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RESUMO

A melanina € um pigmento presente em todos os reinos, formado pela polimerizagéo
oxidativa de compostos fendlicos ou inddlicos por acdo de polifenoloxidases,
principalmente tirosinase e lacase. Em fungos, a melanina esta depositada na parede
celular e confere ao fungo protecao a condi¢cdes ambientais adversas. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas e o seu amplo espectro de atividades biolGgicas, a
melanina apresenta potencial para ser utilizada em diversas aplicacdes
biotecnolodgicas nas areas da medicina, ambiental, farmacosmética e nanotecnologia.
Nosso grupo de pesquisa tem estudado uma linhagem mutante do fungo Aspergillus
nidulans, denominada MEL1, que apresenta producdo aumentada de melanina. A
melanina produzida pelo MEL1 apresentou atividades antioxidante, anti-inflamatoria e
antimicrobiana, ndo exibindo efeito citotoxico ou mutagénico, evidenciando seu
potencial como componente em formulagcdes cosméticas. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi estabelecer condi¢cdes Otimas para a producdo do pigmento,
estudando o efeito de L-tirosina, L-DOPA, glicose, acido glutamico e sulfato de cobre
na melanizacdo do MEL1 por meio de planejamento experimental e também
correlacionar a atividade de tirosinase e lacase com a melanizacdo do MEL1. Com
os resultados obtidos no planejamento experimental foi possivel estabelecer as
condicdes otimas da cultura (meio minimo suplementado com inositol 20 mg.L™;
nitrato de sédio 70 mmol.L?; Tween 80 0,2% (v/v), glicose 1,8% (v/v), &cido glutamico
10,65 mmol.L!; sulfato de cobre 0,27 umol.Lt; L-tirosina 0,2 mmol.Lt e L-DOPA 6,85
mmol.L?), as quais que resultou em um aumento de 640% na producdo de melanina
pelo MEL1 em comparacao a condicao controle (antes da otimizacao). Os resultados
também mostraram que o L-DOPA exerceu um grande efeito na melanizacdo do
MEL1, podendo ser considerado como substrato preferencial para producdo de
melanina e, além disso, a tirosinase mostrou ser a enzima responsavel pela
biossintese do pigmento. Portanto, o presente estudo maximizou a producdo da
melanina pelo mutante MEL1 do fungo A. nidulans, bem como, contribuiu para o
avanco da compreensédo de seu metabolismo.

Palavras-chave: Aspergillus nidulans. Melanina. Fungos. Fenol oxidase.

Planejamento experimental.



ABSTRACT

Melanin is a pigment present in all kingdoms, formed by the oxidative polymerization
of phenolic or indole compounds by the action of polyphenoloxidases, mainly
tyrosinase and laccase. In fungi, melanin is deposited on the cell wall, and it gives the
fungus protection from adverse environmental conditions. Due to its physico-chemical
properties and its broad spectrum of biological activities, melanin has the potential to
be used in several biotechnological applications in the fields of medicine, environment,
pharmaceuticals, and nanotechnology. Our research group has studied a mutant strain
of the fungus Aspergillus nidulans, named MEL1, which exhibited increased melanin
production. The melanin produced by MEL1 showed antioxidant, anti-inflammatory and
antimicrobial activities, without any cytotoxic or mutagenic effect, highlighting its
potential as a component in cosmetic formulations. In this context, this work aimed to
establish optimal conditions for pigment production, studying the effect of L-tyrosine,
L-DOPA, glucose, glutamic acid and copper sulfate on melanization of MEL1 by
experimental design strategy and also to correlate tyrosinase and laccase activity with
MEL1 melanization. With the results obtained in the experimental design it was
possible to establish the optimal conditions of the culture (minimum medium
supplemented with inositol 20 mg.L-1; sodium nitrate 70 mmol.L-1; Tween 80 0.2% (v
/ v) , glucose 1.8% (v / v), glutamic acid 10.65 mmol.L-1; copper sulfate 0.27 pumol.L-
1; L-tyrosine 0.2 mmol.L-1 and L-DOPA 6.85 mmol.L-1) which resulted in a 640%
increase in melanin production by MEL1 compared to the control condition (before
optimization). The results also showed that L-DOPA had a great effect on the
melanization of MEL1, which can be considered the preferred substrate for melanin
production and tyrosinase was shown to be the enzyme responsible for pigment
biosynthesis. Therefore, the present study maximized the melanin production by the
mutant strain MEL1 but also contributed to improving the understanding of its

metabolism.

Keywords: Aspergillus nidulans. Melanin. Fungi. Phenol oxidase. Experimental
design.
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1 INTRODUCAO

Fungos filamentosos séo utilizados para a producéo de uma grande diversidade
de compostos que apresentam interesse comercial, tais como &cidos organicos,
enzimas, antibidticos e pigmentos naturais (RAO et al., 2017). Este ultimo aparece
como uma alternativa para substituicdo dos corantes sintéticos, uma vez que 0S
pigmentos naturais sdo moléculas biodegradaveis e consideradas seguras para saude
humana em contraste com as propriedades mutagénicas e cancerigenas de alguns
pigmentos sintéticos (ARULDASS et al., 2018; DUFOSSE, 2017; LV et al., 2017,
NERI-NUMA et al.,, 2017; VENKATACHALAM et al.,, 2018). Além disso, mais
recentemente as industrias farmacéuticas tém demonstrado grande interesse nos
pigmentos naturais devido as suas possiveis atividades biol6gicas, tais como
antitumoral, anti-inflamatorio e neuroprotetora, criando assim novas demandas e
aplicagbes para essas moléculas (NERI-NUMA et al., 2017). Os fungos filamentosos
destacam-se por produzirem uma extraordinaria gama de pigmentos que incluem
varias classes quimicas, como carotendides, azafilonas, antraquinonas, flavinas,
fenazinas, quinonas e melaninas (DUFOSSE, 2017; LV et al., 2017).

Melanina € um pigmento escuro (variando da cor marrom ao preto), formado a
partir da polimerizacédo oxidativa de compostos fendlicos ou indodlicos, que pode ser
encontrado em uma variedade de organismos, desde plantas e bactérias até fungos
e animais. Este pigmento é conhecido como protetor a diversos estressores
ambientais, tais como raios UV ou radiacdo ionizante, oxidantes (HCIO ou H20,) e
metais (GEIB et al., 2016; KUNWAR et al., 2012; YOUNGCHIM et al., 2004). Em
funcdo das propriedades fisico-quimicas da melanina e suas varias atividades
biolégicas descritas, tém crescido as aplicacdes biotecnolégicas utilizando esse
pigmento nas mais diversas areas, tais como ambiental, médica, farmacosmética e
nanotecnologia (FERNANDEZ; KOIDE, 2013; POMBEIRO-SPONCHIADO et al.,
2017).

Na area ambiental, estudos demonstraram o potencial da aplicacdo de fungos
melanizados para a remocao de radionuclideos e metais pesados de solucdes
aquosas, fornecendo um meio alternativo para tratamento de efluentes industriais
(SHAKYA et al., 2015). Outro estudo demonstrou a importancia da associacao
simbidtica do fungo Cenococcum geophilum (um ectomicorriza melanizado) com

plantas para a toleréncia a dessecacédo de cultivos de interesse comercial, podendo
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ser uma nova estratégia de estudo para plantios em ambientes com pouca
disponibilidade de 4gua (FERNANDEZ; KOIDE, 2013). Em relacédo a area médica,
Zhang et al. (2015) demonstraram que nanoparticulas de melanina podem entrar com
sucesso em tumores e atuar como um eficiente sistema de administracdo de
medicamentos para tratamentos de tumores, aumentando assim a utilizagéo segura
dos medicamentos para o tratamento e diminuindo significativamente a dosagem
utiizada e seus efeitos colaterais. A melanina também pode ser usada em
nanotecnologia como um biomaterial semicondutor biodegradavel, como
demonstrado em estudo realizado por Bettinger et al. (2009).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado uma linhagem mutante (denominada
MEL1) do fungo filamentoso Aspergillus nidulans, que apresenta producdo aumentada
de melanina (POMBEIRO, 1991). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
melanina produzida pelo MEL1 exerce atividades antioxidante e anti-inflamatoria.
Também foi demonstrado que a melanina produzida pelo MEL1 n&o apresenta efeito
citotoxico e mutagénico, evidenciando o potencial biotecnoldgico deste pigmento
principalmente na éarea farmacéutica e cosmética (GONCALVES et al., 2012;
GONCALVES; POMBEIRO-SPONCHIADO, 2005; GONCALVES et al., 2015;
GONCALVES et al., 2013). Neste contexto, estudos que demonstrem a viabilidade da
producéo da melanina produzida pelo mutante MEL1 sdo necessarios para uma futura
aplicacao pratica.

De acordo com a literatura, ainda ndo ha um método economicamente viavel
para a producdo natural de melanina, visando atender a sua possivel demanda em
aplicacdes biotecnoldgicas. Sun et al. (2016) argumentam que a produtividade de um
bioprocesso depende das condi¢cdes de cultivo, as quais afetam ndo somente o
crescimento celular como também a producdo de metabdlitos de interesse. Neste
sentido, varios fatores, como tipo e concentracdo das fontes de carbono e de
nitrogénio, pH, temperatura, velocidade de agitacdo, influenciam a producédo de
pigmentos porque promovem alteracées metabdlicas durante o crescimento do fungo.
Com essa premissa, nosso grupo de pesquisa estudou a influéncia das condicfes de
cultivo do MEL1 na producéo de melanina e estabeleceu uma condi¢ao otimizada (pré
cultura: 108 conidios.mLt; pH 6,8; 29°C; 1% agua de maceracéo de milho (AMM) (v/v)
e cultura: 10% do pré-indculo; 0,2% AMM (v/v); 0,2% Tween 80 (v/v); 225 rpm) que
levou ao aumento de 430% na producgéo de melanina pelo MEL1 em comparacgéo a

condicdo antes da otimizacdo (pré-cultura: 10° conidios.mLt; pH 6,8; 37°C; 1% AMM
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(v/v) e cultura: 20% do pré-indculo; 0,2% AMM (v/v); sem Tween 80 e 200 rpm)
(SOUSA, 2017)

Tendo em vista que a biossintese da melanina é resultado da polimerizacao
oxidativa de compostos fendlicos ou inddlicos pela acdo das polifenoloxidases,
determinar os possiveis indutores dessas enzimas pode promover uma maior
melanizacdo da biomassa do fungo. Na biossintese de melanina em fungos, a lacase
e tirosinase sdo as principais enzimas responsaveis pela polimerizacdo deste
pigmento. ions de cobre podem atuar com indutores destas enzimas, devido ao fato
de que o cobre atua como cofator enzimatico no sitio catalitico de lacases (BALDRIAN,
2006) e tirosinases (RAMSDEN; RILEY, 2014). A presenca dos substratos (L-tirosina
e L-DOPA) das respectivas enzimas tem sido referenciada como indutores da
melanizagcdo (GASPARETTI et al., 2012). Um estudo demonstrou que a L-tirosina
aumentou a atividade de tirosinase em Auricularia auricula, resultando em maior

producéo de melanina (ZOU et al., 2016).

Neste contexto, o presente trabalho estudou o efeito de L-tirosina, L-DOPA,
sulfato de cobre, glicose e acido glutamico na melanizagédo do mutante MEL1 do fungo
A. nidulans e sua acado na atividade das enzimas lacase e tirosinase produzida pelo
MEL1, visando determinar possiveis indutores, bem como, determinar condicdes

otimas de cultivo para maximizacédo da producédo de melanina pelo MEL1.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Melanina e suas aplicacfes biotecnoldgicas

As melaninas sao tipicamente de cor escura (geralmente pretas ou castanhas),
insollveis em fluidos aquosos ou organicos, resistentes ao acido concentrado e
susceptiveis ao branqueamento por agentes oxidantes (BUTLER, 1998). A melanina
€ sintetizada por organismos de todos os reinos, incluindo animais, bactérias, plantas
e fungos (PAL et al., 2014; TOLEDO et al.,, 2017). Neste ultimo, a melanina é
encontrada em todos os filos e €, majoritariamente, depositada na parede celular
(Figura 1) em associagdo com moléculas de quitina (BULL, 1970) relacionada ao
processo de esporulacdo do micro-organismo, sendo requerido para a formacao ou
integridade de esporos sexual e assexual (WHITE, 1958), mas também podem ser
encontradas como polimeros extracelulares (BUTLER; DAY, 1998).

Figura 1 — Micrografia de uma hifa de Amorphotheca resinae mostrando parede celular hialina (CW);
paredes celulares melanizadas (MCW); excrescéncias verrucosas (V) e depdsitos externos de

melanina (M).

Fonte: ELLIS; GRIFFITHS, 1974.
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Varios estudos tém mostrado que o pigmento melanina confere ao fungo
protecdo contra a radiacdo ultravioleta, lise enzimética, dissecagdo, extremos de
temperatura e outras condicbes ambientais adversas, aumentando o periodo de vida
e a capacidade de competi¢cdo por alimento em certos ambientes (PAGANO, 2015).
Em estudos in vitro foi demonstrado que fungos melanizados sdo mais resistentes do
gue os nao-melanizados aos danos induzidos por radiacdo UV ou mediada por
oxidantes, as temperaturas extremas, enzimas hidroliticas, toxicidade a metal pesado
e drogas antimicrobianas (GESSLER; EGOROVA; BELOZERSKAYA, 2014). A
melanina possui uma capacidade Unica de interagir com uma ampla gama de
frequéncias de radiacdo eletromagnética, funcionando assim como um pigmento
protetor e de captacdo de energia. Ademais, a melanina desempenha papel
importante na termorregulacéo de organismos, uma vez que a maior parte da energia

da radiagdo da luz solar absorvida é convertida em calor (PRALEA et al., 2019).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas e o seu amplo espectro de
atividades biologicas, incluindo antioxidante, antimicrobiana, antiviral, anti-
inflamatoria, radioativa, antitumoral e imunoestimulante, a melanina apresenta
potencial para ser utilizada em diversas aplicacdes biotecnoldgicas nas areas da
medicina, ambiental, farmacosmética e nanotecnologia (SOLANO, 2014; POMBEIRO-
SPONCHIADO et al., 2017). Estudos realizado por Araujo et al. (2014) mostraram que
nanoparticulas de melanina como carreadores biocompativeis de drogas pode ser
considerado um dispositivo de liberacdo de drogas bastante promissor devido a sua
capacidade de liberar a droga em resposta ao estimulo do pH, sendo utilizado para o
tratamento de doencas de célon e intestino. Foi observado que menos de 10% de
antibidtico metronidazol foi liberado em condi¢cdo acida (pH 2,2) enquanto 87% da
droga foi liberada em pH fisiologico (pH 7,4), sendo estes valores de pH semelhantes

ao estdbmago e intestino.

A capacidade da melanina de ligar metais, em quantidades que variam de nano
a micromolar por miligrama de massa fungica seca melanizada (FOGARTY; TOBIN,
1996), tem sido explorada como estratégia na biorremediacdo de aguas poluidas e
recuperacdo de ions de metais. Saini e Melo (2013) relataram que a melanina pode
ser utilizada como material adsorvente para recuperacdo de urénio em solugéo
aquosa em uma ampla faixa de pH. Gadd e Rome (1988) demonstraram que biomassa

melanizada de A. pullulans age como um eficiente agente adsorvente para
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recuperacdo de ions de cobre em solucdes acidas, podendo ser uma importante
ferramenta para biorremediacdo em ambientes contaminados. Por outro lado, a
propriedade de absorcdo ultravioleta apresentada pela melanina tem sido utilizada
para preparar lentes ou filtros 6pticos e filtros solares (D’'ISCHIA et al., 2015). Estudos
demonstraram que é possivel usar a melanina como pigmento absorvente ultravioleta
em dispositivos oftalmicos (incluindo 6culos de sol, 6culos de esqui, lentes
oftalmolégicas e Oculos de protecdo), janelas, material de embalagem, guarda-
chuvas, coberturas e outros meios semelhantes adequados para fornecer protecao
contra radiacdo. Na industria cosmética, ha um grande interesse na melanina para
proteger contra os efeitos nocivos da radiacdo UV pela incorporacédo em formulacdes
de fotoprotecao para a pele (D'ISCHIA et al., 2015; SOLANO, 2014).

Nas ultimas décadas a melanina ganhou grande importancia comercial,
resultando em um crescente interesse de industrias tecnologicas que Vvém
desenvolvendo metodologias para testar o potencial da aplicacdo de filmes finos a
base de melanina em eletrbnica organica e bioeletrénica (D’ISCHIA et al., 2015).
Bettinger et al. (2009) avaliaram o potencial da utilizacao de filmes finos de melanina
como material semicondutor para aplicacdo em engenharia de tecidos, incluindo o uso
como biomaterial para aplicacdes regenerativas neurais. Os autores concluem que a
melanina exibe propriedades de condutividade elétrica e de superficies adequadas,
além de biocompatibilidade com tecido neural, que permitem que a melanina seja
usada como biomaterial semicondutor para engenharia de tecidos (BETTINGER et al.,
2009). Além disso, a integracdo de filmes finos de melanina com dispositivos
eletrénicos a base de silicio foi demonstrada por Ambrico et al. (2011) como
promissora integracdo de materiais que combinam as propriedades elétricas e Opticas
dos semicondutores com a versatilidade estrutural tipicas de materiais organicos

poliméricos.

Uma vez que o pigmento melanina apresenta potencial biotecnolégico para ser
utilizado como matéria-prima industrial, € necessario estabelecer rotas eficientes para
a sua producdo em larga escala. Neste sentido, torna-se importante estudar os fatores

gue afetam o processo de sintese do pigmento em fungos.
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2.2 Sintese de melanina em fungos

A diversidade estrutural das melaninas em fungos é considerada muito superior
a das melaninas animais. Os fungos podem sintetizar melanina a partir de y-glutamil-
3,4-di-hidroxibenzeno (GDHB-melanina), catecol (catecol-melanina), 3,4-di-
hidroxifenilalanina (DOPA-melanina), 1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN-melanina) e
possivelmente de outros fendis (Figura 2) (BUTLER; DAY, 1998). A origem do
precursor aromatico nem sempre € clara, mas em alguns casos as vias de policetideo
tém sido sugeridas para a biossintese da melanina (HENSON et al., 1999). Embora
seja conhecida essa diversidade de melaninas em fungos, os dois tipos mais comuns

de melanina sdo DHN-melanina e DOPA-melanina.

Figura 2 - Estruturas quimicas dos percursores da melanina.
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Fonte: BUTLER; DAY, 1998.

A sintese da DHN-melanina € dada pela via de policetideo e foi descoberta
estudando mutantes albinos de Verticillium dahliae (BELL; WHEELER, 1986). DHN-
melanina é encontrada majoritariamente em ascomicetos e a via de policetideos neste
caso também é conhecida como via pentacetidica, uma vez que o anel naftalénico é
formado pela acdo da enzima policetideo sintase na ciclizacdo de cinco subunidades
cetidicas obtidas de cinco moléculas precursoras de acetato. Como mostrado na
Figura 3, uma série de reacdes de reducdo e desidratacdo leva a formacéo do
precursor monomérico 1,8-di-hidroxinaftaleno (1,8-DHN) (BUTLER; DAY, 1998;
HENSON et al., 1999).
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Figura 3 - Representacdo esquemética da biossintese de DHN-melanina em fungos. Reag¢fes sao
indicadas: [O] — oxidacao; [H] — reducédo e —H20 desidratacdo. A polimerizacdo de 1,8-DHN é catalisada
por lacases.
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Fonte: LANGFELDER et al., 2003

A DOPA-melanina € o principal tipo de melanina encontrada em animais, mas
alguns fungos e bactérias também sintetizam este tipo de melanina (BUTLER; DAY,
1998). O DOPA (3,4-di-hidroxifenilalanina) utilizado para a biossintese de melanina
pode ser derivado diretamente da hidroxilacdo dos aminoacidos L-tirosina ou L-
fenilalanina. O primeiro passo na sintese de melanina, que incluem a oxidacédo da
tirosina para formar DOPA e depois a dopaquinona, € catalisado pela enzima
tirosinase (Figura 4). No entanto € importante ressaltar que alguns fungos podem
converter DOPA em melanina ndo apenas pela acdo das tirosinases, mas também
por lacases, polifenol-oxidases ou por oxidagdo espontdnea sem nenhuma
intervencéo enzimatica (BUTLER; DAY, 1998).
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2.3 Mecanismo de acéao datirosinase e lacase
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Figura 4 - Representagdo esquematica da biossintese da DOPA-Melanina em fungos. Reacgfes 1 e 2
séo catalisadas por tirosinase e reacdo 3 pode ser catalisada por tirosinase ou lacase.

Como discutido acima, a biossintese do pigmento DOPA-melanina acontece

pela acdo enzimatica, principalmente da tirosinase e lacase, embora outras

polifenoloxidases possam levar a formacdo de melanina pela oxidacdo de fendis

(BUTLER; DAY, 1998). Neste contexto, entender o mecanismo da acéo das enzimas

tirosinase e lacase € importante para possibilitar aplicar estratégias de otimizacéo da

producédo do pigmento, viabilizando a producao do pigmento em larga escala.

2.3.1 Tirosinase

A tirosinase (EC 1.14.18.1) € uma enzima com um centro ativo contendo dois

atomos de cobre (geralmente identificados como CuA e CuB) fortemente conservado
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entre 0s organismos pelo processo evolutivo e capaz de ligar o oxigénio molecular
(Figura 5). Essa enzima € essencial para a biossintese de melanina e também
importante para a biossintese de outros polimeros de fenol, como lignina, flavonoides
e taninos (OBATA et al., 2004).

Figura 5 - Geometria do sitio de ligagdo binuclear de cobre da tirosinase em Agaricus bisporus.
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Fonte: RAMSDEN; RILEY, 2014.

A tirosinase apresenta duas propriedades cataliticas; atividade
monofenoloxidase ou creolase e difenoloxidase ou catecolase. Os substratos para a
tirosinase sédo geralmente fendis e catecéis, que pela atividade monofenoloxidase e
difenoloxidase, respectivamente, formam orto-quinonas (Figura 6). As orto-quinonas
tem uma longa histéria evolutiva que abrange muitas funcdes, incluindo secrecbes
defensivas, adeséo de balanideos (crustaceos sésseis), endurecimento cuticular em
insetos e a formacdo do pigmento melanina em animais, plantas e micro-organismos
(RAMSDEN; RILEY, 2014).
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Figura 6 - Vias de oxidacéo catalisada por tirosinase.
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Fonte: RAMSDEN; RILEY, 2014.

A tirosinase é caracterizada por possuir quatro estados (desoxi, oxi, met e
deact-tirosinase) que sdo determinados dependendo dos estados de oxidacdo dos
dois atomos de cobre no sitio ativo e que também afetam suas propriedades cataliticas
(RAMSDEN; RILEY, 2014). A tirosinase nativa ocorre principalmente como met-
tirosinase, na qual um ion hidroxila é ligado aos dois ions de cobre. Os fendis se ligam
a met-tirosinase, mas nao sao oxidados. Os catecéis, no entanto, sdo oxidados pela
met-tirosinase, que no processo € reduzida a desoxi-tirosinase, levando os dois
atomos de cobre para o estado de oxidacdo Cu (I). A desoxi-tirosinase liga-se
rapidamente a um oxigénio molecular (O2) formando o estado oxi-tirosinase. Neste
estado dois atomos de oxigénio sdo mantidos entre os ions de cobre no sitio ativo da
enzima. A oxi-tirosinase é a responsavel pela oxidacao de fendis pela atividade de
mono-oxigenase (monofenoloxidase) e catecbis pela atividade de oxidase
(difenoloxidase) (RAMSDEN; RILEY, 2014).

Durante a reacdo catalitica da oxi-tirosinase (Figura 7), o oxigénio do fenol se
liga ao CuA seguido por mono-oxigenacéao eletrofilica do anel, levando a um complexo
no qual o substrato esta ligado aos dois ions de cobre. Este complexo sofre
dissociacdo homolitica para originar a orto-quinona e converte a oxi-tirosinase para o
estado desoxi-tirosinase. Em seguida, desoxi-tirosinase se liga ao oxigénio para

regenerar a oxi-tirosinase e o ciclo de oxidacao do fenol se reinicia e continua até que
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0s substratos (fenol e oxigénio) sejam esgotados ou ocorra uma inativacao da enzima
(RAMSDEN; RILEY, 2014). Essa inativacao da enzima pode ocorrer durante o ciclo
catecolico, onde um catecol pode ocasionalmente ser tratado como monofenol e
oxidado pela oxi-tirosinase por um mecanismo de mono-oxigenase, levando a
formacao irreversivel da deact-tirosinase. Neste estado um dos atomos de cobre do
sitio ativo da enzima é reduzido ao estado Cu (0) e pode se desprender do sitio ativo,
essa via leva a inativagédo total da enzima (Figura 7).

Figura 7 - Estados de oxidagdo dos atomos de cobre no sitio ativo da tirosinase sédo: met-tirosinase (6),
com ambos os atomos de cobre na forma de Cu (ll); desoxi-tirosinase (7) com os atomos de cobre no
estado Cu (1) e capaz de se ligar ao oxigénio molecular; oxi-tirosinase (8) na qual o oxigénio molecular
€ coordenado com os atomos de cobre em uma conformacao peroxi; e deact-tirosinase (9) inativada

com um dos atomos de cobre no estado Cu (0).
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2.3.2 Lacase

Lacase [benzenodiol: oxidoredutase; E.C. 1.10.3.2] € uma polifenol oxidase,
com atomos de cobre em seu sitio ativo, geralmente contendo trés tipos de centro de
cobre, um dos quais confere sua caracteristica cor azul (Figura 8). Lacase apresenta
a capacidade de catalisar a oxidacdo de uma ampla variedade de compostos
aromaticos organicos, concomitantemente com a reducdo do oxigénio molecular
(CHAURASIA et al., 2013).

Figura 8 - Centros de cobre da lacase: Tipo 1, Tipo 2 e Tipo 3. O centro Tipo 1 confere cor azul, o centro
Tipo 2 é coordenado por dois residuos de histidinas e esta estrategicamente posicionado proximo ao
centro Tipo 3. O centro Tipo 3 e o Tipo 2 formam um “cluster” tri nuclear, onde o oxigénio molecular é
reduzido e ocorre a liberacdo de agua.
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Fonte: AGRAWAL et al., 2018.

A lacase é uma enzima ligninolitica bastante comum em fungos causadores da
podriddo de biomassa vegetal, em fungos sapréfitos do solo e em fungos comestiveis.
Esses fungos produtores de lacase sdo geralmente chamados de fungos
degradadores de madeira (BALDRIAN, 2006). Um grande namero de lacases sao
produzidas por fungos, principalmente basidiomicetos e ascomicetos, sendo muito
comum mais de um tipo de lacase ser expresso em uma mesma linhagem flngica.

Uma variedade de fungdes fisiologicas tem sido sugerida para as lacases em fungos,
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incluindo morfogénese, protecdo a estressores ambientais e interacao
patdgeno/hospedeiro (SAPMAK et al., 2015).

Evidéncias na literatura confirmam o papel da lacase na producéo de melanina
em fungos. A lacase oxida L-DOPA em dopaquinona que pode ser convertida
espontaneamente em DOPA-melanina (Figura 9) (EISENMAN et al., 2007). Sapmak
et al. (2015) demonstraram que o gene lacl em Cryptococcus. neoformans codifica
uma lacase que quando excluido leva os mutantes a nao sintetizarem a DOPA-
melanina. Enquanto que Penicillium marneffei &€ capaz de sintetizar tanto DHN- quanto
DOPA-melanina pela atividade de lacase (SAPMAK et al., 2015).

Figura 9 - Atividade de lacase e estruturas de polifendis. TH, tirosina hidroxilase.
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Fonte: Adaptado de FOWLER et al, 2011

Estudos tém mostrado que lacase também participa da via de sintese de DHN-
melanina. Lin et al. (2012) relataram que o fungo fitopatogénico Gaeumannmyces
graminis produz DHN-melanina a qual € responsavel pela melanizacdo das hifas
durante o processo de infeccdo. Segundo os autores, a lacase purificada das hifas de
G. graminis foi capaz de polimerizar DHN-melanina in vitro. Em estudos com
Aspergillus nidulans, foi identificado o gene yA que codifica para a enzima lacase, a
gual converte um precursor amarelo em um pigmento verde, levando a coloracao
tipica dos conidios deste fungo, sendo que a sua expressdo acontece durante o

desenvolvimento assexual (CLUTTERBUCK, 1972). Outro estudo isolou um segundo
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gene para lacase em A. nidulans, denominado pelos autores de tilA (do inglés Tip
Laccase) em referéncia a enzima estar localizada na regido apical de hifas em
crescimento (SCHERER; FISCHER, 2001). Os autores sugerem que a lacase tilA
pode estar envolvida na melanizagao das hifas devido a sua localizagdo na regiao
apical das hifas em crescimento e porque analises filogenéticas mostraram que o gene
tilA tem como seu homologo mais préximo o gene Abr2 de Aspergillus fumigatus, gene
gue codifica a lacase responsavel pela polimerizacdo de DOPA-melanina em A.
fumigatus (SCHERER; FISCHER, 2001).

Estudos relacionando a atividade da lacase com a melanizagdo em fungos tém
despertado grande interesse na area médica, pelo fato que a melanizagéo é um fator
fundamental na viruléncia de fungos patogénicos. Por exemplo, em C. neoformans, a
enzima lacase tem sido apontada como um potencial alvo para a acdo de drogas
usadas no tratamento de infecgbes em humanos, como criptococose (EISENMAN et
al., 2007; SCHERER; FISCHER, 2001).

2.4 Efeito de indutores na melanizacao em fungos

Uma vez que a biossintese da melanina em fungos € resultado da
polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos ou inddlicos pela acéo da lacase e/ou
tirosinase, estudar os possiveis indutores e o substrato dessas enzimas apresenta-se
como uma metodologia promissora para promover uma maior melanizacdo da
biomassa do fungo. Galhaup e Haltrich (2001) constatou que na presenca de ions
cobre o micélio de Trametes pubescens apresentou maior melanizacao, sendo que a
concentracdo de melanina na parede celular aumentou em resposta da concentracéo
de cobre. O cobre, como mencionado anteriormente, pode atuar de diferentes modos
de acédo, como cofator enzimatico no sitio catalitico de lacase e tirosinase (BALDRIAN,
2006; BALDRIAN, 2003; CORDERO e CASADEVALL, 2016), indutor da expressao
de lacase (PASSARINI et al., 2015) e também influenciando de forma positiva a acao
enzimatica e a estabilidade de lacases (CHEN et al., 2002).

Estudos tem mostrado que a concentracdo de carbono e nitrogénio também
exerce acgao reguladora na expressao das enzimas relacionadas com a melanizagao.
Hernandez et al. (2015) sugerem a existéncia de um sistema regulatério que inibe a

producdo de lacase quando h& grande disponibilidade de carbono e nitrogénio,
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demonstrando o papel significativo dessas fontes na regulacéo da producgéo/atividade
dessa enzima durante o metabolismo secundério. Além disso, em trabalho realizado
por Sun et al. (2015) o nitrogénio também foi observado como fator importante no
processo de melanizacao, pois a falta de nitrogénio inibiu tanto o crescimento micelial
quanto a producdo de tirosinase em Auricularia auricula. Szilagyi et al. (2017)
concluiram que a producéo de melanina em A. nidulans era aumentada em condi¢des
de pouca disponibilidade de carbono e, segundo seus dados, a melanizacdo foi
induzida para proteger as células viaveis da agao de enzimas secretadas para autélise
de hifas mortas. Esses resultados confirmaram as observacgdes feitas por Martinelli e
Bainbridge (1974), que j& haviam demonstrado que a melanizagdo em A. nidulans
ocorre na fase estacionaria, provavelmente como consequéncia da exaustdo
nutricional do meio.

A presenga dos substratos das enzimas também € frequentemente
referenciada como indutores para melanizagéo. A tirosinase pode utilizar uma grande
guantidade de substratos mono e difendlicos, sendo a L-tirosina e L-DOPA os
precursores naturais da melanina (GASPARETTI et al., 2012). Duarte et al. (2012),
por exemplo, demonstrou que as condi¢des Otimas para atividade de tirosinase em
linhagens de Pycnoporus sanguineus foi com a presenca de 0.15% de L-tirosina. De
acordo com Sun et al. (2016) existe uma relacdo positiva para concentracdo de L-
tirosina e a producdo de melanina em Auricularia auricula. Estudos realizados por
Almeida-Paes et al. (2009) mostrou que na auséncia de L-DOPA algumas linhagens
de Sporothrix schenckii ndo apresentaram melanizacdo. Eisenman et al. (2011)
demonstraram efeito positivo de L-DOPA na melanizacdo de Cryptococcus
neoformans. Outros estudos demonstraram que L-DOPA € essencial para
melanizacdo de Malassezia furfur (YOUNGCHIM et al., 2013).

2.5 Linhagem melanizada do fungo Aspergillus nidulans

O nosso grupo de pesquisa vem estudando uma linhagem mutante do fungo A.
nidulans (denominada MEL1), que apresenta um maior grau de melanizagdo em
comparacao a linhagem selvagem. O mutante MEL1 foi selecionado por Pombeiro
(1991) apods tratamento da linhagem INO (auxotrofia para inositol) com o agente

mutagénico 4-nitroquinolina-1-6xido (NQO) (Figura 10).
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Figura 10 - Crescimento das linhagens selvagem e mutantes do fungo A. nidulans. (a e b) linhagens
mutantes com producdo excessiva de melanina, denominadas MEL1 e MEL2; (c) linhagem mutante
com auséncia de melanina e (d) linhagem parental com auxotrofia para inositol, denominada INO.
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Fonte: GONCALVES, 2008.

Estudos de grupo de pesquisa mostraram que o pigmento produzido pelo MEL1
pode ser considerado com DOPA-melanina por apresentar propriedades fisico-
guimicas e perfis espectrofotométrico UV/VIS e IR muito semelhantes ao da DOPA-
melanina sintética. Além disso, nos ensaios com o triciclazol (inibidor da via de sintese
da DHN-melanina) a producédo de melanina pelo mutante néo foi inibida, enquanto que
na presenca do inibidor da biossintese de DOPA-melanina (tropolone) a linhagem
MEL1 ndo apresentou melanizacao, indicando que a melanina produzida pelo mutante
do A. nidulans (MEL1) € do tipo DOPA-melanina (GONCALVES et al., 2012). Outros
estudos realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que esse pigmento
possui atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana, ndo apresentando
efeitos citotoxico e mutagénico (GONCALVES et al, 2012; GONGALVES;
POMBEIRO-SPONCHIADO, 2005; GONCALVES et al., 2015; GONCALVES et al.,
2013). Estes resultados indicam que o pigmento melanina produzido pelo mutante
MEL1 tem potencial biotecnoldgico para ser usado em formulagéo farmacéuticas e/ou
cosméticas, visando proteger a pele contra possiveis danos oxidativos, processos

inflamatorios e agentes microbianos.
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No entanto, para viabilizar a aplicacdo préatica deste pigmento € necessario
conhecer os mecanismos e os fatores responsaveis pela inducdo da sintese de
melanina em fungos. Em A. nidulans, o processo de melanizag&o parece ser mediado
pelas enzimas tirosinase e lacase em funcéo da sua especificidade pelo substrato
tirosina e a susceptibilidade aos inibidores, porém ainda ndo foi demonstrada a
correlacdo destas enzimas com a producao de melanina neste fungo. Neste sentido,
identificar as enzimas envolvidas na biossintese da melanina no mutante MEL1 e
determinar os possiveis indutores da melanizagdo da biomassa é de fundamental
importancia para viabilizar a produgcdo do pigmento para futuras aplicacdes
biotecnoldgicas.
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3 OBJETIVOS

O presente estudo teve como principal objetivo estudar o efeito de L-tirosina, L-
DOPA, glicose, acido glutamico e sulfato de cobre na melaniza¢do do mutante MEL1
do fungo Aspergillus nidulans, buscando maximizar a producéo do pigmento melanina
pelo MEL1. Além disso, buscou-se correlacionar a atividade enzimatica das enzimas
lacase e tirosinase do MEL1 com sua melanizacdo. Para tanto, para o presente estudo
estabeleceu-se o0s seguintes objetivos especificos:

1. Avaliar o efeito de L-tirosina, glicose, L-DOPA, sulfato de cobre e &cido
glutamico na producéo de melanina pelo mutante MEL1.

2. Determinar as condi¢cfes Otimas para maior producdo do pigmento melanina
pelo mutante MEL1, estudando os niveis dos fatores que influenciam

positivamente no processo de melanizacao.

3. Avaliar a atividade das enzimas lacase e tirosinase produzidas pelo MEL1 apos

o cultivo do fungo na condicéo antes e apdés otimizagao.
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4 METODOLOGIA
4.1 Mutante MEL1

Para a realizagdo deste trabalho foi utilizado o mutante MEL1 do fungo
filamentoso Aspergillus nidulans (Figura 11), o qual apresenta auxotrofia para inositol
(inoB2) e producdo excessiva do pigmento melanina (melC1). Esta linhagem esta
estocada no laboratério de Fungos Filamentosos do Departamento de Bioquimica e
Tecnologia Quimica do Instituto de Quimica da UNESP Araraquara.

Figura 11 - Mutante MEL1 do fungo Aspergillus nidulans crescido em meio minimo suplementado
com glicose (55 mmol.L™?), nitrato de sédio (70 mmol.L por cinco dias a 37°C.

ANVERSO

Fonte: Autoria propria

4.2 Meio de cultivo

Para o crescimento da linhagem foi utilizado meio minimo descrito por Cove
(1966) com a seguinte composicdo: 10 mL de solucéo de sais (descrito abaixo), 1 mL
de solucdo de elementos tracos (descrito abaixo) e a quantidade de agua destilada
suficiente para completar 1000 mL. Apés autoclavagem 121,1°C (1kgf/cm?) por 20
minutos, o meio foi suplementado, de maneira asséptica, com glicose (55 mmol.L?)
como fonte de carbono, nitrato de s6dio (70 mmol.L) e/ou acido glutamico (5 mmol.L"
1) como fonte de nitrogénio, inositol (20 mg.L*) como requerimento nutricional e, de

acordo com o planejamento experimental (descrito no item 4.6), foram adicionadas as
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substancias a serem avaliadas (L-tirosina, L-DOPA e sulfato de cobre). Para meio

solidificado, foi adicionado 1,5% de &gar antes da autoclavagem.

e Solucao de sais (COVE, 1966):
o Fosfato de potassio monobéasico — 14,0 g
o Fosfato de potassio bibasico — 6,86 g
o Cloreto de potassio—1,0 g
o Sulfato de magnésio - 1,0 g

o Agua destilada até completar 100 mL

e Solucao de elementos tracos (COVE, 1966):
o Borato de sédio — 40 mg
o Sulfato de cobre — 400 mg
o Sulfato de ferro — 532 mg
o Molibdato de s6dio — 800 mg
o Sulfato de zinco — 8 mg

o Agua destilada até completar 100 mL.

4.3 Suspensao de esporos

Apbs o crescimento da linhagem MEL1 em meio minimo solidificado (como
descrito no item 4.2) por cinco dias a 37°C, foi realizada a coleta dos conidios em
solucdo de NaCl 0,85% (m/v). Em seguida, o numero de conidios por mililitro foi
estimado por meio de contagem em camara de Neubauer com auxilio de microscopio.
A partir deste método, foi determinado o volume necessario de indculo para obter a

concentracdo final de 10° conidios/mL de meio.

4.4 Cultivo do fungo

Como estabelecido em trabalhos anteriores (PRETTI, 2009), uma maior
melanizacdo do mutante MEL1 ocorreu quando o cultivo foi realizado em duas etapas:

pré cultura seguida da cultura propriamente dita (Figura 12).

A etapa da pré cultura foi realizada em frascos Erlenmeyers de 500 mL

contendo 200 mL de meio minimo (descrito no item 4.2) e suplementado com glicose
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(55 mmol.LY), nitrato de sédio (70 mmol.L™?), inositol (20 mg.L?) e 1% (v/v) de agua
de maceracao de milho (AMM). Esse subproduto obtido da moagem do milho foi
adicionado ao meio por apresentar uma CcOmMPOSICA0 rica em nutrientes,
principalmente fontes de carbono, nitrogénio e minerais, favorecendo um maior
crescimento do fungo (PANESAR et al., 2015) Em seguida, os frascos contendo esse
meio foram inoculados com 108 conidios.mL' de meio e mantidos sob agitacéo
constante de 225 rpm a 29 °C por 48h. Apds o crescimento, a biomassa foi coletada
por centrifugacao para ser usada como inoculo na etapa posterior.

Figura 12 - Metodologia de cultivo do mutante MEL1 em duas etapas: 1° pré cultura inoculado com
108 conidios.mL™* e 2° cultura inoculado com 10% da biomassa obtida na etapa de pré cultura.

PRE-CULTURA CULTURA

Y 10%
Glicose
transferido

como indculo

Glicose

Inositol (20 mg/L)
AMM (1%)

48h 29°C
225 rpm

72h 29°C
225 rpm

Fonte: Autoria propria

Para a etapa da cultura foi utilizado meio com a mesma composicao da etapa
anterior com excecao da adicdo de 0,2% (v/v) de solucdo Tween 80 e das substancias
avaliadas no planejamento experimental (como descrito no item 4.6). Apds inoculacao
de 10% da massa micelial, obtida na pré cultura, os frascos foram mantidos sob
agitacdo constante de 225 rpm a 29 °C por 72h. Apos este periodo, a biomassa foi
separada do meio de cultivo por filtragdo a vacuo e seca em estufa a 60 °C até atingir
peso constante. A biomassa seca foi utilizada para extracdo e quantificacdo da

melanina.
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Como condicao controle (antes da otimizacgé&o) foi realizado o cultivo do MEL1
nas mesmas condi¢des descritas acima, exceto que na etapa de cultura foi adicionado

0,2% (v/v) de AMM e nenhuma das substéancias avaliadas.

4.5 Extracao e quantificagcdo de melanina

A extragdo do pigmento melanina presente na biomassa foi feita seguindo o
método descrito por Sava et al. (2001), com algumas modificagBes. Em tubos falcon
de 50 mL contendo a biomassa pulverizada em almofariz, foi adicionado hidréxido de
s6dio (NaOH) 1 mol.L- 1, na proporg¢éo 1:30 (m/v), seguida de autoclavagem a 121 °C
(1kgf/lcm?) por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante contendo o pigmento
solubilizado foi separado da biomassa por centrifugacédo a 2576 xg por 15 minutos.
Este procedimento foi repetido varias vezes até a completa descoloracdo da

biomassa.

Posteriormente, o sobrenadante contendo o pigmento solubilizado foi
acidificado com acido cloridrico (HCI) concentrado até pH 2, deixado em repouso por
72h e, em seguida, fervido por 10 minutos. Este procedimento visa promover a
precipitacdo do pigmento melanina devido a propriedade da melanina ser insoltvel
em pH &cido. Em seguida, a suspensado acida contendo o pigmento precipitado foi
separada por centrifugacdo a 2575 xg por 15 minutos, sendo o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspendido em agua destilada. Foram realizadas
lavagens do pigmento em agua destilada seguida de centrifugacdo a 2576 xg por 15
minutos. A etapa de lavagem do precipitado (contendo o pigmento) em agua destilada
foi realizado até neutralizar pH. O pigmento obtido foi colocado na estufa a 60 °C por

24h para secagem.

Para quantificar a melanina presente no pigmento extraido da biomassa foi
utilizada a metodologia descrita por Bull (1970). A amostra foi preparada na
concentracdo de 1 mg de pigmento.mL' de NaOH 0,5 mol.L! e as leituras foram
realizadas em espectrofotbmetro usando o comprimento de onda de 540 nm. A
concentragdo da melanina foi determinada a partir do coeficiente de absortividade
obtido da curva analitica da DOPA melanina sintética (Sigma-Aldrich), usada como

padréo (Figura 13).
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Figura 13 - Curva analitica DOPA-melanina sintética utilizada como referéncia para quantificacdo da
melanina.
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Fonte: SOUZA, 2017.

4.6 Efeito do acido glutamico na producao de melanina pelo mutante MEL1.

Foi realizado um estudo para avaliar a melanizacdo do MEL1 em resposta a
presenca de acido glutamico. Para isto, foi realizado experimentos com 0s seguintes

tratamentos na fase da cultura:

e Tratamento 1 — Nitrato de sédio (70 mmol.L™?)
e Tratamento 2 — Acido glutamico (5 mmol.L?)

e Tratamento 3 — Acido glutadmico (5 mmol.L?) + Nitrato de sodio (70 mmol.L%)

Condicdes da pré cultura permaneceram sempre iguais e de acordo ao descrito
nos itens 4.3. Além disso, a fase da cultura ndo foi suplementada com AMM e entre
0s tratamentos apresenta diferencas apenas quanto a fonte de nitrogénio, sendo o

tratamento 1 considerado controle.

As diferencas entre os tratamentos foram avaliadas pela analise de variancia

(ANOVA) e complementado com teste de Tukey, por meio do software Statistica v.10.
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4.7 Planejamento experimental

Foi elaborado um planejamento experimental do tipo delineamento composto
central rotacional (DCCR) para avaliar o grau da melanizagdo do MEL1 em resposta
a cinco fatores: L-tirosina, glicose, acido glutamico, L-DOPA e sulfato de cobre. Os
niveis selecionados para o DCCR para cada fator foram estabelecidos em funcao de
resultados obtidos anteriormente e estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Niveis de cada fator (variavel independente) estudado para a resposta producao de
melanina (mg.g*) pelo mutante MEL1.

Niveis dos fatores

Fatores -2,378 -1 0 1 2,378
L-tirosina (mmol.L ) 0,02 1,40 2,40 3,40 4,78
Glicose % (v/v) 0,11 0,80 1,30 1,80 2,49
Ac. Glutamico (mmol.L™) 0,74 3,50 5,50 7,50 10,26
L-Dopa (mmol.L?) 0,02 1,40 2,40 3,40 6,85
Sulfato de cobre (umol.L?) 0,27 7,50 12,75 18,00 25,23

Fonte: Autoria propria.

A Tabela 2 apresenta a matriz de ensaios do DCCR. Cada linha da matriz
representa um ensaio com combinacdes de diferentes concentracdes de cada fator.
Os valores +1 representam 0s niveis superiores, 0s valores -1 representam os niveis
inferiores e os 0 (zero) representam a média aritmética entre os dois niveis (pontos
centrais) de cada fator. Além disso, em planejamentos do tipo DCCR também sé&o
estudados os niveis axiais. O que possibilita verificar a existéncia de termos
guadraticos no modelo de regressao (RODRIGUES ; IEMMA, 2005). Os pontos axiais
variam de acordo com o numero de fatores estudados no planejamento e seus valores

sdo determinados pela equacéo
a = [2k]1/4

Onde k representa o numero de fatores estudados. Neste estudo, os valores axiais
obtidos foram -2,378 e 2,378.
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Tabela 2 - Matriz dos ensaios do DCCR para resposta producéo de melanina (mg.g? ) pelo mutante
MEL1.

(Continua)
) L-tirosina ) Ac. Glutamico L-DOPA Sulfato de cobre
Ensaios Glicose % (VIv)
(mmol.Lt) (mmol.Lt) (mmol.LY) (umol.L?)
1 1,4 (-1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 7,5 (-1)
2 3,4 (+1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 7,5 (-1)
3 1,4 (-1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 7,5 (-1)
4 3,4 (+1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 7,5 (-1)
5 1,4 (-1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 7,5 (-1)
6 3,4 (+1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 7,5 (-1)
7 1,4 (-1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 7,5 (-1)
8 3,4 (+1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 7,5 (-1)
9 1,4 (-1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 7,5 (-1)
10 3,4 (+1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 7,5 (-1)
11 1,4 (-1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 7,5 (-1)
12 3,4 (+1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 7,5 (-1)
13 1,4 (-1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 7,5 (-1)
14 3,4 (+1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 7,5 (-1)
15 1,4 (-1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 7,5 (-1)
16 3,4 (+1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 7,5 (-1)
17 1,4 (-1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 18 (+1)
18 3,4 (+1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 19 (+1)
19 1,4 (-1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 20 (+1)
20 3,4 (+1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 21 (+1)
21 1,4 (-1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 22 (+1)
22 3,4 (+1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 23 (+1)
23 1,4 (-1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 24 (+1)
24 3,4 (+1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 25 (+1)
25 1,4 (-1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 26 (+1)
26 3,4 (+1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 27 (+1)
27 1,4 (-1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 28 (+1)
28 3,4 (+1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 29 (+1)
29 1,4 (-1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 30 (+1)

Fonte: Autoria prépria
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Tabela 2 - Matriz dos ensaios do DCCR para resposta produgcéo de melanina (mg.g-1 ) pelo mutante
MEL1.

(Concluséo)

) L-tirosina ) Ac. Glutamico L-DOPA Sulfato de cobre
Ensaios Glicose % (VIv)

(mmol.L?) (mmol.L?) (mmol.LY) (umol.L?)
30 3,4 (+1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 31 (+1)
31 1,4 (-1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 32 (+1)
32 3,4 (+1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 33 (+1)
33 0,02 (-2,38) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0)
34 4,78 (+2,38) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0)
35 2,4 (0) 0,11 (-2,38) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0)
36 2,4 (0) 2,49 (+2,38) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0)
37 2,4 (0) 1,3 (0) 0,74 (-2,38) 2,4 (0) 12,75 (0)
38 2,4 (0) 1,3 (0) 10,26 (+2,38) 2,4 (0) 12,75 (0)
39 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 0,02 (-2,38) 12,75 (0)
40 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 6,85 (+2,38) 12,75 (0)
41 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 0,27 (-2,38)
42 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 25,23 (+2,38)
43 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0)
44 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0)
45 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0)
46 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0)

Fonte: Autoria propria

Os resultados do DCCR foram validados experimentalmente utilizando como
parametro a ferramenta de funcdo de desejabilidade. Neste sentido, 0 modelo prevé
um valor esperado para producdo de melanina com os fatores ajustados em seus
valores (niveis) 6timos. Para fins de validagéo, os resultados do ensaio de validacao
foram comparados com o predito pela funcdo de desejabilidade e foi admitido 90%

como indice de confiabilidade (p<0,1).

4.8 Avaliacédo das enzimas tirosinase e lacase produzidas pelo MEL1

Com o objetivo de analisar uma possivel correlacdo entre melanizacdo do

MEL1 e a atividade das enzimas tirosinase e lacase, foi realizado o cultivo do fungo
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nos tempos de 24, 48 e 72h nas condi¢des antes e apos otimizagcdo. Em cada intervalo
de 24h, a cultura foi filtrada a vacuo para separacdo da massa micelial. Parte desta
massa foi seca em estufa a 60 °C para determinar produgdo de biomassa (g.L?!) e
posteriormente foi realizada a extracdo do pigmento e a quantificacdo da melanina.
Com a outra parte da biomassa foi obtido o extrato enzimatico, no qual foi determinado
as atividades de tirosinase e lacase, conforme metodologia a seguir.

4.8.1 Preparacdo de extrato enzimético livre de célula

A biomassa foi pulverizada no almofariz usando nitrogénio liquido e solubilizada
em tampéo de extracdo (Tris-HCI 50 mmol.LY; EDTA 1 mmol.L't, PMFS 1 mmol.L?)
na proporgao de 1:2 (m/v), agitado por 1 minuto no vortex e centrifugado a 9000 xg
por 10 minutos (BRIDGE; KOKUBUN; SIMMONDS, 2004). O precipitado contendo os
detritos celulares foi descartado e o sobrenadante (extrato enzimatico) foi utilizado

para os ensaios das atividades de tirosinase e lacase.

4.8.2 Atividade de tirosinase

Para determinar a atividade de tirosinase foi utilizada metodologia descrita por
Horowitz (1960) com modificacdes. O meio reacional consistiu de 1,0 mL de tampao
fosfato de sédio (0,1 mol.L') pH 6,8; 0,6 mL de extrato enzimatico e 0,4 mL de
substrato L-DOPA. O substrato L-DOPA foi solubilizado no mesmo tampéao (20 pumol.L"
1). Como controle negativo foi utilizado o extrato enzimatico fervido por 5 minutos a
100 °C.

A atividade tirosinase foi avaliada pela formacao de dopacromo, em funcéo do
aumento da absorbancia em 475 nm apdés cinco minutos de reacdo a 30 °C. A
atividade de tirosinase (U) foi definida em termos de quantidade de enzima necessaria
para catalisar a oxidacao de 1 umol de L-DOPA/min, usando o coeficiente de extincéao
molar (€) igual a 3,6 x 103 Mt cm (ICHISHIMA et al., 1984).

4.8.3 Atividade de lacase

Para determinar a atividade de lacase foi utilizada metodologia descrita por
Szlarz et al. (1989) com modificacdes. A atividade de lacase foi determinada a 30 °C
na mistura reacional contendo 1,0 mL de tampé&o citrato-fosfato (0,05 mol.L™) pH 5,0;
0,6 mL de extrato enziméatico e 0,4 mL de solucéo contendo siringaldazina. A solucéo

de siringaldazina foi preparada adicionando 0,05g de siringaldazina em 50 mL de
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etanol. Como controle negativo foi utilizado extrato enziméatico fervido por 5 minutos a
100 °C.

A oxidagao da siringaldazina foi medida pelo monitoramento do aumento da
absorbancia a 525 nm ap6s 10 minutos de reacdo a 30 °C. A atividade enzimética (U)
foi definida como a quantidade de enzima necesséaria para oxidar 1 pmol de
siringaldazina/min, usando o coeficiente de extingdo molar (€) igual a 6,5 x 10* M-tcmr
1 (SZLARZ et al., 1989).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do &cido glutdmico na producado de melanina pelo mutante MEL1 do
fungos A. nidulans

Avaliando o efeito do acido glutdmico na melanizacdo do mutante MEL1
(Tabela 3), observa-se que a presenca de nitrato de sédio + acido glutamico resultou
em um aumento de 39% na producdo do pigmento em comparacéo ao cultivo com

nitrato de sodio (controle) e cerca de 88% quando comparado com acido glutamico.

Tabela 3 - Producg&o de biomassa, pigmento e melanina em resposta a diferentes condi¢des de cultivo.

Condicdes de cultivo Biomassa (g.L?) Pigmento (mg.g?) Melanina (mg.g?)*
Nitrato de sodio 3,25+ 0,03 224,92 + 10,61 20,10 + 0,892
Acido Glutamico 2,86 £ 0,01 167,23 + 18,90 11,16 +1,36°

Nitrato de sodio + Acido
] 3,35+0,01 313,76 + 8,01 22,60 + 1,262
Glutdmico

*Coeficientes iguais para coluna Melanina (mg.g™) representam que nao ha diferencas estatisticamente
significativas (ANOVA, p < 0,05 complementado com Tukey).

Fonte: Autoria propria

Em relacdo a producdo de melanina também foi observado o mesmo
comportamento, sendo que na presenca de nitrato de sédio + acido glutamico obteve-
se um aumento de 12% em relacdo ao cultivo com nitrato de soédio e de 102%
comparado ao acido glutamico, o qual apresentou o menor rendimento (11,16 + 1,36
mg.g!) comparado com as outras condicdes. Também pode ser observado na
Tabela 3, que maior producéo de biomassa ocorreu na presenca de nitrato de sodio e
nitrato de sédio + acido glutamico, enquanto que no cultivo com &cido glutamico foi
obtido um menor crescimento, sendo a reducao de aproximadamente 15% comparada

as demais condicoes.

A presenca de nitrato de sodio + acido glutamico resultou em um pequeno
aumento na producdo de melanina pelo mutante MEL1. Este resultado pode ser
explicado pela afirmacdo de Marzluf (1993), o qual reporta que, embora nitrato de
sédio seja uma excelente fonte de nitrogénio para A. nidulans, amoénia, glutamato e
glutamina séo fontes de nitrogénio preferenciais. Neste sentido, a adicdo de &cido

glutamico juntamente com nitrato de sodio pode ter sido vantajosa energeticamente
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para o mutante MEL1l. De acordo com Said et al. (2014), a disponibilidade de
glutamato no meio de cultivo evita a necessidade de sua sintese a partir de amonia
ou nitrato, uma vez que glutamato diretamente, ou apds a conversao em glutamina, é
utilizado para a biossintese de varios metabolitos. Como também relatado por Silveira
et al. (2008), a presenca de acido glutamico resultou em um aumento da producao de
pigmento em Monascus purpureus, porém somente em combinacdo com altas

concentragdes de peptona.

Estudos também mostraram que a relagcdo entre carbono e nitrogénio influencia
a producéo de pigmentos em fungos (MAO et al., 2005). No presente estudo, foi
verificado que a razao carbono / nitrogénio em cada condicéo de cultivo é diferente e
provavelmente pode também explicar as diferencas na producdo de melanina pelo
mutante MEL1. Na condicé&o nitrato de sédio (controle) a razdo carbono / nitrogénio é
de 4:1 (C/N) e para nitrato de sédio + acido glutamico é de 3,8:1 (C/N). Verifica-se que
nessas duas condicdes de cultivo a razédo carbono / nitrogénio foram muito proximas
e a producao de melanina nessas condi¢ces também foram préoximas (Tabela 3). Por
outro lado, para acido glutamico a razao carbono / nitrogénio foi muito superior (49:1
C/N) e nesta condicdo o MEL1 apresentou a menor producédo de melanina, sendo a
reducdo de aproximadamente 50% comparado com as outras condicbes. Said et al.
(2014) também observaram que a producdo do pigmento vermelho em Monascus

ruber foi reduzida em altas proporc¢des carbono / nitrogénio.

Neste sentido, o &acido glutamico foi considerado como um dos fatores do
planejamento experimental para otimizacdo da producdo de melanina pelo MEL1,
mantendo o nitrato de sdédio como principal fonte de nitrogénio (70 mmol.L!). Desta
forma, sera possivel determinar a concentracdo oOtima do acido glutdmico em
combinagéo com o nitrato de sddio visando potencializar a producdo de melanina pelo
mutante MEL1.
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5.2 Planejamento experimental — DCCR

Na Tabela 4 € mostrado a producao de melanina por grama de biomassa como
resposta aos niveis estudados para cada fator do DCCR. Observa-se uma grande
variacdo na resposta (melanina mg.g') entre os ensaios, variando de 14,266 a
125,267mg de melanina.g™* de biomassa. A variacédo na resposta pode ser observada
na Figura 14, onde é possivel verificar significativa diferenca na coloracdo e na
producédo de melanina. Esta variagcdo na producéo de melanina exibida pelo MEL1
indica que a escolha dos fatores e seus niveis estudados foram acertados, sendo que
os fatores selecionados para o DCCR desempenham fungéo importante na producao
de melanina pelo MEL1, visto a amplitude de variagcdo na resposta entre 0s ensaios.

Tabela 4 - Matriz de ensaios do DCCR 2° para resposta a produgédo de melanina por grama de
biomassa pelo mutante MEL1. Os valores codificados estéo entre parénteses.

(Continua)

Enaios  L-iosina  Glicose%  Ac.Glutamico  L-DOPA S”;La;?ede Melanina
(mmol.L?) (VIV) (mmol.LY) (molLt) T (mog?)

1 1,4 (1) 0.8 (-1) 35(-1) 1.4 (1) 7.5 (1) 56,832
2 3,4 (+1) 0.8 (-1) 35(-1) 1,4 (-1) 7,5 (-1) 58,755
3 1,4 (1) 1,8 (+1) 35(-1) 1,4 (-1) 7,5 (-1) 38,771
4 3,4 (+1) 1,8 (+1) 35(-1) 1,4 (-1) 7,5 (-1) 32,218
5 1,4 (1) 0.8 (-1) 7.5 (+1) 1,4 (-1) 7,5 (-1) 48,704
6 3,4 (+1) 0.8 (-1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 7,5 (-1) 60,044
7 1,4 (-1) 1,8 (+1) 7.5 (+1) 1,4 (-1) 7,5 (-1) 37,603
8 3,4 (+1) 1,8 (+1) 7.5 (+1) 1,4 (-1) 7,5 (-1) 28,043
9 1,4 (1) 0.8 (-1) 35(-1) 3,4 (+1) 7,5 (-1) 125,267
10 3,4 (+1) 0.8 (-1) 35(-1) 3,4 (+1) 7,5 (-1) 63,841
11 1,4 (1) 1,8 (+1) 35(-1) 3,4 (+1) 7.5 (-1) 91,267
12 3,4 (+1) 1,8 (+1) 35(-1) 3,4 (+1) 7.5 (-1) 57,005
13 1,4 (1) 0.8 (-1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 7.5 (-1) 115,757
14 3,4 (+1) 0.8 (-1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 7.5 (-1) 91,309
15 1,4 (1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 7,5 (-1) 104,646
16 3,4 (+1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 3,4 (+1) 7,5 (-1) 110,355

Fonte: Autoria propria
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Tabela 4 - Matriz de ensaios do DCCR 25 para resposta a produgéo de melanina por grama de
biomassa pelo mutante MEL1. Os valores codificados estéo entre parénteses.

(Continua)

Ensaios | L-iifosina  Glicose%  Ac. Glutamico L-DOPA S“C'La;?ede Melanina
(mmol.LY) (V) (mmol.LY) (molLt) L (mog?)

17 1.4 (1) 0,8 (-1) 35(-1) 1.4 (1) 18 (+1) 45,948
18 3,4 (+1) 0,8 (-1) 3,5 (-1) 1,4 (-1) 19 (+1) 89,603
19 1,4 (-1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 20 (+1) 37,776
20 3,4 (+1) 1,8 (+1) 3,5(-1) 1,4 (-1) 21 (+1) 24,962
21 1,4 (-1) 0,8 (-1) 7.5 (+1) 1,4 (-1) 22 (+1) 57,741
22 3,4 (+1) 0,8 (-1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 23 (+1) 53,941
23 1,4 (-1) 1,8 (+1) 7.5 (+1) 1,4 (-1) 24 (+1) 22,534
24 3,4 (+1) 1,8 (+1) 7,5 (+1) 1,4 (-1) 25 (+1) 27,003
25 1,4 (-1) 0,8 (-1) 3,5(-1) 3,4 (+1) 26 (+1) 103,018
26 3,4 (+1) 0,8 (-1) 3,5 (-1) 3,4 (+1) 27 (+1) 98,555
27 1,4 (-1) 1,8 (+1) 3,5 (-1) 3,4 (+1) 28 (+1) 66,071
28 3,4 (+1) 1,8 (+1) 3,5 (-1) 3,4 (+1) 29 (+1) 45,563
29 1,4 (-1) 0,8 (-1) 7.5 (+1) 3,4 (+1) 30 (+1) 70,810
30 3,4 (+1) 0,8 (-1) 7.5 (+1) 3,4 (+1) 31 (+1) 61,692
31 1,4 (-1) 1,8 (+1) 7.5 (+1) 3,4 (+1) 32 (+1) 33,840
32 3,4 (+1) 1,8 (+1) 7.5 (+1) 3,4 (+1) 33 (+1) 81,784
33 0,02(-2,39) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0) 33,694
34 478(+238)  13(0) 55 (0) 2,4 (0) 12,75 (0) 47,708
35 2,4(0) 0,11 (-2,38) 55 (0) 2,4 (0) 12,75 (0) 78,860
36 24(0) 2,49 (+2,38) 55 (0) 2,4 (0) 12,75 (0) 29,821
37 2,4(0) 1,3 (0) 0,74 (-2,38) 2,4 (0) 12,75 (0) 26,601
38 2,4(0) 1,3(0) 10,26 (+2,38) 2,4 (0) 12,75 (0) 51,922
39 2,4(0) 1,3 (0) 5,5 (0) 002(-2,38) 12,75 (0) 14,266
40 2,4(0) 1,3(0) 5,5 (0) 6,85(+238) 12,75 (0) 78,688

Fonte: Autoria prépria
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Tabela 4 - Matriz de ensaios do DCCR 25 para resposta a producédo de melanina por grama de
biomassa pelo mutante MEL1. Os valores codificados estdo entre parénteses.

(Conclusao)

Sulfato de

Ensaios  --tirosina Glicose % Ac. Glutamico L-DOPA cobre Melanina
(mmol.L?) (Viv) (mmol.L?) (mmol.L?) (umol.LY) (mg.g?)
41 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 0,27 (-2,38) 52,806
42 2,4 (0) 1,3(0) 5,5 (0) 2,4 (0) 25,23 (+2,38) 43,573
43 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0) 70,588
44 2,4 (0) 1,3(0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0) 84,072
45 2,4 (0) 1,3 (0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0) 66,512
46 2,4 (0) 1,3(0) 5,5 (0) 2,4 (0) 12,75 (0) 79,893

Fonte propria

Figura 14 - Coloracdo da biomassa em funcdo da producdo de melanina em diferentes ensaios do
DCCR (Tabela 4): A - refere-se ao ensaio 8, cuja producdo de melanina foi de 28,043 mg.g?; B —
refere-se ao ensaio 17, cuja producédo de melanina foi de 45,948 mg.g* e C — refere-se ao ensaio 9,
cuja producéo de melanina foi de 125 mg.g™.

A B

C

20 mm

Fonte prépria.

O efeito de cada fator na variavel resposta pode ser observado na Tabela 5.
Dentre os fatores com efeitos significativos (p<0,05) para a producao de melanina, L-
DOPA foi o unico que apresentou efeito positivo. Neste sentido, variando a
concentracéo de L-DOPA do nivel inferior -1 (1,4 mmol.L!) para o nivel superior +1
(3,4 mmol.L?) resulta em um aumento na producéo de melanina na ordem de 36,31
mg de melanina.g! de biomassa (Tabela 5). Por outro lado, todos os outros fatores

apresentaram efeitos negativos na producdo de melanina.



Tabela 5 - Efeito dos fatores na produgdo de melanina (mg.g™2).

Fatores* Efeito Erro t (25) p-valor**
padrédo

Média 82,2567 3,680960 22,34655 0,000196
(1) L-Tirosina (L) -1,7797 2,465089 -0,72201 0,522478
L-Tirosina (Q) -10,8821 2,427276 -4,48322 0,020697
(2) Glicose (L) -22,1140 2,465089 -8,97091 0,002923
Glicose (Q) -6,0661 2,427276 -2,49916 0,087772
(3) Ac. Glutamico (L) 1,4035 2,465089 0,56931 0,608983
Ac. Glutamico (Q) -11,3742 2,427276 -4,68607 0,018368
(4) L-DOPA (L) 36,3164 2,472834 14,68617 0,000685
L-DOPA (Q) -7,9652 1,047696 -7,60252 0,004723
(5) Sulfato de cobre (L) -10,2318 2,465863 -4,14933 0,025435
Sulfato de cobre (Q) -8,2486 2,432870 -3,39049 0,042759
1L by 2L 1,2977 2,868442 0,22094 0,826934
1L by 3L 7,3114 2,868442 1,24483 0,224737
1L by 4L -8,0771 2,868442 -1,37519 0,181272
1L by 5L 10,1649 2,868442 3,54378 0,038260
2L by 3L 8,3747 2,868442 1,42587 0,166275
2L by 4L 5,1838 2,868442 0,88259 0,385866
2L by 5L -7,5731 2,868442 -1,28939 0,209066
3L by 4L 4,3036 2,868442 0,73272 0,470544
3L by 5L -10,9160 2,868442 -3,80555 0,031884
4L by 5L -12,2908 2,868442 -2,09261 0,046696

* L para termos lineares e Q para termos quadraticos

**Nivel de significancia 95% (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria
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As analises estatisticas dos efeitos apresentada na Tabela 5 confirma os

resultados observados nos ensaios (Tabela 4). Por exemplo, comparando os ensaios
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35 e 36, onde todos os fatores estdo fixados em seus pontos médios e apenas o fator
glicose varia do seu ponto axial inferior (-2,38, ensaio 35) para seu ponto axial superior
(+2,38, ensaio 36), observa-se que esta alteracao resultou na variacao da resposta de
78,86 para 29,82 mg de melanina.g? de biomassa. Isto indica que aumentando a
concentracdo de glicose disponivel no meio de cultura ocorre uma diminuigdo da
producdo de melanina (mg.g* biomassa) pelo MEL1. A andlise estatistica dos efeitos
dos fatores sobre a resposta (Tabela 5) confirmou essa observacao, pois a glicose
apresentou um efeito negativo sobre a producéo de melanina. A mesma comparagao
pode ser feita para os outros fatores. Por exemplo nos ensaios 39 e 40, todos 0s
fatores estéo fixados em seus pontos médios, variando apenas a concentrac¢ao do L-
DOPA do ponto axial inferior (0,02 mmol.L'') para seu ponto axial superior (6,85
mmol.L?), neste caso a producdo de melanina variou de 14,26 para 78,68 (mg.g—
biomassa), o que indica um efeito positivo do L-DOPA, como mostrado na Figura 15.
Figura 15 - Melanizacdo do MEL1 em funcdo da variacdo da concentracdo de L-DOPA no meio de

cultivo. Em A - 0,02 mmol.L-t de L-DOPA e B - 6,85 mmol.L-t de L-DOPA com producéo de 14,266 e
78,688 mg de melanina por grama de biomassa, respectivamente.

20 mm

Fonte: Autoria prépria

Com os resultados do DCCR foi possivel determinar os coeficientes de

regressdo para a resposta producdo de melanina.g! de biomassa, levando a
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proposicdo de um modelo matematico, representado pela equacdo Y (mg de

melanina.g™* de biomassa):

=—63,40 + 10,84x1 — 5,45 x12 — 10,77 X2 — 12,14 x22 + 10,21 X3 — 1,43 X32 + 49,24 x4 — 3,99 X4? +
8,10 x5 — 0,15 xs? + 1,3 X1X2 + 1,83 X1x3 — 4,04 X1Xa + 5,2 XoXa — 1,45 X2xX5 + 1,08 X3X4 — 0,52 X3x5 — 1,2

XaXs
Onde: x1 = L-tirosina
X2 = Glicose
x3 = Acido glutdmico
X4 = L-DOPA
xs = Sulfato de cobre

Pela analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 6, observa-se que
0 modelo proposto que descreve a resposta de Y em funcéo dos fatores estudados é
adequado, visto que F calculado foi significativo (p<0,05). Desta forma, o modelo
matematico representa nossos dados e, de acordo com Rodrigues e lemma (2005),
satisfaz 0s requisitos para a construcdo das superficies respostas e curvas de
contorno. Além disso, pela andlise de distribuicdo F, verifica-se que a falta de ajuste

nao foi significativa (p>0,05), ou seja, 0 modelo ndo apresenta falta de ajuste.

Tabela 6 - Analise de variancia para regresséo dos fatores em funcéo da producédo de melanina
(mg.g* biomassa) pelo MEL1 — Aspergillus nidulans.

Soma dos Graus de Quadrados

Fonte de variacédo ) o F calc F critico p-valor*
guadrados liberdade médios
Regresséo 27195,818 20 1359,79092
4,93 2,01 0,000127
Residuos 6899,4605 25 275,978418
Falta de ajuste 6701,99 22 304,635714
4,63 8,66 0,11582
Erro puro 197,47 3 65,8249178
Total 34095,28 45
R2 =79,76%

*Nivel de significancia 95% (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria

Validado o modelo matematico, foram construidas as superficies de respostas

(Figura 16). Em todos os graficos foi considerada como resposta a producédo de
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melanina (mg.g* biomassa) em funcdo das concentracdes de L-DOPA versus 0s
outros fatores. A escolha de L-DOPA foi devido ao fato de L-DOPA ter apresentado
maior efeito significativo para a resposta producdo de melanina.

Figura 16 - Superficies de respostas para a producdo de melanina (mg.g* biomassa) pelo mutante

MEL1 em funcéo dos fatores: a) L-DOPA versus acido glutamico; b) L-DOPA versus Glicose; c) L-
DOPA versus Sulfato de cobre e d) L-DOPA versus L-tirosina.

Fonte: Autoria prépria

Pela analise das superficies de respostas (Figura 16) € possivel observar que
a maior producdo de melanina ocorreu sempre nas maiores concentracdes de L-
DOPA, independentemente da combinagdo com os outros fatores. Estes resultados
indicam que o L-DOPA tem um papel de indutor da melanizagdo para a linhagem
MEL1, provavelmente devido ao fato da melanina produzida por este mutante ter sido
caracterizada como DOPA-melanina (GONCALVES; POMBEIRO-SPONCHIADO,
2012). Neste sentido, suplementar o meio de cultivo do MEL1 com L-DOPA forneceu
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0 substrato para biossintese da DOPA-melanina neste fungo. A sintese deste
pigmento ocorre por oxidagao do L-DOPA, pela agéo das enzimas tirosinase ou
lacase, diretamente a dopaquinona, a qual é polimerizada espontaneamente para
formar DOPA-melanina (LANGFELDER et al., 2003). Outros estudos também
relataram o efeito do L-DOPA na producao do pigmento melanina, Almeida-Paes et
al. (2009) demonstraram que algumas linhagens de Sporothrix schenckii foram
incapazes de apresentar melanizagdo na auséncia de L-DOPA, demonstrando a
importancia de L-DOPA na biossintese da melanina nas linhagens estudadas.
Eisenman et al. (2011) também observaram o efeito positivo de L-DOPA na
melanizacdo de Cryptococcus neoformans. Os autores demonstraram que para
melanizacdo em C. neoformans ocorrer requer a adicdo exdgena de substrato para

biossintese da melanina, sendo L-DOPA o substrato preferencial.

Outro precursor da via de biossintese da melanina frequentemente reportado
como indutor da melanizagcéo em diversos fungos € a L-tirosina (GASPARETTI et al.,
2012; ZOU et al., 2016). Sun et al. (2016) relataram que a producdo de melanina por
Auricularia auricula exibiu uma correlacao positiva ha concentracdo de L-tirosina no
meio de cultivo e a producdo de melanina. Outro estudo também demonstrou que a
producéo de melanina por A. auricula € aumentada com a suplementacéo do meio de
cultivo com L-tirosina (ZOU et al., 2016). No entanto, com os resultados obtidos no
presente estudo, foi possivel verificar que L-tirosina é requerida em baixas
concentracfes quando em combinacdo com L-DOPA (Figura 16d). Uma possivel
explicacdo deve-se ao fato de que quando L-tirosina e L-DOPA (precursores da
melanina) estdo disponiveis para biossintese do pigmento, o mutante MEL1 utiliza
preferencialmente o L-DOPA para biossintese da melanina. Na Tabela 4, comparando
0s ensaios 33 e 34, observa-se que a concentracdo de L-tirosina variou de 0,02
mmol.L* (ponto axial inferior) para 4,78 mmol.L* (ponto axial superior), resultando um
aumento de 1,4 vezes na melanizacao do mutante MEL1, cujo a produc¢éo de melanina
variou de 33,69 para 47,70 mg de melanina.g™ biomassa. Por outro lado, nos ensaios
39 e 40, onde a variacdo da concentracdo de L-DOPA foi de 0,02 mmol.L-! (ponto
axial inferior) para 6,85 mmol.L-* (ponto axial superior), obteve-se um aumento de 5,5
vezes na producao de melanina pelo MEL1, aumentando de 14,26 para 78,68 mg de

melanina.g* biomassa. Estes resultados indicam que o L-DOPA pode ser considerado
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o precursor preferencial para producdo de melanina pelo mutante MEL1 em

comparagao com L-tirosina.

Na interacdo de L-DOPA com glicose, observa-se que a maior producéo de
melanina em alta concentracao de L-DOPA somente ocorreu quando glicose também
estava presente em altas concentragdes (Figura 16b). De acordo com a literatura, a
fonte de carbono e sua concentragcdo no meio de cultivo podem afetar diretamente a
biossintese de metabdlitos secundarios em fungos (GRIFFIN, 1993), incluindo a
producédo de melanina. Por exemplo, Sun et al. (2016), estudando o efeito de
nutrientes no meio de cultivo para melanizacdo em A. auricula, reportou que a
concentracdo de glicose afeta tanto o crescimento micelial quanto a sintese de
melanina, pois fornece carbono ndo sO para as necessidades energéticas de
manutencao das atividades celulares como também para biossintese de melanina em
A. auricula. Neste sentido, os resultados da Figura 16b também podem ser explicados
pelo fato que a maior producdo de melanina obtida na presenca de altas
concentracdes de L-DOPA requer muita energia quimica, a qual é fornecida quando
a glicose esta presente em altas concentracdes. O mesmo pode ser observado para
interacdo de acido glutamico e L-DOPA. Na Figura 16a, verifica-se que acido
glutamico também deve estar presente em altas concentracdes para obter uma maior
producdo de melanina em altas concentracdes de L-DOPA. Como mencionado
anteriormente, a presenca do acido glutamico no meio de cultivo pode representar
uma vantagem energética, pois 0 glutamato pode ser diretamente utilizado para
biossintese de varios metabdlitos sem a necessidade de sua sintese a partir de
amonia ou nitrato (SAID et al., 2014).

De acordo com a Figura 15C, a maior producdo de melanina obtida em altas
concentracfes de L-DOPA requer baixa concentracdo de sulfato de cobre. Embora o
sulfato de cobre seja amplamente conhecido como indutor da tirosinase e lacase,
enzimas responsaveis pela melanizacdo em fungos (LANGFELDER et al., 2003) e
estudos demonstrarem que a melanizacdo de Trametes pubescens ocorre em
resposta a concentracdes crescentes de ion de cobre (GALHAUP; HALTRICH, 2001),
os resultados do presente estudo indicam que a presenca de sulfato de cobre no meio
de cultivo ndo influencia positivamente a melanizacdo do MEL1 e é requerido em

baixas concentragoes.
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5.3 Validag&o do modelo

Para validacéo experimental do modelo foi utilizado a fungcao de desejabilidade,
a qual calcula o valor maximo para a variavel resposta em funcdo da combinac¢éo dos
fatores em seus niveis 6timos. Como observa-se na Figura 17, o valor predito pelo
modelo para maior producdo de melanina € de 143,02 mg de melanina.g?* de
biomassa. Por meio desta funcdo, também é possivel estabelecer o melhor nivel de
cada fator visando menor custo no processo. Por exemplo, o fator L-tirosina foi
estabelecido pela funcdo de desejabilidade em seu nivel central (2,4 mmol.L?),
entretanto, observando o fator L-tirosina (Figura 17), verifica-se que é possivel optar
por utilizar a menor concentragdo de L-tirosina (0,02 mmol.L') sem afetar de forma
significativa o valor predito pelo modelo. Desta forma, com o objetivo de reduzir os
custos do processo, estabeleceu-se as seguintes concentracdes para cada fator para
validag&o experimental do modelo: L-tirosina 0,02 mmol.L™; Glicose 1,8% (v/v); Acido
glutamico 10,26 mmol.L; L-DOPA 6,85 mmol.L* e Sulfato de cobre 0,27 pmol.L.

Figura 17 - Funcao de desejabilidade para a variavel resposta producdo de melanina em funcéo da
combinacao dos valores 6timos de cada fator.
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Fonte: Autoria prépria
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Na tabela 7 verifica-se que a producdo de melanina obtida no ensaio de
validacao, utilizando as condi¢Ges estabelecidas, foi de 145,11 + 11,24 mg.g* de
biomassa, sendo a diferenca de apenas 1,44% comparado com o valor predito pelo
modelo (143,02 mg de melanina.g? de biomassa), indicando que néo ha diferenca
estatisticamente significativa (p<0,1) entre os valores obtido e predito pelo modelo,
portanto, o modelo proposto foi validado experimentalmente.

Tabela 7 - Producdo de melanina pelo MEL1 na condicdo otimizada para validacdo do modelo
proposto.

Melanina (mg.g?)

Predito pelo modelo 143,02

Obtido experimentalmente 145,11 + 11,24

Fonte: Autoria propria

Uma vez estabelecida as condi¢des 6timas para producdo da melanina pelo
mutante MEL1 é possivel compara-la com a condi¢cdo antes da otimizacao (controle).
Nesta condicéo, a producédo de melanina foi de 19,69 + 3,16, enquanto que, apos a
otimizacao, atingiu valores de 145,11 + 11,24 mg de melanina por grama de biomassa.
Essa diferenca de melanizacdo do MEL1 pode ser observada na Figura 18. Portanto,
com a otimizagao dos fatores analisados (L-Dopa, L-tirosina, acido glutamico, glicose
e sulfato de cobre) foi obtido um aumento de aproximadamente 640% na producao de

melanina pelo mutante MEL1.
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Figura 18 - Melaniza¢&o da biomassa do MEL1 nas condi¢Bes controle (a) e otimizada (b).
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Fonte: Autoria propria

5.4 Atividade enzimatica de lacase e tirosinase pelo MEL1

Com o objetivo de avaliar a existéncia de relacdo entre a melaniza¢cdo do MEL1
e a atividade das enzimas tirosinase e lacase envolvidas na biossintese da DOPA-
melanina, foi realizado o cultivo do mutante MEL1 nas condi¢cdes controle e otimizada
por 24h, 48h e 72h na etapa da cultura (Figura 19).
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Figura 19 - Crescimento, produ¢do de melanina e atividade enzimatica do MEL1 apds crescimento nas
condicdes controle e otimizada. A — producdo de biomassa; B — producdo de melanina; C — atividade
de lacase e D - atividade de tirosinase.
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Na figura 19A, observa-se que na condi¢cdo controle (antes da otimiza¢éo) o
MEL1 atingiu a fase estacionaria de crescimento a partir de 48h da cultura. Por outro
lado, na condicao otimizada ndo foi observada a fase estacionaria até 72 h na etapa
da cultura, ou seja, o MEL1 permanece em fase exponencial de crescimento durante
todo o periodo da cultura. Este comportamento exibido pelo MEL1 pode ser devido a
maior disponibilidade de alguns nutrientes na condicédo otimizada, principalmente a
alta concentracdo de glicose como fonte de carbono (1,8%), o que favorece o
crescimento vegetativo do fungo. De acordo com a literatura, a fonte de carbono e sua
concentragdo afetam diretamente o metabolismo dos micro-organismos, levando a
alteracbes metabodlicas, como a expressdo de enzimas (GRIFFIN, 1993;
HERNANDEZ et al., 2015). Em relacdo a producdo do pigmento melanina, é possivel

observar na Figura 19B que em apenas 24h da cultura na condicao otimizada verifica-
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se um maior grau de melanizagcdo do MEL1 comparado a condi¢cado controle. Como
mencionado anteriormente, a melanina é formada pela oxidagdo de fendis ou indois
por acédo das enzimas tirosinases e lacases, sendo que a origem dos percursores da
melanina pode ser endégena ou exdgena. Na condi¢cdo controle, a melanizacéo
ocorreu em resposta ao metabolismo do MEL1, sem a suplementagdo exdgena dos
precursores da melanina. Por outro lado, na condi¢ao otimizada observa-se um maior
grau de melanizagao do MEL1 provavelmente devido a presencga dos precursores da
sintese de melanina, como L-tirosina e L-DOPA, no meio de cultura.

Na Figura 19C é possivel notar uma grande diferenca na atividade da enzima
lacase entre as condi¢cOes testadas nos diferentes tempos de cultura. Apos 24h da
cultura, a atividade de lacase foi cerca de 2 vezes maior na condicdo controle
comparado a condicdo otimizada. Entretanto, nos tempos de 48h e 72h da cultura,
nao ha diferengas estatisticamente significativas entre as atividades enzimaticas nas
condicles testadas. Também observa-se um comportamento diferente desta enzima
durante todo o tempo da cultura, sendo que na condi¢do controle ocorreu um declinio
da atividade de lacase, enquanto que na condi¢cédo otimizada a atividade enzimatica
foi mantida constante. A diferenca na atividade da lacase entre as condi¢cdes controle
e otimizada pode estar relacionada a expressao dos genes YA e tilA, que codificam
lacases em A. nidulans. Clutterbuck (1972) demonstrou que a expressao do gene YA,
gue codifica lacase em A. nidulans, € regulada pelo desenvolvimento do fungo,
ocorrendo somente antes do inicio da fase de conidiacdo, pelo fato deste gene
codificar a lacase responsavel pela pigmentacdo verde dos conidios. Scherer e
Fischer (2001) identificaram outro gene (tilA) que também codifica lacase em A.
nidulans, sendo que a sua expressdo acontece durante a fase exponencial de
crescimento e mantém-se praticamente inalterada durante todo o crescimento
assexual. Segundo Scherer e Fischer (2001), esse gene tem outro papel durante o
crescimento do fungo, provavelmente participando no processo de melanizacdo das

hifas em estagios anteriores a conidiacao.

Considerando essas informacgdes sobre a expresséo dos genes yA e tilA em A.
nidulans, a maior atividade lacase na condicao controle obtida em 24h pode ser devido
a expressao simultanea de ambos 0s genes uma vez que o MEL1 esta no final da fase
exponencial de crescimento (Figura 19A) a qual se caracteriza pelo inicio da producéo

de esporos. No entanto, nos tempos de 48 e 72h na condi¢édo controle, o declinio na
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atividade da lacase provavelmente ocorreu pela expressédo somente do gene YyA,
responsavel pela pigmentacdo dos esporos. Neste periodo, o MEL1 esta na fase
estacionaria de crescimento e, provavelmente ndo houve expresséo do gene tilA. Por
outro lado, em todos os tempos estudados (24, 48 e 72h) na condi¢cado otimizada
observa-se que o MEL1 estd na fase exponencial, ou seja, com predominio do
crescimento micelial, sendo que nesta fase nao seria esperado a expressao do gene
yA, mas apenas o tilA estaria sendo expresso e, por este motivo, a atividade da lacase
permanece praticamente constante (Figura 19C). Esses resultados concordam com
os relatos de Clutterbuck (1972) e Scherer e Fischer (2001) sobre a expressao dos
genes YA e tilA durante a fase de crescimento exponencial. Neste contexto, estes
resultados mostram que a atividade de lacase ndo foi aumentada / induzida pela
presenca dos substratos L-tirosina e L-DOPA na condi¢gdo otimizada e, portanto, o
aumento da melanizacdo do MEL1 nesta condicdo, observada na Figura 20B, néao
pode ser explicada pela atividade da lacase, que se manteve em baixa atividade

durante todo periodo de cultura.

Em relacdo a enzima tirosinase, no tempo de 24h na condicdo controle, a
atividade enzimatica apresentou um pequeno aumento (cerca de 1 vez) em
comparacao a condicdo otimizada (Figura 19D). Em seguida, a atividade de tirosinase
diminuiu cerca de 3 vezes, mantendo-se em niveis baixos até o final do periodo da
cultura. Estudos tém mostrado que a atividade tirosinase esta relacionada a fase de
crescimento do fungo. Carter e Bull (1969) demonstraram que a atividade de tirosinase
em A. nidulans alcanca niveis maximos durante a fase de crescimento exponencial,
apresentando uma reducdo na fase estacionaria. Comportamento semelhante foi
observado com o MEL1 na condi¢éo controle, que em 24h obtem-se maior atividade
de tirosinase, sendo que o crescimento esta em fase exponencial (Figura 19A) e nos
tempos de 48 e 72h, o MEL1 esta na fase estacionaria e em resposta, a atividade de
tirosina se mantém em niveis baixos (Figura 19D). Comparando com a condicéo
otimizada, no tempo em 48h a tirosinase apresentou um pico de atividade enzimatica,
cerca de 13 vezes maior que a atividade obtida na condicdo controle para 0 mesmo
tempo (Figura 19D). O aumento na atividade de tirosinase exibida pelo MEL1 em 48h
na condicdo otimizada pode ser explicada pela presenca de L-tirosina, ou seja, a
producéo de tirosinase foi induzida pela presenc¢a do substrato dessa enzima. Outros

estudos também mostraram resultados semelhantes. Duarte et al. (2012),
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demonstraram que para expressao de tirosinase em linhagens de Pycnoporus
sanguineus foi necessaria a suplementacdo do meio de cultivo com 0,15% de L-
tirosina. Agarwal et al. (2016) observaram que a atividade tirosinase em Aspergillus
niger foi significativamente aumentada quando o meio de cultivo foi suplementado com
5 mg.mL? de L-tirosina. Zou et al. (2016) também observaram que a adicdo de 1,59
g.L! de L-tirosina no meio aumentou a atividade de tirosinase, o que resultou e maior

producéo de melanina em A. auricula.

Para explicar esses resultados deve-se considerar que a tirosinase apresenta
4 estados diferentes: met-tirosinase, deoxi-tirosinase, oxi-tirosinase e deact-tirosinase
(Figura 7). O estado nativo da enzima tirosinase é a met-tirosinase, neste estado a
enzima consegue interagir com monofendis, mas néo acontece reagéo catalitica. O
estado met da tirosinase € um estado né&o ativo da enzima, para ativagcao é necessario
a presenca de um difenol. Quando um difenol se liga ao sitio ativo da met-tirosinase
acontece a reducao da enzima para o estado deoxi-tirosinase e neste estado a enzima
consegue ligar-se a um oxigénio molecular para finalmente chegar ao seu estado oxi-
tirosinase. A oxi-tirosinase € o estado ativo da enzima, que pode oxidar fenbis em seus
correspondentes o-quinonas tanto por seu mecanismo de oxidacdo monofenoloxidase
guanto por seu mecanismo de difenoloxidase (RAMSDEN; RILEY, 2014). Neste
sentido, a presenca do L-DOPA (difenol) na condicdo otimizada serviu como substrato
necessario para ativacdo da enzima tirosinase. Como consequéncia, com maior
atividade de tirosinase e presenca dos substratos L-tirosina e L-DOPA, resultou em
aumento (cerca de 640%) na melanizacdo do MEL1 na condicdo otimizada. Estes
resultados sugerem que a tirosinase € a principal enzima responsavel pela

melanizacdo do mutante MELL1.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu chegar as seguintes conclusdes:

1. A combinacédo de &cido glutamico e nitrato de sddio promoveu um aumento na
producéo do pigmento melanina pelo mutante MEL1 do fungo A. nidulans.

2. Com o planejamento experimental DCCR foi possivel otimizar a producéo de
melanina pelo MEL1, estabelecendo as concentragfes Otimas dos fatores
estudados (0,02 mmol.L? de L-tirosina; 1,8% de glicose; 10,26 mmol.L* de acido
glutamico; 6,85 mmol.L! de L-DOPA e 0,27 umol.L* de sulfato de cobre).

3. Na condigédo otimizada ocorreu um aumento de 640% na melanizagcdo do mutante
MEL1 comparado a condi¢cédo antes da otimizacao.

4. O L-DOPA pode ser considerado o substrato preferencial para melanizacdo do
MEL1.

5. Tirosinase é a principal enzima responsavel pela biossintese do pigmento

melanina no mutante MELL1.

Desta forma, os resultados obtidos neste estudo maximizaram a producao de
melanina pelo mutante MEL1 do fungo A. nidulans, bem como, contribuiu para o

avanco da compreensédo de seu metabolismo.
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