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RESUMO

Jasmonatos sao fitorreguladores que atualmente tém apresentado potencial biotecnolégico em
razdo das diversas atividades bioldgicas exibidas pelo &cido Jasménico (AJ) e seu éster
Metiljasmonato (MJ), que tém sido alvos de estudo desta classe de compostos. Apesar de
serem biosintetizados nas plantas a busca por microrganismos produtores de jasmonatos
mostra-se promissora, considerando a possibilidade de aumento na producdo destes
compostos. Esta pesquisa objetivou a otimizacdo de processo para a producdo de acido
jasmonico (AJ) pela linhagen Kifn 3.1 do fungo Botryosphaeria rhodina, visando a producéo
de AJ em larga escala. Foram realizados experimentos com diferentes fontes nutricionais no
meio de cultura (fontes de carbono, nitrogénio e fésforo) e variacdes na forma de cultivo
(estético e sob agitacdo). Os resultados mostraram que a producdo de AJ pelo fungo foi
afetada tanto pela composicdo do meio de cultura quanto pela forma de cultivo. Dentro das
condigbes analisadas, a adicdo de 75 g.L™ de sacarose e 0,5 g.L™ de KH,PO,; aumentou a
producdo de AJ. Foi verificado também que sob agitacdo de 150 rpm houve reducdo na
producdo de AJ pelo fungo, se comparada a producdo em sistema estatico, e foi observado
aumento da viscosidade do meio causada pela producdo de exopolissacarideos pelo
microrganismo. Entretanto, a reducdo da agitacdo de 150 para 75 rpm causou 0 aumento na
producdo de AJ em culturas sob agitacdo e o fermentado mostrou-se menos denso,
possibilitando assim a continuidade dos estudos de producgéo de AJ pelo fungo B. rhodina em
biorreatores, com vistas a producgéo de JA em larga escala.

Palavras-chaves: Bioprocessos. Acido jasmonico. Botryosphaeria rhodina. Jasmonatos.



ABSTRACT

Jasmonates are plant growth regulators that more recently have revealed significant
biotechnological potential due to Jasmonic acid (JA) and its methyl jasmonate ester which
have been the main target of studies on this class of compounds. Though they are
biosynthesized in plants the search for microorganisms that are jasmonate producers seems to
be promising, considering the probability of enhancing their production. The main objective
of this study was to establish an optimized process for the production of JA using Kifn 3.1
strain of the fungus Botryosphaeria rhodina. Several experiments were carried out with
different nutritional sources in the culture medium (sources of carbon, nitrogen and
phosphorus) and varying cultivation forms (shaking and static). Results showed that the
production of JA by the fungus was differently affected by both the composition of the culture
medium and the cultivation system. Among the investigated experimental conditions, the
concentration of 75 g/L sucrose combined with 0.5 g/L KH,PO, enhanced JA production. It
was also observed that shaking (150 rpm) reduced JA production by the fungus, if compared
to JA yields in static system, and also increased the medium viscosity caused by
exopolysaccharides produced by the microorganism. However, reduction of agitation speed to
75 rpm increased yields of JA cultured under agitation and the fermented broth was less
viscose, allowing the continuity of studies on JA production by the fungus B. rhodina in
bioreactors, aiming the large scale of production of JA.

Keywords: Bioprocesses. Jasmonic acid. Botryosphaeria rhodina. Jasmonate .
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1. INTRODUCAO

O Acido Jasménico (AJ) é um fitorregulador e esta presente em centenas de espécies
vegetais. Ele, seu ester Metiljasmonato (MJ), alguns precursores e derivados s&o denominados
jasmonatos e estdo relacionados ao mecanismo de defesa vegetal. Além disso, diversas
atividades bioldgicas tém sido atribuidas aos jasmonatos, tais como atividades fitorreguladora,
citotoxica, antibacteriana, antifingica, calmante e anticancerigena. Dentre 0s estudos
realizados sobre a acdo anticancerigena destes compostos foi verificado alta seletividade
citotoxica frente s células cancerosas quando comparada as células controle, o que torna 0s
jasmonatos alvo de pesquisas como potenciais agentes anticancer.

O AJ e MJ foram isolados e identificados pela primeira vez na década de 60 como 0s
principais constituintes do 6leo essencial de Jasminun grandiflorun e Rosmarinus officinalis.
Atualmente a obtencdo de AJ é feita atraves da extracdo vegetal, o que torna o processo
demorado e oneroso, tornando os precos do produto comercial da ordem de 50 mil reais o
quilo (produto enantiopuro) e valores ainda superiores quando se trata do produto com alto
grau de pureza.

Entretanto estes compostos podem também ser produzidos por microrganismos, onde
o fungo filamentoso Botryosphaeria rhodina tem se mostrado a espécie mais produtora.
Algumas linhagens deste microrganismo destacam-se pelo potencial produtor de AJ,
impulsionando assim o0s estudos na determinacdo de bioprocessos capazes de produzir
jasmonatos com rendimentos economicamente Vviaveis.

Embora se conheca o potencial produtor de jasmonatos pelo fungo, o aumento na
escala de producdo exige estudos que permitam identificar tanto as necessidades nutricionais
do microrganismo para a producdo do composto alvo, quanto as condi¢fes do bioprocesso na
qual a eficiéncia € maximizada, uma vez que o aumento na escala de producédo exige maiores
esforcos nos controles operacionais e no monitoramento do processo. Nesse contexto este
trabalho abordou estudos realizados no processo de producdo de AJ pela linhagem Kifn 3.1 de
B. rhodina baseados em alteracfes dos fatores nutricionais do meio de cultivo e das condicdes

do processo, com vistas ao aumento na escala de producéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MICRORGANISMOS E SEUS METABOLITOS

Microrganismos tém sobrevivido em ambientes que sdo considerados indspitos, com
adaptacOes capazes de surpreender. Algumas células podem crescer a -20 °C (psicrofilos),
enquanto outras podem crescer a 120°C (termofilos) com adaptacOes fisiologicas que
suportam estas temperaturas. O mesmo pode ocorrer em relacdo ao pH e a capacidade de
utilizar o oxigénio. Existem organismos que crescem preferencialmente em ambientes com
oxigénio (aerdbios) enquanto outros ndo necessitam de oxigénio (anaerdbios), ou ainda, que
podem sobreviver com ou sem o oxigénio (facultativos) (SHULER; KARGI, 2012).

Essa diversidade é também encontrada no reino Fungi e, neste caso, além da
diversidade, existe ainda uma capacidade de adaptacdo muito grande, denominada de
plasticidade génica, que permite a ativacdo, ou ndo, de determinados genes em determinadas
situacbes (POSCH; HERWIG; SPADIUT, 2013). Essas caracteristicas ddo aos fungos ampla
capacidade de sobreviver em praticamente todos os ambientes.

Os fungos estéo classificados no Reino Fungi, que inclui mais de 70.000 espécies
descritas até hoje. Entretanto, estimativas sugerem que existam cerca de 1,5 milhdes de
espécies destes organismos, ou seja, apenas cerca de 6% das espécies sdo descritas (KIRK et
al., 2008). A mais recente classificacdo deste Reino os identifica em quatro grupos principais:
Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota e Chytridiomycota (KANAGAWA; NEVES, 2011).

A classificacdo dos fungos nestes grupos considera, como base, os fatores
morfologicos e fisiologicos, contudo os nomes estdo relacionados a forma da estrutura de
reproducdo em que cada grupo esta inserido. Os fungos sdo seres heterotrofos, com digestao
extracelular, que se reproduzem por alterndncia de geracGes e todos eles necessitam de
ambientes relativamente imidos para o seu desenvolvimento (KANAGAWA; NEVES, 2011).

Sdo encontrados, em sua maioria, em processos de simbiose com outros seres,
produzindo a partir dessas relagdes diversos compostos, tanto para o processo de fixacdo e
interacdo com o hospedeiro, quanto para a defesa dos compostos produzidos pelos
organismos a que se associam, ou ainda, contra possiveis invasores causadores de danos ao
processo de interacdo ao hospedeiro. Nestas relacdes, as moléculas produzidas podem
apresentar aplicacBes terapéuticas e/ou agroquimicas (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012).
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Os compostos produzidos por microrganismos, podem possuir atividades biolégicas
distintas sobre grande diversidade de organismos (FELICIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 2012).
Hoje h4, além de medicamentos, a producdo de enzimas, biocombustiveis e energia renovavel
fazendo uso de fungos (DISHISHA et al., 2013) ou outros microrganismos. Dentre os fungos
produtores de compostos de interesse, destacam-se 0s endofiticos, que tém sido estudados e
considerados fonte importante para a obtencdo de metabdlitos secundarios (FREIRE;
VASCONCELOS; COUTINHO, 2014).  Muitos compostos fungicos, antes conhecidos
apenas por apresentarem atividades toxicas, tiveram propriedades bioldgicas de interesse
descobertas. Alguns amplamente conhecidos, como os antibiéticos, outros ainda se encontram
em processos de pesquisa, como o0s de atividades citotdxicas (VALENCIA, 2011).

Os compostos, ap6s serem sintetizadas pelos fungos, podem ficar dentro das células
ou, ainda, serem secretados no meio de cultura, como, por exemplo, as glucanas
exopolissacarideo, que possuem atividades biologicas e aplicacdes em processos industriais
(BAUERMEISTER et al., 2010). Isto torna importante estudos do meio de cultura resultante
dos processos de fermentacdo, assim como do material micelial resultante do crescimento do
fungo.

O numero de trabalhos com fungos é amplo, e a tendéncia é que as pesquisas com
estes organimsos sejam aprimoradas, uma vez que 0 uso da genética e gendmica tém
descoberto novas aplicacbes biotecnologicas para os compostos produzidos por estes
organismos (BAKER, 2013). Além da producao direta de compostos a partir da fermentacao
com fungos, é possivel ainda, com o uso de técnicas biomoleculares, identificar genes
responsaveis pela biossintese de compostos e manipula-los, inserindo-0os em outros
organismos para aprimorar a producdo de compostos de atividades comerciais de interesse
(PUPO; GALLO, 2007).

Os compostos produzidos e/ou transformados pelos fungos tém como objetivo
assegurar seu metabolismo no decorrer de sua existéncia, e sua producdo ocorre tanto para a
manutencdo dos processos metabolicos primarios quanto para atividade em situacdes
adversas. Segundo Braz Filho (2010), estas substancias sdo classificadas em metabolitos
primarios, quando fazem parte dos processos bioquimicos ndo especializados, e metabolitos
secundarios (MS), quando sdo produtos que vao atuar em situacdes especificas. Dentre 0s MS
bioativos, podem ser citados os glicosideos, esteroides, terpenos, flavonoides, dentre outros.

Normalmente estas substancias sdo produzidas em pequenas concentracdes, e em
condigdes e situacOes especificas em cada organismo. Além de atuarem nas fungdes para que

foram sintetizadas, esses compostos podem desenvolver atividades sobre organismos diversos
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do qual foram produzidos, e atuarem em situagdes resolvendo ou minimizando problemas
nestes organismos, constituindo assim produtos de interesse farmacolégico (SANDES;
BLASSI, 2000).

Além de compostos para a area farmacolégica, microrganismos produzem também
compostos utilizados na area agropecuaria, alimenticia etc. (OLIVEIRA; GAZOLLA,
SCHNEIDE, 2011). Dentre os compostos com fun¢Bes bioldgicas j& conhecidas estdo os
hormdnios vegetais, sendo que alguns ja sintetizados e comercializados com as mais diversas
funcBes; outros apresentam promissora utilizagdo na industria farmacéutica, como é o caso da
classe dos jasmonatos, pertencentes ao grupo dos Oxilypins.

Esta classe de compostos foi inicialmente identificada na espécie Jasminum
grandiflorum, (DEMOLE; LEDERER; MERCIER, 1962), entretanto, hoje ja se sabe que sdo
produzidos também em outros grupos vegetais, sendo que a producdo ocorre quando 0s
vegetais se encontram em situacdes de estresse biotico ou abidtico.

Além dos vegetais, sabe-se que fungos e algas também séo capazes de sintetizar os
jasmonatos, podendo ser manipulados para um aumento da escala de producdo dos compostos
(DHANDHUKIA; THAKKAR, 2007). As pesquisas com fungos tém resultado na producéo
de diversos compostos com atividades interessantes, e novas moléculas devem ser
descobertas, uma vez que o reservatorio desses organimos na natureza € amplo, e a producédo
de jasmonatos € mais uma das areas a ser explorada (SCHARF; BRAKHAGE, 2013). Dentre
os fungos com possibilidade de producdo de jasmonatos se encontram os fungos da espécie B.
rhodina, e pesquisas tém demonstrado que esta espécie de fungo (B.rhodina - fase teleomorfa
ou L. theobromae - fase anamorfa) apresenta resultados favoraveis para a producdo destes
compostos (TSUKADA; TAKAHASHI; NABETA, 2010).

2.2. Botryosphaeria rhodina

O fungo B. rhodina pertence ao Reino Fungi, ao filo Ascomycota, a Classe
Dodhideomycetes, a ordem Dothideales, a Familia Botryosphaeriaceae, ao Género
Botryosphaeria. Possui hifas septadas (Figura 1) e podem se reproduzir sexuada ou

assexuadamente.
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Figura 1 - Hifas do fungo B. rhodina

Aumento 400x

Os fungos da familia Botryosphaeriaceae sdo em muitos aspectos bastante parecidos
com outros endoéfitos, apresentando altos niveis de transmissdo, amplitude de afinidade de
infeccdo, e podem causar diversas doencas em plantas (BARBIERE; CARVALHO, 2001),
apresentando nestas 0s mais variados sintomas tais como tumores, necrose no caule, podridéo
do fruto entre outros (SILVA, 2007).

Os fungos podem ser identificados por caracteristicas morfologicas, entretanto esta
forma de identificacdo muitas vezes € dificultada, pois diversas espécies possuem
caracteristicas muito préximas, sendo, na maioria das vezes, necessarias a utilizacdo de
tecnologias como reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para garantir a real identificacdo do
organismo. Outro fator que dificulta a identificacdo sdo os sintomas causados pela infeccéo
dos fungos, que estdo associados a mais de um tipo de doenca ou a mais de um tipo de fungo,
tornando ainda mais dificil a identificacdo (NIEKERK et al., 2006). Esta dificuldade é
encontrada na maioria das espécies de fungos, como os da familia Botryosphaeriaceae.

Crous et al. (2006), utilizando de sequéncias de DNA, classificaram espécies ligadas a
familia Botryosphaeriaceae, sendo que, em algumas espécies, além da classificacdo da
espécie pela sequéncia genética, existe uma classificacdo distinta pela forma de reproducéo
em forma teleomorfa (estddio meiospérico) e anamorfa (fase reprodutiva assexual). Este € o
caso do fungo em estudo que na fase teleomorfo é denominado de B.rhodina e no estado
anamorfo de Lasiodiplodia theobromae (ARX, 1981).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Teleomorfo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Meiospórico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Assexual
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2.2.1. Compostos produzidos por Botryosphaeria rhodina

O fungo B. rhodina é, em muitas planta¢fes, um patdgeno, atacando quando estdo em
condi¢des climaticas adversas (por exemplo, calor, frio, seca ou umidade extrema) podendo
muitas vezes dizimar uma planta (SLIPPERS; WINGFIELD, 2007). Este fungo é também um
produtor de metabdlitos secundarios de importancia comercial ja reconhecida.

Pesquisas com compostos resultantes do processo de fermentacdo de B. rhodina séo
desenvolvidas as mais variadas areas, entretanto a farmacoldgica é uma das que apresentam
promissor potencial de atividades destes compostos. Extratos de fermentados resultantes da
fermentacdo de fungos B. rhodina apresentaram atividades antimicrobianas e antiproliferativa
contra varias estirpes patologicas (ABDOU et al., 2009). A identificacdo das propriedades
antimicrobianas e antiproliferativas sugerem que o sistema de interagdo planta-microrganismo
pertence aqueles em que o endofito esta ajudando a planta em um processo de simbiose,
conseguindo assim manter sua propria sobrevivéncia. Esta protecdo ocorre através da
producdo de compostos antifungicos e antibacterianos do fungo endofitico, fornecendo ampla
atividade de espectro antimicrobiano para se proteger de concorrentes invasores e/ou
protegerem a planta de fitopatdgenos. Uma das areas de estudo é a producédo destes compostos
e sua utilizacdo contra microrganismos causadores de doencas.

Além das atividades antifingicas, correlacionadas ao sistema hospedeiro/invasor, 0s
compostos produzidos pelo fungo B. rhodina apresentam também outras atividades de
interesse médico como, por exemplo, atividade anticoagulante (MENDES et al., 2009) ou
ainda compostos com capacidade de ativar o sistema imunologico de animais, como € o caso
dos exopolissacarideos (glucanas) (VASCONCELOS et al., 2008). A producdo destes
compostos, além de atender a indUstria farmacéutica, tem também aplicacGes em outras areas
comerciais como é o0 caso da industria alimenticia (SELBMANN; STINGELE;
PETRUCCIOLLI, 2003).

Alguns autores tém relatado ainda o potencial de linhagens de B.rhodina em produzir
enzimas, que também séo de interesse comercial, dentre elas, as lacases e as pectinases foram
as mais encontradas (SALDANHA et al., 2007; DEKKER et al., 2007; GIESE et al., 2011;
UENOJO; PASTORE, 2007).

Outra classe de compostos produzidos por fungos dessa espécie sdo 0s jasmonatos,
fitormdnios que tem despertado o interesse de pesquisadores por apresentarem propriedades

bioldgicas de interesse comercial com atividade fitorreguladoras, anticancer, antibacterianas,
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entre outros. Entretanto, nem todas as linhagens dessa espécie de fungo sdo produtoras destes
compostos. Em estudos realizados pelo grupo de pesquisa da Unidade de Biotecnologia na
Universidade de Ribeirdo Preto foi selecionada a linhagen Kifn 3.1 de B.rhodina, isoladas de

diferentes hospedeiros, que tém apresentado promissor potencial de produzir estes hormdnios.
2.2.1.1.  Jasmonatos

Assim como outros hormdnios vegetais, 0s jasmonatos sdo0 mensageiros quimicos que
se movimentam entre as partes da planta e atuam diretamente na atividade dos genes, onde
provocam respostas bioquimicas ou morfoldgicas. Estes compostos sdo produzidos em
pequenas quantidades e sdo especificos, possuindo sitios de ligacdo nas membranas celulares
(proteinas receptoras) onde ativam a agdo de um ou mais mensageiros celulares que séo
capazes de realizar a ativacdo ou supressdo de genes (RODRIGUES; LEITE, 2004).

Apesar de ser uma classe de hormoénios, o termo jasmonatos inclui também os
intermediarios ativos na biossintese do &cido jasménico, bem como os derivados deste acido
que apresentem atividades bioldgicas ativas (TURNER; ELLIS; DEVOTO, 2002).

Dentre os jasmonatos, 0os mais conhecidos sdo o acido jasménico (AJ) e o metil
jasmonato (MJ), identificados inicialmente no 6leo de jasmim, e tém sua acdo, nas plantas,
ligada a inibi¢do do crescimento e a inducéo de resisténcia a patdgenos, participando ainda na
protecdo da planta contra as adversidades ambientais (ABDALA; CENZANO, 2006).

Os jasmonatos sdo derivados lipidicos da via dos octadecanoides (ou via Vick-
Zimmermann), representados pelo acido jasménico (AJ), seu éster metil-jasmonato (MJ)
(Figura 2), seus isomeros e alguns de seus precursores e metabdlitos (HAMBERG;
GARDNER, 1992). Os jasmonatos fazem parte das fito-oxilipinas, derivados de acidos graxos
livres (&cido linoléico e linolénico) pela acdo das lipo-oxigenases (ACOSTA; FARMER,
2009).

Figura 2 - Estrutura quimica do metil jasmonato (MJ) e do &cido jasmonico (JA).

Fonte: MACIEL (2007)
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Na década de setenta, Aldridge et al. (1971), isolaram o &cido jasmdnico a partir de
filtrado de culturas do fungo Lasidiplodia theobromae. Apos estas pesquisas, diversos autores
identificaram também 0s jasmonatos em outros vegetais.

A biossintese dos jasmonatos acontece a partir da ativacdo de genes especificos, sendo
que o gatilho que desencadeia a ativacdo dos genes pode ser 0 mais variado possivel, mas
todos ligados ao sistema de protecdo da planta. Os jasmonatos estdo ligados ao sistema de
defesa dos vegetais, entretanto, as atividades bioldgicas destes nas plantas, sdo similares a de
outros hormdnios com atividades fitorreguladores (BLEE, 2002). A rota metabdlica dos
mesmos ja se encontra bem elucidada, mas o fato de um horménio ndo atuar independente de
outros dificulta o processo de producao dos mesmos (KERBAUY, 2012).

Nas plantas, a via de producdo dos jasmonatos é denominada de via octadenocanoide,
se inicia quando o &cido linolénico liberado por uma lipase é oxigenado por uma enzima, a
lipoxigenase (LOX), sendo posteriormente convertido ao acido 12-oxo-fitodiendico (OPDA)
pela acdo da aleno oxido sintase (OAS) e da aleno 6xido ciclase (OAC) (Figura 3)
(FARMER; RUSSELL; RYAN, 1992). Este processo ocorre a partir da ativacdo de grupos
diferenciados de genes que desencadeiam uma série de reacdes de oxidacdo que culminam na
formacdo dos jasmonatos (STRASSNER et al., 2002).

Figura 3 - Esquema de genes envolvidos na producdo de AJ pela via dos octadenoides.
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Fonte: TSUKADA; TAKAHASHI; NABETA, 2010.

Apos a producdo deste hormdnio pelas plantas, pode ser utilizado de imediato ou ficar
acumulado (em pequenas quantidades) em partes da planta, dessa forma é possivel fazer a

extracdo do composto utilizando partes da planta onde se encontra em maior concentracao.
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A forma inicial de obteng&o dos jasmonatos se deu pela extracdo a partir de flores de
Jasminium grandiflorum, porém sdo necessarios cerca de 800 kg de flores para a producgéo de
apenas 1 g de acido jasménico. Esta forma de producéo torna o produto oneroso uma vez que
a concentracdo é baixa e, 0s mecanismos de extracdo laboriosos. Um quilograma de
jasmonatos chega a ser comercializado a 50 mil reais (SECATTO, 2013), entretanto o0s
jasmonatos sdo também encontrados em fungos e algas (DHANDHUKIA; TAKKAR, 2008).

Apesar de ainda ndo estar totalmente esclarecida, a rota metabdlica da producdo dos
jasmonatos em fungos é semelhante as plantas. O processo se inicia com a identificacdo de
um estimulo na parede celular, estimulo que promove a liberacdo de lipases, que fazem a
oxidacdo do é&cido linolénico. Em seguida, o &cido linolénico é exportado, a partir de
plastideos, para o peroxissomo, onde, entdo, é exportado para o citoplasma. Todo esse
processo ocorre sob a acdo de enzimas diversas (MOBLECH, FEUSSNER, HEILMANN,
2009).

A identificacdo de parte da rota metabdlica da producdo de jasmonatos em fungos da
espécie B. rhodina, foi obtida com a utilizacdo de marcadores radioativos que demonstraram a
realizacdo da sintese de &cido jasmonico (Figura 4) semelhante ao ocorrido nas plantas, por
ciclizagdo, apresentando inclusive atividades enzimaticas semelhantes (TSUKADA;
TAKAHASHI; NABETA, 2010). Apesar da semelhanca, algumas enzimas que atuam no
processo sdo diferentes, o que sugere evolucbes divergentes (BRODHUN, FEUSSNER,
2010).

Figura 4 - A via biossintética do acido jasménico presumida, em L. theobromae.
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Inicialmente o estudo dos jasmonatos teve sua importancia relacionada ao potencial
fitorregulador. Segundo Meyer et al. (1984), estes reguladores de crescimento vegetal
enddgeno pertencem a classe das abscisinas e estdo envolvidos no controle do metabolismo e
desenvolvimento, possuindo acéo inibitéria do crescimento e da germinagdo de sementes e/ou
ainda promovendo a senescéncia, assim como o &cido abscisico, sendo, portanto, um campo a
ser explorado como bioestimulador ou elicitador (FARMER; RY AN, 1990).

Como os jasmonatos estdo relacionados ao processo de defesa dos vegetais contra
patgenos e adversidades ambientais, esta classe de compostos € mais uma com potencial
comercial no objetivo de aumentar a produtividade agricola (WEBER; VICK; FARMER,
1997). Entretanto, com o desenvolvimento de pesquisas, o leque de possibilidades de
atividades dos jasmonatos foi ampliado e, consequentemente, o incremento da produtividade
do horménio também.

Uma das propriedades ja reconhecidas, apés a utilizacdo exdgena do metil jasmonatos,
é a atividade fitorreguladora, com aumento da resisténcia a patoégenos (WARABIEDA,
OLSZAK, 2010). Além do aumento da resisténcia de plantas, a utilizagdo do acido jasmoénico
também exerce influéncia significativa na producdo de frutos e botdes florais em algumas
espécies (LINARES et al., 2010).

Além destas atividades nas plantas, os jasmonatos também exercem acgéo biolégica em
células diferentes dos organismos em que sdo produzidos, configurando, assim, compostos
gue podem atuar em outras areas, como na area da saude. Na area farmacéutica, os
jasmonatos tém apresentado atividades citotdxica, antibacteriana, antifingica, antiagressiva,
anticancerigena, entre outras (GOLDIN et al., 2008).

A busca por compostos com propriedades anticancer € um campo, da area
farmacoldgica, sempre em alta, pois, dentre as doencas que acometem a populacdo do mundo,
o cancer tem sido considerado relativamente comum, atingindo milhdes de pessoas. S6 no
Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa para 2016 aponta para a
ocorréncia de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer (INCA, 2015). Segundo
Sushma, Praveen e Poonam (2012), o cancer é o segundo maior problema de saide publica
em todo 0 mundo e o desenvolvimento de novos medicamentos, a partir de produtos naturais,
tem se utilizado de metabdlitos secundarios de diversos organismos. Mais de 60% dos
anticancer utilizados atualmente sdo derivados de fontes naturais, como plantas, organismos
marinhos e microrganismos (KIENLE et al., 2009), e isso tem intensificado a busca continua

por novos agentes naturais com essas propriedades.
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Pesquisas tém demonstrado atividades anticancer ligadas a diversos compostos da
classe dos jasmonatos. Farooqi, Butt e Razzaq (2012) relacionam a prevencdo do cancer de
préstata com o uso de compostos derivados de microrganismos, dentre eles os jasmonatos,
com capacidade de influenciar atividades receptoras de hormoénios.

A utilizacdo do metil jasmonatos, in vitro, induziu a morte em células de carcinoma de
mama, prostata, melanoma, linfoma, células leucémicas (FINGRUT; FLESCHER, 2002) e
pulmdo (FLESCHER, 2007) sem, no entanto, atingir linfocitos normais. Esta propriedade dos
jasmonatos, de provocar morte celular nas células cancerigenas sem afetar os linfécitos
normais, evidencia uma importante caracteristica de seletividade citotdxica, impulsionando
estudos continuos no uso destas substancias para o tratamento dos diversos tipos de cancer.
Resultados semelhantes foram constatados por Lopes (2009) que, fazendo uso de metil
jasmonato, conseguiu efeito citotoxico contra células tumorais de endotélio humano.
Compostos derivados dos jasmonatos também tém apresentado atividade anticAncer em
células do colo de atero e hepatomas humanos (RUSSO et al., 2012; MILROT et al., 2012;
PARK et al., 2012).

Além das propriedades de combate a celulas cancerigenas, outras atividades bioldgicas
desses compostos tém sido identificadas. Dang et al. (2011), em experimento com um analogo
do metil jasmonato, conseguiram in vitro uma acéo anti-inflamatoria, demonstrando ser esse
mais um potencial uso farmacéutico destes compostos. A utilizacdo de MJ apresentou ainda
acdo citotoxica contra o protozoario Trichomonas vaginalis, (OFER; GOLD; FLESCHER,
2008).

Outra area da salude em que a acdo dos jasmonatos tem apresentado resultados
satisfatorios, ainda in vitro, € a do controle de doencas consideradas endémicas, como malaria
e esquistossomose (GOLD et al., 2003). O uso dos jasmonatos também esta em teste com
acdo calmante e relaxante. Umukoro, Akinyinka e Aladeokin (2011) conseguiram, com 0 UsO
de metil jasmonato, a reducdo do uso de compostos para 0 controle da ansiedade em
camundongos.

As pesquisas com jasmonatos sdo realizadas nas mais diversas areas e a producédo
deste composto em gquantidades que possam atender as necessidades tanto da pesquisa quanto,
posteriormente, do mercado, € um desafio. Segundo Bhargav et al. (2008), os diversos
produtos farmacoldgicos hoje comercializados, como, por exemplo, a producdo dos &cidos
citrico, galico, fumarico, linoleico e kojico, abriram novos campos de pesquisa. Do mesmo
modo, a busca por processos que possam suprir a demanda da producdo de jasmonatos, torna-

se uma area a ser explorada.
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2.3. BIOPROCESSOS

A manipulagdo de plantas e animais e o uso de microrganismos na geracdo de
produtos de interesse tém suas origens na antiguidade, quando os principios da biotecnologia
eram empregados na producdo de vinhos, pdes e outros (BOREM, 2005). A biotecnologia
surgiu da integracdo de diversas areas do saber, bioquimica, microbiologia, biologia
molecular, genética, quimica, fisica e a engenharia (DORAN, 1995), entretanto, o termo
biotecnologia sé foi utilizado a partir do século XX e a ciéncia difere em muito do que
praticavam no passado (CRIBB, 2004).

Os campos atendidos por essa “nova” ciéncia sdo bastante variados. Pandey, Soccol e
Mitchell (2000) listam algumas dessas areas: tratamento de aguas residuais, fabricacdo de
produtos alimenticios (iogurte, pdo, vinho, molho de soja, cerveja, vinagre etc.), producao de
enzimas, biorremediacdo, biodegradacdo, desintoxicacdo biologica, biotransformacdo e a
producdo de metabdlitos primarios e secundarios (antibidticos, antioxidantes, enzimas,
biopesticidas, biocombustiveis, elicitores, fitorreguladores etc.) entre outras. Fazer uma lista
das areas é um processo dificil, pois a cada dia sdo realizadas novas pesquisas e
desenvolvidos novos produtos a partir da biotecnologia.

Nas ultimas decadas, a biotecnologia provocou mudangas em areas como a medicina, a
agricultura, a gestdo ambiental, entre outras, impulsionada principalmente pela manipulacéo
de genes e pela biologia molecular. A partir da consolidacdo dessa ciéncia, foram
desenvolvidos novos medicamentos, Orgdos semissintéticos, alimentos mais nutricionais,
tecnologia de computadores com bases moleculares bioldgicas, superorganismos e uma gama
de produtos para 0 consumo e para processos industriais. Esses avan¢os tém como base o
conhecimento e manipulacdo do material genético dos seres — acido desoxirribonucléico
(DNA), e a producdo dos compostos organicos a partir desta manipulacdo (SHULER;
KARGI, 2012).

Outro fator que torna importante a utilizacdo da biotecnologia é o valor comercial ligado
ao desenvolvimento dos mais variados compostos. Na balanca final, a busca é por produtos
cada vez menos dispendiosos e que tenham como fonte matéria-prima renovavel (PEREIRA,;
BON, 2008). No processo de consolidacdo da biotecnologia, o desenvolvimento de
bioprocessos foi e € um passo fundamental.

Segundo Pereira e Bon (Ibid.), s&éo denominados de bioprocessos o emprego de

procedimentos tecnoldgicos que utilizam sistemas bioldgicos, organismos vivos e 0s
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compostos resultantes dos processos metabolicos destes para produzir, modificar produtos ou
processos, ou ainda para favorecer atividades ja existentes nos organismos. O produto pode
ser ainda o proprio microrganismo, como na producdo de levedura de panificacdo e de
inoculantes agricolas, ou ainda o resultado de uma transformacéo. A producdo de compostos a
partir de bioprocessos passa por trés etapas:
a) Upstream process — Nesta etapa é realizado o tratamento da matéria-prima, o preparo
do meio de cultura e a esterilizagéo.
b) Etapa de transformacdo - Em que o meio de cultivo sofre a acdo do agente bioldgico e
das condic¢des do processo.
c) Downstream process - Em que ocorre a separacdo/purificacdo dos produtos resultantes
da fase de transformagéo.

Para Mandenius e Brundin (2008), investigar as respostas ao longo do processo
biotecnologico otimiza os resultados tanto Upstream quanto Downstream. Alguns fatores se
tornam tdo importantes que podem colocar todo um projeto em xeque, um exemplo, a
producdo de compostos que torna 0 meio de cultura viscoso (POSCH; HERWIG; SPADIUT,
2013).

Para aprimorar métodos, a integracdo das ciéncias é fundamental na elaboracéo e
desenvolvimento do projeto, que deve prezar pela eficiéncia, sustentabilidade e economia. Da
mesma forma, o conhecimento sobre a morfologia e fisiologia do organismo e a interacéo
deste com os equipamentos e componentes do processo (FRESEWINKEL et al., 2014).

Analisar as variaveis e fatores existentes em um bioprocesso requer a utilizacdo de
mecanismos que possam dar maior agilidade e seguranca, tanto na elaboracdo do projeto,
quanto na andlise dos dados. Um mecanismo que pode facilitar o estudo de variaveis
interdependentes é a utilizacdo de planejamento fatorial, que permite andlises sem a
necessidade da realizacdo de um numero muito grande de experimentos (MANDENIUS;
BRUNDIN, 2008). A utilizacdo do fatorial facilita o trabalho inicial, pois, apesar de um
namero pequeno de experimentos por fator, pode indicar as tendéncias da pesquisa
(MARINHO; CASTRO, 2005).

A utilizacdo de planejamento fatorial é uma ferramenta que favorece o
desenvolvimento da pesquisa, tornando-o mais rapido, pois permite o estudo do efeito da
influéncia de varios fatores e a combinacdo entre estes (CUNICO, et al., 2008). A utilizacdo
desse recurso permite a reducdo do numero de ensaios e 0 estudo simultdneo de diversas

variaveis, e da interacdo das mesmas.
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Estruturado o fatorial, o passo inicial é a produ¢do em bancada, buscando, nesta fase,
as melhores condicfes de producdo. No caso das fermentacGes, é fundamental conhecer e
compreender a estrutura de biorreatores e a influéncia dos fatores que envolvem o
desenvolvimento de um bioprocesso, enquanto ainda se desenvolve a pesquisa na bancada,
pois, mesmo que o aumento da escala seja um desafio, muitos destes fatores tém seus
parametros basicos definidos ou norteados na etapa da bancada.

Compreender o funcionamento e o0s parametros que envolvem o cultivo em
biorreatores, enquanto ainda se faz a pesquisa em bancada, se torna importante, uma vez que
estes equipamentos sdo utilizados em fermentacbes em larga escala. A utilizacdo de
biorreatores facilita o desenvolvimento das pesquisas, pois torna possivel o controle da maior
parte dos fatores fisicos envolvidos no bioprocesso.

Segundo Pereira e Bon (2008), os biorreatores sdo classificados de acordo com o0s
mecanismos de agitacdo e separacdo dos componentes do processo biolégico: biorreatores
agitados mecanicamente — Stirred Tank Bioreactor (STB), que possuem peller de agitacao;
biorreatores agitados pneumaticamente (airlift ou bubble column), que usam a energia
cinética do liquido com uma coluna de bolhas; biorreatores a membrana (hollow-fiber e flat-
sheet), que confinam as células no biorreator facilitando a separacdo de fases; e biorreator
com células/enzimas, os quais imobilizam o agente bioldgico (ativos — reagentes quimicos e
passivos — com filmes biologicos). Deve-se identificar também quais sdo os fatores limitantes
impostos pelo biorreator sobre a atividade do organismo. Segundo os autores, no biorreator
deverdo ser proporcionadas as condi¢Ges antes estabelecidas em bancada para a melhor
producdo do agente bioldgico em estudo, dentre elas:

e Cinetica do bioprocesso;

e Condicoes de esterilidade;

e Caracteristicas hidrodinamicas do meio;

e Processos de transferéncia de massa entre o agente bioldgico e 0 meio de cultura.

O modo de conducdo do bioprocesso em biorreator pode ser por: batelada simples, em
que ndo ha adicdo ou retirada de substancias durante o processo; batelada alimentada, com a
manutencdo de um ou mais nutrientes, mas sem a retirada de produtos; ou conducdo continua,
em que ocorre tanto a alimentacdo quanto a retirada de produtos de forma continua.

Ainda € possivel que os biorreatores trabalnem com um ou mais microrganismos, com

ou sem a recuperacdo do indculo, em sequéncia ou ndo. Os processos podem ocorrer na
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superficie do meio ou submersos (neste caso quase sempre com agitacdo) e em meio liquido,
so6lido ou semi-soélido.

Outro fator importante a ser considerado é o tempo de ciclo no biorreator, que também
vai depender da espécie de organismo ou células que se utilizam e do tipo de produto que se
deseja extrair (POSCH; HERWIG; SPADIUT, 2013).

Apds a produgdo no biorreator, é realizada a extracdo dos compostos de interesse, a
qual, segundo Abrahdo Neto (2001), passa por quatro etapas:

e Remocdo do material insoluvel,
e Separacdo dos compostos;

e Purificagéo;

e Isolamento final dos compostos.

A extracdo pode ocorrer por diversos processos, tais como filtracdo, centrifugacéo,
extracdo por particdo liquido-liquido, extracdo por enzimas, adsor¢do e cromatografia. A
escolha do método esta relacionada as caracteristicas do composto que se deseja recuperar
(POSCH; HERWIG; SPADIUT, 2013). Em todas as fases, os objetivos devem ser conciliados
com a reducdo dos materiais contaminantes e na possibilidade de reutilizacdo dos materiais
empregados durante a producdo (SHULER; KARGI, 2012).

Na fase de bancada, a simulacdo dos processos do biorreator pode ser feita com a
combinacdo de diversos arranjos experimentais, desde que se possa reproduzir a
hidrodinamica da escala industrial, com o objetivo de manter o comportamento da cultura,
especialmente no caso de fungos filamentosos (PAPAGIANNI, 2011). Todas essas etapas
estdo sujeitas a fatores diversos, tanto fisicos quanto bioldgicos. A identificacdo e controle
destes fatores na busca de melhores condi¢cBes de producdo caracterizam 0S pProcessos
biotecnoldgicos. De modo geral, existem varidaveis que sdo comuns a quase todos o0s
bioprocessos e gue afetam o desenvolvimento e obtencdo de compostos de interesse.

Entre as variaveis a serem otimizadas, Mandenius e Brundin (2008) citam o meio de
cultura e os processos de operacdo; ja Wang et al. (2009) coloca como pontos centrais, 0
melhoramento da linhagem microbiana, a otimizacdo das condicGes do processo aliadas ao
aumento da escala de producdo. Apesar das variaveis serem interligadas, o controle de
algumas é considerado essencial para o desenvolvimento de praticamente todos 0s organismos

que se deseja trabalhar.
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2.3.1. Variaveis do processo

Existem variaveis que afetam todos 0s organismos de maneira positiva ou negativa,
tanto no crescimento, quanto na producao de compostos, e 0s processo fermentativos também
estdo sujeitos a estes fatores. Sdo considerados processos fermentativos as reacdes de catalise
de carboidratos ou de compostos organicos, podendo ocorrer na presenca de 0xigénio
(fermentacdo oxidativa ou aerdbica) ou na auséncia do mesmo (fermentacdo anaerébica ou
anoxidativa). Independente do tipo de fermentacdo, 0s organismos produzem no
desenvolvimento destes processos 0s metabolitos primarios e secundarios que podem ser de
interesse comercial, como, por exemplo, a producdo de &cido acético, &cido latico, etanol,
acido butirico, antibidticos, entre outros (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2003).

Dentre os fatores que podem afetar os bioprocesso destacam-se principalmente a
temperatura, o pH, a concentracdo de oxigénio e o gas carbbnico dissolvido no meio de
cultura. A interacdo da temperatura-organismo pode ser a mais variada para 0s organismos.
Segundo Shuler e Kargi (2012), existem trés grupos de organismos para 0S quais a
temperatura 6tima (top) € diferente: (1) organismos psicrofilos (tox< 20 °C), organismos, (2)
mes6filos (to, entre 20 °C a 50 °C) e organismos (3) terméfilos (top > 50 °C).

A medida que a temperatura aumenta, a taxa de crescimento pode dobrar a cada 10 °C,
quando ultrapassada a temperatura 6tima, a taxa de crescimento diminui e a morte térmica
pode acontecer. A partir de determinada temperatura, a taxa de morte térmica € superior a taxa
de crescimento, diminuindo a concentracdo de células viaveis.

Da mesma forma, a temperatura pode influenciar na formacao de compostos, podendo
ser diferente da temperatura 6tima de crescimento da massa celular. O fato de a temperatura
ideal de crescimento nem sempre ser a mesma da producdo de compostos de importancia
comercial, pode dificultar o processo de producdo. Além disso, variagdes na temperatura
podem atuar como fator limitante nos processos bioldgicos, como, por exemplo, no processo
de difusdo, que pode ser dificultado ou acelerado dependendo da mesma.

A influéncia da temperatura na producdo de compostos depende do tipo de organismo,
uma vez que cada organismo possui uma determinada temperatura ideal. Entretanto, pode
também estar relacionado ao sistema utilizado que pode ou ndo facilitar a saida do calor, por
exemplo, um sistema com mais aeracdo perde calor mais facilmente que um menos aerado
(BHARGAV et al., 2008). Desta forma, a agitacdo também é um fator a ser considerado, pois

maior agitacdo pode facilitar a aeragdo e, consequentemente, a liberacdo do calor, além de
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facilitar a difusdo dos nutrientes necessarios ao processo de fermentacdo (GEBIEN et al.,
2012). A agitacdo pode também atuar incrementando ou limitantando a producdo de
determinados compostos, como é o caso dos polissacarideos (POSCH; HERWIG; SPADIUT,
2013).

Assim como a temperatura, o pH afeta 0 metabolismo dos organismos e a defini¢cdo do
pH 6timo esté relacionado a espécie dos organismos €, do mesmo modo que a temperatura,
pode ser diferente o pH ideal para o crescimento do pH para a produgdo de compostos de
interesse (SHULER; KARGI, 2012).

Conhecer o pH ideal pode favorecer o aumento da produtividade ou ainda identificar
condicbes que impedem o crescimento dos microrganismos ndo desejaveis como, por
exemplo, na selecdo de organismos participantes dos processos de producgdo de alimentos
fermentados. Alem da temperatura, 0 pH pode ainda agir em conjunto com outros fatores,
como a salinidade (GONCALVES, 2013).

O controle do pH e da temperatura pode, ainda, aumentar o rendimento de processos
fermentativos ou controlar o crescimento de microrganismos (GONZALEZ et al., 2009;
CHAGANTI et al., 2013). Da mesma forma, o pH ¢ utilizado para incrementar processos de
producdo de compostos, como na producdo de enzimas (NASCIMENTO et al., 2013) e de
pigmentos fungicos (TUDOR; ROBINSON; COOPER, 2013). Podem também influenciar o
bioprocesso, 0os mecanismos de agitacdo do biorreator, e a forma de insercdo e saida dos
componentes necessarios ao processo de fermentacdo (WONG et al., 2014).

Outra variavel a ser considerada nos processos fermentativos é a taxa de oxigénio
dissolvido (O.D.) que pode atuar, quando em baixas concentracdes, como fator limitante dos
processos de crescimento celular e de producdo de compostos. Apesar de, em baixas
concentracfes, ser um fator limitante, acima de determinado valor (variavel a cada
organismo) a taxa de O.D ndo interfere no crescimento e nem na producao de compostos.

Mesmo sendo essencial, 0 oxigénio sozinho ndo participa do metabolismo celular, ele
faz parte de uma série de reacGes bioquimicas em que uma fonte de carbono é fundamental
para que ocorra a producdo de energia que sera utilizada tanto para o crescimento quanto para
a producdo de compostos (SHULER; KARGI, 2012). A taxa de energia liberada nestas
reacdes depende da concentracdo de oxigénio disponivel no processo e da fonte de carbono
consumida pelo organismo (GARCIA-OCHOA; GOMEZ, 2009; LABBEIKI et al., 2014).

Na fermentacdo em biorreatores, o oxigénio normalmente é introduzido por aspersao
de ar no meio de cultura e as bolhas de ar liberam o gas, que é absorvido pelas células. A

dissolucdo do oxigénio e a disponibilidade deste as celulas dependem da temperatura do meio
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de cultura e da viscosidade, sendo que temperaturas mais altas e meios de cultura menos
viscosos facilitam a dissolu¢do (SHULER; KARGI, 2012).

A influéncia do oxigénio ocorre tanto pela concentracdo do géas utilizada no processo,
quanto da disponibilidade do mesmo as células (JI; HUANG; OUYANG, 2011; LEITE,
2014). A transferéncia do oxigénio presente em um sistema pode ser acelerada pela forma de
atividade do biorreator, sendo que velocidades maiores promovem aumento da taxa de
transferéncia de oxigénio o que favorece a producdo de biomassa (KARIMI et al., 2013,
COSTA, 2011, KUMAR, et al., 2013).

A taxa de oxigénio pode ainda afetar a morfologia, o crescimento celular, a absor¢do
de nutrientes e a producao de metabdlitos (TANG; ZHONG, 2003). No caso de modificaces
na morfologia de fungos filamentosos, isto pode influenciar na reologia do fermentado final,
pois dependendo do tamanho ou da forma das estruturas das hifas pode ocasionar maior ou
menor viscosidade do caldo (LIN; SCHOLZ; KRULL, 2010; TANG; ZHONG, 2003). Além
do oxigénio, outro fator que pode alterar a viscosidade é a producdo, pelo microrganismo, de
compostos que alteram a reologia do fermentado, como os exopolissacarideos. A producéo
destes compostos pode ser desencadeada por diversos fatores, tanto quimicos quanto fisicos
como, por exemplo, o processo de agitagdo no cultivo de fungos filamentosos (POSCH;
HERWIG; SPADIUT, 2013).

A aeracdo tem, portanto, efeito sobre o perfil metabolico e afeta a dindmica
microbiana de diversos organismos influenciando tanto no crescimento quanto na producéo de
compostos, como por exemplo, na producdo de etanol (SAVOLAINEN et al., 2014). A
influéncia do oxigénio no crescimento e producdo de compostos esta ligada a presenca de
uma fonte de carbono, portanto conhecer as principais fontes e a forma como a energia
resultante da oxidacdo da fonte de carbono é disponibilizada ao microrganismo também é
fator de influéncia em um bioprocesso.

O carbono € um dos elementos mais importantes para 0S microrganismos, uma vez que
fornece energia para 0s processos metabodlicos e participa ainda da formacdo da estrutura do
organismo (CUNHA, 2010).

Para a maioria dos organismos, a principal fonte de carbono sdo os carboidratos
(poliidroxialdeidos ou poliidrocetonas), classificados em trés grupos de acordo com o niUmero
de ligacGes glicosidicas em monossacarideos que contem de 3 a 7 carbonos (glicose, frutose,
galactose etc.), oligossacarideos ou dissacarideos formados de dois monossacarideos
(sacarose, lactose, maltose etc.) e polissacarideos formados por diversos monossacarideos

(amido, celulose, quitina, glicogénio). Os monossacarideos ndo podem ser hidrolisados em
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carboidratos mais simples, enquanto os dissacarideos sdo hidrolisados em duas moléculas de
monossacarideos e o0s polissacarideos resultam em mais de duas moléculas de
monossacarideos (SOLOMONS; FRYHLE, 2009). Durante o processo de hidrolise €
produzida e liberada energia que pode ser utilizada pelo organismo. A glicose € um dos
carboidratos mais utilizados pelos organismos, entretanto os processos bioguimicos podem
diferenciar de um organismo para outro em aerobios (0 oxigénio é o aceptor final de
hidrogénios) ou anaerobios (ocorre sem aceptor final),.

Nos processos aerobios a quantidade de energia liberada pela oxidacdo de cada
molécula de carboidrato € maior quando comparada aos processos anaerébios. Além disso,
muitos organismos sO sdo capazes de utilizar a fonte de carbono para a producdo de energia
na presenca do oxigénio. A influéncia do oxigénio tem, portanto, um papel vital na sintese de
metabdlitos de interesse (YANG et al., 2014).

S&o também fundamentais ao processo de producdo de compostos de interesse,
macronutrientes como o nitrogénio, elemento essencial na constituicdo dos aminoacidos
(proteinas), e o fosforo, que participa do metabolismo energético e na sintese de acidos
nucléicos. Juntamente com o oxigénio e a fonte de carbono, esses compostos sdo essenciais,
ainda, em diversas reacGes metabolicas de desenvolvimento dos organismos.

Apos as reacdes metabdlicas da utilizacdo da fonte de carbono com o oxigénio, 0s
processos fermentativos resultam na producao de diversos compostos e também de didxido de
carbono (CO,), que afeta o desenvolvimento dos organismos e, consequentemente, a
producdo dos compostos de interesse, sendo necessario que seja retirado do meio de cultura,
uma vez que determinados niveis deste gas podem ser tOXicos para 0S organismos.

Nos trabalhos em bancada, o CO, produzido € liberado nos espacos em que havia
inicialmente o oxigénio; em biorreatores existem mecanismos de retirada do gas sem
comprometer o crescimento do organismo. Tanto 0 oxigénio como o gas carbbnico tém o
processo de troca gasosa suplementado em processos com agitacdo (DORAN, 1995).

Assim como no caso da temperatura, do pH, e do oxigénio, o controle do gas
carbbnico em um sistema pode ser utilizado tanto para incrementar a produtividade quanto
para reduzir a atividade de determinados organismos, atuando muitas vezes como inibidor do
crescimento de fungos e bactérias (HYMERY et al., 2014; CHENG et al., 2012; GUPTA,;
SINHA; ATWAL, 2014).

Segundo Cunha (2010), outro fator a ser considerado nos bioprocesso de metabdlitos
primarios e secundarios € o tipo de producdo dos compostos em rela¢do ao crescimento do

microrganismo em estudo que pode ser:
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e Associado — o produto formado é derivado diretamente do metabolismo primario do
organismo, ou seja, a formagdo do produto ocorre em paralelo com o crescimento do
organismo e consequentemente, com consumo do substrato (exemplo: a producédo
aerobica de leveduras, a fermentacgdo latica por Lactobacillus homofermentativos).

e Semi-associado — o produto é derivado de um substrato usado no metabolismo
primario, entretanto possui uma rota colateral ao do crescimento do organismo
(exemplo: producdo de &cido citrico e a fermentacao glucénica).

e Nao associado — a formacdo do produto sé se inicia apds o término ou reducdo da
reproducédo celular do organismo em estudo, quando o substrato foi quase totalmente
consumido (exemplo: processos de producédo de antibioticos e também vitaminas).

A influéncia destas variaveis nos processos de producao ndo ocorre independente uma
das outras, antes estdo na maioria das vezes interligadas (PU et al., 2013). Identificar a
combinagdo microrganismo, compostos, pH, temperatura e velocidade de agitacdo em que
ocorre melhor producéo de determinado composto € um trabalho arduo. A producdo de acido
jasmonico, a partir de fungos, também esta sujeita a estas variaveis, portanto fazer alteracoes
no meio de cultura e na forma de cultivo pode favorecer a produgdo do composto.

Uma vez que o fungo B. rhodina tem apresentado producdo de &cido jasmonico
superior ao das plantas, este € um microrganismo a ser pesquisado, assim como alteracfes na
fonte de carbono, nitrogénio e de fosforo, pois estes componentes, de modo geral, afetam as
atividades biologicas de todos os organismos. Ja entre as modificacbes fisicas, uma das
possibilidades é a de alterar a forma de cultivo de estatico para agitado, uma vez que em larga
escala as fermentacGes geralmente acontecem desta forma.

Segundo Canilha, Carvalho e Silva (2006), outra ferramenta que pode ser utilizada
para aumentar a eficiéncia de bioprocesso € a utilizacdo de mecanismos de imobiliza¢do do
biocatalizador, que pode ocorrer por quatro processos:

e Autoagregacdo: as células se agrupam (natualmente ou artificialmente) sem a
necessidade de um suporte.

e Ligacdo a superficie: utiliza-se um suporte, ao qual as células se ligam por
interacdo idnica ou covalente, entre as células e o suporte.

e Aprisionamento em matriz porosa: utiliza-se de uma matriz (alginato ou
carragena) que envolve o biocatalizador a ser imobilizado. Este processo é o

mais comumente utilizado para células viaveis.
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e Contencdo por barreira: 0 agente biocatalizador é encapsulado por membranas
pré-formadas.

Portanto, segundo a literatura, existem diversas possibilidades de incremento da
producdo de compostos em fungos filamentosos, dentre as quais o aprisionamento em matriz
porosa, modificagdes nos compostos do meio de cultura e na forma de cultivo do
microrganismo. Estes fatores podem também influenciar tanto a producdo de AJ, quanto o

tempo de producdo do mesmo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Otimizar a producédo de &cido jasménico pela linhagem Kifn 3.1 do fungo B. rhodina
em diferentes condic6es de cultivo.

3.1.1. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de diferentes fontes e concentracGes de carbono (glicose, sacarose,
lactose e amido) na producdo de AJ pelo fungo B. rhodina linhagem Kifn 3.1 quando
cultivado em meio Brl em condicdes de cultivo agitada;

e Avaliar experimentalmente a influéncia do nitrogénio (KNQOg), fosforo (KH,PO,) e
sacarose sobre a producdo de AJ em condicdes estaticas;

e Definir a influéncia do tempo de cultivo (6, 9 e 12 dias) sobre a taxa de producéo de
AJ pelo fungo B. rhodina linhagem Kifn 3.1 quando cultivado em meio Brl;

e Definir a influéncia da concentracdo da fonte de fosforo sobre a taxa de crescimento
celular e sobre a taxa de producéo de jasmonatos em condicdes estaticas;

e Avaliar o efeito de diferentes fontes e concentragdes de carbono (glicose, sacarose,
lactose e glicerol) na producdo de AJ pelo fungo B. rhodina quando cultivado em
meio minimo e meio Brl em condigdes estaticas;

e Avaliar experimentalmente a possibilidade de imobiliza¢do do fungo;

e Avaliar experimentalmente o efeito da sacarose e do fésforo (KH,PO,) sobre a
producdo de AJ pelo fungo B. rhodina em fermentacdo em meio Brl e meio Mv sob
condicdes estaticas e agitadas;

e Quantificar o AJ produzido nas diferentes condicdes de processo e determinar as

produtividades nas diferentes condicdes testadas.
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4. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos na Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP),

Campus Ribeirdo, nos laboratérios da unidade de Biotecnologia e do Centro de Tecnologia e

Desenvolvimento Agro-industrial (CTDA).

4.1. MATERIAIS

No desenvolvimento dos trabalhos foram utilizados solventes de grau P.A. e 0s

equipamentos:

AV 30 - PHOENIX

Bomba a vacuo (Fabre-Primar 151) - TECNAL.

Bomba de vacuo - NOVA TECNICA

Céamara de Fluxo laminar — VECO.

Capela de exaustdo (0216 EX 2) - QUIMIS.

Coluna Supelcosil Cig (25 cm x 4,6 mm id, 5um) — SIGMA ALDRICH
Cromatografo liquido de alta eficiéncia (LC-10AD vp) — SHIMADZU.
Cromatoplacas de silica gel (G60 F254) - MACHEREY-NAGEL
Espectrofotdmetro (600) — FEMTO.

Incubadora refrigerada (B.O.D. MA 415) — MARCONI.

Incubadora refrigerada (B.OD. MA 830) - MARCONI.

Meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) — ACUMEDIA.

Padrdo acido jasmonico (AJ) 2500 — SIGMA

Padrdo metil jasmonatos (MJ) - SIGMA

pHmetro (W3B) - BELL ENGINEERING.

Refrigerador (compacto 120) - CONSUL

Turrax (MA 102) — MARCONI.
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4.2. MANUTENCAO DA LINHAGEM DE B.rhodina

Para a manutencgdo da linhagem, estoques do fungo B.rhodina linhagem Kifn 3.1 séo
mantidos em frascos contendo agua deionizada estéril e também em tubos de meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA), cobertos com 6leo mineral estéril, & temperatura ambiente. Para
a reativacdo da cultura, 0,25 cm® do fungo foi inoculado em placas de Petri contendo meio de
cultura BDA e mantido a 30°C na auséncia de luz por 7 dias, servindo posteriormente de
indculo para a producdo do homogenato para as fermentacdes.

4.3. PREPARO DE MEIO DE CULTURA

No desenvolvimento do trabalho, foram utilizados diversos meios de cultura, sendo
que a reativacdo do fungo B. rhodina ocorre em meio BDA, o crescimento para o preparo do
indculo em meio Brl (meio adaptado a partir do meio Miersh, MIERSCH et al., 1989) e as
fermentacdes em meio Brl, meio minimo e em meio Mv (meio Brl com modificacfes na

concentracdo de sacarose e fosfato).

4.3.1. Meio Brl

Para o preparo do Brl foram utilizados os componentes relacionados na Tabela 1,
sendo estes compostos adicionados a 1000 mL de &gua deionizada e, posteriormente a
agitacdo e dissolucdo dos compostos, o pH corrigido para 5,5. Este meio de cultura foi entéo

autoclavado a 121 °C (1 kgf.cm™) por 15 minutos para a posterior inoculagdo em camara de

fluxo laminar.
Tabela 1 - Composi¢ao do meio Brl.
Componente Concentracdo g.L™
Sacarose 50,0
KNO; 7,5
KH,PO, 2,0
MgSO47H20 0,6
KCI 0,3
FeSO,7H,0 0,6
EDTA 0,8
Extrato de levedura 2,0
ZnS0O,47H,0 0,03
MnSO,4H,0 0,003
NaMo0O42H,0 0,003

CuSQO,5H,0 0,003
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4.3.2. Meio Minimo

Para 0 meio minimo foram utilizados de 20 mL da solucdo de sais 10,9 g de glicose,
0,058 de nitrato de sodio, 2 g de caseina, 50 mL de elementos tracos (Tabela 2), dissolvidos
em 1 litro de &gua deionizada Apo6s a dissolucdo total dos componentes, o meio foi
autoclavado a 121 °C (1 kgf.cm™) por 15 minutos para a posterior inoculacdo em camara de

fluxo laminar.

Tabela 2 - Composicédo da solucdo de sais e elementos tragos para meio minimo (para 1000 mL).

Composto Concentracdo
K,SO, 76 g.L-
KClI 26 g.L-
MgSQ,7H,0 26 g.L-
Na2B407.10H20 40 mg.L-!
CuS04.5H20 400 mg.L-*
FeSO,7H,0 532 mg.L-*
MnS04.H20 292 mg .L*
Na2MoO4- 2H20 800 mg.L-*
ZnS04 . 7 H20 8g.L"!
4.3.3. Meio Mv

Para o preparo do Mv foram utilizados os componentes quimicos relacionados na
Tabela 3, sendo estes compostos adicionados a 1000 mL de agua deionizada e, posteriormente
a agitacdo e dissolucdo dos compostos, o pH corrigido para 5,5. Este meio de cultura foi entéo
autoclavado a 121 °C (1 kgf.cm™) por 15 minutos para a posterior inoculagdo em camara de
fluxo laminar.

Tabela 3 - Composi¢do do meio Mv.

Componente Concentracdo g.L™
Sacarose 75,0
KNO; 75
KH,PO, 0,5
MgSO47H20 0,6
KCI 0,3
FeSO,7H,0 0,6
EDTA 0,8
Extrato de levedura 2,0
ZnS0,47H,0 0,03
MnSO,H,0 0,003
NaMoO,2H,0 0,003

CuS0O,45H,0 0,003
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4.3.4. Meio BDA

Para o preparo do meio, 24 g de p6 de BDA foram diluidos em um litro de &gua
deionizada e entdo esterilizado por autoclavagem a 121°C (1 kgf.cm™) por 15 minutos, sendo
posteriormente resfriados a temperatura ambiente até aproximadamente 40°C, sendo entdo,
em camara de fluxo laminar, vertido em placas de petri estéreis. Apos o resfriamento total do

meio de cultura as placas foram ent&o utilizadas.

4.4. PREPARO DO HOMOGENATO (INOCULO)

Para o preparo do homogenato, fungo do estoque foi inicialmente inoculado e crescido
em meio BDA; posteriormente utilizou-se de um fragmento de 0,25 cm? da placa micelial do
fungo, sendo este inoculado em 50 mL de meio Brl. Apos a inoculagcdo o material foi mantido
em incubadora, sob condicOes estaticas, a temperatura de 30 °C e na auséncia de luz durante
seis dias. O micélio foi entdo utilizado como inoculo para o preparo do homogenato.
Posteriormente o micélio crescido em Brl teve 0 meio de cultura escoado e a massa micelial
resultante foi adicionada agua deionizada. Este material foi entdo desintegrado com Turrax
por aproximadamente cinco minutos, sendo adicionada agua deionizada até a obtencédo de um

homogenato com densidade 6tica de 0,5 (700 nm), medido em espectrofotdmetro.

4.5. FERMENTACOES PARA A PRODUCAO DE JASMONATOS

Para as fermentacGes foram utilizados 5 mL de inéculo do fungo B. rhodina isolados
de plantas tropicais, uma vez que em esta linhagem se mostrou produtora de &cido jasménico

em concentragdes superiores as plantas.
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4.5.1. Avaliagéo do efeito de diferentes fontes de carbono (Lactose, Sacarose,
Glicose e amido solavel) sobre a producdo de AJ pelo fungo B. rhodina
em fermentacéo agitada (150 rpm).

Com o objetivo de identificar a fonte de carbono mais propicia a producdo de AJ em
sistema agitado, foram utilizadas as fontes de carbono: lactose, sacarose, glicose e amido
solivel no meio de cultura Brl. Foram preparados meios de cultura Brl sem sacarose
(normalmente utilizada em concentracdo de 50 g.L™") e suplementados com as fontes de
carbono em 3 diferentes concentracdes (15, 30 e 50 g.L™) para cada fonte (Tabela 4). Os
carboidratos utilizados foram lactose (L), glicose (G), e amido soltuvel (A) comparado a

sacarose (S).

Tabela 4 - Tratamento com diferentes fontes de carbono (Lactose, Sacarose, Glicose e Amido) no meio Brl.

Tratamento Fonte Carbono Concentracio g.L™
L1 Lactose 15
L2 Lactose 30
L3 Lactose 50
S1 Sacarose 15
S2 Sacarose 30
S3 Sacarose 50
Gl Glicose 15
G2 Glicose 30
G3 Glicose 50
Al Amido sollvel 15
A2 Amido sollvel 30
A3 Amido sollvel 50

Foram utilizados erlenmeyers de 250 mL de volume util, contendo 50 mL dos meios
de cultura, onde foram inoculados 5,0 mL de homogenato com D.O. de 0,5 em cada
erlenmeyer. As fermentacdes foram realizadas em triplicata e mantidas sob agitacdo de 150
rpm a 30 °C no escuro’, durante 15 dias. Decorrido o periodo de 15 dias de fermentacéo, 0s
materiais foram filtrados e os liquidos submetidos a extracao, deteccao e quantificacdo de AJ.
Os micélios foram pesados para avaliar a massa fresca e entdo secos em estufa a 40 °C até
peso constante visando avaliar a massa seca.

Visando refinar o experimento, um novo experimento foi realizado em bloco, desta
vez utilizando-se apenas as concentracdes de 30 e 50 g.L ™ de cada fonte de carbono testadas
(Tabela 5). O experimento foi realizado em blocos casualizados utilizando-se as 4 fontes de

carbono anteriormente citadas.

! Experimentos anteriores resultaram em maior produgo de acido jasménico na auséncia de luz.



45

Tabela 5 - Tratamento com diferentes concentragdes e fontes de carbono no meio de cultura Brl.

Fonte de carbono sigla Concentracio g.L™
Amido A30 30
Amido A50 50
Glicose G30 30
Glicose G50 50
Sacarose S30 30
Sacarose S50 50
Lactose L30 30
Lactose L50 50

Os meios foram preparados, esterilizados em autoclave e posteriormente inoculados
com 5 mL de homogenato. As fermentacdes foram mantidas sob agitacdo de 150 rpm a 30°C
no escuro, por um periodo de 15 dias. Ap6s o periodo de fermentacéo, realizou-se a filtragdo a
vacuo e o filtrado submetido a extracdo, detec¢do e quantificacdo de AJ. A massa fresca de
micélio foi pesada e em seguida seca em estufa a 40° até peso constante, para a determinacao
dos valores de massa fresca e seca respectivamente. O experimento foi realizado em triplicata
totalizando os trés blocos, 24 frascos com grau de liberdade de 23. Deste experimento foram
analisadas as variaveis respostas: producéo de acido jasmonico, volume do filtrado resultante,

massa seca e fresca e pH.

4.5.2. Avaliacéo do efeito da concentracdo de Nitrogénio (N) Fésforo (P) e

Carbono (Sacarose) sobre a producdo de AJ em fementacao estéatica.

Visando avaliar o efeito da concentracdo da fonte de carbono (sacarose), fésforo
(KH2PQy,), nitrogénio (KNO3) e do tempo de fermentacdo (6, 9, e 12 dias) sobre a producéo
de &cido jasmonico pelo fungo B.rhodina foram variadas as concentracdes de sacarose (20 ou
50 g.LY), KH,PO4 (0,5 ou 2,0 g.L ") e KNO; (2,0 ou 7,5 g.L™") no meio de cultura Brl
(controle).

Para as fermentacdes foram utilizados 5 mL de in6culo do fungo para 50 mL dos
meios de cultura em erlenmeyer com volume Gtil de 250 mL. Para a estruturacdo do
experimento foi utilizado de planejamento experimental fatorial executado com dois niveis e
trés fatores (2°), sendo que o sinal “-” significa a menor concentragdo utilizada e o sinal “+” a
maior concentracdo (Tabela 6). Apds a inoculacdo as fermentagbes foram mantidas em
camara de crescimento tipo BOD sob condigGes estaticas no escuro a 30 °C por periodos de 6,

9 e 12 dias. O experimento foi realizado em duplicata.
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Tabela 6 — Fatorial representando as concentragfes das fontes de Nitrogénio (KNOj3), fosfofo (KH,PO3) e
carbono (sacarose) presentes no meio de cultura.

Tratamentos N P Sacarose
1 - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

N(-)20gL ,N#)7509L% P(-)05g.L" P(+)2,0g.L" Sacarose (-) 20 g.L™, Sacarose (+) 50 g.L™

Apds decorrido os periodos de fermentacdo, o material foi submetido a filtracdo a
Vacuo e posteriormente a extracdo e quantificacdo de AJ produzido. A biomassa foi pesada e
entdo seca em estufa a 40 °C até peso constante para a determinagdo dos pesos fresco e seco
respectivamente. As analises estatisticas foram realizadas com a Planilha Eletronica para

Célculos de Planejamentos Experimentais?.

4.5.3. Avaliacdo do efeito da concentracdo de sacarose sobre a producéo de
AJ pelo fungo B. rhodina cultivado em meio Brl em fermentacao

estatica.

Com o objetivo de verificar o efeito da concentracdo de sacarose sobre a producao de
AJ pelo fungo B. rhodina em fermentacdo estatica, foi preparado um experimento de
fermentacdo em meio Brl suplementado com concentracdes de sacarose de 0,0 g.L™ a 400
g.L™ com intervalos de 25 g.L™. Este experimento foi realizado com o cultivo em seis dias,
uma vez que em experimentos anteriores com este periodo de fermentacdo a producédo de AJ é
estatisticamente a mesma que periodos de 9 e 12 dias, desta forma foi possivel reduzir o
tempo de producdo do composto.

Os meios foram preparados, esterilizados em autoclave e posteriormente inoculados
com 5 mL de homogenato. As fermentacdes foram mantidas estaticas em incubadora tipo
BOD a 30 °C no escuro por 6 dias. Apds este periodo, foi realizada a filtragdo, extragéo,
deteccdo e quantificacdo do AJ. O experimento foi realizado em quintuplicatas e foram

avaliadas as variaveis resposta: producdo de AJ, biomassa seca e fresca.

2 Repositério da UNICAMP - http://lqta.igm.unicamp.br/portugues/Downloads.html#teofilo - Acesso em
20/12/2013
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4.5.4. Avaliacdo do efeito da concentracdo de Fosforo (KH,PO,) sobre a
producdo de &cido jasmonico

Resultados anteriores demonstraram a importancia do fésforo na producéo de AJ pelo
fungo B. rhodina quando fermentado em meio Brl. Visando verificar o efeito da
concentracdo deste composto sobre a producdo, foi realizado experimento variando-se a
concentracdo de fosforo no meio de cultura Brl em concentracdes de 0,00 a 3,0 g.L™ da fonte
de fosforo (KH,PO,) com intervalos de 0,5 g entre estes. O objetivo foi a obtencdo de uma
curva de producdo de acido jasmdnico em funcdo da concentracdo de fésforo no meio de
cultura.

O meio de cultura foi preparado com as variagcdes do fosfato e inoculado com 5 mL de
homogenato com D.O. de 0,5. Apds a inoculagdo o material ficou em incubadora a
temperatura de 30 °C por 6 dias sob condicdes estaticas e no escuro. Decorrido o periodo de
fermentacdo, o material foi filtrado a vacuo e o filtrado submetido a extracdo e analise da
producdo de acido jasménico. A biomassa foi pesada e seca em estufa a 40 °C até peso
constante para a determinacdo dos pesos fresco e seco respectivamente. Os valores obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a analise de regressdo para estimar o

ponto de maximo aproveitamento.

4.5.5. Avaliacdo do efeito de diferentes fontes de carbono (Lactose, Sacarose,
Glicose e glicerol) sobre a producédo de AJ pelo fungo B. rhodina em

fermentacdo em meio Brl e meio minimo em condigdes estaticas.

Com o crescimento do fungo, ocorre 0 consumo de energia para a manutencdo do
metabolismo basico. Reduzir o consumo dos nutrientes com este metabolismo pode favorecer
a producdo de compostos secundarios. Neste intento, foi realizado um experimento fatorial
em que se objetivou estudar a producdo do acido jasmonico pelo fungo em relacdo a trés
fatores: o meio (Brl e Minimo), as fontes de carbono (Lactose, Sacarose, Glicerol, glicose) e

concentracdo das fontes de carbono (75 g.L™ e 50 g.L™). Estes foram comparados ao controle
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negativo, sendo este sem fonte de carbono no meio Brl e minimo, e ao controle do meio
minimo em que a concentracdo de glicose a 3 g.L™ (Tabela 7). Para as fermentacdes foram
preparados meio de cultura Brl e meio minimo (MM) suplementados com as fontes de
carbono nas concentracdes de 0,0 g.L™, 50 g.L e 75 g.L™ e as fermentagdes foram mantidas

no escuro por um periodo de seis dias.

Tabela 7 - Fatorial representando os tratamentos das fontes de carbono (sacarose, glicose, lactose e glicerol) e as
concenteracdes (0,0 g.L™, 50 g.L™" e 75 g.L™") presentes nos meios de cultura. Brl e meio Minimo (MM).

Tratamento Fonte de carbono Meio de cultura Concentragio g.L™
1 Controle negativo Brl 0,0
2 Lactose Brl 75
3 Lactose Brl 50
4 Sacarose Brl 75
5 Sacarose Brl 50
6 Glicerol Brl 75
7 Glicerol Brl 50
8 Glicose Brl 75
9 Glicose Brl 50

10 Controle negativo MM 0,0
11 Lactose MM 75
12 Lactose MM 50
13 Sacarose MM 75
14 Sacarose MM 50
15 Glicerol MM 75
16 Glicerol MM 50
17 Glicose MM 75
18 Glicose MM 50
19 Glicose MM 3

4.5.6. Imobilizacdo do fungo B.rhodina em alginato de calcio, bucha vegetal e

bucha sintética.

Com o objetivo de imobilizar o fungo B. rhodina, evitando assim seu crescimento, foi
testado inicialmente alginato de célcio. Para isso, em béquer de 250 mL, foram dissolvidos
3,0 g de alginato de sédio em 100 mL de agua deionizada aquecida a 70° C para a dissolucéo
total. Em outro béquer, foram dissolvidos 15 g de cloreto de célcio em 500 mL de agua
deionizada.

A solucdo de alginato de sodio foi distribuida em frascos (5,5 de didmetro por 8,5
altura), sendo um total de 12 frascos contendo 5 mL cada, autoclavados a 121 °C (1 kgf.cm™)
por 15 minutos para posterior utilizacdo.

Em camara de fluxo laminar foram adicionadas as solu¢des de alginato de calcio o

homogenato de B.rhodina, testando-se trés diferentes concentragfes do homogenato: 5 mL
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(A), 7,5 mL (B) ou 10 mL (C). A solucéo de alginato com o homogenato foi agitada até a
total homogeneizacdo, pipetada no cloreto de célcio, possibilitando assim a formagdo de
pérolas. Durante a producédo das pérolas se procurou manter uma distancia de 10 cm da ponta
da pipeta para o liquido durante o gotejamento. Foi contado o nimero de pérolas formadas em
cada concentragdo de homogenato.

Os frascos com as pérolas foram colocados sob refrigeracdo por 17 horas. Apés este
periodo, as pérolas foram lavadas duas vezes em 4&gua deionizada, esterelizada e
posteriormente inoculadas em 50 mL de meio Brl. Os frascos foram vedados e colocados em
camara de crescimento a 30°C no escuro, sendo 2 amostras de cada concentracdo mantidas
sob agitacdo e 2 em condicdes estaticas por um periodo de 12 dias. Neste experimento foram
avaliadas as varidveis: numero de pérolas formadas, crescimento do fungo em condicdes
estaticas e agitadas, e a producao de acido jasmonico e metil jasmonato.

Devido a dificuldade na imobilizacdo do fungo em pérolas de alginato, novo
experimento foi realizado. Desta vez, cada pérola formada com o fungo, ap6s o
refrigeramento, foi passada novamente pelo alginato de sodio e pelo cloreto de célcio,
formando assim uma segunda camada sobre o micélio do fungo, seguindo a mesma
metodologia anterior.

Como forma de oferecer um suporte para o fungo, foram utilizados entdo pedacos de
bucha vegetal, com aproximadamente 3,5 cm de altura e 4 cm de didmetro, acondicionados no
fundo de frasco (5,5 de didametro por 8,5 altura), e autoclavados. A cada frasco foi adicionado
50 mL de meio Brl e 5,0 mL de homogenato, mantidos em camara de crescimento a 30 °C no
escuro por um periodo de seis dias sob condicdes estaticas. O experimento foi realizado em
triplicata.

Ap0s o periodo descrito, 0 meio de cultura foi retirado e analisado, e um novo meio de
cultura (Brl) adicionado para que o fungo pudesse produzir jasmonatos novamente. Nessa
troca foram utilizados apenas 20 mL de meio Brl uma vez gque a esponja ja se encontrava
encharcada pelo meio utilizado inicialmente. Apos seis dias (14 da primeira inoculacao), o
meio de cultura foi coletado para verificacdo da presenca de jasmonatos.

Com o objetivo de controlar o crescimento do fungo e favorecer a producdo de AJ,
novo experimento, utilizando bucha vegetal como suporte, foi realizado, entretanto no
experimento foi alterada a concentracdo de KNO3; no meio de cultura, mantendo a bucha
vegetal como suporte. Neste experimento variou-se o teor de Nitrogénio do meio, reduzindo-
se para metade a concentracdo de KNO3z do meio de cultura (3,75g.L™). Como controle

utilizou-se o meio Brl contendo 7,5 g.L™ de KNOs. O experimento foi realizado em triplicata.



50

Visando a padronizacdo do suporte, bem como garantir que ndo houvesse interacéo
entre este e 0 microrganismo, optou-se por substituir a bucha vegetal por bucha sintética
(poliuretano). O experimento foi realizado de forma semelhante ao com a bucha vegetal,
entretanto, neste caso, foram utilizados pedacos de bucha sintética com medidas de 8x8 cm de
largura e 3 cm de altura, acondicionadas em frascos de vidro (5,5 de diametro por 8,5 altura)
contendo 50 mL de meio Brl, autoclavados por 15 minutos a 121 °C (1 Kfg.cm-?).

Em camara de fluxo laminar, 5,0 mL de in6culo foram adicionados aos frascos com a
bucha sintética e o Meio Brl. Os frascos foram colocados em cadmara de crescimento &
temperatura de 30 °C, no escuro durante seis dias. Apds este periodo, o meio de cultura foi

extraido e submetido a analise para deteccdo e quantificacdo de jasmonatos.

4.5.7. Avaliacdo do efeito da Sacarose e do Fosforo (KH,PO,) sobre a
producéo de AJ pelo fungo B. rhodina em fermentacdo em meio Brl e
meio Mv sob condigdes estaticas e agitadas.

A fermentacdo do fungo em sistema agitado tem resultado na producéo de compostos
(exopolissacarideos) que tornam o meio extremamente viscoso. Esses compostos tém
utilizacdo e aplicacdo em diversas areas, entretanto quando o objetivo é o cultivo do fungo
para a producdo de outros metabolitos, como é o caso dos jasmonatos, a producdo desses
torna-se um problema, pois dificulta a aeracdo e a disponibilidade dos nutrientes e a extracdo
dos compostos de interesse.

Objetivando ampliar a producdo de AJ e reduzir a viscosidade guando em sistema
agitado, utilizou-se do meio Mv — Brl modificado (com sacarose 50 e 75 g.L™ e fosforo 0,5
g.L™") - comparado ao meio Brl normalmente utilizado. O processo foi conduzido em sistema

agitado (75 rpm) e estatico.

4.6. EXTRACAO DO ACIDO JASMONICO (AJ)

Todos os experimentos tiveram seu material submetido a filtracdo a vacuo em funil de
Buchner. Os filtrados tiveram o pH ajustado para 3,0 com acido cloridrico 4 M. Dos filtrados

resultante foram coletados 10 mL e submetidos a extracdo. Para a extracdo do AJ presente em
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cada amostra, foi utilizado o método de particdo liquido-liquido em uma relagdo de 1:1 (v:v)
com acetato de etila. A particdo foi repetida trés vezes para cada amostra com as fases
organicas reunidas e submetidas a dessecacdo com sulfato de sédio anidro (Na,SO,). Apos a
evaporacdo do solvente, as amostras foram submetidas a analises cromatograficas qualitativas

e quantitativas.

4.7. ANALISES CROMATOGRAFICAS PARA DETECCAO E
QUANTIFICACAO DE AJ.

A deteccdo da presenca de AJ e MJ nos fermentados foi feita através de Cromatografia
em Camada Delgada Comparativa (CCDC), utilizando-se cromatoplacas de silica gel (F254) e
fase movel composta de cloroformio: acetato de etila: acetona: acido acético (40:10:5:1).
Apos a eluicdo, para a visualizagdo de jasmonatos, as placas foram borrifadas com solucéo de
vanilina sulfirica 2% e em seguida aquecidas a temperatura de 100°C. Amostras padrdes de
AJ e MJ foram utilizadas como referéncia.

A quantificacdo de AJ nos extratos foi realizada através de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia utilizando-se um cromatégrafo acoplado a um detector de arranjo de diodo.
Foi utilizado uma coluna Cig, eluicdo isocratica, com metanol:acido acético 0,1% na
proporcao de 60:40. O fluxo foi de 0,85 mL/min sendo injetados 20 pL de amostra e a analise
monitorada em comprimento de onda de 210 nm. Para a quantificacéo utilizou-se o0 método do
padrdo externo através do tracado de uma curva de calibracdo, utilizando-se solugdes de
padrdo auténtico de AJ e MJ em concentracdes variando entre 0,1 — 1,0 mg.mL™,

Para o calculo das areas referentes a producdo de AJ presentes nas amostras utilizou-se
a formula: Y= A+ B*X. Onde Y € A érea ¢ resultante das analises cromatograficas de cada
amostra (concentracdo de AJ) e A e B sdo dados pela curva de calibracdo obtidas da analise
do padréo de AJ.

Os resultados dos cromatogramas das amostras foram comparados a cromatograma de
padrdes (Figura 5) para a identificacdo do tempo de retencdo. A partir do valor idenficado nas

areas dos cromatogramas, foi realizada a quantificacdo do jasmonatos presente nas amostras.
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Figura 5 - Cromatograma de padrao de acido jasménico.
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4.8. ANALISES ESTATISTICAS

Inicialmente foram utilizados planejamentos fatoriais para a identificacdo de um ponto
principal dos experimentos seguintes. Neste caso, foi realizada a observagdo de medias dos
fatores em estudo com valores diferenciados em dois niveis, sendo um valor maior (+) e um
valor menor (-). Os resultados das médias observadas em cada fator em estudo e da interacédo
dos mesmos foram analisados por matriz de coeficiente de contraste e analisados por teste t
em que se determinou o efeito (positivo ou negativo) dos fatores em estudo e da interacdo dos
mesmos sobre as variaveis respostas. Para a execucdo do planejamento fatorial utilizou-se
planilha eletrénica para célculos de planejamentos experimentais da UNICAMP. Apds o
direcionamento dos trabalhos, os experimentos realizados foram analisados por analise de
variancia (ANOVA), regressdo linear, teste de Tukey e Scott Knott de acordo com cada
especificidade (MONTGOMER; PECK; VINING, 2006). Para tais analises foi utilizado o

software livre R® e o pacote proc glm no software SAS.

® Software mantido pela Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Disponivel em:

Www.estatisticanor.xpg.com.br. Acesso em: 13/08/2013.



http://www.estatisticanor.xpg.com.br/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Posch, Herwig e Spadiut (2013), a formacdo dos compostos secundarios em
fungos filamentosos é desencadeada pela atividade de genes que recebem estimulos de
determinados fatores. Entretanto, a plasticidade dos fungos filamentosos permite muitas vezes
uma adaptacdo ao ambiente sem a ativagdo destes genes. As células de um organismo podem
se adaptar ao meio em que foram submetidas sendo, muitas vezes, necessaria a intervencdo
e/ou modificacbes do meio de cultura para que as células ativem os genes responsaveis pela
producdo de compostos secundarios.

Uma adaptacdo observada em fungos filamentosos €, quando em cultivo sob agitacao,
a producéo de substancias que tornam o0 meio viscoso. Isto dificulta a difusdo dos nutrientes e
a posterior retirada dos compostos de interesse do meio de cultura. A busca por mecanismos,
tanto quimicos como fisicos, que possam reduzir essa viscosidade torna-se também um fator
importante no bioprocesso de fungos filamentosos. As alteragdes no ambiente de crescimento
do fungo podem tanto favorecer o0 mecanismo de producgédo de compostos secundarios, quanto
reduzir a viscosidade.

Dentre os nutrientes utilizados pelos microrganismos alguns sdo fundamentais a todos,
como as fontes de carbono, nitrogénio e fosforo (SHULER; KARGI, 2012).

5.1. AVALIACAO DO EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO
(LACTOSE, SACAROSE, GLICOSE E AMIDO SOLUVEL) SOBRE A
PRODUCAO DE AJ PELO FUNGO B. rhodina EM FERMENTACAO
AGITADA.

A figura 6 apresenta os dados de producdo de AJ pelo fungo B. rhodina quando
fermentado sob agitacdo e na presenca de diferentes fontes/concentracGes de carboidratos.
Considerando as concentracdes dos carboidratos foi possivel verificar que nos meio com 15
g.L™, independente do tipo de actcar, o fungo ndo foi capaz de produzir AJ. Quando foram
utilizadas 30 g.L™ de carboidrato, somente nos meios contendo lactose ou sacarose houve
producéo de AJ, entretanto nos meio onde a presenca de carboidrato foi de 50 g.L™ o fungo
foi capaz de produzir AJ independente do tipo de aclcar testado, porém com diferentes
concentracdes do composto. Desta forma o uso de amido ou lactose a 50 g.L™ apresentaram
producées de AJ semelhantes & que fora utilizado de sacarose a 30 g.L™, com producdes

médias na ordem de 30 mg.L™.
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Figura 6 — Produgéo de AJ pelo fungo B. rhodina fermentado em meio de cultura suplementado com diferentes
fontes/concentragBes de carbono sob agitagdo de 150 rpm.
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Nos meios com diferentes fontes de carbono, o crescimento do fungo sob agitagédo
resultou na producdo de compostos, possivelmente polissacarideo, que propiciaram um meio
de cultura extremamente viscoso (Figura 7).

Figura 7 — Fermentado de B. rhodina em meio de cultura suplementado com 50 g.L™ de lactose sob agitacdo de
150 rpm.
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A viscosidade do meio pode estar relacionada ainda com o crescimento celular e com
a morfologia do fungo, uma vez que a plasticidade genética permite que 0S mesmos possam
ativar determinados genes de acordo com a situacdo ou ambiente em que estdo se
desenvolvendo (KANAGAWA; NEVES, 2011).

Em todas as fontes de carbono analisadas, a viscosidade foi proporcional a
concentracdo do carboidrato; a utilizacdo de 15 g.L™ promoveu fermentados com menor

producdo do exopolissacarideo. J& a utilizacgdo do amido, com 50 g.L?, foi o que
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proporcionou fermentados mais viscoso, enquanto que a utilizagdo da lactose proporcionou
fermentados com menor producdo de compostos que tornam o meio viscoso. Entretanto, ter
meios de cultura menos viscosos sem a producdo de jasmonatos ndo é interessante, assim,
para fermentacBes agitadas, a utilizagdo da sacarose em 30 g.L™?, nas condicBes analisadas
apresentou-se a mais indicada, uma vez que conciliou producdo de jasmonatos e com uma
viscosidade menor.

Além da producdo de jasmonatos, a biomassa fresca e seca também foi avaliada. Na
medida das biomassas fresca e seca dos micélios foi possivel observar uma relacéo direta com
a concentracdo do carboidrato: quanto maior a concentracdo do carboidrato, maior a biomassa
seca e fresca produzida (Figura 8), sendo que a utilizagdo do amido e da sacarose na

concentracdo de 50 g.L™ foram as que proporcionaram maior biomassa final.

Figura 8 — Biomassa seca e fresca (g) produzida por B. rhodina cultivado em meios suplementados com

diferentes fontes de carbono em agitacdo de 150 rpm.
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A fonte de carbono, assim como sua concentracdo, tem efeito direto sobre o
metabolismo primario e secundario dos organismos. Para Smiderle et al. (2012), determinadas
fontes de carbono adicionadas ao meio de cultivo promovem menor crescimento de biomassa
micelial. Além da fonte de carbono, a concentracdo também é fator determinante no
crescimento micelial e da producéo ou ndo de compostos de interesse.

Penariol et al. (2008), avaliaram a influéncia da fonte de carbono (glicose, amido,
sacarose, lactose e maltose) e do nitrogénio (fosfato de potassio monobasico, fosfato de
potassio bibasico, fosfato de célcio, fosfato de sddio, acido fosférico, fosfato de amonio),
juntamente com a suplementacgédo do cultivo com fontes organicas de macro e micronutrientes

sobre o crescimento e esporulacdo de fungos da espécie Bipolaris euphorbiae, demonstrando
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que o desempenho do fungo é incrementado pela suplementacdo do meio de cultivo com
peptona e extrato de levedura, e que a adi¢do de vitaminas favorece a producdo de conidios
desta espécie de fungo.

Para a fermentagdo do fungo B. rhodina, dentro dos intervalos e das fontes de carbono
analisadas, a concentracdo da fonte de carbono no meio de cultura influenciou diretamente a
producéo de AJ, massa seca e fresca.

No processo de secagem do material resultante da filtragem, para analise da massa
seca, foi observado que no micélio do fungo crescido no meio contendo sacarose como fonte
de carbono, formou-se uma pelicula transparente (Figura 9), solivel em &gua, possivelmente

um polimero biodegradavel.

Figura 9 - Material resultante da secagem do micélio de fungo B. rhodina cultivado em meio Brl (as setas
indicam a pelicula formada)

No desenvolvimento do fatorial para a identificagdo da melhor fonte de carbono
ocorreram variagdes significativas na producdo do AJ entre as replicatas. Um novo fatorial foi
estruturado, desta vez em bloco, utilizando-se apenas os resultados mais favoraveis do fatorial
inicial (30 e 50 g.L™ do carboidrato). Neste experimento ocorreu a producdo de AJ nas

concentracdes entre 30 e 50 mg.L™ em todas as fontes de carbono utilizadas (figura 10).
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Figura 10 - Producéo de AJ pelo fungo B. rhodina fermentado em meio de cultura suplementado com diferentes

fontes/concentragdes de carbono em agitagdo de 150 rpm - Em bloco.
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O resumo da andlise de variancia para cada variavel resposta, do estudo das fontes de
carbono (fatorial em bloco), esta representado na Tabela 8. Para a producdo de AJ foram
significativas a fonte, a concentragé@o de carbono e a interacdo entre fonte e concentragéo; para
o filtrado resultante apenas a concentracdo de carbono foi significante; ja para a massa fresca
foram significativas a concentracdo e a interacdo com a fonte. Para a massa seca ndo foi

encontrada diferenca estatistica significativa dentro das fontes e das concentracfes analisadas.

Tabela 8 - Andlise de variancia — ANOVA- da producéo de AJ, filtrado resultante, masssa fresca e seca de fermentados de
B.rhodina cultivados em meio Brl suplementado com diferentes fontes de carbono (lactose, amido, glicose e sacarose).

Fonte de variacdo GL Al Filtrado resultante Massa fresca Massa seca
Fonte de Carbono 3 SG - - -
Concentracdo de carbono 1 SG SG SG -
Fonte * concentracdo 3 SG - SG -

SG - significativo

Quando analisada a fonte de carbono, o teste Scott-knott (1974) demonstra que dentre
as fontes analisadas, a sacarose é a fonte em que ocorreu maior producdo de AJ, seguida de
glicose e do amido (sem diferenca estatistica entre elas). Com a utilizacdo da lactose como

fonte de carbono, ndo ocorreu a producdo de AJ (Tabela 9).
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Tabela 9 - Teste Scott-knott — Produgdo de AJ do fungo B.rhodina cultivado em meio Brl suplementado com
diferentes fontes e concentragdo de carbono (em relagéo a fonte de carbono) .

Fonte carbono Médias Al mg.L™ L 0.00 a
A 749 b G 1271 b
S 28.53 ¢
Erro padrdo: 2.58 0< 0,05 L — Lactose A — Amido G - Glicose S — Sacarose

Médias seguidas de mesma letra ndo apresentaram significancia estatistica ao nivel de 5%.

Quando analisada a concentragdo de carbono, verificou-se que a producéo de AJ foi
superior quando a concentracdo da fonte de carbono foi maior (Tabela 10), que demonstra que
a utilizacdo de 50 g.L™ das fontes de carbono tiveram um rendimento superior ao das
fermentacdes com o uso de 30 g.L™. Dentro das concentraces analisadas, maior concentracio

da fonte de carbono resultou em maior produgdo de AJ.

Tabela 10 - Teste Scott-knott - Producéo de AJ pelo fungo B. rhodina cultivado em meios Brl suplementado
com diferentes concentra¢des das fontes de carbono.

Concentragdes Meédias AJ mg.L™
30 gL” 6.71a
50 g.L*! 17.65b

Erro padrao: 1.82 a< 0,05 L — Lactose A — Amido G — Glicose S — Sacarose
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentaram significancia estatistica ao nivel de 5%.

No desdobramento da producdo de AJ, quando combinado fonte e concentracdo de
carboidrato, novamente apresentou significancia estatistica nos diferentes niveis. Pela analise
com o teste de Scott-knott, quando utilizado a concentracdo de 30 g.L™ de sacarose como
fonte de carbono, a producdo de AJ foi superior em relacdo as demais fontes de carbono
(Tabela 11).

Tabela 11 - Teste Scott-knott — Produgéo de AJ pelo fungo B. rhodina em meio suplementado com diferentes
concentracdes de fonte de carbono - considerando 30 g.L™ das fontes de carbono

Fonte carbono 30g.L™ Médias Al mg.L™"
L 0.00a
G 4.42a
A 4.64 a
S 17.78b
Erro padrio: 3,65 o< 0,05 L — Lactose A — Amido G — Glicose S — Sacarose

Médias seguidas de mesma letra ndo apresentaram significancia estatistica ao nivel de 5%.

Quando utilizado a concentracdo de 50 g.L™ das fontes de carbono, a sacarose
novamente resultou em producdo de AJ superior as demais fontes de carbono, entretanto,
neste nivel, a produgdo de AJ com o uso da glicose superou a de amido (Tabela 12). Em

relagdo a concentracdo da fonte de carbono, o uso de 50 g.L ™ de sacarose superou a produgéo
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de AJ quando comparada ao uso de 30 g.L™ da mesma fonte de carbono.

Tabela 12 - Teste Scott-knott — Producédo de AJ pelo fungo B. rhodina em meio suplementado com diferentes
concentrages de fonte de carbono - considerando 50 g.L™ das fontes de carbono

Fonte carbono 50 g.L™ Médias AJ mg.L™
L 0.00a
A 10.33a
G 21.00b
S 39.28c
Erro padrao: 3,65 0<0,05 L — Lactose A — Amido G - Glicose S — Sacarose

Médias seguidas de mesma letra ndo apresentaram significancia estatistica ao nivel de 5%.

O tipo da fonte de carbono exerceu efeito somente para a producdo de AJ, entretanto, a
concentracdo das fontes de carbono influenciaram significativamente a producdo de AJ, a
massa fresca e o filtrado resultante. Quando analisadas a interacdo fonte de carbono e
concentracdo, verificou-se significancia estatistica para a producdo de AJ e para a producao
de biomassa fresca.

O volume de filtrado resultante esta relacionado a concentracdo da fonte de carbono
presente no meio de cultura, sendo que concentracbes de carbono maior proporcionaram
menor volume de filtrado resultante (Figura 11). Apenas com a utilizacdo da lactose esta
proporcao ndo ocorreu. Nesse caso maior concentracdo da fonte de carbono promoveu meio

de cultura menos viscoso.

Figura 11 - Filtrado resultante dos fermentados (mL) do fungo B. rhodina cultivados em meio de cultura
suplementado com diferentes fontes/concentracdes de carbono sob agitacdo de 150 rpm, realizado em blocos

casualizados.
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A andlise estatistica do filtrado resultante foi realizada por meio do teste de Tukey,
demonstrando que a utilizacdo de 30 g.L™ de carbono (Tabela 13), resultou em volume de
filtrado superior quando comparado ao uso de 50 g.L™*, independente da fonte de carbono
utilizada. Neste caso, 0 meio de cultura é menos viscoso, o que favorece o uso em larga
escala, pois quanto menor a viscosidade, mais facil a difusdo dos nutrientes no meio de

cultura.

Tabela 13 - Teste Tukey — Volume de filtrado resultante (mL) dos meios de cultura considerando a concentragdo

de carbono.
Concentracdo carbono Médias
50g.L*" 19.95a
30g.L* 28.16b

Outro fator importante é a analise da massa fresca, obtida apos a filtragem do material
fermentado, que também pode estar relacionada a viscosidade produzida pelo fungo, pois
guanto mais viscoso o meio, mais dificil a filtragem e, consequentemente, maior massa fresca.
A massa fresca apresentou uma proporcao inversa a do filtrado resultante (Figura 12), em
todas as fontes de carbono exceto na lactose.

Figura 12 - Massa fresca (g) resultante da fermentacdo do fungo B. rhodina cultivado em meio de cultura
suplementado com diferentes fontes/concentracdes de carbono sob agitacdo de 150 rpm realizado
emblocos casualizados.
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Na andlise da variancia (Tabela 14), verificou-se que na interacdo fonte/concentracao
de carbono houve significancia estatistica para o amido (p < 0.0144) e para a glicose (p <
0.0021), enquanto que para a lactose e para a sacarose nao houve significancia. Portanto,

procedeu-se o desdobramento da concentracdo de carbono dentro de cada fonte de carbono.
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Tabela 14 — Analise de variancia - ANOVA - Concentracao de carbono dentro de cada fonte para a producéo de

massa fresca.
Fonte de variagdo Fonte de carbono GL p
Concentragdo de carbono Amido 1 0.0144 SG
Concentracdo de carbono Glicose 1 0.0021 SG
Concentracdo de carbono Lactose 1 0.4258 -
Concentracdo de carbono Sacarose 1 0.3759 -

SG - significante

O teste de média permite observar que quando utilizado as fontes de carbono, amido
ou glicose na concentracdo de 50 g.L™ se obteve uma producdo de massa fresca superior a
produzida com 30 g.L™; j& com a lactose e sacarose como fonte de carbono ndo hé diferenca
estatistica com a utilizacdo de 30 ou 50 g.L™ da fonte de carbono (Tabela 15). Tanto a
producdo de biomassa como a de AJ, teve influencia positiva da concentracdo da fonte de

carbono, ou seja, maior concentracao de carbono produziu tanto maior biomassa quanto AJ.

Tabela 15 — Efeito da concentracdo e da fonte de carbono na produgdo de massa fresca (g) de B. rhodina .

Amido Glicose Lactose Sacarose
30 g.L'l 7.82 al 7.90al 9.97al 11.48 a1l
50g.L*! 21.22 a2 25.96 a2 6.03 al 15.86 al

Médias seguidas de mesma letra na linha e mesmo nimero na coluna ndo apresentam
significancia estatistica ao nivel de 5%.

A relacéo entre fonte de carbono e a densidade do meio de cultura foi estudada por
Fonseca et al. (2011), que investigaram as propriedades fisicas das botryosferanas
(exopolissacarideos ) produzidos pelo fungo B.rhodina MAMB-05 quando cultivado em
glicose, sacarose e frutose, identificando a producdo de compostos que tornavam o meio de
cultura denso, com a utilizacdo de glicose e sacarose.

A massa fresca é um fator de relevancia para a identificacdo da viscosidade do meio de
cultura, entretanto ndo é possivel saber com exatiddo o crescimento micelial do fungo, ja que
dependendo dos compostos produzidos, ou seja, se o fungo produz exopolissacarideo o
micélio pode reter dgua durante a filtracdo por interferéncia do polimero. Desse modo, a
analise da massa seca € importante para a confirmacao do crescimento micelial do fungo. Para
a massa seca, as proporcdes encontradas se mantiveram (Figura 13), ou seja, maior
concentracdo da fonte de carbono resultou em maior biomassa; novamente a lactose foi
excessdo, neste caso, maior concentracdo da fonte de carbono atuou inibindo o crescimento do

fungo.
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Figura 13 - Massa seca (g) resultante da fermentacéo do fungo B. rhodina cultivado em meio de cultura
suplementado com diferentes fontes/concentragdes de carbono sob agita¢do de 150 rpm - Em bloco.
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Na analise de variancia para a producdo de massa seca (Tabela 16), nenhum dos
fatores em estudo foi relevante. Mesmo sendo importante para a identificacdo do crescimento

micelial, no estudo ndo houve significancia nem da fonte de carbono, nem da concentragéo de
carbono.

Tabela 16 — — Efeito da concentracdo da fonte de carbono na producdo de Massa seca (g) de B. rhodina em meio
com diferentes concentraces e fontes de carbono.

Amido Glicose Lactose Sacarose
30g.L"? 0.44a 0.6la 0.45a 0.4la
50g.L* 0.96a 0.79a 0.63a 0.59a

Valores seguidos de mesma letra nas colunas ndo apresentam significancia estatistica ao nivel de 5%.

Ao compararmos a producdo de biomassa fresca com a producdo de acido jasmonico,
observa-se que com a utilizacdo de 50 g.L ™" o fungo produz tanto mais biomassa quanto mais
acido jasmonico nas fontes de carbono amido, glicose e sacarose, ja a biomassa seca, é
superior em todos as fontes de carbono com a utilizacdo de 50 g.L " quando comparada a 30
g.L™. Sendo assim é possivel inferir que nas condicées ensaiadas a producdo de AJ esta
relacionada com a producdo de biomassa para os carboidratos amido, glicose, sacarose e
lactose.

Quando se tem o objetivo de produzir compostos de interesse, 0 crescimento
exagerado do fungo pode estar desviando energia que € necessaria para 0S processos de
producdo (POSCH; HERWIG; SPADIUT, 2013). Li et al. (2012), buscando otimizar a
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producéo de acarbose a partir do Actinoplanes sp, observaram que maiores concentracoes de
fonte de carbono podem inibir a producéo de metabolitos secundarios.

Na analise final, conclui-se que, para a producdo de acido jasmdnico, a melhor fonte
de carbono, dentre as analisadas, é a sacarose na concentracéo de 50 g.L?, seguida da glicose
e do amido também na concentracdo de 50 g.L™. Entretanto, a analise da formacdo de
compostos que tornam o meio denso, representada pela massa fresca e pelo filtrado resultante,
os melhores resultados foram com a utilizacdo de 30 g.L™ enquanto que para a massa fresca
os melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo do amido e da glicose com 30 g.L™.

Como o objetivo é o cultivo do fungo em larga escala, é preferivel a utilizacdo da
sacarose na concentracdo de 30 g.L™, apesar de produzir menos 4cido jasmdnico, pois produz
um volume de filtrado maior e massa fresca menor, 0 que caracteriza um meio de cultura
Menos Viscoso.

Vale ressaltar que nesse experimento a concentracdo de AJ foi inferior as obtidas em
experimentos anteriores, devido ao fato do mesmo ter sido realizado sob agitacdo. Embora
seja de conhecimento que a melhor condi¢do de producdo de AJ em erlemeyers de 250 mL,
seja sob condicdes estaticas, é sabido também que quanto a escala de producéo € elevada para
volumes maiores, quer em erlenmeyers ou em biorreator, a producdo de AJ pelo fungo sofre
reducdo. Dessa forma, torna-se imprescindivel o estudo sobre condi¢bes de agitacdo que
possibilitem a producdo de AJ pelo fungo B. rhodina em concentracdes superiores a

atualmente obtida.

5.2. AVALIACAO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DE NITROGENIO (N)
FOSFORO (P) E CARBONO (SACAROSE) SOBRE A PRODUCAO DE AJ
EM FERMENTACAO ESTATICA.

A interacdo da fonte de carbono (sacarose), fosforo (KH,POy,), nitrogénio (KNO3) e o
tempo de fermentacdo podem influenciar a producdo de é&cido jasmonico pelo fungo
B.rhodina. Apesar de sabermos que a producdo em larga escala ocorre sob agitacéo,
inicialmente verificou-se esta influencia em sistema estatico, para tanto foi realizado um
fatorial combinando estes fatores. Para este fatorial foram utilizadas as concentracdes:
sacarose (20 ou 50 g.L™), KH,PO, (0,5 ou 2,0 g.L ™) e KNO;s (2,0 ou 7,5 g.L™) no meio de

cultura Brl (controle tratamento 8).
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Consideradas as concentra¢des das fontes de N, P e C nos meios de cultura sobre a
producédo de AJ, verificou-se que 0s meios de cultura em que a concentracdo de C foi menor,
tratamentos 1 a 4, a producdo de acido jasmonico foi inferior aos meios de cultura com maior
concentragdo do carboidrato, tratamentos 5 a 8. Quando consideradas as concentragdes dos
compostos (N, P e C) e o periodo de fermentacdo; os meios de cultura em que N e P estdo em
maior concentragdo, mas o carbono fora reduzido (tratamento 4), a produgéo foi inferior em

todos os periodos de tempo analisados (Tabela 17).

Tabela 17 - Média da concentracdo de AJ (mg.L™) produzido por B. rhodina cultivado em meio Bril
suplementado com diferentes concentracdes de (KNO;), KH,PO, e Sacarose em 6, 9 e 12 dias de fermentacdo

Concentracdo  Concentracdo  Concentracdo

Tratamento de KNO; de KH,PO, de sacarose Alem6Dias  Alem 9 Dias  AJem 12 Dias

L) @LY) ) (mgL?) — (mgl7) (mg.L")
1 2,0 0,5 20 113,05 94,50 60,92
2 75 0,5 20 106,23 107,86 105,04
3 2,0 2,0 20 103,16 87,35 78,32
4 75 2,0 20 61,80 78,04 67,44
5 2,0 0,5 50 115,60 174,84 199,12
6 75 0,5 50 282,26 201,01 273,39
7 2,0 2,0 50 190,01 232,09 241,57
8 75 2,0 50 221,25 230,80 246,14

Avaliando-se o efeito do N e do P em meio de cultura com a fonte de carbono
(sacarose) reduzida, verifica-se que quando foi utilizada menor concentracdo de N a producéo
de acido jasmonico diminiu com o aumento do tempo (tratamentos 1 e 3), enquanto que, em
menor concentracdo de P, a producdo de acido jasmdnico foi constante (tratamento 2).

Quando se analisa a producéo de &cido jasmoénico nos meios com maior concentracao
de sacarose (tratamentos 5 a 8), nota-se uma maior producdo nestas condi¢des. Nestes meios
verificou-se que, quando a fonte de N foi reduzida (tratamento 7), a producdo de &cido
jasmdnico foi semelhante ao meio controle (tratamento 8); evidenciando que na presenca de
maior concentracdo de sacarose, mesmo em reduzida concentracdo de N a producéo de acido
jasmdnico pelo fungo ndo sofreu reducdo. Entretanto, quando a concentracdo de P foi menor
que o controle (tratamento 6), o fungo foi capaz de aumentar a concentracdo de A&cido
jasmdnico produzido em 6 e 12 dias, quando comparado a todos 0s demais tratamentos.

Considerando-se apenas o tempo de fermentacdo verificou-se que nos meios em que a
concentracdo inicial de acucar foi menor, (meios 1 a 4), o tempo influenciou negativamente
na producdo, enquanto que naqueles com maiores concentraces de agucar, houve influéncia

positiva (Figura 14).
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Figura 14 - Producéio de AJ (mg.L™) por B. rhodina cultivado em diferentes concentracdes de N, P e Sacarose
em 6, 9 e 12 dias de fermentagéo.
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interacdo dos mesmos, houve influéncia positiva da fonte de carbono em todos os periodos
analisados (3), ou seja, a concentracdo de 50 g.I" de sacarose produziu melhor efeito na
producéo de 4cido jasménico quando comparada & concentracdo de 20 g.L™, independente do
tempo de fermentacdo (6, 9 ou doze dias). Quando utilizado maior concentracdo de nitrogénio
(1) este exerceu influéncia positiva em seis dias de fermentacdo, deixando de exercer
influéncia nos periodos de nove e doze dias. A interacdo entre as maiores concentracdes de
nitrogénio e fosforo combinada com a reducéo da sacarose (1x2) exerceu influéncia negativa
em seis dias de fermentacao, e assim como o nitrogénio deixou de influenciar a partir de nove
dias de fermentacdo. J4 a interacdo nitrogénio e sacarose em maiores concentracfes com
reducdo do fdésforo (1x3) exerceu influéncia positiva em seis dias e também deixou de
influénciar a partir do nono dia de fermentacéo (Tabela 18).

Tabela 18 - Influéncia da concentracéo de Nitrogénio (1), Fosforo (2) e Carbono (3), e suas intera¢fes, sobre a
producdo de AJ pelo fungo B. rhodina em 6, 9 e 12 dias de fermentagao.

Interacdo Efeito em 6 dias Efeito em 9 dias Efeito em 12 dias

1 + SG
2
3 + SG + SG + SG

1x2 - SG

1x3 + SG

2x3

1x2x3

1-KNO; 2-KH,PO, 3-Sacarose SG - Significativo (positivo +, negativo -)

A influéncia das fontes de nitrogénio na producdo de metabdlitos também foi

investigada por Baumer (2009), que em trabalho com o fungo P. sanguineusi para a producao
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de cinabarina (antibiético) constatou que a adi¢ao de fontes de nitrogénio (peptona, extrato de
levedura e uréia) pode reduzir a producdo do metabdlito. A otimizacdo de processos
fermentativos também foi comprovada por Ramos (2008), que trabalhando com fungo
Arhrinium state of apiospora montegneu Sacc., obteve melhora nas atividades bioldgicas
(antibacteriana, antifingica e antitumoral), promovida pelos extratos provenientes do fungo,
quando o mesmo foi cultivado em meio de cultura suplementado com sacarose e nitrato de
sodio.

Considerando-se apenas o tempo de fermentacdo, em seis dias todos os compostos
exercem influéncia, entretanto em nove e doze dias, apenas a sacarose exerce efeito
significativo, provavelmente pelo fato de o fungo ja ter crescido suficientemente, reduzindo
assim a utilizacdo do nitrogénio e do fésforo, mas mantendo a necessidade da fonte de
carbono para a produgé@o dos compostos secundarios.

Partindo dessas analises, verifica-se que, dentre os periodos analisados, seis dias de
fermentacdo em meio com a reducéo do fésforo para 0,5 g.L™ e a manutencdo dos valores de
nitrogénio e sacarose em maiores concentragdes (7,5 e 50 g.L™), favorecem a producéo de
acido jasmonico dentro das condi¢cdes analisadas.

Outro fator importante a ser analisado na utilizagdo de microrganismos para a
producdo em larga escala € a biomassa produzida no processo. A quantidade de biomassa
fresca representa 0 material resultante do crescimento do fungo (micélio) acrescido da agua
que ndo foi extraida na filtracdo. Identificar os fatores que influenciam na sua producédo pode
favorecer tanto o controle do crescimento do fungo, quanto a producdo de compostos que
tornem o meio mais denso e que dificultam a dissolucdo dos compostos no meio de cultura,
fator determinante nas fermentacdes em biorreatores.

A producdo de massa fresca no processo de fermentacédo do fungo B. rhodina em meio
suplementado com diferentes concentragdes de nitrogénio, fésforo e sacarose, apresentou
maiores valores em seis dias de fermentacdo. E semelhante a producdo de AJ, a maior massa
fresca foi produzida quando utilizado o tratamento seis (em que ha reducdo do fosforo).
Considerando-se os periodos de fermentacdo, ocorreu reducdo na biomassa com o aumento do
tempo em todos os tratamentos, porque o fungo consome parte do material produzido nos

primeiros dias de crescimento apos a reducdo dos nutrientes do meio de cultura (Tabela 19).
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Tabela 19 - Média da producao de massa fresca (g.L™) produzido por B. rhodina cultivado em meio Brl
suplementado com diferentes concentra¢des de N, P e Carbono em 6, 9 e 12 dias de fermentacéo.

Concentragcdo Concentragdo Concentragdo Massa fresca em Massa fresca em Massa fresca em

Tratamento de N de P de C 6 Dias 9 Dias 12 Dias
(@.L™h) (g.L™h) (@.L™h) (g.L™h) (@.L™h) (@L™h

1 2,0 0,5 20 12,795 4,04 5,44

2 7,5 0,5 20 13,38 5,545 5,345

3 2,0 2,0 20 17,145 9,585 6,645

4 7,5 2,0 20 18,325 7,62 8,16

5 2,0 0,5 50 19,185 11,285 10,525

6 7,5 0,5 50 26,665 19,175 15,22

7 2,0 2,0 50 18,755 7,98 16,98

8 7,5 2,0 50 15,95 7,775 9,825

Na analise fatorial da influéncia do N, P e sacarose sobre a producdo de massa fresca,
observa-se que a utilizacdo de concentragdes maiores de sacarose influenciou positivamente a
producdo de massa fresca em todos os periodos de fermentacdo, semelhante a producéo de
AJ. Com a utilizacdo somente do nitrogénio ou do fosforo em maiores concentragdes houve
influéncia positiva em nove dias de fermentacao, entretanto quando combinado o fésforo em
maior concentracao ao nitrogénio ou a sacarose, também em maiores concentracdes, o efeito
foi negativo tanto em seis quanto em nove dias (Tabela 20).

Tabela 20 - Influéncia da concentracdo de Nitrogénio (1), Fésforo (2) e Carbono (3), e suas combinages, sobre a
producdo de massa fresca do fungo B. rhodina em 6 dias de fermentacdo.

Interacdo Efeito em 6 dias Efeito em 9 dias Efeito em 12 dias
1 +SG
2 -SG
3 +SG +SG +SG
1x2 -SG -SG
1x3 +SG
2x3 -SG -SG
1x2x3 - SG - SG
1 - KNOg, 2- KH,PO, e 3- Sacarose SG - Significancia (positivo +, negativo -)

O efeito da concentracdo da fonte de carbono (sacarose) sobre a producdo de
biomassa fresca apresentou resultados semelhantes ao obtido para a producdo de AJ, nos
tratamentos em que a concentracdo utilizada foi maior (50 g.L™), a biomassa também foi
superior, independente do tempo de fermentacdo, quando se considerou apenas a influéncia
do tempo: em seis dias a producdo de biomassa fresca foi maior comparada a nove e doze dias

em todos os tratamentos.
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A biomassa produzida pelo fungo pode alterar a reologia do caldo do fermentado.
Segundo Zinidarsic e Pavko (2001), essas alteragfes podem ocorrer como resultado do
crescimento celular, da formacdo de sistemas de rede micelial ou ainda pela producdo de
substancias como os polissacarideos, que também afetam a viscosidade. Para Posch, Herwig e
Spadiut (2013), a concentracdo de biomassa em fungos filamentos é uma das variaveis
capazes de afetar a viscosidade, sendo proporcional ao crescimento de biomassa.

A producdo de biomassa fresca nem sempre é proporcional a biomassa seca, pois
como a biomassa fresca representa 0 material micelial juntamente com a agua retida durante o
processo de filtracdo, pode estar relacionada aos compostos produzidos pelo fungo no
processo de fermentacdo, ou ainda a forma como o material micelial cresceu (OLSVIK;
KRISTIANSEN, 1994).

Para a producdo de biomassa seca, a relacdo entre os tratamentos e os dias foi
semelhante a massa fresca e a producéo de AJ, ou seja, em seis dias a biomassa seca foi maior
que em nove e doze dias, o fungo consumiu parte do material organico produzido, apds a
reducdo dos compostos no meio de cultura. O mesmo ocorreu em relacdo a concentracdo de
nitrogénio, fésforo e carbono, nos meios em que a concentra¢do foi maior (tratamentos 4 a 8),

a biomassa seca também foi (Tabela 21).

Tabela 21 - Média da producéo de massa seca (g.L™) produzido por B. rhodina cultivado em meio Brl
suplementado com diferentes concentracdes de N, P e Carbono em 6, 9 e 12 dias de fermentacdo

Concentragdo  Concentracdo  Concentragdo Massa seca em Massa seca em Massa seca em

Tra@amento o N'@.LY)  deP(gl?)  deC(gL') 6 Dias(gL?) 9 Dias(gL?) 12 Dias(g.L?)

1 2,0 0,5 20 0,345 0,24 0,23

2 7.5 0,5 20 0,38 0,265 0,245
3 2,0 2,0 20 0,42 0,31 0,265
4 7.5 2,0 20 0,49 0,335 0,345
5 2,0 0,5 50 0,595 0,705 0,675
6 7.5 0,5 50 0,93 0,9 0,7025
7 2,0 2,0 50 0,57 0,675 0,785
8 7,5 2,0 50 0,805 0,81 0,755

Na analise fatorial da producdo da biomassa seca, hovamente se observou a influéncia
positiva da concentracdo de sacarose em todos os periodos de fermentacdo, com maior
producéo quando utilizado 50 g.L™. J& o nitrogénio exerceu influéncia positiva combinado a
fonte de sacarose em maior concentragdo ou com a sacarose e o fosforo em menores
concentragdes. O fosforo exerceu influéncia negativa quando utilizado em maior concentracdo

combinado & sacarose em maior concentracdo (Tabela 22).
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Tabela 22 - Influéncia da concentracdo de Nitrogénio, Fdsforo e Carbono (sacarose), e suas combinagdes, sobre
a producdo de massa seca por fungo B. rhodina em 6, 9 e 12 dias de fermentacao.

Interacéo Efeito em 6 dias Efeito em 9 dias Efeito em 12 dias
1 + SG + SG
2 + SG
3 + SG + SG + SG
1x2
1x3 + SG + SG
2x3 - SG - SG
1x2x3
1 - KNQO;, 2- KH,PO, & 3- Sacarose SG - significancia (positivo +, negativo -)

As fontes de carbono, nitrogénio e fosforo podem atuar incrementanto ou reduzindo o
crescimento micelial. Tavares et al. (2012), relacionaram o nitrogénio e a fonte de carbono
como efeito inibidor do crescimento de isolados de Paecilomyces lilacinus.

O efeito da suplementacdo da fonte de carbono sobre a producdo de biomassa tambem
foi estudada por Pretti (2009), que, no cultivo do fungo Aspergillus nidulans, observou que a
producdo de biomassa foi proporcional a suplementacéo da fonte de carbono por uma fonte de
nitrogénio, entretanto sem acrescimo da producao de compostos de interesse.

A analise final do experimento permite concluir que dentro das concentracfes
analisadas, a sacarose em 50 g.L ™ influenciou positivamente na producéo de AJ, biomassa
fresca e seca em todos os periodos de tempo analisados. Também que, das interacfes
nitrogénio, fosforo e sacarase, o melhor efeito sobre a producéo de acido jasmonico foi obtido
em seis dias, quando combinado a menor concentracéo de fésforo (0,5 g.L™), com a maior
concentracdo de nitrogénio (7,5 g.L™) e sacarose (50 g.L™?), e que a utilizacdo de fosforo em
2,0 gL' tem efeito negativo na producdo de biomassa fresca quando combinada com

nitrogénio em 7,5 g.L ™, e sacarose 50 g.L ™, entretanto ndo interfere na produtividade de AJ.

5.3. AVALIACAO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DE SACAROSE
SOBRE A PRODUCAO DE AJ PELO FUNGO B. rhodina CULTIVADO
EM MEIO Brl EM FERMENTACAO ESTATICA.
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A andlise estatistica demostra que a concentragdo da sacarose exerce influéncia
significativa sobre a producdo de AJ e sobre a producdo de biomassa seca. Para a producdo de
AJ, o coeficiente de determinacdo do modelo estatistico foi de R? = 0,7261. Na andlise de
variancia da producdo de AJ foram encontradas diferencas estatisticas da influéncia das
diferentes concentracdes de sacarose sobre a producdo de AJ (Tabela 23).

Tabela 23- Analise de variancia - ANOVA — Producdo de AJ (mg.L™%) do B. rhodina em meio com diferentes
concentragGes de sacarose

Fonte de Variagdo GL p-valor
Concentracio de Sacarose 16 5,2341E™
Residuo 51
Total 67
cv : 14,55

Para identificar estas diferencas foi realizado o teste de Tukey (Tabela 24). A analise
demonstra que as concentracdes de sacarose de 50, 75, 100 e 125 g.L™ sdo diferentes entre si
e de todos as outras concentracoes.

A concentragdo de 150 g.L™ s6 ndo se difere estatisticamente da concentracdo de 25

g.L™, e aconcentracdo 0,0 g.L™ é diferente das concentracées de 200, 175 e 25 g.L™.

Tabela 24 - Teste de Tukey da producéo de AJ pelo fungo B. rhodina cultivado em meio Brl suplementado com diferentes
concentracdes de sacarose.

Concentracio de Sacarose (g.L ™) Meédia producdo de AJ mg.L™
75 446,3575a
100 325,1325b
50 231,655¢
125 183,3325d
150 85,24e
25 68,865¢f
175 49,3425fgy
200 36,0025fgh
225 24,66ghi
250 16,205ghi
275 11,285hi
325 8,725hi
300 8,1825hi
350 7,4425hi
375 6,5825hi
400 4,2925 hi

0 0,6075i

Médias seguidas de mesma letra ndo apresentaram significancia estatistica ao nivel de 5%
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A anéalise dos dados demonstram que a utilizagdo de 75 g.L™ foi a mais favoréavel para
a producdo de AJ, com diferenca estatistica significativa em nivel de 5%. Ja a utilizacdo de
concentraces de sacarose superiores a 175 g.L™ exerceram um efeito inibidor sobre a
producéo de AJ, com reducéo gradual entre eles.

Objetivando identificar a relacdo entre producdo de AJ e biomassa seca do fungo,
foram realizadas a analise da variancia e o teste de Tukey da producdo de biomassa seca. Para
a producdo de biomassa seca, o coeficiente de determinacdo do modelo foi de R? = 0,9727,
que significa aproximadamente 97,27% da variabilidade dos dados é explicada pelo modelo

abaixo.
Massa Seca = 0,1020745 + 0.0099720 * Sacarose

A andlise do grafico da producdo de massa seca (Figura 15) permite concluir que caso
ndo haja adicdo de sacarose, ou seja, a concentracdo de sacarose for igual a zero, a producédo
de massa fresca sera de 0,10 g. Caso haja 0 aumento de 1 g/L na concentracdo de sacarose,
havera um aumento de 0,0099720 g na producdo de massa fresca. O grafico demonstra uma
clara relacdo da biomassa seca com a concentracdo da fonte de carbono. Quanto maior a
concentracdo da fonte de carbono, maior a biomassa seca produzida pelo fungo.

Figura 15 - Tendéncia da producdo de AJ resultante do cultivo do fungo B. rhodina em meio Brl suplementado
com diferentes concentra¢des de sacarose.
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Ao comparar a producdo de biomassa com a producdo de AJ, verifica-se que de 0,0

g.L™" & 75 g.L™ existe relacio entre crescimento de biomassa e a producgdo de AJ. A partir de

100 g.L™ ndo ha relacdo direta da producéo de AJ com a producéo de biomassa, a partir deste
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valor ocorre uma reducdo gradual da producdo de AJ, enquanto que a producdo de biomassa
se mantem. Isto significa que concentragdes de sacarose acima de 100 g.L™ restringem a
producéo de AJ.

A andlise final permite a conclusdo que em sistema estético, utilizando a sacarose

como fonte de carbono, a melhor producéo de AJ ocorre quando utilizado de 75 g.L™.

5.4. AVALIACAO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DE FOSFORO
(KH,PO4) SOBRE A PRODUCAO DE ACIDO JASMONICO.

A analise da média da producdo de AJ pelo fungo B. rhodina, permite observar que,
sem a adicdo de fosforo ao meio de cultura (tratamento 1), ocorreu uma reducao de 77,53% na
producdo de acido jasmdnico (Figura 16) em comparacdo a maior produ¢do. Ja na presenca
deste sal a melhor producdo de AJ (282,14 mg.L™), ocorreu com a utilizagdo de 2,5 g.L™ de
KH2PO,.

Figura 16 - Producéo de AJ pelo fungo B. rhodina fermentado em meio de cultura suplementado com diferentes
concentragfes de KH,PO,.
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Visando a identificacdo da influéncia na producéo de AJ, pelo fungo B. rhodina em
meio de cultura suplementado com diferentes concentragdes de KH,POg,foi realizado a

analise de varianca (Tabela 25), apresentando diferengas estatisticas significativas.
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Tabela 25 - Andlise de variancia - ANOVA - Producéo de AJ pelo fungo B.rhodina cultivado em meio Brl
suplementado com diferentes concentragdes de KH,POj.

Fonte de Variagéo GL p
Concentracao de Fdsforo 6 1,186E°
Residuo 28
Total 34
Cv=2129

Para identificar entre quais concentracdes ocorreram estas diferencas, foi realizado o
teste de Tukey (Tabela 26). A analise do teste de Tukey, demonstra que a diferenca estatistica
ocorre apenas entre o tratamento 1, em que ndo foi utilizado o sal e os demais tratamentos
(tratamento 2 a 7), ou seja, dentro das concentragdes de KH,PO, analisadas, ndo ha influéncia
significativa da utilizacdo desta fonte de sal para a producéo de AJ.

Tabela 26 - Teste de Tukey da produgéo de AJ pelo fungo B. rhodina cultivado em meio Brl dentro das
concentragdes de KH,PO,.

Tratamentos  Concentragdo de KH,PO, (g.L™) Médias da producdo de AJ (mg.L™)

1 0 63,37 b
2 0,5 242,38 a
3 1,0 265,85 a
4 1,5 217,60 a
S 2,0 257,72 a
6 2,5 282,14 a
7 3,0 259,50 a

Médias seguidas de mesma letra ndo apresentaram siginificdncia estatistica ao nivel de 5%

Para identificar a relacdo do fésforo com a producéo de AJ, foi realizado o ajuste dos
modelos de regressdo mais adequado. O coeficiente de determinacdo do modelo de regresséo
(R?), para o AJ foi de 0,93 sendo que o modelo que melhor explica os valores para esta
variavel foi dado por:

Acido Jasmonico = 295,69 * Fosforo — 72,82 * Fosforo?

A partir deste modelo, obteve-se a curva de regressdo da producdo de AJ por B.
rhodina (Figura 17), quando fermentado em meio de cultura Brl em funcdo da suplementacéo

do meio de cultura com KH,PO, dentro do intervalo de 0,0 e 3,0 g.L™.
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Figura 17 - Tendéncia da producéo de AJ resultante do cultivo do fungo B. rhodina em meio Brl suplementado
com diferentes concentraces de KH,PO,.
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O modelo demonstra que caso ndo haja adicdo de KH,PO4 ao meio de cultura, ndo
havera producdo de &cido jasmoénico (estimativa), entretanto os dados reais da producdo de AJ
demonstram que, mesmo sem a adicdo da fonte de fosforo, houve producéo, entretanto com
uma reducéo de 77,56%, quando comparada a maior producdo em que foi utilizado o sal. Para
o calculo do ponto méximo de producéo a anélise estatistica demonstra que com 2,03 g.L™ de
KH,PO, se obtem a producio maxima de 300,16 mg.L™ de 4cido jasmédnico.

A analise do filtrado resultante do processo de fermentacdo (Figura 18), permite
observar que sem a adi¢do do fosfato o volume do filtrado é maior (40,7 mL), enquanto que
com a utilizacdo de 1,5 g.L™ de KH,PO,4 ocorre reducdo do filtrado. Possivelmente o fungo
utiliza o KH,PQO, para a producdo de compostos que influenciam na viscosidade final do meio

de cultura.
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Figura 18 - Média do volume de filtrado resultante das fermentacdes de B.rhodina cultivado em meio Brl
suplementado com diferentes concentragdes de KH,POj.
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Para a producdo de massa fresca pelo fungo B. rhodina cultivado em meio Brl
suplementado com diferentes concentracfes de fonte de fosforo, a ndo utilizacdo do KH,PO,
resulta em menor producédo de biomassa (Figura 19). Ja a maior biomassa fresca ocorreu com
a utilizacdo do sal nas concentracdes entre 0,5 a 1,5 g.L™, a partir destes valores de fosfato a
concentracdo de sal exerce influéncia negativa reduzindo a producdo de biomassa fresca.

Figura 19 - Média da massa fresca resultante da fermentagao de B.rhodina cultivado em meio Brl suplementado
com diferentes concentracbes de KH,PO,.
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Assim como na producdo da biomassa fresca, a supressdo total do fosfato no meio de

cultura promoveu reducdo também na biomassa seca do fungo (Figura 20), mas a maior
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producdo de biomassa seca ocorreu com a utilizacdo de 0,5 g.L ™ de KH,PO,. Concentracdes

de fosforo entre 1,0 e 3,0 ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas.

Figura 20 - Média da massa seca resultante da fermentagédo de B.rhodina cultivado em meio Brl suplementado
com diferentes concentraces de KH,PO,.
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A supressdo total do fosfato exerceu influéncia sobre a producdo de AJ, filtrado
resultante e massa fresca e seca, demonstrando que este nutriente participa tanto do
metabolismo de crescimento do fungo quanto da producdo do AJ. A influéncia de nutrientes
sobre a producdo de compostos de interesse também foi estudada por Dishisha et al. (2013),
que usando Propinionibacterium acidipropionici, relacionaram a fonte de carbono e
nitrogénio utilizadas com a produc¢édo da biomassa do fungo e a producdo de acido propidnico.

Apesar de o ponto maximo de producdo de AJ ser na concentragdo de 2,0 g.L™ da
fonte de fosfato, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre a utilizacéo
de 0,5 e 3,0 g.L™ da fonte de fostato. Outro fator a ser considerado é que a producdo em larga
escala deve ocorrer em biorreatores, onde a viscosidade do meio é fator fundamental, e neste
sentido, a utilizacdo de 0,5 g.L™ é mais indicada, uma vez que nesta concentracéo do sal, o
filtrado resultante do processo de fermentacdo é maior. Como a producdo de AJ ocorreu
semiassociada ao crescimento da massa micelial do fungo, concentracbes que favorecam a
producdo de biomassa também sdo interessantes, e novamente o maior valor de massa

micelial ocorreu quando utilizado 0,5 g.L™* de fosfato.
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5.5. AVALIACAO DO EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO
GLICOSE E GLICEROL) SOBRE A
PRODUCAO DE AJ PELO FUNGO B. rhodina EM FERMENTACAO EM
MEIO Brl E MEIO MINIMO EM CONDICOES ESTATICAS.

(LACTOSE, SACAROSE,

As médias da producdo de AJ entre os dois meios de cultura (Tabela 27) demostram

que em meio Brl o fungo produz mais AJ em todos os tratamentos, exceto no controle

negativo (sem adicdo de fonte de carbono).

Tabela 27 - Comparacdo da producéo de AJ de fermentados de B. rhodina cultivados em meio suplementado com diferentes

fontes e concentragdes de carbono em sistema estatico.

Concentracdo g.L™ Fonte Carbono AJemBrl(mg.L")  AJem meio minimo (mg.L™)
0 - 0,5 4,89
75 Lactose 9,8 8,24
50 Lactose 11,37 7,93
75 Sacarose 311,14 16,51
50 Sacarose 281,05 18,47
75 Glicerol 2,77 1,95
50 Glicerol 8,02 1,07
75 Glicose 243,75 30,11
50 Glicose 140,54 13,6

Ao analisar a média de producdo entre os meios de cultura (Figura 21), pode-se

observar que com a utilizagdo de sacarose e glicose nas concentragdes de 75 e 50 g.L™" a

producdo é superior a producdo quando utilizado das outras fontes de carbono (lactose,

glicerol) nas mesmas concentracdes.

Isso possivelmente ocorre pelo fato de o fungo produzir enzimas especificas para a

hidrolise da sacarose, mas nao para a lactose e o glicerol, dificultando assim a metabolizacéo

dos monissacarideos formadores destes Ultimos.
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Figura 21 - Média da producéo de AJ (mg.L™) por fungo B. rhodina fermentado em meio Br1 e meio minimo suplementado
com diferentes fontes e concentragdes de carbono.
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Na analise estatistica do fatorial (Tabela 28) foi encontrada significancia estatistica
para os fatores: meio de cultura, fonte de carbono, concentracdo da fonte de carbono, e as

interacdes fonte/concentracdo de carbono e meio/fonte/concentracao de carbono.

Tabela 28 - Analise de variancia — ANOVA - da produgdo de AJ, de fermentados de B.rhodina cultivados em meio Brl e
meio minimo suplementados com diferentes fontes de carbono (lactose, glicerol, glicose e sacarose).

Fontes de Variacéo G.L. valor-p
Meio 1 <.0001 SG
Fontes de Carbono 3 <.0001 SG
Meio * Fonte de Carbono 3 <.0001 SG
Concentracdo 2 <.0001 SG
Meio*Concentracdo 1 0.0005 -
Fontes de Carbono*Concentragdo 3 <.0001 SG
Meio*Fonte de Carbono * Concentracdo 3 <.0001 SG

SG - significativo

Como houve significancia estatistica em todos os fatores e a interacdo entre 0s
mesmos também foi significativa, denota-se que os fatores sdo dependentes e ndo se pode
estuda-los separadamente. Dessa forma, realizaram-se 0s desdobramentos necessarios para a
identificacdo de quais concentracbes sdo significativas dentro das fontes de carbono
analisadas (Tabela 29). Para a fonte de carbono foram significativos as concentracdes de 50

g.L" e 75 g.L " de glicose e de sacarose.
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Tabela 29 — Producédo de AJ em relacdo a fonte e concentracdo de carbono em fermentados de fungo B. rhodina
cultivados em meio Br1 e meio minimo suplementado com diferentes fontes e concentragdes de carbono.

Fontes de Carbono Concentracao (g.L™%) G.L valor-p
Glicerol 50 1 0.0256
Glicerol 75 1 0.8770
Glicose 3 0 -
Glicose 50 1 <.0001 SG
Glicose 75 1 <.0001 SG
Lactose 50 1 0.6953
Lactose 75 1 0.6009
Sacarose 50 1 <.0001 SG
Sacarose 75 1 <.0001 SG
- 0 1 0.1245

SG - significativo

Ou seja, para a producdo de AJ, a utilizacdo de sacarose e glicose nas concentragdes
de 50 g.L™ e 75 g.L™, altera significativamente quando modifica-se o meio de cultura, sendo
que em meio Brl a producdo pode ser 1000 vezes maior que produgdo em meio minimo. Para
as demais concentragdes nao foram encontradas diferencas estatisticas significativas. Como ja
era esperado, mesmo utilizando o meio Brl que é rico em nutrientes, sem a suplementacao
com a fonte de carbono, o fungo produz relativamente a mesma quantidade de AJ que quando
cultivado em meio minimo sem a utilizacdo de uma fonte de carbono.

O mesmo foi observado em relagdo ao meio de cultura (Tabela 30) em que as
concentracdes de 50 g.L™ e 75 g.L™ apresentaram diferencas estatisticas significativas.

Tabela 30 — Producdo de AJ em relacdo ao meio de cultura e a concentracdo da carbono em fermentados de
fungo B. rhodina cultivados em meio Brl e meio minimo .

Meio Concentracdo C (g.L™%) G.L valor-p

Brl 0 0 -

Brl 50 3 <.0001 sG

Brl 75 3 <.0001 sG
Minimo 0 0 -
Minimo 3 0 -
Minimo 50 3 <.0001 sG
Minimo 75 3 <.0001 sG

SG - significativo

Nos meios de cultura Brl e minimo, quando utilizado das concentraces de 50 g.L* e
75 g.L™, ha diferenca na producdo de AJ quando variou-se a fonte de carbono, entretanto
quando ndo se utiliza de uma fonte de carbono ndo ha diferenca estatistica significativa.
Quando analisado o meio de cultura e as fontes de carbono (Tabela 31), observa-se

significancia estatistica para a utilizacdo da glicose tanto no meio Brl quanto no meio



80

minimo, ou seja, nesta fonte de carbono ocorre diferenca estatistica significativa quando

variou-s a concentracdo nos dois meios de cultura.

Tabela 31 - Producéo de AJ em relacdo ao meio de cultura e a fonte de carbono em fermentados de fungo B.
rhodina cultivados em meio Brl e meio minimo

Meio Fonte Carbono G.L valor-p
Brl Glicerol 1 0.0876
Brl Glicose 1 <.0001 SG
Brl Lactose 1 0.9295
Brl Sacarose 1 0.2956
Brl Sem Carbono 0 -
Minimo Glicerol 1 0.4906
Minimo Glicose 2 <.0001 SG
Minimo Lactose 1 0.9351
Minimo Sacarose 1 0.6740
Minimo Sem Carbono 0 -

SG - significativo

Em uma analise final (Tabela 32) foi possivel identificar que com a utilizacdo do meio

Brl suplementado das fontes de carbono glicose e sacarose, a concentracdo de carbono

influencia significativamente, sendo que com 75 g.L™ ocorre uma producéo superior em

ambas fontes de carbono; para a lactose e o glicerol ndo ha diferenca estatistica significativa

independente da concentracéo utilizada.
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Tabela 32 — Média da producdo de AJ em fermentados de B. rhodina cultivado em meio de cultura contendo
diferentes fontes e concentracdes de carbono.

Tratamento  Meio Fontes Carbono  Concentragdo C g.L"  Média AJ (mg.L™)

8 Brl Sacarose 75 311,14a
7 Brl Sacarose 50 281,05b
4 Brl Glicose 75 243,75b
3 Brl Glicose 50 140,54c
14 Minimo Glicose 75 30,11d
17 Minimo Sacarose 50 18,47de
18 Minimo Sacarose 75 16,51de
13 Minimo Glicose 50 13,6de
6 Brl Lactose 75 11,37de
5 Brl Lactose 50 9,8de
16 Minimo Lactose 75 8,24de
1 Brl Glicerol 50 8,02de
12 Minimo Glicose 3 7,96de
15 Minimo Lactose 50 7,93de
Brl Glicerol 75 2,77e
Brl Sem Carbono 0 0,5e
10 Minimo Glicerol 50 1,07e
11 Minimo Glicerol 75 2,77e
19 Minimo Sem Carbono 0 4,89

Médias seguidas de mesma letra ndo apresentaram siginificancia estatistica ao nivel de 5%.

Ao se comparar a significancia entre os tratamentos (Tabela 33) observa-se que com a
utilizacdo do meio Brl (tratamento 1 a 9) todos os tratamentos apresentam diferencas
significativas com pelo menos quatro outros tratamentos; com a utilizacdo do meio minimo
apenas o tratamento 14, que utiliza a glicose na concentracio de 75 g.L™, e o tratamento 18,
em que foi utilizado a sacarose na concentracio de 75 g.L?, apresentam diferencas

significativas com outros tratamentos. Os demais praticamente ndo diferem entre si.
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Tabela 33 — Significancia estatistica entre os tratamentos (1 a 19) de fungos B. rhodina cultivados em meio Brl
e meio minimo suplementados com diferentes fontes e concentracées de carbono.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 SG SG . . SG SG
2 SG sG . . S6SG . . . . . sG

3 SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG
4 SG SG SG SG SG . SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG
5 SG SG . SG SG

6 SG SG . SG SG

7 SG SG SG . SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG
g SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG SG
9 SG SG . . SG SG .. . . sG . . . sG
10 SG SG . . SG SG . . . . SG . . . sG
1 SG SG . . SG SG . . .. SG

12 SG SG . . SG SG

13 SG SG . . SG SG

14 SG SG SG . . SG SG SG SG SG . . .. . . SG
15 SG SG . . SG SG

16 SG SG . . SG SG

17 SG SG . . SG SG . .

18 SG SG . . SG SG SG SG

19 SG SG . . SG SG . SG

SG - signi%icéncia estétisticz;l em 5'%
A utilizacdo do meio minimo, com reduzida concentracdo de nutrientes, nao favoreceu
a producdo do composto, isso demonstra a importancia dos elementos que compde 0 meio
Brl na producdo de AJ. O fungo além de utilizar esses compostos para a producdo de micélio,
também os utiliza na producao de metabolitos secundarios.

Verificou-se que a utilizagdo da sacarose na concentracéo de 75 g.L™ em meio Brl é,
dentro das fontes e concentracfes analisadas, 9,68 % mais produtiva que a utilizacdo de 50 g.
L da mesma fonte de carbono, e 28,73 % mais produtiva que a utilizacdo de 75 g.L™ de
glicose em meio Brl. Dessa forma o mais indicado é a utilizagdo de 75 g.L™ de sacarose em
meio Brl.

As modificagdes no meio de cultura podem favorecer a producdo de compostos de
interesse, entretanto além da manipulacdo, autores sugerem também modificacGes na forma
de cultivo (MIENDA; IDI; UMAR, 2011; KONDO et al., 2013).

Dentre as modificacdes, uma das possibilidades é a imobilizacdo do organismo. O
processo de imobilizacdo por matriz porosa poderia impedir que o fungo se desenvolvesse,

fornecendo ao fungo condicGes para a sobrevivéncia e mantendo a producdo de &cido
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jasmonico (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006). Assim, utilizar o alginato de calcio
para formar uma camada envolvendo o fungo, possibilitando a imobilizacdo do mesmo,
reduziria o atrito das hifas do fungo e poderia reduzir a produtividade de exopolissacarideo,
consequentemente reduziria a viscosidade do meio de cultura de fermentagdes em sistema

agitado.

5.6. IMOBILIZACAO DO FUNGO B.rhodina EM ALGINATO DE CALCIO,
BUCHA VEGETAL E BUCHA SINTETICA.

No experimento para imobilizacdo do fungo B.rhodina em alginato de calcio, foi
possivel observar que a utilizacdo de 5,0 mL de homogenado (Figura 22 - A) promoveu a
formacdo de pérolas que apresentaram formas mais circulares que as com 7,5 e 10 mL (Figura
22 - B e C), sendo que nestes frascos algumas pérolas ficaram agrupadas. Ao transferir as
pérolas para 0 meio de cultura (Brl), houve a formacdo de aglomerados nas pérolas onde
foram usadas 7,5 e 10 mL de homogenato.

Figura 22- Pérolas de alginato de calcio contendo fungo B. rhodina. A: utilizando-se 5,0 mL de homogenato, B:
7,5 mL de homogenato e C: 10 mL de homogenato

No processo de imobilizacdo com alginato de célcio, a utilizacdo de 5,0 mL de
homogenato proporcionou a formacdo de um nimero menor de pérolas (110 pérolas) quando
comparadas a 7,5 mL (127 pérolas) e 10 mL (145 pérolas) e consequentemente pérolas com
maior concentracdo de micélio, visto que a quantidade de liquido final € menor (55 mL)
quando comparada com as de maior concentragdo de homogenato (57,5 e 60 mL). Apesar das

diferencas no namero de pérolas, ndo houve diferenga significativa na producgéo de AJ.
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A utilizacdo de alginato de calcio como encapsulamento para o fungo ndo promoveu a
imobilizacéo total do fungo, visto que este continou a crescer quando em contato com 0 meio
de cultura. O objetivo era que o fungo produzisse AJ e que as pérolas contendo o micélio
pudessem ser reutilizadas como in6culo, entretanto o crescimento do fungo, em contato com o
alginato, produziu uma grande quantidade de exopolissacarideo (Figura 23), que exauriu

quase que a totalidade do meio de cultura.

. rhodina imobilizado em pérolas de alginato de célcio.

5\

Figura 23 - Meios de cultura (Brl) geleificado apds fermgnt’agéo deB

i

Possivelmente, estes compostos sdo pentosanas ou [-glucanas, compostos produzidos
pelo fungo que em contato com a agua forma geéis. Segundo Bauermeister et al. (2010) esses
compostos sdo produzidos como mecanismos de adaptacdo do fungo a determinados
ambientes ou substancias. Nesse caso, 0 contato com o alginato desencadeou a producdo do
composto.

Como ndo ocorreu o aprisionamento do fungo com uma camada de alginato, foi
realizado um segundo experimento com uma dupla camada de alginato. Mesmo com a
formacdo de uma dupla camada de alginato sobre o micélio, o microorganismo se
desenvolveu no meio de cultura, e novamente produziu compostos que tornaram o meio de
cultura gelatinoso. Isto pode ter acontecido pela entrada da agua nas pérolas de alginato,
tornando-as mais porosas e facilitando a saida do fungo, permitindo assim o contato das hifas

com 0S nutrientes necessarios ao seu crescimento.
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O crescimento do fungo, mesmo encapsulado em duas camadas nas pérolas de
alginato, também pode ter sido favorecido pelo tamanho das células do fungo, que
possivelmente atravessaram 0S poros existentes nas pérolas. Além disso, o crescimento de
fungos filamentosos € apical, ou seja, nas pontas das hifas, com a trituracdo do micélio, o
numero de “pontas” foi aumentado, favorecendo assim o crescimento do fungo (POSCH,
HERWIG, SPADIUT, 2013). Na anélise por CCDC (Figura 24) foi possivel a identificacdo de
jasmonatos nas amostras, entretanto o esperado era que o fungo ndo extravasasse os pellets,
possibilitando assim a reutilizacdo das pérolas como indculo.

Figura 24 — Cromatoplaca dos extratos dos fermentados de B. rhodina imobilizado em pérolas de alginato de
célcio cultivado em meio Brl.

T RELBER L i .

A~ -

AJ — padrdo, 1 a 3 (controle); 4 a 6 (7,5 mL de homogenato); 7 a9 (10 mL de homogenato) e 10a 12 (5 mL de
homogenato com dupla camada de alginato). A seta indica a linha de identificacdo de &cido jasmonico

A imobilizacdo foi incapaz de evitar o crescimento do fungo, entretanto a analise
qualitativa dos fermentados evidenciou a producdo de AJ pelo fungo em todas as amostras
avaliadas. Embora aconteca a producdo de AJ, o fungo produziu um exopolissacarideo, que
somado as pérolas de alginato proporcionou a formacdo de uma massa polimérica que exauriu
quase que a totalidade do meio de cultivo. A formacdo de exopolissacarideo quando em
cultura agitada ja ocorreu em experimentos anteriores a esta pesquisa e consta na literatura.
Segundo Tang e Zhong (2003), estes compostos podem ser produzidos quando ha agitacdo,
pois torna o oxigénio mais disponivel as ceélulas, o que favorece a producdo de
exopolissacarideo.

Como o0s compostos utilizados tornam o meio geleificado, dificultando a

disponibilidade de oxigénio e nutrientes para o fungo, compromete a producdo de AJ. A



86

producdo do polissacarideo pode ainda estar atrelada a mecanismos de defesa do
microrganismo, que, em ambiente menos propicio, produz diferentes metabolitos secundarios.

Segundo Shuler e Kargi (2012), essa producdo desvia a rota metabdlica natural do
microrganismo, ativando genes de defesa que s&o capazes de produzir os mais variados
compostos. Neste caso, a producdo de um polimero quando em contato com o alginato de
calcio ou em agitacdo pode ser um mecanismo que impeca o atrito das hifas com o frasco ou
até mesmo entre as celulas, tornando assim 0 meio menos ingspito.

Como nédo foi possivel imobilizar o fungo em alginato, buscou-se uma forma de
fornecer um suporte para o crescimento do mesmo, com 0 objetivo de reutilizar a massa
micelial formada sobre o suporte como indculo, apds a retirada do meio de cultura de cada
producdo de AJ. O agente utilizado foi a bucha vegetal, Luffa cylindrica, que é composta por
fibrilas unidas entre si com resina natural (TANOB et al., 2005). Estas fibras podem servir
como um suporte similar aos tecidos vegetais normalmente habitados por fungos B. rhodina.
Com a utilizagdo da bucha vegetal como suporte, houve uma boa aderéncia do fungo a bucha
(Figura 25) e um crescimento reduzido no meio de cultura.

Figura 25 — Fungo B. rhodina cultivado em meio Br1 utilizando bucha vegetal como suporte.
(‘ -~ / ’ ‘/'/

No cultivo do fungo, utilizando a bucha vegetal como suporte, houve um crescimento
rapido em direcdo a parte superior da bucha, fato que reforca a importancia do oxigénio no
crescimento do fungo, uma vez que neste espaco a disponibilidade de oxigénio é maior.
Entretanto, apesar de ter havido crescimento do fungo, na analise por CCDC ndo foi detectada

a presenca de AJ em nenhuma das amostras (Figura 26).
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Figura 26 — Cromatoplaca dos extratos dos fermentados de B. rhodina cultivado em meio Brl. AJ: Padrdo de
acido Jasménico; I: Imobilizac8o em alginato de célcio.; 2: Imobilizacdo em bucha vegetal; 3: Imobilizacdo em
bucha vegetal com meio com reducéo de KNO;. A seta indica a linha de identificacdo de AJ.

e

Al 1

Para tornar o ambiente de cultura mais indspito, reduzindo a matéria organica,
substituiu-se o suporte de bucha vegetal por bucha sintética, entretanto os resultados foram
semelhantes aqueles em que foi utilizada a bucha vegetal; novamente ndo favoreceu a

producéo de AJ.

5.7. AVALIACAO DO EFEITO DA SACAROSE E DO FOSFORO (KH,POy)
SOBRE A PRODUCAO DE AJ PELO FUNGO B. rhodina EM
FERMENTACAO EM MEIO Brl E MEIO Mv SOB CONDICOES
ESTATICAS E AGITADAS (75 rpm).

A producdo de AJ, quando se cultivou o fungo B. rhodina em agitacdo de 150 rpm,
apresentou melhor producdo de AJ com a utilizacdo da sacarose como fonte de carbono
(média de 40 mg.L™). Esta producdo é bastante inferior a média de producdo em sistema
estatico (aproximadamente 230 mg.L™), e menor ainda quando comparada a producéo quando
utilizado o meio Mv em sistema estatico, (producdo média de 280 mg.L™). Estes valores
reduzidos da producdo de AJ nesta condi¢cdo podem estar relacionados ao metabolismo do
fungo, que passa a usar a energia para a producdo de exopolissacarideo, reduzindo assim a
producdo de AJ, ou ao fato de ndo se conseguir extrair totalmente o AJ produzido, que pode
ficar preso no composto gelatinoso.

O aumento da viscosidade no processo agitado pode ser desencadeado pelo atrito das
hifas que estimulam a producéo de exopolissacarideos como mecanismo de protecdo. Além da
fungdo de protecdo do fungo estes compostos sdo também utilizados como reserva de energia
por estes organismos (POSCH; HERWIG; SPADIUT, 2013). Objetivando ampliar a produgéo
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de AJ e reduzir a viscosidade, utilizou-se do meio Mv (Brl modificado em sacarose e fosforo)
comparado ao meio de cultura Brl e reduziu-se a agitacdo de 150 para 75 rpm. Este processo
foi comparado ao controle (sistema estatico). Uma vez que a quantidade de técnicas de
fermentacdo diferentes que podem ser utilizadas é grande, sendo necessarios trabalhos de
pesquisas para buscar identificar substratos que possam manter 0s processos sustentaveis e
produtivos (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012).

A producdo de acido jasménico nas fermentacdes em que utilizou-se meio Mv (maior
concentracdo de sacarose (75 mg.L™), combinado & reduc&o na concentracdo de fosfato (0,5
g.L™) foi superior a0 meio Brl tanto no sistema agitado quanto estatico ( Figura 27).
Verificando-se que o meio Mv podera gerar resultados promissores no processo em maior

escala, quando se utilizar biorreatores onde o sistema devera ser agitado.

Figura 27 - Producdo de AJ pelo fungo B. rhodina em meio Mv e Brl em fermentacdes em sistema estatico e agitado (75
rpm).
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Na analise estatistica estes resultados foram corroborados. O resumo da analise de
variancia para o fatorial (Tabela 34) que foram significativos o meio de cultura (Mv e Brl) e

a condicdo de fermentacdo (agitado e estatico).
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Tabela 34 - Anélise de variancia — ANOVA - da produgéo de AJ de fermentados de B.rhodina cultivados em meio Mv e Brl
em sistema agitado (75 rpm) e estético.

Fonte de variagdo GL Al
Meio de cultura 1 SG
Agitacdo 1 SG

Meio de cultura x agitacéo 1 -
Erro 16 16

Cv 22,5 -

X 209,89 -

CV - coeficiente de variagdo X- Média geral SG - significativo

Como houve significancia procedeu-se o desdobramento dos fatores em andlise. Na
analise apenas dos meios de cultura, obteve-se resultado 30,32% superior com 0 meio Mv em
relacdo ao meio Brl, independente da forma de cultivo (Tabela 35).

Tabela 35 - Teste Scott-knott — Producdo de AJ pelo fungo B. rhodina considerando apenas o meio de cultura (Mv

e Brl).

Meio de cultura Meédias AJ mg.L™
Mv 237,52a
Brl 182,25b

Erro padrao: 14,96 a< 0,05

Quando considerado apenas o sistema de cultivo do fungo (estatico e agitado)
novamente o meio Mv favoreceu um acrescimo de 43,40% na producdo de AJ quando
comparado ao meio Brl (Tabela 36).

Tabela 36 - Teste Scott-knott — Produgéo de AJ pelo fungo B. rhodina considerando apenas o sistema (agitacéo
75 rpm ou estéatico).

Meio de cultura Médias AJ mg.L™ cultivo agitado Médias AJ mg.L™ cultivo estatico
Mv 210,02 a 281,00a
Brl 115,38 b 232,86 b

Erro padrédo: 14,96 o< 0,05
Médias seguidas de mesma letra na linha e mesmo nimero na coluna ndo apresentaram

diferenca estatistica ao nivel de 5%.

O processo fermentacdo do fungo quando realizado em agitacdo de 150 rpm, resultou
em fermentados extremamente viscosos em funcdo da producdo de exopolissacarideos, e
baixa producdo de AJ (média de 50 mgL™). Com modificacdes no meio de cultura (aumento
da concentracdo de sacarose e reducdo no fosfato) combinada a reducdo da velocidade de
agitacdo (150 para 75 rpm) obteve-se melhora significativa na producao de AJ (média de 50
mg.L™ para 210 mg.L™?) e, também reducéo na viscosidade do meio de cultura.

Quando se compara a producdo de AJ utilizando-se deste processo com a producao

comercial (quando utiliza-se extracdo de vegetais), a concentracdo de AJ € significativamente
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superior tanto em meio estatico quanto agitado. Esses resultados mostram-se promissores,
uma vez que a producdo de AJ por bioprocessos ndo estara sujeita as intemperies, variagdes
sazonais ou possiveis situacdes de estresse do vegetal. O tempo para producgédo de AJ pelo
fungo poderé ser reduzido, quando comparado a plantas, e principalmente os parametros do
processo poderdo ser otimizados de forma a se obter producées ainda superiores destas aqui
apresentadas. Além disso, a utilizacdo de biorreatores com maior capacidade proporcionara
reducdo no custo de producdo de AJ e, consequentemente, nos precos praticados atualmente

pelo mercado.
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6. CONCLUSOES

A linhagem Kifn 3.1 de B. rhodina produziu AJ em diferentes concentragdes, em
funcdo do tempo, da composicdo do meio de cultura e das condigdes de cultivo. O uso de
sistemas de imobilizacdo ou suportes para o aprisionamento do fungo ndo se mostraram
eficientes, impossibilitando assim a reutilizacdo do micélio no processo de producéo de AJ,
estratégia esta que contribuiria para 0 aumento da produtividade e reducdo dos custos de
producdo do mesmo. Quanto a composi¢do do meio, reducdo da fonte de fésforo (KH,PO,)
para 0,5 g.L™, associado & suplementacdo com 75,0 g.L™" de sacarose como fonte de carbono
proporcionaram maiores producgdes de AJ pelo fungo. Quanto as condi¢des de cultivo, embora
em sistema estatico o teor de AJ no fermentado seja superior (300 mg.L™), a manutencéo da
fermentacao sob agitacdo de 75 rpm mostrou-se promissora, uma vez que nestas condicdes o
fungo produziu menor teor de exopolissacarideo, gerando assim um meio com menor
viscosidade. Desta forma, o fungo foi capaz de produzir e excretar AJ em concentracGes
superiores (200 mg.L™) as obtidas sob maior agitacdo (30 mg.L™), além disso, a reducdo do
tempo de fermentacdo de 12 para 6 dias proporcionou ao bioprocesso de AJ maior

produtividade.
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