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RESUMO
A biotransformacdo de compostos organicos € uma ferramenta eficaz para producéo de
novos compostos. A (-)-hinoquinina ¢ uma lignana que possui diversas atividades
bioldgicas ja relatadas na literatura, com destaque para a tripanocida. Estudos recentes
demonstraram que esta molécula pode ser obtida através da biotransformacao da (-)-
cubebina pelo fungo Aspergillus niger. No entanto, a obtengédo da (-)-hinoquinina por
este método, relata que a concentracdo alcancada do produto em estudos anteriores pode
estar aquém da capacidade real de producdo. Sendo assim, este trabalho se propés a
compreender em quais condi¢cdes o fungo se torna capaz de promover as reacdes de
bioconversdo e ainda estabelecer condicdes ideais de cultivos para a producéo da (-)-
hinoquinina em biorreator visando seu alto rendimento. Para isso, A.niger foi inoculado
em meio PDB e ap6s 75 horas no shaker, foi transferido para o biorreator de tanque
agitado sob condicGes obtidas no delineamento experimental que foi proposto. Sendo
assim a massa micelial foi transferida para o meio Czapek Dox modificado (1% de
sacarose, 0,2% de NaNOs, 0,1% , K;HPO,4 0,1%, MgSO,4 0,05% , KCI 0,05% , FeSO,4
0,001%), a cubebina foi adicionada na concentracdo de 200 mg/L e o pH foi ajustado
para 6. A temperatura foi mantida a 30°C, frequéncia de agitacdo 200 rpm e vazdo de ar
igual a 0,12 SLPM (litro padrdo por minuto). Através do software Statistica 8, foi
analisado os efeitos das variaveis testadas pH(6;8), concentracdo de sacarose (10
0/L;30g/L) e de (-)-cubebina 100 mg/L; 200 mg/L). Para o monitoramento da
conversdo, aliquotas foram retiradas de 48 em 48 horas pelo periodo de 20 dias para
analise em CLAE. Apds este periodo constatou-se que o rendimento obtido nas
condigBes estabelecidas foi de 50,05%. Analisando-se os efeitos das varidveis do
processo, observou-se que as maiores interferéncias sdo das concentracdes de sacarose,
seguido do pH e da concentracdo de (-)- cubebina. O rendimento obtido foi
consideravelmente favoravel quando comparado ao recente estudo através deste
processo onde se obteve um rendimento de 14 %. Considerando-se entdo, os resultados
obtidos neste trabalho, constatou-se através rendimento obtido em biorreator que esse
tipo de processo € promissor. Além disso, trata-se de um processo biotecnoldgico e

apresenta uma alternativa “verde” para obtengao da (-)-hinoquinina.

Palavras-chave: Biotransformacéo, Aspergillus niger, (-)- cubebina, (-)- hinoquinina,

biorreator.



ABSTRACT

Biotransformation of organic compounds is an effective tool for the production of new
compounds. (-) - Hinokinin is a lignan that has several biological activities already
reported in the literature, with emphasis on trypanocides. Recent studies have
demonstrated that this molecule can be obtained through the biotransformation of (-) -
cubebin by the fungus Aspergillus niger. However, obtaining (-) - hinoquinine by this
method reports that the achieved concentration of the product in previous studies may
be below the actual production capacity. Thus, this work aims to understand under
which conditions the fungus becomes capable of promoting bioconversion reactions and
also establish optimal conditions of cultures for the production of (-) - hinokinin in
bioreactor aiming at its high yield. For this, A.niger was inoculated in PDB medium and
after 75 hours in the shaker, it was transferred to the stirred tank bioreactor under
conditions obtained in the proposed experimental design. Thus the cells were
transferred to the modified Czapek Dox medium (1% sucrose, 0.2% NaNO 3, 0.1%,
0.1% K 2 HPO 4, 0.05% MgSO 4, 0.05% KCI, 0.001 FeSO 4 %), the cubebin was
added at the concentration of 200 mg / L and the pH was adjusted to 6. The temperature
was maintained at 30 ° C, stirring frequency 200 rpm and air flow rate equal to 0.12
SLPM (standard liter per minute). Through the software Statistica 8, the effects of the
tested variables (pH, [] sucrose and [] (-) - cubebin were analyzed. For the monitoring of
the aliquot conversion were withdrawn every 48 hours for the period of 20 days for
analysis in HPLC. After this period it was verified that the yield obtained in the
estabilish conditions was of 50,05%. Studying the effects of the process variables, it
was observed that the highest interferences are of the sucrose concentrations, followed
by the pH and concentration of the (-) - cubebin. The yield obtained was fairly favorable
when compared to the recent study by this process where a yield of 14% was obtained.
Considering the results obtained in this work, it was verified that the yield obtained in
bioreactor is promising and it is still possible to emphasize that the biotechnological

process is a "green” alternative to obtain (-) —hinokinin.

Keywords: Biotransformation, Aspergillus niger, (-) - cubebin, (-) - hinokinin,
bioreactor
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1. INTRODUCAO

1.1. (-)- Cubebina e (-)-Hinoquinina

A (-)-cubebina (CB; Figura 1) é uma lignana dibenzilbutirolactolica de ocorréncia
em varias familias de plantas, porém devido a grande concentracdo deste metabdlito nas
sementes de Piper cubeba (Familia Piperaceae) atualmente o seu isolamento é realizado
basicamente desta espécie vegetal (REZENDE, 2012). Esta molécula se apresenta como

uma substancia cristalina que consiste de uma mistura de dois epimeros.

Figura 1: Estrutura da (-)-cubebina

—

)

(@) g\\
O O

OH

Nas Ultimas décadas, diversos trabalhos tém sido realizados para investigacdo das
atividades bioldgicas da CB, das quais ja foram descritas: tripanocida (BASTOS et al.,
1999), analgésica e antinflamatdria (BASTOS et al., 2001), Leishmanicida (BODIWALA
et al., 2007), atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2009) e mais recente, como agente
vasodilatador na terapia de disfuncdo Erétil (Patente nimero JP 2012-545026-
Correspondente ao PCT/BR2009/000433).

Diante destas atividades bioldgicas relevantes que esta molécula apresenta, diversas
modificacOes estruturais foram realizadas no esqueleto quimico da CB, a fim de obter
novos derivados. Dos analogos ja obtidos e biologicamente investigados, pode-se destacar
a (-)-hinoquinina (Figura 2).

A (-)-hinoquinina (HQ; Figura 2) é uma lignana dibenzilbutirolactona que pode ser
obtida pela sintese parcial da (-)-cubebina (DE SOUZA et al., 2005). Nos ultimos anos,
assim como a (-)-cubebina, atividades biologicas de vérias lignanas foram estudadas em
profundidade, e um destaque tem sido dado a (-)-hinoquinina que esta emergindo como um
novo composto interessante (CUNHA et al., 2012).
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Figura 2. Estrutura da (-)-Hinoquinina

9]

r

A HQ tem apresentado atividades bioldgicas interessantes como: Antinflamatoria
(DA SILVA et al., 2005), Tripanocida (DE SOUZA et al., 2005; SARAIVA et al., 2007),
Antitumoral (HIRATA et al., 2007), antimicrobiana (SILVA et al., 2009).

Das atividades bioldgicas descritas acima, destaca-se a atividade tripanocida contra
o Trypanosoma cruzi, 0 agente etiolégico da doenca de Chagas.

A doenca de Chagas é uma doenca negligenciada que afeta cerca de 6 a 7 milhdes
de pessoas na América Latina (WHO, 2017). E caracterizada por ter uma evolugéo crénica,
sisttmica e debilitante. Atualmente, existem dois farmacos que sdo utilizados para o
tratamento desta doenca, sdo eles: Benznidazol e o Nifurtimox, porém causam efeitos
colaterais de grande significancia.

Estudos in vitro demonstraram que a HQ apresenta efeito tripanocida frente as
formas amastigotas (fase intracelular) e epimastigotas do parasita Trypanosoma cruzi
sendo que, 0,5 pM apresentou maior atividade do que o benznidazol e nas demais
concentragdes avaliadas (2,0, 8,0 e 32,0 uM) apresentou atividade similar (DE SOUZA et
al., 2005).

Um estudo in vivo demonstrou que a HQ foi mais eficiente que o farmaco
Benznidazol que é utilizado na terapéutica, reduzindo a parasitemia nos animais que foram
infectados em aproximadamente 70% enquanto benzonidazol na mesma concentracao e
forma de tratamento reduziu apenas 29% (SARAIVA et al., 2007). A HQ também ndo foi
considerada téxica quanto ao valor IC50 de citotoxicidade sobre células LLCMK2,
podendo se tornar uma droga segura e eficaz no tratamento da Doenca de Chagas
(ESPERANDIM et al., 2013). Estes resultados demonstram o potencial tripanocida desta

molécula cujo processo de obtencéo e atividade farmacoldgica foram patenteados no Brasil
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(P1 0201237-5 INPI), com reconhecimento de paises como os EUA (depoésito de patente
namero US 7.317.114 B2).

Como dito anteriormente, a HQ pode ser obtida a partir da sintese parcial da CB
onde nota-se um bom rendimento (DE SOUZA et al., 2005; ESPERANDIM et. al., 2012).
Porém ha a desvantagem na obtencdo desta molécula por este processo devido ao uso de
um catalizador oxidante seletivo, o PCC (Clorocromato de Piridinio), que é um reagente
toxico que contém cromo e que apresenta possivel potencial cancerigeno e é contaminante
da &gua e do solo (COREY; SUGGS, 1975; ANDRADE et al., 2009).

Outro procedimento realizado para obtencdo da HQ a partir da oxidacdo da CB
visando minimizar a utilizacdo e produgdo de compostos toxicos foi a aplicacdo de um
material que mimetiza as enzimas citocromo P-450 que € constituido de ferro-
tetrafenilporfirina imobilizada em alumina utilizando os oxidantes iodosilbenzeno e
peroxido de hidrogénio (ANDRADE et al., 2009). Embora este procedimento seja menos
toxico quando comparado & oxidacdo por PCC, ha a utilizacdo de ACN, que € um solvente
organico teratogénico e que apresenta toxicidade por via respiratéria produzindo
metabolitos pelo figado como o cianeto e provavelmente acido férmico e formaldeido
(WHO, 1993). Além disso, apesar do uso deste sistema apresentar uma boa atividade
catalitica, este ndo atinge niveis necessarios para utilizacdo industrial. Desta forma, os
catalisadores metaloporfirinicos possuem maior potencial de aplicagdo na quimica e em
estudos biomiméticos para investigacdo de mecanismos (FARIA, 2004).

Um estudo realizado com a biotransformacdo da CB utilizando fungos do género
Aspergillus (A. terreus e A. niger), demonstrou pela primeira vez a obtencéo da HQ atraves
de um processo biotecnolégico (ARRUDA, 2017). Neste estudo o rendimento obtido
demonstrou-se baixo, porém muito promissor devido ao fato que o processo de obtencdo
da HQ por biotransformacdo pode trazer diversas vantagens, uma vez que é

ecologicamente correto e se otimizado, o processo podera ser economicamente viavel.

1.2. Biotransformacdao e evolucdo dos bioprocessos

Com a finalidade de se obter novas moléculas que possam ser ainda mais
promissoras para o desenvolvimento de novos medicamentos, substancias que sao
extraidas de plantas geralmente sdo modificadas estruturalmente através de métodos
quimicos tradicionais ou processos biotecnoldgicos (AMBROSIO et al., 2006; NEWMAN,
2008).
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A Dbiotransformacdo de produtos naturais por microrganismos € um método
biotecnoldgico eficaz para producdo de novos compostos de bioativos (MIYAZAWA,
2001). Exemplos de sucesso ja foram relatados para diversas classes quimicas de
compostos oriundos do metabolismo secundéario dos vegetais como os terpenos, alcaloides,
flavonoides e as lignanas e diversas atividades bioldgicas ja foram reportadas
(RATHBONE; BRUCE, 2002; VERZA et al., 2009; PORTO et al., 2013; CAO et al.,
2015; XU, 2015).

O processo de biotransformacédo se difere das fermentacGes onde a substancia é
completamente sintetizada por determinado microrganismo através de diversas rotas
metabolicas. Logo, a biotransformagdo é o uso de sistemas biol6gicos para promover
transformacdes quimicas em substratos ndo naturais gerando novos produtos (HANSON,
2017).

As primeiras tentativas utilizando esta técnica foram com os esteroides, onde a
industria farmacéutica enfrentava o desafio para produzir a cortisona a partir da
progesterona, na funcionalizacdo do C-11 do nucleo esteroidal. Apesar de poder ser feita
por métodos quimicos, esta funcionalizacdo requeria vérias etapas e produzia baixos
rendimentos com altos custos. Portanto, através da biotransformacédo utilizando o fungo
filamentoso Rhizopus arrhizus foi possivel a funcionalizagdo do C-11 através da
hidroxilagdo neste carbono. Assim, foi possivel a producdo da cortisona em larga escala e 0
processo foi patenteado em 1952 (MURRAY; PETERSON, 1952).

Figura 3: Exemplo da obtencédo de cortisona pela biotransformacéo da

progesterona pelo fungo Rhizopus arrhizus.

R. nigricans
_—

(o) )
Progesterona Cortisona

Fonte: Oliveira; Oliveira, 2012.

A producédo de &cido ascérbico (Vitamina C) também ja foi relatada por processo
biotecnologico que envolveu uma etapa de oxidacao seletiva de uma das hidroxilas do D-
sorbitol levando a L-sorbose (Figura 4). Esta etapa foi catalisada por Gluconobacter
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oxydans, constituindo 6timo exemplo de reacdo oxidativa regioseletiva que € dificil de ser
realizada com oxidantes comuns. Este processo foi desenvolvido e patenteado por Tadeus
Reichstein em 1941 (REICHSTEIN, 1941).

Figura 4: Reagdo da obtencdo do &cido ascorbico por Gluconobacter oxydans

CHO OH OH OH CH,0H
OH OH OH OH o
HO — » HO Moo 0 -5 __,HO . HO/\S—TO
OH OH OH OH =
OH OH o ) HO  oH
OH OH OH CO,H
D-glucose D-sorbitol L-sorbose Acido 2-cetogulénico Acido ascérbico

Fonte: Oliveira; Oliveira, 2012.

Outro exemplo que pode ser demonstrado é do alcool perilico, um monoterpeno
que inibe a proliferacdo de células cancerigenas do pulmédo (XU et al., 2004), cancer
pancreatico (MATOS et al., 2008) entre outras atividades que despertam o interesse nesta
molécula. Devido a semelhanca estrutural com o limoneno (Figura 5), este monoterpeno
tem sido utilizado como matéria-prima para a obtencdo do alcool perilico. A oxidacdo
regioseletiva, necesséaria para a obtencdo do alcool, é dificil de ser realizada por via
quimica. Através de processo biotecnoldgico, o limoneno foi convertido no alcool perilico
pelo Fusarium verticilloides (DE OLIVEIRA; STRAPASSON, 2000).

Figura 5: Obtencéo do alcool perilico pela hidroxilagdo do limoneno por Fusarium

verticilloides.
OH
_
/\ /\
Limoneno (R) Alcool Perilico

Fonte: Oliveira; Oliveira, 2012.
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Os exemplos demonstrados acima evidenciam 0 quanto 0S processos
biotecnoldgicos sdo de grande interesse para a industria quimico-farmacéutica que passou
a investir e desenvolver processos para a obtencdo de substancias bioativas. A base tedrica
da utilizacdo de microrganismos para obtencdo de substancias de interesse se deve ao fato
da grande diversidade e o potencial enzimatico que estes possuem. Um grupo de enzimas
chamadas de citocromo P450 presentes nos mamiferos, também foram descobertas em uma
variedade de bactérias e fungos. Essas enzimas nos mamiferos sdo responsaveis pela
detoxificacdo de drogas com intuito de torna-las mais polares para serem excretadas ou
ainda gerar novos metabolitos com maior atividade (PERVAIZ et al., 2013). Vérios
microrganismos realizam oxidacdo de substratos de maneira analoga as realizadas em
mamiferos (AZERAD, 1999). Por este motivo os microrganismos tém sido utilizados
como modelos para imitar as reacdes metabdlicas dos mamiferos e, portanto, esta
diversidade e flexibilidade da acdo enzimatica é que permite a utilizacdo de
microrganismos na modificagdo de compostos organicos.

Comparado aos processos quimicos, a biotransformacdo apresenta algumas
vantagens relevantes devido ao fato das enzimas presentes nos microrganismos serem de
natureza complexa e especifica, estas catalisam as reacGes que oferecem produtos com
excelente regioespecificidade (ataca especificamente 0 seu substrato na posicdo onde
ocorre a reacdo) e estereoseletividade (PERVAIZ et al., 2013; ZAFAR et al., 2016). O
método possui manutencdo simples e barata de meios de cultura, sdo tradicionalmente
conduzidos em sistemas aquosos, possui capacidade de conduzir as reacdes em condicdes
normais de temperatura e pressdo e ndo ha& necessidade de proteger outros grupos
funcionais (PATEL, 2002).

Ademais, considerando a necessidade de um continuo desenvolvimento econémico,
social e ambiental sustentavel, ha um forte apelo ante as industrias em relacdo a fatores
ambientais, econdmicos e uso de fontes renovaveis na obtencdo de matérias-primas
quimicas (OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009). Essa nova conduta quimica visa a
diminuigdo de residuos e efluentes toxicos, sendo conhecido como a “Quimica Verde”, tal
como o processo de biotransformacao é classificado (CHOUDHARY et al., 2005; ZHANG
et al., 2008; MEYER; TURNER, 2009), visto que ndo ha uso de reagentes t0Xicos no
processo de obtencdo de novas moléculas. Portanto, a biotransformacao ¢ uma ferramenta
tecnolodgica atrativa e apresenta-se como alternativa interessante na obtencdo de moléculas

com potencial farmacolégico.
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1.3. Aspergillus niger

Aspergillus niger, é um fungo filamentoso aerobio que cresce sobre uma grande
variedade de substratos, sendo uma espécie bem conhecida que tem grande interesse
industrial. Este fungo € usado em diversos processos biotecnoldgicos para produzir
alimentos fermentados, aromatizantes e acidos organicos, bem como enzimas, incluindo
fitases, glucoamilases, xilanases, proteases, lipases, a- galactosidases, polygalacturonases e
pectinases (KRISHNA, 2005; COUTO; SANROMAN, 2006). Seu uso na biorremediacio
tem sido muito discutido visto que este microrganismo é capaz de degradar poluentes
presentes no meio ambiente como, por exemplo, metais pesados e hidrocarbonetos
(SEPHER et.al, 2012; GUZAR et.al, 2017). Além disso, fungos filamentosos como o A.
niger, tem alcancado consideravel destaque na literatura cientifica devido a sua utilizacao
em biotransformacdes de compostos organicos catalisando diversas reacdes e obtendo uma
grande diversidade de novas moléculas (PARSHIKOV; SHUTERLAND, 2014).

De uma maneira geral, o sistema enzimatico do fungo é capaz de catalisar uma
variedade de reagbes. As reagOes mais comuns que os fungos podem promover s&o:
oxidagdo, desidrogenacdo, hidroxilacdo reducdo, epoxidacdo, o-demetilacdo, o-
dealquilacdo, o-metilacdo, glicosilacdo, entre outras (SRISILAM; VEERESHAM, 2003;
PORTO et al., 2013; SEVERIANO et al., 2013).

Fungos do género Aspergillus podem hidroxilar seletivamente carbonos
qguimicamente ndo reativos, incluindo relatos deste tipo de reacdo em varios esqueletos
quimicos (CHOUDHARY et al., 2005; HARIDY et al., 2006; CHOU et al., 2008; CHOU
et al., 2009; MARQUINA et al., 2009; PORTO et al., 2013; SEVERIANO et al., 2013).
Além disso, é capaz de desidrogenar grupamentos hidroxila de compostos organicos de
inimeras classes de compostos provenientes do metabolismo secundario vegetal, levando a
formacéo de carbonila nesta posicdo (AL-ABOUDI et al., 2009; ARECHE et al., 2011; LU
etal., 2013; PARSHIKOV; SUTHERLAND, 2014; CHEN et al., 2015).

Em relacdo a biotransformacdo de lignanas por A. niger, diversos autores
demonstram a habilidade deste fungo em promover reacdes especificas obtendo moléculas
de grande interesse como a biotransformacgdo do composto deoxipodofilotoxina obtendo a
podofilotoxina que possui importante atividade antitumoral, por uma reacdo de
hidroxilagdo promovida pelo fungo A.niger (MIYAZAWA, 2001). Também ja foi relatado
a biotransformacéo da (x)-eudesmina para obten¢éo do (-)-pinoresinol que possui
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relevante atividade inflamatéria (DURING et al.,, 2012) pela O-Desmetilacdo
regioselectiva nas posi¢bes do carbono 4'- e 4" (KASAHARA et al., 1997). Outra
biotransformacdo com A.niger ja relatada € da lignana (+)-magnolina, onde obteve-se 0s
compostos: (+)-de-O metilmagnolina e (+)-de-O-metil-5-hidroximagnolina, aumentando a
variedade de estruturas (MIYAZAWA et al., 1993; MIYAZAWA, 2001). Pode-se destacar
também a biotransformacdao da (-)- cubebina por A. niger para obtencdo da (-)- hinoquinina
como ja mencionado neste trabalho, uma molécula de grande interesse farmacologico que
pela primeira vez foi publicado a obtencdo da mesma atraves de processo biotecnoldgico
(ARRUDA et al., 2017).

Um passo essencial para a producdo biotecnoldgica do composto desejado € a
transferéncia de processos biossintéticos em pequena escala (em frascos agitados) para
biorreatores a fim de se produzir um rendimento maior do produto e ainda monitorar
parametros importantes como: pH, concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura e

frequéncia de agitacao.

1.4. Cultivo de células em biorreatores

A transferéncia de processos em pequena escala para biorreatores, para manter o
potencial de producdo das culturas de células, nem sempre é simples. Os microrganismos
quando cultivados em suspensao podem ser transferidos mais facilmente da pequena escala
para biorreatores com diferentes configuracdes. Para cultivos com células suspensas
utilizam-se principalmente biorreatores do tipo tanque agitado, com ou sem algum
esquema de separacgdo de células, e em varios casos colunas de bolhas e reatores “airlift”,

como mostrado na Figura 6 (BUTLER, 2004)

Figura 6: Exemplo de biorreatores: Tanque agitado e airlift

Tanque Agitado Airlift

Mator

Eewodo O | | gerodo it

Sersor Temperatura | ‘ [l Entrada acracso

Fonte: (BUTLER, 2004)
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Ap0s a escolha da configuracdo do reator, é importante analisar qual o melhor tipo
de processo para o cultivo da linhagem e producdo da molécula de interesse. O tipo de
processo esta relacionado a forma de conducdo do biorreator e, podem ser: descontinuo
(batelada), descontinuo alimentado (batelada alimentada) ou continuo. A Figura 7 mostra
os perfis tipicos das cinéticas de crescimento celular e de substrato residual ao longo da
fermentacdo nos diferentes modos de operacéo.

Figura 7: Perfis de concentracao de células e de substratos em processos realizados em

biorreator com diferentes tipos de operacéo.

A) Batelada B) Batelada-Alimentada  C) Continuo
| Celulas
(=]
e
g’ Céhilas — Células
=1
% Substrate abmentado Substrato hmitante
- |
— Substrato
'_-—-'-,
Tempo Tempo Tempo

Fonte: SCHMIDELL et al., 2001

Os processos em modo descontinuo sdo técnicas mais simples, baixo custo, e
geralmente utilizados de maneira estratégica para aumentar a escala de producdo. Neste
tipo de ensaio o biorreator é preenchido com o meio de cultura e entdo inoculado com
células. Durante o cultivo ndo ha suprimento de nutrientes ao meio, com excecdo de
oxigénio através da aeracdo devido a sua baixa solubilidade no meio de cultura. Apesar
deste tipo de cultura ser limitado devido a exaustdo de nutrientes principais ou acimulo de
subprodutos toxicos, o cultivo em batelada, se iniciado com um meio de cultura
adequadamente formulado, pode resultar 6timos rendimentos com minimo custo
(VAUGH, 1999).

O processo em batelada alimentada tem como ideia principal suplementar o meio
com nutrientes durante o cultivo visando aumentar a quantidade de células viaveis no meio
e, consequentemente, um maior rendimento celular. Nesse tipo de cultivo, os nutrientes
limitantes sdo adicionados ao meio durante o curso da fermentagdo. Além disso,
diferentemente do processo continuo, 0 meio de cultura do processo nao € retirado,

ocorrendo gradualmente acimulo de metabolitos. Os nutrientes adicionados ao processo
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deverdo ser ajustados para que ndo ocorra uma formacgdo de metabdlitos que seja inibitério
para o crescimento celular ou até mesmo causem morte celular (SCHMIDELL et al.,
2001).

Por fim, nos cultivos em processo continuo, meio estéril é adicionado
continuamente ao biorreator com remogdo simultanea de um volume igual de meio
contendo celulas e metabdlitos. Este modo de alimentacdo prolonga o cultivo e permite que
uma maior produtividade seja alcancada. No entanto, ha dificuldades de manutencdo de
condicdes de assepsia por longos periodos de tempo e possibilidades de ocorréncia de
mutacdes genéticas espontaneas (SCHMIDELL et al., 2001).

Nos ultimos anos, Vérias estratégias tém sido desenvolvidas para sintese de
compostos secundarios a partir de cultivos microbianos. Uma delas esta relacionada com a
producdo destes compostos em dois estagios de processo, no qual o primeiro estagio se
designa especialmente a producdo ou acumulo de biomassa e 0 segundo a sintese efetiva
do metabdlito.

Dos tipos de biorreatores citados acima, o biorreator de tanque agitado € o mais
utilizado em processos biotecnoldgicos, podendo fornecer bons resultados para uma grande
gama de bioprocessos (PEREIRA JR et al., 2008). Este tipo de reator permite a aeragéo e
agitacdo, elementos essenciais que suprem a demanda de oxigénio que alguns
microrganismos exigem como, por exemplo, o fungo A.niger.

Diversos trabalhos evidenciam a facilidade de manipulacdo do A. niger em
biorreatores de tanque agitado para producdo e/ou bioconversdo de compostos bioativos
como a producdo de acido citrico, que € utilizado principalmente como antioxidante,
acidulante e flavorizante (PAPAGIANNI; MATTEYKRISTIANSEN, 1998), o acido
glucénico produto utilizados em inddstrias farmacéutica, alimentar, téxtil (ZNAD;
MARKOSBALES, 2004), produgido de enzimas como a B-glucosidase (ABDELLA et al.,
2016) e na biotransformacdo do (+)- limoneno para obtencdo de varios novos derivados
(GARCIA-CARNELLI et al., 2014) .

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

O objetivo principal do presente trabalho foi encontrar uma condicdo de cultivo de
A. niger que seja favoravel a biotransformacao da (-)-cubebina em (-)-hinoquinina, visando

0 aumento da concentracdo, rendimento e produtividade dessa molécula de interesse
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2.2. Objetivos especificos
Realizar cultivos em frascos a fim de conhecer os pardmetros cinéticos das células;
Avaliar a capacidade de biotransformacdo da (-)- cubebina em (-)-hinoquinina em
diferentes condicdes de cultivo;
Avaliar o melhor momento para adicionar a (-)-cubebina no meio de cultivo;
Realizar um delineamento experimental a fim de se investigar condi¢cGes de estresse
propicias para a biotransformacao;
Realizar cultivo em biorreator para biotransformacdo da CB em HQ utilizando a melhor

condicédo encontrada em frascos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. (-)- cubebina e A.niger

A linhagem do fungo filamentoso A. niger ATCC11414 utilizada neste trabalho foi
fornecida pelo Departamento de Engenharia Quimica da Escola Politécnica da
Universidade de S&o Paulo (USP).

A (-)- cubebina foi fornecida em colaboragdo com o Prof. Dr. Sérgio Ricardo
Ambrosio da Universidade de Franca.

3.2. Equipamentos e matérias primas utilizadas nos processos de

biotransformacéo

Os processos de biotransfomacdo foram realizados utilizando-se uma mesa
agitadora orbital refrigerada (shaker) (Lab.Companion® modelo IS- 971) e um biorreator
mecanicamente agitado da marca New Brunswick Scientific™ modelo CelliGen® 310. Os
meios de cultura e substratos utilizados foram da marca Difco™ e Synth®.0Os reagentes
utilizados para monitoramento da biotransformacdo foram da marca J.T Baker® Grau
HPLC e Synth® .

3.3. Equacionamento

3.3.1. Calculo do grau de conversao:

Rendimento tedrico x 100% = % conversao

Rendimento real
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3.3.2. Célculo da produtividade maxima:

Concentracdo méaxima HQ (mg/L) = mg.L/dia

Tempo (dias)

3.4. Estoque da linhagem de A.niger e padronizagéo do indculo

Para o estoque do banco de celulas, A. niger foi inoculado em meio sélido PDA
3,9% em Erlenmeyer contendo 100 mL de meio, incubados a 30°C por 7 dias para
obtencdo dos esporos. Apos este periodo, adicionou-se 100 mL de solucédo salina a 0,9 %
aos esporos. Foram transferidos 1 mL desta solugdo de esporos para 100 microtubos
contendo 1 mL de solucdo de glicerol 20% (v/v) em propor¢des iguais resultando
suspensdo de células em glicerol a 10% (v/v). Os microtubos contendo 0s esporos e o
glicerol foram armazenados em ultrafreezer a uma temperatura de -80°C, para a realizagdo
de todos os experimentos.

Para determinar a quantidade de esporos ap0s o repique para o banco de células,
inoculou-se 1 mL da solucdo de A. niger do estoque em meio solido PDA 3,9% incubados
a 30°C por 7 dias. Em seguida, os esporos foram recolhidos e filtrados com solucdo salina
0,9% para obtencdo da solucdo de conidios (designacdo de esporos). Apos a filtracdo, 1
mL da solucdo filtrada foi diluida 10 vezes em solucdo salina para entdo efetuar a
contagem do ndmero de conidios formados em suspensdo. A contagem dos esporos foi
realizada por uma camera de Neubauer. Foi feito uma média dos quadrantes contados em
triplicata e através do célculo: (n° total de células contadas/ n° de quadrantes x fator de
diluicdo x 10.000) obteve-se a quantidade de conidios por mL.

3.5. Avaliacao de diferentes meios de cultura.

O conhecimento da curva cinética de crescimento e formacdo do produto desejado é
uma etapa fundamental para o entendimento e dimensionamento de um processo
biotecnoldgico.

Os ensaios para obtencdo de dados para a construgdo da curva de crescimento
foram realizados a fim de se obter os parametros cinéticos e consequentemente definir o
melhor meio de crescimento para esta linhagem nos ensaios posteriores. Os parametros e

variaveis adotados para a escolha do meio foram: producdo de células em suspensdo e
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concentracdo méaxima celular. Para isso, A. niger foi cultivado em 4 meios de culturas

diferentes que estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Meios de cultura testados para construgdo da curva de crescimento do

fungo A. niger.

Meios de cultura Composicéo

Meio 1 PDB Potato Dextrose Broth 24 g /L ;

Meio 2 Glicose 10 g /L, Peptona 5 g/L , K,PO4
5¢/L, Extrato de levedura 5¢/L, Glicerol 5

mL/L , NaCl 5g/L;
Meio 3 Glicose 20 g/L, extrato de levedura 10 g /L,
extrato de malte 10 g/L;
Meio 4 P6 de milho 0,25%, Glicose 1,0 %, Farinha

de aveia 1,0 % , Pasta de tomate 4,0%,
CaCl, 1% e 10,0 mL/L de solugdo com

tracos de elementos (Jackson et al., 1993).

Os experimentos foram realizados em shaker a 200 rpm, 30°C e as culturas foram

mantidas por um periodo de 135 horas. A Biomassa foi quantificada de acordo com item

3.10.1.

3.6. Ensaios antimicrobianos do A. niger na presenca de (-)-cubebina

3.6.1. MIC (Concentracao inibitéria minima da (-)- cubebina).

Este ensaio foi realizado para se avaliar a concentracdo inibitéria da CB nas

culturas de A. niger, a fim de determinar a concentracéo ideal a ser usada nos processos. A

CB foi fornecida em colaboragdo com o Prof. Dr. Sérgio Ricardo Ambrésio da

Universidade de Franca e o isolamento, feito pelo grupo de pesquisa desta mesma

universidade. O ensaio foi feito de acordo com o método de referéncia de sensibilidade a
antifungicos M-38-A do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002).
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As solucbes de conidios foram preparadas a partir de placas de A. niger crescidas
por sete dias a 30°C. As coldnias foram retiradas da placa com uma espatula estéril e
transferidas para um tubo plastico contendo cerca de 10 mL de solugdo salina 0,9%. A
solucdo foi filtrada em funil com 18 de vidro e sua absorbancia foi aferida em
espectrofotdbmetro para uma densidade Optica de 0,125-0,155 em um comprimento de onda
de 530 nm. Essa suspenséo foi diluida 1:50 em meio PDB.

O teste foi realizado em triplicatas em placas de 96 pogcos em fundo “U” onde
controles de crescimento (meio de cultura e fungo) e esterilidade (meio de cultura e droga)
foram incluidos. As faixas de concentracdes testadas de CB foram: 1,95 pg/mL a 1000
pg/mL. Os testes foram incubados a 30°C por 7 dias. Apés 7 dias, para confirmacdo dos
resultados preparou-se placas de Petri contendo meio de cultura PDA e foram inoculados
100 pL das concentraces testadas. As placas foram incubadas em estufas a 30°C por mais

sete dias para confirmar se houve ou ndo crescimento de col6nias do fungo.

3.6.2. Ensaio antimicrobiano frascos agitados

Este ensaio foi realizado para verificar a sensibilidade do fungo A. niger em meio
de cultura liquido sob agitacdo na presenca de (-)-cubebina. Além disso, verificar também
a capacidade de biotransformacdo da linhagem adquirida para os experimentos deste
projeto, e do meio de cultura escolhido. Para isso, inocularam-se esporos de A. niger em
meio de cultura PDB e, a (-)-cubebina foi adicionada no momento da inoculacdo do fungo
nas concentragcdes 200 400 600 800 e 1000 mg/L, determinadas de acordo com os dados
obtidos nos ensaios em placa de 96 pocos de forma estética. Aliquotas a cada 48 horas
foram retiradas por um periodo de 18 dias para analise em CLAE sob condicfes descritas
nos itens 3.10.2 e 3.10.3.

3.7. Reacgdes de Biotransformacao testando diferentes condigdes de cultivo
Considerando que, a literatura dispde de diversas metodologias para
investigacdo da biotransformacdo flngica de compostos organicos e que, as condicdes
ideais de cultivo em que o fungo A. niger torna-se capaz de promover a bioconverséo de
CB em HQ ainda ndo foram pré-estabelecidas, a proposta do ensaio foi investigar em quais
condicBes de estresse ou em que momento o fungo A. niger é capaz de promover as
reacOes de biotransformacéo. Para isso, a adi¢cdo de (-)-cubebina foi realizada em quatro

diferentes condicgdes. Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 500 mL, com 100
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mL de volume de trabalho. A temperatura no shaker foi de 30°C e a frequéncia de agitacéo
de 200 rpm. Em todos as condicGes, a concentracdo de (-)-cubebina adicionada foi de 200

mg/L solubilizada em DMSO. As condi¢6es determinadas foram as seguintes:

Condicdo 1: Na fase estacionaria do fungo no mesmo meio de cultura utilizado no
crescimento, ou seja, o fungo foi cultivado em meio PDB e ap0s atingir a sua fase

estacionéria (determinada em ensaios anteriores), foi feito a adi¢do da (-)-cubebina.

Condicdo 2: No meio de cultivo sem a presenca das células. Para isso, o fungo foi
cultivado em meio PDB, e no inicio da fase de declinio foi feito filtracdo a vacuo para
retirada das células. Em seguida, a (-)-cubebina foi adicionada neste meio fermentado. Este
ensaio foi realizado para verificar se a biotransformacdo ocorre por acdo de enzimas que
estdo presentes no meio fermentado ,ou seja, enzimas que foram produzidas de forma
extracelular pelo fungo em uma situacdo de estresse (por isso a necessidade de retirar as

células somente no inicio da fase de declinio).

Condicédo 3: Meio Czapek Dox sem a presenca de células. A composicdo deste meio é 3,0
% de sacarose, 0,2 % de NaNOs, 0,1 % de K,HPQO4, 0,05 % de MgSQO,4.7H,0, 0,05 % de
KCI e 0,001 % de FeSO,4.7H,0, pH 7,3. O cultivo foi realizado no meio de crescimento
pré-estabelecido anteriormente (PDB) e apds alcancar a maxima producdo de biomassa,
esta foi separada por filtracdo e adicionada ao meio Czapek Dox .Apds 24 horas neste
meio, a biomassa presente neste meio foi retirada por filtracdo a vacuo e entdo a cubebina

foi adicionada somente ao meio fermentado.

Condicdo 4: No meio Czapek Dox na presenca de células. O cultivo foi realizado no meio
de crescimento pré-estabelecido anteriormente (PDB) e apds alcancar a maxima producédo
de biomassa, esta foi separada por filtracdo e adicionada ao meio Czapek Dox cuja
composicao esta descrito acima.

A (-)-cubebina, entdo, foi adicionada apds 24 horas neste meio, reproduzindo o que foi
realizado por Arruda et al., (2017). O monitoramento da conversdao e as condicGes

utilizadas em CLAE foram realizados de acordo com os itens 3.10.2 e 3.10.3.
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3.8. Delineamento Experimental

A partir da melhor condicdo estabelecida no item 3.7., foi proposto um
delineamento experimental em dois niveis (maximo e minimo) com o objetivo de analisar
a influéncia de varidveis no meio de cultura a fim se obter uma maior concentracdo de HQ
e assim, melhorar o processo. Os tratamentos foram dispostos a um esquema fatorial de 2
=2 3 = 8 experimentos combinados que pode ser demonstrado na Tabela 2. As variaveis
analisadas e 0s seus niveis maximo e minimo foram respectivamente: pH (6; 8),
Concentracdo de sacarose (10 g/L; 30 g/L), Concentragdo do substrato (-)- cubebina (100
mg/L; 200 mg/L).

Para este experimento, esporos de A. niger foram cultivados em meio PDB, e ap0s
atingir a concentracdo maxima de células (75 horas) a massa micelial obtida foi filtrada a
vacuo e entdo foi adicionada no meio Czapek Dox sob as condi¢Oes propostas descritas na
Tabela 2. Apds 18 dias de incubacdo (tempo determinado em ensaios anteriores para
conversdo da CB em HQ), aliquotas foram retiradas de cada tratamento para analise em
CLAE conforme descrito nos itens 3.10.2 e 3.10.3.

Tabela 2. Variaveis e condi¢des do delineamento experimental proposto para obtencéo de
uma maior concentracao de (-)- hinoquinina.

[ ] Substrato

N° de pH [ ] Sacarose (-)-cubebina
Experimentos gL mgiL
1 6 10 g/L 100 mg/L
2 6 10 g/L 200 mg/L
3 6 30 g/L 100 mg/L
4 6 30g/L 200 mg/L
5 8 10 g/L 100 mg/L
6 8 10 g/L 200 mg/L
7 8 30 g/L 100 mg/L

8 8 30 g/L 200 mg/L
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Os dados foram tabelados e tratados pelo software Statistica 8, da Statsoft, para
estudo dos efeitos das varidveis pH, [ ] Sacarose, [ ] CB.

3.9. Experimento em Biorreator

O experimento em biorreator foi realizado com o intuito de testar a melhor
condigéo encontrada nos experimentos em shaker, mais especificamente, a determinada no
delineamento experimental. O biorreator de 3,5 L de capacidade foi utilizado com um
volume atil de 2 L, equipado com um eletrodo de pH e de oxigénio dissolvido,
previamente calibrados. A temperatura foi mantida a 30°C, frequéncia de agitacdo de 200
rpm e a vazdo de ar igual a 0,12 SLPM (litro padr&o por minuto).

O indculo foi preparado em shaker e apds a maxima producéo de células em meio
PDB (75 horas) a biomassa obtida foi filtrada e transferida para o biorreator. Em seguida,
aliquotas de 5 mL foram retiradas a cada 24 horas do biorreator para a quantificacdo da
biomassa.

Apds determinar o momento da adicdo da cubebina, o pH foi ajustado para 6 com
solucdo de NaoH (1M) e o processo de biotransformacdo foi monitorado pelo periodo de
20 dias. Para o monitoramento da conversdo, aliquotas de 5 mL foram retiradas do
biorreator de 48 em 48 horas sob as condic¢des descritas nos itens 3.10.2 e 3.10.3.

Durante 0 experimento em biorreator, foi mantido paralelamente um controle em
shaker para comprovar que a concentracdo obtida do produto ndo era decorrente de
oxidacgdes provocadas pelo meio de cultura aquoso tampouco se tratava de um metabdlito
especial do fungo. Esse ensaio controle foi preparado frascos em duplicata contendo:
(Fungo, meio de cultura e DMSO). Aliquotas aleatorias foram retiradas e analisadas por
CLAE (43.10.2¢e3.10.3.)).

3.10.Condicdes analiticas

3.10.1 Quantificacéo da biomassa

Para a quantificacdo da biomassa seca, um volume de 5 mL da amostra foi filtrado
a vacuo utilizando papel de filtro previamente seco e pesado. A secagem completa do
papel (com e sem células) foi feita em micro-ondas a uma poténcia de 180 W por 15 min.
A diferenca entre as massas correspondeu ao peso em massa de células retidas no papel de

filtro.
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Em suma, a razdo entre a massa encontrada e o volume de amostra filtrado resultou
a concentracdo celular total em gramas de massa seca por litro (g/L) (OLSSON;
NIELSEN, 1997).

3.10.2. Quantificacdo da (-)- hinoquinina

Para o monitoramento analitico da bioconversdo da CB em HQ, amostras de 1 mL
foram coletadas e particionadas com 1 mL de acetato de etila (3x) numa extracdo
consecutiva que originou no final uma fracdo organica de 3 mL. As fragOes orgénicas
foram levadas & estufa para evaporacdo e em seguida foram ressuspendidas com ACTN
para analise por CLAE.

Para a quantificacdo da HQ foi construido uma curva de calibragdo com padréao
auténtico de (-)- hinoquinina a partir de concentracbes conhecidas. Preparou-se uma
solugdo mée na concentracdo de 200 mg/L e assim, foi feito a diluicdo para obter as
seguintes concentracfes:160 mg/L; 120 mg/L; 80 mg/L e 40 mg/L. Obteve-se uma curva
de calibracdo para quantificacdo dos processos em frascos agitados e outra curva nos
processos em biorreator visto que, apds as analises das amostras em frascos agitados
sugeriu-se a mudanca da condicdo analitica para uma melhor resolucdo dos picos de
interesse nas analises do experimento em biorreator. As curvas de calibracdo foram

obtidas através do software Excell®.
3.10.3. Andlises por CLAE

As andlises em CLAE foram realizadas nas seguintes condi¢des: Cromatdgrafo da
marca SHIMADZU® com detector de arranjo de diodos modelo SPD-M10A, coluna
Phenomenex® C18 de 250x460 mm de didmetro. A fase moével utilizada foi acetonitrila
(Merck® LiChrosolv®) / H,0 + acido acético 0,1%, na proporcdo 6: 4 de modo isocratico.
O comprimento de onda foi analisado em 206 nm, vazao da fase mével igual a 1 mL por
minuto, volume de amostra injetado 20 pL e tempo de analise 20 minutos. Como
mencionado acima, para uma melhor resolugdo dos picos de interesse nas analises do
experimento em biorreator, a fase modvel foi ajustada para 7:3 acetonitrila (Merck®
LiChrosolv®) / H,0, acido acético 0,1% em um comprimento de onda 235 nm. Todos 0s

dados foram processados pelo software LC-Solution Multi-PDA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estudos sobre as condicdes de cultivo
4.1.1. Padronizacdo do inoculo
Através do calculo da quantidade de conidios: (n° total de células contadas/ n° de
quadrantes x fator de diluic&o x 10.000), obteve-se o valor de 4,8 x 10° conidios/ml.
A solugdo de conidios analisada demonstrou morfologia adequada, com células bem
separadas e definidas (Figura 8).

Figura 8. Contagem dos esporos de Aspergillus niger em camera de Neubauer

u---

Fonte: Arquivo pessoal Daniele de S. Eugenio

4.1.2. Curvas de crescimento e avaliagdo dos parametros cinéticos do fungo A. niger
nos meios de cultura testados.

Com os resultados obtidos, foi possivel construir uma curva cinética de crescimento
do fungo Aspergillus niger para cada meio testado. A Figura 9 representa a quantidade

(9/L) de biomassa obtida nos diferentes meios de cultura em fungéo do tempo.
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Figura 9. Cinética de crescimento do fungo Aspergillus niger em quatro meios de

cultura diferentes.

Biomassa seca
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-8— Meio 1 (Potato dextrose Broth 24g/L)

-8 Meio 2 ( Glicose 10g/L, Peptona 5g/L, K2P0O4 5g/L, Extrato de levedura 5g/L
—+— Meio 3 ( Glicose 20g/L, Extrato de Levedura 10g/L, Extrato de Malte 10g/L)

-¥— Meio 4 (Proposto por Jackson et. al 1993)

O fungo cultivado no Meio 1 apresentou uma maxima concentracéo celular de 8,4
g/L em 75 horas, e foi observado que as células fungicas cresceram livres (em suspensao),
neste meio. A concentracdo de biomassa alcancada no Meio 2 foi de 16,5 g/L em 60 horas.
Neste meio, observou-se que as células cresceram na forma de grumos (aderidas entre si).
O Meio 3 apresentou uma maxima concentracdo celular de 22,2 g/L em 45 horas. Neste
meio também foi observado células fungicas que cresceram aderidas entre si. O meio 4
proposto por Jackson e colaboradores (1993) foi o mais instavel nas medidas,
provavelmente devido a seus componentes sélidos que ndo se dissolveram totalmente no
meio.

As formas de crescimento morfolégico em diferentes meios de cultura podem ter
efeito considerdvel no desempenho do biorreator principalmente do tipo tanque agitado.
Células em suspensdo resultam melhor aproveitamento em relacdo a transferéncia de
oxigénio, homogeneizacdo e transporte de nutrientes (PAPAGIANNI; MOO-YOUNG,
2002). Produtos como 4cido citrico e as fermentacGes para obtencdo de penicilina
evidenciam a importancia da morfologia para fungos filamentosos manipulados em
biorreator para alcancar o desempenho maximo na obtencdo destes compostos
(PAPAGIANNI et. al., 1998; JUSTEN et. al., 1998).
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Do ponto de vista de producdo industrial em biorreatores, os meios 2 e 3 nédo se
mostraram adequados, uma vez que pode-se observar um caldo viscoso com formacao de
micelio denso. Desta maneira, com base nos meios de culturas testados, o0 meio PDB é o
mais indicado, pois favoreceu o crescimento de células em suspensdo, fator importante nos
ensaios em biorreator.

4.2. Curva de Calibracéo para quantificacéo de (-)- hinoquinina

A partir da média das areas obtidas nos cromatogramas para cada concentracdo de
(-)- hinoquinina, foi possivel a construcdo das curvas de calibragdo dos experimentos em
frascos (Figura 10) e nos experimentos em biorreator (Figura 11) o que possibilitou
também a obtencdo da equacdo da reta e o valor do coeficiente de correlagao linear(r).

Figura 10. Curva de calibracdo construida para quantificacdo de (-)- hinoquinina
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Figura 11 . Curva de calibragdo construida para quantificacdo de (-)- hinoquinina
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4.3. Ensaios de toxicidade da (-)- cubebina ao fungo A.niger
4.3.1 Ensaios de toxicidade em placa

Ap06s o periodo de incubacdo da placa, observou-se que nos pogos onde se testou a
esterilidade da droga (meio de cultura e droga), ndo houve crescimento microbiano e no
controle de crescimento (meio de cultura e fungo) observou-se a presenca de coldnias do
fungo confirmando, portanto, que os controles utilizados apresentaram-se positivos para
este teste. Nos pocgos contendo a (-)-cubebina e o fungo A. niger nas faixas de
concentracdes utilizadas (1,95 pg/mL a 1000 pg/mL) ndo houve inibicdo do crescimento
fangico em todos os pocos analisados em compara¢do com o0s controles. A inibicdo
também ndo foi observada quando as solucBes dos pogos foram plaqueadas, indicando que
a (-)-cubebina ndo é toxica ao A. niger nas concentracdes testadas. Sendo assim, pode ser

usada nas faixas de concentracao analisadas.

4.3.2. Ensaio de toxicidade em frascos agitados
Neste ensaio, observou-se de forma qualitativa que a cultura de A. niger quando
inoculada juntamente com a CB, a massa micelial do fungo se desenvolveu normalmente.
Porém, apresentou morfologia diferente de quando o fungo é inoculado somente no meio

PDB para obtencgdo da massa micelial. As Figuras 12 e 13 demonstram essa diferenca.
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Figura 12. A.niger cultivados em PDB juntamente com a (-)-cubebina

. -

Fonte: Arquivo pessoal Daniele de S. Eugenio

Figura 13. A. niger cultivado em meio PDB

Fonte: Arquivo pessoal Daniele de S. Eugenio

Alguns autores relatam que a atividade das enzimas utilizadas para a biossintese de
metabdlitos secundarios, assim como para a realizacdo dos processos de biotransformacao,
podem ser amplificadas durante fase estacionaria de crescimento (FINKELSTEIN &
BALL, 1992). Para avaliar se a transformacdo da CB também sé ocorreria nesta fase de
crescimento, foi realizado experimento e a adicdo do composto foi feita no mesmo
momento da inoculacdo do fungo, baseados na metodologia utilizada na bioconversao da
artemisinina em 5-hidroxartemisinina por Euroditium amstelodami e Aspergillus niger
(PARSHIKOV et al., 2006). Os resultados indicam, como pode-se observar através da

Figura 13, que a adicdo da CB no inicio do processo favoreceu o crescimento das células
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aderidas entre em si em todas as concentracdes de CB adicionadas. Ou seja, este método
ndo favoreceu o crescimento de células em suspenséo.

Apesar deste fato, observou-se neste ensaio que as amostras quando comparadas ao
padrdo de HQ (Figura 14) demonstraram que, a partir de 6 dias de incubacdo, houve a
producdo desta substancia reportando a capacidade de biotransformacdo da linhagem
adquirida neste trabalho. Além disso, demonstra que o meio PDB é adequado para
bioconverter CB em HQ.

As Figuras 15, 16,17,18 e 19 apresentam 0s cromatogramas obtidos apos 6 dias de

incubacg&o nas concentragdes 200, 400, 600, 800 e 1000 mg/L respectivamente.

Figura 14. Cromatograma do Padrdo auténtico de (-)- Hinoquinina
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Figura 15. Cromatograma do 6° dia de biotransformacédo na concentracdo de 200 mg/L de

(-)-cubebina
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Figura 16. Cromatograma do 6° dia de incubag&o na concentracdo de 400 mg/L de (-)-

cubebina
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Figura 17. Cromatograma do 6° dia de incubag&o na concentracéo de 600 mg/L de (-)-

cubebina
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Figura 18. Cromatograma do 6° dia de biotransformacéo na concentracdo de 800 mg/L de

(-)-cubebina
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Figura 19. Cromatograma do 6° dia de incubagédo na concentracdo de 1000 mg/L de (-)-

cubebina
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De acordo com cromatogramas obtidos, construiu-se um gréfico (Figura 20) onde
pode-se observar que quanto maior a concentracdo de CB adicionada, maior a

concentracdo de HQ.

Figura 20. Gréfico da concentracdo de HQ obtida a partir de diferentes

concentracdes de HQ adicionadas ap0s 6 dias de incubacéo.
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A quantidade disponivel de (-)- cubebina para realizacdo deste trabalho era
limitada, sendo assim optou-se pela utilizagdo da concentracdo de 200 mg/L nos processos
seguintes. Ressalta-se que havendo disponibilidade para uma possivel continuagdo deste
trabalho, seria de extrema importancia utilizar concentraces maiores de CB a fim de obter

maior rendimento de HQ de acordo com os resultados obtidos neste experimento.
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4.4. Reagdes de Biotransformacéo testando diferentes condigdes

Através dos resultados das analises por CLAE foi possivel observar a formacéo de
HQ nos seguintes cultivos: CB adicionada na fase estacionaria do fungo ( Condicao 1) e,
biomassa transferida para meio Czapek Dox ( Condicdo 4). N&o houve producdo de HQ
nas condigdes 2 e 3 as quais a CB havia sido adicionada somente no meio fermentado. Este
fato pode indicar que a conversdo ndo ocorre por enzimas produzidas pelo fungo A. niger
de forma extracelular, uma vez que mesmo apdés alcancar sua maxima producdo de células
e passar por condicdes de estresse, ndo foi observada a producdo de HQ no meio sem as
celulas fungicas.

No cultivo onde a CB foi adicionada na fase estacionaria do fungo (Condicéo 1),
foi observada a presenca de HQ somente no 14° e 16° dia, conforme mostrado nas Figuras
19 e 20. Considerando que a ultima aliquota que foi possivel ser analisada em CLAE para
esta condicdo foi a do 16° dia, foi calculado a produtividade méxima de HQ obtida que
gerou um valor de 0,07 mg.L/dia através do célculo descrito no item 3.3.3.

Figura 21: Cromatograma do 14° dia do processo em que a cubebina foi adicionada na

fase estacionéria do fungo A.niger
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Figura 22: Cromatograma do 16° dia do processo em que a cubebina foi adicionada na
fase estacionéria do fungo A.niger
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Os cromatogramas obtidos do processo em que a CB foi adicionada no meio
Czapek Dox na presenca das células (Condicdo 4) sdo mostrados nas Figuras ,24,25,26,27
e 28. Pode-se observar que somente a partir do 8° dia de incubagdo nota-se a presenca de
HQ (8.2 min). N&o foi possivel a analise da aliquota do 16° dia, visto que ao verifica-la em
CLAE ocorreu falha impossibilitando a obtencdo do cromatograma. A Figura 23
representa o tempo zero onde apenas havia a presenca de (-)- cubebina, observa-se que esta
apresenta dois picos no cromatograma 0 que Se deve a epimerizacdo que ocorre

naturalmente com essa substancia (PASCOLLI, 2006).

Figura 23. Cromatograma do Tempo zero da biotransformacdo em Meio Czapek Dox
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Figura 24. Cromatograma do 8° dia de biotransformagédo em Meio Czapek Dox
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Figura 25. Cromatograma do 12° dia de biotransformacao em Meio Czapek Dox
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Figura 26. Cromatograma do 12° dia de biotransformacao em Meio Czapek Dox
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Figura 27. Cromatograma do 14° dia de biotransformag&o em Meio Czapek Dox
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Figura 28. Cromatograma do extrato bruto do 18° dia de biotransformacdo em Meio

Czapek Dox
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Através dos cromatogramas obtidos, foi possivel a quantificacdo da HQ durante os
dias de incubacdo do fungo A.niger em meio Czapek Dox. A Tabela 3 demonstra o0s

resultados obtidos da concentracdo de HQ a partir do 8 ° dia de biotransformacéo.

Tabela 3. Quantificacdo da HQ e célculo de rendimento ao longo do tempo de

transformacédo, em meio Czapek Dox.

Tempo de [] de Rendimento
biotransformacéo (dias) (-)- hinoquinina (mg/L) (%)
8 4,78 2,39
10 11,06 5,53
12 12,47 6,23
14 20,64 10,32

18 24,19 12,09
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A partir da concentracdo de HQ obtida nos dias de biotransformacéo, foi possivel
também calcular o grau de conversao através do calculo descrito no item 3.3.1.

Considerando que, a concentracdo obtida de HQ no 18° dia foi de 24,19 mg/L e
quantidade de CB adicionada foi de 200 mg/L o rendimento desta conversdo em frascos foi
de: 12,09 %. De acordo com o calculo descrito no item 3.3.2., a produtividade maxima foi
calculada (18° dia), obtendo-se um valor de 1,34 mg.L/dia de HQ. A Figura 29 apresenta o
gréfico da concentracdo de HQ em funcdo do tempo e o rendimento obtido no ultimo dia

de biotransformacéo.

Figura 29. Gréfico da concentracdo de (-)-hinoguinina em fungdo do tempo obtida

de biotransformacdo em frascos.
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O cultivo no qual a biomassa foi transferida para o meio Czapek Dox tornou-se
mais interessante, visto que nesta condicdo a produtividade de HQ foi maior quando
comparada a Condicdo 1. O meio Czapek Dox utilizado nesta biotransformacéo foi
inicialmente proposto por Friedrich Johann Franz Czapek e é composto dos sais organicos:
0,1% de K;HPO,, 0,05 % de MgSO,, 0,05 % de KCI e 0,001 % de FeSO, e sacarose. Além
disso, Arthur Wayland Dox prop6s a adicdo de Nitrato de sodio (0,2% de NaNOg
fornecendo uma fonte de nitrogénio organico.

A literatura relata o uso deste meio em diversas reac0es de biotransformagdo como
a conversdo da sacarose em 5-hidroxi-2-hidroximetil-y —pirona por Aspergillus flavus

(FERREIRA et al., 2010), a biotrasnformacédo do ent-8(14),15-pimaradieno para obtencao
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de 5 novos diterpenos através fungo Aspergillus ochraceus (PORTO et al., 2013) e na
biotransformacédo do &cido ent-pimaradienoico por Aspergillus niger (SEVERIANO et al.,
2013). Nestes dois ultimos casos, 0 processo de biotransformacéo foi realizado em dois
estagios, no qual o primeiro estagio se designou a producdo biomassa utilizando meios de
cultura rico em nutrientes, e o segundo a sintese efetiva de novas moléculas utilizando o
meio Czapek Dox.

Essa metodologia combinada aos processos de otimizacdo proposto para este
trabalho, como a realizacdo de um delineamento experimental e a biotransformacdo em

biorreator, pode se tornar interessante para obtencéo da HQ visando alto rendimento.

4.5. Delineamento Experimental

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Tabela 4, que demonstra a
quantidade de HQ (mg/L) e o rendimento que foi obtido de acordo com os tratamentos
propostos:

Tabela 4. Resultados obtidos do delineamento experimental no meio Czapek Dox

Tratamentos pH [ ] Sacarose [106)- [106)- Rendimento
cubebina  hinoquinina o
mg/L (%)
mg/L

1 6 10 100 21 10,7
2 6 10 200 55 27,6
3 6 30 100 38 19,1
4 6 30 200 47 23,7
5 8 10 100 5 2,6
6 8 10 200 13 6,7
7 8 30 100 39 194
8 8 30 200 40 20,1

A Figura 30 representa de uma maneira mais clara o grafico das concentragdes de

HQ obtidas para cada tratamento proposto:
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Figura 30. Gréfico da concentragdo de HQ de acordo com cada tratamento do
delineamento experimental
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Pode se observar que no tratamento 2 no qual o pH foi ajustado para 6, a
concentracdo de sacarose 10 g/L e a concentragdo de CB 200 mg/L, foi obtido uma
concentracdo de 56mg/L de HQ com um rendimento de 27,6%. O rendimento obtido foi
maior quando comparado ao processo anteriormente realizado em frascos onde a
concentracédo de sacarose do meio Czapek Dox foi 30 g/L e pH 7,3 no qual foi de 12,09%.
Quando realizado o teste ANOVA no software Statistica obteve-se 0s seguintes resultados:

Tabela 5: Efeitos das variaveis obtidos através da analise do delineamento

experimental

MS p value

(1) pH 1056,250 0,0002
@1r1s 1260,250 0,0001
(3)[]CB 729,000 0,0008
lby2 702,250 0,0009
1by3 256,000 0,0145
2by3 225,000 0,0195

1*2*3 81,000 0,1185
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Na Tabela 5, a coluna (MS) apresenta os quadrados médios sequenciais que
medem o quanto a varia¢do de um termo ou de um modelo explica, sendo possivel concluir
que ha uma associacdo estatisticamente significativa entre as varidveis. Analisando as
varidveis isoladamente, podemos observar que a maior interacdo observada foi a
concentracdo de Sacarose ([ ] S) com um valor de 1260,250 seguido do pH e da [ ] de (-)
cubebina ([ ] CB). Em relagdo a anélise entre uma variavel com a outra, pode-se observar
que, a interacdo mais significativa foi entre as variaveis pHe [ ] S (1 by 2) com um valor
MS de 702,250.

As influéncias entre as variaveis foram analisadas separadamente. Nas Figuras 31 e
32 estdo apresentadas respectivamente a superficie de resposta e a superficie de contorno
das variaveis que tiveram mais influéncia neste ensaio que sdo: [ ] Sacarose no meio e 0
pH. As legendas no canto direito do grafico 3D representam a maxima concentragdo de

HQ (ug/mL) que pode ser obtida de acordo com cada situacéo proposta.

Figura 31: Superficie de resposta da [ ] de HQ em pg/mL a partir da [ ] de

Sacarose no meio Czapek Dox e pH
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[1<24
B < 14
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Figura 32: Superficie de contorno representando a [ ] de HQ em pg/mL a partir da
[ ] de Sacarose no meio Czapek Dox e pH.
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Apesar da quantificacdo, ter indicado que a condicdo 2 onde se utilizou 10 g/L de
Sacarose foi a que produziu uma maior concentracdo de HQ, o tratamento estatistico que
analisou a influéncias das variaveis testadas apontou que, quanto maior a concentracao de
sacarose no meio , ou seja no seu nivel maximo que foi testado (30 g/L) maior a
concentracdo de HQ obtida, como pode ser observado nas Figuras 31 e 32. O pH 6 6timo

se manteve tanto na concentracdo de 10 g/L quanto na de 30 g/L de sacarose.

Os resultados obtidos no ensaio com 10 g/L de sacarose, apesar de ndo ser o ponto
6timo, se encontra nas faixas de concentracdo maxima para obtencdo de HQ (partes mais

escuras da superficie do gréfico).

Foi analisado também a influéncia das varidveis [ ] CB e pH. De acordo com a Tabela 5, a
influéncia entre essas duas variaveis foi relativamente baixa. A Figura 33 representa esta

interacg&o.
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Figura 33: Superficie de resposta da [ ] de HQ em pg/mL a partir da [ ] de CB e pH
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Como pode se observar, quanto maior a concentracdo de CB adicionada maior a
concentracdo de HQ obtida. Isto ja era esperado visto que, maiores concentracBes de
substrato, consequentemente havera maiores concentracdes de produto (desde que nédo haja
inibicdo). Analisando as interacGes das duas variaveis, a concentracao de CB interfere mais
no processo que o pH. Isto pode ser melhor visualizado na superficie de contorno
apresentada na Figura 34.

Figura 34: Superficie de contorno representando a [ ] de HQ mg/L a partir da [ ] de
CB e pH.
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As varidveis [ ] de CB e [ ] de Sacarose no meio foram, de acordo com a Tabela 5
as variaveis que tiveram menor influéncia uma com a outra. As Figuras 35 e 36
apresentam a superficie de resposta e a superficie de contorno no estudo destas duas
variaveis. Assim como demonstrado nos graficos acima, concentracdes maiores de CB e

concentragcdes maiores de Sacarose geram maiores concentragdes de HQ.

Figura 35: Superficie de resposta da [ ] de HQ em mg/L a partirda[] de CBe[]
Sacarose no meio Czapek Dox
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Figura 36: Superficie de contorno representando a [ ] de HQ em mg/L a partir da [

] de CB e [ ] Sacarose no meio Czapek Dox.
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A partir das superficies de resposta e de contorno apresentadas nas Figuras 31 a
36, fica mais claro perceber que a [ ] de sacarose é a variavel que mais influencia no
processo de obtencdo da HQ. E como pode ser observado, a condi¢cdo 6tima dentre os
intervalos testados seria a utilizagdo de 30g/L de sacarose, pH 6, [ ] de CB 200 mg/L.

Devido ao tempo limitado para os ensaios em biorreator na realizagdo deste
trabalho a condicéo 2 onde a concentracéo de sacarose foi de 10 g/L , pH 6, [ ] de CB 200
200 mg/L foi a que foi reproduzida baseando nos resultados da quantificacdo visto que,
software para o tratamento estatistico ndo estava disponivel no momento das analises dos
resultados do delineamento experimental. Ainda nesta condi¢do o rendimento obtido foi
muito maior que o ja obtido na literatura. Considerando, que had a possibilidade de
reproduzir em biorreator nas condi¢bes Otimas analisadas, o rendimento pode ser tornar

ainda mais promissor.

Os fatores avaliados neste delineamento (pH, [ ] sacarose, [ ] substrato) podem

influenciar a capacidade de converséo da (-)- cubebina em (-)- hinoquinina .

O pH é um parametro importante para 0 crescimento e metabolismo de

microrganismos. Este fator pode afetar o consumo de nutrientes, a morfologia celular e até
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mesmo a atividade enzimética que é de extrema importancia durante o processo de
biotransformacéao (ZHU; NI; HUANG, 2010).

CHATTERJEE; BHATTACHARYYA (2001) relatam em seu estudo como a
biotransformacdo do (-)- limoneno por Pseudomonas putida para obtencdo de varios
derivados pode ser influenciada, pelo pH, onde faixas entre 3,0 e 7,0 foram analisadas e 0s
resultados demonstraram em que 0 microrganismo possuiu uma atividade 6tima no pH 5.
Ainda neste estudo, avaliou-se a concentracdo do substrato na biotransformacgédo, onde
pode-se verificar que linhagem é resistente a uma concentracdo de limoneno de 0,2%
(v/v), sendo que na concentracdo de 0,5% (v/v) os rendimentos sofreram uma reducéo

significativa.

A composicdo do meio também geralmente exibe um importante papel nos
processos de biotransformacdo, sendo um dos principais fatores responsaveis por
alteracdes no rendimento. BICAS, et al. (2008) relatou em seu estudo da otimizacdo da
producdo de R - (+) - a-terpineol pela biotransformacdo do R - (+) — limoneno que a
utilizacdo de fontes de carbono como extrato de levedura (rico em nutrientes) apresentou
efeito negativo dificultando o processo de biotransformacdo para obtengdo do produto
desejado. Sendo assim, em alguns casos, grandes quantidades de fonte carbono podem
influenciar nos processos visto que desta forma o microrganismo se encontra em uma
situacdo ideal com nutrientes, retardando entdo o estresse metabolico e consequentemente,
0 processo de conversdao. Porém, quando se trata de reacBes como a desidrogenacdo, a
quantidade de glicose pode ter influéncia contraria a demonstrada no trabalho citado
acima, pois em concentracdes mais baixas, a atividade da desidrogenase pode ser baixa.
Sallam et. al, (1995), demonstra em seu trabalho com biotransfomacdes de esterdides que a
melhor concentracdo de glicose para a ocorréncia de desidrogenacdo na estrutura da 19-
Nortestosterona foi de 10 g/L . Em concentragdes baixas de glicose, menor quantidade dos
estrogénios foram produzidos. Este fato pode ser comparado aos resultados obtidos neste
trabalho, onde maiores concentracbes de sacarose adicionadas no meio Czapek Dox

apresentou maiores quantidades de HQ.

Com os resultados obtidos no delineamento experimental, mais especificamente a
quantificacdo, reproduziu-se em biorreator, as condi¢des do tratamento 2 (pH 6; [ ]
sacarose 10 g/L ; [ ] (-)- cubebina 200 mg/L).
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4.6. Producéo da (-)- hinoquinina em biorreator
A cinética de crescimento do fungo A.niger no meio Czapek Dox modificado

(selecionado como meio de biotransformacao) foi construida, conforme Figura 37.

Figura 37. Gréfico da concentracdo de Biomassa ao longo do tempo no biorreator
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Notou-se que mesmo limitando a fonte de carbono (sacarose) no meio, o fungo
cresceu consideravelmente sendo que a concentragdo maxima de células obtida foi de
5,80/L no 5° dia de incubacdo. Neste periodo, notou-se a dificuldade de homogeneizacdo
do meio de cultura no biorreator devido a grande quantidade de células presente, o que
pode ter dificultado a retirada da aliquota para quantificacdo da biomassa que
provavelmente estaria maior que 5,8 g/L. Neste momento, adicionou-se a CB uma vez que
neste dia o fungo alcancou uma densidade celular alta e possivelmente nesta fase ja se
encontrava em uma situacéo de estresse, isto ficou claro na Figura 38 onde se demonstra a
diferenga morfoldgica desde o0 momento da transferéncia das células crescidas em shaker

(tempo zero) e apds 5 dias de incubago.
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Figura 38. Aspergillus niger em meio Czapek Dox modificado no tempo zero e
apos 5 dias de incubacéo
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Fonte: Arquivo pessoal Daniele de S. Eugenio

O monitoramento da bioconversao foi realizado a partir do momento em que a CB
foi adicionada. Observou-se que no 4° dia de biotransformacdo houve a presenca do
composto desejado e, apds 0 12° dia a CB ja ndo estava mais presente no extrato, isto pode
ser observado claramente nas Figuras 42 a 50.

Devido a mudanca da condicdo analitica em CLAE para este experimento o0s tempos de

retencdo da CB e HQ mudaram (Figuras 39 e 40 respectivamente).

Figura 39. Cromatograma do padréo de CB
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Figura 40. Cromatograma do padréo de HQ
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Figura 41. Cromatograma do tempo zero da biotransformacdo em biorreator
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Figura 42. Cromatograma do 4° dia de biotransformacéo em biorreator
3:235nm, 8 nm
1 —— ANT4
750 ANT4
Retention Time
A
1 —
0o 2 4 s & 10 12 14 18 18 20

Minutes



Figura 43. Cromatograma do 6° dia de biotransformag&o em biorreator
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Figura 44. Cromatograma do 8° dia de biotransformag&o em biorreator
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Figura 45. Cromatograma do 10° dia de biotransformagéo em biorreator
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Figura 46. Cromatograma do 12° dia de biotransformagéo em biorreator
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Figura 47. Cromatograma do 14° dia de biotransformacdo em biorreator
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Figura 48. Cromatograma do 16° dia de biotransformacdo em biorreator
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Figura 49. Cromatograma do 18° dia de biotransformagéo em biorreator
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Figura 50. Cromatograma do 20° dia de biotransformacéo em biorreator
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Os controles que foram mantidos em shaker durante o processo de
biotransformacdo em biorreator confirmaram que ndo houve a producdo de HQ. Os
cromatogramas do controle das amostras aleatorias que foram retiradas estdo apresentados

nas Figuras abaixo 51, 52 e 53.

Figura 51. Cromatograma do controle (Fungo, meio, DMSO) ap6s 4 dias de incubacéo

3:235nm, 8nm
—— Controle T4 DMSO

Contrgle T4 DMSO
10 4 Retention Tim

T T T T T
10 12 14 16 18 20
Minutes

IS
[}
o



58

Figura 52. Cromatograma do controle (Fungo, meio, DMSQO ) ap6s 8 dias de

incubacéo
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Figura 53. Cromatograma do controle (Fungo, meio, DMSO ) apds 12 dias de
incubacéo
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A partir dos cromatogramas obtidos da biotransformacdo em biorreator a
quantificacdo da HQ foi feita e o rendimento foi calculado através do célculo descrito no
item (3.3.2). A Tabela 6 apresenta os valores das concentracGes de HQ encontradas nas
aliquotas que foram retiradas de 48 em 48 horas até o 20° dia de incubacdo e 0s

rendimentos obtidos para cada um desses dias.
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Tabela 6. Estudo da quantificacdo de (-)-hinoquinina no processo de

biotransformacao em biorreator.

Dias de Concentracao
Biotransformacgéo em de (-)- hinoquinina Rendimento (%)

biorreator obtida (mg/L)

4 15,52 1,76

6 10,79 5,39

8 43,13 21,56

10 133,04 66,52

12 87,34 43,67

14 96,15 48,08

16 120,78 60,39

18 92,18 46,09

20 100,09 50,05

Considerando que a quantidade de CB adicionada foi 200 mg/L e quantidade de
HQ obtida no ultimo dia de biotransformagéo foi de 100,09 mg/L o rendimento da
conversdo em biorreator foi de 50,05 %. A produtividade maxima também foi calculada
neste dia (3.3.2) obtendo- se um valor de 5,00 mg.L/dia.

Pode-se observar que, comparado aos processos de biotransformacéo realizado em
frascos, a quantidade de HQ obtida ndo foi aumentando gradualmente obtendo
concentracdes que oscilaram para mais e menos conforme os dias. Pode se sugerir que este
fato tenha ocorrido por um erro de amostragem visto que, as aliquotas que eram retiradas
no biorreator passavam por uma tubulacdo, e mesmo que uma quantidade consideravel
tenha sido desprezada, a fracdo retirada ndo nos garantia que a aliquota correspondesse ao
exato dia, isto foi mais evidente principalmente nas duas primeiras aliquotas em que a
cultura do fungo estava mais densa. A partir do 4° dia de biotransformagdo observou-se
que as células foram se desintegrando, provavelmente devido a falta de nutrientes. A
Figura 54 mostra a diferenca morfoldgica das culturas apos 24 horas da adi¢do da CB e no
ultimo dia de biotransformacéo (20° dia).
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Figura 54. A.niger em biorreator apds 24 horas da adi¢do de CB e no 20° dia de
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Os parametros como temperatura e frequéncia de agitacdo se mantiveram
constantes a 30° C e 200 rpm respectivamente durante todos os dias de biotransformacéo,
ja o pH que foi ajustado para 6 antes da adi¢do da CB foi aumentando até o 8° dia de
biotransformacdo chegando a um ponto maximo de 9,04, logo ap6s foi diminuindo e se
mantendo na faixa entre 7,00 e 8,00. A Figura 55 permite uma visualizacdo mais clara do
experimento de producdo da HQ em biorreator:

Figura 55. Gréfico da concentracdo de HQ e monitoramento do pH em funcéo do

tempo no biorreator
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Foi relatado pela primeira vez neste trabalho, a obtencdo de HQ através de um
processo biotecnoldgico utilizando um biorreator. A obtengdo da molécula de interesse
pelo fungo A.niger reafirma a capacidade deste organismo em promover reacdes de
desidrogenacdo em hidroxilas de compostos organicos, culminando na formacdo de
carbonila nesta posicdo. A desidrogenacdo ocorrida na conversdo da CB em HQ pode ser
sugerida envolvendo enzimas livres, dependentes do cofator NADH (YING, 2006). A
Figura 56 representa um esquema desta conversao.

Figura 56. Esquema da converséo da (-)- cubebina em (-)- hinoquinina por A.niger
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O rendimento de 50,05 % obtido em biorreator se torna muito promissor quando
comparado aos processos realizados em frascos assim como reproduzido neste trabalho, e
também no estudo realizado por ARRUDA, et al. 2017 no qual o rendimento foi de 14%.
Ficou evidente que, o delineamento experimental proposto influenciou no resultado,
permitindo um maior rendimento de HQ e consequentemente ainda maior em biorreator
onde o volume de trabalho foi mais alto. O estudo em biorreator ainda permitiu o
monitoramento de parametros importantes como pH, temperatura, agitacdo e aeracdo, que
sdo dificeis de serem controlados em frascos.

Quando comparado aos métodos quimicos ja existentes de obtencdo de HQ, a
semissintese a partir da CB utilizando catalisador clorocromato de piridinio (PCC), tem
um rendimento de 98%, porém como ja citado, possui a desvantagem da utilizacdo do
reagente toxico Cromio IV, que além de carcinogénico é contaminante de solo e agua. O
outro metodo que foi relatado na literatura visando a diminuicdo do uso de agentes toxicos
foi a utilizacdo um material hibrido que mimetiza enzimas do citocromo P-450 para oxidar
compostos organicos, quando utilizado o perdxido de hidrogénio para oxidar a CB, obteve-

se um rendimento de 100% e quando foi utilizado o iodosilbenzeno para essa mesma



62

funcdo obteve-se 70%, porém h& a desvantagem do uso de uma grande quantidade de
ACTN e ainda, comparado ao processo biotecnoldgico, ndo se torna economicamente

viavel.

As condicdes de otimizacdo para obtencdo da HQ por biotransformacao fungica
podem ainda ser mais explorados em biorreator e parametros como temperatura, frequéncia
de agitacdo, taxa de aeragdo que ndo foram analisados neste trabalho poderdo ser
analisados em faixas mais amplas em um planejamento fatorial rotacional em vérios niveis.
Além disso, estratégias podem ser incluidas para o aumento do rendimento assim como

diversos trabalho de otimizacéo relatam.

Zhao et al. (2012) discutiu em seu trabalho a utilizacdo de co-substratos como
surfactantes para facilitar a entrada do substrato no interior da célula do microrganismo,
aumentando assim a concentracdo do produto final (ZHAO et al., 2012). Na otimizacao da
conversdo de 19-nortestosterona a estrona e estradiol, a suplementacdo do meio de
biotransformacdo com ATP e algumas coenzimas redutoras levou o aumento da quantidade
de estrona e estradiol (SALLAM et al., 1995). Fontes de carbono foram alteradas em
diversos trabalhos de otimizacdo, e alguns relatam a utilizacdo somente do substrato como
unica fonte de carbono utilizando meios minerais (solugdes salinas) ou tampdes
exclusivamente aplicados como meio de cultura (SPEELMANS et al., 1998; TAN et al.,
1998; MAROSTICA Jr; PASTORE, 2007).

Uma perspectiva futura deste trabalho seria a avaliacdo de outros parametros e
estratégias que podem ainda serem explorados para obtencdo da HQ em biorreator. Além
disso, seria de extrema importancia um estudo genético, identificando sequéncias do
genoma da linhagem utilizada, que pode permitir investigagOes importantes neste sistema

microbiano.

Ressalta-se neste trabalho a importancia da obtencdo de moléculas com grande
interesse farmacoldgico como a HQ através de métodos biotecnoldgicos que minimizem a

utilizacdo de reagentes quimicos toxicos.
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5. CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho foram:

A linhagem A. niger ATCC11414 adotada para esta pesquisa é capaz de biotransformar a
(-)-cubebina em (-)-hinoquinina, promovendo uma reacgdo de desidrogenacao.

Foi possivel analisar que a (-)- hinoquinina pode ser produzida em diferentes condi¢des de
cultivo, sendo que a melhor condicédo entre as testadas foi transferéncia de células para o
meio Czapek Dox.

Através do delineamento experimental realizado, foi possivel reproduzir em biorreator na
condicdo em que o pH= 6, [ ] de sacarose= 10 g/L e [ ] de CB= 200 mg/L obtendo-se um
rendimento de 50,05 % de HQ. Rendimento ainda ndo encontrado na literatura.

As analises estatisticas permitiram compreender que as variaveis testadas no delineamento
que mais interfeririam no processo foi o pH e a [ ] de sacarose, que permitiu também uma
visualizagdo clara do ponto 6timo de produgéo de HQ.

Além disso, 0s ensaios em biorreator permitiu 0 monitoramento de pardmetros que

facilitardo ensaios futuros.
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