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RESUMO

A melanina ¢ um pigmento bioldgico responsavel pela coloracdo da pele, cabelo e olhos em
seres humanos e em muitos outros organismos, e tem aplicagdes biotecnoldgicas em medicina,
farmacéutica, meio ambiente e nanotecnologia, destacando-se por suas propriedades
antioxidantes, uso como corante natural e na biorremediagdo de metais pesados. Alguns
microrganismos sdo capazes de produzir diferentes tipos de melanina, e linhagens
recombinantes vem sendo desenvolvidas recentemente para otimizar a obtengao deste tipo de
produto. Neste contexto, o presente trabalho propds a clonagem da tirosinase de Bacillus
thuringiensis (gene melBt) em diferentes linhagens de Escherichia coli para sintese de melanina
a partir de tirosina. Além disso, foram avaliados alguns parametros de processo, como a fonte
de carbono (sendo possivel obter 2 g/L. de produto a partir da suplementagdo com glicerol), a
suplementagdo do meio com tirosina que garantiu um aumento em 3 vezes de concentragao
final comparado com a auséncia dessa suplementagao, e as condi¢gdes de inducdo, bem como
modifica¢des genéticas adicionais, como a expressao de genes relacionados com a captagdo de
oxigénio (vib50) e da via de compostos aromaticos (tkta, aroE e aroD), garantindo um aumento
consideravel em comparacao com a linhagens sem os alvos genéticos. A partir das linhagens
construidas, foram realizados cultivos em triplicata em frascos aletados sob agitacdo com meio
LB suplementado ou ndo. Os resultados obtidos indicaram uma forte influéncia da linhagem de
E. coli escolhida para a produgdo, bem como da fonte de carbono e da presenga de tirosina no
meio. Além disso, todos os genes adicionais avaliados se mostraram favoraveis a formacao de
melanina, de forma que foi possivel superar alguns dos trabalhos relatados na literatura para
produc¢do microbiana de melanina. Com isso, ao final do trabalho, foi possivel obter linhagens
recombinantes promissoras para producdo de melanina e informagdes iniciais para otimiza¢ao

do processo de obtencdo deste composto de interesse biotecnoldgico.
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1. INTRODUCAO

Melaninas sdo um grupo de pigmentos naturais encontrados em muitos organismos,
incluindo fungos, bactérias, plantas e animais. Elas sdo produzidas pela oxidag¢do de moléculas
fenolicas e indolicas, resultando em varios tipos, como eumelanina, feomelanina, piomelanina

e alomelanina, cada um com diferentes precursores monoméricos' 2.

As melaninas tém propriedades unicas, como absorver uma ampla faixa de radiagoes,
exibir atividade antioxidante e ter comportamento semelhante a semicondutores. Devido a essas
caracteristicas ¢ a sua biocompatibilidade, as melaninas t€ém aplicagdes potenciais em varias
areas. Na area farmacéutica, por exemplo, a melanina pode ser utilizada em protetores solares
para aumentar o fator de protecdo solar’, ja que essa molécula apresenta em sua constitui¢io
grupos fenolicos e quindnicos que sdo bons dissipadores de radiagdo UV. Outro exemplo
envolve o desenvolvimento de dispositivos implantaveis, em que incorporou-se nanoparticulas
de melanina em matrizes de amido para uma liberagio fototérmica controlada do medicamento*
6.

Na industria de cosméticos a melanina também demonstra resultados promissores, como
o uso de hidrogéis contendo nanoparticulas de melanina para garantir agdo antimicrobiana,
antioxidante e fotoprotetora para aplicagio topica’.

Na remediacdo ambiental, a melanina também encontra aplicagdes, uma vez que
bactérias melanogénicas tém afinidade e alta absor¢ao de metais, como ferro, cobre, chumbo,
mercurio, cadmio e niquel'. Em trabalhos recentes, foram realizados testes de biorremediagdo
de locais poluidos utilizando microrganismos produtores de melanina, os quais possuem a
capacidade de absor¢do de moléculas organicas e devido a sua producgdo de melanina, permite
uma maior resisténcia ao estresse oxidativo® ®. Outras aplica¢des incluem a capacidade de
sobrevivéncia de microrganismos no espago, devido a melanina, e degradagdo de
microplasticos especiais’. Além disso, o fungo Cladosporium sphaerospermum, que produz
melanina para resisténcia contra radiacdo UV e estresse oxidativo, demonstrou a capacidade de
usar a melanina para converter radiacdo em energia quimica, e também realizar a biodegradacao
de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos’.

Ainda, a estrutura complexa dessa molécula permite condutividade elétrica e ionica, e
capacidade de quelagcdo de ions metalicos para aplicagdo em semicondutores organicos e
bioeletronicos!®. Essas aplicacdes podem ser visualizadas na Figura 1.

Além disso, estudos vém sendo realizados em fungdo dos beneficios que a melanina



poderia trazer ao ser consumida, por exemplo, devido a suas capacidades antioxidantes que sdo
comparaveis com a vitamina C. Essa capacidade também esta relacionada com uma melhora na
imunidade, ajudando a reduzir a resposta inflamatoéria e auxilio no estresse hepatico e
intestinal''. A melanina presente no fungo Sporisorium reilianum pode inibir
. .f . . . . .1 1. .d 12 ~ d
significativamente a atividade das enzimas a-amilase e a-glicosidase'~, promover a captacdo de
glicose pelas células hepaticas para a sintese de glicogénio hepatico e retardar a absorcao de
glicose na corrente sanguinea pelo intestino delgado'’. Portanto, a melanina mostra um

potencial muito grande como um corante alimenticio funcional.

~
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Figura 1. Representacdo de algumas aplicacdes da melanina. (A) Aplicacdo da
melanina com uma forma de aumento do fator de protecao solar. (B) Dispositivos implantaveis:
liberacao fototérmica de medicamento através da melanina. (C) Biorremediacdo: bactérias
melanogénicas podem absorver metais pesados. (D) Representag¢do resumida do funcionamento
de um semicondutor, onde a melanina poderia ser aplicada. Fonte: Autoria propria, alguns
modelos gerados por IA - FigureLabs, 2026.

A melanina ¢ tradicionalmente extraida de fontes naturais como sacos de tinta de lulas
(Sepia officinalis) ou sintetizada quimicamente '"~!°. No entanto, esses métodos convencionais
enfrentam desvantagens significativas, como altos custos de produg¢ao, escalabilidade limitada
e riscos ambientais potenciais devido a residuos quimicos. Além disso, no Brasil, a melanina
usada para cosméticos por exemplo ¢ importada, devido a baixa produ¢ao no cenario nacional.

Como resultado, houve um interesse crescente na bioprodu¢ao de melanina por microrganismos



como uma alternativa mais sustentavel e econdmica .

Fungos e bactérias oferecem varias vantagens como produtores de melanina. Esses
microrganismos podem ser cultivados rapidamente usando meios de crescimento simples e
processos de fermentacao que podem ser facilmente ampliados para produ¢ao em massa. Muitas
espécies, incluindo algumas dos géneros Aspergillus, Aureobasidium, Bacillus e Streptomyces,
sdo produtoras naturais de melanina, e essa producdo pode ser otimizada por meio de
melhoramento de linhagens e engenharia de processos 2. Por exemplo, o desenvolvimento de
linhagens microbianas recombinantes projetadas para superexpressar enzimas melanogénicas-
chave permitiu rendimentos ainda mais altos de melanina a partir de matérias-primas renovaveis
LS

Em comparagdo com as melaninas derivadas de animais ou sintéticas, as melaninas
microbianas sdo mais ecologicamente corretas, podem ser adaptadas a aplicagdes especificas e

potencialmente mais seguras para uso humano 2%-!

. Com a pesquisa € a inovacao continuas, as
melaninas produzidas biologicamente estdo prestes a se tornar a fonte preferida para uma ampla
gama de industrias, desde cosméticos e cuidados pessoais até aplicagdes biomédicas e agricolas
2021

Vérios estudos tém empregado microrganismos geneticamente modificados para
aumentar a producdo de melanina, destacando o potencial da biotecnologia nesta area. Um
exemplo-chave ¢ uma patente dos EUA que descreve o uso de linhagens recombinantes de E.
coli projetadas para expressar a enzima tirosinase, um catalisador crucial na sintese de melanina
22 Essa abordagem permitiu a gera¢do de uma linhagem de E. coli capaz de produzir melanina
em niveis comparaveis aos de microrganismos naturalmente produtores de melanina. Outros
autores também relataram a produ¢@o de melanina em E. coli a partir da expressdo de tirosinases
e abordagens de Engenharia Metabdlica para favorecer a formacdo de precursores para
biossintese de melanina, atingindo concentragdes de produto de até 6 g/L >>**. Além da E. coli,
outros microrganismos recombinantes ja foram desenvolvidos para producdo da melanina
como, por exemplo, as bactérias Vibrio natriegens® e Streptomyces khatirae*®, entre outros. O
Quadro 1 reune alguns dados de microrganismos encontrados na literatura que foram testados
como produtores de melanina.

Do ponto de vista do metabolismo celular, a produ¢do de melaninas envolve uma série
de reagdes enzimaticas a partir de precursores como aminoacidos aromaticos, principalmente a
tirosina. O processo se inicia com a oxidagdo da tirosina pela enzima tirosinase, formando o

intermediario dopaquinona. Em seguida, ocorrem reacdes de ciclizagdo e polimerizagdo,



levando a formacio de diferentes tipos de melaninas, entre as quais a eumelanina > #, conforme
ilustrado na Figura 2A. Esse metabolismo melanogénico ¢ regulado por fatores ambientais,
como disponibilidade de oxigénio, pH e presenca de ions metalicos, que podem modular a
atividade das enzimas envolvidas > 4 13,

Além disso, a partir de um alinhamento, Figura 2B, realizado de sequéncias de
tirosinases foram observados varios residuos conservados de histidina (His), que desempenham
um papel critico na coordenagao dos ions de cobre (Cu?*) no sitio ativo da tirosinase. Esses ions

sdo essenciais para a atividade catalitica da enzima, participando da oxidagao da tirosina para a

formagio de melanina e outros produtos relacionados '°.
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Figura 2. (A) Via biossintética da eumelanina a partir da tirosina e acdo da tirosinase.
Fonte: Autoria propria. (B) Alinhamento realizado entre algumas tirosinases em que os residuos
de histidinas estdo destacados em verde.



Tempo

Tipo de Producao de
Organismo Hospedeiro (Tipo) Gene Substrato Ref.
melanina (g/L) Cultiv
)
o _ 161 Ribera et al.
Armillaria cepistipes (Fungo) - Tirosina Eumelanina  27.98 g/L .
dias (2019)%
) . . Guo et al.
Streptomyces kathirae (Bactéria) Selvagem Amilodextrina Eumelanina 13.7g/L 128 h (20147
Escherichia coli W3110
o _ Lagunas-Muioz
(Bactéria recombinante) - melA Tirosina Eumelanina 6,0 g/L 80 h
et al, (2006)*
Batelada
Amorphotheca resinae ) . . Oh et al.
Selvagem Glicose Eumelanina 45¢/lL 14 dias
(Bactéria) wang(2020)*
Streptomyces sp. ZL-24 Peptona de _ ) Wang et al.
Selvagem ) Eumelanina  4.24 g/l 5 dias
(Bactéria) soja (2019)%
Escherichia coli BL21 (Bactéria  melC, o _ Park et al.
Tirosina ~ CYP-Melanina 3.4 g/L 48 h
Recombinante) cypl02G4 (2020)*°
o . Wang Z et al.
Vibrio natriegens tyrl Tirosina Eumelanina 0,45 g/L 2h
(2020)*
Escherichia coli 4-hppd o ) ) Seo, Choi
4-hppd Tirosina Piomelanina 0.315g/L  24h
(Bactéria Recombinante) (2020)*!
Escherichia coli fcs/ech , Ahn et al.
fcs/fech  Acido cafeico Alomelanina  0.17g/L 12h
(Bactéria Recombinante) (2019)*?
) Seo, Choi
Ralstonia picketti (Bactéria) Selvagem Tirosina Piomelanina  0.09g/L  62h (2020)"
Escherichia coli W3110M
VH33MGT Chavez-Béjar et
(Bactéria Recombinante) - Glicose Eumelanina 322¢g/LL  120h
R al., (2013)*
Biorreator
Escherichia coli W3110M VH33MGT ) _ Chavez-Béjar et
Glicose Eumelanina  0.151g/L 120 h
(Bactéria Recombinante) R al., (2013)*

Quadro 1. Produ¢do de melanina por diferentes microrganismos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto € realizar a expressao de uma tirosinase para a producao de
melanina heter6loga em diferentes linhagens de E. coli, além de otimizar o processo através de

ajustes de parametros, substrato e engenharia genética.

2.1 Objetivos Especificos

° Clonar o gene melBt de Bacillus thuringiensis no vetor, que codifica para a
enzima tirosinase, cuja atividade € necessaria para conversdo da L-tirosina em melanina.

° Transformar diferentes linhagens de E. coli com o plasmideo recombinante para
avaliar se o genotipo da cepa pode exercer alguma influéncia na producdo do composto de
interesse.

° Avaliar a producdo de melanina em cultivos em frascos agitados comparando o
desempenho das cepas com relacdo aos perfis de crescimento celular e concentracdo maxima
de produto.

° Avaliar condicdes especificas para a otimizagao da expressao, como a variagao
da fonte de carbono, sendo glicose ou glicerol, concentracdo de IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactosideo), momento de indugdo e auséncia de suplementagdo de tirosina.

° Avaliar o efeito da expressdao conjunta de genes relacionados com a produgao

de tirosina (precursor da melanina) e captagdo de oxigénio na produ¢do de melanina.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Design de Primers e Analise In Silico

A pesquisa de sequéncias de DNA relacionadas a expressao da tirosinase foi realizada
no GenBank, banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI). A
busca foi conduzida utilizando palavras-chave associadas a enzima tirosinase e sua expressao
em diferentes organismos.

Foram selecionadas sequéncias de diferentes organismos previamente descritos na

literatura como produtores de tirosinase e disponiveis em nosso laboratorio, incluindo Bacillus

11



megaterium, Bacillus thuringiensis, Aspergillus niger, Streptomyces lavendulae subsp.
lavendulae e Hypocrea jecorina, listadas no quadro 2. Posteriormente, as sequéncias foram

submetidas a um alinhamento multiplo, com o objetivo de verificar a conservacao das regides

génicas.

Microorganismo Numero de acesso
Aspergillus niger XP 025459129.1
Bacillus megaterium WP _053487522.1
Bacillus thuringiensis ATCC 10792 WP _001222641.1
Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae ATCC 8664 WP 030230139.1
Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae ATCC 8664 WP _030231593.1
Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae ATCC 8664 WP 030229759.1
Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae ATCC 8664 WP _030229776.1
Hypocrea jecorina CAL90884.1
Pichia pastoris ndo encontrado
Pseudomonas aeruginosa PAO1 nao encontrado
Saccharomyces cerevisiae CAT-1 nao encontrado
Salmonella typhimurium LT2 nao encontrado
Staphylococcus aureus nao encontrado
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus nao encontrado
Xanthomonas axonopodis pv. citri ndo encontrado
Xanthomonas campestris ATCC 13951 ndo encontrado
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC 33913 nao encontrado
Zymomonas mobilis ndo encontrado

Quadro 2. Genes encontrados através da pesquisa realizada no GenBank para os
microrganismos do LaFaC. Fonte: Autoria propria.
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Apos a obtengdo das sequéncias de tirosinase, a melBt extraida do Bacillus thuringiensis
ATCC 10792 foi escolhida para a clonagem, e entdo foram desenhados primers especificos
para o gene selecionado utilizando o software SnapGene. A analise da formagdo de estruturas
secundarias, como hairpins e primer-dimers, foi realizada utilizando ferramentas online, como

IDT OligoAnalyzer.

. Sitios de
Gene Primer Sequéncia (5’ — 3’) Conteido Tm
restri¢cao
AGTCACATATGAGAATTAGAAAAAA
Forward Kpnl 28% GC 53°C
TCAAGCTAATC
melBt
TCACTGGTACCTTACATCTTCTCTAA
Reverse Ndel 43% GC 53°C

ATCCTCTCG

>Bacillus_thuringiensis

MGIRKNQACLTDEEKAAFVDATQELKRNGEYQPYVDVHRKHFFHPTHQSAMFLPWHREFLHKFE TELQKV
DRNVTIPYWDWTVDNSITSSIWRGNFMGAFTGLNRQLGANPFLPTRTQVKEATIDTTPYDTAPWRQVTSGFE
RSALEELHNGPHNWVGGVMAGAGS PEDPVFWLHHSNINRLWAIWQREHLNEPYLPTSGTTGADELGLDDP

Quadro 3. Sequéncias e informagdes dos primers desenhados para amplificagdo da
sequéncia codificadora da tirosinase de B. thuringiensis. Em sublinhado estdo indicados os
sitios de restri¢ao utilizados para clonagem e, abaixo, a sequéncia de aminodcidos da tirosinase
de Bacillus thuringiensis. Fonte: Autoria propria.

A funcionalidade de emulagao de PCR do software SnapGene foi utilizada para verificar
a inser¢ao correta do fragmento de interesse, incluindo os sitios de restrigdo necessarios para a
clonagem. A montagem do mapa do plasmideo recombinante foi realizada utilizando o software

SnapGene e 0 mapa do vetor pETM7%"- 28, conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 3. Esquema do plasmideo pETM7?" 2 com o inserto da tirosinase (Bacillus
thuringiensis) em vinho com o nome melBt, realizado no “Snapgene”. Fonte: Autoria propria.

3.2 Extracdo de DNA Genomico e Plasmidial

A extragdo do DNA gendmico de Bacillus thuringiensis foi realizada utilizando o

PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen). Para a obtencdo do plasmideo
pETM7%7 28 a linhagem de E. coli DH5a contendo o plasmideo (estoque do laboratério) foi
cultivada overnight a 37°C e 200 rpm em meio LB, e a extracao do plasmideo foi realizada com

0 PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen).

3.3 Amplificacio por PCR, digestio enzimatica e purificacio

Para a amplificacdo da sequéncia selecionado foi realizada a PCR com a polimerase

GoTaq® G2 DNA Polymerase (Promega), sendo cada reagdo preparada para o volume final de
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50 uL, com 12.5 pL do Buffer com a polimerase, 0,4 mM (2 uL de primer), 77 ng/uL (2 puL
molde) de DNA e 33,5 uL de Nuclease-Free Water.

Apos a amplificagdo, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,
seguida da purificagdo utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).
As reagdes de digestao com volume final de 30 uL foram preparadas para os insertos e para o
plasmideo a 37°C por 4 horas, utilizando 1 pL das enzimas FastDigest Kpnl (Thermo
Scientific) e FastDigest Ndel (Thermo Scientific), 3 pL de Green Buffer e 1000 ng do amplicon.
Para o plasmideo, foi realizado um tratamento adicional com 5 puL de fosfatase alcalina Anza™
(Invitrogen) a 37°C por 1 hora. Apds a digestdo, uma nova purificacdo foi realizada utilizando

o mesmo kit de purificagao.

3.4 Procedimentos para construcio das linhagens geneticamente modificadas

O gene melBt (Bacillus thuringiensis) foi amplificado a partir do DNA genomico
extraido das células (estoque do laboratorio) e para a clonagem do gene melBt foi utilizado o
plasmideo pETM 7?7 %8,

O plasmideo e o inserto digeridos foram utilizados para a montagem da reagdo de
ligagdo, foi realizada com 5U/ul da enzima ligase (Thermo Scientific™) em temperatura
ambiente por 3 horas, seguida do choque térmico para a transformagao das células de E. coli
DH5a. Em seguida, realizou-se o plaqueamento em meio LB agar com ampicilina, a partir do
qual obteve-se clones positivos da transformag¢do do plasmideo pETM7_melBt, como ilustrado
na figura 4.

Além disso, escolheu-se alvos genéticos com intuito de aumentar a producdo de
melanina. Para isso, utilizou-se dos genes tktA, aroE e aroD, os quais codificam para enzimas
atuantes na sintese de compostos aromaticos para um potencial aumento na disponibilidade de
tirosina e outro gene testado foi o v4b50, o qual se mostra como um potencial facilitador da
captacdo de oxigénio. Assim, foi realizada a transformagao dos plasmideos pRtA (plasmideo
pRSM4% + gene tktA), pRaD (plasmideo pRSM4 + gene aroD), pRaE (plasmideo pRSM4 +
gene aroE), pRtAvhb50aEaD (plasmideo pRSM4 + genes tktdA, aroD, aroE, vhb50) e
pRtAvhb50 (plasmideo pRSM4 + gene tktA e vhb50) nas células DH5a com plasmideo
pETM7%3 com gene melBt.
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Figura 4. Ilustracdo do método utilizado para a clonagem no vetor pETM7?" 28 ¢
transformagdo das linhagens usadas para expressdo de tirosinase para a producdo posterior de
melanina. Fonte: Autoria propria.

3.5 Confirmacio da ligacio e transformacao

Ap6s a transformacgdo do plasmideo pETM7 com o gene para tirosinase (melBt), as
coldnias positivas tiveram seu plasmideo extraido por meio do PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit (Invitrogen). Entdo, realizou-se uma PCR utilizando 1uL do plasmideo diluido
como molde, 12,5 uL da polimerase GoTag® G2 DNA Polymerase (Promega), 1 uL do par de
primers (utilizado para a amplificacdo do gene melBt), 10,5 L de Nuclease Free Water. Além
disso, um ensaio de restri¢do foi realizado com o plasmideo, utilizando as enzimas FastDigest
Sall (Thermo Scientific™) e FastDigest Ncol (Thermo Scientific™) e os resultados foram
analisados por eletroforese.

Apos confirmagdo da clonagem e transformacao, o plasmideo construido foi utilizado

para transformar as linhagens de E. coli K-12 MG1655, BL21(DE3), Rosetta e W.

3.6 Linhagens bacterianas e condi¢des de cultivo

A linhagem de E. coli DHS5a foi selecionada para os procedimentos de clonagem
(construgao de plasmideos de expressao) e ensaios iniciais de producdo. Para o cultivo desta
bactéria foi utilizado o meio LB composto por 10 g/L de triptona, 5 g/L. de extrato de levedura

e 5 g/L de NaCl, e as cé¢lulas foram incubadas a 37°C e agitacdao de 230 rpm.

Para o cultivo das linhagens de E. coli transformadas com o plasmideo recombinante
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(DH5a, K-12 MG1655, Rosetta, BL21(DE3) e W) foi utilizado o meio LB suplementado com
10 g/L de glicose, 80 pg/mL de ampicilina e 0,4 g/l de L-tirosina. Além disso, foi feita a
suplementa¢do do meio com 20 pg/mL de CuSOs. As células foram incubadas sob agitacao de

230 rpm e temperatura de 30°C em frascos aletados por 96 horas apds a indugdo com IPTG 1

mM.

Com o objetivo de avaliar o comportamento da DH5a e otimizar o processo, foram
realizados testes variando a fonte de carbono, glicose e glicerol (10 g/L), a concentragao de
IPTG (0,25 mM, 0,5 mM e 1,0 mM) para verificar qual seria a mais adequada, € 0 momento
ideal para a indug@o com DO600 nos valores de 0,6; 1; ¢ 2, sob as mesmas condi¢des de cultivo

anteriores.

3.7 Analise do perfil de crescimento celular e produ¢ao de melanina

ApoOs a obtencao das células transformadas, foram conduzidos experimentos para
avaliagdo da sintese de melanina e do perfil de crescimento celular das linhagens produtoras.
Os cultivos foram realizados em triplicata em frascos Erlenmeyer aletados incubados sob
condig¢des controladas de temperatura e agitagdo. Para isso, as células armazenadas em glicerol
foram inoculadas overnight em 5 mL de meio LB contendo ampicilina 50 pg/mL em tubos de
50 mL. Em seguida, aliquotas de 1 mL dessa cultura foram transferidas para 50 mL de meio de
cultura em frascos aletados de 250 mL, ¢ IPTG 1,0 mM foi adicionado ao meio de cultura no

comego da fase exponencial de crescimento, com a DO de 0.8.

Amostras do cultivo foram retiradas periodicamente para acompanhar o perfil de
crescimento das células e da produgdo de melanina. Para o crescimento celular, foi feita a leitura
da densidade optica a 600 nm antes e apds a centrifugacdo das amostras coletadas. A diferenca
na leitura se relaciona com o crescimento celular, j& que a melanina no sobrenadante também

absorve a 600 nm.

J& para a quantificacdo da melanina, amostras do sobrenadante foram analisadas no

espectrofotometro a 400 nm e correlacionadas com uma curva de calibragio, conforme descrito
23
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3.8 Curva de calibrac¢io para melanina

Para a construgdo da curva de calibracdo de melanina, foi preparada uma solu¢ao-mae,
a partir da melanina obtida do cultivo das linhagens transformadas, a 0,06 g/L em agua destilada
e adi¢ao de NaOH (até pH 11). Assim, realizaram-se dilui¢des sucessivas de modo a se obter

as concentragdes de 0,060; 0,030; 0,015; 0,0075 e 0,00375 g/L.

As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro no comprimento de
onda de 400 nm. Os resultados experimentais de absorbancia foram plotados em funcdo da

concentracdo, permitindo o ajuste linear por regressao de minimos quadrados.

3.9 Extracdo da melanina

Ap6s o término do cultivo, as células foram removidas por centrifugacdo, e o pellet
celular foi descartado. A melanina do sobrenadante foi precipitada pela adi¢do de 1/10 do
volume de HCI 6 M. O precipitado obtido foi lavado repetidamente com agua destilada até
atingir pH neutro e, em seguida, armazenado em estufa a 50°C por 7 dias®, resultando na

melanina seca, a qual foi raspada e pesada, conforme esquema representado pela figura 5.
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Sobrenadante
contendo T—
melanina i
. ~ o
‘09 Adicao de1/10
= do volume do
Estufa: 50°C por 7 — caldo de HCI 6
dias S M

Figura 5. Esquema representativo do método usado para a extracdo de melanina. Fonte:
Autoria propria.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Confirmacao da ligacio e transformacao

Ap6s a reagdo de ligagdo do inserto no backbone foi realizada a transformagao na E.
coli DH5a. Para a confirmacgdo desses clones positivos foi realizada uma PCR de coldnia
analisada por eletroforese, como observa-se na figura 6. Dessa forma, foi possivel visualizar
uma amplificagcdo do gene melBt que possui 1095 pb.

Além disso, foi realizado um ensaio de restricio com o plasmideo pETM7_ melBt
extraido através do kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen), utilizando as
enzimas de restrigdo FastDigest Sall (Thermo Scientific™) e FastDigest Ncol (Thermo
Scientific™), como observa-se na figura 7. Com isso concluimos que a sequéncia foi
corretamente ligada no plasmideo, pois visualiza-se duas bandas com os seguintes tamanhos:
5328 e 1010 pb. Ao utilizar essas enzimas ¢ gerada uma clivagem que ocorre dentro da

sequéncia melBt e outra clivagem ocorre no plasmideo, mostrando que a insercdo foi realizada

corretamente.

2 <
3
»
-]
1
]
3
2
3
5

Figura 6. (A) Mapa do plasmideo pETM7 com o inserto melBt (em azul). (B) Resultado
do gel de agarose em luz UV para a PCR de coldnia, no qual verifica-se uma banda de tamanho

aproximado de 1095 pb, possivelmente confirmando a clonagem e transformagdo. Fonte:
Autoria propria.
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Figura 7. (A) Ensaio de digestdo do plasmideo pETM7 melBt simulado no
“Benchling” com as enzimas Ncol e Sall, formando um fragmento de 5328 pb e um fragmento
de 1010 pb. (B) Resultado do gel de agarose em luz UV para o ensaio de restri¢do, no qual
verifica-se duas bandas (5328 e 1010 pb), confirmando a clonagem e transformacdo. Fonte:
Autoria propria.

4.2 Curva de calibraciao da melanina

A melanina produzida em um dos cultivos foi utilizada para preparacdo de uma curva de
calibrag@o, conforme descrito na se¢ao “Materiais e Métodos”, e a curva obtida pode ser observada

na figura 8.
A equagdo da reta obtida foi:

A=8,46-C+0,00387(R2=0,99)

Em que A corresponde a absorbancia medida e C a concentragdo de melanina em g/L.
Esta equacdo foi utilizada para a determinacdo das concentragdes desconhecidas a partir dos

valores de absorbéancia experimental.
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Figura 8. Gréfico ilustrando a curva de calibracdo da melanina. Fonte: Autoria propria.

4.3 Analise do crescimento celular e da expressao de tirosinase para a producio de

melanina por linhagens recombinantes de E. coli

Um cultivo em triplicata foi conduzido com frascos aletados, que garantem uma maior
oxigenacao ao meio, o que se faz necessario visto que € necessario oxigénio para a formacao
de melanina através da tirosinase, assim as linhagens W, DHS5a, BL21(DE3), Rosetta e K-12
MG1655 foram inoculadas e cultivadas, como descrito em “Materiais e Métodos™.

O gréfico relacionando a densidade 6ptica (DO) com o crescimento celular pode ser
verificado na figura 9(A), onde observa-se uma diferenca significativa entre os perfis de
crescimento das linhagens avaliadas. A linhagem K-12 MG1655 apresentou a menor
velocidade de crescimento apos 24 h de cultivo e também o menor valor final de DO. Ja as
linhagens BL21(DE3) e Rosetta registraram as velocidades mais altas de crescimento nas
primeiras 24 horas, e atingiram valores finais de DO intermedidrios e muito semelhantes entre
si. Enquanto isso, as linhagens DH5a e W apresentaram velocidades de crescimento
semelhantes no inicio do cultivo, mas a linhagem W atingiu o maior valor de DO final, enquanto
a DH5a chegou a um valor intermediério e semelhante a Rosetta e BL21(DE3).

Jé& para a quantificagdo da melanina, os sobrenadantes das amostras foram analisados no

espectrofotometro a 400 nm e correlacionados com uma curva de calibragdo, conforme descrito
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23 Na figura 9(B), observa-se a concentragiio de melanina em g/L conforme o tempo de cultivo,

apresentando o ponto de absorbancia mais alto no tempo de 72 horas.

O experimento foi conduzido para verificar como o genoma de cada linhagem pode
influenciar na sintese de biomoléculas, nesse caso a melanina, ja que as diferencas de regulagdo
e expressdo génica entre as diferentes linhagens costuma ter um impacto significativo na

33 Assim, foi

produtividade, rendimento e concentragdo final de produtos metabdlicos
confirmada essa variacao, uma vez que as linhagens atingiram concentracdes de 1,94; 0,26;
1,75; 1,01; 0,035 g/l de melanina para as linhagens BL21(DE3), W, Rosetta, DH5a, K-12

MG1655, respectivamente.

Dessa forma, observou-se um perfil interessante relacionando a produgdo de melanina
e as diferentes linhagens avaliadas, e confirmou-se que ha uma grande diferenga entre elas,
sendo que as que mais se destacaram foram: BL21(DE3), DH5a e Rosetta. Segundo relatado
por Monk e colaboradores (2015), essas linhagens estdo relacionadas com uma maior
capacidade de sintese de tirosina, devido a capacidade de direcionamento do fluxo metabdlico
para a via do chiquimato®. Apesar de compartilharem um genoma similar, suas diferencas
provocam um estado metabolico diferente, de forma que afetam o crescimento, fluxo de
carbono e expressao génica. Assim, a BL21(DE3), Rosetta e DH5a se mostraram mais capazes
de metabolizar a tirosina, devido a expressio elevada de vias ligadas a essa molécula®, que é

precursora da melanina.

22



#— DH5a
- W

4— Rosetta
10 v K12
+—BL21 "

DOBOO
[<2]
b

0 T T T
0 24 48 72 96

Tempo (h)
B 25

—=&— Rosetta
v K12

2.01 +— BL21 ~—

Concentragao de Melanina (g/L)

Tempo (h)

Figura 9. (A) Curvas de crescimento apds a indugdo e (B) Concentracdo de melanina
produzida pelas linhagens E. coli DH5a, W, BL21(DE3), K-12 MG1655 e Rosetta, quantificada
a partir da curva de calibragdo elaborada nesse projeto. Fonte: Autoria propria.
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Figura 10. Comparacdo ilustrando cultivo apos 96 horas (A) DH5a, (B) BL21(DE3),
(C) W, (D) Rosetta, (E) K-12 MG1655. Fonte: Autoria propria.

Finalmente, conclui-se que foi possivel obter cinco linhagens produtoras de melanina,
com algumas capazes de produzir altas concentragcdes para um cultivo de 50 mL. Para efeitos
de comparacio, o trabalho de Chavez-Béjar et al., (2013)** relatou a obtencdo de 0,155 g/L de
melanina por células de E. coli W3110 transformadas com um plasmideo contendo os genes
MutmelA, aroGfbr, tyrC, pheACM e delecdao para gene AtyrR, em condi¢des semelhantes.
Sendo assim, comprovou-se a necessidade de um estudo a fundo sobre qual linhagem deve ser
escolhida para se obter rendimentos maiores. Neste experimento, por exemplo, comparando a
producdo da BL21(DE3) com a W, vimos uma producdo 7 vezes maior de melanina final pela

linhagem de E. coli BL21(DE3).

Como houve diivida sobre a sintese de melanina pela linhagem K-12 MG1655, realizou-
se uma PCR com os plasmideos extraidos desta linhagem e também da W e da DH5a para

confirmar a presenga do gene da tirosinase, e o resultado positivo € apresentado na Figura 11.

A linhagem DH5a ¢ muito utilizada para realizacdo de transformacdes usando vetores
recombinantes  por apresentar alta eficiéncia de transformacgdo e estabilidade genética, mas
ndo costuma ser utilizada como linhagem para expressao de proteinas heter6logas ou produgao
de outros bioprodutos. No entanto, por possuir uma producao intracelular alta de tirosina’ e ter
apresentado um bom nivel de sintese de melanina, ela foi escolhida para os passos seguintes
deste trabalho. J& a linhagem Rosetta ¢ derivada da BL21(DE3), com a diferenca de carregar
um plasmideo que fornece tRNAs para codons raros. Como ambas apresentaram resultados
muito semelhantes, o plasmideo adicional da Rosetta parece ndo ter apresentado efeito

significativo na produ¢do de melanina a partir da expressdo da tirosinase de B. thuringiensis.

24



Por isso, entre as duas, apenas a BL21(DE3) foi selecionada para as etapas seguintes do

trabalho.

K12 MG1655
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Figura 11. Gel de agarose com a amplificagdo do gene melBt a partir dos plasmideos
extraidos das linhagens transformadas de DH5a, W e K-12 MG1655. Fonte: Autoria propria.

4.4 Producao de melanina a partir de glicerol ou glicose

Com o objetivo de otimizar o processo de sintese de melanina foi realizado um teste da
fonte de carbono utilizando duas das melhores linhagens de E. coli dos experimentos anteriores,
a BL21(DE3) e DH5a. Entdo, utilizou-se de glicose e glicerol (10 g/L) para definir qual fonte
de carbono seria mais favoravel para a produgdo de melanina.

O glicerol ¢ um subproduto da reagdo de transesterificacdo para formacao de biodiesel,
por isso a utilizagdo desse substrato como fonte de carbono para diferentes cultivos ¢ de

interesse biotecnoldgico. Além disso, como verificado na literatura6-37-38

pode haver uma
vantagem de maior obten¢ao de biomoléculas com o uso de glicerol quando comparado ao uso
de glicose, e isso acontece, entre outros motivos, porque o glicerol apresenta um alto grau de
reducdo. Além disso, o glicerol entra no metabolismo por duas vias: glicerol desidrogenase e

glicerol quinase®.
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Na figura 12(A) encontra-se a curva de crescimento para as 4 condi¢des, em que
verifica-se que em 24 horas a DO atingiu seu pico e se estabilizou em aproximadamente 7
unidades de DO600.

A curva de concentragdo de melanina pode ser visualizada na figura 12(B), e um
resultado promissor pode ser observado, principalmente, na producao pela DH5a suplementada
com glicerol, a qual apresentou, aproximadamente, 2 g/L. de melanina no sobrenadante.

Portanto, confirmou-se que o glicerol pode ser uma 6tima fonte de carbono, uma vez
que proporcionou altas taxas de crescimento para as duas linhagens testadas (BL21(DE3) e
DH5a) e manteve altas concentragdes de melanina produzida, sendo que para a DH5a houve
um aumento consideravel em sua producdo. Além disso, trata-se de uma fonte barata comparada
a glicose, o que ¢ essencial para o escalonamento industrial. Dessa forma, os experimentos
seguintes passaram a ser realizados com 10 g/L de glicerol como fonte de carbono.

Além disso, constatou-se que nao hé grande incremento na sintese de melanina entre 72
e 96 horas. Por isso, para os préximos experimentos fixou-se o fim do cultivo em 72 horas. Na
literatura observa-se um padrdo de tempos elevados de cultivo como observado no Quadro 1.
Com isso, uma producdo com duragdo menor se mostra um avango e uma forma de otimizagao

para o processo de obten¢ao da melanina.
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Figura 12. (A) Comparagdo entre o crescimento celular da linhagem DH5a e
BL21(DE3) em meios suplementados com glicose (10 g/L) ou glicerol (10 g/L). (B)
Comparacao da concentracdo de melanina (g/L) produzida a partir desses mesmos cultivos.
Fonte: Autoria propria.

4.5 Avaliacao do efeito da concentracgao de IPTG

O uso do IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo) ¢ necessario para a indugao da
expressdo do gene que codifica para tirosinase, essencial para o processo de producdo da
melanina heter6loga. Contudo, devido ao seu alto custo se torna relevante um estudo para
verificar a concentragdo minima necessaria desse reagente.

Dessa forma, foi realizado um cultivo onde variou-se a concentragao em 0,25 mM, 0,5
mM e ImM de IPTG usada na inducdo. Na figura 13 observa-se a curva de crescimento, na

qual verifica-se uma diferenca minima comparando as trés concentracdes. Além disso, a
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concentracao obtida de melanina durante o processo também se mostra similar, com um desvio
padrdo das trés concentragdes de apenas 0,036 g/L. no ponto de retirada nas 72 horas de cultivo.

Ademais, um estudo estatistico com um unico fator (oneway) foi realizado para verificar
se houve diferenca significativa entre essas condi¢cdes. No Quadro 4, verifica-se a tabela
ANOVA para esse estudo, de forma que constatou-se um fO0 = 0,018 e F26 (a0 = 10%) = 3,46,
portanto rejeita-se Ho. Ou seja, rejeita-se a hipdtese de que houve diferenca entre as
concentragdes finais, ndo havendo diferenca significativa no uso de 0,25, 0,5 ¢ 1 mM de IPTG

para sintese de melanina nas condigdes avaliadas.

Tabela ANOVA
Graus de Soma dos  Quadrados
Fonte de Variacio FO 12,6, 0.1
Liberdade Quadrados Médios
Tratamento 2 0,0076 0,0038 0,0178 3,46
Erro 6 1,291 0,215
Total 8

Quadro 4. Tabela ANOVA (n = 3). Fonte: Autoria propria
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Figura 13. (A) Crescimento celular da linhagem DH5a induzida com diferentes
concentracdes de IPTG (0,25 mM, 0,5 mM e ImM). (B) Concentragao de melanina (g/L)
produzida nas diferentes concentragdes de indutor. Fonte: Autoria propria.

4.6 Avaliacao do efeito do momento da inducao

Uma etapa importante em experimentos de producdo de biomoléculas por
microrganismos recombinantes ¢ conhecer o melhor momento para se realizar a indugdo. Por
isso, para avaliar o comportamento da DH5a produtora de melanina, foi realizado um teste de
indu¢ao com 0,25 mM de IPTG com DO600 nos valores de 0,6; 1; e 2.

Com intuito de garantir uma maior reprodutibilidade dos experimentos, a partir deste
ensaio adotou-se um protocolo padronizado de preparagdo do indculo. Primeiramente, um pré-
inéculo com 5 mL de meio LB foi realizado em tubos falcon de 50 mL a partir do estoque

permanente (linhagem DHS5a e glicerol 40%). Entdo, apds 16 horas de agitacdo em shaker a
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230 rpm e 37 C, foi transferido o volume calculado para 0,1 de DO600 no erlen contendo 50
mL de meio LB fresco, que foi incubado sob as mesmas condi¢des do pré indculo. Em seguida,
quando atingiu-se 1 unidade de DO600, 1 mL deste inoculo foi transferido para cada erlenmeyer
com 50 mL de meio onde a sintese de melanina foi induzida nos valores de DO mencionados
na descri¢ao deste experimento.

A figura 14 traz os resultados obtidos sobre a curva de crescimento observada para esse
teste, e além disso mostra a concentragdo de melanina obtida para os diferentes momentos de
indugdo. No caso, ¢ possivel observar que tanto com relagdo a producao da melanina, quanto
para o crescimento celular, a indu¢do em diferentes estdgios do crescimento ndo apresentou
diferengas significativas; contudo observa-se que a indu¢do em DO de 2 foi a menos favoravel,
uma vez que apresentou a menor concentra¢ao de melanina durante todo o cultivo. O fendmeno
observado pode ser decorrente da alteragdo no metabolismo celular que a inducgao tardia pode
causar. A inducdo em momentos de “mid-log” sdo mais benéficas comparadas a fases muito
iniciais ou tardias, j& que quantidades mais elevadas de proteina recombinante expressa levam
a um impacto notavel no metabolismo da célula hospedeira, detectavel através do retardo do
crescimento, além de estresse fisiologico, visto que a célula acaba transferindo muitos recursos
para replicagao do plasmideo, transcri¢do do gene recombinante, dobramento da proteina, entre
outros*.

Com isso, 0 momento de inducgdo ideal (entre os valores testados) para expressao da

tirosinase estd entre a DO600 0,6 e 1 que sdo valores muito utilizados para esse tipo de processo.
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Figura 14. (A) Crescimento celular da linhagem DHS5a apds a indugdo em diferentes
momentos (DO600 de 0,6, 1,0 e 2,0). (B) Comparagdo da concentragdao de melanina (g/L)
produzida a partir desses mesmos cultivos. Fonte: Autoria propria.

4.7 Efeito da suplementacio de tirosina

A tirosina € precursor essencial para a sintese de melanina a partir da tirosinase
codificada pelo gene melBt, e foi suplementada no meio de cultivo utilizado. No entanto,
considerando que linhagens de E. coli produzem tirosina naturalmente, a sintese de melanina
foi avaliada em um meio nao suplementado com este aminodcido para fins de comparagao.
Assim, o cultivo foi realizado seguindo o protocolo anterior com a adi¢ao da etapa adicional do

pré indculo realizado no experimento no qual testou-se a DO de indugao.
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Na figura 15 visualiza-se a curva de concentracdo de melanina, onde observa-se que o
cultivo em que houve a suplementacdo de tirosina produziu 3 vezes mais melanina comparado
ao cultivo com a auséncia de tirosina. Apesar da grande diferenca na produc¢ao, ¢ interessante
notar que a linhagem recombinante foi capaz de produzir melanina mesmo sem suplementacao
de tirosina. Dessa forma, estudos que visem aumentar a sintese de tirosina pela propria E. coli,
favorecendo rotas biossintéticas para aminoacidos aromaticos, podem ser desenvolvidos para
otimizar a producdo de melanina. Nesse sentido, a etapa seguinte deste trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da expressdo conjunta de genes envolvidos na biossintese de

aminoacidos aromaticos em combinagdo com a expressao da tirosinase.
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Figura 15. (A) Comparagdo do crescimento celular da linhagem DH5a, em meio LB +
glicerol 10g/L suplementado com tirosina e sem suplementacao de tirosina. (B) Comparacao
da concentragdo de melanina (g/L) produzida durante os cultivos com e sem suplementacao de
tirosina. Fonte: Autoria propria.
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4.8 Avaliacio de alvos genéticos adicionais para maior producio de melanina

A otimizacdo do processo de produgdo de melanina pode ser abordada por engenharia
genética de diversas maneiras, entre as quais, aumentar a disponibilidade do precursor (L-
tirosina). Por isso, um conjunto de genes envolvidos na via de sintese de aminoacidos
aromaticos, bem como um gene envolvido na captacao de oxigénio, foram avaliados a partir de
plasmideos construidos em trabalhos do grupo de pesquisa relacionados a produgdo de outros
compostos aromaticos. Dessa forma, os seguintes genes foram testados: tkt4 de E. coli, o qual
codifica para uma enzima transcetolase da via das pentoses-fosfato, favorecendo a formacao
de eritrose-4-fosfato, precursor da via de compostos aromaticos*! +,

O gene vhb50 de Vitreoscilla, conhecido por aumentar a captacdo de oxigénio da
célula®®, devido a superexpressio de uma hemoglobina bacteriana. Como discutido
anteriormente, a rota biossintética de melanina leva como precursor a tirosina e também passa
por reacdes de oxigenagdo. Por isso, tanto frascos que garantem uma maior oxigenagao do meio,
como os aletados, quanto um gene que aumenta a captacao de oxigénio, podem otimizar a
sintese  de melanina.

A via do chiquimato, ilustrada na figura 16, € o alvo comum quando se trata de trabalhos

que foquem em produzir compostos aromaticos. Assim, o gene aroD de E. coli, o qual expressa
a enzima 3-desidroquinato desidratase que catalisa a desidratacdo reversivel do 3-
desidroquinato em 3-desidrochiquimato, ¢ um alvo de interesse. Estudos mostram que a
superexpressao desse gene pode superar gargalos metabolicos que aumentam a fromacdo  de
tirosina*! #4,
Outro gene utilizado para esses testes foi o aroE de E. coli, o qual codifica para a
chiquimato desidrogenase que também atua na via do chiquimato, sendo eficiente para
aumentar a produ¢do de tirosina. A superexpressdo dessa enzima gera a reducdo da
retroinibi¢do do substrato chiquimato sobre a enzima®*!.

Apos as transformacdes na linhagem DH5a dos plasmideos contendo os alvos genéticos,
realizou-se entdo um cultivo testando essas cepas transformadas para comparar o efeito da
expressdo destes genes na sintese de melanina, e os resultados sdo apresentados na figura 17.
A curva de crescimento das cepas que continham o plasmideo adicional ndo apresentaram um

crescimento tao elevado quando comparamos com os cultivos realizados neste trabalho € com

o proprio controle (linhagem DHS5a expressando apenas o gene da tirosinase). A explicacao
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mais plausivel para essa ocorréncia se da devido ao cultivo das cepas com o plasmideo adicional
serem realizados com dois antibidticos, Ampicilina e Canamicina. Além disso, € possivel que
a expressao destes genes adicionais cause algum tipo de sobrecarga metabolica nas células.

Na figura 16B, onde encontram-se os dados de concentragao de melanina, as cepas com
genes adicionais se mostraram eficazes para aumentar a concentracao final do produto, uma
vez que produziram aproximadamente 1,78 vezes mais que o controle. Este resultado indica
que ¢ eficaz a estratégia de aumentar a produgdo de tirosina intracelular para favorecer a
formacdo de melanina, utilizando a superexpressao de genes relacionados a essa via. No
entanto, as cepas com os plasmideos adicionais apresentaram resultados similares, ndo sendo
possivel distinguir qual gene possui um efeito melhor nesse sentido.

Portanto, a expressdo desses genes foi benéfica para o processo, aumentando a
concentracao final em compara¢ao com o controle. Além disso, mostrou-se a importancia da
engenharia genética para a otimiza¢ao da obten¢do de bioprodutos, uma vez que o estudo das
vias metabolicas pode revelar alvos efetivos para um aumento consideravel na producdo da

biomolécula de interesse.
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Figura 16. Via do chiquimato retirada da literatura®®

34



12
10
8 B .
A B S ——— T
8 Y x —
8 61 /// 7 # ¢
a 7
7
J
4- //
2 Y, SPRA
1 y —e— pRtAvhb50aEaD
o 4— pRaD
" ¥— pRaE
0 4 pRtAvhbS50
Controle
T T T T
0 24 48 72
B Tempo (h)
1,6
_e
1,4 o ——A
A — == —
7
I 1.2 7z x
= _Z
2 =
© g
£ 104 B
ks -~
[] /
E o8 : /
g o
3 /
S, 0,6 &
g A Z
< / > 1
s
8 —=— pRtA
- pRtAvhb50aEaD
—4—pRaD
v pRaE
¢ pRtAvhb50
Controle
=02 - T T T
0 24 48 72

Tempo (h)

Figura 17. (A) Comparag¢do do crescimento celular da linhagem DH5a, em meio LB +
glicerol 10g/L e as variantes transformadas com plasmideos adicionais. (B) Comparacao da
concentragdo de melanina (g/L) produzida pelas diferentes linhagens durante o cultivo. Fonte:
Autoria propria.

4.9 Extracio da melanina

A extragdo foi realizada com base no método de precipitacao acida, como descrito em
“Materiais e Métodos”. Na figura 18, estdo representadas as etapas dessa extracao por fotos,
onde apos a centrifugacdo do caldo do cultivo obtém-se o sobrenadante ao qual foi adicionado
o HC1 6 M, e o pellet celular. Com isso, foi possivel coletar 0,58 gramas de melanina em 450
mL de cultivo total (somando as triplicatas de 50 mL). Dessa forma observa-se que houve uma
perda de material durante a extragdo, quando comparado com as concentragdes esperadas

medidas pela absorbancia, e por isso se faz necessario um aprimoramento da extragdo. Além
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disso, o pellet celular se mantém escuro apds a centrifugacao, e esse resultado sugere a presenca
de melanina intracelular, a qual ndo foi recuperada, indicando a possibilidade de aprimorar o

protocolo visando também a obtencdo dessa fragdo do pigmento.

Sobrenadante
contendo a melanina Pellet Celular Melanina Seca

Figura 18. Imagens das etapas de extracao da melanina. Fonte: Autoria propria.
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5. CONCLUSAO

Durante o projeto foi possivel obter diferentes linhagens produtoras de melanina, uma
vez que o gene melBt de B. thuringiensis foi clonado com sucesso na E. coli DH5a, BL21(DE3),
Rosetta, K-12 MG1655 ¢ W. Verificou-se através de cultivos o desempenho das cepas com
relagcdo aos perfis de crescimento celular e concentragdo maxima de produto, e os resultados
confirmaram que cada linhagem possui uma diferenca expressiva na producao de melanina ja
que, por exemplo, comparando a sintese da BL21(DE3) com a K-12 MG1655, vimos uma
producdo 54 vezes maior de melanina final pela linhagem de E. coli BL21(DE3).

Além disso, o trabalho permitiu a avaliacdo da influéncia de alguns parametros de
processo na obten¢ao de melanina, como a fonte de carbono, a concentragdo de indutor, o
momento de inducdo e a suplementagdo com tirosina. A partir dos resultados obtidos, concluiu-
se que o glicerol se mostrou mais favoravel que a glicose como fonte de carbono, permitindo
uma sintese de 2 g/l de melanina, e a suplementagdo do meio com tirosina levou uma
concentracao 3 vezes maior do produto de interesse. Ja em relagdo as condi¢des de indugao,
observou-se que a concentracao de IPTG entre 0,25 ¢ 1,0 mM levou a resultados semelhantes
de producao, enquanto o momento da indugdo indicou que o valor de DO de 0,6 se mostrou
mais favoravel que as outras condi¢des avaliadas.

Por fim, com intuito de otimizar o processo, os genes tktA, aroD e aroE de E. coli, que
expressam enzimas envolvidas na formagdo de compostos aromaticos, foram expressos em
conjunto com a tirosinase, € se mostraram todos favoraveis a formagao do produto de interesse.
O mesmo efeito positivo também foi observado para o gene vib50 de Vitreoscilla, que permite
uma maior captagdo de oxigénio pelas células de E. coli. A expressdo destes genes adicionais,
individualmente ou combinados, levou a um aumento de até 1,78 vezes na produgdo de
melanina em comparagdo com a linhagem expressando apenas a tirosinase. Este resultado, e o
fato de todos os diferentes genes adicionais testados levarem a sintese de melanina para um
mesmo patamar, levanta a hipotese de que outros fatores, tais como algum gargalo metabolico
ou questoes de toxicidade do produto acumulado, por exemplo, possam estar limitando a
producdo de melanina nas condi¢cdes estudadas. Assim, estudos adicionais deverdo ser
realizados para confirmar ou ndo esta hipotese.

Ao final, o trabalho permitiu a obtencdo de linhagens e condigdes de processo
promissoras para a produgdo de melanina por células de E. coli, permitindo-nos atingir os
objetivos propostos. A avaliagdao de outros parametros de processo, o estudo cinético detalhado

da linhagem produtora, uma investigacao mais aprofundada sobre o efeito dos genes adicionais
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avaliados, realizar uma analise fisico-quimica da melanina produzida e quantificar a tirosina
que esta sendo produzida podem ser realizados como etapas futuras para a continuidade deste

trabalho.
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