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RESUMO

Aspergillus flavus (IOC 3974), foi selecionado entre diversas linhagens de fungos
filamentosos pertencentes ao género Aspergillus no laboratorio de colecdo de
fungos do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz — RJ. Este microrganismo foi utilizado na
producdo do metabdlito secundario, denominado 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona,
gue pertence ao grupo das y-pironas, sendo conhecido como “acido kdjico”, e tendo
aplicacbes em diversos segmentos industriais. Na industria de alimentos, apresenta
grande potencial como inibidor da polifenoloxidase (PFO), responsavel pelo
escurecimento enzimatico de produtos agricolas. Apresenta estrutura quimica, que
de um modo genérico, podera ser convertida em precursora de potencializador de
aromas a exemplo do maltol ou etil maltol, os quais ja séo aplicados em alimentos.
Em funcdo do grande potencial metabdlico deste microorganismo, o presente
trabalho refere-se ao estudo de um processo biotecnolégico para otimizar a
producéo do 5-hidroxi,2-hidroximetil-y-pirona.

Aspergillus flavus foi cultivado em frascos de 250 mL contendo 100mL de meio
liquido Czapek, variando-se a concentracéo da fonte de carbono desde 30g L™ até
360g L™, seguido da regulac&o por nitrogénio inorganico [NaNO3/(NH4).SO4], sendo
o pH ajustado para 3,5 no inicio do processo. Os frascos foram mantidos a 28 °C
durante 16 dias e sob agitacdo constante de 120 rpm. Aliquotas de 1mL foram
retiradas a cada 24h e analisadas quanto a producdo do metabdlito, teor de agucar
residual, pH e biomassa. Estes estudos permitiram planejar estratégias para induzir
a producdo do metabolito através da determinacdo dos parametros cinéticos da
producdo do metabdlito, produgcdo de biomassa e consumo da sacarose utilizada
como fonte de carboidrato. A extracdo e o isolamento do 5-hidroxi-2-hidrometil-y-
pirona foram realizados utilizando MeOH/ACoEt (1:1) e cristalizagdo em ambiente
com temperatura controlada.

Os resultados obtidos mostraram que a regulacdo por carbono e nitrogénio
influenciou na producdo do metabdlito, de modo que a relagdo C/N (200:1)
apresentou 15,5 g de metabdlito por litro de meio de cultura num periodo de 35 dias.
A utilizacdo de diferentes concentracdes de sacarose mostrou que 120g L*
apresentou melhor condicao de biotransformacéo atingindo uma produgéo de 16g do
metabdlito por litro de meio de cultura num periodo de 15 dias. A extragdo do
metabdlito por meio de solvente organico e posterior cristalizacdo permitiu obter o



produto puro com um rendimento de 6,96% m/m tendo como base o substrato inicial.
Os resultados confirmaram que 0 processo apresenta grande potencial para
obtencdo do metabdlito de modo a gerar quantidades adequadas para os estudos de
transformagdo e aplicacdo em escala piloto. Métodos fisicos de andlises foram
realizados para identificar e confirmar a estrutura do 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona.



ABSTRACT

Aspergillus flavus (I0C 3974), was selected among several stream of filamentous
fungi belonging to the genus Aspergillus from the laboratory of fungi collection of the
Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz—RJ. This microorganism was used in the production
of the secondary metabolite named 5-hidroxy-2-hidroxymethyl-y-pirone, hat belongs
to the y-pirone group. This substance is also known as “kojic acid”, and it does have
application in several industrial segments. In the industry of food, it presents great
potential as inhibiter of poliphenoloxidase (PFO), responsible for the enzymatic
darkening of agricultural products. Besides presenting chemical structure that in a
generic way can be converted in precursory substance of flavor enhancer as maltol
or etil maltol, which are already applied in food. As a function of the great metabolic
potential of this microorganism, the present work does refer to the study of a
biotechnological process optimization to produce the 5-hidroxy-2-hidroxymethyl-y-
pirone.

Aspergillus flavus was cultivated in conical flasks of 250 mL containing 100mL of
Czapekk liquid medium, using different concentration of the carbon source from 30g
LY up to 360g L™, following by the regulation for inorganic nitrogen source
[NaNO3/(NH4)2S04]. The pH was adjusted to 3,5 in the beginning of the process.
The flasks were maintained at 28 °C for 16 days and under constant agitation of 120
rom. Brackets of 1mL were withdraw to each 24 h, and the production of the
metabolite, residual sugar, pH and biomass were analyzed. These studies allowed to
plan strategies to induce the production of the metabolite through the determination
of the kinetic parameters of the metabolite production, biomass production and
consumption of the sucrose used as carbohydrate source. The extraction and the
isolation of the 5-hidroxy-2-hidroxymethyl-y-pirone was accomplished through
partition with MeOH/ACoEt (1:1) and the crystallization was realized in atmosphere
pressure with controlled temperature.

The results showed that the regulation for carbon and nitrogen influenced the
metabolite production, so that the relationship C/N (200:1) presented 15,5 g of
metabolite per liter of culture medium in a period of 35 days. The use of different
sucrose concentrations showed that 120g L™ presented better biotransformation
process condition, reaching a production of 16g of the metabolite per liter culture
medium in a period of 15 days. The extraction of the metabolite through organic



solvent and subsequent crystallization allowed to obtain the pure product with a yield
of 6,96% w/w, referred by the initial substratum. The results confirmed that the
process presents great potential for obtaining the metabolite with great amounts of
the metabolite in a pilot scale. Physical methods of analyses were applied to identify
and to confirm the structure of the 5-hidroxy, 2-hidroxmethyl-y-pirone.
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INTRODUCAO

O uso de microrganismos em processos biotecnoldgicos tem demonstrado grande
potencial na realizacdo de conversfes altamente especificas. Neste trabalho, o
desenvolvimento de um processo biotecnoldogico para geracdo de uma substancia
gue apresenta caracteristicas quimicas de atuar como precursora de potencializador
de aroma, surge como uma alternativa de desenvolvimento tecnolégico para
diversos seguimentos industriais, principalmente para a industria de alimentos. Por
outro lado, a producéo de substancias que atuem na inibicdo de polifenoloxidases
(PFO) € de grande importancia na prevencdo do escurecimento de produtos
alimenticios e clareamento da pele. Desta maneira, a principal meta deste trabalho é
gerar uma substancia produzida por microrganismo que apresente estas
caracteristicas.

O microorganismo identificado como Aspergillus flavus (I0C 3974), utilizado neste
trabalho € um fungo filamentoso que apresenta grande potencial de producédo de
enzimas pertencentes aos grupos das oxidoredutases e hidrolases, que estao
presentes no metabolismo de geracdo de diversos metabodlitos secundéarios que
apresentam atividade antibidtica, entre estes metabdlitos, destaca-se o 5-hidroxi-2-
hidroximetil-y-pirona. Em funcéo da capacidade e habilidade desta linhagem de A
flavus em biotransformar sacarose em substancia contendo o grupo y-pirona, foi
desenvolvido um processo biotecnolégico para cultivar esta linhagem de fungo
identificada e autenticada pelo Laboratério de Colecdo de Culturas de Fungos
Filamentosos do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz-RJ, e esta disponivel no laboratério
de Biotecnologia do Departamento de Quimica do CCEN/UFPA, sob a
responsabilidade do Professor Alberdan Santos. Este microrganismo permanece
disponivel para o trabalho de otimizagédo do processo de producdo desta substancia,
a qual apresenta grande interesse cientifico e tecnoldgico.

O processo biotecnologico foi desenvolvido em cultivo submerso utilizando
sacarose como fonte de carbono devido sua facilidade de obtengdo e aspecto
econdmico envolvido. A transformacdo da sacarose em 5-hidro-2-hidroximetil-y-
pirona envolve poucas etapas quimicas, algumas das quais ja sdo bem conhecidas.
Por este motivo, a obtencdo do produto se apresenta de maneira clara e com
resultados bastantes favoraveis ao scale up do processo. A relevancia deste
processo baseia-se no fato de que o Brasil ainda ndo apresenta pedido de patente



na producdo a nivel piloto desta substancia. O 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona tem
véarias aplicabilidades industriais. E estudado na medicina como agente de atuacio
antiinflamatério, é indicado como precursor de um potencializador de aromas (ARIFF
et al., 1996), e como agente antioxidante, inibindo a atuagéo de polifenoloxidases.
Desta maneira, o0 objetivo deste trabalho € desenvolver um processo
biotecnoldgico de produgdo do 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona através de cultivo
submerso de Aspergillus flavus, tendo como fonte de carboidrato a sacarose.
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CAPITULO 1: FERMENTACAO

1.1 Generalidades

Segundo Sloat (1980), a fermentacdo microbiana € um fenbmeno onde a glicose
é transformada em piruvato e a NADH é re-oxidada. As enzimas produzidas pelos
microrganismos sao necessarias para que ocorra esta transformacéo, e em seguida
a conversio de piruvato a outros produtos. E importante observar que a fermentacéo
s6 acontece se 0 microrganismo for capaz de obter energia necessaria para este
processo. Os microrganismos podem ser cultivados em bioreatores em meio liquido
ou solido para converter substancias organicas em biomassa e em produtos. O meio
de cultura sofre transformagdes e sao formados produtos como consequéncia de
atividades catabdlicas e anabdlicas. Santos (2005) define fermentagdo como
“processo hiotecnoldgico utilizando células vegetais ou microbianas principalmente,
para gerar substancias de interesse a partir de carboidratos que obrigatoriamente
possam ser metabolizados por via glicolitica, havendo necessariamente respiracéo”.

O uso de processos microbiolégicos para obtencdo de produtos que
posteriormente possam ser utilizados, certamente ndo € novo. Ha milhares de anos
0 homem utiliza os microrganismos sem mesmo ter consciéncia de sua existéncia. A
fabricacdo de péo, vinho e cervejas antecedem a era cristd. Registros indicam a
producéo de alimentos fermentados datados em 1.000 a.C, como o molho de soja,
bastante consumido no continente asiatico. Neste mesmo periodo, alguns produtos
eram obtidos pela modificacdo enzimatica do meio utilizando-se um complexo
enzimatico produzido por Aspergillus oryzae a partir de uma massa umidificada de
cereal cozido conhecida como “koji”"(HESSELTINE, 1987; RALPH, 1976).

Em 1857, Pasteur apresentou o resultado de seus estudos da conversdo de
acucar para acido latico. Ele concluiu que as transforma¢des eram ocasionadas por
células vivas, em condi¢gfes anaerbbias e observou que as fermentagdes naturais
podiam ser ocasionadas por células diferentes, entretanto cada tipo de fermentagéo
era executado por células distintas (WOLFE, 1999).

A fermentagcdo microbiana utiliza a potencialidade dos microrganismos adaptados
as condi¢cdes ambientais capazes de produzir um numero elevado de diferentes

produtos cujas aplicacdes estdo cada vez mais abrangentes.
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Historicamente os primeiros produtos obtidos da fermentagdo foram: etanol,
acido acético e acido latico. Até metade do século XX a exploracdo econémica da
fermentagcdo era concentrada na producdo de bebidas alcodlicas. Atualmente,
abrange areas mais amplas, como a estabilizacdo de detritos organicos, obtencdo
de alimentos fermentados, proteinas, vitaminas, horménios, antibidticos e esteroéis
(HAHN, 1968; LIMA, AQUARONE, BORZANI, 1982).

1.2 Fatores que afetam o processo fermentativo

Os fatores internos estéo relacionados com a dotacdo genética intrinseca que o
microrganismo possui e também com seus mecanismos de regulacdo metabdlica. A
mutagdo induzida do microrganismo € um recurso que pode ajudar na melhoria da
produtividade do processo de fermentacdo. As cepas podem ser submetidas a
tratamentos quimicos ou fisicos de mutacdo visando aumentar ou suprimir a
producédo do metabalito.

Os fatores externos de natureza fisica estdo relacionados com as condi¢cdes de
operagdo dos reatores, como por exemplo, temperatura, agitacdo, aeragao e
alimentacdo. Estas sdo variaveis que se fixam ou se programam no curso do
processo de producéo (fig. 1).

Os fatores externos de natureza quimica sdo representados pelos componentes
dos meios de fermentacao, incluindo a presenca ou auséncia de O,. Outro efeito
externo de natureza quimica que inibe a formacdo de alguns produtos, como
antibidticos, € a presenca do ion fosfato. Alguns estudos indicam que em
concentragcbes acima de 1 M, ha inibicAo da sintese de alguns antibidticos
(FIECHTER, 1984).

Efeitos internos
(Dotagdo genética)

vy

Efeitos quimicos CELULAS Expressio —®  Produto
—> —

f1

Efeitos fisicos

|

Figura 1. Influéncia dos efeitos internos e externos sobre a expresséo celular.
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A quebra da glicose constitui uma das etapas do processo de fermentagcao, onde
um par de elétrons é fornecido pela NADH na forma de hidrogénio de alta energia.
Este par de elétrons pode ser usado na respiracdo para atender 2-3 moléculas de
ATP. Entretanto, algumas vezes a respiracdo ndo é possivel devido o sistema néo
existir para 0 organismo em decorréncia a caréncia de oxigénio. Nestas condi¢des, o
hidrogénio reduz outra molécula. Esta molécula é o resultado da fermentagéo
(DOKKER, SCHMIDT, 1992).

1.3 Etapas de um processo fermentativo

O processo de fermentagdo comega com a propagacédo dos cultivos realizados
geralmente em tubos de ensaios contendo colGnias de microrganismo de interesse,
previamente selecionado (fig. 2). Esse material microbioldgico constitui 0 ponto de
partida para a obtencdo de grandes quantidades de produtos ou biomassa. O
aumento da concentragéo celular acontece de forma gradativa com sucessivas
passagens em frascos de volumes crescentes até alcancar o tanque de indculo e
posteriormente um fermentador industrial cujo volume varia de acordo com o produto
gue se deseja obter, compreendido normalmente na concentracao entre 10 a 10.000
litros (FIECHTER, 1984; SHREVE, BRINK, 1974).

A qualidade de uma cepa de microrganismo € determinada pela real capacidade
de producéo no fermentador. Entretanto, € necessério que o produto ndo seja de
dificil separacéo e purificagdo, como acontece com o Penicillium chrysogenum que
tem seu uso restrito devido produzir pigmentos que encarecem as etapas de
purificagao.

As etapas de separacao e purificacdo dos produtos de forma geral seguem a
seguinte ordem: a) separagdo de insoluveis por filtracdo, centrifugacdo ou
decantacdo; b) separacdes primarias por extracdo, absor¢do, adsor¢cdo ou
ultrafiltracdo; c) purificacdo por extracao liquido-liquido, extracdo das fases aquosas
ou cromatografia de afinidade d) isolamento do produto (FIECHTER, 1984).
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Propagacéo Fermentacéo Etapas de separacédo e

dos cultivos purificacdo

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, » Separagao

l

Esterilizacdo

l Purificacdo
Preparacdo de meios l
l Produto

Matérias primas

Figura 2. Etapas gerais de um processo de fermentacéo

Fonte: Adaptado de FIECHTER, 1984.

1.4 Cinética das fermentacdes
O desenvolvimento dos microrganismos pode ser descrito por 4 fases (fase de
adaptacao, fase exponencial, fase estacionaria e fase de declinio). O crescimento

celular durante a fase exponencial esta relacionado com a seguinte equagao:

In Cp = In cg + put

Onde, ¢, = concentragao celular inicial, C, = concentragao celular depois do
tempo t (biomassa produzida), p (h™) = taxa de crescimento especifico e t = tempo
de fermentagdo. Graficamente, o logaritmo natural da concentracdo celular em
relacdo ao tempo, produz uma linha reta, o declive desta reta esta relacionado com a
coeficiente de crescimento especifico (u), este coeficiente alcanga o valor maximo
na fase logaritmica e diminui devido o esgotamento de nutrientes ou 0 acumulo de

metabdlitos. A redugdo do coeficiente de crescimento especifico esta relacionada a
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concentracgéo residual do substrato na equacdo de Monod: (FELLOWS, 2000; LIMA
et al., 2001).

Himax St

(Ks + 5)

b=

Onde, pmax (h™) = coeficiente especifico de crescimento maximo, S;(mg L™)
= concentracdo residual de substrato e Ks (mg L™) = consumo constante de
substrato. Ks € uma medida de afinidade do microrganismo com um substrato em
particular. Uma alta afinidade produz um baixo valor de K.

A taxa de producdo de metabdlitos € determinada segundo a equacao:

dp = Ypfs“

Onde, g, = coeficiente especifico de formagdo do produto, Yps = rendimento do

hY

produto em relagdo a quantidade de substrato consumido e p = coeficiente de

crescimento especifico. Desta maneira, observa-se que o coeficiente especifico para
formacdo de metabdlitos varia com o coeficiente especifico de crescimento.

O coeficiente de producdo de metabdlitos secundérios que sdo produzidos na
fase estacionaria do crescimento ndo varia desta forma, podendo permanecer
constante ou variando de forma mais complexa (FELLOWS, 2000).

A produtividade de uma cultura é a quantidade de biomassa produzida em uma

unidade de tempo (normalmente hora), segundo a equacao abaixo:

lit'rnax - {'U)

P, =
fh — Iz

Onde, Py (g L™ h™) = Produtividade, cmax = maxima concentracéo celular durante a
fermentagcédo, c, = concentracdo celular inicial, t; (h) = tempo no coeficiente de
crescimento maximo especifico, t, (h) = duracdo da fermentacdo quando as células

nao estao crescendo no coeficiente de crescimento maximo.
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Nas culturas em que o crescimento das células é limitado pelo substrato, a
produtividade aumenta se o substrato for continuamente adicionado e a biomassa e
0s produtos s&o continuamente removidos na mesma taxa. Nestas condi¢cOes as
células permanecem na fase logaritmica de crescimento (FELLOWS, 2000; LIMA et
al., 2001). O Processo deixa de ser batelada simples e passa a ser batelada
extendida.

A taxa em que o substrato é adicionado € expressa pela equacao abaixo:

[
o |

D=—

Onde, D (h™) = taxa de diluicdo, F (L h™)=taxa de fluxo do substrato e V (L) =
volume do fermentador.

A taxa de diluicdo maxima que pode ser usada em uma dada cultura é controlado
por Uumax € € influenciada pela utilizacdo permanente do substrato e o fator de
rendimento.

A quantidade de carbono necessaria em condi¢Bes aerdbia pode ser determinada

a partir do coeficiente de rendimento de biomassa (jc), como é demonstrado abaixo:

Vo= Biomassa produzida ()
Substrato de carbono utilizado (g)

1.5 Fermentacdo no Estado Solido (FES)

Entre 1940 e 1950 a industria da fermentacdo se desenvolveu muito rapidamente
e o primeiro antibiético clinicamente util, a penicilina, era produzida por FES ou por
culturas submersas.

De acordo com Hesseltine (1987), fermentagdes no estado soélido sdo aquelas
gue todo substrato ou parte dele é sélido. Durand, Brolse e Blachére (1988)
definiram fermentacdo em estado solido como processos relacionados a cultura de
microrganismo dentro ou sobre uma matriz sélida onde o conteudo liquido ligado a
esta matriz possui um nivel de atividade de agua que assegure o metabolismo e

crescimento das células e que também n&o exceda a maxima capacidade de ligacéo
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da 4gua com a matriz sélida. Estes tipos de fermentacdes sdo mais comuns que as
fermentagfes liquidas, pois elas representam a maior parte das fermentagfes por
microrganismos selvagens. Enquanto alguns géneros de bactérias e leveduras
crescem em meio liquido, um grande numero de outros microrganismos cresce
agregados no substrato sélido.

As bactérias se desenvolvem em matrizes solidas no solo, nas raizes, no interior
das plantas e nas superficies das folhas. Embora a maioria das bactérias da
natureza crescam em matrizes soélidas, algumas estdo livres e se desenvolvem em
meios liquidos como agua, leite e sangue.

Fungos filamentosos crescem principalmente em substrato soélido; poucos estao
livres na agua como aqueles do género Aspergillus que crescem tipicamente em
cereais.

As leveduras crescem e se reproduzem livremente em sucos de frutas contendo
carboidratos, mais também podem crescer em substratos  soélidos
(HESSELTINE,1987).

As fermentacdes de substrato solido podem ocorrer de acordo com variagdes na
matriz solida utilizada e o contetdo liquido. Desta forma, uma classificacdo geral
pode ser feita, como segue: a) A matriz sélida é um material inerte. Como exemplo,
tem-se a solugcéo de sacarose ou melaco (conteudo liquido) umedecendo sabugo de
milho ou bagacgo de cana (matriz sélida inerte). Neste caso o substrato ndo tem que
ser necessariamente insolivel em agua (DURAND et al, 1988). b) A matriz sélida é
o préprio substrato. O Koji é tipicamente preparado combinando arroz ou trigo cozido
com flocos de soja. Estes sdo misturados depois da inoculacdo de Aspergillus
oryzae, sendo ocasionalmente homogeneizados para manter as condi¢bes de
umidade uniforme e conseqiente producdo de um complexo enzimatico com
atividade diastatica (HESSELTINE, 1987; HEMITT et al., 2001). c) O material sélido
€ disposto em colunas e o meio liquido circula por ele. Este processo € utilizado para
transformar o acgucar da cana em etanol (BIANCHI, MORAES, CAPALBO, 2001).

A determinacéo direta da biomassa em fermentacdo de substrato solido se torna
dificil devido a dificuldade de separar os microrganismos do substrato. Este fato é
particularmente verdadeiro para fermentacdes envolvendo fungos filamentosos,
devido o micélio penetrar e vincular-se no substrato. Portanto, metodologias indiretas

tém sido adotadas para determinacéo desta biomassa.
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A medida do consumo de oxigénio ou de producdo de CO, sdo métodos para
estimar o desenvolvimento do microrganismo no processo fermentativo. N&o
obstante, em fermentacbes sem aeragdo, componentes celulares especificos como:
glicosamina, acidos nucleotidicos e proteinas poderédo ser medidas a fim de estimar
a biomassa. Porém determinacdes de concentracbes de componentes das células
sdo frequentemente susceptiveis a interferéncia por componentes do substrato
(TEREBIZNIK, PILOSOF, 1999).

Fatores nutricionais limitam o crescimento de fungos em FES. Esta limitacdo é
muito mais importante devido a taxa de difusdo limitada do substrato. Um importante
indicador da regulamentacao nutricional € a relagdo carbono/nitrogénio. Uma relacao
favoravel varia entre 10 a 100 ou mais altos em alguns processos. Todavia, a
disponibilidade de carbono e nitrogénio pode ser mais importante que a relagcéo
entre eles. Na maioria dos sistemas FES o carbono disponivel vem de fontes
naturais de amido ou celulose, enquanto que para o nitrogénio, as fontes mais
comuns sao NH4CI, (NH4)2SO4, NH4NO3, uréia e extrato de levedura (ZHENG,
SHETTY, 1999).

1.6 Fermentacdo Submersa

Quando cultivados em culturas submersas, os fungos apresentam formas
morfolégicas diferentes variando de dispersos filamentos miceliais até micélios
densamente entrelacados chamados de “pellets”. A forma que é apresentada €&
determinada ndo somente pelo material genético da espécie de fungo mais também
pelas condi¢des de cultivo. A mudanca da morfologia durante o crescimento afeta o
consumo de oxigénio em culturas submersas. Neste contexto, a forma do
crescimento morfolégico pode ter efeito significante na reologia do meio de cultura
de fermentagdo e deste modo a performance no bioretor. O crescimento de
filamentos resulta em meios de culturas altamente viscosos. A alta viscosidade tem
um impacto negativo nas propriedades de transferéncia de massa, especialmente na
taxa de transferéncia da massa gas-liquido. De outro modo, o desenvolvimento de
pellets resulta em meios de culturas com baixa viscosidade se aproximando desta
forma dos fluidos Newtonianos (PAPAGIANNI, 2004).

Quantidade maior de energia é necessaria para que os filamentos dispersos
alcancem uma taxa de transferéncia de oxigénio adequada, se comparada com 0s

pellets. Entretanto, frequentemente a regido central dos pellets maiores sofrem
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autolises como resultado da falta de nutrientes. Esta autdlise pode ter efeito
significante no metabolismo e sintese dos produtos celulares. Assim, pellets
pequenos sdo mais desejaveis no desenvolvimento de fermentagcbes por fungos
(PAPAGIANNI, 2004).
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CAPITULO 2: UTILIZACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM
PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

2.1 Introducao

Os bioprocessos que usam fungos filamentosos como agentes biogquimicos para a
producdo de metabdlitos, utilizam principalmente culturas submersas. Os fungos
filamentosos podem crescer na forma de micélios espalhados ou na forma de
pellets (fig. 3).

Algumas formas intermediarias podem crescer de forma granular, onde o termo
“clump” pode ser usado para qualquer uma descricdo de pequenos micélios
agregados soltos no meio de cultivo ou para massas grandes e pesadas de micélios

agregados.

Figura 3. Algumas formas de crescimento de fungos filamentosos.

Fonte: ZNIDARSIC; PAVKO, 2001.

A morfologia de um micélio é determinada pelos mecanismos que regulam a
polaridade e o crescimento das hifas e a freqiéncia que elas ramificam. Célcio e
nucleotideos ciclicos estdo envolvidos nos mecanismos que regulam a distensdo e
ramificagéo das hifas (ZNIDARSIC; PAVKO, 2001).

Em condi¢des adequadas, o micélio vegetativo evolui para um micélio reprodutivo
e consequentemente ha formacgéo de esporos. A germinagdo dos esporos resulta em

hifas, cujo inicio do crescimento é sustentado por mobilizagdo e utilizagdo de um
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estoque de componentes no esporo. O desenvolvimento das hifas contribui para as
rotas biossintéticas e o metabolismo dos nutrientes do meio (PAPAGIANNI, 2004).

A taxa de crescimento e morfologia das hifas sdo sensiveis a influéncia da
concentracdo intracelular e atuacéo de quelantes de Ca®*, transporte e introducéo de
tampd&es no citoplama. O Ca®" citoplasmatico livre, esta obrigatoriamente presente e
envolvido no crescimento ativo. A regulamentacdo do gradiente de célcio modula as
propriedades do componente actina-base, este componente controla a
extensibilidade e a sintese de novas hifas (ZNIDARSIC; PAVKO, 2001,
PAPAGIANNI, 2004).

2.2 Producéao de acidos organicos

Historicamente, trabalhos com a producédo de acidos organicos produzidos por
fungos foram iniciados com trés espécies escolhidas: Aspergillus niger, Aspergillus
terreus e Rhizopus oryzae, por que eles exibiam habilidades de produzir grandes
guantidades de acidos organicos.

Em seus habitais naturais (geralmente solos), estes fungos encontram,
frequentemente, pequenas quantidades de acguUcares livres e, por conseguinte, ndo
poderiam evoluir na producdo de acido. Todavia, quando colocados em substrato
com teor adequado de carboidratos e condicbes adequadas de cultivos, estes
consomem parte do substrato para a producdo de acidos. De outra forma, pode-se
dizer que a acidicidade do meio, também favorece uma vantagem competitiva destes
fungos para sua prépria sobrevivéncia. Acidificacdo inibe o crescimento de
competidores, como espécies bacterianas em pH abaixo de 3. A propriedade
quelante de alguns acidos possibilita uma diminuicdo na solubilidade da maioria dos
metais, permitindo o desenvolvimento de fungos com baixas concentracdes de
metais ou em estado insoluvel (MAGNUSON; LASURE, 2004).

A producao de acidos organicos pode refletir diferentes estratégias para competir
com outros microrganismos. Muitas espécies de fungos podem baixar o pH do
ambiente oxidando glicose fora da parede celular, convertendo-o para acido
glucbnico pela via da enzima glicose oxidase. Outras espécies podem sintetizar o
acido no interior celular e posteriormente serem exportados da célula, podendo ser
absorvidos como fonte de carbono (MAGNUSON; LASURE, 2004).
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Atualmente, o numero de produtos comercialmente produzidos por fungos
filamentosos estd em ascensdo. O quadro 1 apresenta importantes classes de
fungos filamentosos e os acidos produzidos por estes.

Quadro 1. Principais &cidos orgéanicos de importancia comercial produzido por fungos filamentosos.

Acido organicos Microrganismo

Acido citrico Aspergillus citricus, A. clavatus, A. niger, A. phoenicis, Penicillum
decumbens, P. isariiforme, Trichoderma viride.

Acido fumarico Rhizopus oryzae, R. stolonifer

Acido gluconico A. carbonarius, A. niger, A. oryzae, A. wentii, Eupenicillium. javanicum, P.
chrysogenum, P. luteum, P. simplicissimum

Acido itaconico A. itaconicus, A. terreus

Acido kdjico A. candidus, A. flavus, A. oryzae, A. parasiticus, A. tamarii, P. jensenii, R.
microsporus, R. oryzae, R. stolonifer

Acido D-latico R. oryzae

Acido L-malico A. atroviolaceus, A. citricus, A. flavus, A. niger, A. ochraceus, A. oryzae, A.
wentii, R. oryzae

Acido eritorbico P. griseoroseum

Fonte: PAPAGINNI, 2004

2.3 Influéncia dos principais parametros de processos na morfologia e
produtividade fungica

2.3.1 In6culo

Entre os fatores que determinam a morfologia e o curso geral da fermentacgéo; a
guantidade, o tipo de esporo e a idade do in6culo, sdo de fundamental importancia.
Concentragfes altas da suspensdo de esporos nao garantem o éxito na
fermentacdo, como exemplo, A. niger somente forma pellets em inéculo com
concentracdo abaixo de 10® esporos/mL (PAPAGIANNI, 2004).

A técnica que faz uso de micélios filamentosos como pré-cultura para indculo,
rende pellets pequenos com boa distribuicdo e tamanhos homogéneos. A formacgao
dos pellets ndo é simplesmente determinada pela probabilidade de contato fisico
entre as hifas. Alguns autores demonstraram que poucos pellets sdo formados em
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altas concentragdes de esporos e outros observaram que em concentracdes altas de
esporos havera formacgéo de grandes pellets (PAPAGIANNI, 2004).

Os esporos sdo usados em um inéculo desenvolvido ou como semeadura em
fermentacBes submersas e solidas. A quantidade de esporos varia de 10° a 10’
esporos/mL e depende do tipo de fermentacdo. Tradicionalmente para escala em
laboratério, os esporos sao produzidos em tubos inclinados, placas de Petri ou em
frascos com substrato quimicamente definido. Estes processos em geral sdo caros e
laboriosos e de dificil ajuste para escala industrial (MAGNUSON; LASURE, 2004).

A producéo em larga escala de esporos usando suporte natural ou inerte tem sido
bastante estudado. Substratos naturais usados como suporte provéem nutricdo,
considerando que o material inerte somente fornece suporte para producdo de
esporos. O esporo inoculado exige um periodo para germinagdo, enquanto que o
in6culo com pellets pode exigir um certo grau de rompimento mecanico. A adaptacao
do microrganismo inclui sintese de enzimas necessérias para utilizacdo do substrato
(PAPAGIANNI, 2004; MAGNUSON; LASURE, 2004).

A concentragdo do in6culo também é importante em culturas imobilizadas.
Quando altas concentracbes de esporos imobilizado (10°-10* esporos/uL) de P.
chrysogenum sédo utilizados, a producdo de biomassa € baixa e localizada na
periferia. A reducdo da carga de esporos imobilizados em 50 vezes, resulta no
aumento da biomassa em 4 vezes. Foi estabelecido que pellets maiores estao
associados com atividades especifica da glucoamilase e pellets menores,
associados a atividades especificas da protease (PAPAGIANNI, 2004).

2.3.2 O potencial hidrogeniodnico e sua influéncia no meio de cultura

O pH é um dos fatores que influenciam a formagédo de pellets. Deste modo, a
adequacao do pH possibilita a obtencdo de pellets uniformes, com tamanho e
composicdo desejada. Como exemplo, tem-se a producdo de &cido fumérico
utiizando Rhizopus oryzae, que pode variar devido modulacBes morfologicas
induzidas por um valor de pH inicial e tracos de metais. Nas condi¢cdes adequadas
de pH e composicdo do substrato; pellets com diametro de 1-1,5 mm poder&o ser
formados, favorecendo uma maior producdo deste acido (ZNIDARSIC; PAVKO,
2001).

Diferentes propor¢fes de fosfatos acido e basico podem ser usadas para obter
valores de pH entre 6,0 a 7,6 aproximadamente, sendo que a capacidade da solucao
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tampdo € limitada pelas quantidades dos seus reagentes acidos e basicos, e
consequentemente, pela sua forca ibnica. Os fungos geralmente podem tolerar até
5g L™ de fosfatos de potassio (KAMPEN, 1997).

O pH do meio afeta os estados i6nicos dos componentes e a superficie celular
exterior. Alteragéo no pH afeta o crescimento pela influéncia na atividade da enzima
permease na membrana citoplasmatica ou enzimas associadas com a parede
celular. O pH afeta a solubilidade da proteina que podera coagular ou precipitar em
seu ponto isoelétrico.

Embora o pH seja um dos fatores criticos, a sua monitoracdo e controle durante a
fermentacdo no estado solido normalmente ndo é controlada. E dificil controlar e
monitorar o pH nesta modalidade, devido a auséncia de agua livre necessaria para
ativacao do eletrodo (ZNIDARSIC; PAVKO, 2001).

Em valores de pH acima de 55 a parede da célula da maioria dos
microrganismos ficam negativamente carregadas, causando desta forma, uma
separacédo destas células devido a repulséo eletrostética. Isto pode ser suprimido por
um acréscimo na forca iénica ou unindo células com Ca?*. A adicdo de cétions
geralmente induz a agregacdo, e a adicdo de anions reduz. Os conidios podem
crescer em alta variagcdo do pH, tolerando valores de 4 a 9. Entretanto a esporulagéo
maxima acontece em pH neutro (KAMPEN, 1997; ZNIDARSIC; PAVKO, 2001).

Além da influéncia no crescimento e na morfologia, o pH influencia na sintese de
enzimas. A producdo de a-amilase por fungos filamentosos tem sua producéo
maxima em pH proximo de 6,0 (ZNIDARSIC; PAVKO, 2001).

2.3.3 Composicdo do meio de cultura

Os conidios requerem agua, oxigénio molecular, fonte organica de carbono, fonte
de nitrogénio e varios outros elementos. Os principais elementos sao: oxigénio,
carbono, hidrogénio, nitrogénio, fosforo, potassio, enxofre, magnésio
(macronutrientes) e manganés, ferro, zinco, cobre e molibdénio (micronutrientes)
(PAPAGIANNI, 2004).

A composicao elementar da maioria dos microrganismos é muito similar, isto pode
ser utilizado como referéncia para elaborar um meio de cultivo 6timo . Os valores
tipicos para C, H, O, N, e S em base seca sdo 45%, 7%, 33%, 10% e 2,5 %,
respectivamente. Alguns microrganismos necessitam de nutrientes especificos como

aminodcidos, vitaminas ou nucleotideos. Os microrganismos que nao necessitam de
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suplementos, tém frequentemente velocidade de crescimento maior em meios nao
complexos. Os fatores de crescimento podem ser adicionados ao meio de cultura na
forma de compostos quimicos puros. Por exemplo, biotina para obter acido
glutdmico. Praticamente em todas as fermentacdes industriais, o carbono fornece
energia para o crescimento e para a biossintese.

O crescimento microbiano a partir de substratos com dois atomos de carbono se
efetua mediante a uma variedade de rotas oxidativas de acordo com o estado inicial
de oxidacao/reducédo do substrato.

A demanda global de oxigénio no metabolismo € influenciada pela concentracao
de oxigénio dissolvido no meio. A relagdo entre a quantidade de oxigénio dissolvido
e a velocidade de absorcdo especifica de oxigénio segue a equacdo tipica de
Michaelis-Menten. Para manter a produgdo da biomassa ao maximo e favorecer a
producdo de metabdlitos, o nivel de oxigénio dissolvido deve estar acima da
concentracgdo critica (fig. 4). De outra forma, para a producédo de metabdlitos a partir
fosfoenolpiruvato e piruvato, é necessario que as concentracbes de oxigénio

dissolvido sejam inferiores a Cgit..

o)
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Concentracao de O, dissolvido

Figura 4. Efeito da concentracao de oxigénio sobre a absorcao especifica de oxigénio (Q) de um
microrganismo.

Fonte: WARD, 1990
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Em concentracbes de glicose superiores a 250-300g L' nas condicées
anaerodbias, as enzimas oxidantes do ciclo dos &cidos carboxilicos dos sistemas
citocromos séo reprimidas pelos catabolitos e o rendimento da biomassa € baixo ao
converter a maior parte de agucar em alcool (WARD, 1990).

O nitrogénio pode ser fornecido como amoénia, como nitrato ou em combinacdes
organicas como aminoacidos e proteinas e desempenha papel fundamental para a
producédo de metabalitos.

A retirada total de nitrogénio no meio afeta significantemente o crescimento dos
fungos e a producdo de metabdlitos. O micélio tem atividade metabdlica baixa e as
hifas aparecem mal formadas assim como para a formacao de pellets (TREVAN et
al., 1990).

Em alguns estudos com fungos Rhizopus chinesis, a utilizacdo de diferentes
fontes de nitrogénio favoreceu uma variagao significante na morfologia em termos de
comprimento da hifa e o grau de ramificacdo. Quando sulfato de amonio foi usado
como fonte de nitrogénio, os pellets formados se tornaram mais compactos com

superficie lisa, porém com baixa produtividade de metabdlitos (PAPAGIANNI, 2004).

2.3.4 Influéncia da temperatura no meio de cultura
As reacdes quimicas, enzimaticas e o crescimento celular variam em funcéo da
temperatura. Dentro de cada classe, a velocidade de crescimento especifica

aumenta com a temperatura segundo a equacao de Arrhenius.

b= Ae —-Ea/RT

Onde: A = constante de velocidade de Arrhenius, Ea = energia de ativacéo
(Kcal mol™), R = constante universal dos gases e T = temperatura absoluta (WARD,
1990).

Embora a temperatura seja um parametro de fécil controle, variacdes na
temperatura produzem simultdneas mudancas em outras variaveis. Um aumento na
temperatura de incubacdo dentro da capacidade fisiolégica incrementa a taxa de
crescimento. Valores de Qio (fator pelo qual ha um aumento da taxa de mortalidade
com acréscimo de 10 °C na temperatura) de 2 a 30 sdo mais citados na literatura.
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A tensdo de oxigénio varia inversamente com a temperatura. Desta forma, o
aumento de temperatura poderd influenciar na provisdo de oxigénio, tornando o
ambiente inadequado para a formacéo dos pellets.

A taxa de evaporacdo média também é afetada pela temperatura, especialmente
em culturas continuas. Se a evaporacdo ndo € acompanhada ou compensada, erros
podem acontecer, particularmente em taxas de dilui¢cbes baixas.

Os fatores que determinam a temperatura minima de crescimento parecem ser: a
inativacdo do sistema de transporte de soluto e a formacéo de gradiente de protons
gue resultam da membrana protoplasmatica (ZNIDARSIC, PAVKO, 2001;
PAPAGIANNI, 2004).
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CAPITULO 3: GENERO Aspergillus

3.1 Introducéao

O género Aspergillus pertence a classe dos Deuteromicetos, onde os fungos do
género aspergillus sdo capazes de utilizar varios tipos de substratos devido a um
grande numero de enzimas usadas para o seu desenvolvimento.

Aspergillus sdo caracterizados pela producdo assexual de esporos (conidios) em
uma estrutura especializada chamada de Aspergillum (fig. 5).

> Conidios

> Conidios

a

Figura 5. Fotomicrografia eletrénica de conidiosforos de Aspergillus. Fig 5a: Cabeca semiesférica. Fig.
5b: Cadeias de esporos em colunas.
Fonte: GARTENBAU, 1997

Os fungos do género Aspergillus, causam deterioragbes em muitos produtos
alimenticios. Os produtos metabdlicos da invasao fungica podem ser muito téxicos,
tanto para o homem como para os animais. Todavia, algumas espécies de
Aspergillus séo de interesse industrial ou sao utilizadas na fermentacéo de alimentos
de certas regides (GARTENBAU, 1997).

A cor é a principal caracteristica macroscopica para a identificacdo dos grupos de
Aspergillus. Possuem distintos tons de verde, amarelo, vermelho, cinza e negro. As
cabecas conidiais apresentam quatro formas basicas: esférica, radial, colunar e

claviforme.
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As caracteristicas macro e micromorfolégicas, tais como; a cor dos conidios, a
forma da extremidade, a superficie e a dimenséo dos conidiéforos, a forma e textura
dos esporos possibilitam sua classificaggdo em grupos (GARTENBAU, 1997,
CARRILLO, 2004).

3.2 Aspectos sobre as condig¢bes de cultivo de Aspergillus

A maioria das espécies crescem no meio Czapek, porém os aspergillus
osmofilicos se desenvolvem em Czapek com 20% de sacarose. A temperatura
normalmente € 25 °C, porém para alguns membros fumigati € recomendada a
temperatura de 37 °C. As formagBes dos conidios variam com a idade e em uma ou
duas semanas 0s esporos estao totalmente maduros.

Para o isolamento, sdo usados meios seletivos com inibidores da proliferacéo
bacteriana e do desenvolvimento demasiado de alguns fungos competidores.

O volume do meio colocado na placa de Petri tem influéncia sobre o diametro da
coldénia e outras caracteristicas macroscopicas. Por exemplo: em Czapek, uma
espessura maior fara que Aspergillus flavus produza mais metabdlitos, enquanto que
0 A. terreus produz menos esporos. Alguns dos motivos para tal comportamento sao
uma maior disponibilidade de nutrientes e uma variacdo na atividade de agua e pH.

Com a finalidade de comprovar que os meios utilizados sdo adequados para
observar a velocidade de crescimento e as caracteristicas macro e microscopicas, é
conveniente semear cepas obtidas de uma cultura de referéncia. A degeneragao das
cepas é um problema de muitos fungos, os quais sofrem mudancas morfologicas
como colonias algodanosas, reducdo da esporulacdo e modificacbes nos
conidiéforos, associado a perda da capacidade de produzir metabdlitos (CARRILLO,
2004).

3.3 Tipos de ambientes propicios para o desenvolvimento de fungos do género
Aspergillus

Aspergillus spp. tem capacidade de crescer em diferentes temperaturas em
substratos com diferentes teores de umidade. Durante o0 armazenamento de graos, a
proliferacao de Aspergillus e outros fungos aumentam de forma exponencial quando
a umidade relativa se eleva para 70%. A faixa de temperatura para o crescimento
vai desde 0-5 °C para A. glaucus até 50-55 °C para A. fumigatus, estando o 6timo
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entre 30-33 °C para a maioria das espécies. A figura 6 mostra o crescimento de A.

flavus em funcdo da temperatura.

Crescimento radial pm/h

Figura 6. Efeito do pH e temperatura sobre a velocidade de crescimento radial de Aspergillus flavus.

Fonte: CARRILLO, 2004

Na tabela 1 sdo indicados os valores da temperatura e da atividade de agua para

o crescimento de algumas espécies de Aspergillus.

Tabela 1. Temperatura e atividade de agua requerida para o desenvolvimento de algumas espécies

de Aspergillus.

Temperatura °C

Atividade de 4gua

Especies Faixa Otimo Minimo Otimo
A. flavus A. parasictus 6-45 35-37 078 0,95
A. candidus 3-44 25-32 0,75 0,90-0,98
A. fumigatus 10-55 40-42 0,85 0,98-0,99
A. restrictus 9-40 30 0,71 0,96

Fonte: CARRILLO, 2004



39

CAPITULO 4: FUNGOS PRODUTORES DE ACIDO KOJICO

O acido kojico foi divulgado pela primeira vez em 1907 por Saito durante seus
estudos da fermentacdo de arroz com Aspergillus oryzae. Desde entdo, varios
trabalhos foram realizados para a descoberta de novos microrganismos e de
substratos que possam ser utilizados na produgcdo desta substancia. Além de ser
produzido por microrganismos em seu ambiente natural (quadro 2) o acido kéjico
pode ser produzido por varios organismos em laboratorio a partir de fontes de
carboidratos em fermentacdo aerobia (BURDOCK; SONI; CABIN, 2001).

Quadro 2. Substratos naturais e os microrganismos produtores de acido kojico.

Fonte natural

Microrganismo

Farelo de trigo

Aspergillus flavus

Arroz

Aspergillus spp.

Soja triturada

A. flavus

Alimentacdo animal

A. flavus, A.oryzae, A. fumigatus

Alimentos fermentados (Japéo)

A. flavus, A.oryzae, A. tamarii

Milho A. flavus

Queijo Dinamarqués azul A. fumigatus

Polpa de nozes Penicillium spp.

Amido de sagu A. flavus

Fonte: Adaptado de BURDOCK, 2001

Kharchenko (1999), demonstrou a habilidade de 98 linhagens de Aspergillus
flavus em produzir acido kdjico, sendo 14 com alta atividade de sintese onde a
maxima formagéo de acido aconteceu na fase de crescimento exponencial. Fontes
de carboidratos como sacarose, glicose, maltose e galactose forneceram o maior
rendimento.

O &cido kdjico € produzido industrialmente por fermentacdo aerdbica de
Aspergillus spp. A possibilidade de diferentes modos de operacdes fermentativas,
assim como os parametros de controle como pH, temperatura, tensao de oxigénio e
composicao do meio tem sido estudado extensivamente.

A aeracdo € necessaria para iniciar a fermentacéo e potencializar a produgéo das

enzimas que sdo muito importantes no catabolismo da glicose durante a fase de
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crescimento. Todavia, 0 excesso de suplemento de oxigénio durante a fermentacao
do &cido kojico ndo favorece a produgdo maxima deste metabdlito (ARIFF, 1996).

A producédo de &cidos por A. flavus pode ser divida em duas fases: a fase de
crescimento e a fase de producdo. O desenvolvimento do micélio, e uma 6tima
habilidade de sintese do acido kdjico podem ser alcancada de duas maneiras:
limitacdo do oxigénio (< 17% de saturacdo) ou alto nivel da demanda de oxigénio
total (DOT) (>70% saturagdo). Em fermentacdo descontinua; maxima concentracéo
de &cido kéjico, melhor produtividade e rendimento foram obtida com DOT
controlado a 80% durante a fase de crescimento e 30% durante a fase de producéo
(ARIFF, 1996).

Os efeitos da utilizagdo da xilose por A. flavus como fonte de carbono para
producéo de acido kadjico, foram descritos inicialmente por Smits e Barham (1936). A
xilose foi quase exclusivamente transformada em acido kojico onde um minimo de
150 gramas de xilose por litro foi necessario para um bom rendimento da
fermentacgéao.

Rosfarizan e Ariff (2000), estudaram o efeito de diferentes tipos de fontes de
carbono e nitrogénio na producdo de &cido kéjico por Aspergillus flavus em cultivo
com frascos agitados. A melhor producdo de &cido kéjico foi conseguida com os
monossacarideos glicose e xilose, respectivamente. Houve um incremento na
producéo de acido kéjico com o aumento da concentracdo de glicose até 70g L™
Uma reducdo na producdo foi observada em concentracfes acima de 100g L™,
embora a concentracdo de Acido correspondente & variacdo de 70-200g L™ nao
tenha sido significantemente diferente. Entretanto, ocorreu uma drastica reducdo na
producdo de &cido kéjico em concentracdo a 250g L™, indicando que as reacées
enzimaticas sao inibidas em altas concentracdes de glicose.

O aumento proporcional da taxa de reagdo com a concentracdo do substrato
(glicose), sugere que a producdo do &cido kéjico por sistema de células em
suspensao segue o modelo cinético enzimatico de Michaelis-Menten (ROSFARIZAN
e ARIFF, 2000).

A producédo de &cido kéjico por Aspergillus parasiticus UNBF A12 (isolada do ar
no Distrito Federal, Brasil) foi estudada por LIN et al. (1976) com objetivo de alcancar
alta concentragéo de acido kojico, suficiente para precipitar como cristais em baixas
temperaturas e utilizando também, nas mesmas condic¢tes, Aspergillus flavus NRRL
3251 e Aspergillus parasiticus NRRL 2999. Nas condi¢bes descritas, ndo houve
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producéo de cristais pelas duas espécies de NRRL. Todavia, a espécie UNBF A12
produziu 15,2 mg de cristais por mL de cultura filtrada em 7 dias.

A melhoria das espécies de Aspergillus por “random screening” apés mutagéo
pode ser aplicada para aumentar o rendimento e produtividade do acido kéjico
(FUTAMURA, 2001). Wan et al. (2004) induziram a mutacdo de Aspergillus oryzae
usando N-metil-N-nitrosoguanina (NTG) e radiacdo UV em protoplasta previamente
preparado, chegando a alcancar 41 g de acido kadjico por litro em frascos agitados. A
figura 7 mostra a diferenca na producgdo de &cido kéjico de uma cultura selvagem e

uma cultura modificada.

Acido kéiico (g/)

Figura 7. Producéo de 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona ( ¥ ) cultura selvagem e (e) cultura modificada.
Fonte: WAN,2004
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CAPITULO 5: ACIDO KOJICO

5.1 Aspectos estruturais e bioquimicos

O é&cido kojico (fig.8). Possui formula empirica C¢HgO4 € peso molecular de
142,11 g/mol. Apresenta-se como cristais em forma de agulhas. O ponto de fuséo é
153-154 °C e tem pKa no valor de 8,03. E sollvel em agua, etanol e acetona.

Apés sua producdo por fermentacdo, o acido kéjico pode ser recuperado por
varios métodos: (1) precipitacdo com sal de cobre, (2) extracdo com acetato de etila,
(3) extragdo continua com éter, (4) reducdo do volume por evaporagdo e
cristalizacdo a 0 °C, (5) extracdo com cloroférmio ou (6) absorcdo em carbono
ativado seguido de eluicdo com acetato de butila saturado com amoénia (BURDOCK
etal., 2001).

Figura 8. Estrutura molecular do acido kgjico

As polifenol oxidases - PFOs (EC 1.14.18.1) sao enzimas consideradas
economicamente importantes devido causar escurecimento em produtos agricolas.
Embora o escurecimento seja inGcuo para o consumidor, rende produtos com baixa
aceitacdo. PFO catalisa a formagdo da melanina a partir da tirosina via 3,4-
dihidroxifenilanina (DOPA) e dopaquinona (HAMMER, 1993).

Chen et al. (1991) demonstraram o efeito inibitorio do acido kéjico em batatas,
macas e crustaceos na atuacdo das PFOs. Na diminuicdo do escurecimento destes
produtos, o acido kojico limitou a melandlise impedindo a acdo do CO; requerido no
escurecimento  enzimatico. Métodos espectrométricos e cromatograficos
demonstraram que o acido kéjico foi capaz de reduzir o-quinonas para difendis.
Segundo Klein e Olsen (1970), o &cido kdjico também inibiu a oxidacdo de D-

aminoacidos, xantina, L-fenilalanina e L-metionina em figado de cobaias in vitro.
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5.2 Estudos toxicolégicos e atividades antibidticas

O potencial cancerigeno do acido kéjico foi investigado em camundongos por
Fujimoto et al. (1998), onde trés grupos de machos e fémeas foram alimentados com
dieta contendo 0; 1,5 e 3% de acido kojico por 20 meses. Exceto na tirdide, ndo
existiram significantes diferencas entre os grupos referentes ao tamanho dos 6rgéos.
Os resultados indicaram que altas doses de acido kdjico introduzidas na alimentacao
induziram adenomas na tiride em camundongos machos e fémeas,
presumidamente pelo mecanismo envolvendo decréscimo do hormdnio L-
triiodotironina sodica (T3) e acréscimo do horménio estimulante da tiréide (TSH —
thyroid stimulating hormone).

O desenvolvimento de adenomas em roedores pela continua alimentagéo de altas
doses de acido kdjico levanta uma importante questdo. Entretanto, estudos
realizados na populacdo do Jap&o nao evidencia esta relacdo, onde historicamente
€ consumido constantemente acido koéjico em produtos fermentados como soyu,
miso e saqué.

O acido kojico também ¢é utilizado como componente de cosméticos atuando
como agente clareador da pele. Estudos foram realizados com 107 pacientes com
melanodermia ou melasma, onde estes aplicaram um creme contendo 2,5% de
acido kdjico duas vezes ao dia, durante um periodo de 9 meses, duas pessoas
desenvolveram dermatite facial presumidamente devido a sensibilidade ao creme.
Todavia, nenhuma sensibilidade foi detectada quando foi usado creme com
concentracdo a 1% de acido koéjico com resultados satisfatérios na atuagédo de
clareamento da pele (BURDOCK et al., 2001).

Marwaha e Sohi (1994) estudaram a inibicdo de varios géneros de bactérias pelo
acido kojico, incluindo Aerobacter, Bacillus, Clostridium, Diplococcus, Escherichia,
Micrococcus, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus e Vibrio. Esta substancia
ofereceu uma promissora base para o desenvolvimento de derivados antibioticos
potentes, principalmente através da formagcdo de complexos de acido kéjico com
alguns metais, onde apresentou grande efeito sobre microrganismos patogénicos

como E. coli, Salmonella typhy, Pseudomonas seruginosa, e Staphylococcus aureus.
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CAPITULO 6: TRANSFORMACOES DO ACIDO KOJICO

Brien, Patterson e Meadow (1962) utilizaram &cido kojico em reacbes com
aminoacidos. Estas reagfes ndo foram simples de serem executadas, como as
reacbes com outros tipos de aminas, devido cada aminoé&cido ter caracteristicas
distintas, consequéncia de sua estrutura quimica.

Em geral, € mais facil substituir somente um atomo de hidrogénio do grupo amino
por um substituinte do &cido kdjico. Isto é verdade nas reacdes do &cido kojico com
DL-valina, DL-leucina, DL-isoleucina e DL-prolina. Todavia, no caso da glicina e
taurina, derivados do &cido kojico foram obtidos pela substituicdo em ambos atomos
de hidrogénio do grupo amino. Glicina e sarcosina sdo exemplos de aminoacidos
gue reagem melhor com acido kdjico e formam produtos que séo facilmente
isolados.

Para melhorar a atividade de inibicdo da tirosinase e a estabilidade durante a
estocagem de produtos elaborados com acido kéjico, Kim et al. (2004) produziram
ligacdo peptidica-acido kojico (fig. 9) a partir da reacdo de &cido kéjico com
aminodacidos; para isso, foi necessario primeiro converter o acido em éster. Segundo
0s autores, isto proporcionou a protecdo seletiva da a-hidroxi cetona,
conhecidamente essencial para a inibicdo da tirosinase. Os produtos obtidos
apresentaram um acréscimo de 50-100 vezes na atividade inibitéria da tirosinase
quando comparado com acido kdjico e um aumento de 14 dias em sua estabilidade
de estocagem nas mesmas condi¢des estabelecidas.

HO
- AA3-AA2-AA1-OH

0]
)
(0]

Figura 9. Ligacdo peptidica em derivados do acido kéjico e as possiveis combinac¢des de

aminoacidos.
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Com o obijetivo de tornar o acido kdjico mais lipossoluvel, e assim melhorar sua
utilizacdo em alimentos e medicamentos com base oleosa, Kobayashi et al. (2001)
realizaram uma reacgéo de acilacdo do acido kojico, catalisada pela lipase, com &cido
laurico obtendo o lauriol de &cido kdjico (fig. 10).

M uo |0|

Acido laurico N Acido kéjico

Meio acido l

Lauriol de acido kdjico

Figura 10. Mecanismo da reacao de formacao do lauriol de &cido kgjico.

A solubilidade do lauriol de acido koéjico foi 190 vezes maior quando comparado
com acido kojico a 20 °C em hexano. Em 6leo de soja a 20 °C o acréscimo foi de 10

vezes.
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Kamino, Kuramochi e Kobayashi (2003) demonstraram o grande potencial para
sintese de derivados de ftalatos e estaminas a partir do &cido kojico pela introducéo
de vérios substituintes no C-5. Segundo os autores, as y-pironas substituidas
apresentam atividade em sistemas biologicos pela mediagdo na formacédo de
precursores de tricetonas, dentre estas, algumas com atividade anti-Candida
albicans.

Acido kéjico sofre acetilagdo a 100 °C com anidrido acético na presenca de
acetato de sédio para formar diacetato. Pode ser obtida a mesma substancia pela
acetilagcdo de acordo com o procedimento de Woods que utiliza anidrido acético e
cloreto de zinco a 135-140 °C. Um éster monocaproéico pode ser obtido a partir do
acido kojico se for tratado com acido caproico e cloreto de zinco a 130 °C (HURD;
SINS, 1949).
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CAPITULO 7: BIOSSINTESE DO ACIDO KOJICO

7.1 Monossacarideos como fonte de carboidratos

Embora a estrutura linear dos monossacarideos seja bastante conhecida, ela esta
presente em apenas 1% na solugdo aquosa. Estudos de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e modelagens, demonstraram que a estrutura tipo “cadeira” é
termodinamicamente mais favoravel para anéis com mais de 6 membros, comparado
com a estrutura alifatica do mesmo tamanho.

Os anbmeros a e B dos monossacarideos possuem rotacdes Oticas diferentes.
Cristais de a-D-glicopiranose em solugdo aquosa possuem rotacdo especifica
[a] = +112 °. A rotacdo especifica de cristais de p-D-glicopiranose em solugéo
aguosa é [o] = +19°.

Quando cristais de o ou B-D-glicose sdo dissolvidos em &gua, a rotagdo
especifica sofre variagbes até chegar no valor de [a]=+52°, solucdo em equilibrio
que deve possuir 64% na forma p e 36% na forma a. Este fendbmeno é chamado de
mutarotacdo. A relagdo estrutural entre L- e D-isdmeros, a- e -andémeros, anéis de
piranose e furanose, aldose e cetose acgUcares, ndo sao facilmente controladas
(COULTATE, 1999).

Pesquisas tém avancado na sintese de inumeros derivados de monossacarideos,
porém, somente poucos ocorrem naturalmente ou tém aplicacdo significativa em
alimentos. Como exemplo, tem-se a oxidacdo dos grupos carbonila dos acucares
que leva a formacdo de uma série de aclUcares acidos. A enzima glicose oxidase
catalisa a formacéo de D-glicanolactona que € hidrolisada para a formagédo de acido
D-glucénico, esta enzima é altamente especifica para o f-anémero da D-glicose.

A reducédo de grupos carbonila para uma hidroxila, favorece a formacdo de
acucares alcoois como xilitol e sorbitol. Estas substancias embora com propriedade
adocante ndo sao absorvidas pelo intestino (BEMILLER, 1999).

Os mais importantes derivados de monossacarideos sdo aqueles que o
“hemiacetal” ou grupo redutor, forma um “acetal” ou ligacdo glicosidica com um
grupo hidroxila ou outra substancia organica. A figura 11 mostra um exemplo desta

reacao.
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Figura 11. Formacao da ligacéo glicosidica.

As ligagcbes glicosidicas sdo estaveis sob condigcbes normais, porém sao
rapidamente hidrolisadas em condi¢cdes &acidas ou na presenca de hidrolases. A
formacdo da ligacdo glicosidica fixa a estrutura hemiacetal em outra o ou f
configuragédo, e deste modo, evita a mutarotacdo. Embora muitas substancias
possuam este tipo de ligagdo, o termo € geralmente usado para classe de
substancias que ocorrem naturalmente nas plantas (COULTATE, 1999; FENNEMA,
2000).

7.2 Reac0Oes de biossintese

O &cido kéjico € biosintetizado por conversdo direta da glicose por diversas
reacOes enzimaticas. Enzimas como glicose-6-fosfato desidrogenase, hexoquinase e
gluconato desidrogenase, estdo envolvidas na biossintese do &cido kojico. Estas
enzimas sdo muito estaveis em micélios suspensos em solucdo de glicose com
tampao fosfato a pH 6,4 (ARIFF, 1996).

May et al. (1931) observaram uma intensa coloracdo vermelha com adi¢do de
solucdo de cloreto férrico em culturas liquidas de A.flavus utilizando xilose e
dextrose na composi¢cdo do meio de cultura, possivelmente devido a formagédo do
complexo do ferro com o &cido kéjico. Corbellini e Grerorini (1930) estudaram a
producéo do acido kéjico utilizando varias fontes de carbono por diferentes espécies
de A. flavus e concluiram que as pironas eram sintetizadas a partir de sustancias
gue continham uma cadeia de trés &tomos de carbono resultado da fragmentacao de
moléculas maiores como pentoses e hexoses. Segundo Rosfarizan e Ariff (2000),
estudos do mecanismo para a producdo de acido kojico a partir de vérias fontes de
carbono revelaram que este metabdlito secundario é sintetizado via intermediarios

fosforilados.
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A rota biosintética do &cido kodjico ainda ndo esta totalmente esclarecida,
entretanto, sabe-se que enzimas produzidas pelo fungo filamentoso sao
responsaveis pela biotransformacao da glicose em &cido kojico.

Com o objetivo de elucidar o mecanismo de biossintese do AK; Arnstein e Bentley
(1953) obtiveram esta substancia em cultivo de A. flavus e A. oryzae a partir de
glicose com marcacéo isotopica (1-**C ou 3:4-'*C,) presente no meio de cultura. O
acido kajico foi isolado por método que possibilitou determinar a incorporacdo de **C
em cada atomo de carbono. A conversao da glicose para acido koéjico utilizando
duas espécies de Aspergillus demonstrou que entre 70 e 90% do total radioativo
isolado no AK foram provenientes dos is6topos de carbono marcados a partir da
glicose, indicando que a principal via de formacdo do AK € a direta conversdo da
glicose sem a quebra da cadeia de carbono.

Baseados nestes estudos, Arnstein e Bentley (1953) estabeleceram que a
conversao de AK a partir da glicose deve envolver no minimo duas etapas; oxidacao
de um grupo hidroxila secundéario, e a perda de uma molécula de agua com

introducao de duas duplas ligacoes:

Oxidagéo Desidratagao

Glicose — > intermediario — > Acido koéjico

Bajpai, Agrawala e Vishwanathan (1981) realizam andlises preliminares do perfil
enzimatico em micélios de A. flavus em estado natural, que indicou a presenca de
glicose oxidase, glicose desidrogenase, gluconato desidrogenase, hexoquinase,
glicose-6-fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase, evidenciando, de
maneira geral que estas enzimas participam da biossintese do acido kojico. Estudos
cromatograficos evidenciaram a formacdo de acido glucbnico-d-lactona, glicose 6-
fosfato e acido 6-fosfoglucénico.

Durante a fase de crescimento micelial em meio YES, as atividades especificas
da hexoquinase, glicose desidrogenase e gluconato desidrogenase alcangaram valor

maximo apos o décimo dia de cultivo, como mostra a tabela 2.
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Tabela 2. Atividade enzimética no micélio de A. flavus em meio YES. As atividades séo
expressas como unidades (mg de proteina). Uma unidade representa a converséo de 1

umol de substrato por minuto.

Periodo de incubacao (dias)

Enzimas 3 7 10 15

Glicose oxidase 0,050 0,040 0,030 0,020
Glicose desidrogenase 0,050 0,285 0,610 0,270
Gluconato desidrogenase 0,090 0,370 0,990 0,440
Hexoquinase 9,890 18,04 19,83 9,90
Glicose-6-fosfato desidrogenase 0,250 0,240 0,160 0,090
6-fosfogluconato desidrogenase 0,240 0,200 0,130 0,086

Fonte: Adaptado de Bajpai, Agrawala e Vishwanathan (1981)

As atividades apresentadas pelas diferentes enzimas foram comparadas com a

producdo do acido kdjico. Desta forma, foi verificado que a produgdo maxima de

acido kojico ocorreu no décimo dia, coincidindo com maxima atividade da glicose

desidrogenase, gluconato desidrogenase e hexoquinase. Baseados nos resultados

experimentais obtidos, Bajpai, Agrawala e Vishwanathan (1981), propuseram trés

alternativas para a rota biossintética do acido kagjico (figura 12).

Desidrogenagao
Glicose > Acido gluconico delta lactona
Glicose
desidrogenase
(1) Desidratagao
(2) Desidrogenagdo
Acido oxikéjico

Desidrogenagao

Gluconato
desidrogenase

Desidratagéo

Y

Acido 3-cetogluconico lactona

(1) Redugéo

(2) Desidratagio

Redugdo

3-cetoglicose

Desidratagéo

Acido kdjico

Figura 12. Rotas biossintéticas propostas por Bajpai, Agrawala e Vishwanathan (1981) para o acido

kojico em cultivo de A. flavus.
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Embora as evidéncias da participagdo da glicose desidrogenase e gluconato
desidrogenase sejam bastante fortes, isto ndo exclui a participacao de intermediarios
fosforilados na biossintese do acido kéjico. Se tais intermediarios forem envolvidos,
as rotas biossintéticas propostas ainda sdo possiveis, desde que o acido glucénico
delta lactona e intermediarios posteriores sejam substituidos por acido 6-
fosfogluconico e outros derivados fosforilados (BAJPAI, AGRAWALA e
VISHWANATHAN, 1981) como foi descrito por Rosfarizan e Ariff (2000).

O microrganismo pode utilizar diversas fontes de sacarideos para a converséo de
glicose para AK. A fonte de carbono pode ser usada tanto para producdo do
metabdlito quanto para o desenvolvimento da biomassa. Dependendo do objetivo do
experimento, é possivel direcionar a rota bioquimica do microrganismo para maior
obtencdo de um ou outro através da regulacdo dos nutrientes, principalmente a
regulacdo carbono/nitrogénio (SANTOS, 2005). Rosfarian e Ariff (2000), estudaram
os efeitos de diferentes fontes de carbono no crescimento de Aspergillus flavus e
producédo do AK. A tabela 3 mostra a producdo do metabdlito no mesmo periodo de
tempo para todos os sete diferentes sacarideos.

Tabela 3. Efeito de diferentes fontes de carboidratos na produtividade do &cido kéjico.

Fonte de carbono Concentracéo Producéo AK (g de Produtividade
celular (g L™ acido kojico g cel™) (gL' h?h
Glicose 11,59 39,90 0,083
Xilose 12,60 35,10 0,070
Sacarose 14,83 22,98 0,046
Frutose 6,34 4,10 0,008
Lactose 4,40 0,0 0,000
Maltose 12,20 11,13 0,022
Amido 15,02 23,14 0,046

Fonte: Adaptado de ROSFARIAN e ARIFF (2000).

As maiores concentracdes celulares foram obtidas quando glicose, xilose,
sacarose, maltose e amido foram usados como fonte de carbono. As maiores

producdes de AK foram alcangadas com os monossacarideos glicose e xilose.
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Embora as maiores concentragdes celulares tenham sido alcangcadas quando
foram utilizados amido e sacarose como fonte de carbono, a produtividade foi menor
guando comparado com glicose e xilose. De forma geral, a glicose apresentou maior
producéo e produtividade na obtencdo do metabdlito de interesse. Isto evidencia que
o acido kajico é formado diretamente da glicose pela atuacdo de varias enzimas. A
frutose apresentou baixa converséo em AK se comparada com outros
monossacarideos; isto pode ocorrer em fungcdo da dificuldade estereoquimica e a
guantidade de energia utilizada para que a frutose (furanose) possa ser diretamente
convertida em piranose (ROSFARIZAN; ARIFF, 2000; ROSFARIZAN et. al., 2002). A
figura 13 apresenta as etapas gerais na biossintese do acido kéjico propostas neste
trabalho a partir da sacarose, com base em observacdes descritas por Arnstein e
Bentley (1953). Apesar destas etapas da biossintese do &cido koéjico apresentarem
menos rigor e diversidade que as propostas por Bajpai, Agrawala e Vishwanathan
(1981), estas ndo entram em desacordo com a que foi proposta pelos referidos

autores.
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Figura 13a. Hidrdlise enzimatica da sacarose.
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Figura 13b. Conversédo da frutose em glicose
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Figura 13c. Etapas da biossintese do acido kgjico.
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2. MATERIAS E METODOS

2.1 Obtencao do microrganismo e preparagcao dos meios de culturas

A linhagem do microrganismo, Aspergillus flavus IOC 3974 liofilizada, empregada
neste trabalho foi obtida do laboratério de colecdo de fungos do Instituto Osvaldo
Cruz/Fiocruz-RJ. Os esporos do microrganismo liofilizado foram suspensos em
solucéo estéril de NaCl 1% para ser usado como indculo inicial. Os meios de
culturas utilizados foram: Czapek Dox agar (RAPER; FENNELL, 1965) , batata
dextrose &gar e meio Sabouraud agar (KELLER et al.,2003). A composi¢cdo dos
meios de culturas é mostrada no quadro 3.

A preparacao dos meios foi realizada de acordo como descrito a seguir:

Meio Czapek Dox:

Os sais previamente pesados (quadro 3), foram transferidos analiticamente e
dissolvidos em agua destilada em um baldo volumétrico e em seguida verificado o
pH da solucdo utilizando pHmetro previamente calibrado. O pH da solucdo foi
ajustado para 5,5 com NaOH 1 mol L™ e adicionada a quantidade de sacarose
definida. Na preparagdo do Czapek Dox &gar, adicionou-se &gar-4gar para
solidificagdo do meio. Os meios de culturas foram esterilizados em autoclave a
121°C (1Kgfcm®) durante 15 minutos.

O meio de cultura soélido ou liquido foi distribuido em condi¢cbes assépticas em
cabine de fluxo laminar, onde o meio liquido foi transferido para frascos menores de
acordo com a estratégia utilizada no processo de fermentacdo. O meio sélido foi
distribuido em placas de Petri com volume de 20 mL. Esperou-se a solidificacdo para

uso posterior.

Meio Batata dextrose agar:

O extrato foi obtido a partir de 200g da batata descascada cortadas em cubos e
levada a ebulicdo por trinta minutos com 500 mL de &gua. Em seguida, foram
adicionados 20g de agar com mais 500 mL de agua destilada no extrato filtrado. O
pH da preparacéo foi ajustado com NaOH 1mol L™ utilizando pHmetro previamente
calibrado e cujo valor final foi 5,5. O meio BDA foi esterilizado em autoclave a
121°C (1Kgfcm®) durante 15 minutos.
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Quadro 3. Composicdo quimica dos meios de culturas para cultivo de Aspergillus flavus e

transformacgdes microbioldgicas.

Componentes / Marca Czapek Dox agar (g) | Sabouraud agar (g) | Batata dextrose agar
(9)
Sacarose / UNIAO
(Triturado e refinado) 30, 60, 120, 240 e 360 | 30, 60, 120, 240 e 360 | 30, 60, 120, 240 e 360
NaNO;/ VETEC (P.A) 2 - -
KH,PO, / SIGMA (P.A) 1 - -
MgS0..7H,0 / VETEC (P.A) 1 - -
(NH,),SO,4 / VETEC (P.A) 0,01 - -
FeSO,.7H,0 / SIGMA (P.A) 0,20 - -
Peptona / VETEC (P.A) - 10 -
Extrato de batata - - 4
KELLER et al.,, 2003
Agar / VETEC (P.A) 20 20 15
Agua deionizada g.s.p 1000 mL 1000 mL 1000 mL

Meio Sabouraud agar:

A peptona foi diluida em agua deionizada e a solugéo teve seu pH ajustado para
5,5 com NaOH 1 mol I utilizando pHmetro previamente calibrado. Em seguida foi
adicionada a quantidade de sacarose definida e homogeneizada até dissolucéo
completa. Adicionou-se agar-agar para solidificacdo do meio. O meio de cultura foi
esterilizado em autoclave a 121°C (1Kgfcm™) durante 15 minutos.

2.2 Cultivo do Aspergillus flavus para obtencado de conidios

Aliguotas de 500 uL de uma suspensao inicial de esporos de Aspergillus flavus (£
108 conidios/ml) foram transferidas para placas de Petri contendo 20 mL de meio
Czapek Dox &gar com uma concentracdo de sacarose de 30g L. Em seguida as
placas foram incubadas a 28 °C durante 10 dias. No final desse periodo, 20 mL de
uma solucéo salina (NaCl 1%) foram adicionados sobre as placas para retirada dos
conidios e obtencdo da suspensado (fig 14). Esta suspensdo foi utilizada para a
producéo de biomassa, e em seguida para a formacao de pellets. As placas foram
preparadas em triplicatas. A manutencdo dos esporos foi realizada em tubos de
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ensaio (tamanho 15x150 mm), contendo aproximadamente 5 mL de meio Czapek
Dox agar a 4° C.

Figura 14. Suspenséao de A. flavus

2.3 Cultivo de A. flavus para a producéao de pellets
2.3.1 Procedimento 1 (P1)

Aliquotas de 1 mL da suspensédo dos esporos, foram adicionados em 4 fracos de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido Czapek (pH 5,5) com
concentragOes de 6%, 12%, 24% e 36% (m/v) de sacarose devidamente esterilizada
a 121 °C / 15 min . Os frascos foram colocados em incubadora com agitagéo fixada
em 120 rpm e temperatura mantida em 28 °C. Apdés 72 horas o cultivo foi
interrompido.

O contetdo de cada frasco foi submetido a filtracdo em bomba de vacuo Marconi
modelo 057, utilizando-se funil de Buchner, papel de filtro quantitativo e frasco de
Kitasato com capacidade para 1 litro (fig. 15). O material filtrado foi submetido ao
congelamento e as respectivas biomassas foram submetidas a biometria para
selecdo e usos posteriores. Este processo visa a reutilizacdo do microrganismo

como agente de conversao da glicose em acido kdjico.
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Figura 15. Filtracdo a vacuo do meio apés obtencdo da biomassa.O &cido kdjico esta presente na
fase liquida.

2.3.2 Procedimento 2 (P>)

Com objetivo de aumentar a producgéo do acido kdjico e verificar o comportamento
do microrganismo utilizando frascos maiores, e consequentemente, volumes maiores
de meio de cultura, aliquotas de 5 mL da suspensao dos esporos, foram adicionadas
em 04 fracos de Erlenmeyer de 1000 mL contendo 500 mL de meio liquido Czapek-
Dox (pH 5,5) em concentracéo de 6% (m/v) de sacarose devidamente esterilizada a
121 °C / 15 min . Os frascos foram colocados em incubadora com agitagcao fixada
em 120 rpm e temperatura mantida em 28 °C. Apdés 72 horas o cultivo foi
interrompido.

O conteudo de cada frasco foi filtrado em peneira de polipropileno devidamente
esterilizada com diametro médio da tela de 1,0 mm. A biomassa foi lavada trés
vezes com agua deionizada estéril, em seguida, deixou-se escorrer 0 excesso de
agua (fig. 16). O material retido foi Transferido para placa de Petri estéril com auxilio
de pinca também estéril. Uma parte deste material foi utilizada para a preparacéo
dos indculos e a outra parte, foi utilizada para verificar o teor de umidade.
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Figura 16. Filtragdo do meio de cultura apds 72 horas de cultivo de A. flavus.

2.4 Padronizagdo do inoculo para producdo do &cido kéjico na presenca de
diferentes concentracdes de sacarose

O indculo utilizado para produgédo do metabdlito foi padronizado utilizando-se uma
guantidade fixa de massa na forma de pellets de 0,59 da biomassa obtida apos
filtracdo a vacuo, transferiu-se para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de meio de cultura Czapek-Dox contendo 30, 60, 120, 240, 360 g de
sacarose por litro. A filtracdo foi realizada em tempo padronizado e fixado de 20

segundos.

2.5 Scale up do processo (ScUP)

O in6culo para producao do acido kdjico, em volumes maiores de meio de cultura,
foi padronizado utilizando-se uma quantidade fixa de 5,0g da biomassa obtida apd6s
filtracdo simples e adicionadas em frascos de Erlenmeyer de 1000 mL com 500 mL
de meio de cultura Czapek-Dox, contendo 60g de sacarose por litro de meio. As
filtracdes foram realizadas em tempo padronizado e fixado em 2 minutos. A
mudanca de escala permitiu 0 aumento do volume de 4 vezes em relacdo ao

recipiente e 5 vezes em relagao ao volume ocupado.
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2.6 Efeito da concentracdo da fonte de carbono sobre a producéo do acido
kojico

Foram realizados estudos da producdo do metabdlito e consumo do substrato no
meio de cultura. Uma bateria de 15 frascos de Erlenmeyer de 250 mL (3 frascos de
cada concentracédo) contendo 100 mL de meio Czapek com 3%, 6%, 12%, 24%,
36% (m/v) de sacarose foi inoculada com 0,5g de biomassa, obtida a partir do cultivo
do microrganismo em meio liquido. Os frascos foram mantidos a 120 rpm e 28 °C
durante 16 dias (figura 17). Aliquotas de 500 uL do meio isento de células, foram
retiradas em intervalos de 24 horas para quantificar o produto formado e o substrato

consumido.

Figura 17. Cultivo de fungo filamentoso em diferentes concentragbes de sacarose. Observa-se a

formacgéo do metabdlito pelo inicio da mudanca de coloragéo.

2.7 Efeito da relagdo carbono/nitrogénio sobre a producédo do metabdlito

Foi avaliada o efeito da regulagdo por nitrogénio sobre a producdo do metabdlito
através da modificacdo quantitativa das fontes de nitrogénio presentes no meio de
cultura. Foram utilizados na primeira etapa do experimento, 04 frascos de
Erlenmeyer de 1000 mL contendo 500 mL de meio liquido Czapek-Dox mantidos em
incubadora com agitacdo fixada em 120 rpm a 28 °C, apresentando as seguintes
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relagbes C/N: 50, 100, 150 e 200. O experimento foi realizado com uma repeticao.
Aliguotas de 1 mL foram retiradas a cada 24 horas durante 35 dias e submetidas a
andlise. A Filtracdo da bioassa foi estabelecida de acordo com P, e a quantidade
desta biomassa segundo ScUP.

2.8 Obtencdo e Isolamento do &cido koéjico a partir do meio de cultivo

A fase liguida obtida ap6s 35 dias de cultivo foi submetida a liofilizacdo para
obtencdo do material bruto concentrado. Foram transferidos aproximadamente
500 mL deste material, de forma equivalente, para 5 frascos de 250 mL, que seguiu
para o congelamento total utilizando nitrogénio liquido. A secagem por liofilizac&o foi
realizada em equipamento RIFICOR, modelo LM-8.

A extracdo do 5-hidroxi-2-hidrometil-y-pirona a partir do material bruto
concentrado, foi realizada com acetato de etila (VETEC) e metanol (Sinthy) na
propor¢cdo 1:1. Foram feitas 10 extracbes consecutivas em tubos de ensaios
utilizando-se 1,0 g do material liofilizado e 20 mL da solugédo de solventes para cada
extracdo. Cada tubo foi agitado vigorosamente durante 30 segundos, e em seguida,
deixados em repouso para facilitar a precipitacdo do material insoltavel. A fase liquida
foi retirada cuidadosamente com auxilio de pipeta Pasteur e disposta em frasco
devidamente lavado e seco. O sobrenadante retirado apos a extracao, foi submetido
a filtragcdo, com auxilio de vacuo, utilizando-se membranas MILLIPORE 0,22 pm.

2.9 Cristalizagao do 5-hidroxi-2-hidrometil-y-pirona

A fase liquida proveniente da filtracdo foi concentrada em evaporador rotativo
(HEIDOLPH) a uma temperatura de 50 °C durante um tempo médio de 40 minutos.
O liguido remanescente concentrado foi transferido para placa de Petri (10 X 20 cm)
e mantido em sala refrigerada a 25 °C durante 24 horas para a evaporacado do

solvente e cristalizagdo do metabdlito.

2.10 Procedimentos para identificagdo do 5-hidroxi-2-hidrometil-y-pirona
2.10.1 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

As andlises de infravermelho (FTIR) da amostra e do padrdao foram feitas em
Espectrofotometro SHIMADZU, modelo IR-470 com objetivo de comparar as bandas

caracteristicas do padrdo com a do metabdlito obtido apés a operacdo de
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cristalizacdo. Foram obtidos espectros de transmisséo a partir de pastilhas de KBr
na proporc¢éo de 1:400 (Amostra / KBr) e 1:600 (padrao / KBr).
2.10.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13.

A amostra purificada (30 mg) e o padrdo (30 mg), foram dissolvidos em dimetil
sulféxido (DMSO) e submetidos as anélises de RMN *H e RMN *3*C em equipamento
VARIAN / MERCURY operando a 300 MHz.

2.10.3 Espectrofotometria UV/VIS

Foi realizada andlise de varredura da amostra isolada por cristalizacdo e do
padrao em espectrofotometro GBC, modelo 911A , entre os comprimentos de onda
de 200 — 800nm para se determinar 0 Amax da substancia e em seguida, utilizar este
valor para a construcdo das curvas de quantificacdo do metabdlito.

Foi preparada uma solu¢cdo com 4gua desionizada contendo &cido kojico (Sigma)
padrdo na concentracdo de 10 pg/mL. A solucdo foi submetida a analise de
varredura entre os comprimentos de onda de 200 — 800nm. O mesmo procedimento
foi utilizado para a amostra utilizando-se uma solugcao (50 pg/mL) do concentrado
obtido

2.11 Procedimentos para a identificacdo e quantificacdo do acido kgjico

A quantificacdo do 5-hidroxi-2-hidrometil-y-pirona no meio de cultura filtrado foi
determinada por espectrofotometria UV/Vis. A analise de varredura, construcdo da
curva de quantificacdo e a quantificacdo do metabdlito foram realizadas em
espectrofotometro GBC, modelo 911A. Para a construgédo da curva e quantificacéo

dos agucares foi utilizado espectrofotémetro Quimis, modelo Q798DP.

2.11.1 Construcao da curva de quantificacdo do acido kdjico

A curva de quantificagdo foi construida pelas absorbancias de diferentes
concentragbes de 5-hidroxi-2-hidrometil-y-pirona, deste modo, foram preparadas
solugdes nas concentracées de 100, 200, 400, 600, 800, 1000 e 1200 pg/mL do
padrédo. As absorbancias foram determinadas em triplicatas no comprimento de
269 nm. A curva de quantificacdo foi obtida utilizando-se o método de regressao
linear, onde foram calculados o coeficiente de correlacdo e a equacao da reta.



64

2.11.2 Determinagéo da absorvancia no meio fermentado

Aliguotas de 50 uL das amostras foram diluidas em &gua deionizada em um
volume final de 50 mL, estas foram retiradas em intervalos de 24 horas e analisadas
qguantitativamente através de espectrofotometria UV/Vis. A leitura das absorbancias

foi realizada a =269 nm imediatamente apés a preparacdo das amostras.

2.11.3 Quantificagdo dos agucares redutores totais

A dosagem dos acucares com poder redutor foi realizada com base na reducgéo
do acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), em solucdo alcalina, resultando no &cido 3-
amino-5-nitrossalicilico de cor vermelha-escura, onde ocorre a oxidagdo do grupo
carbonila do acucar, transformando-se em carboxilico. O comprimento de onda
utilizado para a construgao da curva de quantificacdo e a dosagem do substrato do
meio de cultura foi de 540 nm. O reagente foi preparado com 5g do DNS, 100 mL de
solucdo de hidroxido de sodio 2N e 150g de sal de la Rochelle completado com
agua destilada para um volume de 500 mL (MILLER, 1959).

Os procedimentos utilizados para obter a curva de quantificagao foram repetidos
nas solucdes diluidas. Sendo que, foram retiradas aliquotas de 250 uL do meio de
cultura fermentado e completada com agua destilada para um volume de 50 mL. As
absorbancias obtidas situaram-se entre as absorbancias das solugbes utilizadas
para tracar a curva de quantificagao.

Paralelamente, foi verificada a possibilidade de reagcdo do DNS com o &cido
kdjico, utilizando-se os mesmos procedimentos estabelecidos para determinagéo de

acUcares redutores totais.

2.11.4 Construcao da curva de quantificagdo dos agUcares redutores totais

Solugbes aquosas de glicose foram preparadas em concentracbes de 100, 200,
300, 400, 500, 600 e 1000 pg/mL. O padréo da linha base utilizado foi feito com
0,5 mL de agua desionizada e 0,5 mL do reagente DNS que obteve o mesmo
tratamento das solugdes preparadas (MILLER, 1959).

As absorbancias foram determinadas no comprimento de 540 nm em
espectrofotobmetro visivel Quimis, modelo Q798DP. A curva de quantificacdo foi
obtida utilizando-se o método de regressdo linear, onde foram calculados o

coeficiente de correlacéo e a equacéo da reta.
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2.11.5 Determinacédo do pH do meio de cultura

A determinacéo do pH foi realizada em equipamento Quimis modelo Q400A com
eletrodo combinado de vidro, temperatura de 28 °C. Foi utilizado o recurso de
compensacgao automatica pH/temperatura, disponivel pelo aparelho. A medida inicial
foi realizada antes da inoculagéo, e o pH foi observado durante o percurso da
fermentagéo. Volumes de 5 mL do meio fermentado foram dispensados em frascos
de vidros com capacidade de 10 mL.

2.12 Determinacéo dos parametros cinéticos
O conhecimento dos parametros cinéticos € de fundamental importancia para
otimizacdo do processo de obtencdo do acido kojico. Desta forma, dois

experimentos foram realizados: utilizando-se meio sélido e meio liquido.

2.12.1 Cinética de crescimento de Aspergillus flavus em meio sélido

Foram realizados testes do perfil de crescimento microbiano pelo método
biométrico dos eixos ortogonais (fig. 18). Onde inicialmente, aliquotas de 50 uL da
suspensao de conidios foram adicionados sobre um disco de celulose de 5mm de
diametro, centralizado na placa de Petri contendo os meios de culturas sélidos: BDA,
Saboraud ou Czapek, com diferentes concentragdes de sacarose: 3%, 6%, 12%,
24% e 36% (m/v) e mantidos a 28 °C durante 10 dias. Os meios em conjunto com
as concentracbes de sacarose que apresentaram melhores perfis de crescimento do
microrganismo até o décimo dia, foram utilizados como meio basico para a producao

de esporos, os quais foram utilizados no preparo da suspenséo.

L e e 5

Figura 18. Placas de Petri com quadrantes estabelecidos para o estudo da cinética de crescimento do
fungo filamentoso.
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2.12.2 Cinética de crescimento de Aspergillus flavus em meio liquido

Para o estabelecimento dos parametros cinéticos da biomassa, foi realizada
amostragem por sacrificio, onde 16 frascos de Erlenmeyer de 250 mL foram
utilizados. Cada frasco continha 100 mL de meio liquido Czapek Dox com 6% (m/v)
de sacarose. Foi utilizada 0,59 de biomassa como indculo inicial. Os frascos de
Erlenmeyer foram mantidos em incubadora com agitacdo fixada em 120 rpm a
28 °C. Retirou-se diariamente um frasco da incubadora,e o material contido foi
submetido a filtracdo a vacuo por 2 minutos. A fase liquida foi utilizada para
quantificar o metabdlito de interesse (produto) e os acucares redutores totais
(substrato). A fase solida (biomassa) foi levada para estufa a 65°C por 24 horas para
determinacdo da biomassa seca.

2.12.3 Cinética de producdo do metabdlito

Aliguotas de 1 mL foram retiradas a cada 24 horas e analisadas quantitativamente
através de espectrofotometria UV/Vis. Este procedimento teve como objetivo
acompanhar o consumo do substrato e a formacdo do metabdlito de interesse e
consequentemente identificar o dia da maxima producdo deste metabdlito. Paralelo
a isto foi realizado o estudo da cinética de crescimento da biomassa, onde pesagens
consecutivas da biomassa produzida foram realizadas com o objetivo de verificar
sua relagdo com o consumo de substrato e a producdo do metabdlito. A dosagem de
acucares redutores foi realizado pelo método do DNS, segundo Miller (1959).

2.13 Avaliagao do potencial antioxidante do acido kéjico

O potencial antioxidante do 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona foi realizada segundo
método ORAC ( Oxygen Radical Absorbance Capacity)r uoresceina descrito por Silva
et al. (2006), utilizando espectrofotometro BIO-TEK Instruments, modelo FLX-800.
Uma solucéo inicial contendo 40 mg L™ do metabdlito foi utilizada. O resultado foi

comparado com valores da literatura.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil do crescimento micelial de A. flavus em meio sélido

O método biométrico dos eixos ortogonais possibilitou avaliar a velocidade de
crescimento nos meios de culturas: Czapek, batata dextrose agar (BDA) e
Sabouroud em diferentes concentracdes de sacarose: 3, 6, 12, 24 e 36% (fig 19.1).
Foi observado que as culturas do fungo filamentoso nos meios Czapek, Sabouroud e
BDA na concentragcdo de 12% de sacarose apresentaram melhores perfil de
crescimento (fig. 19.2).

As concentragcOes acima de 12% de sacarose produziram uma maior pressao
osmotica no meio de cultura o que poderia ter influenciado significativamente no
perfil de crescimento em todos os meios. Acredita-se que a menor adaptacado do
fungo filamentoso no meio BDA pode ter acontecido devido a auséncia de sais
minerais, principalmente fosfatos, importantes para rota glicolitica e o Ciclo de Krebs.

A concentracdo de 3% apresentou menor velocidade de crescimento micelial,
possivelmente devido a privagdo da fonte de carbono, necessaria na fase de

crescimento exponencial.

@) (b)

Figura 19.1. Perfis de crescimento, em diferentes concentragdes de sacarose. Figura a. Meio czapek

Dox agar com 12% (m/v) sacarose. Figura b. Meio Czapek Dox agar com 3% de sacarose (m/v) em
um periodo de 9 dias.
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3.2 Obtencéo de conidios e padronizagédo dos inoculos
O cultivo de Aspergillus flavus em meio nutritivo adequado permitiu o
desenvolvimento micelial e o surgimento de uma quantidade de esporos (conidios)

apos 9 dias de cultivo.
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Figuras 19.2 Curvas de progressao de crescimento do fungo Aspergillus flavus em diferentes
concentracdes de sacarose e meio de cultura.
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Tabela 4. Parametros cinéticos do perfil de crescimento de Aspergillus flavus em meio de cultura
s6lido com 12% de sacarose. a) Meio Czapek, b) Meio BDA, ¢) Meio Sabouraud. Onde, D: diametro
médio da coldnia (mm), CV: coeficiente de variagao (%), V: velocidade média de crescimento da
colénia (mm/h) e u: coeficiente de crescimento especifico (= 1/D . dD/dt).

a) Czapek
Tempo (h) D (mm) CV(%) V (mm/h) n(h)
0 5 0 0 0
24 21 8,02 0,65 0,0315
48 30 3,88 0,52 0,0134
72 39 5,46 0,47 0,0096
96 48 7,45 0,45 0,0077
120 56 3,27 0,43 0,0061
144 68 2,25 0,43 0,0070
168 69 7,43 0,38 0,0008
192 74 9,32 0,36 0,0029
216 78 9,63 0,34 0,0022
b) BDA
Tempo (h) D (mm) CV (%) V (mm/h) i (h™
0 5 0 0 0
24 20 5,38 0,63 0,0313
48 29 7,61 0,50 0,0129
72 36 2,48 0,43 0,0081
96 40 5,55 0,36 0,0042
120 50 2,53 0,38 0,0083
144 57 4,57 0,36 0,0051
168 60 5,55 0,33 0,0021
192 70 7,01 0,34 0,0060
216 75 6,37 0,32 0,0028
c) SABOURAUD
Tempo (h) D (mm) CV (%) V (mm/h) i (h™
0 5 0 0 0
24 23 4,66 0,75 0,0326
48 32 7,71 0,56 0,0117
72 41 2,01 0,50 0,0091
96 50 5,97 0,47 0,0075
120 54 7,78 0,41 0,0031
144 60 10,38 0,38 0,0042
168 65 11,48 0,36 0,0032
192 70 13,24 0,34 0,0030

216 76 14,43 0,33 0,0033
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Os maiores valores das velocidades de crescimento (tabela 4) foram alcancadas
em meio Sabouraud com 12% de sacarose nas primeiras 24 horas, e a partir deste
periodo houve um decréscimo gradativo nestes valores, isto refletiu na velocidade
especifica de crescimento.

Durante o cultivo, foi observada que jA no 5° dia é possivel a obtencdo de
conidios, entretanto a quantidade nao foi suficiente em virtude da pouca biomassa
formada, o que foi possivel no 10 ° dia. Acreditava-se que seria melhor padronizar os
inéculos a partir da suspenséao de conidios, jA que uma contagem utilizando camara
de New Bawer permitisse uma representacdo adequada da concentracdo de
conidios na suspensdo. Entretanto, a dificuldade na tomada das aliquotas nédo
permite uma padronizacdo adequada dos inéculos. Isto ocorreu em virtude do tempo
de sedimentacdo dos conidios na solucdo salina ser muito pequeno, impedindo
assim uma tomada precisa das aliquotas. Por esse motivo, optou-se por utilizar um
in6culo a partir de pellets. Isto foi possivel a partir do cultivo de conidios durante as
primeiras 72 horas.

Apds 72 horas, o cultivo foi suspenso e verificou-se que na concentracao de 6%
de sacarose os pellets apresentaram formatos mais esféricos e compactos, sem
excesso na producgdo da biomassa, como ocorreu nas concentragdes de 24 e 36%.
Isto evidenciou que em concentracdes maiores da fonte de carbono, o
microrganismo utilizou o carboidrato principalmente para producdo de energia e
biomassa. Optou-se em utilizar os pellets na concentracdo de 6% de sacarose
devido estes apresentarem diametros mais adequados (didametro médio + 0,3 cm),
para a realizag&o da biotransformagao em questao.

As estratégias utilizadas para padronizacdo do indéculo favoreceram
caracteristicas diferenciadas da biomassa com relacdo ao estado de compactacao
da mesma. No procedimento 2 , a biomassa ficou mais compacta devido a utilizacdo
do sistema de véacuo (figura 20a). Esta caracteristica facilitou sua manipulacéo
durante a pesagem e a inoculacdo. Entretanto, acredita-se que ao retirar fragbes da
biomassa para a inoculagdo, exista a possibilidade de seccionar os pelletes
formados, e desta forma isto poderia ter acarretado a transferéncia incompleta de
todas as informacfes genéticas necessarias para a producdo do metabdlito,
influenciando na producéo, na produtividade ou na sua rota biossintética (SARQUIS,
2005).
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Figura 20. Biomassa obtida durante a fermenta¢éo da sacarose em cultivo de fungo filamentoso apds
72 horas. a) Apos filtragdo a vacuo (biomassa compacta). b) Apoés filtracdo simples através de

peneira.

O procedimento P, permitiu a integridade dos pelletes formados, haja vista que,
nao houve seccionamento dos mesmos. A filtracdo simples favoreceu uma biomassa
com maior teor de umidade e consequentemente menos compacta (figura 20b),
possibilitando desta forma, a inoculacao dos pelletes de forma integral.

A padronizacdo do tempo de filtracdo nas duas estratégias foi de fundamental
importancia, pois teve influéncia direta no teor de umidade dos pelletes que foram
inoculados e consequentemente na quantidade de biomassa inoculada. A tabela 5
demonstra a biomassa seca utilizada como in6culo.

O Procedimento P, proporcionou menor teor de umidade da biomassa, sendo que
a quantidade de biomassa seca adicionada (BS) correspondeu a 14,20 % com
relacdo a biomassa Umida (BU). Apesar de no P, ter sido adicionado maior
quantidade de BU, o coeficiente de producdo de BS em relacdo a BU (Ygssu) foi

maior no Pj.

Tabela 5. Quantidade de biomassa seca e Umida adicionada nas padronizacges utilizadas.

Base Ccv Biomassa Umida Biomassa seca
N° de seca (%) (%) (BU) adicionada (BS) adicionada YgsBu
amostras (g/Ldemeiode (g/L de meio de
cultura) cultura)
P1 10 14,20 14,13 5,00 0,71 0,142

P, 10 9,87 11,85 10,00 0,98 0,098
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Este experimento demonstrou a necessidade de padronizagdo do in6culo no que
concerne as condi¢Bes de filtracdo realizadas antes da inoculacdo. Os coeficientes
de variacdes (CV) acima de 10% demonstraram que a etapa de filtracdo esta sujeita
a influéncia de varios fatores, tais como: tempo de filtracdo, tipo de filtro utilizado,
temperatura de secagem e tamanhos dos pellets.

3.3 Andlises de quantificagdo do &cido kéjico

O método de determinagédo do acido kdjico por espectrofotometria no ultravioleta
foi realizado no comprimento de onda onde ocorreu a maxima absor¢cdo da
substancia apos analise de varredura entre 200 a 800 nm utilizando um padrédo do
5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (Sigma). O espectro de absorgdo mostrou a Anax €m
269 nm havendo concordancia com o resultado obtido quando foi utilizado o padrao
desta substancia e em conformidade com Gomara et al. (2004).

A curva de quantificacéo (fig. 21), foi obtida pelas diferentes concentragbes de
acido kadjico e mostra que no intervalo de 2,0 a 20,0 mg/mL o método € linear,
apresenta coeficiente de correlacao (r) igual a 0,9997 e coeficiente de extingdo molar
igual @ 17,08 L mg™* cm™.

O metabdlito obtido pelo processo biotecnoldgico apresentou coloracao vermelho
escuro, possivelmente devido a complexacéo do &cido kéjico com Fe®", proveniente
do sulfato ferroso presente na formulacdo do meio Czapek-Dox. Trabalhos
realizados comprovam a capacidade de substancias y-pironas em formar complexos
com alguns metais como mercurio, cobre, ferro e aluminio (ANTIPOVA et al, 2004,
BURDOCK; SONI; CABIN, 2001; MARWAHA; SOHI, 1994), o que o0 torna um

indicador metalocromo.
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Modelo: conc=a*abs
Regresséo 95% - Confianca
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Figura 21. Curva de quantificacdo do acido kgjico

3.4 Curva de quantificacdo dos agucares redutores totais

A curva de quantificacdo (figura 22). Foi obtida pelas diferentes concentracdes de
glicose e mostra que no intervalo de 0,1 a 1,0 mg/mL o método € linear e apresenta
coeficiente de correlagéo (r) igual a 0,9999 e coeficiente de extingdo molar (€) igual a
1,44 L mg™ cm™. O comprimento de onda na qual as analises foram realizadas foi de
540 (nm).
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Figura 22. Curva de quantificacdo dos acUcares redutores
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3.5 Caracterizagéo estrutural do produto

3.5.1 Espectrofotometria Uv/Vis

O espectro correspondente ao do meio de cultura apés o 162 dia de cultivo indicou
a presenca do metabdlito de interesse (figura 23a) quando comparado com o
espectro do acido kéjico padréo (figura 23b). Desta forma, é possivel observar os
comprimento de onda maximos equivalentes que correspondem a presenca de
duplas ligacdes alternadas e pares de elétrons ndo covalente em sua estrutura.

A figura 23c demonstra o espectro do meio de cultura Czapek com 6% de
sacarose (m/v) antes da inoculacdo, onde € possivel observar que nenhuma
substancia presente na formulacdo do meio de cultura utilizado apresenta o espectro
de absorcao no ultravioleta na mesma regido que o acido kojico.
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Figura 23. Espectro UV/Vis: a) Meio de cultura Czapek com 6% de sacarose (m/v) apos 16 dias de
cultivo. b) Solucdo aquosa com acido kgjico padrao. ¢) Meio de cultura Czapek com 6% de sacarose
(m/v) antes da inoculacéo.
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3.5.2. Resultado das analises de RMN *H e RMN 3C

Foi realizada a caracterizagdo preliminar do concentrado bruto liofilizado
utilizando RMN de hidrogénio e carbono 13. Os espectros das amostras sdo

comparados com padrdes, como mostra a figura 24.
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Figura 24b. Espectro de RMN **C— padr3o.
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As figura 24 que representam os espectros de RMNC'? apresentam sinais
equivalentes de deslocamento quimico, confirmando assim a autencidade da
identificacdo da substancia produzida como sendo o 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-
pirona. Observa-se nas tabelas 6 e 7 que os deslocamentos dos sinais séo

praticamente 0S mesmos.

Tabela 6. Deslocamento quimico da amostra e do padrao em RMN 3C. Os deslocamentos quimicos
sdo medidos em relacdo ao tetrametilsilano (TMS).

ct Amostra (ppm) Padrédo (ppm)
2 141,61 139,34
3 145,77 144,34
4 176,27 174,19
5 110,19 109,92
6 168,18 168,14
2a 59,55 59,56

Tabela 7. Deslocamento quimico da amostra e do padrdo em RMN 'H. Os deslocamentos quimicos
sdo medidos em relacdo ao tetrametilsilano (TMS).

H' Amostra (ppm) Padréo (ppm)
2H,/2H, 4,387 4,292 e 4,279
3H 6,438 6,336

6H 7,944 8,006
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10.5.3 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

A figura 25 mostra os espectros de transmissdo a partir de pastilhas de KBr na

de 1:400 (Amostra / KBr) e 1:600 (padré&o / KBr).
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As figuras 25a e 25b que representam o espectro de infra-vermelho, apresentam
bandas de absorcdo bem definidas demonstrado que a amostra apresenta as
mesmas caracteristicas do padrdao. De um modo especifico, observa-se que a
absorcéo em 3.400 nm refere-se a hidroxila, em 1611 nm refere-se a carbonila. N&o
foi observado absorcéo na regido de aromaticos. As bandas estdo bem definidas

e descrevem a estrutura do 5-hidroxi-2metil-y-pirona comparada com o padrao.

3.6 Efeito da concentracéo da fonte de carbono na producéo do &cido kéjico

A concentragao da fonte de carbono adicionada no meio de cultura influenciou
sensivelmente a producdo do metabdlito de interesse. A figura 26 demonstra que a
producdo mais significativa tem inicio a partir do 6° dia para todas as concentragdes.
Entretanto, as concentragbes de 6 e 12% apresentaram melhor produgao
alcancando 13g L™ e 16g L™ respectivamente.

16 A

Quantidade produzida (g/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Periodo de cultivo (dias)

—— 3% sacarose —l- 6% sacarose —\—12% sacarose
—@— 24% sacarose —©— 36% sacarose

Fig. 26. Curva de progresséo da formacao do produto em diversas concentracdes de sacarose.

Foi verificado no cultivo em meio sélido que 6 e 12% apresentaram melhor perfil
de crescimento, e neste experimento em meio liquido, isto teve influéncia para
melhorar a producédo do metabdlito. Em concentracées maiores que 12% considera-

se que o aumento da viscosidade tenha aumentado a resisténcia fisica (pressao
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osmotica) e também tenha influido em uma menor difusdo do oxigénio molecular,
influenciando desta forma na rota biossintética para produgdo do metabdlito. A

producdo maxima foi alcancada apos 14 e 15 dias do inicio da fermentacao.

3.7 Investigacdo dos parametros cinéticos

Foi realizado o estudo da cinética de crescimento da biomassa. A figura 27
mostra o perfil de crescimento do microrganismo, onde pesagens consecutivas de
biomassa seca foram realizadas com o objetivo de verificar sua relagdo com o
consumo de substrato e a producdo do metabdlito (ARIFF et al.; 1996). A figura 28

demonstra as curvas inerentes a cada parametro.

09 -
0,8 - LT -
0,7 -

0,6 - -

0,5 - .
04+ -
03+ .
0,2 4+
01 +

Biomassa seca (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tempo de cultivo (dias)

Fig. 27. Perfil do crescimento do fungo filamentoso expresso em biomassa seca
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Acido kojico (g/L) e pH
AcUcares redutores totais (g/L)

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360
Periodo de cultivo (horas)

Figura. 28. Par@metros da producgéo do AK (), consumo dos agucares redutores totais ( ) e pH (m)

A figura 27 mostra que a inoculagdo utilizando a biomassa (pellets) nao
apresentou a fase de adaptacéo, evidenciando boa aceitacdo do fungo filamentoso
ao meio liquido utilizado do experimento. Apds o sexto dia, 0 microrganismo entra na
fase estacionaria, onde é alcancada a producdo méxima do metabdlito. A figura 28
demonstra que no inicio desta fase, o fungo filamentoso ja havia consumido 56% da
guantidade de sacarose inicial com um aumento de sua biomassa de até 4 vezes
com relagéo ao que foi inoculado.

A producdo do metabdlito de interesse se torna mais evidente a partir de 192
horas de cultivo (8° dia), quando 79% da sacarose ja havia sido consumida (figura
28). Ha evidéncias de que no periodo decorrido até o inicio da produgcdo do
metabdlito, 0 microrganismo direciona 0 seu mecanismo enzimatico para producao
de hidrolases e sequencialmente de invertases para poder metabolizar o0s
monossacarideos presentes na sacarose. O pH demonstra uma queda inicialmente
até o 3° dia, e a partir do 6° dia tende para o pH fisiol6gico, como mostra a figura 28.

Os parametros cinéticos para este experimento serdo demonstrados nas tabelas
8,9 e 10 como segue abaixo.



Tabela 8. Resultados da fermentagéo por batelada simples. Producéo do &cido kéjico.

t(h) X(gL?) S@L) P(gLh
0 0,18 60 0
24 0,33 58,25 0,8
48 0,57 55,95 0,99
72 0,68 53,66 1,18
96 0,73 35,83 2,05

120 0,78 28,02 2,24

144 0,77 20,21 2,43

168 0,82 16,52 3,27

192 0,82 12,68 3,35

216 0,79 11,72 6,83

240 0,82 10,3 12,51

264 0,78 7,7 12,86

288 0,76 51 10,96

312 0,76 4,1 9,05

336 0,81 3,8 8,08

360 0,81 2,5 7,08
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X: Biomassa seca medida no meio de cultura. S e P: Concentracdo de aguUcares redutores totais e

acido kdjico, respectivamente, medida na fase liquida.

Tabela 9. Velocidades especificas calculadas a partir dos valores da tabela 8.

t (h) ux (h™) us (h™) pe (W)
0 0 0 0

24 0,0189 0,2210 0,1010
48 0,0175 0,1681 0,0139
72 0,0067 0,1403 0,0116
96 0,0029 1,0177 0,0497
120 0,0027 0,4172 0,0101
144 0,0005 0,4226 0,0103
168 0,0025 0,1875 0,0427
192 0,0000 0,1951 0,0041
216 0,0016 0,0506 0,1835
240 0,0015 0,0722 0,2886
264 0,0021 0,1389 0,0187
288 0,0011 0,1425 0,1042
312 0,0000 0,0548 0,1047
336 0,0026 0,0154 0,0499
360 0,0000 0,0669 0,0514

ux =1 . dx us =1 .dS up =1 . dP

X dt X dt X dt
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Tabela 10. Comparacéo dos resultados obtidos por Ariff et al (2000) e o experimento atual, utilizando

processo descontinuo.

Yeix Yeis Yws
Kinax P max (g acido (g acido (g biomassa.  Produtividade
LY (@@L kéjico. g kéjico.g g sacarose™)  do produto
biomassa )  sacarose™) (gL'h™)
Experimento
8,2 12,86 2,00 0,214 0,106 0,048
atual
Rosfarizan e
Ariff (2000) 14,83 22,98 1,55 0,544 - 0,046

Borzani (2003) mostrou que considerando o tempo t de fermentagdo, o0s
correspondentes valores de X, S e P sao relacionados entre si, através dos fatores

de converséao definidos por:

No final da fermentacédo foi considerando que X = Xy, e P= P, desta forma, as trés

expressodes anteriores podem ser aplicadas no tempo final, resultando:

Rosfarizan e Ariff (2000), obtiveram em seu experimento resultados apresentados na
tabela 10; foi utilizada sacarose como fonte de carbono na concentragéo de 100g L™.
Foi observado que, apesar da produgdo do metabdlito ter sido menor no
experimento atual (12,86 gL™) quando comparado com o experimento de Rosfarizan
e Ariff (2000) (22,98 gL™), a produtividade do produto foi maior no primeiro
experimento citado, indicando uma melhor eficiéncia na bioconversdo da sacarose

em &cido kéjico no mesmo intervalo de tempo.
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3.8 Scale up do processo

O scale up do processo indicou um aumento na producdo do metabdlito na ordem
de 24% quando utilizado igualmente 6% de sacarose (m/v). Entretanto, o periodo de
cultivo foi 3,18 vezes maior quando comparado com O processo anterior. Estes
resultados demonstram que é necessario adequar os parametros de cultivo para
esta nova condicdo. Acredita-se que a quantidade total de sacarose, a difusédo do
oxigénio molecular (no experimento realizado pode ser alterado por meio da
velocidade de agitacao orbitalar), e a relacdo carbono/nitrogénio, sejam parametros

que influenciem diretamente na producdo do metabdlito de interesse.

3.9 Efeito da relagdo carbono/nitrogénio sobre a producédo do metabdlito

O estudo da relagdo carbono/nitrogénio demonstrou uma producdo méaxima de
15,59 L* quando utilizado a relacdo C/N= 200. Producées menores foram
observadas no mesmo periodo quando utilizadas as rela¢gdes C/N=50, C/N=100 e
C/N=150, respectivamente aos valores: 0,1g L™, 0,07g L™, 1,39g L™. Estudos
preliminares mostraram que as relagdes C/N= 250, C/N=300, C/N=350 e C/N=400
favoreceram uma queda na produgdo méxima do metabdlito de interesse no mesmo
intervalo de tempo.

18
16

— —_
N ~
I

Quantidade produzida (g/L)

0 2 4 6 8 10 12 14 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Tempo de cultivo (dias)

—— C/N=50 —{1—C/N=100 —@— C/N=150 —O— C/N=200

Figura 29. Curva de progressao da producdo do metabdlito em diferentes concentragdes de
nitrogénio.
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A producdo do metabdlito secundario foi influenciada diretamente pela regulacao
da fonte de nitrogénio como mostra a figura 29. Acredita-se que esta via metabdlica
foi negativamente afetada pelo aumento de fontes de nitrogénio favoravel ao
crescimento micelial, como exemplo, os sais de aménio. Omura e Tanaka (1984) em
seus estudos sobre a influéncia de amoénio livre na fermentacdo de alguns tipos de
antibiéticos reportaram que o ion aménio impede a sintese de aminoglicosideos,
assim como, outros efeitos regulatorios sobre a producdo de metabdlicos
secundarios.

O gréafico abaixo demonstra que houve um menor consumo gradativo do substrato
utilizando a relagdo C/N=200. Comparando o gréfico de progressao da produ¢édo do
metabdlito com o gréfico do consumo do substrato, observa-se que a producao
maxima do metabdlito foi alcancada quando praticamente todo o substrato ja havia
sido consumido. Nas relacbes C/N=50, C/N=100 e C/N=150 o substrato foi
totalmente consumido a partir 23° dia, enquanto que na relagcdo C/N= 200 isto
aconteceu a partir do 35 ° dia.

Acucar residual (g/L)

0 2 4 6 8 1012 14 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Tempo de cultivo (dias)

—@—C/N=50 —©—C/N=100 —i—C/N=150 —HE— C/N=200

Figura 30. Consumo do substrato em diferentes concentragées de nitrogénio.

Observa-se que a relacdo C/N=150 apresentou maior velocidade de consumo de

sacarose a partir do 12° dia, elevando assim o desenvolvimento de biomassa do
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microrganismo. Este aspecto direcionou a fonte de carbono para a rota de producao
micelial e ndo do metabdlito de interesse. Por outro lado, a relacdo C/N=200
apresentou menor velocidade de declinio, demonstrando uma diminuicdo no
consumo da sacarose a partir do 12° dia. Isto levou a uma maior producédo do
metabdlito como apresentado na figura 29. Observa-se no 21° dia que o metabdlito
passa a ser produzido com maior taxa e depois mantém uma taxa de 15g L™ estavel
a partir de 35 dias. A influéncia da relacdo C/N apresenta grande potencial na
producdo do metabdlito, entretanto € necessério investigar a producdo de enzimas

responsaveis pela transformagéo, o que nao foi realizado em nossa experiéncia.

3.10 Concentracéo e isolamento da substancia biotransformada

A fase liquida obtida a partir das filtragGes, apresentou aspecto granular apés o
processo de liofilizacdo, e manteve a coloragcdo vermelha devido a presenca do ferro
(fig. 31).

Figura 31. Amostra bruta liofilizada.

A extragdo do metabdlito de interesse a partir do material bruto concentrado
utilizando-se acetato de etila e metanol (1:1), possibilitou a extracdo do acido kojico
em fase liquida e a precipitacdo de proteinas. A figura 32 demonstra as fases

liquidas de (10) dez extracdes realizadas com a mesma amostra.
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Figura 32. Extracdes realizadas a partir da amostra bruta liofilizada, utilizando etanol e acetato de etila
(1:1), para obtengéo do acido kdjico.

3.11 Obtencéao e rendimento do produto isolado

A utilizacdo dos solventes organicos MeOH/AcoET (1:1) para a extracdo do
produto a partir do meio de cultura liofilizado permitiu a obtencdo do metabdlito
isento de impurezas (agucares, micélio, sais inorganicos). A cristalizacdo do
metabdlito em sala refrigerada a 25 °C permitiu a obtencéo de cristais na forma de
agulha com coloracao vermelha (fig. 33a).

Figura 33. 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona apresentado na forma de cristais a) Produto
obtido b) padréo.

A diferenca de coloracdo se deve a presenca do Fe”* complexado a estrutura do
metabdlito. Ndo se sabe a verdadeira complexidade da estrutura, entretanto se
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supbem que seja idéntica a da figura 34, pois ndo foi possivel realizar estudos

nestes niveis. O Fe?" é facilmente renovado pela adicdo de EDTA 0,1 N (fig. 35).

_F
9

0]

o ||
0]

Figura 34. Possivel estrutura do produto isolado

e

Figura 35. Meio de cultura Czapek-Dox utilizado para o cultivo do A. flavus. a) Coloracdo vermelha

evidencia a producédo do metabdlito complexado com Fe* b) Apés adicdo de EDTA 0,1N.

O célculo do rendimento da obtencdo dos cristais foi realizado com base na
massa dos cristais obtidos em relacdo a quantidade de sacarose utilizada no meio
de cultura como substrato, obtendo-se um rendimento de 6,96 %m/m. Este resultado
demonstra a eficiéncia de execucao do processo, ja que ndo ha relatos na literatura
de rendimentos nem de quantidades obtidas em processos biotecnoldgicos. Desta
forma, pode-se dizer que este € o primeiro processo otimizado por batelada,
realizado com A. flavus em cultura submersa que permitiu obter cristais de acido

kojico puro a partir de sacarose.
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3.12 Atividade antioxidante realizada com 5-hidroxi-2-hidroxi-y-gama pirona

A obtencdo da y-pirona através de processo micotecnolégico permitiu realizar
ensaio da capacidade antioxidante pelo método ORACk uoresceina € COMpara-lo em
unidade pmol Equivalente Trolox / p mol amostra, com algumas substancias
ensaiadas pelo mesmo método disponibilizado na literatrura (DAVALOS; GOMEZ-
CORDOVES; BARTOLOME, 2004. OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001). O
metabdlito obtido apresentou um valor de 3,78 pmol ET/pmol amostra.

Tabela 11. Valores de atividade antioxidantes em ORACk, yoresceina de algumas substancias.

Segundo Davalos; Gomez- Segundo Ou; Hampsch-
Substancia Cordovés; Bartolomé, 20042 Woodill; Prior, 2001
Quercetina 10,5 7,28
Catequina 14,9 -
Acido ferulico 4,47 4,37
BHA 2,43 -
Acido ascorbico - 0,95

@Expressa em pymol ET/umol amostra.

Comparando este resultado com os dados da literatura (tabela 11), observa-se
gue o 5-hidroxi,2-hidroximetil-y-pirona, apresenta maior potencial quando comparado
com BHA e acido ascoérbico, ficando abaixo da quercetina, catequina e &acido

ferdlico.
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CONCLUSAO

O fungo filamentoso utilizado apresentou grande potencial na producdo de
metabdlitos secundarios.

A estrutura gama pirona foi obtida em quantidade significativa a partir do cultivo
de Aspergillus flavus que apresentou um grande potencial de transformacdo da
sacarose.

As analises de caracterizacdo estrutural ndo deixaram duvidas com relagdo a
obtencao do 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona.

O procedimento de isolamento do metabdlito demonstrou ser bastante eficiente,
haja vista o grau de pureza obtido.

O ensaio realizado para verificar a atividade do 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona
como agente antioxidante demonstrou que esta substancia apresenta alto potencial
antioxidante, ficando acima de alguns agentes antioxidantes ja conhecidos. Todavia,
ainda é necessario realizar mais estudos para que possa ser efetivamente utilizada
em uma matriz alimenticia.

De acordo com os resultados obtidos, este processo se mostra com viabilidade
técnica favoravel de modo a se estabelecer um processo em escala piloto da
biotransformacdo da sacarose em 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona por Aspergillus

flavus.
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