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Vé&rios fungos, incluindo Aspergillus nidulans, produzem pigmentos relacionados ou idénticos a
melanina, que estdo locdizados na parede celular ou presentes no meio de cultura cwmo pdimeros
extracelulares. A melanina tem sido referida como uma “armadura do fungo” devido a sua capacidade de
proteger estes organismos contra ndicdes ambientais desfavoraveis, como radiacio UV, dltas
temperaturas, enzimas hidroliticas, metais pesados, agentes oxidantes (Butler & Day, 199B; Jacobson,
2000. A funcdo deste pigmento em aumentar a sobrevivéncia dos fungos pode ser devido a sua
cgpacidade de funcionar como um tampé&o redox, reutralizando os radicais livres gerados pelo estresse
ambiental ( Wang e Casadevall, 199%; Jacobson et a., 195; Rosas et al., 2003. A importancia biol6gica
das espécies reativas de oxigénio (EROS) esta centrada na formagd® de uma grande variedade de
oxidantes scundarios, 0s quais mostram cgpaddade destrutiva na cdlula (Halliwell, 1995; Babior, 2000).
Deste modo, a descoberta de substancias com atividade antioxidante éde fundamental importancia para
proteger as células contra os danos no DNA mediado pela EROS, os quais podem resultar em mutagdes
levando, consequentemente, ao desenvolvimento de vérias doencas.

Algumas evidéncias tém supartado opapel antioxidante das melaninas. Em estudaos anteriores, nos
demonstramos que a melanina extraida do fungo A. nidulans é @paz de neutralizar o &cido hipocloroso,
considerado um dos oxidantes biol 6gicos mais abundante etdxico da cdula, apresentando uma magnitude
de protegédo comparavel a da melanina sintética (Gongadves e Pombeiro-Sporchiado, 2005). Assim, a
melanina produzida por fungos desperta interesse bioteaolégico como matéria-prima farmacéitica,
devido as suas atividades bioldgicas incluindo antioxidante, fotoprotetora e anti-inflamatoria. Além diss,
a sua producéo em larga escala poce ser feita aum custo menor comparado ao da melanina sintética
apresentando-se, patanto, como uma opgéo mais viavel do paito de vista eonémico.

Ness contexto, este trabalho teve cmo objetivo o desenvolvimento de témicas para otimizar a
extracdo do pigmento melanina prodwzido por uma linhagem altamente melanizada do fungo Aspergillus
nidulans, visando uma posdvel aplicacéo prética deste pigmento.

O pigmento melanina presente no fungo A. nidulans foi obtido apés cultivo de 10’ conidios de
uma linhagem altamente melanizada en 250 ml de meio minimo suplementado com as fontes de cabono
e nitrogénio e, também, os requerimentos nutricionais desta linhagem. Apés 72 haas de aescimento a
37°C, sob agitacéo de 250 rpm, as culturas foram submetidas a filtracdo a vaao para separacéd da massa
micdial.

A extracé® da melanina presente no meio de adltura seguiu o método descrito por Paim et al.
(1989), o qua consiste an precipitacdo com addo cloridrico 7 M, até pH 1,0. JA que este pigmento
apresenta-se insolUvel em solugbes &cidas. ApGs 72 horas a melanina extracdular foi submetida a
centrifugacé® de 3800 rpm por 20 minutos e lavada com &gua destilada estéril até dingir pH 5,3. O
precipitado foi li ofili zado e o sobrenadante descartado.

A extragd do pigmento associado a parede celular foi realizada por dois diferentes métodas:

1) O primeiro procedimento uilizado foi descrito por Shivprasad & Page (1989), o qual consiste

na maceaacdo da massamiceia em nitrogénio liquido seguida de dislucdo em carbonato de
sodio e precipitacdo com addo tricloroacéico 5%.

2) O segundo pocedimento uilizado foi descrito por Sava et al. (2001) com agumas
modificacOes feitas em nos laboratdrio. Neste procedimento a massa micdia foi colocada
em hidroxido de sddio (1 M) e mantida sob fervura até aextracdo completa do pigmento, pas
a melanina gresenta-se solivel em solugbes acalinas. Em seguida, foi redizada a
precipitacdo do pigmento com &ddo cloridrico concentrado.
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Figura 1 — Extracé® do pigmento associado a parede céular. O primeiro método descrito por
Shivprasad & Page (1989) corresponde ao fluxograma A, enquanto que o segundo método cescrito par
Savaet al. (2001) com algumas ateragdes feitas em nos laboratdrio é indicado pelo fluxograma B.

Os resultados ohbtidos mostraram que a quantidade de pigmento extraido do meio de cultura
corresponde a 253 mg por litro de meio de cultura. Em relagdo a extragdo do pigmento presente no
micdio, a quantidade ohtida pelos métodas 1 e 2 foi, respectivamente, 68 mg/ gmassa micdial e 200 mg/
gmassa micdia. Analisando estes resultados verificase que o método 2 resultou em uma extragcd mais
eficiente do pigmento presente no micéio, podendo ser utilizado para obten¢éo de uma maior quantidade
de melaninado fungo Aspergillus nidulans, visandoa purificag&o do pigmento para sua possivel utilizacdo
como matéria-prima em formulagdes farmacéuticas.
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