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EFFECT OF THE PRECURSOR ADDITION ON THE ANTICANCER ALKALOID PRODUCTION USING EXPERIMENTAL
DESIGN METHODOLOGY. The effect of precursors on the anticancer alkaloid production by submerged fermentation using M.
anisopliae 3935 was studied, according to complete experimental design 2*> with three central points. The results showed that lysine
was the most important variable, however, when both lysine and glucose were added to the fermentation medium, the alkaloid
production reached, approximately, 17 mg L' after 120 hours of fermentation. Then, the scale-up of the process was carried out

and these results were confirmed. Finally, 35 mg L' of alkaloid at 192 h were attained after increment of added aminoacid lysine.
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INTRODUCAO

O composto swainsonine é um alcaléide indolizidinico poli-
hidroxilado (C,;H ,NO,) cuja molécula € andloga a agticares, cons-
tituida por anéis piperidinico e pirrolidinico com massa molecular
igual 173,2 g mol”, cujo nome se deriva de uma planta australiana
conhecida como Swainsona canescens. Este composto se apresenta
como um promissor agente terapéutico para ser usado na quimiote-
rapia de diversos tipos de neoplasias, devido a sua potencialidade na
redu¢do da taxa de crescimento de tumores sélidos e na inibi¢do de
metéstase de vérios tipos de neoplasias.!? Entre outras propriedades
reporta-se também sua capacidade para anular os efeitos citotoxicos
de algumas drogas quimioterapéuticas, tais como dexocirubicina
e ciclofosfamida, sendo considerado também como um potencial
adjuvante terapéutico.’

Outras aplicacdes terapéuticas de alcal6ides poli-hidroxilados,
incluindo o composto de interesse, estdo relacionadas com o trata-
mento de desordem lisossomal, de processos infecciosos e compli-
cacdes relacionadas, bem como de doengas autoimunes como artrite
e esclerose muiltipla.*

Particularmente, o principio terapéutico deste alcaléide baseia-
se principalmente no seu efeito inibidor de enzimas o-manosidase
tipo II que participam no processo de glicosilagdo de proteinas.
Estes processos tém sido também associados a presenca exagerada
de carboidratos na superficie de células cancerigenas e relacio-
nados as doengas progressivas e aos processos de metastase,
tendo sido seu efeito amplamente estudado por vérios grupos de
pesquisa.*’

Inicialmente, este alcal6ide foi extraido de sementes de plantas,®
posteriormente, obtido a partir de culturas de células vegetais’ e, mais
recentemente, por fermentagao®!%!! e sintese quimica.'>!* Entretanto,
esta ultima técnica, embora seja a de maior expansao, tem apresen-

*e-mail: victorh@uenf.br

tado problemas referentes a seu elevado custo e baixo rendimento
na produgdo, com grande niimero de operacdes e etapas de sintese,
unido a formagdo de misturas racémicas que dificultam a purificagio
e recuperacdo do produto final."* De fato, embora existam algumas
propostas para a sintese quimica assimétrica deste alcaldide, sdo
requeridas ainda multiplas etapas de reacdo, prevalecendo os altos
custos do processo.'> O processo bioquimico também apresenta pro-
blemas operacionais durante a etapa de fermentagdo, porém, embora
ainda pouca atengdo tenha sido dada a esta rota, o menor custo deste
processo resulta em uma alternativa mais atrativa.

Previamente nosso grupo de pesquisa realizou um screening
sobre a capacidade de produgdo deste alcaléide por culturas de
diversas cepas brasileiras de Metarhizium ssp.'® e uma linhagem
de M. anisopliae 3935 foi a que alcangou, comparativamente entre
as cepas avaliadas, maior rendimento de alcaldide produzido (da
ordem de 6 mg L!'). Neste contexto, este trabalho teve como foco
avaliar a potencialidade desta cepa de produzir quantidades maio-
res de alcaléide em funcdo da adig¢@o de precursores, como lisina
e glicose, usando a metodologia de planejamento experimental
com base nos estudos previamente reportados,'® com o propdsito
de estabelecer uma correlagdo empirica para estimar a quantidade
de alcaléide formado em funcio dos precursores adicionados em
escala de laboratdrio.

PARTE EXPERIMENTAL
Micro-organismo e reagentes

Metarhizium anisopliae 3935 foi obtido da Fundacéo Tropical de
Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”, Campinas, Brasil. Alcal6ide
como padrdo analitico, 99% de pureza, lisina e DL-glicose foram
obtidos da Sigma-Aldrich. Aveia em flocos (grau alimenticio) foi
obtida no mercado nacional. Todos os reagentes utilizados nas andlises
foram de grau analitico.
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Procedimentos experimentais

Preparagdo do inoculo

Cepa liofilizada de Metarhizium anisopliae 3935, foi reativada
em placas de Petri em meio composto por 20 g L' de aveia comercial
e 20 g L' de agar sendo, entdo, periodicamente repicada em tubos
de ensaios e estocada em geladeira a temperatura de 4 °C. Os in6-
culos foram preparados em frascos Erlenmayer (250 mL) no meio
descrito anteriormente. Subsequentemente, os esporos formados
foram retirados com dgua destilada e dispersos com agitacdo em
vortex e adicionados assepticamente nos frascos Erlenmayers ou no
biorreator, quando for o caso, para atingir uma concentragao inicial
de 107 esporos mL"! no processo fermentativo.

Fermentagdes conduzidas em shaker. Planejamento experimental

Os ensaios fermentativos foram realizados em frascos Erlenmayer
(250 mL) com 50 mL de meio estéril a 26 °C e 200 rpm durante 5
dias. A preparacdo do meio de cultura foi realizada de acordo com
método modificado, reportado por Patrick et al.,'’ usando extrato de
aveia comercial (20 g L"), mas cozida até atingir consisténcia rela-
tiva, e suplementado com glicose e aminodcido DL-lisina em vdrias
concentragdes. Antes das fermentacdes, o meio assim preparado foi
esterilizado durante 15 min a temperatura de 121 °C e 15 psi.

No término das fermentacdes, todos os caldos foram centrifu-
gados (Centrifuga modelo 5804R da Eppendorf) e caracterizados
através da determinagdo de massa seca, pH, concentracdo de glicose
residual e concentracio do alcaloide produzido.

Para avaliar os efeitos das concentracdes de glicose e de DL-lisina
na producdo do alcaloide swainsonine, foi realizado um planejamento
experimental completo 2> com triplicata no ponto central (Tabela 1)
para estimativa do erro experimental, durante 5 dias de fermentacio
conforme as condi¢des de temperatura e agitacdo descritas anterior-
mente. Os niveis das varidveis independentes foram definidos em
funcdo dos resultados experimentais previamente reportados.'®!® A
andlise da significancia dos efeitos das varidveis independentes sobre
a producdo de alcaloide foi avaliada através do programa Statistica,
versdo 5.0 (StatSoft Co.), enquanto que o programa Design Expert
versdo 5,0 foi empregado para se realizar a andlise da variancia
(ANOVA) dos resultados obtidos. Neste contexto, o teste F foi em-
pregado como critério de validacdo da significancia estatistica dos
modelos ajustados.

Fermentagoes em fase submersa em biorreator tipo tanque agitado

O meio de cultura foi preparado como descrito anteriormente, porém,
constituido por 15 g L' de extrato de aveia e/ou farelo de arroz, previa-
mente cozido durante 30 min em dgua destilada, filtrado e autoclavado
durante 15 min a 121 °C e 15 psi. Como inéculo, uma suspensao de
esporos de M. anisopliae obtidos em Erlenmayers com meio inclinado
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(aproximadamente 100 mL) foi transferida assepticamente para o meio
de fermentagio estéril. A fermentacdo foi realizada em biorreator tipo
tanque agitado New Brunswick Scientific, modelo Bioflo III com ca-
pacidade total de 5 L (aproximadamente 4 L de volume dtil), a 26 °C
e 400 rpm. Amostras foram retiradas em intervalos regulares de 24 h
para andlise. Durante a fermentacao foram adicionadas, de forma inter-
mitente, solucdes de 100 mg L' de DL-lisina e de 10 g L' de glicose,
respectivamente.

Métodos analiticos

Determinagdo de massa seca

Para a determinacio da biomassa celular resultante das culturas
em Erlenmayers, as amostras foram filtradas, entdo, as células sepa-
radas foram lavadas duas vezes com dgua destilada e posteriormente,
as mesmas foram secas até peso constante, a temperatura de 65 °C e
8 kPa, usando estufa a vicuo modelo GST-920 (Suprilab, Brasil).

No caso dos experimentos conduzidos em biorreator, a deter-
minacdo de biomassa foi realizada por andlise turbidimétrica das
amostras de caldo de fermentac@o tomadas a intervalos regulares de
24 h, de acordo com medicdes de densidade 6tica a 660 nm usando
um espectrofotometro Hach DR/4000V.

Determinagdo de pH
O pH foi determinado para cada uma das amostras por leitura
direta em equipamento DIGIMED, modelo DM 20.

Andlise da produgdo de alcaloide

A concentrag¢do de alcaloide produzido foi determinada por
ESI-MS em modo positivo usando espectrometro de massas Q-TOF
(Micromass, Manchester, UK) de acordo com as condi¢des previa-
mente estabelecidas.'® Para a quantificagio do alcaloide uma curva
padrdo foi preparada adicionando-se 0,5 pL de 4cido férmico e uma
solucdo de metanol (1:1 v/v) a solugdo de alcaloide padrao (500 pL).
As amostras de fermentagdo também foram preparadas como descrito
acima, cujas analises foram feitas por infuso direta com um fluxo de
10 pL min! usando uma bomba-seringa (Harvard apparatus).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados do planejamento
experimental realizado em shaker e conforme pode ser observado, as
concentracdes do alcaloide produzido variaram de 2,2 a 16,8 mg L,
sendo este ultimo valor praticamente 3 vezes superior ao alcangado
em trabalhos anteriores'® com a mesma cepa. Neste caso, o melhor
resultado (ensaio 4) foi obtido quando a cultura foi conduzida em
meio com as maiores concentra¢oes de lisina (170 mg L) e glicose
(10 g L"), durante 5 dias de fermentac@o.

Tabela 1. Matriz experimental e resultados do planejamento estatistico para a producdo de alcaloide por fermentagdo durante 5 dias usando

M. anisopliae 3935 a temperatura de 26 °C

Glicose (g L) Massa Seca (g L) Alcaloide (mg L")

Ensaio X, X, DL-lisina (mg L)
1 -1 -1 30
2 +1 -1 170
3 -1 +1 30
4 +1 +1 170
5 100
6 100
7 100

5.0 5,998 2.2
5.0 5,636 9,8
10,0 6,450 9.4
10,0 6,268 16.8
75 6,166 7.7
75 6,308 56
75 5,760 8,2
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De acordo com o grifico de Pareto (Figura 1), resultante do pro-
cessamento estatistico dos dados experimentais (Tabela 1) usando o
software Statistica v. 7.0, a andlise da significancia dos efeitos das
varidveis independentes estudadas revelou que ambas foram signi-
ficativas ao nivel de 95% de confianca, enquanto que a intera¢do
entre elas s6 se mostrou significativa em um intervalo de confianga
menor (90%). Analisando-se o efeito de cada varidvel independente
sobre a resposta, observou-se que aquela que teve maior efeito foi
a quantidade de lisina adicionada ao meio de cultura, seguida da
concentracdo de glicose. Entdo, um aumento da concentragdo destas
duas varidveis provavelmente levaria a obten¢ao de maiores valores
de concentrag@o de alcaléide.

(1) DL-lisina (mg/L

(2) Glicose (g/L)

(1) x(2)

Efeitos

(valores absolutos)

Figura 1. Efeitos das varidveis independentes estudadas e de sua intera¢do
sobre a concentragdo de swainsonine, produzido durante 5 dias de fermen-
tagdo, para um nivel de confianga de 95% (p<0,05)

Do ponto de vista comparativo, os resultados obtidos neste tra-
balho foram aproximadamente 91 e 24% maiores que os reportados
por Hino et al.'” e Patrick et al.,’ respectivamente, em termos de pro-
dutividade e tomando como base a quantidade de alcaloide produzido
durante 170 h de fermentag@o. Por outro lado, estes tltimos autores,
os quais ja tinham discutido a importancia da adigdo de isdmeros do
aminodcido lisina (L-lisina, D-lisina e DL-lisina) na produgdo deste
alcaloide, alcangaram valores acima de 30 mg L' de alcaloide em
190 h, porém, usando uma linhagem diferente de Metarhizium sp. e
2% de aminoacidos no meio de cultura. No entanto, estes autores nao
estabeleceram uma correlagdo entre os diferentes tipos de substrato no
que se refere a fonte de carbono e ao uso de isdmeros do aminoacido
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lisina usados como suplemento do meio de cultura e a produgio de
alcaloide, mas, os melhores resultados foram observados quando se
utilizou o meio que continha extrato de aveia e D-lisina. Entretanto,
o fato da D-lisina apresentar um custo bem mais elevado que a DL-
lisina constitui um problema pratico para sua implementagao.

Ao mesmo tempo, estes autores estudaram a influéncia de oxi-
génio dissolvido na morfologia do fungo empregado e na producio
de alcaléide, cujos resultados mostraram que altas concentracdes
de oxigénio dissolvido resultaram na formagdo de aglomerados de
fungos e em concentracdes de alcaldide de 1,56 mg L', depois de
220 h de fermentag@o. Por outro lado, em baixas concentragdes,
observou-se a manutengdo do crescimento hifal com 6,41 mg L' de
alcaloide para intervalos de tempo similares ao anterior. Assim, os
autores concluiram que a oxigenagado excessiva levou a reducio no
rendimento do processo, de modo que, apesar de ser necessdria alta
aeracdo para o crescimento do fungo, isto ndo era essencial para a
produgdo de alcaloide. Depois de 250 h de fermentagio, as curvas
de crescimento declinaram.

Neste trabalho, de acordo com o resultado da significancia dos
efeitos e considerando o critério de hierarquia, um modelo empirico
(Equacdo 1) em funcio dos termos codificados foi ajustado para pre-
dizer a concentragdo de alcaloide (C ) em fungdo das concentragdes
dos precursores no meio de cultura.

C,. =955+3.75X +3,55X, - 0,05X X, 1)

A Tabela 2 apresenta os resultados da andlise da variancia
(ANOVA) a0 nivel de confianca de 90% (p<0.10). O valor do coefi-
ciente de correlagdo (R?>= 0,965) obtido para esta andlise revelou a
qualidade do ajuste deste modelo matemadtico. Fato que também foi
confirmado pela andlise do teste F, uma vez que o valor de p (0,051)
foi muito menor que 0,1000. Segundo Barros et al.,'® se verifica que,
se o F calculado for maior que o tabelado para o nivel de confianca
adotado, hd evidéncia estatistica suficiente para supor a existéncia
de uma relagdo entre as varidveis. No entanto, notamos que isso nao
implica necessariamente que a relacdo encontrada seja um modelo
apropriado para prever a concentragio de alcaloide como uma fun-
¢do da concentrag@o de precursores, lisina e glicose. Assim sendo,
se desconsideramos o termo da interacio (Equag@o 1) a existéncia
de curvatura sugere que mais testes de adequacdo do modelo serdo
requeridos antes de ficarmos confortdveis em usar esta equagao para
realizar previsdes técnicas, mesmo nao havendo sido encontrada du-

Tabela 2. Andlise de varidncia (ANOVA) usando o programa Design expert para a varidvel resposta (concentracdo de alcaléide produzido),

ao nivel de confianca de 90%

Fonte da variagdo Soma quadrética Graus de Liberdade Meédia Quadratica al p<0,100
Modelo 106,67 3 35,56 18,68 0,0512
X, 56,25 1 56,25 29,55 0,032
X, 50,41 1 50,41 26,49 0,0357
X, X, 1x10 1 1x10 5,25%10° 0,9488
Curvatura 9,74 1 9,74 5,12 0,1521
Erro puro 3,81 2 1,90

Total 120,21 6

Valores de p menores que 0,1 indicam que os termos do modelo sdo significativos.
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rante a andlise falta de ajuste. Neste contexto, adotamos o critério de
“hierarquia” para garantir um melhor ajuste do modelo, preservando
o termo da interacdo na Equacdo 1 e garantindo que a curvatura nao
seja estatisticamente significante.

Na prética, pode-se considerar uma regressao como util para fins
de previsdo se o valor do F calculado for, pelo menos, de 4 a 10 vezes
maior que o valor do ponto de distribui¢cdo F com o nimero apropriado
de graus de liberdade, ao nivel de confianga escolhido."

O grifico de superficie de resposta (Figura 2) mostrou que para o
nivel de confianca escolhido (90%) a interacdo entre as duas varidveis
independentes teve efeito positivo, indicando que para otimizar a
concentracdo do alcaloide produzido durante 5 dias de fermentacdo
seria conveniente aumentar as concentragdes de lisina e glicose no
meio de cultura. Contudo, nestas novas condigdes seria necessario
realizar um estudo para saber se o sistema experimental ndo seria
limitado pelos custos envolvidos com estes compostos.

Alcaléide (mg LY

Figura 2. Grdfico tridimensional da superficie de resposta para o plane-
Jjamento experimental realizado (nivel de confian¢a de 90%) mostrando o
efeito da interagdo entre as varidveis: concentragdo inicial de DL-Lisina e
de glicose na concentragdo do alcaloide swainsonine, produzido durante 5
dias de fermentagdo

Fermentacio em biorreator

Com base nos resultados do planejamento estatistico, visando
a ampliacdo de escala e a valida¢do dos resultados encontrados,
realizou-se um experimento de fermentacio em biorreator tipo tan-
que agitado com a melhor condi¢do encontrada. Além disso, foram
efetuadas duas adicdes intermitentes de glicose e DL-lisina, uma
vez que se mostraram como varidveis importantes para uma maior
producio do alcaldide.

Inicialmente, os meios de fermentagdo apresentaram cor branca
devido a presenca intacta do amido. Nas primeiras 50 h de fermen-
tagdo o consumo de glicose manteve-se praticamente constante,
sugerindo-nos que ainda ndo havia biomassa suficiente para degradar
o substrato. No decorrer do processo, o caldo de fermentacdo foi se
tornando cada vez mais turvo, sugerindo o consumo dos nutrientes
pelo fungo. Nesta etapa, houve problemas na tomada de amostras
representativas do caldo de fermentagdo; o comportamento reol-
gico do caldo apresentou alteracdes em decorréncia da migragdo
de hifas e esporos para a parte superior das paredes do fermentador.
Assim, houve a formacdo de uma espessa torta de biomassa na su-
perficie do liquido (Figura 1S — Material Suplementar), resultando,
consequentemente, em problemas de transferéncia de massa e na
determinagdo de biomassa celular no seio do caldo de fermentagao.
Resultados similares, com relag@o a este tipo de problema reoldgico
durante a cultura de linhagens diferentes de M. anisopliae, foram
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também reportados.”**' Similarmente, durante as culturas em shaker
foi observado este comportamento, isto €, formou-se uma torta na
superficie do caldo de cultura dentro dos frascos Erlenmayer, contudo,
o problema foi menos complicado para a determinacgio da biomassa
porque, neste caso, todo meio foi filtrado e a torta resultante usada
para andlise.

Os perfis de pH, concentracdo de glicose e concentra¢do de swain-
sonine obtidos para esta fermentacdo sdo apresentados na Figura 3.
Durante este experimento o pH nao foi controlado para evitar retardo
no crescimento do fungo.!*> O valor de pH inicial da cultura, que era
de 6,4 caiu eventualmente, havendo uma estabiliza¢do em torno de
3,5. Esta queda coincidiu com o aumento da producéo de alcaloide.
Resultados similares foram observados por Tamerler et al.,!! os quais
sugeriram que essa queda no pH do meio poderia ser explicada pela
secre¢do de dcidos organicos durante o periodo de crescimento rapido
do fungo, sendo que o controle do pH durante a fermentacdo nao foi
favordvel a producao do alcaloide.

Alcakdide (mg'L)
Biomassa (DO ggg om )
pH

Tempo (h)
Figura 3. Resultados da produgado de alcaldide por M. anisopliae 3935 em
biorreator tipo tanque agitado, realizada a temperatura de 26° C, 0,6 vvm
e 400 rpm. B - Concentragdo de alcaloide (Swainsonine) em mg L'; O —
Crescimento celular (Densidade dtica a 660 nm) e A - pH

Verificou-se também que, ap6s a adicao intermitente de glicose e DL-
lisina a0 meio de fermentac@o as 144 h, houve incremento na produgao
de alcal6ide. Neste contexto, os espectros de massas revelaram que as
concentracgoes de alcaloide foram maiores que 11,5 mg L. Assim, o perfil
da curva de produto mostra que a produgdo do alcaloide se inicia a partir
das primeiras 96 h de fermentacdo, tendo um acréscimo até atingir seu
valor mdximo em uma concentracdo de aproximadamente 11 mg L' as
216 h, mantendo-se praticamente constante até¢ 240 h de fermentacao,
momento no qual o processo foi interrompido. Nota-se ainda que, ao
comparar estes resultados com aqueles obtidos em frascos Erlenmayers,
hd uma relativa diferenga na concentragio de alcaloide produzido e que
em termos de produtividade os valores de alcaloide produzidos apenas
nas primeiras 120 h de fermentagao foram comparativamente superiores
aos reportados por Sim e Perry.?? Este comportamento evidencia o efeito
dos problemas decorrentes das caracteristicas do biorreator, bem como
das condig¢des operacionais estabelecidas. Certamente, estes resultados
podem ter sido influenciados pela migragio das células para a superficie
do caldo de fermentag@o, como ressaltado anteriormente, resultando em
uma apreciavel caréncia de biomassa no meio, o que foi corroborado pelo
perfil da curva de crescimento celular que apds 100 h de fermentagio,
aproximadamente, apresentou um decréscimo na biomassa celular.

Simultaneamente, o desempenho da fermentacdo também foi
acompanhado através de andlises microscépicas (Figura 2S), fei-
tas nas amostras retiradas do caldo de fermentacdo em diferentes
intervalos de tempo, com o propésito de verificar alteragdes mor-
foldgicas do fungo durante o processo. Conforme se pode observar,
nas primeiras horas de fermenta¢do ndo houve formagdo de hifas,
verificando-se predominantemente a presenca de esporos (Figura
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2Sa). Posteriormente, comecou o crescimento do fungo e observou-se
uma visivel fragmentacao das hifas, provavelmente devido ao estresse
induzido pelas pds do impulsor, causando uma diferenga de esporos
no seio do liquido (Figura 2Sb). Entretanto, esta suspensdo celular
apresentou um maior nimero de hifas em relacio ao primeiro caso,
possivelmente como resultado da adigdo de precursores levando a
um aumento de biomassa. Esta fragmentacdo das hifas se manteve
durante as proximas horas de cultura (Figura 2Sc e 2Sd), havendo ao
mesmo tempo uma mudanga morfolégica gradativa das hifas livres
para emaranhadas, porém, ndo foi observada a formagdo de pellets. J&
na Figura 2Sd, observou-se suspensdo com maior nimero de hifas na
amostra que em casos anteriores, provavelmente por causa da adigao
de lisina que pode ter estimulado um aumento de biomassa, mas, ja
migrada para a superficie do caldo de fermentagdo.

A partir das dificuldades encontradas, decidiu-se aumentar as
concentracdes de DL-lisina no meio de fermentag@o. Os experimentos
foram conduzidos em duplicata por 8 dias nas mesmas condigdes
de agitac@o e temperatura, porém variando-se a concentragao de
DL-lisina de 0 a 4 g L. Os resultados (Figura 4) foram animadores
desde que concentragdes médias de 34,5 mg L' de alcaloide foram
alcangadas quando 1 g L' de aminoécido foi usado como precursor.
Entretanto, concentracdes maiores de aminodcido resultaram em
inibicdo da produgao extracelular de alcaloide, embora neste traba-
lho ndo tenham sido avaliadas as concentracdes intracelulares deste
produto. As razdes para este comportamento nao sao claras, mas a
principio os resultados sugerem uma possivel existéncia de inibigdo
feedback, uma vez que o catabolismo do aminodcido L-lisina acon-
tece via uma sequéncia de passos de ruptura oxidativa pela enzima
saccharopine oxidase e posteriores passos de reducio para resultar
em &cido pipecdlico,” que € o precursor do alcaloide de interesse
ou talvez pela inibi¢do resultante da acdo toxica da forma D do
aminodcido que, agora em maiores concentragdes, fez com que o
microorganismo respondesse de maneira diferente.
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Figura 4. Efeito da concentragdo de DL-lisina na produgdo de alcaloide
durante a fermentag¢do de M. anisopliae 3935 a temperatura de 26 °C e 200
rpm durante 8 dias de fermentagdo

CONCLUSOES

A produgio de alcaloide anticancerigeno por uma linhagem de M.
anisopliae 3935 foi estudada. O efeito da adi¢@o de precursores foi
verificado e um modelo matematico para estimar este comportamento
foi ajustado. Os melhores resultados foram alcangados nas fermenta-
¢oes realizadas durante 8 dias, onde os valores maximos de alcaloide
produzido foram observados quando as mais altas concentragdes de
precursores foram usadas. No entanto, os resultados sugerem que
em processos mais longos a concentracdo do alcaloide produzido
ndo depende apenas das concentracdes iniciais dos precursores e,
portanto, adi¢des intermitentes sao requeridas ao longo do processo.
Por outro lado, os problemas reolégicos que conduziram a limitacdes
de transferéncia de massa durante as fermentacdes sugerem o estudo

Quim. Nova

da obtengdo deste alcal6ide por fermentacéo sobre substratos sélidos
como uma alternativa mais promissora, a qual deverd ser avaliada
em trabalhos posteriores.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel no endereco eletrdnico http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, encontram-se as
Figuras 1S e 2S.
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