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Resumo

O desenvolvimento dos esteroides é um dos mais fascinantes campos da
medicina, quimica e microbiologia industrial, principalmente devido ao fato
de varios esteroides discrepantes, como os acidos biliares e os hormonios se-
xuais, dentre outros, serem essenciais para os processos biologicos. O termo
de biotransformacdo ocorre devido ao processo em que substancias como o
farmaco, nutrientes, dejetos e toxinas dentro de um organismo passam por
reagdes quimicas, sendo geralmente medidas por enzimas, que as transforma
em um composto contrario do insélito administrado. Para o tratamento de
algumas doengas foi necessaria a administragao de esteroides ou hormonios,
mas, devido a sua complexidade, a obten¢do da forma sintética dessas mo-
léculas é proibitivamente cara. Desencadearam-se entao experimentos com
biotransformagéo; isso pode ocorrer com a presen¢a do microrganismo ou
pode-se produzir a enzima através do crescimento do microrganismo e pos-
terior extragao. A maior vantagem da biotransformagdo em relagdo a sintese
quimica ¢é a seletividade e a economia de processos. Devido a gama de opgdes
na biotransformacao de esteroides passou-se a ser factivel a obten¢ao de novas
moléculas até entdo nao existentes na natureza, o que proporcionou a criagao
de medicamentos melhores e com menos efeitos colaterais. Estudos feitos com
uma cepa do fungo Curvularia lunata mostraram que o controle de pH ¢ ne-
cessario para manter a enzima no melhor nivel de produgao, e que o0 maximo
de crescimento do microrganismo foi atingido quando o pH foi controlado
em 7,0. Posto isto, os resultados descobertos entre as condigdes experimentais
foram paragonados as porcentagens do esteroide formado contra a porcenta-
gem de esteroide de partida, pH, crescimento e esterilidade.
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Abstract

The development of steroids is one of the most fascinating fields of me-
dicine, chemistry and industrial microbiology, mainly due to the fact that
many discrepant steroids, such as bile acids and sex hormones, among
others, are essential for biological processes. The term biotransformation
occurs due to the process in which substances such as the drug, nutrients,
waste and toxins within an organism undergo chemical reactions, being ge-
nerally measured by enzymes, which turns it into an opposite compound
of the unusual administered. For the treatment of some diseases the ad-
ministration of steroids or hormones has been necessary but due to their
complexity, obtaining the synthetic form of these molecules is prohibitively
expensive. Experiments with bio-transformation began; This may occur
with the presence of the microorganism or the enzyme may be produced by
microorganism growth and subsequent extraction. The biggest advantage of
bio-transformation over chemical synthesis is selectivity and process econo-
mics. Due to the wide range of options in steroid bio-transformation, it was
now feasible to obtain new molecules not previously found in nature, which
led to the creation of better drugs with less side effects. Studies with a strain
of the fungus Curvularia lunata showed that pH control is necessary to keep
the enzyme at the best production level, and that the maximum growth of
the microorganism was reached when the pH was controlled at 7.0. That
said, the results found between the experimental conditions were compared
to the percentages of the steroid formed against the percentage of starting

steroid, pH, growth and sterility.

Introducao

A histéria do desenvolvimento dos esteroides ¢é
uma das mais fascinantes e destacadas no campo da
medicina, quimica e microbiologia industrial. Princi-
palmente devido ao fato de que vérios esteroides di-
ferentes, como os acidos biliares, os hormoénios sexu-
ais, dentre outros, serem essenciais para 0s processos
bioldgicos. Os sistemas bioldgicos obedecem as leis
da quimica, sendo que o termo de biotransformacao
ocorre devido as modificagdes da estrutura quimica
que sdo realizadas a temperaturas de 20 a 40°C, reque-
rendo um significativo aporte energético e que, geral-
mente sdo realizadas em meio aquoso. Atualmente os
microrganismos sao utilizados como reativos quimi-
cos para a preparagdo de intermedidrios, ou para a
produc¢io econdmica de produtos. Para o tratamento
de algumas doengas era necessaria a administragao de
esteroides ou hormonios e devido a sua complexida-
de, a obtencdo de forma sintética dessas moléculas é
proibitivamente cara. Iniciaram-se entao experimen-
tos com biotransformacdes, ou seja, transformacao

com auxilio de um sistema enzimatico gerado por
microrganismos. Isso pode ocorrer com a presenga do
microrganismo ou pode-se produzir a enzima através
do crescimento do microrganismo e posterior extra-
¢do (CASTRO, H. E et al., 2004).

A biotransformagdo ¢ um processo biologico pelo
qual um composto organico ¢ modificado para um
produto recuperavel, mediante reagdes simples, qui-
micamente definidas, catalisadas por enzimas celula-
res. As biotransformacoes diferem das fermentacdes,
nas quais os produtos, como antibidticos, enzimas,
aminodcidos, acidos organicos e solventes originam-
-se a partir de um complexo sistema Biosintética do
metabolismo primario ou secundério. Outras trans-
formagdes utilizadas atualmente em escala industrial,
tem utilizado diferentes microrganismos (ANDRA-
DE, J. S., PANTOJA, L., MAEDA, R. N., 2003).

A fermentagdo ou biotransformagdo, microrga-
nismos podem ser usados para converter compostos
a partir de outras estruturas para produtos de maior
valor agregado. As células microbianas comportam-se
como catalisadores quirais com grande especificidade
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posicional e estereospecificidade. Assim, processos
microbioldgicos sao mais especificos que processos
quimicos, promovendo modificagdes ou removendo
grupos funcionais em locais especificos numa molé-
cula complexa. As reagdes catalisadoras incluem de-
sidrogenacdo, oxidagao, hidroxilacdo, desidratagdo e
condensacio, descarboxilagdo, aminac¢do, deamina-
¢do e isomerizacdo. Os processos microbianos tém
ainda a vantagem sobre os processos quimicos de
operagdo em baixas temperaturas e pressoes, (BAS-
TOS, REINALDO GASPAR, EDUFSCAR, 2010).

A maior vantagem da biotransforma¢ao em rela-
¢d0 a sintese quimica é a seletividade e a economia
de etapas. O que é feito facilmente com a biotransfor-
magdo podem necessitar de mais de 30 reagdes qui-
micas fazendo com que a viabilidade econémica nao
exista. Existe praticamente para cada reagdo organica
um processo enzimatico equivalente que tem como
vantagens a quimiosseletividade, a regiosseletividade,

a diastereosseletividade e a enantiosseletividade, (FA-
BER, 1997).

Devido a gama de opgdes na biotransformacéao de
esteroides passou-se a ser factivel a obtencao de novas
moléculas até entdo ndo existentes na natureza, o que
proporcionou a criagdo de medicamentos melhores
e com menores efeitos colaterais. Estudos feitos com
uma cepa do fungo Curvularia lunata mostrou que o
controle de pH é necessario para manter a enzima no
melhor nivel de producio, e que o maximo de cresci-
mento do microrganismo foi atingido quando o pH
foi controlado em 7,0 (BANERJEE & SRIVASTAVA,
1992).

A hidroxilagao ¢é realizada pelas enzimas hidroxi-
lases; no caso do fungo Rhizopus arrhizus a enzima é a
11 a-hidroxilase, esse nome ¢ dado devido ao fato da
hidroxila ser colocada na posigao 11 do esqueleto es-
teroidal e com a configuragio espacial aa-hidroxilase,
conforme mostrado na figura 1.1.

Figura 1.1 - Hidroxilagdo realizada através de biotransformacao.

Fonte: Autores

Material e Método
Preparacao do meio de cultura:

Para realizacao do estudo, foi preparado meio de
cultura, iniciando pela pesagem das matérias primas
(meio de cultivo), pesando-se, em balanca analitica,
0,600 kg de Dextrose, 0,150 kg de Peptona e 0,003 kg
de Silicone, os matérias foram transferidos para um
béquer de 2 litros contendo, 1 litros de dgua destilada,
agitou-se a 100 rpm, com auxilio de agitacdo magné-
tica, até dissolu¢ao das matérias primas. Apos a com-
pleta dissolu¢do o volume foi avolumado para 1,5 L
com agua destilada e aliquotado para 14 Erlenmeyer
de 500 mL, sendo transferido 100 mL do meio de cul-
tivo para cada Erlenmeyer. Posteriormente distribui-

¢d0 do meio, os frascos foram numerados de 1 a 14.

Como o objetivo era avaliar o efeito do pH, ti-
vemos de garantir que os frascos tivessem o seu pH
controlado durante o experimento fermentativo, para
isso foi efetuado, com a adigdo de solugdes tampoes
4,00, 7,00 € 9,00 nos frascos onde o pH necessitava ser
controlado e nos frascos onde o pH deveria ser livre
adicionou-se a mesma quantidade de 4gua destilada
para equivaléncia das concentracdes dos nutrientes.
Conforme descrito na tabela 1, foi adicionado a cada
frasco, 10 mL da solucio descrita na coluna 2.

Apds a distribuicao das solugoes, os frascos foram
fechados com tampao de gaze e esterilizados em auto-
clave a 121°C durante 30 minutos. A autoclavagem e
aquecimento a 121°C durante 30 minutos a 1.02 atm.
sdo processo mais eficaz, pois o seu poder de penetra-
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¢d0 é maior, numa atmosfera himida e a uma tempe-
ratura elevada, os microrganismos morrem quando se
da a coagulagdo e desnaturagao das enzimas e prote-
inas que fazem parte da sua estrutura. Este processo
de eliminacdo de todos contaminantes é de extrema
importancia para o processo fermentativo, pois poste-
riormente realiza-se a inoculagdo do nosso microrga-
nismo e para obtencdo de bons resultados, deve-se ter
somente 0 nosso microrganismo, caso todos os con-
taminantes ndo sejam eliminados, estes competiram
com o nosso microrganismo Rhizopus arrhizus, desta

forma interferindo no crescimento e na produtivida-
de.

Tabela 1 - Distribuicdo de tampao em cada frasco,
correspondendo as diferentes situagdes de crescimen-
to de Rhizopus arrhizus.

Frasco | Solucgao a ser adicionada
01 Agua destilada

02 Agua destilada

03 Agua destilada

04 Agua destilada

05 Agua destilada

06 Solu¢ao Tampéo pH 4,0
07 Solugdo Tampéo pH 4,0
08 Solugdo Tampao pH 4,0
09 Solu¢ao Tampéo pH 7,0
10 Solugdo Tampéo pH 7,0
11 Solu¢iao Tampéo pH 7,0
12 Solugdo Tampéo pH 9,0
13 Solugdo Tampéo pH 9,0
14 Solu¢ao Tampéo pH 9,0

Fonte: Autores
Inoculagao e crescimento do fungo

Dois tubos de fungo Rhizopus arrhizus foram ino-
culados em fluxo laminar, um para o frasco 01 e outro
tubo o frasco 02. Em seguida os tubos foram incu-
bados em Scheker com agitacao de 150 rpm e tem-
peratura de 27° C por um periodo de 48 a 72 horas,
tempo determinado para a adaptacdo e crescimento
de microrganismo:

A. Crescimento microbiano: E normalmente asso-
ciado ao crescimento de uma popula¢ao de células de

um dado microrganismo, ou seja, aumento do nime-
ro de células da populagio.

B. Incubadora Shaker: E um equipamento de labo-
ratdrio responsavel pela agitacao de experimentos em
temperatura controlada e proteger essa agao de fato-
res externos, promovendo assim a incubagao, exerce
um movimento orbital de forma continua, pode se ter
o efeito de aquecimento ou resfriamento. As substin-
cias sao agitadas sem que haja contato com o ambien-
te externo. Nao havendo interferéncia de elementos
indesejados.

Apds crescimento, foram misturados os contetidos
dos frascos 01 e 02 (in6culo), para homogeneiza-los,
minimizando diferen¢as no indculo dos frascos sub-
sequentes e coletada amostra para realiza¢ao de ana-
lise de esterilidade, pH e crescimento. Foi transferido
10 mL do in6culo dos frascos 01 e 02 para cada frasco,
de 03 a 14 e posteriormente foram incubados por 24
horas sobre agitacao de 150 rpm e temperatura de 27°
C, sendo coletada amostras para analises de esterilida-
de, crescimento e pH. Apds 24 horas de crescimento,
foi adicionado 0,05 g/L de esteroide estéril (progeste-
rona) em cada um dos frascos e posteriormente foram
incubados por mais 48 horas (tempo de biotransfor-
magdo) mantendo agitagdo de 150 rpm e temperatura
de 27°C. Apos 48 horas de transformacao, os frascos
foram retirados da incubadora e efetuado andlise de
esterilidade, crescimento e pH de cada frasco e avalia-
¢do da biotransformacao.

Parametros fisico e fisico-quimicos que devem
ser considerados no processo de fermentagio

O oxigénio: ¢ um dos substratos gasosos mais im-
portantes para o metabolismo microbiano. Nao ¢ um
gas muito soluvel em agua, sendo que uma solugao
saturada contém aproximadamente 9 mg O2/L (25°C)
e devido aos ingredientes do meio de cultivo a satura-
¢do ¢ ainda menor. Portanto ¢ necessario injetar ar no
meio de cultura, através de aeradores, durante o pro-
cesso fermentativo. O ar é injetado na parte inferior
geralmente através de difusores para controlar o tama-
nho das bolhas. Pode-se dissolver centenas de gramas
de glicose em agua, mas a solubilidade do oxigénio a
1 atm. a 35°C ¢ da ordem de 7mgO2/L (7ppm). Desta
forma de nada adianta colocar centenas de gramas
por litro de glicose do meio de cultivo se ndo se
consegue transferir oxigénio ao microrganismo numa
velocidade suficientemente grande para suportar um
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crescimento exclusivamente aerobio (BERNARDES,
T. F., et al., 2008). Temperatura: o controle de tem-
peratura é efetuado através de camisa com circulagido
de agua gelada e agua quente, ligado a um termostato
de acordo com o comportamento do microrganis-
mo, sendo este um parametro muito importante, pois
todos os microrganismos possuem uma temperatu-
ra 6tima para o processo de biotransforma¢ao, uma
temperatura alta ou baixa, ird alterar o metabolismo
do microrganismo impactando assim na sintese do
farmaco (VOLPE, P. L. O,, 1997).

Esterilizacao: a esterilizacdo de um meio de culti-
vo ou ambiente é a operacio de elimina¢do de formas
vegetativas e esporuladas de microrganismos. A este-
rilizagdo difere da desinfecgdo pelo fato de que neste
ultimo processo ocorre o emprego de uma substancia
que destroi ou inibe o crescimento de certos micror-
ganismos em determinados meios. Os agentes fisicos
entendem-se calor, filtracao e radiagdo, como agentes
quimicos temos o emprego de acidos, bases, sais, ha-
logénios, alcoois, éteres e fendis. A esterilizagao pelo
calor seco é feita a temperatura de 160-170°C por
duas horas, ndo sendo aplicados a meios de cultivos
ou liquidos, mas na vidraria, no material de laboratd-
rio e no recheio dos filtros de ar. A esterilizagdio com
calor umido ¢ feita num ambiente de vapor saturado
a 1 atm. de pressdo (T = 121°C) durante 15-20 minu-
tos, condi¢des suficientes para eliminagao das formas
mais resistentes, os esporos de bactérias. (BASTOS,
REINALDO GASPAR, EDUFSCAR, 2010).

Agitagao: Os processos microbianos conduzidos
em aerobiose encontram uma situacio de enorme
destaque entre os cultivos microbianos de interesse
industrial, incluindo a produgdo de antibidticos, en-
zimas, vitaminas, biomassa, proteinas recombinantes
e tratamento bioldgico de aguas residudrias, em todos
esses casos ha necessidade de um adequado dimen-
sionamento do sistema de transferéncia de oxigénio,
que compreende a operagao de dissolu¢ao do oxigé-
nio contido na fase gasosa para a fase liquida, em que
ocorre o consumo pelos microrganismos. (BASTOS,
REINALDO GASPAR, EDUFSCAR, 2010).

O pH: influencia a atividade enzimadtica interfe-
rindo na estabilidade dos grupos ionizaveis das en-
zimas, no sitio ativo e na conformacao tridimensio-
nal das moléculas, O pH adequada propicia que os
grupamentos do sitio ativo fiquem na forma quimica
adequada para interagirem com o substrato. Em geral,
a enzimas sdo ativas numa faixa limitada de pH e em

muitos casos existe um valor 6timo, (BASTOS, REI-
NALDO GASPAR, EDUFSCAR, 2010).

O controle de pressao: estd relacionado a uma das
condi¢des ideais de biotransformagdo do microrga-
nismo. Caso exista uma pressdo extrema dentro dos
biorreatores, o microrganismo podera ser afetado,
nao evoluindo de forma esperada para a produgio do
produto desejavel.

Feed: Fonte de nutrientes, para manter a cons-
tancia do crescimento do microrganismo, é possivel
identificar quando sera necessario ser realizado esta
adi¢do, acompanhando os pardmetros acima, onde
regras de monitoramento, tanto de pH, temperatura,
vazdo e aeragdo sdo fundamentais e indispensaveis
para que se tenha o maximo de aproveitamento en-
zimatico para alcangar o produto desejado (RODRI-
GUES, P. H. M., et al., 2004).

Analise de esterilidade, pH e PCV (volume de
células compactadas)

Para confirmagdo da esterilidade, pH e PCV, fo-
ram realizadas a seguintes analises:

TSB: Tubos de caldo de soja tripticaseina, 9 mL de
TSB mais 1 loop da amostra: transferéncia de aliquota
da amostra em tubo de ensaio de maneira asséptica e
incubagdo em estufa a uma temperatura entra 34,5 a
39,5°C, por 24 horas.

TSA: Estrias no meio em placa: semeadura da
amostra em placa de petri de maneira asséptica e in-
cuba(;éo em estufa a uma temperatura entre 34,5 a
39,5°C, por 48 horas.

MEA: Estrias no meio em placa: semeadura da
amostra em placa de petri de maneira asséptica e in-
cubagdo em estufa a uma temperatura entre 23 a 26°C,
por 120 horas. Durante os experimentos realizados
nao foi evidenciado nenhum tipo de contaminagao
(auséncia de microrganismo estranho).

PCV: transferéncia de 10 mL da amostra em tubo
e centrifugagao por 10 minutos a 900 rpm. Ao final da
centrifugagdo avaliar o volume depositado no fundo e
tubo, usando a escala de volumétrica do tubo, multi-
plicar o volume por 10.

Ex.: sélido depositado igual a 15 X 10 = a 15% de
PVC.

Nos experimentos realizados obteve-se todos os
crescimentos acima da especificagdo de 20% para o
microrganismo de interesse, os resultados obtidos en-
contram-se na tabela 03.
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pH: inserir o eletrodo do pHmetro, devidamente
calibrado, no frasco contendo a amostra, e registro do
valor apresentado no visor do aparelho, assim que este
valor se mostrar estavel. os resultados obtidos encon-
tram-se na tabela 03.

Analise da Biotransformacao

Para avaliar o rendimento da biotransformacio,
foram transferidos 10,0 g do caldo fermentado de cada
um dos frascos para béquer de 50 mL, posteriormen-
te foram adicionados 10,0 g de metanol e cada um dos
béqueres, em seguida agitou cada frasco por10 minu-
tos, apds agitacdo, os conteudos dos béqueres, foram
filtrados em papel de filtro qualitativo. Apos filtracao
as amostras foram analisadas para quantificagdo da
biotransformac¢do em HPLC (Cromatografia Liquido
de Alta Performance) Agilent, conforme método des-
critas abaixo:

Utilizou-se uma coluna de a¢o inox (250,0 mm
X 4,6 mm) C-18 fase reversa e 5,0 mm tamanho de
particula, com a coluna a temperatura ambiente, a fase
movel utilizada foi acetonitrila/agua (60:40), com
um fluxo da fase movel de 1,0 ml min-1, o volume
injetado foi de 2 microlitros, o detector utilizado
foi VWD (comprimento de onda variavel), com um
comprimento de ondas de 242 nm.

Utilizou-se a cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE; em inglés: High performance liquid chro-
matography, HPLC) por ser um método de separagiao

de compostos quimicos em solugdo, a qual ¢ utiliza-
da na quimica analitica para identificar e quantificar
cada componente em uma mistura, por ter boa sen-
sibilidade, na separa¢do de compostos nao volateis e
termicamente estaveis.

RESULTADOS

Os resultados analiticos encontrados foram ava-
liados entre as condigoes do experimento. Foram
comparadas as porcentagens do esteroide formado
contra a porcentagem de esteroide de partida, pH,
crescimento e esterilidade. Através da analise dos re-
sultados analiticos nos cromatogramas, verificando-
-se os perfis cromatograficos avaliou-se o impacto da
variagdo do pH para a biotransformag¢do bem como
para o crescimento do microrganismo. As copias dos
cromatogramas das respectivas andlises encontram-se
em anexo.

Na tabela 2 encontramos os valores de porcenta-
gem do esteroide formado e do esteroide de partida, e
na tabela 3 sao apresentados os dados de crescimento,
pH e esterilidade antes e apds a biotransformacgao.

Podemos observar que os frascos sem controle de
pH através de tamponamento do meio tiveram uma
maior variagdo no pH apds a biotransformagdo do
que nos frascos tamponados. Observamos também
que os maiores crescimentos foram encontrados nos
frascos com pH livre e pH controlado em 7,0 assim
como os melhores resultados de biotransformagao.

Tabela 2 - Andlise do esteroide de partida e formado por HPLC

% Esteroide formado % Esteroide de partida
Frasco | Condicao de pH

Individual Média Erro Individual Média Erro
03 97,55 0,98
04 Livre 97,53 97,54 0,01 1,00 0,99 0,01
05 97,53 0,99
06 68,04 30,92
07 4 68,02 68,03 0,01 30,94 30,92 0,02
08 68,04 30,91
09 98,51 0,00
10 7 98,51 98,51 0,01 0,00 0,00 0,00
11 98,52 0,00
12 19,47 80,43
13 9 19,90 19,68 0,22 80,00 80,22 0,22
14 19,68 80,22

Fonte: Autores
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Tabela 3 - Dados de crescimento, pH e esterilidade antes da Biotransformagéo

Frasco | Condi¢ao de pH Antes da Biotransformacgao
pH % Crescimento
Individual Média Erro Individual | Média Erro
01e02 In6culo 6,8 - - 30 -
03 6,7 28
04 livre 6,6 6,7 0,1 29 28,7 0,6
05 6,7 29
06 4,0 25
07 4 4,1 4,0 0,1 27 26,3 1,2
08 4,0 27
09 6,8 30
10 7 7,0 6,9 0,1 29 29,3 0,6
11 6,9 29
12 8,7 20
13 9 8,9 8,8 0,1 18 20,0 2,0
14 8,9 22

Fonte: Autores

Tabela 4 - Dados de crescimento, pH e esterilidade ap6s a Biotransformagao

Apos a biotransformacgio
Frasco Est.erilidade antes~ da pH % Crescimento
biotransformacao
Individual | Média | Erro | Individual | Média | Erro
01e02 Positivo - - - - - -
03 Positivo 6,2 6,1 0,1 25 25,3 0,6
04 Positivo 6,1 25
05 Positivo 6,1 26
06 Positivo 3,9 4.0 0,1 20 21,0 1,0
07 Positivo 4,1 21
08 Positivo 3,9 22
09 Positivo 6,8 6,9 0,1 27 26,3 1,2
10 Positivo 6,9 27
11 Positivo 6,9 25
12 Positivo 8,8 8,8 0,1 17 17,3 0,6
13 Positivo 8,8 17
14 Positivo 8,9 18

Fonte: Autores
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O grifico 1 demonstra que sem controle de pH
através de tamponamento do meio, a variagdo do pH
apos a biotransformagao ¢ maior do que nos meios
tamponados.

Grafico 1 - Comparagdo de pH antes e apos a bio-

transformacao.

pH
10
9
8
7
6
5
4
3
2
1

4 7
Condigao de pH dos frascos

Legenda:

- pH antes da Biotransformagéo
- pH depois da Biotransformagio

Fonte: Autores

Pode-se visualizar no grafico 2 que a menor va-
riacdo de crescimento encontrada entre as amostras
antes e apds a biotransformagdo ocorreu nos frascos
com controle de pH em 7,0. Cabe destacar que em to-
dos os casos a diminuicdo do crescimento deve-se a
curva de crescimento microbiano, onde o microorga-
nismo ja comega a entrar na fase de declinio ou desa-
celeracdo. Nas outras condi¢oes de pH livre, 4,0 e 9,0
a diminui¢do do crescimento foi mais intensa e isso
provavelmente foi acentuado devido a um desvio do
pH o6timo de crescimento do microorganismo.

Grafico 2 - Comparagido de crescimento antes e apos
a biotransformacao.
pH

Livre 4 7 9
Condigdo de pH dos frascos

Legenda:

- Crescimento antes da Biotransformacéo

- Crescimento apés a Biotransformagéo

Fonte: Autores

No grafico 3 observamos que a melhor condigdo
de biotransformagao ¢ a dos frascos com pH contro-
lado em 7,0, onde todo o esteroide de partida foi con-
sumindo e a condi¢do menos favoravel foi a de pH
controlado em 9,0 onde menos de 20% do esteroide
de partida foi transformado.

Grafico 3 - Rendimento da biotransformacao.

Livre 4 7 9
Condigdo de pH dos frascos

Legenda:

Il * Estercide formado
[l  estersice de partica

Fonte: Autores
Discussao

Os resultados apresentados no grafico 3 eviden-
ciaram claramente que com o controle de pH em 7,0
a transformagdo é completa ndo restando nenhum
esteroide de partida. Como mencionado anterior-
mente, o controle de pH faz com que tenhamos uma
porcentagem de transformagao mais eficiente do que
os resultados obtidos sem controle de pH (tabela 3).
Em contrapartida demonstrou-se também que mes-
mo com o controle de pH, existe uma faixa 6tima de
trabalho para que a transformagao ocorra. O grafico
3 evidéncias de que em pH fora dessa faixa a transfor-
magao nao é completa. Em pH muito baixo ou muito
alto o sistema enzimatico fica prejudicado néo ten-
do eficicia na biotransformacio conforme os dados
apresentados na tabela 3.

Segundo estudos realizados por Sukhodol
e colaboradores (1984) ficou evidenciado que a bio-
transformagdo de esteroides pelo fungo Curvularia
lunata nao sofre alteragdo para variagoes de pH de
4,0 a 6,0. Hanc e colaboradores (1961) observaram
que a biotransformacdo de esteroides pela cultura de
Absidia orchidis tanto em condigdes acidas (pH 4,0
a 5,0) quanto em condi¢des alcalinas (pH 7,5 a 8,0) é
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inibida. A tabela 5 mostra os resultados obtidos neste
experimento, a faixa de pH utilizada foi mais estreita
que a utilizada no nosso caso, mas pode-se muito bem

ver que o pH 4timo para a transformacio no caso de
Hanc e colaboradores (1961) foi de 6,5.

Tabela 5 - O efeito do pH no curso da transformagédo de esteroide S (HANC et. al., 1961)

Incubag¢ido em horas
pH 15 20 24
Cortisol % | Epicortisol % Cortisol % Epicortisol % | Cortisol % | Epicortisol %

4,4 18,6 17,2 20,0 19,8 23,8 22,4
5,5 44,1 42,8 46,2 44,6 46,0 44,3
6,5 49,7 44,1 48,9 43,9 48,9 43,6
7,3 43,8 40,9 44,6 42,8 45,8 43,0
8,0 27,1 25,4 30,9 26,1 33,5 28,2

Hanc e colaboradores (1961) ainda verificaram que o metanol foi o solvente mais aceitavel para a extracao do
esteroide do meio de cultura em comparagao aos solventes etanol e acetona. Para o estudo deste experimento

utilizamos o metanol nas extrac¢des do esteroide.

Conclusao

Através das literaturas levantadas e testes realiza-
dos no laboratorio para este estudo, é possivel afirmar
que o experimento evidenciou que o sistema enzima-
tico pode ou nao ser afetado pela alteracdo de pH, isso
vai depender de qual é o microrganismo gerador das
enzimas.

O uso de tampdes no meio para o controle de pH
garante que a enzima transforme todo o esteroide de
partida, tendo, portanto, a melhor relagdo de trans-
formacao.

O melhor para conduzir o processo de biotrans-
formacao em Rhizopus arrhizus fazendo com que
tenhamos o maior rendimento, foi para pH igual a
7,0. Cabe destacar que industrialmente o custo do
tamponamento do meio para pH 7,0 pode ser, maior
que o ganho em rendimento quando comparado com
a condic¢do de pH livre, podendo ser, mais rentavel
a biotransformac¢ao em pH livre. Para utilizagdo em
escala industrial, cabe um estudo de viabilidade eco-
ndémica e também elabora¢do de uma analise de risco,
levando em consideragdo que o controle do pH, sen-
do que para o controle em escala industrial sera ne-
cessario a implementac¢ao de tanques adicionais para
o ajuste durante o processo fermentativo (crescimen-
to e biotransformagao), aumentando os risco de con-
taminagdo por intermédio deste tanques adicionais.
Podendo estes ajustes serem realizados com solu¢oes

estéreis de base e ou acidas. Pode ser observado tam-
bém que apos a transformagdo com a pH controlado
em 7 o crescimento mantivesse maior em relagdo aos
outros experimentos.

Nas outras duas faixas de pH devem ocorrer uma
alteragdo na conformacio tridimensional da enzima,
fazendo com que ndo tenhamos um resultado satisfa-
torio na biotransformagao.
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