (p<0,05) para a producéo de pigmento. Entretanto, melago
(linear) e vinhaca (linear e quadratica) apresentaram efeitos negativos para a
producdo de melanina ndo purificada, indicando que a presenca destas variaveis ao
meio de cultivo deve ser feita apenas em baixas concentracdes para que haja um
aumento na producao de melanina. Com isso, esses resultados vao de encontro com
o apresentado na Tabela 7 nos ensaios de 9 (meio de cultivo com 1,23% de vinhaca
e 1,23 % de glicose) a 12 (meio de cultivo com 2,45% de melaco, 2,40% de vinhaca e
1,23% de glicose), onde podemos observar os efeitos das variaveis vinhaca e melaco,
uma vez que, ao inclui-las em suas maiores concentragdes (nivel axial superior +1,68)

ocorre uma diminuigdo na quantidade de melanina ndo purificada produzida.
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Figura 10. Gréfico de Pareto sobre andlise dos efeitos das variaveis independentes sobre a
producéo de melanina pelo mutante MEL1 em funcdo do planejamento composto central rotacional
(DCCR) 23

Glicose X3(Q) | --9,60033
(1)Melago X1(L) | --8,63689

(3)Glicose X3(L) | I?,624913

(2)Vinhaga X2(L) | -6,56541

Vinhaga X2(Q) | -4,82796

1Lby3L | 4,360417

1Lby2L | 3,647165

Melaco X1(Q) | 1,44799

2Lby3L -0,266777

p=,05

Em analise da Figura 10, a variavel glicose apresenta-se significativa (p<0,05)
e com dois efeitos, positivo no linear e negativo no quadratico. Essa diferenca sobre
a analise dos efeitos mostra que esta variavel deve ser aplicada ao meio de cultivo
em seu nivel zero (1,23% m/v) para aumentar a producao de melanina. Dessa forma,
esses resultados concordam com o que foi obtido no ensaio 9 (Tabela 7) onde
encontramos a maior producdo de melanina ndo purificada (218,21 mg g* de
biomassa) em meio contendo glicose com a concentracao de 1,23% (m/v) comparado
ao ensaio 14 (Tabela 7), cuja producédo de melanina néo purificada foi menor (180,14

mg g de biomassa) quando a concentracdo de glicose estava em 2,44% (m/v).

Na andlise dos efeitos (Figura 10), pode-se notar que a interacao entre melago
(linear) e glicose (linear), se mostrou significativa (p<0,05). Essa interacao pode ser
observada no ensaio 11, onde o meio de cultivo contendo 2,45% (v/v) de melaco e
1,23% (m/v) de glicose mostrou uma producdo de melanina ndo purificada de 202,85
mg g de biomassa, o que representa um aumento de 54,02 mg g-* de biomassa, valor
este equivalente 1,36 vezes maior que no ensaio 13, cujo meio de cultivo contém

2,45% (v/v) de melaco e 1,23% (m/v) de vinhaca e a quantidade de melanina néo
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purificada produzida foi de 148,83 mg g de biomassa (Tabela 7). No entanto, o
resultado obtido no ensaio 9 (Tabela 7) mostrou que uma maior producédo de melanina
ndo purificada (218,21 mg g de biomassa) foi obtida quando o meio de cultivo contém
apenas vinhaca e glicose, ou seja, 0 melaco ndo esta presente em sua composicao.
Como pode ser observado no ensaio 10 (Tabela 7), a presenca de melaco (4,89%,
v/v), juntamente com vinhaca (1,23%, v/v) e glicose (1,23%, m/v), possibilitou uma
producédo de melanina néo purificada de 203,56 mg g* de biomassa, equivalendo a
uma reducéo na quantidade de melanina néo purificada produzida de 14,65 mg g*de
biomassa quando comparado ao ensaio 9, cuja meio contém vinhaca (1,23%, v/v) e
glicose (1,23%, v/v), sem a presenca de melaco (Tabela 7). Com isso, esses
resultados indicam que o melaco ndo é a uma fonte de carbono adequada para
promover a pigmentacdo pelo mutante MEL1 do fungo A. nidulans e que a sua

exclusdo do meio de cultivo pode favorecer a producdo de melanina.

Na analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 8, encontramos que
0 modelo proposto para a producdo de melanina (equacéo 12) é significativo, uma vez
que, o F calculado foi significativo (p<0,05) e, além disso, pela analise de distribuicdo

F foi possivel notar que o modelo ndo apresentou falta de ajuste (p>0,05).

Tabela 8. Andlise de variancia para a produ¢édo de melanina pelo mutante MEL1 em fungéo
do planejamento composto central rotacional (DCCR) 28,

. Soma dos Graus de Quadrado .

Fator de Variacéao Quadrados  Liberdade Médio Fcalc. Fcrit. p-valor
Regressao 8157,928 8 1019,741 4,639118 3,44 0,021948
Residuos 1758,508 8 219,8136

Falta de ajuste 1709,302 6 284,8836 11,57904 19,33 0,081619
Erro Puro 49,20678 2 24,60339
Total 9916,437 16

Todos os valores numéricos sao fatores significativos (nivel de 95% de confianca). R?2=0,822491.

Y =194,47 -23,16 x1-17,62 X2-14,26 x2? +20,46 x3-28,35 x3? +15,29 X1X3
Equacéo 12

onde y é a variavel resposta (producdo de melanina ndo purificada) e x1, X2, X3 S&0

melaco, vinhaga e glicose, respectivamente.
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De acordo com o modelo matematico proposto (equacdo 12), foi possivel
obter os graficos de superficie de resposta (Figura 11), os quais expressam a
producéo de melanina néo purificada (mg g* de biomassa) em relacdo a concentracéo
das variaveis independentes estudadas.

Na analise das superficies de respostas (Figura 11), a maior producédo de
melanina ndo purificada ocorre sempre na presenca de glicose, sugerindo que esta
variavel € essencial para producdo de melanina pelo mutante MEL1. Estudos
realizados por Huang et al. (2017) demonstraram que ocorre um aumento nos
rendimentos de pigmentos amarelos extracelulares e intracelulares com Monascus.
ruber CGMCC 10910 quando a concentracdo de glicose inicial € aumentada no meio
de cultivo. Além disso, eles elucidam que a elevada concentracdo da glicose foi capaz
de regular positivamente a expressao dos genes responsaveis pela biossintese de
pigmentos, em especial a biossintese de pigmentos amarelos. Com base nos
resultados obtidos neste trabalho, podemos afirmar que a aplicagao de glicose em

meio de cultivo deve ser feita visando o aumento na produgéo de melanina.

Na andlise das interacfes apresentadas na Figura 11, a interacdo entre
glicose e melago (Figura 11A e 11B), expressa uma producdo de melanina n&o
purificada, confirmando o obtido pela analise dos efeitos (Figura 10). Entretanto, para
uma maior producdo de melanina nao purificada a concentracdo de melaco sugerida
pela superficie de resposta (Figura 11A e 11B) deve ser 0% (v/v) enquanto a
concentragdo de glicose deve ser 1,63% (m/v). Esse resultado est4 de acordo com o
apresentado na Tabela 7 no ensaio 9, onde o meio de cultivo contendo 1,23% (v/v) de
vinhaca e 1,23% (m/v) de glicose, sem a presenca de melaco, apresentou a maior
producdo de melanina ndo purificada (218,21 mg g* de biomassa). Uma provavel
explicacdo para a auséncia e/ou exclusdo do melagco do meio de cultivo, conforme
discutido anteriormente, € devido a sua capacidade para promover um aumento na

producdo de biomassa e uma baixa producdo de melanina.
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Figura 11. Superficie de resposta para a produgdo de melanina nao purificada (mg g-* de biomassa)

pelo mutante MEL1 e a interac¢é@o entre as variaveis independentes.
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Para a andlise da interacao entre vinhaca e melaco nas Figuras 11C e 11D, a
presenca de ambos o0s subprodutos agroindustriais em meio de cultivo pode acarretar
em uma baixa producdo de melanina n&o purificada. Essa baixa producédo de
melanina pode estar relacionada com as concentracdes das variaveis aplicadas nos
ensaios. Por outro lado, em analise da Figura 11D, nos sugere que para um aumento
na producao de melanina as concentragdes ideias de vinhaca e melaco devem ser de
0,81% (v/v) e 0% (v/v) respectivamente, confirmando o discutido nas Figuras 11A e
11B. Ainda, esses resultados confirmam a andlise dos efeitos apresentada na Figura
9, onde é possivel observar que a interacdo entre melago e vinhaca ndo apresentam
efeitos significativos para a producdo de melanina ndo purificada. Além disso, os
dados obtidos na Tabela 7 no ensaio 13, onde 0 meio de cultivo apresentava apenas
vinhaca e melaco, a producdo de melanina ndo purificada foi de 148,83 mg g de
biomassa, o equivalente a uma producéo de melanina ndo purificada com 69,38 mg
g de biomassa, valor este equivalente a 1,47 vezes menor que a condi¢cdo de maior
producdo de melanina ndo purificada (ensaio 9 — Tabela 7), indicando que néo é
possivel otimizar as concentracfes destas duas variaveis para que haja um aumento

na producdo de melanina.

Na analise da interacdo entre vinhaca e glicose (Figura 11E e 11F), houve
uma elevada producdo de melanina ndo purificada na presenca de ambos compostos
nas concentracdes 0,81% (v/v) e 1,63% (m/v) respectivamente. Além disso, esta
analise confirma o resultado apresentado no ensaio 9 (Tabela 7), onde foi possivel
obter a maior producdo de melanina néo purificada, com 218,21 mg g* de biomassa
em meio de cultivo contendo somente vinhacga e glicose. No entanto, os resultados
apresentados nas Figuras 11E e 11F reforcam o encontrado na literatura, pois estudos
tem demonstrado que o uso de fontes de carbono, como glicose, pode favorecer nédo
somente o crescimento micelial dos fungos, como também favorece a producéo de
pigmento (SUN et al., 2016; THAIRA et al., 2019). Por outro lado, a utilizagdo da
vinhaca no meio de cultivo pode estar relacionada com a sua composi¢cao, pois
segundo a dados apresentados na Tabela 2, podemos notar que a vinhaca apresenta
um elevado contetdo de teor organico capaz servir como fonte de carbono para
favorecer o desenvolvimento microbiano (SAGLAM et al., 2018). Além disso, a
presenca de outros compostos presentes na vinhaca, como o cobre e fendis, pode

favorecer a producdo de melanina. Nosanchuk, Stark e Casadevall (2015)



demonstraram que a sintese de melanina por Cryptococcus neoformans requer a
adicao de substratos fendlicos exdgenos para formar o pigmento via lacasse. Estudos
realizados por Baldrian (2006) e, Ramsden e Riley (2014), descrevem que ions de
cobre podem atuar como indutores das enzimas lacase e tirosinase, responsaveis
pela melanizacdo, uma vez que o cobre é capaz de atuar como um cofator no sitio
catalitico destas enzimas. Dessa forma, esses relatos da literatura, confirmam que a
presenca de glicose e vinhaca na composi¢cao do meio de cultivo é capaz de favorecer

a producéo de melanina no mutante MELL1.

Para garantir a validacdo experimental do modelo obtido no planejamento
composto central rotacional, foi utilizado a fungéo de desejabilidade (Figura 12), a qual
apresenta os valores maximos para a variavel resposta em fung¢éo da combinacao das

variaveis independentes em seus niveis 6timos.

Figura 12. Func¢do de desejabilidade (com os valores reais) para a produ¢édo de melanina ndo
purificada (mg g de biomassa) em fungao da combinagdo das variaveis independentes em seus
niveis 6timos.
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Na analise apresentada pela Figura 12 o valor predito pelo modelo para a
producédo de melanina néo purificada é de 223,26 mg g de biomassa, entretanto, esta
producdo somente sera alcangcada quando as variaveis independentes apresentarem
as concentragOes preditas pela funcédo de desejabilidade. Assim, a formulacdo do
meio de cultivo e para uma maior producdo de melanina, predita pela funcdo de
desejabilidade, deve conter: 0,81% (v/v) de vinhacga, 1,62% (m/v) de glicose e 0% (v/v)
de melago. Estes resultados confirmam aquele apresentado na Tabela 7 (Ensaio 9),
onde a maior producdo de melanina néo purificada (218,21 mg g* de biomassa) foi
obtida no meio de cultivo composto por 0% (v/v) de melaco, 1,23% (v/v) de vinhaca e
1,23% (m/v) de glicose, ou seja, condicdes proximas aquela estimada pela funcéao de
desejabilidade. Outros dados encontrados nas Figuras 11E e 11F, sobre a superficie
de resposta, também confirmaram o predito pela funcdo desejabilidade, onde
encontramos o0 ponto da maxima producdo de melanina ndo purificada quando
vinhaca e glicose estdo presentes no meio de cultivo. A explicacdo para estes
resultados, conforme discussfes anteriores, esta relacionada com o fato da glicose
ser uma fonte de carbono prontamente assimilavel capaz de promover o
desenvolvimento microbiano e, consequentemente favorecer a producdo de
metabolitos secundarios de valor agregado (SUN et al., 2016; THAIRA et al., 2019).
A auséncia de melaco pode ser justificada pelo fato que a sua presenca fornece
nutrientes que promovem maior crescimento do fungo, porém uma menor producao
de pigmento (DA SILVA; IENCZAK; MORITZ, 2021). Por outro lado, a vinhaga se
destaca pela sua composicao, pois pode apresentar-se como fonte de carbono, capaz
de favorecer o crescimento de micro-organismos e, pela presenca de compostos
especificos como o cobre que é capaz de promover a pigmentacdo em fungos
(KAHRAMAN; YEILADA, 2001; SAGLAM et al.,, 2018; WALKER; WHITE, 2005).
Outros compostos presentes na vinhaca, como os fendis, também podem ter
favorecido a producdo de melanina pelo mutante MEL1, pois este pigmento €&
sintetizado pela polimerizagdo oxidativa de compostos fendlicos e/ou indélicos
(GONCALVES.; LISBOA; POMBEIRO-SPONCHIADO, 2012; TRAN-LY et al., 2020).



Com base nos resultados apresentados pela funcao de desejabilidade, foram
realizados ensaios para a validacdo das condi¢cdes de cultivo do mutante MEL1, no
qual foi obtido uma producédo de melanina néo purificada de 291,74 + 4,59 mg g'de
biomassa. Com isso, estes ensaios comprovam que foi possivel otimizar a producéo
de melanina mediante a aplicacdo das concentracfes das variaveis independentes

previstas pela funcdo de desejabilidade.

Comparando a producdo de melanina ndo purificada, antes e ap6s a
otimizacao (Tabela 9), é possivel notar que na condicdo estabelecida em estudos
anteriores a quantidade de pigmento obtido foi de 155,15 + 19,91 mg g de biomassa,
engquanto que a condi¢do otimizada no presente trabalho alcancou o valor de 291,74
+ 4,59 mg g'de biomassa, representando um aumento de 136,59 mg g de biomassa,
valor este equivalente a 1,88 vezes maior quando comparado a condicdo anterior. Em
relacdo a quantidade de melanina purificada, obteve-se um aumento de 125,07 mg g
! de biomassa na condicdo otimizada, valor este equivalente a 2,25 vezes maior
quando comparado com a condi¢do anterior. Com isso, € possivel afirmar que este
aumento na producdo de melanina pelo mutante MEL1 esté diretamente relacionado
a composicado do meio de cultivo. Além disso, considerando a quantidade de biomassa
produzida na condicao otimizada (Tabela 9), a producéo total de melanina purificada
atingiu 1g L, o que indica que foi possivel otimizar a produgdo de melanina pelo
mutante MEL1 utilizando vinhaca como substrato de baixo custo juntamente com a

glicose como fonte de carbono.

Tabela 9. Producdo de melanina ndo purificada e purificada pelo mutante MEL1 nas
condicdes antes e apés otimizacao.

" Melanina ndo Melani ificad
. iomassa ifi elanina purificada
purificada pL
Condicoes (g LY _ (mg g! de biomassa)
(mg g de biomassa)

Antes da 392+ 0,06 155,15 + 19,91 100,32 + 28,13

otimizagéo
ApOs  1457+0,16 291,74 + 4,59 225,39 + 4,52

Otimizacgéao
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Com a otimizacdo do meio de cultivo também foi possivel reduzir os custos
para a producédo de melanina. Considerando a composi¢cao do meio de cultura antes
da otimizacdo, o custo desse meio era de aproximadamente R$ 8,27 por litro. No
entanto, com a otimizagdo do meio de cultura estabelecida nesse trabalho, o custo
desse meio foi de aproximadamente R$ 3,20 por litro. Esses valores indicam que
houve uma reducgéo de R$ 5,07 por litro, valor este equivalente a uma reducao de 2,58
vezes (61,3%), no custo do meio de cultivo apos a otimizagdo do meio. Com isso, este
estudo demonstra que a otimizacdo do meio de cultivo ndo somente foi capaz de
promover um aumento da producdo de melanina, com também possibilitou uma

reducdo nos custos do meio de cultivo para a sua producéo.

5.2 Avaliacéo da atividade das enzimas lacase e tirosinase no mutante MEL1

Considerando os resultados da produgéo de melanina purificada (Tabela 9),
0 aumento observado apo6s a otimizacdo do meio de cultivo pode estar relacionado
com o aumento na atividade das enzimas envolvidas no processo de biossintese da
melanina. Como pode ser observado na Figura 13, a melanina é formada pela
oxidacao de fendis ou inddis por acdo das enzimas tirosinases e lacases, sendo que
a origem dos percursores da melanina pode ser enddégena ou exégena (SINGH et al.,
2021).



Figura 13. Representacdo esquematica da biossintese da DOPA-Melanina em fungos. Reacdes 1 e 2
séo catalisadas por tirosinase e reacéo 3 pode ser catalisada por tirosinase ou lacase.

NH
1 HO :
/ Tyrosine

0 COzH) 2
NH,
0 \ HO COH
Dopaquinone (DAQ) 3
NH»>
HO
Dopa

HO 0 HO
5 1)
mCOEH) 3 mcozm e mcozm
———
HO N ; : HO N HO N

D{‘ IJO
Leucodopachrom Q pa Dopachrome Dihydroxyindoles

Eumelanin

Fonte: (LANGFELDER et al., 2003).

Analisando os resultados sobre a atividade lacase (Tabela 10), pode-se
observar que houve um pequeno aumento (em torno de 14%) na atividade lacase
apos a otimizacdo. No entanto, para a analise estatistica do teste Tukey (p<0,05)
realizado sobre os dados da atividade da lacase, antes e apds a otimizacéo,
demonstraram que n&o houve diferencas significativas sobre a atividade da lacase,
antes e apo0s a otimizacao, indicando que a mudanca na composi¢cdo do meio de
cultivo nao interfere na atividade desta enzima. Esse resultado parece indicar que a
lacase n&o estaria envolvida diretamente na via de sintese de melanina no mutante
MEL1. Estudos realizados em Aspergillus nidulans identificaram uma enzima lacase,
codificada pelo gene yA, como responsavel pela conversao de um pigmento amarelo
na coloracdo verde dos conidios deste fungo. A expressao desse gene € regulada

pelo desenvolvimento do fungo, ocorrendo antes do inicio da conidiacdo durante a
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fase exponencial de crescimento (CLUTTERBUCK, 1972). Também foi identificado
um outro gene (tilA) em A. nidulans, que codifica uma lacase cuja expressao acontece
durante a fase exponencial de crescimento e mantém-se praticamente inalterada
durante todo o crescimento assexual (SCHERER; FISCHER, 2001). Com base nestas
informacbes, a explicacdo para os resultados obtidos pode estar relacionada a
atividade lacase ter sido determinada durante a fase estacionaria do crescimento do
fungo em cultura submersa, onde h& o predominio do crescimento micelial em forma
de “pellets” e ndo esta ocorrendo a produgao e pigmentagédo dos conidios. Assim, a
atividade da lacase seria mantida em niveis baixos praticamente constante,

independente das condi¢des de cultivo (antes e ap6s a otimizacao).

Tabela 10. Atividade das enzimas tirosinase e lacase ap0s cultivo do mutante MEL1 nas
condi¢des antes e apds otimizacao.

Condicies Tirosinase Lacase
¢ (U/mL) (U/mL)
Ant_es d? 560+0,462 0,59+0,162
otimizacéao
.APC'JS . 8,99+1,30°> 0,67 +0,162
Otimizacéo

Como mostrado na Tabela 10, é possivel notar que houve um aumento da
atividade tirosinase, equivalente a 60% apods a otimizacao, quando comparado com a
condicdo antes da otimizacdo. A analise estatistica realizada pelo teste de Tukey
(p<0,05), mostrou que ha diferencas significativas entre os valores da atividade da
tirosinase antes e apds a otimizacado, indicando que a mudanc¢a na composicdo do
meio de cultivo afetou a atividade desta enzima. De acordo com a literatura, a sintese
de determinadas enzimas pode ser estimulada por componentes presentes no meio,
0S quais agem como substrato ou ativadores de vias metabdlicas especificas
(ODENIYI; OGUNSANYA; UNUOFIN, 2019). Neste trabalho, a presenca de vinhaca
no meio de cultivo otimizado pode ter favorecido o aumento da atividade tirosinase,
uma vez que esse subproduto apresenta fendis em sua composicéo (Tabela 2), os
guais podem atuar como substrato para enzimas fenol oxidases, como a tirosinase
(RAMSDEN; RILEY, 2014). Além disso, a maior atividade tirosinase exibida pelo



mutante MEL1 na condi¢cdo otimizada também pode ser explicada pela presenca de
cobre na vinhaca (Tabela 2), o qual atua como um cofator no sitio catalitico desta
enzima, aumentando a sua atividade (RAMSDEN; RILEY, 2014; SINGH et al., 2021).
Estudos tém mostrado que a adicdo de cobre no meio de cultivo promoveu um
aumento na sintese de melanina. Galhaup e Haltrich (2001) constataram que o micélio
de Trametes pubescens apresentou maior melanizacao na presenca de ions cobre,
sendo que a concentragdo de melanina na parede celular aumentou em resposta da
concentracédo de cobre. Estudos realizados por Medeiros (2020) mostraram que a
suplementacdo do meio de cultivo com sulfato de cobre, em baixas concentracéo
(0,27 pmol L), contribuiu para uma maior melanizacdo do mutante MEL1. Os
resultados obtidos no presente trabalho indicam que a presenca de fendis e cobre na
vinhaga promoveram uma ativagdo da enzima tirosinase, que participa da via de
biossintese da melanina no mutante MEL1, o que promoveu um aumento na producao

deste pigmento.

5.3 Estudo dos parametros fermentativos de pigmentacdo em frascos

Ensaios foram realizados para avaliar o crescimento, a producao de melanina
nao purificada e o consumo de glicose pelo mutante MEL1 durante a etapa da cultura
na condicdo otimizada (meio de cultivo contendo 0,81% (v/v) de vinhaca, 1,62% (m/v)

de glicose) e os resultados estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Cinética de crescimento, producdo de melanina e consumo de glicose pelo mutante MEL1

durante o cultivo na condi¢do otimizada.
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Em relacdo a producédo de melanina néo purificada (Figura 14), observa-se
gue a maior producéo ocorreu no periodo de 96 horas de cultivo, com uma producéo
de 378,12 mg g de biomassa, valor este que representa um aumento de 122,74 mg
g de biomassa, equivalente a 1,48 vezes maior quando comparado ao tempo de 72
horas, onde a producéo de melanina ndo purificada foi de 255,38 mg g* de biomassa.
Além disso, observa-se que no periodo de maior producédo de melanina nao purificada
(96 horas de cultivo), o fungo encontra-se na fase estacionaria de crescimento, uma
vez que producdo de biomassa se manteve praticamente constante. Também é
possivel observar que durante o periodo de 96 horas de cultivo houve o maior
consumo da glicose disponivel no meio (Figura 14), o que possibilitou o fornecimento
de substrato e energia necessarios para o metabolismo do fungo. Esses resultados
estdo em concordancia com varios estudos descritos na literatura. Walker e White
(2005), demonstraram que durante a fase estacionaria de crescimento, os fungos
realizam o metabolismo secundario, iniciando vias metabdlicas especificas que néo
sdo essenciais para o crescimento das células, mas estdo envolvidas na
sobrevivéncia do organismo. Estudos realizados por Gmoser et al. (2018) afirmaram
que o aumento da producdo de pigmento em Neurospora intermedia pode estar

relacionado ao maior consumo de carbono, pois um esgotamento mais rapido da fonte

Melanina néo purificada

(mg g de biomassa)



de carbono da uma resposta de estresse mais precoce as celulas. Chai et al. (2020),
em estudo sobre efeitos da biossintese de pigmento e citrinina no metabolismo e
morfologia de Monascus purpureus em fermentagdo submersa, reportaram que uma
maior produgcdo de pigmento e citrinina pela linhagem selvagem de Monascus
purpureus ocorreu, apos o0 consumo total da glicose, quando o fungo alcancou a fase
estacionaria de crescimento. Outros estudos, como o apresentado por Tkacova,
Klempova e Certik (2018), também demonstraram uma maior producdo de
carotendides em Rhodotorula glutinis durante a fase estacionaria de crescimento do
fungo, acoplado ao consumo total de glicose, quando na concentragédo 20 g L. Da
Silva, lencza e Moritz (2021), observaram que 0 aumento na producédo de pigmento
vermelho por Monascus ruber também esté relacionada a maior densidade de células
obtidas na fase estacionaria de crescimento do fungo e ao consumo total de glicose,

guando o fungo foi cultivado em meio contendo farinha de arroz e melaco.

Em andlise da producao de biomassa (Figura 14), € possivel observar que o
mutante MEL1 apresentou duas fases de desenvolvimento: uma fase exponencial
curta (0 a 24 horas de cultivo) e uma fase estacionaria (24 a 120 horas de cultivo). A
existéncia de apenas estas duas fases, sem a necessidade de um tempo de
adaptacao (fase lag), pode ser explicado pelo fato de o cultivo iniciar com um inéculo
obtido apds 48 h na etapa da pré-cultura, estava na fase exponencial de crescimento.
Assim, a velocidade especifica de crescimento do mutante MEL1, no periodo de 0 a
24 h da etapa de cultura, jA& era maxima, apresentando um valor da velocidade
especifica de crescimento (ux) igual a 0,0336 ht. Além disso, durante a fase
exponencial de crescimento (0 a 24 horas de cultivo), também foi possivel determinar
a velocidade especifica de consumo de substrato (us) e a velocidade especifica de
formacéo de produto (Up), as quais apresentaram valores iguais a 0,182 mg g* hte

6,48 mg g* hl, respectivamente.

Os valores de px, Use pp foram plotados em fungéo ao tempo de cultivo (Figura
15) para verificar a dependéncia da produgédo de melanina ndo purificada em relagéo
ao crescimento do mutante MEL1. De acordo com os graficos apresentados na Figura
15, a producdo de melanina pode ser classificada com parcialmente associada ao
crescimento do mutante MEL1 e a equacéo (13) correlaciona a velocidade especifica

de producdo de melanina com a velocidade especifica de obtencéo de biomassa.

y = 138,83x + 0,2768 (13)

84



Figura 15. Velocidade especifica de crescimento (pix), velocidade especifica de consumo de substrato (us) e a velocidade especifica de formacéo de produto
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Também foram analisados outros parametros relativos aos fatores de

conversdo de substrato para biomassa (Yxs), de substrato para melanina nao

purificada (Yps), de biomassa em melanina ndo purificada (Yxp) e produtividade

méaxima de melanina néo purificada (Qp) (Tabela 11).

Tabela 11. Avaliacao dos parametros relativos aos fatores de conversao de substrato em biomassa,
de substrato em produto e produtividade maxima de melanina nao purificada em relacéo a producao
de biomassa e de melanina néo purificada com o consumo de glicose durante o cultivo do mutante
MEL1 na condigdo otimizada.

Parametros
Tempo | Biomassa Melarlli.na nao Cons.umo Vi Yo %
(horas) @ LY purificada de glicose QoY) (@gl) (mggthd
(mg g* de biomassa) (gL
0 1,07 40,36 12,41
24 2,83 +0,36 98,78 + 15,83 8,07+1,62 041 0,05 2,43
48 2,61 + 0,06 192,73 +12,11 439+1,15 0,19 0,06 3,17
72 2,73+0,19 255,38 + 12,43 255+0,18 0,17 0,07 2,99
96 2,76 £ 0,09 378,12 +£7,82 255+1,98 0,17 0,10 3,52
120 |3,01+0,19 340,28 + 40,12 0,54+0,30 0,16 0,08 2,50
144 |2,63+0,10 310,12 £ 8,93 0,36 +0,18 0,13 0,06 1,87
168 |2,38+0,18 304,46 £ 5,99 0,57+0,01 0,11 0,06 1,57

Fator de conversdo de substrato em biomassa (Yws); fator de conversdo de substrato em produto
(Ypis) € produtividade méxima de melanina nao purificada (Qp).

Na Tabela 11 observa-se que valores referentes ao fator de conversédo de
substrato em biomassa (Yxs) foram iguais para os tempos de cultivo de 72 e 96 horas
(0,17 g g}), indicando que ndo houve um aumento na producédo de biomassa e o
consumo de glicose foi 0 mesmo durante esse periodo. Isso pode ser comprovado
pelos dados sobre a producéo de biomassa e consumo de glicose, onde os valores
apresentam uma pequena diferenca de aproximadamente 0,03 g L para a producéo

de biomassa e nenhuma diferenca nos valores do consumo de glicose.

Analisando o fator de conversdo de substrato em melanina nao purificada
(Ypis) (Tabela 12) pode-se observar que o tempo de cultivo de 96 horas apresentou o
maior valor (0,10 g g1), quando comparado aos demais tempos de cultivo (Tabela 11).
Esses resultados estdo de acordo com os dados apresentados sobre a producédo de

melanina n&o purificada e consumo de glicose (Tabela 11), onde a maior quantidade
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de melanina ndo purificada foi produzida em 96 horas de cultivo, chegando a 378,12
+ 7,82 mg g* de biomassa, quando comparado aos demais tempos de cultivo e o

consumo de glicose também foi maior, com um consumo de 2,55 g L.

Em relacdo a produtividade maxima de melanina néo purificada (Qp) (Tabela
11) nota-se que em 96 horas de cultivo tem-se o maior valor de produtividade (3,52
mg g* h'1). Esse resultado concorda com os valores apresentados sobre a producéo
de melanina ndo purificada, onde a maior producdo de melanina néo purificada foi
encontrada em 96 horas de cultivo chegando a 378,12 + 7,82 mg g* de biomassa.
Com isso, esses resultados apontam que o tempo de cultivo do mutante MEL1, na

condicao otimizada, deve ser feito até 96 horas.

Analisando a producdo de melanina ndo purificada e a quantidade de
biomassa produzida com a otimizacdo do meio de cultura foi possivel obter uma

producdo total de melanina néo purificada de 1,04 g L't apés 96 h de cultivo.



5.4 Avaliacdo do processo de producédo de melanina pelo mutante MEL1 em
biorreatores de bancada

Considerando os resultados obtidos no planejamento experimental, com a
otimizacdo do meio de cultivo contendo glicose e vinhaca, buscou-se avaliar em
escala de bancada a producdo de melanina néo purificada pelo mutante MEL1 em
dois reatores, tanque agitado e coluna de bolhas, nos tempos de 72 e 96 horas de

cultivo.

Com os resultados obtidos no reator de tanque agitado (Tabela 12), verifica-
se que os maiores valores de producao de biomassa, melanina ndo purificada e na
producdo total de melanina ndo purificada foram obtidos na condicdo de maior
velocidade de agitacdo, na presenca de aeracdo e por um periodo mais longo de
cultivo, como nos ensaios 4 (condi¢cfes operacionais: 200rpm e 96 horas de cultivo) e
5 (condicBes operacionais: 0,53 vvm, 200 rpm e 96 horas de cultivo), quando
comparado aos ensaios 1 (condi¢cbes operacionais: 150rpm e 72 horas de cultivo), 2
(condicdes operacionais: 150 rpm e 96 horas de cultivo) e 3 (condigbes operacionais:
200 rpm e 72 horas de cultivo). Esses resultados indicam que as condi¢coes
operacionais do reator de tanque agitado, como velocidade de agitacdo, aeracéo e
tempo de cultivo interferiram no crescimento e na produgéo de melanina pelo mutante
MEL1. Segundo Venkatachalam et al. (2023), varios parametros operacionais, como
velocidade de agitacéo, tempo de mistura, transferéncia de calor e massa e também
a taxa de cisalhamento, sdo os principais influenciadores nos processos
fermentativos. Estudos realizados por Zhoug, Tian e Zhong (2019) também mostraram
que houve um aumento na producédo de pigmentos amarelos por Monascus anka,
guando a velocidade de agitacao foi aumentada para 400 rpm no reator de tanque

agitado e o tempo de cultivo foi estendido para aproximadamente 90 horas de cultivo.
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Tabela 12. Avaliacao da producao de biomassa, melanina ndo purificada e producéo total de melanina ndo purificada obtida ap6s o cultivo do
mutante MEL1 por 72 e 96 horas em reator de tanque agitado e coluna de bolhas na condicao otimizada.

Condicdes operacionais

Vaz&o de Vazdo o . Melanina n&o Pr%delljgr?i?];ort]glode
Tipos de . Ar volumte,trlca Agitacao| Tempo | Biomassa purificada fioad
biorreatores | ENS&l0S _ especifica | (rpm) | (horas) (gL _ purificada
(L min?t) (vwm)* (mg g biomassa) L1
(gL
1 - - 150 72 2,76 £ 0,61 110,67 + 26,63 0,31
2 - - 150 96 3,31+0,12 109,33 + 7,06 0,36
Tanque 3 - - 200 72 3,23+0,13 188,00 + 10,91 0,61
agitado
4 - - 200 96 4,09 +£0,13 226,22 + 13,68 0,93
5 0,8 0,53 200 96 4,18 £ 0,15 231,11 £ 21,09 0,97
1 15 1 - 72 4,70 £ 0,03 271,56 £ 9,37 1,28
Colunade
bolhas 5 15 1 - 96 | 410+034  211,33+2357 0,51

*(volumear/volumemeio/minuto).
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Analisando os resultados obtidos no ensaio 5, na condicdo com vazao de ar
de 0,8 L min, vazdo volumétrica especifica de 0,53 vvm, 200rpm e 96 horas de
cultivo, nota-se que houve um aumento de 1,02 e de 1,04 vezes, respectivamente
para a producdo de biomassa e producdo total de melanina ndo purificada,
respectivamente, em comparacao ao ensaio 4, cuja condicdo operacional foi 200rpm
e 96 horas de cultivo, mas sem fluxo de ar. Este pequeno aumento sobre os resultados
producdo de biomassa, melanina nao purificada e producéo total de melanina nao
purificada pode estar relacionado a presenca do sistema de aeracdo ao meio de
cultivo. Estudos descrevem que a aeracdo desempenha um papel principal na taxa de
crescimento e producao de carotenoides em microrganismos aerobicos, uma vez que
a aeracgao, associada a agitacao do caldo de fermentagdo, normalmente satisfaz a
demanda de oxigénio de um processo de fermentacdo (BORBA et al., 2018;
MANTZOURIDOU; ROUKAS; KOTZEKIDOU, 2002).

Com o resultado de maior producéo de melanina nao purificada no ensaio 5
(condicdes operacionais: 0,53 vvm, 200rpm e 96 horas de cultivo) (Tabela 12), foram
realizados outros ensaios em reator de tanque agitado, mantendo a velocidade de
agitacao de 200rpm, mas com vazao volumétrica especifica de 4,66vvm com objetivo
de aumentar a producao de melanina néao purificada. No entanto, os resultados (dados
nao apresentados) mostraram que houve uma diminuicdo na producdo de melanina
ndo purificada de 41,78 mg g biomassa, valor equivalente a 1,22 vezes menor
guando comparado ao ensaio 5 (Tabela 12). Além disso, também foi observado no
ensaio em reator de tanque agitado, mantendo a velocidade de agitacao de 200rpm,
96 horas de cultivo e com vazao volumétrica especifica de 4,66vvm, que houve o
cisalhamento dos pellets, o que pode ter causado a menor producdo de melanina nédo
purificada. Segundo Espinosa-Ortiz et al. (2016), aeracao e/ou agitacao intensas pode
danificar a estrutura dos pellets celulares ou causar eroséo do pellet. Os autores ainda
destacam que presenca de pellets integros contribui para melhorar a reologia da
cultura fungica, diminuindo a viscosidade do meio e aumentando a transferéncia de
oxigénio e massa para os pellets, o que pode favorecer a producédo e obtencédo de
pigmentos. Com isso, os resultados obtidos indicam que, para obter uma maior
producdo de melanina nao purificada, o cultivo do mutante MEL1 em reator de tanque
agitado deve ser feito sob baixa aeracdo do sistema como aquele usado no ensaio 5
(Tabela 12).
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Como mostrado na Tabela 12, a maior producdo de melanina nao purificada
no reator de coluna de bolhas ocorreu no ensaio 1 (condicbes operacionais: 1vvm e
72 horas de cultivo), sendo que houve um aumento de 1,15 e de 2,51 vezes,
respectivamente na producdo de biomassa e producdo total de melanina nao
purificada quando comparado ao ensaio 2 (condicdes operacionais: 1vvm e 96 horas
de cultivo). A menor producdo de melanina nao purificada obtida no ensaio 2
(condicdes operacionais: 1vvm e 96 horas de cultivo), podem ser explicada uma vez
que houve a autolise dos pellets devido ao tempo prolongado de cultivo, como
consequéncia, uma menor quantidade de melanina ndo purificada permanece na
biomassa. Segundo Espinosa-ortiz et al. (2016) um dos principais problemas de
reatores que utilizam pellets fangicos consiste em manter os pellets fingicos durante
as operacdes do reator a longo prazo. Ap6s um determinado periodo de tempo,
geralmente é observado crescimento disperso no reator, principalmente se nédo forem
aplicadas estratégias de manutencdo. Resultados similares foram obtidos por
Goksungur et al. (2004), os quais demonstraram que houve uma diminuicdo na
producao de -caroteno por Blakeslea trispora em reator de coluna de bolhas com
vazao de ar 2vvm, quando o tempo de cultivo foi estendido para 192 horas, sendo que
a maior producado de B-caroteno ocorreu com um menor tempo de cultivo de 144

horas.

Comparando os resultados dos dois biorreatores (Tabela 12), € possivel
verificar que a maior producéo de biomassa, melanina ndo purificada e producéo total
de melanina n&ao purificada foi obtida no reator de coluna de bolhas com as condi¢bes
de 1vvm e 72 horas de cultivo (ensaio 1). Nessa condi¢ao, houve um aumento de 0,52
g L%, 40,45 mg g* biomassa e um aumento de 1,32 vezes, respectivamente na
producdo de biomassa, melanina nao purificada e producéo total de melanina néo
purificada, em comparacdo ao ensaio 5 no reator de tanque agitado (Tabela 12).
Esses resultados revelam que o sistema de agitacdo aplicado durante o cultivo do
mutante MEL 1 em reator, interfere na produgcéo de melanina. Esses resultados estao
de acordo com os estudos realizados por Goksungur et al. (2004), sobre a producéo
de B-caroteno por Blakeslea trispora em reator de tanque agitado e coluna de bolhas,
0s quais verificaram que os melhores resultados foram obtidos em reator de coluna
de bolhas, com um aumento de 70,5 mg L de caroteno, quando comparado ao reator

de tanque agitado.
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Para a melhor compreensdo dos resultados apresentados na Tabela 12,
foram determinados os seguintes parametros fermentativos: fatores de converséao de
substrato em biomassa (Yxs), fatores de substrato em produto (Yps) € produtividade
méxima de melanina ndo purificada (Qp) em relacdo ao cultivo do mutante MEL1 nos
dois tipos de reatores (Tabela 13).



Tabela 13. Avaliacao dos parametros fermentativos producao de biomassa, melanina ndo purificada, consumo de glicose, fator de converséo de substrato
em biomassa, fator de converséo de substrato em melanina néo purificada e produtividade maxima de melanina nao purificada no cultivo do mutante MEL1
em biorreatores por 72 e 96 horas.

Condi¢cdes operacionais

Vazao Vazdo o _ Melanina nao Consumo Y, Y., Q
Tipos de Ensai de Ar | volumétrica | Agitagédo | Tempo Blomafsa purificada de Glicose xis pis P
; nsaios especifica (rpm) | (horas) (gL 1 1 1 p-l
biorreatores (L mint) (vwm)* (mg g biomassa) (%) ** (997 (99" (mgg+-h?)
1 - - 150 72 2,76 £ 0,61 110,67 + 26,63 50,09 0,29 0,06 0,98
2 - - 150 96 3,31+£0,12 109,33 + 7,06 64,09 0,22 0,04 0,72
Tanque 3 - - 200 72 3,23+£0,13 188,00 £ 10,91 70,28 0,19 0,06 2,05
agitado
4 - - 200 96 4,09+0,13 226,22 £ 13,68 86,90 0,22 0,07 1,94
5 0,8 0,73 200 96 4,18 £ 0,15 231,11 £ 21,09 90,20 0,25 0,08 1,99
1 15 2 - 72 4,70 £ 0,03 271,56 £9,37 100,00 0,32 0,12 3,21
Colunade
bolhas
2 15 2 - 96 4,10+0,34 211,33 £ 23,57 99,49 0,20 0,06 1,78

*(volumear/volumemeio/minuto).

Fator de conversdo de substrato em biomassa (Yxs); fator de conversdo de substrato em produto (Yps) € Produtividade maxima de melanina ndo purificada

(Qp).

** Calculo realizado sobre os valores das medias de glicose (g L2).
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De acordo com os dados referentes ao cultivo no biorreator de tanque agitado
(Tabela 13), nota-se que o ensaio 1 (condi¢cdes operacionais: 150rpm e 72 horas de
cultivo) apresenta os maiores valores de Yxs (0,29 g g2), Yps (0,06 g g1) e Qp (0,98
mg g* h't), com um aumento de 31,81%, 50% e 1,36 vezes, respectivamente, quando
comparado ao ensaio 2 (condicbes operacionais: 150 rpm e 96 horas de cultivo).
Esses resultados mostram que o cultivo do mutante MEL1 em biorreator de tanque
agitado com velocidade de agitacao de 150 rpm deve ser realizado com o tempo de
72 horas para que haja o maior aproveitamento do substrato para a obtencdo de
biomassa e de melanina ndo purificada, como consequéncia maior produtividade de

melanina ndo purificada.

Na anadlise dos ensaios em biorreator de tanque agitado (Tabela 13), nota-se
gue o ensaio 4 (condi¢cdes operacionais: 200 rpm e 96 horas de cultivo) apresenta os
maiores valores de Yxs (0,22 g g2) e Yps (0,07 g g%), com um aumento de 15,79% e
16,66% respectivamente, quando comparado ao ensaio 3 (condigcbes operacionais:
200 rpm e 72 horas de cultivo). Além disso, observa-se que os valores sobre a
produtividade (Qp) para os ensaios 3 e 4, cujo valores foram 2,05 e 1,94 mg g* h
respectivamente, ndo apresentam diferencas expressivas. Esses resultados sugerem
gue o uso do biorreator de tanque agitado com velocidade de agitacdo de 200 rpm
pode ser feito tanto com o tempo de cultivo de 72 horas (ensaio 3) como 96 horas

(ensaio 4).

Comparando os resultados dos ensaios 4 (condi¢cdes operacionais: 200 rpm
e 96 horas de cultivo) e 5 (condi¢des operacionais: 200 rpm, 96 horas de cultivo e 0,53
vvm) em biorreator de tanque agitado, nota-se que os maiores valores de Yxs (0,25 g
g%), Yus (0,08 g g) e Qp (1,99 mg gt h't) foram obtidos no ensaio 5, representando
um aumento de 13,64%, 14,28% e 1,03 vezes, respectivamente, quando comparado
ao ensaio 4. Dessa forma, esses resultados apontam que a utilizacao do sistema de
aeracao, juntamente com o sistema de agitagdo (ensaio 5) € capaz de promover o
maior aproveitamento do substrato para a obtencao de biomassa e de melanina nao

purificada, o que resulta em maior produtividade de melanina ndo purificada.
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Analisando o cultivo no biorreator de coluna de bolhas (Tabela 13) nota-se
que os maiores valores de Yws (0,32 g g1), Yps (0,12 g g1) e Qp (3,21 mg gt h't) foram
obtidos no ensaio 1 (condi¢des operacionais: 1 vmm e 72 horas de cultivo), o que
indica um aumento de 60%, 100% e 1,80 vezes, respectivamente, quando comparado
ao ensaio 2 (condicdes operacionais: 1 vwm e 96 horas de cultivo). Os menores
valores observados no ensaio 2 para Yxs, Ypis € Qp (Tabela 14), podem ser explicados,
uma vez que foi observado a ocorréncia do processo de autdlise da biomassa do
fungo, o que resultou em uma diminuicdo na producdo de biomassa, melanina néo
purificada e nas produtividades da melanina ndo purificada. Com isso, esses
resultados mostram que o tempo de cultivo do mutante MEL1 em biorreator de coluna

de bolhas deve ser feito em 72 horas para que haja uma maior producéo de melanina.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 13, no biorreator de coluna
de bolhas, nota-se que no ensaio 1 (condi¢cdes operacionais: 1 vmm e 72 horas de
cultivo) obteve-se os maiores valores de Yxs (0,32 g g1), Yps (0,12 g g1) e Qp (3,21
mg g* h1), com um aumento de 28%, 50% e 1,61 vezes, respectivamente, quando
comparado ao ensaio 5 (condicGes operacionais: 200 rpm, 96 horas de cultivo e 0,53
vvm) no biorreator de tanque agitado. Esses resultados mostram que o cultivo no
biorreator de coluna de bolhas resultou em uma maior producdo de biomassa e
melanina. Resultados semelhantes foram apresentados por Goksungur et al. (2004),
0S quais reportaram que o biorreator de coluna de bolhas foi melhor para a producéo
de B-caroteno por Blakeslea trispora quando comparado do biorreator de tanque

agitado.

Portanto, de acordo com os resultados obtidos nos biorreatores, o cultivo do
mutante MEL1 no biorreator de coluna de bolhas com o meio de cultivo otimizado,
contendo vinhaca (0,81%, v/v) e glicose 1,62% (m/v) por 72 horas, é o mais indicado
para promover uma maior producdo de melanina, uma vez que a quantidade de
melanina purificada foi de 247,83 + 29,77 mg g! de biomassa (dados ndo
apresentados), atingindo uma producéo total de melanina de 1,2 g L. Este valor
equivale a um aumento de 20% em relacéo a producéao total de melanina na condicéo
otimizada em frasco (1 g L?).



6. CONCLUSAO

Com os resultados apresentados no presente trabalho, conclui-se que:

A quantidade de melanina néo purificada produzido pelo mutante MEL1 variou
em funcéo da presenca dos subprodutos melaco, vinhaga e &gua de maceracao

de milho, juntamente com glicose e nitrato, no meio de cultivo.

A presenca de AMM e nitrato de sodio ndo favorece a producdo de melanina
pelo mutante MEL.

A presenca de melaco promoveu um maior crescimento do mutante MEL1, mas

com uma menor producdo de melanina ndo purificada.

A presenca de vinhacga, em baixa concentracdo no meio de cultivo, favoreceu
a producédo do pigmento melanina, provavelmente devido a presenca de ions
cobre que ativaram a enzima tirosinase, responsavel pela via de biossintese da

melanina no mutante MEL1.

A presencga de glicose, em elevadas concentra¢des favoreceu a produgédo de
melanina pelo mutante MEL1, pois forneceu carbono ndo sO para as
necessidades energéticas das atividades celulares como também para

biossintese do pigmento.

A composicdo 6tima do meio de cultura foi estabelecida com 0,81% (v/v) de
vinhaca e 1,62% (m/v) de glicose, uma vez que promoveu uma maior producao
de melanina, chegando a uma producéo total de melanina igual 1g L** quando

0 mutante MEL1 foi cultivado em frasco.

O cultivo do mutante MEL1 na condicao otimizada em biorreatores mostrou que
a maior produtividade de melanina néo purificada (Qp= 3,21 mg g* h'!) ocorreu
no biorreator de coluna de bolhas, apds 72 horas de cultivo, quando comparado
aos resultados obtidos em 96h no mesmo biorreator e também nas diferentes

condigles testadas no biorreator de tanque agitado.

A producéo total de melanina pelo mutante MEL1 no biorreator de coluna de
bolhas (aeracdo de 1 vvm por 72h) foi de 1,2 g L, correspondendo a um

aumento de 20% em relacéo ao valor obtido apds o cultivo em frasco (1 g L?).
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e Com esse estudo foi possivel estabelecer uma composicédo do meio de cultivo
de baixo custo, contendo os nutrientes (vinhaca e glicose) necessarios para
promover uma elevada producao do pigmento melanina pelo mutante MEL1 do

fungo A. nidulans.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
e Realizar estudos em biorreator de coluna de bolhas para avaliar varios
parametros, como diferentes taxas de aeracdo, maior volume de trabalho,
dentre outros, visando estabelecer as condi¢cdes Otimas para escalonar a
producdo de melanina pelo mutante MEL1 do fungo A. nidulans.
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