View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Universidade do Minho: RepositoriUM

Influéncia da velocidade especifica de crescimento de
Monascus purpureus ATCC36928 na producao de
pigmentos vermelhos

Daniela Gerevini Pereira Pacifico', Eugénio Ferreira?, Beatriz Vahan Kilikian®

!Departamento de Engenharia Quimica, Escola Politécnica da USP
CP 61548 CEP 05424-970, S&o Paulo, SP, BRASIL
Departamento de Engenharia Bioldgica Universidade do Minho
Braga, PORTUGAL

RESUMO

Os pigmentos vermelhos produzidos por Monascus sp sao substitutos de sais de nitrito
(conservantes), 0s quais sd0 precursores de nitrosamina (cancerigeno). O objetivo deste
trabalho foi desenvolver o processo de cultivo continuo para averbar a producéo de
pigmentos vermelhos estabelecendo valor adequado da velocidade especifica de
crescimento (u), apresentado dados de viabilidade celular e morfologia microbiana. N&o ha
na literatura relatos da aplicacéo de tal processo para Monascus purpureus ATCC36928.

Os valores de D aplicados foram de 0,05 h™, 0,025 h' e 0,1 h* (ums € de 0,15h%). O
maior valor da producdo especifica de pigmentos vermelhos (0,51UL.g) deu-se sob o
menor valor de p aplicado (0,025h™) comparando-se a situacdo, de p=0,1h, para a qual
obteve-se 0,22UL .g™.

Menor viabilidade na condicéo de menor p aplicado (0,025h™), com perdas de 32%. A
reducéo do valor de p resultou no aumento do comprimento das hifas (20%) e do grau de
ramificacdo (240%).

Palavras Chaves. Monascus, velocidade especifica de crescimento, pigmento,
viabilidade e morfologia.

INTRODUCAO

A possibilidade de controle da oferta de substrato no processo continuo permite o
estudo do efeito da velocidade especifica de crescimento - u - na producdo de metabdlitos,
uma vez que ha manutencéo do estado fisiologico das células. Efeitos da limitagdo por
substrato sdo observados também na morfologia, por exemplo, na intensificacdo da
aglomeracdo do micélio e no aumento do grau de ramificagdo, em funcdo da reducéo do
valor de p (Nielsen, 1992; Mcintre et a., 2001; Muller et al, 2002).

Diversas publicagdes sobre o tema morfologia apontam a existéncia de relacéo entre a
producdo de um determinado metabdlito e a forma da célula (Mcintyre et al., 2001;
Bocking et al., 1999; Patnaik, 2000; Znidarsic; Pavko, 2001; Kim et al. 2002). No caso da
lovastatina (um metabdlito secundério produzido por espécies de Monascus) de Aspergillus
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terreus, a producdo é favorecida quando as células agrupam-se predominantemente na
formade pellets (Morovijan et al., 1997).

AlteragBes morfolégicas especificas podem ser induzidas com base nas condi¢des do
processo. Por exemplo, sob caréncia nutricional pode ocorrer o aumento do nimero de
pontas e alongamento das hifas, o que leva a aglomeragdo. Corona et al. (1997) relata a
variagcdo do comprimento e didmetro de tubos germinativos de Aspergillus niger sob
diferentes concentrages de glicose. No caso da producdo de metabdlitos secundérios
todavia, uma associacdo direta entre morfologia e producdo pode ser equivocada pois, sob
condicdo de limitacdo nutricional, ocorre reducéo do valor de u a qual, ndo raro, promove
aumento da velocidade especifica de produgéo.

Segundo Olsvik; Kristiansen (1994), a velocidade especifica de crescimento, p, pode
influenciar indiretamente a reologia do meio em fungdo de alteragcbes morfol dgicas, como
comprimento da hifa e circularidade de clumps. Por conseguinte, altera-se o coeficiente de
transporte de oxigénio, a concentragdo de oxigénio dissolvido e a velocidade especifica de
respiragao, (op, a qual, finalmente, tem papel decisivo na regulagdo do metabolismo. Em
suma, pode ocorrer simultaneamente ou ndo, influéncia do valor de p, de go; e da
morfologia, sobre o valor da velocidade especifica de producao, pp.

No presente trabalho apresentam-se resultados do cultivo de Monascus purpureus
ATCC 36928 em processo continuo, sob diferentes valores de ., obtidos mediante controle
da concentragéo de glicose. O objetivo foi determinar os correspondentes valores de up e a
morfologiado bolor.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo e conservacdo: Monascus purpureus ATCC 36928, adquirido do Centro
de Culturas Tropicais (CCT) da Fundacdo Tropical de Pesguisas “André Tosello”
(Campinas — SP — Brasil). A suspensdo de células utilizada para o armazenamento foi
previamente cultivada em 100mL de meio glicosado (g/L: glicose 10.,0; extrato de carne
3.0 e peptona 5.0) por 38 horas, a pH inicial 5,5, erlenmeyer de 500 mL, em incubador
rotativo a 30° C, 300 rpm. Promoveu-se o congelamento em ultrafreezer (-80°C), de uma
suspensao de células em uma solucgéo de glicerol 20% v/v.

Preparo_do _indculo: O indculo para os ensaios em biorreator foi obtido a partir da
ativacdo da suspensdo de células congeladas (-80°C), usando banho a 37°C por 10min. Em
seguida, 24ml desta suspensdo foram inoculadas em 80ml de meio semi-sintético
(PEREIRA e KILIKIAN, 2001), em g/L: glicose 20, MgS0O,.7H,O 4.8, KH,PO, 1.5,
KoHPO,4 1.5, ZnSO,.7H,0 0.01, glutamato monosddico 7.6, NaCl 0.4, FeSO, 0.1 e extrato
de levedura 1.0. A suspensdo assim obtida foi cultivada por 35h a pH inicia 5.5,
erlenmeyer de 500 mL, em incubador rotativo a 30° C e 300 rpm.

Cultivos em biorreator: Os ensaios foram realizados em biorreator Biostat B (Braun -
Biotech, Melsungen AG, Germany) com 4L de volume util. O volume foi controlado com
base na massa do sistema de cultivo (biorreator e meio).

A Tabela 1 identifica as condigdes de cultivo impostas ou assumidas, para o
estabel ecimento de quatro valores de D. As trés primeiras condicdes possuem valores de D
inferiores a velocidade especifica méxima de crescimento (umax) do fungo e a quarta
condicdo com D acimade pmax.




Tabela 1: Identificagcdo das condigoes de cultivo.

Condicao \ Descrigao
Condigdes de cultivo

pH 55
Temperatura (°C) 30
Yxis 0,5
C (%) 70<C<100
N (rpm) 700
S (gL 5,0

1°%cond | 2°cond | 3°cond | 4°cond
D (hh 0,05 0,025 0,1 0,25
F(mL.hY 200 100 400 1000
Atprevisto* (h) 60 120 30 12

**: concentragao inicial de glicose do cultivo continuo
*: corresponde a trés tempos de residéncia

Os valores de vazdo especifica (D) adotados representam 33 %, 16,7%, 66,7% e 167%
(situacdo de varredura), do valor da velocidade especifica méxima de crescimento, pmax,
obtido para esse microrganismo, o qual é de 0,15h™. Para o estabelecimento do estado
estacionério, a cada valor de F aplicado, o cultivo era conduzido por tempo equivalente a
trés tempos de residéncia (Atprevisto) — teMPO necessario para que o meio fornecido pela
vazao de alimentacdo preencha o volume util do biorreator.

Métodos analiticos
Concentracdo celular (X): determinada a partir da pesagem e filtragdo de um volume
conhecido de amostra através de uma membrana 1,20 um, submetida a secagem por 15 min
a poténcia de 180W em forno microondas.

Medicdes e classificacbes morfologicas: foram executadas com equipamento composto por
microscopio optico DM/LS (Leica, Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma camera de video
DXC-950P (Sony, Tokio, Japdo) e um analisador de imagens Q5501W (Leica, Londres,
Gré&Bretanha), composto por um computador e o software QWin500. Cada amostra foi
representada por 3 laminas, das quais adquiriram-se cerca de 20 campos de imagem,
totalizando aproximadamente 100 elementos mensuraveis de cada |amina. Previamente a
aquisicdo das imagens, as amostras foram secas, fixadas e coradas com azul de metileno.

Viabilidade celular: foi executada com equipamento composto por um microscopio de epi-
fluorescéncia (ZEISS, Axioscop, Deutschland) com lampada de halogénio e equipamento
para fotografia acoplado através de uma Céamara Digital (ZEISS, AxioCam HRc,
Deutschland) a um analisador de imagens (ZEISS, AxioVision, Deutschland). Um volume
de 2mL da amostra diluida (até 0,1 g/L de células) era corado com 5ml de alaranjado de
acridina (1g/L) - ou 2mL de Calceina AM (10mM) e 2mL de Brometo de etidio (2,5mM).
Mantinha-se repouso por 5min na auséncia de luz. Adquiriram-se cerca de 10 a 20 imagens
de cada amostra, em intervalo de no maximo 30mim apds retirada da amostra.

Pigmentos vermelhos(Pv): os pigmentos vermelhos foram quantificados indiretamente com
base em medidas de absorbancia, (Beckman, U530) sob A 495nm, usando meio filtrado
através de membrana de éster de celulose 1,2um.




Velocidade especifica de producdo dos pigmentos vermelhos (up): A partir do balango
material para o produto considerando-se nula a concentragdo de pigmento no meio de
aimentacdo (Pey=0) obtém-se a equacdo (1) utilizada para o clculo da velocidade
espec|ifica da producéo de pigmentos vermelhos.

_PvD
X

Hp (1)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A manutencdo da homogeneidade no biorreator € particularmente dificultosa quando do
cultivo de fungos filamentosos. Para o estabel ecimento do estado estacionario foi mantido o
volume constante mediante controle da massa do conjunto biorreator e seus controles. A
macro utilizada para a manutencdo do volume acionava a bomba de saida se a massa do
sistema de cultivo (biorreator e meio) fosse 100g. Desta forma, a saida de meio deu-se de
modo intermitente (aproximadamente a cada 100ml - 2,5% do volume Util do biorreator)
sob elevada vazdo, F>1L.h™ exercida por bomba de deslocamento positivo e foi uma das
condicbes determinantes para a manutencdo da homogeneidade do efluente e
conseglientemente estabel ecimento do estado estacionario.

A freguéncia de agitacdo de 700rpm favoreceu a predominancia de hifas dispersas,
evitando, por conseguinte, a aglomeracéo de células, o que poderia causar entupimento a
saida do efluente.

A Figura 1 apresenta os resultados do ensaio.
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Figura 1: Concentracdo celular (X) , concentracdo celular no efluente (Xefiuente)
concentracdo de glicose (S) e absorbancia de pigmentos vermelhos (Pv) em fun¢éo do
tempo (ensaio continuo).

A concentracdo celular, X, determinada nas amostras retiradas do seio do meio
apresenta valores que representam cerca de 95% dos valores determinados para as
amostras obtidas no efluente do sistema continuo (Xesiuente), fortalecendo a hipotese de
ocorréncia de homogeneidade.

Observa-se que a concentracao de substrato (glicose) permaneceu entre O e 0,2 g.L ™.
Houve uma elevacdo deste valor para 0,5 g.L™* na fase de transicdo para a Gltima condicéo



executada, devido ao aumento da vazdo especifica de alimentacdo aplicada para obtencéo
do valor de D de 0,2h™.

A Tabela 2 apresenta os valores de velocidade especifica de crescimento em cada
estado estacionario do ensaio continuo, concentragao celular, absorbancia para o pigmento
vermelho, producdo especifica e velocidade especifica de producdo determinada pela

equacao (1).

Tabela 2: Velocidade especifica de crescimento, concentracdo celular, producéo
(pigmento vermelho extracelular) e velocidade especifica de producdo, no diferentes
estados estaciondrios do ensaio continuo.

AL " X PV i
(h") (gL @) (uL.gth?)
0,68 0,025 28 1,42
0.75 0,025 29 1,44 0013
0,97 0,025 29 150
0,63 0,05 27 0,98
1 0,05 28 0,97 0,017
0,81 0,10 27 0,60
0,92 0,10 27 0,61 0,022

* razdo entre tempo decorrido do estado estacionario e tempo total de residéncia utilizado.

Os dados da Tabela 2 ilustram a condicéo de estado estacion&rio no ensaio continuo,
umavez que os valores de X e P, determinados em duplicata ou triplicata ao longo de cada
um dos estados estacionéarios, apresentam diferencas ndo superiores a 12%.

A viabilidade celular, determinada por meio de anadlise de imagens fluorescentes, é
apresentada na Tabela 3.

Tabela 3: Viabilidade celular média (%), producéo especifica de pigmento vermelho
(Pe) e producéo especifica de pigmento vermelho das células viavels (Pe viaveis).

1%ond | 2°cond | 3°cond
D (hh) 0,05 | 0,025 0,1
Viabilidade média (%) 81 68 o1
Pe (U.g*L) 0,35 0,51 0,22
Peviaveis (U.gtL) 0,41 0,70 0,24

A viabilidade celular esta diretamente relacionada a velocidade especifica de
crescimento, de tal forma que para os menores valores de p, observam-se 0S menores
valores de viabilidade celular. Desta forma, a conducéo do processo sob valores de p,
significativamente inferiores ao valor de pma, se por um lado resulta células mais
produtivas, por outro lado, promove o aumento da fragdo de células inviaveis.



A correcdo dos valores de producdo especifica em funcédo da viabilidade celular, isto é,
considerando-se apenas as células viavels, resulta valores até 30% maiores.
Para a observagdo de diferencas nas formas e dimensdes do micélio em fungdo de p,
foram determinados parametros da micromorfologia, apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Vazéo especifica, comprimento médio de hifas, grau de ramificagdo e
porcentagem de clumps, nas trés condicdes de estado estacionario.

1°cond 2°cond 3°cond
D (hh) 0,05 0,025 0,1

L (um) 135,1 155,3 130,7
N 6,3 9,8 41

N /L (um?) 0,051 0,074 0,030
Clumps (%) 52,6 70,1 41,1

Verificou-se que a reducéo do valor de p desde 0,1 até 0,025, resultou aumento do
comprimento (L) e do grau de ramificacdo (N/L), provavelmente devido & crescente
limitacdo pelo substrato. Essas alteracdes de forma resultaram diferencas visiveis a olho nu,
no aspecto da massa celular, conforme ilustram as Figuras 4.2 (a) e (b), as quais
correspondem as imagens do micélio filtrado, obtido nas fases descontinua e continua sob
D=0,025h™. P - <~z

Figura 2: Micédlio filtrado, obtido de amostras das fases descontinua (@) e continua sob
D=0,025h™ (b).

Comparando as Figuras 4.2 (a) e (b) fica evidente a distinta produgdo de pigmentos e a
diferenca morfoldgica das duas amostras. A diferenca morfoldgica pode ser atribuida a
maior freqiiéncia de clumps na amostra obtida sob p de 0,01h™, a qual, provavelmente, é
conseguéncia do maior grau de ramificagdo (N/L) que favorece o agrupamento do micélio,
inclusive na forma de pellets, cuja freqiéncia € maior na imagem (b) em comparacdo a
imagem (a). Assim, é possivel inferir que o aumento do grau de ramificacdo com
consequente aglomeracdo do micélio esta diretamente relacionado a limitacdo em glicose.



CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer o estado estacion&rio, em cultivo continuo de Monascus
purpureus ATCC 36928, devido a manutencdo da homogeneidade, utilizando-se de alta
freqiéncia de agitagdo (700rpm) para a dispersdo das hifas e sobretudo com o
desenvolvimento de uma macro para o controle da massa do sistema de cultivo (biorreator e
meio) especifica, cuja retirada do meio deu-se de forma intermitente (2,5% do volume (til
do biorreator).

O menor valor de vazéo especifica (D) adotado, o qual corresponde a 16,7% do valor da
velocidade especifica méxima de crescimento (0,15h™), levou a uma reducdo em torno de
32% naviabilidade celular.

A producéo especifica de pigmento vermelho de células viaveis foi cerca de 35% maior
do que na situagso de maior D (0,1 ") aplicado, assim, a producdo especifica foi maior na
condicdo de menor m aplicado e de menor viabilidade celular identificada.

O crescimento sob limitagdo da fonte de carbono e energia (glicose), induziu aumento
do grau de ramificagéo das hifas, o que intensificou a aglomeracéo das células, evidenciada
pelo aumento de cerca 1,5 vezes na frequéncia de clumps.
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