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RESUMO

A roseoflavina é um metabdlito secundario produzido por Streptomyces
davaonensis, caracterizado por sua atividade antimicrobiana e pelo potencial de
aplicacdo em processos biotecnolégicos e farmacéuticos. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes meios de
cultura e estratégias de inoculagdo sobre o crescimento de S. davaonensis e a
producdo de roseoflavina, bem como propor uma estratégia de purificacdo do
composto e de gerenciamento dos residuos gerados durante o processo. Para isso,
foram realizados cultivos submersos em frascos Erlenmeyer contendo diferentes
combinagdes de fontes de carbono (amido de batata e fécula de mandioca) e
nitrogénio (extrato de levedura e peptona), utilizando-se indculos obtidos por
suspensao de esporos e por células vegetativas. Os cultivos foram avaliados quanto
a morfologia, producdo de biomassa e espectrofotometria de varredura, sendo o
meio AE (amido de batata e extrato de levedura) selecionado para o escalonamento
em biorreator de bancada operado em batelada. Além disso, foi elaborada uma
proposta tedrica de purificacdo para trabalhos futuros, baseada em precipitagao
fracionada com sulfato de aménio, extracao liquido-liquido com acetato de etila e
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC), complementada
por um plano de gerenciamento e tratamento dos residuos gerados. Os resultados
demonstraram que o meio AE associado ao inoculo proveniente de células
vegetativas proporcionou o melhor desempenho para o crescimento bacteriano. No
cultivo em biorreator, a biomassa atingiu aproximadamente 9,4 g/L, seguida de
estabilizacdo compativel com a fase estacionaria; entretanto, a produgdo de
roseoflavina permaneceu reduzida nas condigbes avaliadas, indicando a
necessidade de otimizagcdo de parametros operacionais, como agitagao,
transferéncia de oxigénio e tempo de cultivo. A estratégia proposta para purificagéo
e o gerenciamento dos residuos evidenciaram a viabilidade teorica de integrar
operagdes de downstream e praticas sustentaveis ao processo produtivo. Em
conjunto, os resultados obtidos estabelecem uma base para futuras investigagdes
voltadas a otimizacdo da producédo de roseoflavina e ao desenvolvimento de um
processo biotecnoldgico mais eficiente, reprodutivel e ambientalmente sustentavel.

Palavras-chave: roseoflavina; Streptomyces davaonensis; fermentacdo submersa;

metabodlito secundario; downstream.



ABSTRACT

Roseoflavin is a secondary metabolite produced by Streptomyces davaonensis,
recognized for its antimicrobial activity and potential applications in biotechnology
and the pharmaceutical industry. In this context, the present study aimed to evaluate
the influence of different culture media and inoculation strategies on the growth of S.
davaonensis and roseoflavin production, as well as to propose a purification strategy
for the compound and a management plan for the waste generated throughout the
process. Submerged cultivations were carried out in Erlenmeyer flasks using different
combinations of carbon sources (potato starch and cassava starch) and nitrogen
sources (yeast extract and peptone), with inocula prepared from either spores or
vegetative cells. The cultures were evaluated regarding morphology, biomass
production, and UV-Vis spectrophotometric scanning. Based on these results, the
AE medium (potato starch and yeast extract) was selected for scale-up in a batch
bench-scale bioreactor. Furthermore, a theoretical downstream process was
proposed for future studies, including ammonium sulfate fractionation, liquid—liquid
extraction with ethyl acetate, and high-performance liquid chromatography (HPLC)
analysis, together with a waste management and treatment strategy. The results
showed that the AE medium combined with vegetative cell inoculum provided the
highest bacterial growth. During bioreactor cultivation, biomass reached
approximately 9,4 g/L, followed by stabilization, indicating the stationary growth
phase. However, roseoflavin production remained low under the evaluated
conditions, suggesting that operational parameters such as agitation, oxygen
transfer, and cultivation time require further optimization. The proposed purification
strategy and waste management approach demonstrated the theoretical feasibility of
integrating downstream processing and sustainable practices into the production
process. Overall, the findings provide a basis for future studies aimed at optimizing
roseoflavin production and developing a more efficient, reproducible, and
environmentally sustainable biotechnological process.

Keywords: roseoflavin; Streptomyces davaonensis; submerged fermentation;

secondary metabolite; downstream processing.
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1 INTRODUGAO

A crescente disseminagao da resisténcia microbiana tem impulsionado a
busca por novos compostos bioativos que possam contornar os mecanismos de
escape bacterianos (Hemasa; Mack; Saliba, 2022). Nesse cenario, a roseoflavina
surge como uma molécula de notavel interesse. Produzida naturalmente pela
actinobactéria Streptomyces davaonensis, a roseoflavina € o unico antibiético
conhecido derivado da riboflavina (vitamina B:) e atua como um antimetabdlito que
inibe seletivamente o crescimento de bactérias Gram-positivas, incluindo patégenos
clinicamente relevantes como Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis
(Hemasa; Mack; Saliba, 2022).

Seu mecanismo de acao envolve a captacdo por transportadores de
riboflavina e a incorporagao em cofatores flavinicos defeituosos, que competem com
os analogos naturais e bloqueiam flavoproteinas essenciais, além de desregular
riboswitches dependentes de flavina mononucleotideo (FMN) (Pedrolli et al., 2023).
Para além da atividade antibacteriana, estudos recentes revelaram que a
roseoflavina também pode atuar como sensibilizadora de células cancerigenas a
ferroptose, ampliando seu espectro de aplicagdes biotecnoldgicas (Skafar et al.,
2026).

A biossintese da roseoflavina em S. davaonensis ocorre por meio de uma
via enzimatica relativamente curta, mas extremamente especifica. O processo tem
inicio a partir do FMN (riboflavina-5'-fosfato), um cofator celular abundante, e
envolve trés enzimas principais: RosB, RosC e RosA. RosB converte FMN em AFP
(8-demetil-8-amino-riboflavina-5'-fosfato), em  seguida, RosC realiza a
desfosforilagdo de AFP para gerar AF (8-demetil-8-amino-riboflavina), e, por fim,
RosA atua como uma N,N-dimetiltransferase, transferindo grupos metila para
converter AF na roseoflavina ativa (Liunardo et al. 2024). Embora essa via seja
geneticamente bem caracterizada, a produgdo do composto pelo hospedeiro nativo
em condi¢cdes laboratoriais ainda é relativamente baixa, o que representa um
gargalo para sua aplicagdo em larga escala e para estudos clinicos mais
aprofundados (Kibling et al., 2020).
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Diante desse desafio, estratégias de otimizagdo do processo produtivo
tornam-se essenciais. Uma das abordagens mais tradicionais e eficazes na
biotecnologia microbiana é a manipulacdo da composi¢cao do meio de cultura, uma
vez que a disponibilidade de nutrientes influencia diretamente o metabolismo
secundario dos microrganismos. Estudos demonstraram que a suplementagdo com
precursores como riboflavina e purinas pode aumentar significativamente o
rendimento de roseoflavina (Liunardo et al. 2024). Além disso, investigacoes
recentes indicam que o tipo de fonte de carbono empregada, por exemplo, a
substituicdo do amido por sacarose ou glicose em concentragdes mais elevadas,
pode praticamente duplicar a produgao do antibiético (Kibling et al., 2020).

Diversos esforcos tém sido feitos para escalonar a produgdao de
roseoflavina, mas ainda persistem desafios significativos. O produtor natural S.
davaonensis nao € ideal para processos industriais, pois tende a aderir a superficies
e crescer em agregados, o que dificulta seu cultivo em biorreatores (Mora-Lugo et
al., 2019). Como alternativa, pesquisadores tém explorado hospedeiros heterdlogos.
Em 2019, Mora-Lugo et al. alcangaram uma produgao de aproximadamente 14 mg/L
de roseoflavina em linhagens recombinantes de Corynebacterium glutamicum em
frascos agitados (Mora-Lugo et al., 2019).

Recentemente, em 2025, houve um avango nessa abordagem,
desenvolvendo a linhagem CgRose6, que atingiu um titulo de 17,4 + 1,5 mg/L em
meio minimo com glicose suplementado com tiamina, o maior valor reportado por um
produtor ndo nativo até o momento (Brito et al., 2025). Paralelamente, a produgao
por leveduras também tem sido investigada: Dymtruk et al. (2023) demonstraram
que linhagens recombinantes de Komagataella phaffii cultivadas em biorreator
acumularam até 130 mg/L de roseoflavina, valor cerca de uma ordem de grandeza
superior ao obtido com o produtor nativo (Dymtruk et al., 2023). Esses dados
indicam que a produgdo em biorreatores e a escolha do hospedeiro sao fatores

criticos para a produgao em escala.
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Diante desse cenario, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar
o efeito de meios de cultura alternativos na producdo de roseoflavina por
Streptomyces davaonensis em cultivo submerso em biorreator. Especificamente,
foram testadas diferentes formulagcdes de meios, variando-se fontes de carbono e
monitorou-se o crescimento bacteriano e a produgédo do antibiético ao longo do
tempo. Ao aliar a otimizagdo do meio de cultura com o cultivo em biorreator,
espera-se contribuir para o desenvolvimento de um processo produtivo mais
eficiente, reprodutivel e economicamente viavel, aproximando a roseoflavina de
aplicagcdes biotecnolégicas e farmacéuticas. A roseoflavina apresenta atividade
antimicrobiana comprovada contra bactérias Gram-positivas, como Bacillus subtfilis,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, além de ser utilizada como
molécula modelo no desenvolvimento de novos antibidticos direcionados a
riboswitches FMN e em estudos sobre resisténcia bacteriana e metabolismo de
flavinas (Jankowitsch et al., 2011; Pedrolli et al., 2015; Jiménez-Nava;
Chavez-Camairillo; Cristiani-Urbina, 2026).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a produgdo de roseoflavina por Streptomyces davaonensis
empregando fontes alternativas de carbono e nitrogénio em diferentes sistemas de

cultivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a influéncia de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na
producao de roseoflavina por S. davaonensis

e Realizar o escalonamento do cultivo de S. davaonensis para biorreator de
bancada, avaliando a viabilidade do processo

e Propor estratégias para a purificagdo da roseoflavina produzida, visando

otimizagao do bioprocesso
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Streptomyces davaonensis: CARACTERISTICAS GERAIS E MORFOLOGICAS

O género Streptomyces compreende bactérias Gram-positivas e aerobias
amplamente reconhecidas por sua capacidade de produzir uma grande variedade de
compostos bioativos, incluindo antibidticos e substancias com atividade antifungica
(Goredema et al., 2020).

Do ponto de vista biolégico, S. davaonensis compartilha o padrdo de
desenvolvimento caracteristico dos estreptomicetos, iniciado pela germinagdo dos
esporos, seguida da formagao de micélio vegetativo ramificado, do surgimento de
hifas aéreas e, posteriormente, da diferenciacdo em cadeias de esporos. Sexton e
Tocheva (2020), ao investigarem a formagao de exdsporos em S. albus, descrevem
esse ciclo morfolégico e mostram que as hifas vegetativas constituem estruturas
alongadas e ramificadas, enquanto a esporulagdo ocorre a partir de hifas aéreas
especializadas. Ainda que o estudo tenha utilizado técnicas avangadas de imagem,
ele fornece base importante para a interpretacdo das estruturas visualizadas por
microscopia Optica em espécies do género Streptomyces.

Ao longo do desenvolvimento, as colbnias apresentam alteragbes
morfoldgicas caracteristicas. Inicialmente, possuem superficie relativamente lisa e, a
medida que o crescimento avancga, desenvolve uma trama de micélio aéreo com
aspecto granular, pulverulento ou aveludado (Goredema et al., 2020). A produgao de
pigmentos constitui outra caracteristica marcante do género, sendo responsavel pela
coloragao tanto do micélio vegetativo quanto do micélio aéreo, com tonalidades que
variam do branco e creme até laranja, avermelhado e marrom (Goredema et al.,
2020).

Ao microscépio Optico, utilizando coloragdo de Gram e aumento de
1000%, as espécies de Streptomyces apresentam sua estrutura filamentosa
caracteristica, formada por uma rede de hifas ramificadas que constituem o micélio
vegetativo (Goredema et al., 2020). Ja em cultivo submerso, Streptomyces pode
crescer predominantemente na forma de pellets, constituidos por agregados
compactos de hifas, embora a ocorréncia de aglomerados filamentosos dependa das
condigbes de cultivo (O'Shea, 1998). Em S. davaonensis, espécie produtora de

roseoflavina, a formacao desses pellets é influenciada por fatores como composicao
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do meio, intensidade de agitacdo e disponibilidade de oxigénio (Kibling et al., 2020).
Essa caracteristica exerce influéncia direta sobre a transferéncia de oxigénio e
nutrientes no cultivo, afetando a eficiéncia da produgao de metabdlitos secundarios
(Wang; Zhao; Ding, 2017).

A identificagdo molecular das espécies de Streptomyces é
frequentemente realizada por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rDNA,
técnica amplamente utilizada para analises filogenéticas e classificacdo em nivel de
espécie (Goredema et al., 2020). No caso de S. davaonensis, essa abordagem foi
fundamental para confirmar sua classificagdo taxondmica e identificar os genes

envolvidos na biossintese da roseoflavina (Mack et al., 2012).

3.2 ASPECTOS GERAIS DA ROSEOFLAVINA

A roseoflavina (8-dimetilamino-8-desmetil-riboflavina) € um pigmento natural
de coloragdo rosa a vermelha, reconhecido como o unico analogo natural da
riboflavina (vitamina B:) com atividade antibiotica descrito até o momento (Otani et
al., 1974). Estruturalmente, € um analogo da riboflavina e de seus derivados
flavinicos, flavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD),
caracteristica que explica sua atuagdo como um potente antimetabalito (Jankowitsch
etal., 2011).

Sua férmula molecular € CisH2sNsOs, com massa molar de 405,41 g/mol e
ponto de fusdo entre 276 e 278 °C (Otani et al., 1974). A molécula apresenta
solubilidade moderada em agua e elevada solubilidade em solventes orgéanicos
polares, como dimetilsulfoxido (DMSO), metanol e acetato de etila. Além disso, é
fotossensivel, sofrendo alteracdbes em sua coloragdo quando exposta a luz por
periodos prolongados (GLPBIO, s.d.).

A atividade antibidtica da roseoflavina é observada principalmente contra
bactérias Gram-positivas, incluindo Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus e Sarcina lutea (Otani et al., 1974). Seu mecanismo de acgao esta relacionado
ao antagonismo da riboflavina e ocorre por duas vias principais. Na primeira, a
roseoflavina € convertida em analogos de FMN e FAD biologicamente inativos,
comprometendo a atividade de flavoenzimas envolvidas em processos metabdlicos
essenciais. Na segunda, a molécula interfere em riboswitches dependentes de FMN

ao se ligar aos seus aptameros com alta afinidade (Kp = 100 nM), reprimindo a
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expressao de genes relacionados a biossintese e ao transporte de riboflavina. Como
consequéncia, ocorre reducdo da disponibilidade intracelular de flavinas e
comprometimento do crescimento microbiano (Jankowitsch et al., 2011). Além da
atividade antibacteriana, estudos demonstraram potencial antiparasitario da
roseoflavina, evidenciado pela inibicdo da maturacdo de Plasmodium falciparum,
protozoario causador da forma mais grave da malaria humana (Jankowitsch et al.,
2011).

A produgado natural de roseoflavina foi identificada em bactérias do solo
pertencentes ao género Streptomyces, destacando-se Streptomyces davaonensis,
Streptomyces cinnabarinus e Streptomyces berlinensis (Mack et al., 2012). Como a
roseoflavina €& derivada estruturalmente da riboflavina, torna-se importante
compreender o metabolismo dos flavinonucleotideos celulares que atuam como

precursores de sua biossintese.

3.2.1 BIOSSINTESE DA ROSEOFLAVINA

A riboflavina é convertida em seus derivados biologicamente ativos por uma
via metabdlica conservada em procariotos e eucariotos. Inicialmente, a enzima
riboflavina quinase catalisa a fosforilagdo da riboflavina, formando flavina
mononucleotideo (FMN). Em seguida, a FAD sintase promove a adenilagdo do FMN,
originando flavina adenina dinucleotideo (FAD), principal forma intracelular de flavina
e cofator de diversas reagdes de oxirreducdo (Jankowitsch et al., 2011).

A conversao da riboflavina em FMN e FAD é uma via altamente regulada por
mecanismos de retroalimentagdo metabdlica e por riboswitches dependentes de
FMN, garantindo a homeostase celular dos flavinonucleotideos (Joshi et al., 2024).
Em microrganismos produtores de roseoflavina, parte desse fluxo metabdlico &
direcionada para uma rota biossintética alternativa responsavel pela formacao desse

metabdlito secundario.

A elucidagao dessa rota permitiu identificar um conjunto de genes especificos,
denominado cluster Ros, responsavel pelas etapas de conversao da riboflavina em
roseoflavina (Mack et al., 2012; Matern, et al., 2016).

Adentrando na biossintese, nota-se que a mesma envolve uma sequéncia
de reagdes enzimaticas que promovem modificacbes estruturais no anel

isoaloxazinico da riboflavina. Inicialmente, a riboflavina (RF) é fosforilada pela
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enzima RibC (riboflavina quinase), formando riboflavina-5'-fosfato (RP). Em seguida,
a flavina oxidase RosB converte RP em 8-desmetil-8-amino-riboflavina-5'-fosfato
(AFP). Posteriormente, a acdao da enzima RosC promove a formacido de
8-desmetil-8-amino-riboflavina (AF). A etapa final é catalisada pela dimetiltransferase
RosA, que utiliza S-adenosilmetionina (SAM) como doadora de grupos metila para
realizar duas metilagbes consecutivas no grupo amino da AF, produzindo
inicialmente 8-monometilamino-riboflavina (MAF) e, posteriormente, a roseoflavina
(RoF), como demonstrado na Figura 1 (Matern, et al., 2016; Mora-Lugo et al., 2019).

Além de participar da etapa final da biossintese, RosA € considerada uma
enzima-chave para a formagdo do produto biologicamente ativo, uma vez que a
introducédo dos grupos metila confere a molécula suas propriedades antimetabdlicas
e antibidticas caracteristicas. Estudos de mutagénese demonstraram que a
interrupcado dos genes rosA, rosB ou rosC resulta na perda ou redugédo significativa
da producado de roseoflavina, evidenciando o papel essencial dessas enzimas na
rota metabolica (Matern, et al., 2016).

A Figura 1 apresenta um esquema simplificado da via biossintética da
roseoflavina em S. davaonensis, destacando o0s principais intermediarios
metabdlicos e as enzimas envolvidas em cada etapa da conversao da riboflavina em

roseoflavina.

Figura 1 — Via biossintética da roseoflavina em Streptomyces davaonensis

o RibC o RosB 0 RosC o RosA
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OH HO O OH WOH
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RF RP AFP AF RoF

Fonte: Mora-Lugo et al. (2019)

3.3 FONTES DE CARBONO ALTERNATIVAS

As fontes de carbono sdo fundamentais em bioprocessos, pois servem
como a principal base de energia e de carbono estrutural para o crescimento dos
microrganismos e para a sintese de metabdlitos. Para bactérias do género
Streptomyces, o tipo de fonte de carbono disponivel no meio de cultura esta

diretamente ligado ao desenvolvimento das células e a produgdo de metabdlitos
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secundarios, como os antibidticos (Madigan et al., 2018). Nesse sentido, fontes
como glicose, sacarose, amido de milho e melago sdo muito utilizadas como
substratos em processos fermentativos para produzir enzimas, antibiéticos e outros
compostos de interesse (Sanchez; Demain, 2002).

Dentre as opcgdes de fontes de carbono, os polissacarideos, como o
amido, se destacam por causa do baixo custo, da facilidade de encontrar e da
aplicacao em biotecnologia. A utilizacdo de amido em fermentacdes é de extrema
importancia na escala industrial, porque permite trocar agucares simples por
matérias-primas mais baratas, sem que isso prejudique o crescimento do
microrganismo ou a produg¢ao dos metabdlitos (Zhu, 2015).

O amido é composto por duas fragdes principais: a amilose e a
amilopectina, e possuem proporgdes diferentes conforme a origem. A amilose tem
uma estrutura linear, enquanto a amilopectina € bastante ramificada, o que altera
propriedades como a solubilidade, a gelatinizagao e a facilidade de ser quebrada por
enzimas através do processo de hidrélise. Essas caracteristicas na estrutura do
amido influenciam a velocidade com que os agucares sao liberados no meio, o que
acaba afetando o metabolismo microbiano (Zhu, 2015).

O amido de milho e a fécula de mandioca sao fontes de carbono muito
relevantes, principalmente em paises com alta produg¢ao no setor de agroindustrias,
como o Brasil (Soccol et al., 2017). O amido de milho costuma ter uma composicao e
propriedades fisico-quimicas mais padronizadas, o que ajuda na reprodutibilidade
dos cultivos no laboratério. Por outro lado, fatores como a organizagao dos granulos
e o processamento podem dificultar a agdo das enzimas, o0 que as vezes resulta em
uma degradacao mais lenta quando comparado a outros tipos de amido (Copeland
et al., 2009).

Ja a fécula de mandioca aparece como uma opcao renovavel, barata e
muito disponivel. Suas caracteristicas estruturais geralmente facilitam a hidrélise
enzimatica, o que ajuda na liberagado dos agucares durante o processo. Entretanto, a
composicado da fécula pode variar bastante dependendo da origem da planta e de
como ela foi processada, o que pode alterar suas propriedades funcionais (Zhu,
2015).

Além do tipo de fonte, a forma como esses agucares ficam disponiveis no
meio também alteram o funcionamento do metabolismo. Fontes que liberam o

acgucar de forma gradual tendem a diminuir os efeitos de repressao catabdlica, o que
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ajuda na produgao de metabdlitos secundarios. Ja as fontes que o microrganismo
consome muito rapido podem acabar direcionando o metabolismo com enfoque para
o crescimento das células e nao para o produto final (Madigan et al., 2018).

Assim, escolher a fonte de carbono € um passo estratégico para o
desenvolvimento de bioprocessos e otimizacdo da producdo. Usar fontes
alternativas, como o milho e a mandioca, ajuda a reduzir custos e a direcionar o
metabolismo, melhorando a eficiéncia das fermentagdes (Sanchez; Demain, 2002;
Madigan et al., 2018).

3.4 FONTES DE NITROGENIO COMPLEXAS E PURIFICADAS

O nitrogénio é um dos elementos mais importantes para o0s
microrganismos, sendo essencial para fabricar proteinas, acidos nucléicos e outros
componentes da célula. Em biotecnologia, a natureza e a disponibilidade da fonte de
nitrogénio sao fundamentais para regular o metabolismo, influenciando tanto a
quantidade de biomassa quanto a produg&o dos metabdlitos que se pretende obter
(Madigan et al., 2018).

As fontes de nitrogénio costumam ser classificadas em definidas ou
complexas. As fontes definidas, como os sais de aménio, nitratos e a ureia, tém uma
composi¢cdo quimica conhecida e controlada, o que facilita na hora de repetir os
experimentos e entender os fluxos metabdlicos (Madigan et al., 2018). Porém, essas
fontes puras podem ndo atender todas as necessidades nutricionais de certos
microrganismos, principalmente os que tém um metabolismo mais exigente. Além
disso, a disponibilidade de nitrogénio regula a expressao dos genes e como a célula
se adapta as condi¢gdes do meio (Doroshchuk; Gelfand; Rodionov, 2005).

Por outro lado, as fontes complexas, como o extrato de levedura e a
peptona, sdo muito usadas em fermentagao por serem ricas e variadas. Elas contém
nitrogénio na forma de aminoacidos e peptideos, além de vitaminas e minerais que
funcionam como fatores de crescimento. Essa riqueza nutricional ajuda no
desenvolvimento do microrganismo e pode trazer uma eficiéncia metabdlica maior
(Madigan et al., 2018; Sanchez; Demain, 2002).

O extrato de levedura é uma das fontes complexas mais comuns, tendo
uma alta concentracdo de aminoacidos livres, peptideos e vitaminas do complexo B.

Esses componentes sdo absorvidos facilmente pelos microrganismos, o que pode
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acelerar o crescimento e aumentar a produgéo do produto de interesse (Madigan et
al.,, 2018; Fan et al., 2025). Ja a peptona é feita a partir da quebra parcial de
proteinas animais ou vegetais, sendo composta basicamente por peptideos e
aminoacidos. Ela fornece nitrogénio de forma facil para o microrganismo e influencia
o seu perfil metabdlico. Mas, como sua composicdo depende da matéria-prima e do
processo de fabricacdo, isso pode acabar variando e afetando o desempenho do
cultivo (Sanchez; Demain, 2002).

A escolha entre fontes purificadas ou complexas depende do objetivo do
bioprocesso. Enquanto os meios definidos permitem um controle maior no
laboratério, as fontes complexas sdo usadas quando o foco € maximizar o
crescimento e a produtividade. Nesse cenario, a disponibilidade de nitrogénio tem
um papel decisivo, podendo direcionar o metabolismo para crescimento ou produgao
de metabdlitos secundarios (Sanchez; Demain, 2002; Doroshchuk; Gelfand;
Rodionov, 2005).

3.5 RELACAO ENTRE A FONTE DE NITROGENIO E FONTE DE CARBONO

A relagao entre as fontes de carbono e nitrogénio é um dos fatores que
mais impactam o metabolismo microbiano. O balango entre esses dois nutrientes,
geralmente chamado de relagao C/N, é fundamental para regular o crescimento das
células e a producdo das moléculas de interesse, pois afeta diretamente o caminho
que o metabolismo vai seguir (Sanchez; Demain, 2002; Madigan et al., 2018).

O carbono funciona como a principal fonte de energia e estrutura,
enquanto o nitrogénio € indispensavel para criar proteinas e o DNA celular. Por isso,
o equilibrio entre eles define se o metabolismo vai funcionar bem. Qualquer
mudanga na relacdo C/N pode alterar a forma como o microrganismo absorve
nutrientes, sua taxa de crescimento e a eficiéncia de produgao (Schmidell et al.,
2001).

Quando a relagdo C/N é baixa, com mais disponibilidade de nitrogénio do
que carbono, o crescimento das células é favorecido. Ja4 em condi¢cdes de relagao
C/N alta, onde o nitrogénio acaba sendo o fator limitante, o metabolismo costuma
ser desviado para a produgao de metabdlitos secundarios, como os antibiéticos
(Doran, 2013). Isso acontece por causa de mecanismos de regulacdo onde a falta

de nitrogénio sinaliza para a célula ativar as vias secundarias. Em bactérias
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Gram-positivas, a disponibilidade de nitrogénio esta ligada a forma como o
microrganismo se adapta as condigdes nutricionais. Assim, controlar a relagédo C/N é
uma forma de direcionar o metabolismo durante a fermentagdo (Doroshchuk;
Gelfand; Rodionov, 2005).

Em um bioprocesso, a relagdo C/N é um parametro usado para otimizar o
processo, sendo ajustada conforme o objetivo, seja para ter mais biomassa ou mais
produto. Estudos mostram que mexer nessa relagdo impacta a produtividade e a
eficiéncia do processo como um todo, sendo uma ferramenta importante para levar a
producdo da bancada para a escala industrial (Doran, 2013).

Além disso, o tipo de fonte de carbono e nitrogénio utilizada também
altera a dindmica da relagdao entre carbono e nitrogénio. Fontes de carbono mais
lentas, como os polissacarideos, liberam agucares aos poucos, enquanto as fontes
complexas de nitrogénio oferecem nutrientes ja prontos para uso. Essa interagao
entre as fontes ajuda a controlar o desempenho da fermentacdo (Madigan et al.,
2018; Sanchez; Demain, 2002).

Portanto, a relagcdo C/N é um ponto estratégico no desenvolvimento de
bioprocessos. Entender como ela funciona €& essencial para planejar os
experimentos e conseguir os melhores resultados nas fermentagdes (Schmidell et
al., 2001).

3.6 FERMENTAGAO SUBMERSA EM ESCALA LABORATORIAL E DE BANCADA

A fermentagcdo submersa (submerged fermentation - SmF) é o método
predominante para cultivo de Streptomyces em escala laboratorial e de bancada. Em
estudo com Streptomyces coelicolor, Wentzel et al. (2012) estabeleceram condigbes
operacionais otimizadas, incluindo temperatura de 30°C, pH ajustado para 7,0 com
HCl e NaOH, agitacao variavel entre 325 e 1300 rpm, e manutengdo do oxigénio
dissolvido em niveis minimos de 30 a 50% de saturagdo. Quanto aos meios de
cultura, diferentes formulagdes sdo utilizadas para otimizar o crescimento e a
producdo de metabdlitos. Estudos comparativos realizados por O'Shea (1998) com
Streptomyces natalensis indicaram que meios a base de YEPD (Yeast Extract
Peptone Dextrose) promovem elevada produgao de biomassa, enquanto meios para
actinomicetos desenvolvidos por Sarra et al. (1996) também apresentam bom

desempenho. A concentragéo de carbonato de calcio (CaCO:s) influencia a produgao,
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sendo que a redugdo de 8 g/L para 4 g/L pode aumentar a produgédo de biomassa
(O'Shea, 1998). Em estudos de biossintese de roseoflavina, Jankowitsch et al.
(2011) e Joshi et al. (2024) utilizaram o meio SMM (Streptomyces Minimal Medium)
suplementado com oligoelementos.

Para estudos em escala laboratorial e de bancada, diferentes
configuragbes experimentais sdo empregadas. Wentzel et al. (2012) descrevem o
uso de frascos agitados (shake flasks) com volume de 50 a 150 mL em frascos de
250 mL, além de biorreatores de bancada com volumes de 200 mL a 350 mL em
vasos customizados, sendo que a agitacdo pode ser mantida constante ou ajustada
automaticamente para manter niveis adequados de oxigénio dissolvido.

A escolha do volume de cultivo é critica, pois O'Shea (1998) demonstrou
que volumes de 100 mL em frascos de 250 mL apresentam boa reprodutibilidade,
enquanto volumes de 50 mL, embora apresentem desempenho superior, podem
trazer problemas de reprodutibilidade. O monitoramento e controle da fermentacao
inclui diferentes parametros: Licona-Cassani et al. (2012) descrevem a determinacao
da biomassa por peso seco celular (CDW - Cell Dry Weight), enquanto O'Shea
(1998) menciona a avaliagdo da produtividade especifica por ensaios
espectrofotométricos, como ensaios de Total Bioactive Pigments for Red Pigments
(RED/TBP) para pigmentos. No trabalho de Wentzel et al. (2012), o oxigénio
dissolvido foi monitorado continuamente por sondas no biorreator, e o sistema
ajustava automaticamente a agitacdo e aeragdo para evitar limitagdo. O pH foi
controlado por eletrodos acoplados a bombas que adicionavam acido ou base
conforme necessario, garantindo condi¢gdes estaveis durante toda a fermentagao.

Em sistemas mais sofisticados, pode-se utilizar agitagao automatica para
manter niveis minimos de oxigénio dissolvido, com incrementos manuais ou

automaticos na rotagao do agitador (Wentzel et al., 2012).

3.7 METODOS DE MONITORAMENTO DO CULTIVO DE Streptomyces
davaonensis PARA PRODUCAO DE ROSEOFLAVINA

A producgao de roseoflavina pode ser monitorada por diferentes técnicas, que
fornecem informagdes complementares sobre a concentragdo, o crescimento
microbiano e a morfologia da cultura. Entre os métodos empregados, a

espectrofotometria UV-Vis destaca-se pela rapidez e simplicidade, sendo
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amplamente utilizada para estimar a concentracdo de roseoflavina em
sobrenadantes de cultivo. A técnica baseia-se na absorcdo de radiacao
eletromagnética em comprimentos de onda especificos, conforme a lei de
Beer-Lambert, segundo a qual a absorbancia é proporcional a concentragdo do
analito, ao caminho 6ptico e ao coeficiente de absor¢cao molar, desde que a amostra
apresente homogeneidade e baixa interferéncia por espalhamento de luz (IUPAC,
2014; ASTM International, 2016). E possivel entdo obter absorgdo caracteristica da
roseoflavina em aproximadamente 505 nm, decorrente da substituicdo estrutural
presente no anel isoaloxazinico. Essa caracteristica permite diferencia-la da
riboflavina e de outras flavinas, possibilitando sua quantificacdo de forma rapida
(Sheraz et al., 2014; Tsyrulnyk et al., 2016). No entanto, a confiabilidade das
analises depende da utilizacdo de sobrenadantes previamente clarificados por
centrifugagédo e, quando necessario, filtragdo, minimizando interferéncias causadas
pela turbidez do meio. Além disso, devido a fotossensibilidade das flavinas,
recomenda-se proteger as amostras da exposicdo a luz durante a coleta,
armazenamento e analise, reduzindo a degradagdo do composto (Reule, 1976;
Sheraz et al., 2014; Tyagi et al., 2010).

Além da quantificagcdo do metabdlito, 0 acompanhamento do crescimento de
Streptomyces constitui um parametro importante para a interpretacao da producgéao
de roseoflavina. Em bactérias filamentosas, como S. davaonensis, a determinagao
da biomassa por peso seco € considerada o método mais adequado para quantificar
o crescimento, uma vez que a formacao de hifas, micélio ramificado e pellets limita a
aplicagao de métodos baseados em densidade Optica. A determinacdo da massa
seca fornece uma medida direta da biomassa produzida e permite correlacionar o
desenvolvimento da cultura com a sintese de metabdlitos secundarios (Fischer;
Sawers, 2013; Sohoni; Bapat; Lantz, 2012). Estudos também demonstram que
alteragdes na morfologia da biomassa influenciam diretamente a fisiologia celular e a
producao de metabdlitos em estreptomicetos, reforcando a importancia desse
parametro em processos fermentativos (Manteca; Yague, 2018).

Como técnica complementar, a microscopia 6ptica é utilizada para a avaliagcao
qualitativa da morfologia da cultura, permitindo observar hifas vegetativas, micélio
aéreo, cadeias de esporos, pellets e fragmentos miceliais. Embora nao forneca
dados quantitativos, sua aplicagao auxilia na interpretagdo do estado fisiologico da

cultura e das alteragbes morfolégicas que ocorrem durante o cultivo, informagdes
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que podem estar relacionadas ao crescimento celular e a producdo de metabdlitos

secundarios (Bennett et al., 2018; Zacchetti; Smits; Claessen, 2018).

3.8 PURIFICAGAO PRIMARIA

A purificagao primaria, ou clarificacdo, constitui uma das etapas iniciais
do processo de downstream. Seu objetivo é remover células, fragmentos celulares,
particulas suspensas e outros solidos remanescentes no caldo fermentativo,
possibilitando a obtencdo de uma fase liquida mais pura para as etapas
subsequentes, possibilitando a obtencdo de maior concentracdo do produto de
interesse. A escolha das operagdes unitarias constituintes do processo depende das
caracteristicas do meio, tamanho das particulas, viscosidade do caldo e estabilidade

do produto final.

3.8.1 Centrifugacao

A centrifugacdo € uma operagdo unitaria baseada na separacgdo de
componentes por diferenca de densidade mediante a aplicagdo de uma forca
centrifuga superior a forga gravitacional. Em bioprocessos, essa técnica é
amplamente utilizada para separar células microbianas do caldo de fermentacgao,
recuperar biomassa, remover detritos celulares e promover a clarificacdo de meios
liquidos antes de etapas posteriores de purificagdo (Doran, 2013).

O principio da centrifugacédo consiste na sedimentagdo das particulas
em um campo centrifugo gerado pela rotacdo do equipamento. Quanto maior a
diferenca de densidade entre as particulas e o fluido, maior a eficiéncia da
separacao. Fatores como viscosidade do meio, tamanho das particulas e velocidade
de rotacao influenciam diretamente o desempenho do processo (Geankoplis, 2018).

Na industria biotecnoldgica, os equipamentos mais empregados incluem
centrifugas tubulares, de discos empilhados e decantadoras. As centrifugas de
discos sao particularmente importantes para a recuperagao continua de células
bacterianas e leveduras devido a elevada capacidade de processamento e eficiéncia
de separacao (Stanbury; Whitaker; Hall, 2017). Ja as centrifugas tubulares sao
utilizadas quando se deseja alta eficiéncia na remocgéao de particulas muito pequenas
(Doran, 2013).
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Entre as vantagens da centrifugacédo destacam-se a elevada velocidade
de processamento, a possibilidade de operacdo continua e a eficiéncia na
separagao de particulas finas. Entretanto, o método apresenta limitagdes, como alto
consumo energético, custo elevado dos equipamentos e potencial dano celular
decorrente das elevadas forgas de cisalhamento. Além disso, 0 aquecimento gerado
durante a operagdo pode comprometer a estabilidade de produtos bioldgicos
sensiveis, exigindo sistemas adequados de refrigeracao (Stanbury; Whitaker; Hall,
2017). Por essas caracteristicas, a centrifugagédo é frequentemente empregada

como etapa preliminar de clarificagdo em processos industriais.

3.8.2 Filtragao

A filtracdo € uma operacdo unitaria de separacao solido-liquido, que se
baseia na passagem de uma suspensao através de um meio filtrante poroso, capaz
de reter particulas sélidas enquanto permite a passagem do fluido. Trata-se de uma
das técnicas mais tradicionais e amplamente utilizadas na recuperagao de produtos
provenientes de processos fermentativos (McCabe; Smith; Harriott, 2005).

Durante o processo, as particulas sdlidas acumulam-se sobre o meio
filtrante formando uma camada denominada torta de filtracdo (Doran, 2013). A
medida que essa camada cresce, aumenta a resisténcia a passagem do fluido,
reduzindo a taxa de filtracdo. A eficiéncia da operacdo depende de fatores como
tamanho e concentracdo das particulas, viscosidade do meio, pressao aplicada e
caracteristicas do material filtrante (Geankoplis, 2018).

Nos processos biotecnoldgicos, a filtragdo pode ser empregada tanto para
recuperacao de biomassa quanto para obtengao de produtos extracelulares. Entre
as principais modalidades destacam-se a filtragcdo convencional, a filtragcao a vacuo e
os processos de filtragcdo por membranas, como microfiltragao e ultrafiltragdo. As
tecnologias de membranas ganharam grande relevancia devido a elevada
seletividade e a possibilidade de operar em condigbes brandas, preservando a
atividade biolégica dos produtos (Doran, 2013).

As principais vantagens da filtragcdo incluem simplicidade operacional,
baixo custo relativo e possibilidade de alta seletividade quando associada ao uso de
membranas. Como desvantagens, destacam-se a redugdo gradual da taxa de

filtracdo devido a formacdo da torta, o entupimento dos filtros e a necessidade de
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substituicdo ou limpeza periddica dos meios filtrantes (McCabe; Smith; Harriott,
2005).

3.9 PURIFICAGAO SECUNDARIA

3.9.1 Teste para determinagao da concentracao de proteinas totais

A determinacdo da concentragdo de proteinas totais € uma etapa
fundamental em estudos microbiologicos e biotecnoldgicos, pois fornece
informagdes importantes sobre o crescimento celular, o metabolismo microbiano e a
producao de biomoléculas de interesse. Em processos fermentativos envolvendo
actinobactérias, como S. davaonensis, a quantificacdo de proteinas pode ser
utilizada para monitorar a biomassa celular, avaliar a atividade metabdlica e
normalizar resultados obtidos em analises bioquimicas posteriores. Dessa forma,
métodos colorimétricos para determinagdo de proteinas sao amplamente
empregados devido a sua simplicidade, sensibilidade e aplicabilidade em diferentes
matrizes biologicas (Noble; Bailey, 2009).

Entre os métodos colorimétricos mais utilizados destacam-se o ensaio de
Bradford e o método do acido bicinconinico (BCA), ambos baseados em reagoes
quimicas que produzem alteragbes de cor proporcionais a concentragao proteica
presente na amostra. Esses métodos apresentam vantagens relacionadas a rapidez
de execucgado, baixo custo operacional e possibilidade de analise de multiplas
amostras simultaneamente, caracteristicas que os tornam amplamente empregados
em laboratérios de pesquisa e desenvolvimento biotecnoldgico (Thermo Fisher
Scientific, 2024).

O método de Bradford foi desenvolvido por Bradford (1976) e baseia-se
na ligagao do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 as proteinas presentes na
amostra. Em solugcdo acida, o corante apresenta predominantemente coloragao
avermelhada; entretanto, ao se ligar principalmente aos residuos de aminoacidos
basicos, especialmente arginina, além de histidina, lisina e residuos aromaticos,
ocorre uma mudanga estrutural que resulta na formagdo de um complexo de
coloragao azul intensa. A intensidade dessa coloragao é proporcional a quantidade
de proteina presente e pode ser determinada espectrofotometricamente, geralmente

em comprimento de onda proximo a 595 nm (Bradford, 1976).
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Uma das principais vantagens do método de Bradford é sua elevada
sensibilidade, permitindo a quantificagcdo de pequenas concentragcdes de proteinas
em curto periodo de tempo. Além disso, o procedimento demanda poucos reagentes
e apresenta execugao relativamente simples, sendo amplamente utilizado em
pesquisas envolvendo proteinas microbianas, enzimologia e biologia molecular
(Noble; Bailey, 2009). Entretanto, o método apresenta algumas limitagbes
importantes, especialmente relacionadas a variabilidade de resposta entre diferentes
proteinas e a interferéncia causada por determinados compostos quimicos
presentes nas amostras, como detergentes anidnicos, particularmente o dodecil
sulfato de sédio (SDS), que podem alterar significativamente os resultados obtidos
(Stoscheck, 1990).

A resposta analitica do ensaio de Bradford também depende da
composi¢cao de aminoacidos da proteina analisada, uma vez que proteinas ricas em
residuos basicos tendem a produzir maior intensidade de coloracdo em comparacao
com proteinas que apresentam menor quantidade desses aminoacidos. Por esse
motivo, a albumina sérica bovina (BSA) & frequentemente utilizada como padrao
para construcdo da curva analitica, embora diferengas estruturais entre a proteina
padrao e as proteinas presentes na amostra possam introduzir variacbes na
quantificacdo absoluta (Kruger, 2009).

Como alternativa ao método de Bradford, o ensaio baseado no acido
bicinconinico (BCA) destaca-se pela elevada robustez analitica e pela menor
suscetibilidade as variacbes relacionadas a composi¢cao proteica. O método foi
desenvolvido por Smith et al. (1985) e fundamenta-se na reacéo de biureto, na qual
ions cupricos (Cu*) sao reduzidos a ions cuprosos (Cu*) pelas ligagdes peptidicas
das proteinas em meio alcalino. Posteriormente, os ions cuprosos formam um
complexo estavel com o acido bicinconinico, originando uma coloragao purpura cuja
intensidade é diretamente proporcional a concentragao de proteinas presentes na
amostra (Smith et al., 1985).

O complexo formado entre o acido bicinconinico e 0s ions cuprosos
apresenta forte absorgédo na regido de 562 nm, permitindo quantificagdes altamente
reprodutiveis em ampla faixa de concentragdes proteicas. Além disso, o método
BCA apresenta menor dependéncia da composicdo de aminoacidos quando
comparado ao ensaio de Bradford, proporcionando resultados mais consistentes

para diferentes tipos de proteinas. Essa caracteristica torna o método
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particularmente util em estudos envolvendo extratos celulares complexos, como
aqueles obtidos a partir de cultivos microbianos (Smith et al., 1985; Thermo Fisher
Scientific, 2024).

Outra vantagem relevante do método BCA é sua compatibilidade com
diversos detergentes ndo idnicos e agentes desnaturantes frequentemente utilizados
em protocolos de extracao proteica. Entretanto, o ensaio pode sofrer interferéncia de
compostos redutores, como ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol e acido ascoérbico,
uma vez que essas substancias também sao capazes de reduzir ions cupricos,
provocando superestimacao dos resultados (Thermo Fisher Scientific, 2024). Dessa
forma, a escolha entre os métodos de Bradford e BCA deve considerar a
composi¢ao quimica da amostra e os reagentes empregados durante seu preparo.

Em trabalhos relacionados a caracterizacdo metabdlica de
microrganismos produtores de metabdlitos secundarios, como espécies do género
Streptomyces, a utilizagdo combinada de diferentes métodos de quantificagédo
proteica pode contribuir para aumentar a confiabilidade dos resultados
experimentais. A comparagdo entre os métodos permite avaliar possiveis
interferéncias da matriz bioldégica analisada e fornece maior seguranga na
interpretacdo dos dados relacionados ao crescimento celular e a atividade
metabdlica. Além disso, a determinagcédo precisa da concentragdo de proteinas
constitui uma etapa importante para a padronizagcdo de analises bioquimicas e para
a comparacgao entre diferentes condi¢gdes de cultivo, especialmente em estudos que
investigam meios alternativos para produgdo de compostos bioativos, como a

roseoflavina (Noble; Bailey, 2009).

3.9.2 Precipitagao de proteinas utilizando sulfato de aménio

A purificagcdo de biomoléculas produzidas por processos fermentativos
depende de etapas iniciais capazes de reduzir a complexidade da matriz bioldgica
antes da aplicagcdo de técnicas analiticas de maior resolugdo. Segundo Du et al.
(2022), mesmo técnicas cromatograficas amplamente utilizadas, como a
cromatografia de troca ibnica, apresentam melhor desempenho quando associadas
a etapas prévias de clarificacado e pré-purificagdo, como centrifugacao e precipitagcao

proteica. Dessa forma, a remogéo de proteinas constitui uma estratégia importante
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para simplificar a amostra e aumentar a eficiéncia das etapas subsequentes de
purificagao.

Entre os métodos empregados para remogao proteica destacam-se a
precipitacdo por acidos, a precipitagcdo com solventes organicos e a precipitacéo
salina utilizando sulfato de aménio. De acordo com Akyuz et al. (2024), agentes
como o acido tricloroacético promovem a precipitacdo por meio da desnaturacao
proteica, provocando o desenovelamento e a agregacao das cadeias polipeptidicas.
Em contraste, o sulfato de aménio reduz a solubilidade das proteinas sem causar
alteragdes significativas em sua estrutura nativa, preservando parcialmente sua
atividade biologica. Essa caracteristica torna o método particularmente interessante
para aplicagbes em que se deseja minimizar alteracbes na composi¢ao da amostra.

Além da preservagao estrutural das proteinas, a precipitagdo salina
apresenta outras vantagens operacionais importantes. Segundo Du et al. (2022),
trata-se de uma técnica de baixo custo, simples de executar, segura e realizada em
condicbes relativamente brandas quando comparada a outros métodos de
precipitacdo. Por essas razdes, continua sendo amplamente utilizada como etapa
preliminar de purificagdo em diferentes processos biotecnologicos.

O mecanismo responsavel por esse processo € conhecido como salting
out. Esse fenbmeno esta relacionado a interacédo entre os ions do sal, as moléculas
de agua e as proteinas presentes na solugdo. Conforme descrito por Kang et al.
(2020), o sulfato pertence ao grupo dos ions cosmotropicos da Série de Hofmeister,
apresentando elevada capacidade de hidratacdo. Em concentracbes elevadas,
esses ions competem com as proteinas pelas moléculas de agua disponiveis no
meio, reduzindo a camada de hidratagdo que normalmente mantém as proteinas
solubilizadas.

Como consequéncia, ocorre 0 aumento das interagdes hidrofobicas entre
moléculas proteicas vizinhas, favorecendo a formacéo de agregados insoluveis e,
consequentemente, sua precipitacdo. Esse mecanismo foi descrito por Arakawa e
Timasheff (1984), que demonstraram a importédncia da competicdo por agua na
reducdo da solubilidade proteica em solugdes contendo altas concentragdes salinas.

Entretanto, esse comportamento ndo ocorre da mesma forma em todas
as concentragdes de sal. Em concentragbes mais baixas, pode ser observado o
efeito conhecido como salting in, caracterizado por um pequeno aumento da

solubilidade proteica devido a neutralizagdo parcial das cargas presentes na
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superficie das proteinas. Segundo Akyuz et al. (2024), esse fendmeno geralmente
ocorre em concentragdes inferiores a 0,15 mol/L, sendo gradualmente substituido
pelo efeito de salting out a medida que a concentracdo de sulfato de amoénio
aumenta.

Outra caracteristica relevante do sulfato de aménio € a possibilidade de
realizar precipitagcdo fracionada. Nesse procedimento, diferentes grupos proteicos
podem ser precipitados seletivamente por meio do aumento gradual da
concentragdo salina. Além da elevada solubilidade em agua, o reagente apresenta
baixo custo, ampla disponibilidade comercial e baixa toxicidade quando comparado
a outros agentes precipitantes (Akyuz et al., 2024). Segundo Du et al. (2022), essa
estratégia tem sido amplamente aplicada na recuperagao de proteinas de matrizes
vegetais e microbianas, sendo frequentemente seguida por etapas de dialise para
remocao do excesso de sal.

No contexto de bioprocessos fermentativos, a remocao de proteinas
apresenta importancia adicional devido a elevada complexidade dos caldos de
cultivo. Microrganismos do género Streptomyces secretam diferentes enzimas
extracelulares ao longo do crescimento e da diferenciagao celular, contribuindo para
o aumento da concentragdo de proteinas presentes no meio fermentativo (Van
Wezel; McDowall, 2011). Além disso, componentes remanescentes do proprio meio
de cultura também podem contribuir para essa complexidade.

A presenca dessas macromoléculas pode interferir negativamente em
etapas posteriores de purificagdo e analise. De acordo com Cassiano et al., (2009),
proteinas residuais e interferentes de matriz bioldégica podem elevar o ruido da linha
de base em analises cromatograficas, comprometer as etapas de extragao e afetar a
eficiéncia do sistema analitico, exigindo métodos adequados de preparo de
amostras.

Apesar das vantagens apresentadas, a precipitagdo com sulfato de
amoénio ndo promove a remogao completa de todos os compostos presentes na
amostra. Metabolitos secundarios, pigmentos e outras moléculas de baixa massa
molecular tendem a permanecer na fase liquida apds a precipitagao, exigindo etapas
complementares de purificagdo. Além disso, concentragdes excessivas de sal
podem favorecer a coprecipitacdo de moléculas de interesse, reduzindo o

rendimento do processo (Du et al., 2022).
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Dessa forma, a precipitacdo com sulfato de amonio pode ser utilizada
como uma etapa inicial de simplificacdo de caldos fermentativos complexos,
contribuindo para a reducdo da carga proteica da amostra e facilitando as etapas
subsequentes de extracdo e analise dos metabdlitos produzidos por Streptomyces

sp., objetivo de interesse deste trabalho.

3.9.3 Extracao liquido-liquido

A extragao liquido-liquido (LLE) € uma técnica de separag¢ao consolidada,
que se baseia na diferenca de solubilidade de um soluto entre duas fases liquidas
imisciveis (Seader; Henley; Roper, 2020). O processo é conduzido pela transferéncia
de massa do componente de interesse da fase de alimentagao para a fase extratora,
sendo a eficiéncia governada pelo coeficiente de partigdo (Poole, 2020). Embora
seus fundamentos estejam bem estabelecidos, a técnica tem passado por constante
evolugao, com o desenvolvimento de métodos miniaturizados, como a microextragao
liquido-liquido dispersiva (DLLME) (Snigur et al., 2023), e o uso de equipamentos
inovadores, como contatores de membrana, que ampliam sua aplicabilidade (Yussof
et al., 2023). Esta modernizagdo visa atender a demanda por processos mais
eficientes, seletivos e sustentaveis, mantendo a LLE como uma operagao essencial
em diversas areas (Lamm; Jarboe, 2020).

A versatilidade da LLE € notavel, com aplicagcbes que vao desde a
industria farmacéutica e de alimentos até a metalurgia e o tratamento de residuos
(Seader; Henley; Roper, 2020). A literatura recente destaca avangos significativos
em areas especializadas, como a purificacdo de enantibmeros por extragao
enantiosseletiva para a industria farmacéutica (Najafi et al., 2023) e a separagao de
ions metdlicos utilizando ligantes macrociclicos de alta seletividade (Dinira, 2023).
Esses desenvolvimentos demonstram a capacidade da técnica de se adaptar e
resolver problemas complexos de separagao em diferentes setores, consolidando
seu papel como uma ferramenta indispensavel na engenharia quimica e quimica
analitica modernas (Poole, 2020).

Nota-se que o campo da extragdo liquido-liquido € fortemente
impulsionado pelos principios da quimica verde, o que tem levado a pesquisa e ao
emprego de solventes mais sustentaveis (Torres et al., 2023). Solventes como

liquidos ibnicos, solventes eutéticos profundos (DES), solventes de baixa densidade
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e fluidos supercriticos estdo sendo amplamente estudados como alternativas aos
solventes organicos convencionais, visando reduzir a toxicidade, a geragao de
residuos e o impacto ambiental dos processos (Snigur et al., 2023; Torres et al.,
2023). Esta tendéncia, aliada ao desenvolvimento de processos automatizados e em
fluxo continuo, aponta para um futuro onde a LLE sera ndo apenas mais eficiente e
seletiva, mas também intrinsecamente mais alinhada com os preceitos da
sustentabilidade (Lamm; Jarboe, 2020; Yussof et al., 2023).

3.9.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € uma técnica analitica
amplamente empregada para a separagao, identificagdo e quantificagcdo de
compostos presentes em matrizes complexas. Seu principio de funcionamento
baseia-se na distribuicdo diferencial dos analitos entre uma fase estacionaria e uma
fase movel liquida, promovendo a separagao dos compostos em fungdo de suas
propriedades fisico-quimicas. Devido a sua elevada sensibilidade, seletividade e
reprodutibilidade, a CLAE tornou-se uma das principais ferramentas analiticas
utilizadas em pesquisas biotecnoldgicas, farmacéuticas e microbiolégicas,
especialmente para o monitoramento de metabdlitos produzidos por microrganismos
(Dong, 2019; Moldoveanu; David, 2022).

Dentre as diferentes modalidades cromatograficas, a cromatografia
liquida em fase reversa (Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography
— RP-HPLC) destaca-se por sua versatilidade na analise de compostos com
diferentes graus de polaridade. Nesse sistema, a fase estacionaria apresenta carater
apolar, enquanto a fase movel é relativamente polar, permitindo que a separagao
ocorra em funcédo das interacdes hidrofébicas estabelecidas entre os analitos e a
superficie da coluna cromatografica. Segundo Dong (2019), essa configuragéo € a
mais utilizada em analises de compostos biolégicos devido a sua capacidade de
promover elevada resolugdo cromatografica e excelente repetibilidade dos
resultados.

As colunas C18, também denominadas octadecilsilano (ODS), constituem
a fase estacionaria mais empregada em cromatografia liquida de fase reversa.
Essas colunas possuem cadeias carbdnicas de dezoito atomos ligadas a superficie

da silica, proporcionando elevada retencdo de compostos moderadamente polares e
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apolares. De acordo com Snyder, Kirkland e Dolan (2010), a ampla utilizagado das
colunas C18 deve-se a sua elevada eficiéncia na separagao de moléculas
estruturalmente semelhantes, tornando-as adequadas para analises envolvendo
vitaminas, flavinas e metabdlitos microbianos. Dessa forma, sua utilizacdo é
particularmente apropriada para a separacao de riboflavina, roseoflavina e outros
compostos produzidos por S. davaonensis.

A composicao da fase movel exerce influéncia direta sobre a eficiéncia da
separagao cromatografica. Sistemas compostos por tampdes aquosos associados a
solventes organicos sdo amplamente utilizados para a analise de vitaminas e
metabdlitos de interesse biotecnoldgico. O uso do tampéo fosfato em meio acido
contribui para a estabilidade quimica dos compostos analisados e reduz possiveis
interacbes secundarias com a fase estacionaria, favorecendo a obtencéo de picos
cromatograficos mais simétricos e melhor resolugdo. A acetonitrila, por sua vez, é
um dos modificadores orgéanicos mais utilizados em CLAE devido a sua baixa
viscosidade, elevada pureza cromatografica e capacidade de otimizar a separagao
dos analitos, reduzindo o tempo de analise sem comprometer a eficiéncia do método
(Dong, 2019; Moldoveanu; David, 2022).

A deteccao dos compostos separados é realizada por espectrofotometria
UV-Vis, técnica frequentemente associada a CLAE devido a sua simplicidade
operacional e elevada sensibilidade. A absor¢do de radiagao eletromagnética por
determinadas moléculas ocorre em comprimentos de onda especificos, permitindo
sua identificacdo e quantificacdo. No caso das flavinas, a presenca do anel
isoaloxazinico confere propriedades espectrais caracteristicas que possibilitam sua
deteccdo por absorbancia. A riboflavina apresenta bandas de absorcao intensa na
regidao do ultravioleta e do visivel, caracteristica que favorece sua determinagao
cromatografica (Powers, 2020).

A roseoflavina, apresenta propriedades espectrais distintas em razao da
substituicdo de um grupo metila por um grupo dimetilamino em sua estrutura
molecular. Essa modificagao resulta em um deslocamento do maximo de absorgéo
para comprimentos de onda proximos a 505 nm, permitindo sua diferenciagdo em
relacdo a riboflavina e outros compostos presentes no meio de cultivo. Segundo
Mora-Lugo, Stegmdller e Mack (2019), a quantificacdo da roseoflavina por métodos

cromatograficos é fundamental para o monitoramento da produgdo do metabdlito
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durante processos fermentativos, sendo a regido entre 505 e 509 nm adequada para
sua deteccgao seletiva.

Além da analise de flavinas, o método cromatografico também possibilita
a deteccao de aflatoxinas por meio da absorbancia em 476 nm. A utilizagdo de
diferentes comprimentos de onda permite aumentar a seletividade analitica e
minimizar interferéncias provenientes de outros componentes da amostra. Dessa
forma, a combinacdo de uma coluna C18 de fase reversa, fase movel composta por
tampao fosfato acidificado e acetonitrila, associada a deteccao espectrofotométrica
em comprimentos de onda especificos, constitui uma estratégia eficiente para a
separagao e quantificagcdo de compostos de interesse biotecnolégico (Dong, 2019;
Snyder; Kirkland; Dolan, 2010).

No contexto da producdo de roseoflavina, a CLAE representa uma
ferramenta indispensavel para a avaliagao da eficiéncia dos processos fermentativos
e de purificagdo, permitindo determinar a concentracdo do metabdlito produzido,
monitorar sua formagao ao longo do cultivo e verificar a qualidade das etapas de
recuperacao do produto. Assim, a técnica contribui significativamente para o
desenvolvimento e otimizagdo de processos biotecnologicos envolvendo S.
davaonensis e a producao de compostos bioativos de interesse industrial e

farmacéutico.

3.10 GERENCIAMENTO E TRATAMENTO DE RESIDUOS

3.10.1 Residuos Sdlidos e Liquidos em Processos Fermentativos

Ao longo do processo fermentativo para produgdo de compostos bioativos
por microrganismos, diversos residuos sdo gerados em diferentes etapas do
processo. Entre eles destacam-se o caldo fermentativo residual, as aguas de
lavagem de equipamentos, as solugbes empregadas nas etapas de extracédo e
purificacdo, além de efluentes contendo nutrientes remanescentes, compostos
organicos dissolvidos, metabdlitos secundarios nado recuperados e tragos de
solventes utilizados no processamento downstream. O gerenciamento adequado
desses materiais residuais € fundamental para mitigar impactos ambientais e
promover a sustentabilidade do processo produtivo. A natureza e o volume dos

residuos gerados variam de acordo com o tipo de substrato empregado, a cepa
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microbiana utilizada e as condi¢cdes operacionais adotadas. Processos conduzidos
por fermentagdo submersa (SmF), tradicionalmente empregados para a produgao de
metabdlitos secundarios por espécies do género Streptomyces, tendem a gerar
maiores volumes de efluentes liquidos, enquanto a fermentacdo em estado sélido
(SSF) concentra a maior parte dos residuos na fragao solida (Perwez; Al Asheh,
2025). Embora existam poucos estudos especificos sobre os residuos provenientes
da producdo de roseoflavina, espera-se que sua composicao seja semelhante a
observada em outros processos fermentativos envolvendo espécies de
Streptomyces, caracterizando-se pela presenga de biomassa residual, nutrientes
nao consumidos e metabdlitos secundarios remanescentes.

Os residuos sélidos provenientes da fermentagao com Streptomyces sao
constituidos principalmente por biomassa microbiana excedente (micélio),
componentes remanescentes do meio de cultura e metabdlitos ndo recuperados
durante as etapas de separacdo e purificacdo. Em processos industriais de
producao de antibidticos por fermentacdo, estima-se que para cada tonelada de
produto obtido sejam geradas entre oito e dez toneladas de Residuos de
Fermentagdo de Antibidticos (AFR), os quais podem conter quantidades
significativas de residuos de antibidticos e matéria organica (Alsaeedi et al., 2025).
Quando nao recebem destinagdo adequada, esses materiais podem provocar
sobrecarga em aterros sanitarios, contaminagao do solo e de recursos hidricos, além
de favorecer a disseminacéo de genes associados a resisténcia antimicrobiana (De
Almeida et al., 2024). Em processos que utilizam substratos complexos, como
residuos agroindustriais, a fracdo solida também pode incluir materiais
lignocelulésicos e componentes parcialmente degradados, aumentando a
complexidade do gerenciamento e do tratamento desses residuos.

Os efluentes liquidos gerados durante processos fermentativos com
Streptomyces constituem um dos principais desafios ambientais da industria
biotecnolégica. Esses efluentes sdo compostos principalmente pelo sobrenadante do
meio de cultivo, contendo nutrientes ndo consumidos, metabdlitos secundarios, sais
minerais, biomassa residual em suspensdo e produtos intermediarios do
metabolismo microbiano (Perwez; Al Asheh, 2025). Sua composi¢do pode variar
significativamente em fungdo da matéria-prima empregada e das caracteristicas da
cepa produtora. Em processos que utilizam residuos agroindustriais como substrato,

os efluentes frequentemente apresentam concentracbes elevadas de acucares
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residuais, proteinas, lipidios e compostos fendlicos. Além disso, podem apresentar
alta carga organica, refletida em elevados valores de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) e Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), exigindo tratamento adequado
antes do descarte. Quando lancados no ambiente sem tratamento, esses efluentes
podem causar eutrofizagado de corpos hidricos, redugao da concentragéo de oxigénio
dissolvido e efeitos téxicos sobre organismos aquaticos, comprometendo o equilibrio

dos ecossistemas (Chen et al., 2024).

3.10.2 Normas de Biosseguranga e Legislacdo Ambiental Vigente

O tratamento adequado de residuos, especialmente aqueles classificados
como residuos de servicos de saude e residuos industriais, exige rigoroso
cumprimento das normas de biosseguranga e da legislagdo ambiental vigente. A
biosseguranga visa proteger os profissionais envolvidos, a comunidade e 0 meio
ambiente contra os riscos biolégicos que podem advir do manejo incorreto desses
residuos (Garcia; Zanetti-Ramos, 2004). No Brasil, a Resolugdo RDC n° 306/2004
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece os procedimentos
minimos para o gerenciamento seguro dos residuos de servicos de saude,
contemplando desde a segregacdo até a disposicao final, sendo considerada um
marco normativo para garantir a segurancga biolégica (Brasil, 2004). Para residuos
quimicos, como solventes organicos e fases méveis de HPLC, a legislagdo exige
que sejam coletados em frascos apropriados, identificados e encaminhados para
empresas especializadas em incineracao ou recuperagao de solventes, sendo
vedado o descarte inadequado na pia ou no lixo comum.

No contexto de atividades que envolvem o cultivo de organismos
geneticamente modificados (OGMs), como em processos biotecnolégicos com cepas
recombinantes de Streptomyces, € indispensavel atender aos requisitos
estabelecidos pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). A
liberacdo do cultivo e a manipulagdo de OGMs requerem aprovagao prévia da
CTNBio, que avalia os riscos a saude humana, animal e ao meio ambiente,
garantindo que as praticas estejam alinhadas com os principios da biossegurancga e
com a legislacao vigente (Brasil, 2005). A Resolugdo RDC n° 222/2018, da ANVISA,
atualizou os requisitos para o gerenciamento de residuos gerados em laboratorios,
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estabelecendo critérios mais rigorosos para o tratamento e destinagcdo final de
materiais contaminados (Brasil, 2018).

Além da biosseguranga, a legislacdo ambiental brasileira regula o
gerenciamento de residuos solidos de forma ampla, contemplando aspectos de
coleta, tratamento, reutilizacdo e destinacédo final, com foco na minimizacdo dos
impactos ambientais e na promo¢ao da sustentabilidade. A Politica Nacional de
Residuos Sdlidos (PNRS), instituida pela Lei n° 12.305/2010, estabelece a
hierarquia de gestdo de residuos, priorizando a ndo geragao, redugao, reutilizagao,
reciclagem, tratamento e, por ultimo, disposigéo final ambientalmente adequada dos
rejeitos (Brasil, 2010). Este marco legal € particularmente relevante para a produgéo
de compostos bioativos, pois incentiva a valorizagdo de residuos agroindustriais
como substratos para fermentagdo e a recuperagcao de solventes utilizados em
etapas de purificagdo. A Resolugdo CONAMA n° 401/2008 complementa este
arcabougo ao destacar critérios para o0 manejo ambientalmente adequado dos
residuos solidos (Brasil, 2008).

Estudos recentes indicam que a efetiva aplicacdo dessas normas é
essencial para garantir o desenvolvimento sustentavel dos processos industriais e
urbanos, reduzindo a contaminacido ambiental e promovendo o uso racional dos
recursos (BRASIL, 2010; BRASIL, 2020). O Decreto n° 10.936/2022 trouxe
importantes atualizagdes a Politica Nacional de Residuos Sdlidos, evidenciando a
necessidade de maior rigor e transparéncia no controle dos residuos, sobretudo
frente aos desafios impostos pelo aumento da geragdo de residuos urbanos e
industriais. A legislacdo ambiental encontra-se em constante atualizagdo para
responder as demandas crescentes por sustentabilidade e protecdo ambiental.

O alinhamento entre normas de biosseguranga, aprovagdo da CTNBio e
legislacdo ambiental torna-se imprescindivel para garantir a seguranga sanitaria e a
protecdo ambiental de forma integrada, especialmente em processos fermentativos
que envolvem microrganismos geneticamente modificados e a geracao de residuos
potencialmente perigosos. A gestdo de residuos em processos fermentativos com
Streptomyces deve ser conduzida dentro deste arcabougo normativo que integra as
exigéncias da ANVISA, CTNBio, CONAMA e PNRS, garantindo a seguranca dos
profissionais, a protecdo do meio ambiente e a conformidade legal. A adogao de
praticas sustentaveis, como a fermentacdo em estado soélido, a valorizacdo de

residuos agroindustriais e a reciclagem de solventes, alinha o processo produtivo
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aos principios da economia circular e da sustentabilidade, contribuindo para a
redugdo dos impactos ambientais e para o desenvolvimento de uma biotecnologia

mais responsavel.
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4 METODOLOGIA

A metodologia empregada neste estudo foi estruturada com base em duas
diferentes abordagens, sendo uma etapa experimental e outra etapa tedrica, como
demonstrado na figura 2. A abordagem experimental compreendeu todas as etapas
relacionadas ao cultivo do microrganismo S. davaonensis, incluindo ensaios em
shaker com utilizacdo de diferentes composi¢gdes nos meios de cultivo analisados,
diferentes formas de inoculagcdo e posterior escalonamento do sistema para
biorreator de bancada. Em um segundo momento, foi desenvolvida uma abordagem
tedrica voltada a proposicdo de estratégias para a purificagdo da roseoflavina,
fundamentando-se em revisao da literatura disponivel e analise de dados obtidos ao

longo do estudo pratico, mas nao sendo realizada de forma experimental.

Figura 2 - Desenvolvimento metodolégico do estudo.

Parte Pratica

»~— Amido + Extrato de Levedura
— Amido + Peptona Esporas
TESTE COM DIFERENTES TESTE COM DIFERENTE
FONTES DE CARBONO £ FOEMAE%E |N0CULA¢ASO
NITROGENIO \—{ Fécula + Extrato de Levedura
Células Vegetativas
~— Fécula + Peptona 1

PRODUGAO EM
BIORREATOR

Parte Tedrica — —
Extracdo Liquido- Precipitacdo com

Liquido Sulfato de Aménio TESTE DE

PRECIPITACAO
DE PROTEINAS

HPLC

Extragdo Liguido-

le—
HpLC Liquido

[Condicional]

Fonte: Autores, 2026.

4.1 MICRORGANISMO E MANUTENCAO

A cepa Dbacteriana Streptomyces davaonensis utilizada nesse
delineamento experimental foi cedida pela professora Dr? Danielle Biscaro Pedrolli, e
pertence ao acervo de microrganismo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Unesp de Araraquara. A linhagem em pauta foi mantida em meio solido especifico
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para estimulo de esporulacido, de forma a permitir um adequado crescimento do
micélio aéreo e, por conseguinte, a formacdo de esporos bacterianos, a serem

empregados em ensaios subsequentes.

4.2 PREPARO DO MEIO DE ESPORULACAO

A inducdo da esporulagdo do microrganismo foi realizada com utilizacao
do meio especifico para esporulagdo denominado Meio MS (Mannitol Soybean Broth
Agar), composto por manitol (20 g/L), farinha de soja (20 g/L) e agar-agar (20 g/L).
Para seu preparo, a farinha de soja foi dissolvida em agua corrente aquecida a cerca
de 100°C, visando sua completa dissolugdo. Subsequentemente, os demais
constituintes foram adicionados, com agitacdo constante promovendo sua
homogeneizagdo. O meio de crescimento para bactérias do género Streptomyces foi
composto por: glicerol (15 g/L), extrato de levedura (1 g/L), peptona (10 g/L), tampao
MOPS (21 g/L), sulfato de magnésio (1 g/L), fosfato dipotassico (K.HPO.) (2,5 g/L) e
solugao salina (1mL/L) previamente preparada contendo cloreto de manganés,
sulfato de ferro e sulfato de zinco (Rodrigues et al., 2015).

Os meios de esporulagdo e de crescimento foram autoclavados (modelo
AV-75, Phoenix) a 121°C e 1 atm de sobrepressao por 20 minutos e vertidos dentro
do fluxo laminar (modelo SBIIA1, FilterFlux, Brasil) em placas de Petri. Depois de
observada a solidificagcdo do meio, foi realizada sua inoculagdo com a cepa S.
davaonesis, seguida de incubagdo em estufa (modelo Incubadora B.O.D SL -
117/250, SOLAB, Brasil) a 37°C por um periodo de sete dias até obtencao de
esporos visiveis ou de agregados de células bem definidas, necessarios para a

coleta posterior.

4.3 PREPARO DA SUSPENSAO DE ESPOROS E PADRONIZAGCAO DO INOCULO

A partir da cultura obtida com o desenvolvimento do microrganismo em
meio de esporulagcdao MS, foi preparada a suspensao de esporos com auxilio de alca
microbiolégica esterilizada, por meio da raspagem superficial do micélio visivel da
placa pré-preparada. A solugdo aquosa de Tween 20 a 0,1% foi adicionada
diretamente a placa contendo o material esporular, facilitando a raspagem de forma

que a suspensao ficasse pronta para quantificagcao.
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A suspensao foi transferida para uma Camara de Neubauer (modelo
Counting Chamber Bright Line 730, Perfecta, Brasil), preenchendo o espago entre a
ldmina e a laminula por capilaridade. O operador responsavel pelo manuseio da
Camara foi conduzido a realizar a contagem no quadrante central, subdividido em 25
quadrados médios, sendo os esporos presentes contabilizados sob microscopia
Optica, adotando-se os critérios usuais de inclusdo e exclusdo nas linhas
delimitadoras.

A fim de facilitar o armazenamento e a manipulagéo, essa preparagao foi
subdividida em trés aliquotas iguais, distribuidas em criotubos estéreis. As amostras
foram homogeneizadas, criopreservadas e armazenadas no freezer a -80°C
(Shepherd et al., 2010).

4.4 CONDIGOES EXPERIMENTAIS

Os cultivos de crescimento da cepa S. davaonesis foram conduzidos em
frascos Erlenmeyers de 250mL contendo meio liquido YS (Yeast Extract + Soluble
Starch), correspondendo ao meio de controle (tratado no estudo como AE), sendo
composto por amido de batata soluvel P.A. (10 g/L) como fonte padrao de carbono e
extrato de levedura (2 g/L) como fonte padrdo de nitrogénio, adequados ao

crescimento vegetativo e formacao de biomassa em Streptomyces.

4.4 .1 Inéculos de esporos em meios alternativos

Tomando como objetivo experimental avaliar a influéncia da variacdo de
diferentes fontes de carbono e nitrogénio ao longo do cultivo no que tange o
crescimento celular e a produ¢ao da molécula alvo roseoflavina, foram estabelecidas
alternéncias dessas matrizes nutricionais. Por conseguinte, o experimento foi
conduzido analisando-se duas fontes de carbono - amido de batata soluvel e fécula
de mandioca, representando uma matriz purificada e uma matriz complexa,
respectivamente - e duas fontes de nitrogénio - extrato de levedura como fonte
complexa e peptona como fonte purificada. Cada combinacédo foi realizada em

triplicata, totalizando 12 unidades experimentais.
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Tabela 1 - Fontes de carbono e nitrogénio empregadas em cada tratamento

experimental.

Unidades Tratamento Fonte de Carbono Fonte de Nitrogénio
Experimentais

3x AE Amido de Batata Extrato de Levedura
3x AP Amido de Batata Peptona
3x FE Fécula de Mandioca Extrato de Levedura
3x FP Fécula de Mandioca Peptona

Fonte: Autores, 2026.

Com finalidade de garantir a equivaléncia nutricional entre as fontes
experimentais, foi realizada uma ancoragem de referéncia que permitisse padronizar
as concentragdes de carboidratos e nitrogénio a serem aplicadas nos meios. Para
conhecimento da composigao nutricional em carboidratos das fontes de carbono
foram utilizados dados provenientes da Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos (TACO) e da base de dados FoodData Central (USDA). Ja para as fontes
de nitrogénio, foram utilizadas informacdes percentuais obtidas nos respectivos
rotulos laboratoriais.

As concentragbes das fontes de carbono foram ajustadas tomando-se
como referéncia a relagdo entre a carga desejada de carboidratos e a fragao
massica desse composto presente em cada variagdo de matriz carbdnica,
permitindo padronizar a carga metabdlica efetiva fornecida aos microrganismos. Ja
para as fontes nitrogenadas, embora sua composi¢do seja majoritariamente
proteica, a padronizagdo foi realizada com base no teor de nitrogénio total,
correspondendo a fragcdo metabolicamente assimilavel pelo microrganismo. Para
tanto, as concentragdes finais empregadas nos meios de cultivo experimental se

encontram na Tabela 2:
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Tabela 2 - Composigao das fontes de carbono e nitrogénio utilizadas na formulagéo
dos meios de cultivo.

Componente Carboidratos Nitrogénio Concentragao Final
(% m/m) (% m/m) (g/L)
Amido de Batata 92,0 -- 10,00
Fécula de Mandioca 82,0 -- 10,45
Extrato de Levedura -- 8,5 2,00
Peptona -- 12,0 1,41

Fonte: Elaborados pelos autores com base na Tabela Brasileira de Composigao de Alimentos (TACO)
e nas informagdes dos rétulos dos produtos utilizados.

Sendo assim, cada componente foi pesado na balanga semianalitica
(modelo AUY220, Shimadzu, Jap&do) com base na concentragao final explicitada na
Tabela 2 e tendo em vista que as quantidades foram pesadas visando corresponder
a 49 mL de meio + 1 mL da Suspensdo de Esporos. Os doze frascos foram
incubados em agitador orbital (modelo Incubadora Refrigerada com Agitacao
TE-421, TECNAL, Brasil) a 200 rpm e 37°C, ao longo de um periodo de cinco dias.

4.4 .2 In6culos de células bacterianas em meio AE

Apos analises microscopicas, de peso seco e de espectrofotometria de
varredura, foi verificado que o melhor meio de cultura para producéo de roseoflavina
foi o AE (amido de batata soluvel + extrato de levedura), e portanto ele foi escolhido
para o teste do melhor método de indculo. Para isso foram preparados trés frascos
contendo meio AE. A inoculacdo dos demais frascos foi realizada através
transferéncia asséptica de um fragmento do meio sélido para crescimento, contendo

coldnias bacterianas ja desenvolvidas para o meio liquido AE.

4.5 ANALISES EXPERIMENTAIS

As analises experimentais realizadas foram: medicdo de peso seco,
microscopia Optica e espectrofotometria de varredura.
A medigao do peso seco foi realizada com amostras dos frascos no dia 5,

além de uma amostra do frasco com apenas meio de cultivo, a ser lida como
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‘branco” experimental. Foi realizada uma etapa de centrifugacdo (modelo
UNIVERSAL 320 R, Hettich, Alemanha) a 2350 x g (5.000 rpm) por 15 minutos e
filtracdo do sobrenadante. Os falcons foram, entao, encaminhados a um processo de
secagem em estufa por 24 horas a 55°C, onde permaneceram até que o peso da
membrana parasse de variar. A determinacdo do peso da biomassa foi feito
subtraindo o peso encontrado no falcon com o material filtrado do peso do falcon
previamente medido (Pérez-Escudero; Madirolas, 2022).

A microscopia optica foi realizada em um microscopio optico reto DM500
da Leica, utilizando uma gota do meio de cultivo, a fim de analisar as estruturas dos
esporos, hifas das bactérias filamentosas e outros componentes presentes no meio
de cultivo (Willey; Sherwood; Woolverton, 2017).

A espectrofotometria de varredura foi conduzida em um espectrofotdmetro
Genesys 10S UV-Vis da Thermo Scientific, na faixa de 300 nm a 700 nm, a partir de
uma aliquota de 200 pyL dos meios, pipetada com micropipeta de volume ajustavel
(200 pL), no dia 5 de cultivo (Kumar, 2022).

4.6 FERMENTACAO EM ESTADO LiQUIDO EM BIORREATOR OPERANDO EM
REGIME BATELADA

4.6.1 Preparacao do Inéculo e do Sistema de Cultivo

O aumento de escala do sistema produtivo de roseoflavina por meio do
microrganismo S. davaonensis foi conduzido em biorreator comercial de bancada
TEC-BIO-7,5VI (TECNAL), de volume util maximo de 5L, operado com volume de
trabalho de 4L, com dimensdes internas de 0,190 metros de diametro e 0,217
metros de didmetro externo, e equipado com controlador de temperatura (Pt-100),
sensor de pH digital (Mettler Toledo, 405-DPAS-SCK8S/225), sistema de agitacao e
trés bombas peristalticas (acido, base e antiespumante) (Picao et al., 2021). A
escolha do meio de cultivo utilizado neste modulo foi definida com base em sua
relevancia previamente descrita em literatura. O meio AE foi, entdo, selecionado por
ser, segundo Kibling et al. (2020), o unico meio de cultivo atualmente relatado como
sendo adequado para a producdo de roseoflavina por S. davaonensis, composto
majoritariamente por amido de batata soluvel e extrato de levedura. O meio foi

preparado com concentragdes de 10g/L de amido de batata soluvel e 2g/L de extrato



50

de levedura, ajustados para o volume final de 4L a ser empregado no cultivo do
biorreator (Liunardo et al., 2024).

A inoculacao do biorreator foi realizada a partir do crescimento prévio de
culturas de S. davaonensis em placas de Petri contendo meio especifico de
crescimento para bactérias do género Streptomyces, meio selecionado com base
em ensaios preliminares de crescimento realizados no item 4.2 e em sua utilizacao
ja conhecida e descrita em literatura, sendo composto por glicerol (15 g/L), extrato
de levedura (1 g/L), peptona (10 g/L), tampao MOPS (21 g/L), sulfato de magnésio
(1 g/L), fosfato dipotassico (K:HPO.) (2,5 g/L) e solugdo de sais (1mL/L) contendo
cloreto de manganés, sulfato de ferro e sulfato de zinco (Rodrigues et al., 2015).
Para indculo do biorreator, foram utilizados 80 discos de micélio retirados das placas
de Petri com auxilio de alga microbioldgica e transferidos direta e assepticamente
para o meio de cultivo liquido padrdo previamente preparado e autoclavado. Essa
quantidade foi estabelecida a partir da proporg¢ao prévia de 1 disco de micélio para
50mL de meio de cultivo adotada nos experimentos preliminares do item 4.4.2, de
modo a manter-se a mesma razao de inoculagéo entre as etapas. O meio de cultivo
contendo tais colbnias, foi entdo transferido para o biorreator com utilizagado de funil

de vidro autoclavado anteriormente.

4.6.2 Cultivo de Streptomyces davaonensis em Biorreator

O cultivo escalonado foi realizado em modo batelada, com agitagcao
constante de 200 rpm e taxa de aeragao equivalente a 0,5 vvm (vazao de ar de 2,0
L/min para o volume de trabalho de 4 L). Tais parametros operacionais adotados
foram definidos com base na integracdo de condigdes experimentais previamente
descritas em diferentes metodologias reportadas em literatura (Jankowitsch et al.,
2011; Lopez-Agudelo; Gdémez-Rios; Ramirez-Malule, 2021). Para minimizar o
acumulo de biofilme nas paredes internas do biorreator, foi aplicado aumento
temporario da agitacdo para cerca de 700 rpm, de modo a favorecer o
desprendimento do material aderido. A temperatura foi monitorada por termdémetro
interno e mantida constante durante todo o cultivo em 30°C, por se tratar de uma
temperatura ja descrita em literatura como adequada para o crescimento da cepa e
producao da molécula alvo roseoflavina (Ludwig et al., 2018). A agitagao do sistema

como um todo foi promovida por dois impelidores (um do tipo Rushton e outro do
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tipo Smith), distanciando-se um do outro em 10cm e tendo como propédsito uma
melhor homogeneizagdo do meio e transferéncia de oxigénio adequado ao cultivo. O
sistema contava com quatro chicanas diametralmente opostas com 0,015 metros de
largura (Picao et al., 2021).

Figura 3 - Cultivo de S. davaonensis em biorreator Tecnal Tec-Bio-Flex em
meio AE, por 77 horas.

&

Fonte: Elaborado pelos autores (2026)

Um Controlador Tecnal (TEC-BIO-FLEX) foi utilizado para amparar os
estudos conduzidos. Foi realizado controle de pH e de formacdo de espuma de
modo manual, tomando-se como base leituras peridédicas de sensores especificos a
cada caso acoplados ao sistema, em conjunto com a analise visual do cultivo. O
monitoramento remoto do sistema foi realizado via aplicativo TeamViewer, que
permitiu acompanhar e controlar os parametros de pH e formacdo de espuma
através do acesso direto ao software operacional do biorreator TECNAL.

Adotou-se valor de referéncia (setpoint) de 7,0 para a variavel pH, com
faixa de tolerancia de £0,2, com base em adaptagdo de metodologia descrita por
Schneider e Mack (2021). O controle de pH foi ajustado mediante adi¢do de
solugdes previamente preparadas de hidroxido de sodio (NaOH) e acido sulfurico
(H,SO,), ambas em molaridade 1 mol/L e ja disponiveis em laboratério, sempre que
observados desvios de valores desses parametros fora da faixa adequada

estabelecida. De modo anéalogo, a formagao de espuma foi monitorada visualmente
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ao longo do cultivo, sendo entdo realizada a adigdo do antiespumante para sistemas
aquosos SQ 4436 (Silaex) nas fases inicial e final do cultivo, ou quando se mostrou
necessario, visando evitar interferéncias de operagcdo no cultivo. Mesmo que o
controle de pH automatico do software operacional fosse mantido ativo ao longo do
monitoramento, as bombas de adicdo de base, acido e antiespumante
permaneceram desligadas até que sua ativacdo fosse necessaria, de modo a
garantir que as corregdes fossem realizadas somente com supervisao humana.

O cultivo foi mantido ativo por um periodo de 77 horas, com cronograma
de amostragem adaptado a disponibilidade de acesso ao laboratério, resultando em
intervalos de coleta variaveis, mas que permitissem a obtencdo de dados
representativos e pontos criticos do sistema em todos os dias do cultivo. Foram
entdo realizadas amostragens de 3 em 3 horas no periodo matutino e vespertino
(equivalente ao intervalo das 8h30 as 17h30) dos trés dias de operagdo do

biorreator.

4.6.3 Monitoramento e Analises do Cultivo

Para a execugao das coletas, foram utilizadas seringas de polipropileno
estéreis acopladas a tubulagado de saida do biorreator. Antes da retirada do volume
definitivo de cada ponto amostral, foram descartados 10 mL de caldo fermentativo
em solugéo de hipoclorito de sédio, visando eliminar o volume morto da amostragem
e garantir a representatividade cronoldgica da amostra. Em seguida, 10 mL de
material foram transferidos para tubos tipo Falcon de 15 mL, sendo que as unidades
destinadas a coleta da biomassa foram previamente pesadas em balancga analitica.
No total, foram realizadas 14 coletas consecutivas (PO a P13), assegurando a
obtencao de dados representativos ao longo de todo o cultivo.

O monitoramento do pH em cada intervalo também foi realizado
externamente imediatamente apds a coleta da amostra, utilizando-se um pHmetro
de bancada (modelo mPA-210, MC Tecnopon, Brasil). Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 2350 x g (5.000 rpm) por 15 minutos para a separag¢ao das
fases. O sobrenadante resultante foi transferido para novos tubos Falcon e
armazenado sob refrigeracéo para analises posteriores.

A fracédo solida (pellet) remanescente foi submetida a determinagéo de

biomassa seca, conforme metodologia descrita no item 3.5. Todos os tubos foram
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devidamente identificados com o numero do ponto correspondente, o tempo
decorrido do cultivo e a identificagdo do grupo.

A andlise do sobrenadante armazenado foi realizada por
espectrofotometria de absor¢gdo molecular em microplacas, segundo metodologia
também explicitada no item 3.5. As leituras foram realizadas em leitor de
microplacas (modelo EnSpire, PerkinElmer, Estados Unidos) no comprimento de
onda de 508 nm, utilizando meio de cultura estéril como branco. O uso da técnica
permitiu acompanhar a evolugao da absorbancia associada a roseoflavina ao longo

do processo fermentativo.

4.7 GERENCIAMENTO E TRATAMENTO DE RESIDUOS

O gerenciamento dos residuos gerados durante a produgcdo de
roseoflavina foi proposto com base nos residuos identificados ao longo das etapas
de cultivo, aumento de escala e purificacdo descritas no projeto. Inicialmente, os
residuos foram classificados em bioldgicos e quimicos, considerando sua origem,
composicado e potencial impacto ambiental. Os residuos biolégicos compreenderam
a biomassa microbiana proveniente das etapas de cultivo, os meios de cultura
utilizados e os materiais descartaveis contaminados. Ja os residuos quimicos
compreenderam os efluentes liquidos gerados durante os procedimentos
laboratoriais.

Para os residuos biolégicos, foi considerado o tratamento por
autoclavagem, procedimento amplamente utilizado para a inativacdo de
microrganismos em laboratorios de microbiologia e biotecnologia. Apds a
esterilizagdo, os residuos solidos foram encaminhados para descarte conforme as
normas institucionais, enquanto os residuos liquidos poderiam ser destinados ao
sistema de tratamento de efluentes, desde que atendidos os requisitos de segurancga
microbiolégica. Segundo a RDC n° 222/2018 da ANVISA e a Resolugdo CONAMA n°
358/2005, a descontaminagado prévia dos residuos bioldgicos é fundamental para
minimizar riscos a saude publica e ao meio ambiente (Brasil, 2018; Brasil, 2005).

Os efluentes liquidos gerados durante o processo foram avaliados sob a
perspectiva de tratamentos biolégicos e fisico-quimicos. Em escala laboratorial, a
destinacido para sistemas institucionais de tratamento de efluentes é considerada a

alternativa mais adequada. Entretanto, para uma eventual aplicac&o industrial, foram
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analisadas tecnologias de tratamento biolégico, como sistemas de lodos ativados e
reatores aerobios, amplamente empregados na remocg¢ao de matéria organica e
contaminantes presentes em efluentes industriais (Kanaujiya et al., 2019;
Narayanan; Narayan, 2019). Também foram consideradas estratégias de valorizacéo
dos residuos organicos, incluindo o reaproveitamento da biomassa microbiana e de
residuos ricos em amido em processos de compostagem e em novos bioprocessos
fermentativos, conforme demonstrado por estudos envolvendo espécies do género
Streptomyces cultivadas em residuos agroindustriais (Schalchli et al., 2021; Astudillo
et al., 2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS E ANALISE VISUAL DO CRESCIMENTO DE

Streptomyces davaonensis

A avaliagcado visual dos meios de cultivo liquidos permitiu observar as
diferengcas morfolégicas dos agregados celulares formados e resultantes de cada

forma de inoculagao empregada, como € observado na Figura 4:

Figura 4 - Padrao de crescimento e tamanho das colénias de S. davaonensis em
meios de cultura liquido AE inoculado com suspenséao de esporos (A), meio AE
inoculado com células vegetativas (B) e meio AP (C)

Fonte: Autores (2026)

Foi possivel observar que os pellets formados nos meios de cultura

inoculados com coldnias das placas de Petri sdo menores e mais numerosos
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quando comparados com os pellets formados nos meios de cultura inoculados com
esporos. Kumar et al. (2023) encontraram o mesmo fendmeno, onde a fermentagao
submersa com indculos de colénias das placas de Petri produziram pellets de menor
tamanho. Eles argumentam que as condigbes de fermentagcdo influenciam no
formato dos agregados celulares, além de que em ambiente submerso, bactérias do
género Streptomyces produzem alguns bioquimicos ou proteinas que controlam a
formagdo de granulos. A formacado de agregados de menor tamanho envolve o
processo de crescimento das hifas, desenvolvimento de polaridade, ramificacdo e
formacao de septos, o que resulta na transformacéao das hifas em pellets compactos.
Isso indica que as colbnias retiradas da placa de Petri ndo estavam programadas
para o desenvolvimento desses pellets, ao contrario dos esporos, que por
comecarem o processo de crescimento desde a fase inicial, tendem a formar tais
pellets.

Portanto, os ensaios foram conduzidos com suspensao de esporos, a
concentracdo do inéculo foi padronizada por contagem em camara de Neubauer,
garantindo que todos os cultivos fossem iniciados com concentragdes equivalentes
de esporos. A partir da média obtida pela contagem de esporos, e considerando o
volume conhecido da camara, foi determinado o numero de esporos por unidade de
volume, equivalente a 7,125 x 10° esporos/mL. A partir dessa contagem, foi ajustado
o0 volume necessario para obtencdo de uma densidade final equivalente 3,
aproximadamente, 1 x 10’ esporos/mL, a serem utilizadas como in6culo nos meios
de cultivo de analise, valor empregado para padronizar a inoculagdo dos meios de
cultivo e baseado em condi¢gdes de inoculagao previamente descritas em literatura
para cultivo de S. davaonensis (Ludwig et al., 2018).

Essa padronizacdo € importante para minimizar a variabilidade
experimental, uma vez que diferencas na concentracio inicial do in6culo podem
influenciar a cinética de crescimento, a formacéo da biomassa e a producéo de
metabdlitos secundarios.

Dessa forma, as diferengas morfoldgicas observadas entre os tratamentos
podem ser atribuidas principalmente as caracteristicas do tipo de indculo

empregado, e nao a variagdes na quantidade inicial de esporos inoculados.
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5.2 DETERMINACAO DO PESO SECO DA BIOMASSA DE Streptomyces

davaonensis

A determinagéo do peso seco da biomassa ao longo do cultivo foi empregada
como parametro para avaliacdo do crescimento da S. davaonensis em relagao as
diferentes condi¢cdes de cultivo adotadas no delineamento experimental, permitindo
acompanhar o desenvolvimento celular e 0 desempenho das diferentes formulagoes
de meios com variagdo nas fontes de carbono e nitrogénio. Na Tabela 3
encontram-se 0s pesos secos das biomassas apds crescimento em diferentes meios

de cultura liquido.

Tabela 3 - Peso seco da biomassa da S. davaonensis apds crescimento em
diferentes meios de cultura liquidos.

Amostra Média (g) Desvio Padrao
Amido + Extrato (AE) 0,098 0,052
Amido + Peptona (AP) 0,021 0,05
Fécula + Extrato (FE) 0,111 0,014
Fécula + Peptona (FP) 0,092 0,051

Amido + Extrato (AE com
0,081 0,013
Células Vegetativas)

Fonte: Autores (2026)

Realizando uma analise estatistica, notou-se que as amostras de Amido +
Extrato (AE) e Fécula + Peptona (FP) nao apresentaram normalidade, pelo teste de
Shapiro-Wilk, apresentando p-valor menor do que 0,05 (para uma significancia de
95%), e portanto elas foram retiradas da analise. Seguindo entdo para uma analise
ANOVA, observou-se que as amostras eram homogéneas, com um p-valor maior do
que 0,05 no teste de Levene, e portanto foi realizado um ensaio de ANOVA One
Way. Os resultados do ensaio mostraram que ha diferenca significativa entre os

grupos, como pode ser observado na Figura 5 abaixo:
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Figura 5 - Grafico de colunas da média com intervalo de confian¢a de 95% das
amostras de peso seco da biomassa de AP, FE e AE (inoculado com suspenséao de

esporos).
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Fonte: Elaborado pelos autores (2026)
Nota: Os indices a e b indicam diferenga estatisticamente significativa entre as amostras

A partir da Figura 5, é possivel verificar que as amostras com extrato de
levedura como fonte de nitrogénio apresentaram diferenga significativa em relagéo a
amostra de peptona, com uma maior producdo de biomassa. Isso pode ter
acontecido pois o extrato de levedura é uma fonte complexa, e portanto, fornece
nitrogénio mais biodisponivel e mais variado, como na forma de aminoacidos livres,
peptideos curtos, vitaminas, entre outros compostos, que aumentam o crescimento e
atividade metabdlica de bactérias do género Streptomyces (Krysenko, 2023),
enquanto fontes bem definidas como a peptona ndo possuem esses compostos.
Além disso, como ja comentado no item 5.1, a morfologia da bactéria influencia na
sua disseminagdo no meio de cultura. Scigaczewska, Boruta e Bizukoj¢ (2024)
discutem que alteragdes na morfologia micelial de Streptomyces, como o grau de
ramificacdo, compactacao e formacao de pellets, afetam diretamente a eficiéncia
metabdlica e a capacidade de crescimento do microrganismo, influenciando de
maneira decisiva a quantidade final de biomassa produzida.

Outro fator a ser considerado na Figura 5 é a fonte de carbono, que
observa-se que nao houve diferenga significativa entre as amostras, indicando que a
variacdo entre fécula de mandioca e amido de batata soluvel ndo apresentou

diferenca na producido de biomassa. Isso pode ser explicado pelo fato de ambos
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serem polissacarideos estruturalmente semelhantes, compostos majoritariamente
por amilose e amilopectina. Streptomyces spp. possuem amilases capazes de
degradar eficientemente ambos os substratos, resultando em taxas de liberacédo de
glicose e perfis metabdlicos comparaveis (Al-Dhabi et al., 2020). Além disso, como ja
discutido acima, o fator limitante do crescimento microbiano foi a fonte de nitrogénio,

0 que talvez possa ter influenciado nos resultados em relacéo as fontes de carbono.

5.3 COMPARACAO DA PRODUCAO DE ROSEOFLAVINA NOS DIFERENTES
MEIOS DE CULTURA POR ESPECTROFOTOMETRIA DE VARREDURA

Os espectros de varredura obtidos para os cultivos em Erlenmeyer estao
apresentados na Figura 6. De modo geral, as curvas de absorbancia permaneceram
muito proximas ao branco, com valores inferiores a 0,1 £ 0,02, indicando baixa
concentracao de compostos detectados no sobrenadante. Essa proximidade sugere
que nao houve produgao significativa de roseoflavina sob as condigdes avaliadas. A
unica excecao foi a replicata AE2 (amido e extrato de levedura inoculado com
esporo), que apresentou um pico isolado; contudo, esse resultado ndo corresponde
ao perfil espectral caracteristico da roseoflavina e deve ser interpretado como um

dado discrepante (outlier).
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Figura 6 - Grafico da espectrofotometria de varredura das amostras do cultivo em

Erlenmeyer.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2026)

Nota: As amostras apresentadas neste grafico inoculadas com esporos foram: azul - amido e
peptona (AP), vermelho - Fécula de mandioca e peptona (FP), amarelo - Fécula de mandioca e
extrato de levedura (FE), verde - Amido e extrato de levedura (AE). A amostra inoculada com células
vegetativas foi: laranja - amido e extrato de levedura (AE)

Para fins comparativos, a Figura 7 apresenta o espectro de referéncia da
roseoflavina obtido da literatura, no qual se destacam bandas em torno de 260-270
nm e 370-380 nm, além de uma absorgdo secundaria proxima de 450-500 nm
(Otani et al., 1974; Kasai; Miura; Matsui, 1975). Esse perfil espectral é considerado
uma assinatura da molécula e permite sua identificacdo inequivoca. Ao confrontar os
espectros das amostras com esse padrao, verifica-se que nenhum dos cultivos

apresentou tragado compativel com a presenca de roseoflavina.
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Figura 7 - Espectro de absorgéo UV-Visivel da roseoflavina em agua (curva 1)
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Fonte: Adaptado de Kasai, Miura e Matsui (1975)

A auséncia das bandas caracteristicas na maioria dos cultivos reforga que
as condigcdes empregadas nao foram suficientes para induzir o metabolismo
secundario de S. davaonensis. Essa limitacdo esta diretamente relacionada a fatores
ambientais e fisiolégicos que afetam a rota biossintética da roseoflavina. A
transferéncia de oxigénio em erlenmeyer, mesmo sob agitagdo de 200 rpm, é restrita
pelo baixo coeficiente de transferéncia de oxigénio (kLa). Essa deficiéncia
compromete a atividade de enzimas dependentes de cofatores redox, como a RosB,
responsavel pela oxidagcdo da riboflavina-5'-fosfato para AFP. Sem oxigénio
suficiente, ha limitagdo na regeneragcdo de FMN e FAD, cofatores essenciais para o
funcionamento da RosB, reduzindo o fluxo metabdlico para a biossintese da
roseoflavina (Mora-Lugo et al., 2019). Além disso, a auséncia de controle de pH em
frascos agitados permite que o meio se torne mais acido ou alcalino durante o
crescimento. Variagbes de pH podem inibir diretamente a atividade da RosA, a
N,N-dimetiltransferase responsavel pela etapa final da biossintese. Essa enzima
utiliza S-adenosilmetionina (SAM) como doadora de grupos metila, e sua atividade é
fortemente dependente de pH neutro a levemente alcalino. Desvios reduzem a
estabilidade do SAM e comprometem a eficiéncia da metilagdo, bloqueando a

formacgao da roseoflavina ativa (Schneider; Mack, 2021).
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Outro fator relevante € a disponibilidade de nutrientes. Fontes complexas
como peptona e extrato de levedura sustentam crescimento robusto, mas nao
induzem estresse nutricional. A biossintese de metabdlitos secundarios, incluindo a
roseoflavina, € ativada em condigbes de limitagcdo de nitrogénio ou fosforo. Sem
essa limitacdo, o metabolismo permanece direcionado para crescimento primario, e
enzimas como a RosC, fosfatase que converte AFP em AF, ndo sdo expressas em
niveis elevados (Schneider et al., 2020). A morfologia celular também exerce papel
decisivo. Em erlenmeyer, S. davaonensis tende a formar pellets compactos de
micélio, reduzindo a difusdo de oxigénio e nutrientes para o interior dos agregados e
criando zonas de baixa atividade metabdlica. Como consequéncia, ha menor
inducdo das rotas secundarias e menor expressiao coordenada do cluster ros,
responsavel pela biossintese da roseoflavina (Wang; Zhao; Ding, 2017).

Outro aspecto avaliado foi a forma de inoculagdo, comparando esporos e
células vegetativas, conforme apresentado na Figura 6. Observou-se que os cultivos
iniciados com células vegetativas apresentaram valores de absorbancia levemente
maiores em relagdo aos iniciados com esporos (0,075 + 0,001 para células
vegetativas e 0,030 £ 0,001 para esporos). No entanto, € importante destacar que
essa maior absorbancia ndo representa necessariamente maior producao de
roseoflavina, uma vez que os espectros ndo apresentaram bandas caracteristicas do
composto. Desse modo, foi verificado na literatura que a escolha entre esporos e
células vegetativas pode influenciar a cinética de crescimento e a morfologia do
micélio. Indculos de células vegetativas tendem a reduzir o tempo de laténcia e a
favorecer a formacdo de agregados mais homogéneos, o que pode facilitar a
adaptacao inicial ao meio e melhorar a transferéncia de massa (Hopwood, 2007;
Fischer; Sawers, 2013). Por outro lado, inéculos de esporos podem resultar em
maior heterogeneidade morfolégica, prolongando a fase de adaptagao e dificultando
a indugdo coordenada do metabolismo secundario. Assim, embora a decisao de
trabalhar com células vegetativas tenha sido sustentada por uma leve diferenga de
absorbancia e por evidéncias de melhor desempenho inicial relatadas em estudos
prévios, os resultados demonstram que essa escolha nao se traduziu em maior
producao de roseoflavina, reforcando que a limitagao principal esteve nas condigcdes
de cultivo e ndo na forma de inoculagao.

Esses fatores explicam por que, mesmo apds cinco dias de cultivo, n&o foi

observada producdo significativa de roseoflavina. Para superar essas limitagdes,
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seria necessario utilizar condicdes que favorecam a ativacdo do metabolismo
secundario, como cultivo em biorreator com aeracado forcada e controle de kLa,
manutencdo do pH em torno de 6,8-7,2 para preservar a atividade das enzimas
RosA e RosC, emprego de meios definidos com limitagado de nitrogénio para induzir
estresse metabdlico e adicdo de microparticulas, como talco ou celulose, para
reduzir a formagao de pellets e melhorar a transferéncia de massa (Scigaczewska et
al., 2024). Dessa forma, a auséncia de producdo observada nos cultivos em
erlenmeyer ndo decorre de tempo insuficiente, mas da falta de inducdo do
metabolismo secundario, que depende de condigdes ambientais especificas para ser
ativado. Além disso, como as absorbancias permaneceram préximas ao branco em
praticamente todas as amostras, nao € possivel estabelecer se os meios alternativos
testados foram melhores ou piores para a producédo de roseoflavina, visto que o
intuito deste tépico foi comparar a eficiéncia de diferentes formulacdes de meio de

cultura, mas a baixa producao inviabilizou essa analise comparativa.

5.4 ANALISE DA PRODUCAO DE BIOMASSA DE Streptomyces davaonensis
DURANTE O CULTIVO EM BIORREATOR

Como explicitado na metodologia, as amostras retiradas do biorreator
passaram por um processo de centrifugacdo, separando assim a biomassa do
sobrenadante. Apos o processo de secagem em estufa, a biomassa foi pesada

novamente, cujo resultado esta apresentado na Figura 8:
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Figura 8 - Crescimento da biomassa de S. davaonensis durante cultivo em biorreator
ao longo de 77 horas

10

Concentragdo da biomassa (g/L)

0 23 26 29 32 47 53 7 74 77
Tempo de cultivo (horas)

Fonte: Elaborado pelos autores (2026)

Durante a analise dos dados, alguns pontos experimentais foram
desconsiderados por apresentarem variagdes incompativeis com o comportamento
esperado do crescimento microbiano, como quedas abruptas na concentracdo de
biomassa em intervalos curtos de tempo, 0 que nao € biologicamente plausivel. Tais
inconsisténcias podem estar associadas a erros experimentais, como variagdes na
etapa de centrifugagdo ou retengcdo de umidade residual durante a secagem, além
do fato de tanto o meio de cultivo utilizado (AE) quanto a bactéria filamentosa nao
proporcionarem um ambiente adequado para uma amostragem qualitativa, devido a
heterogeneidade do meio e do crescimento bacteriano (Willemse et al., 2017).
Ressalta-se ainda que a auséncia de acondicionamento das amostras em
dessecador apos a retirada da estufa pode ter favorecido a reabsorgao de umidade
atmosférica antes da pesagem, influenciando a determinagdo da biomassa seca e
aumentando a dispersao dos resultados.

A exclusao desses pontos permitiu uma melhor visualizagdo da tendéncia
geral de crescimento, resultando em um perfil tipico de microrganismos filamentosos
em cultivo submerso. Contudo, a auséncia de replicatas ou duplicatas analiticas por
ponto de amostragem na cinética constitui uma limitagdo metodoldgica deste ensaio.

O monitoramento longitudinal denso (com alta frequéncia de pontos no tempo) foi
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adotado para mitigar essa restricdo e mapear a tendéncia macroscépica das fases
de crescimento. Todavia, reconhece-se que a falta de repetigdes pontuais reduziu a
precisdo estatistica e impediu o calculo de desvios-padrdo para cada intervalo de
tempo avaliado. Como solugdo e recomendacgdo para investigagdes futuras,
preconiza-se amostragem em triplicata para cada tempo cinético, garantindo que as
coletas multiplas e frequentes nao interfiram na hidrodindmica e na transferéncia de
oxigénio do sistema.

Observa-se que, nas primeiras horas de cultivo (0 a 32 h), a concentragao
da biomassa apresentou valores baixos e relativamente estaveis, variando entre
aproximadamente 1 g/L e 2g/L. Embora esse comportamento possa estar associado
ao periodo inicial de adaptagao celular ao ambiente de cultivo, deve-se considerar
que o meio AE utilizado apresenta amido como principal fonte de carbono. Como
esse substrato necessita ser previamente hidrolisado por enzimas extracelulares
antes de sua assimilagdo pelos microrganismos, o crescimento inicial reduzido pode
refletir ndo apenas uma fase de adaptacéo fisiolégica, mas também o tempo
necessario para a degradacao do amido e disponibilizagdo de agucares assimilaveis
para o metabolismo celular (Madigan et al., 2021). A partir de 32 horas, inicia-se um
aumento mais pronunciado da biomassa, atingindo cerca de 9,4 g/L em 47 horas, o
que indica a entrada na fase exponencial de crescimento, marcada pela
intensificacdo da atividade metabdlica e da proliferacao celular, favorecido pela
maior disponibilidade de nutrientes oriundos da degradagéo do substrato. Apos esse
ponto, observa-se uma leve reducéo seguida de estabilizagdo da biomassa entre 53
e 77 horas, com valores variando em torno de 7,4 a 7,7 g/L, sugerindo a transigcao
para a fase estacionaria. Nessa fase, a taxa de crescimento tende a se equilibrar
com a taxa de morte celular, possivelmente em fungao da limitacdo de nutrientes e
do acumulo de metabdlitos no meio.

Esse comportamento pode ser encontrado na literatura para a S.
davaonensis cultivada em frascos Erlenmeyer, onde Kibling et al. (2020)
demonstraram que as bactérias entram no estado estacionario apoés 48h. No
entanto, existem estudos que mostram que a fase estacionaria € atingida apos 72h
(Jankowitsch et al., 2011). Essas diferenciagées podem ser explicadas pela variagao
genética entre as cepas, que pode afetar a cinética de crescimento microbiano, bem
como pelas condicbes de cultivo, como a agitagcdo, a oxigenagao, a oferta de

nutrientes, entre outros fatores. Embora os estudos disponiveis na literatura para S.
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davaonensis tenham sido realizados predominantemente em frascos Erlenmeyer, os
resultados obtidos neste trabalho permitem uma comparacdo qualitativa das
tendéncias gerais de crescimento observadas. Entretanto, comparagdes
quantitativas diretas devem ser realizadas com cautela, uma vez que o cultivo em
biorreator apresenta condi¢des distintas, incluindo agitagcdo mecanica controlada,
aeragao continua, monitoramento de pH e utilizacdo de antiespumante, fatores que
influenciam significativamente a transferéncia de massa, a disponibilidade de
oxigénio e a cinética de crescimento microbiano (Nielsen; Villadsen; Lidén, 2017).
Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que a cultura atingiu uma
condicdo préoxima a fase estacionaria apds aproximadamente 47 horas de cultivo. No
entanto, considerando a auséncia de estudos especificos sobre a cinética de
crescimento de S. davaonensis em biorreatores e as particularidades do sistema
utilizado, nédo ¢é possivel afirmar se o perfil observado corresponde ao
comportamento tipico da espécie nessa condi¢cdo de cultivo ou se foi influenciado

por fatores operacionais especificos do processo.

5.5 COMPARACAO DOS PERFIS ESPECTROFOTOMETRICOS DAS AMOSTRAS
DE CULTIVO EM ERLENMEYER E EM BIORREATOR

Apos o processo de clarificacdo das amostras, foi realizada a leitura
espectrofotométrica do sobrenadante. Como demonstrado na metodologia, a leitura

foi feita em quintuplicata, e os resultados estédo dispostos na Figura 9.
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Figura 9 - Média das absorbéancias em 508nm das amostras retiradas do biorreator
em tempos de Oh a 77h, com desvio padrao.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2026)

Como observado na Figura 9, as amostras coletadas até aproximadamente
71h de cultivo apresentaram valores de absorbancia semelhantes, sem aumento
expressivo ao longo do tempo. As pequenas oscilagbes observadas em alguns
pontos, como 29h e 53h, podem estar relacionadas as limitagbes analiticas do
método ou a propria heterogeneidade do cultivo. Por se tratar de S. davaonensis,
uma bactéria filamentosa que forma pellets, a amostragem pode nao representar
completamente a composicdo do meio, mesmo sob agitagdo. Assim, até esse
periodo, é provavel que a producao de roseoflavina tenha sido inexistente ou inferior
ao limite de detecgao do método empregado.

A partir de 71h foi observado um aumento gradual da absorbancia, atingindo
0,102 + 0,001 em 77h. Entretanto, esse resultado ndo permite afirmar, isoladamente,
que houve aumento da producido de roseoflavina, uma vez que outros compostos
presentes no sobrenadante também podem absorver em 508 nm (Sarmiento-Tovar
et al., 2024). Ainda assim, esse valor foi superior ao observado no cultivo em
Erlenmeyer ao final de 120h (0,075 £ 0,001), indicando que o cultivo em biorreator

favoreceu a formacao de compostos absorventes nesse comprimento de onda.
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Esses resultados séo parcialmente compativeis com o estudo de Otani, Kasai
e Matsui (1980), que demonstraram que a produ¢gdo maxima de roseoflavina ocorre
entre 90 e 120h em biorreatores operando a 200rpm e 0,5vvm, condigdes
semelhantes as empregadas neste trabalho. Dessa forma, é possivel que o cultivo
de 77h n&o tenha sido suficiente para atingir a produgdo maxima do metabdlito. A
confirmacdo dessa hipotese, entretanto, depende da realizacdo de etapas de
downstream e de anadlises quimicas mais especificas, capazes de confirmar a
identidade do composto responsavel pelo aumento da absorbancia.

Do ponto de vista metabdlico, a producdo de roseoflavina depende
principalmente das enzimas RosB e RosA. A RosB converte o precursor flavinico em
8-amino-8-desmetil-D-riboflavina (AF), enquanto a RosA catalisa as duas etapas
finais de metilagdo que originam a roseoflavina (Jankowitsch et al., 2011). Como a
atividade da RosB é dependente de oxigénio, limitagbes na transferéncia de massa
podem comprometer diretamente a biossintese do metabdlito.

Neste estudo, optou-se por utilizar as mesmas condi¢gdes operacionais
descritas por Otani, Kasai e Matsui (1980), especialmente a agitacdo de 200 rpm,
visando reproduzir um protocolo previamente associado a producado de roseoflavina
e permitir maior comparabilidade entre os resultados. Embora Jankowitsch et al.
(2011) tenham utilizado aproximadamente 700rpm em biorreatores de 10L e relatado
producdo em menor tempo, o estudo n&o apresenta dados quantitativos detalhados
que permitam uma comparagao direta.

Outrossim, velocidades de agitagdo mais elevadas poderiam intensificar a
formagdo de espuma. Como o controle de espuma foi realizado manualmente,
aumentos frequentes na adicdo de antiespumante poderiam interferir na
transferéncia de oxigénio e no comportamento fisiolégico da cultura, especialmente
em bactérias filamentosas (Garcia-Ochoa; Gémez, 2009). Dessa forma, optou-se por
condi¢gbes mais conservadoras para garantir a estabilidade operacional durante todo
o cultivo.

Apesar disso, é possivel que a agitacdo empregada tenha sido insuficiente
para promover adequada transferéncia de oxigénio. Em espécies do género
Streptomyces, a disponibilidade de oxigénio influencia diretamente a morfologia dos
pellets, o crescimento celular e a produgcdo de metabdlitos secundarios. Maiores

velocidades de agitagdo e o uso de chicanas podem melhorar a dispersao micelial e
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reduzir limitagdes difusionais no interior dos pellets (Zhou et al., 2018), favorecendo
a atividade das enzimas envolvidas na biossintese da roseoflavina.

Os resultados obtidos também corroboram a discussao apresentada no item
5.4. Embora o crescimento tenha indicado o inicio da fase estacionaria por volta de
48h, esperava-se que a producdo de roseoflavina acompanhasse esse
comportamento. Entretanto, o aumento mais evidente da absorbancia ocorreu
apenas ao final do cultivo. Em conjunto com os dados de peso seco, isso sugere que
as condicdes experimentais favoreceram predominantemente o crescimento celular
em detrimento da produgao de metabdlitos secundarios. Essa hipotese é reforcada
por Kibling et al. (2020), que relataram producédo detectavel de roseoflavina apds
48h em cultivos conduzidos em Erlenmeyer. Por outro lado, como foi observado
apenas o inicio de um aumento na absorbancia, ndo se pode descartar que a
producdo de roseoflavina tenha ocorrido de forma mais tardia nas condi¢cdes
adotadas.

Assim, estudos futuros devem avaliar tempos de cultivo superiores a 77h,
bem como diferentes condicbes de operagdao do biorreator, incluindo maiores
velocidades de agitagcéo, taxas de aeracdo e estratégias de controle de espuma.
Também seria interessante investigar modificagdes na composigdo do meio,
especialmente na fonte e concentragdo de carbono, visando favorecer a produgao

de metabdlitos secundarios em detrimento do crescimento celular.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os dados obtidos a partir desse estudo evidenciaram que a quantificacéo
da roseoflavina por espectrofotometria apresentou limitagcbes quanto a
caracterizagcdo do composto, uma vez que tais resultados podem ter sido
influenciados pela diluicdo da amostra, pela baixa concentragdo da molécula alvo no
caldo fermentativo e pela presenca de proteinas ou outros compostos interferentes
capazes de absorver na mesma faixa de absorcédo da roseoflavina. Nesse contexto,
espera-se que o0 desenvolvimento de uma metodologia de processamento
downstream possibilita concentragcdo da roseoflavina e a obtengdo de extratos
enriquecidos com a molécula alvo, favorecendo a aplicagao de técnicas analiticas de
maior seletividade que permitam a identificagdo da roseoflavina. Ademais, o estudo
e otimizacdo dessas etapas pode contribuir para a caracterizagao da roseoflavina
produzidas por Streptomyces davaonensis, € para o desenvolvimento de processos
de recuperacao mais eficiente desse metabalito.

Espera-se que uma avaliagado de proteinas totais seja incorporada como
parametro de controle em etapas futuras de otimizacdo da purificagcdo da
roseoflavina, uma vez que permitira verificar se alteragdes em paradmetros como
condigbes do cultivo ao longo do escalonamento ou na composi¢do do meio
promovem aumento de teor proteico no sobrenadante, fator que pode justificar a
inclusdo de etapas adicionais ao processo de purificacdo da roseoflavina, como é o
caso da precipitacdo fracionada com sulfato de amébnio, de forma a reduzir a
interferéncia de contaminantes nas etapas posteriores de extragao liquido-liquido e
analise por CLAE. Ademais, tal analise pode contribuir como uma forma de
padronizagao confidvel no estudo de meios complexos, neste contexto o meio AE,
cuja composicao heterogénea favorece a ocorréncia de interferéncias nos métodos
classicos de quantificagdo proteica (Bonilla et al., 2019). Nesse contexto, a
combinacdo dos métodos de Bradford e do método do acido bicinconinico (BCA)
apresentam elevado potencial de anadlise cruzada para mitigar e identificar desvios
causados por interferentes, sabendo-se que o primeiro é selecionado por sua
simplicidade, rapidez e sensibilidade, mesmo que requeira cautela quando aplicado

a amostras biologicas complexas (Kruger, 2009), e o segundo apresenta maior
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robustez para meios complexos, mesmo que exiba susceptibilidade a interferéncias
causadas por agentes redutores enddégenos que podem estar presentes no meio AE
(Kurylenko; Dmytruk; Sibirny, 2019). De tal forma, o monitoramento da carga proteica
contribui para o desenvolvimento de um processo de purificagdo economicamente
viavel e reduz a utilizacdo de reagentes desnecessarios, considerando que
concentragdes inferiores a 0,1 mg/mL séo descritas em literatura como insuficientes
para justificar a necessidade do processo de precipitagao fracionada. Assim sendo,
torna-se possivel identificar a partir de qual ponto o teor proteico passa a
comprometer as etapas posteriores de purificacdo e de obtencdo da roseoflavina
com maior grau de pureza.

Nesse contexto, concentragdes proteicas superiores a 0,1 mg/mL poderao
justificar a aplicacao da etapa de precipitagao fracionada com sulfato de amoénio, de
mesmo modo que valores inferiores podem indicar sua dispensabilidade, de modo a
reduzir custos operacionais, tempo de experimentacdo e consumo de reagentes,
além de minimizar o risco de perda da biomolécula por coprecipitagdo em etapas
desnecessarias ao processo (Du et al., 2022). Tomando como base que o método
possui como principio o processo de salting out, onde elevadas concentragdes de
sulfato de aménio promove a precipitacdo de proteinas seletiva de proteinas
(Arakawa; Timasheff, 1985; Kang et al., 2020), tal metodologia podera promover a
remogao de proteinas de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas, ao
mesmo tempo em que preserva a roseoflavina na fracdo soluvel do sistema, em
decorréncia de sua baixa massa molecular (=478,5 g/mol) quando comparada com
proteinas presentes no caldo fermentativo (10.000 a >100.000 g/mol) (Akyuz et al.,
2024; Duong-Ly; Gabelli, 2014). Fundamentando-se ainda no fato de que a
roseoflavina apresenta estabilidade em solugdes aquosas proximas a neutralidade,
em conjunto com sua maior susceptibilidade a fotodegradagao do que a presenca de
sais (Tyagi et al., 2010), é esperado que, se conduzida ao abrigo de luz e em baixas
temperaturas, tal etapa ndao promova perda significativa da biomolécula, o que pode
ser confirmado pelo monitoramento da absorbancia do sobrenadante em 508 nm
antes e apos a precipitacdo. Ademais, a reducao do teor proteico devera favorecer
as etapas subsequentes de extracdo liquido-liquido e analise cromatografica,
reduzindo a possibilidade de formagao de emulsdes ou ruido de fundo nas analises
posteriores, aspecto de suma importancia tendo em vista a dificuldade de

diferenciagao da roseoflavina de outros compostos presentes no caldo fermentativo
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(Sarmiento-Tovar et al., 2024). Por outro lado, sabendo-se que o processo de
precipitacado ndo remove compostos de baixa massa molecular, e que, em conjunto
a isso, concentragcbes elevadas de sal podem ocasionar no processo de
coprecipitacdo da molécula de interesse (Duong-Ly; Gabelli, 2014), espera-se que
essa etapa, se realmente necessaria, seja integrada a outras técnicas
complementares de maior resolucéo para purificacdo da roseoflavina.

Ja para a etapa de extracao liquido-liquido com utilizagdo de acetato de
etila, é esperado que represente uma etapa eficiente para o enriquecimento da
roseoflavina, levando em conta sua natureza anfifilica e sua maior afinidade relativa
por solvente organicos de polaridade intermediaria, em decorréncia de sua estrutura
molecular e seu comportamento de particao (Otani et al., 1980; NCBI, 2026). Tendo
em vista que o coeficiente de particdo atua como principal parametro que rege a
destruicdo da molécula-alvo entre as fases imisciveis, é esperado que a realizacao
de extragdes sequenciais, com a adicao sucessiva de acetato de etila, promova o
deslocamento de forma progressiva da roseoflavina para a fase orgéanica, de modo a
aumentar a eficiéncia global da recuperagdo da molécula em relagdo a uma unica
etapa de extracido, conforme € descrito em literatura para metabdlitos microbianos
(Ibarra et al., 2021). Desta forma, espera-se como consequéncia a obtengéo de uma
fracdo enriquecida com roseoflavina e com menor concentragao de interferentes
hidrossoluveis provenientes do meio de cultivo, favorecendo assim as etapas
posteriores de caracterizagcdo do composto por analises cromatograficas, por meio
da obtengdo de perfis cromatograficos compativeis com aqueles descritos na
literatura para a roseoflavina (Liunardo et al., 2024; Mora-Lugo; Stegmudller; Mack,
2019).

Por fim, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) com
detector UV-Vis passa a ser a principal ferramenta para a validacdo das etapas de
producao e purificagdo da roseoflavina a partir de Streptomyces davaonensis,
permitindo a confirmagao qualitativa da identidade do composto (Kumar, 2022).
Concretizada a concentragdo da roseoflavina na fragcdo orgénica apds a extragao
liquido-liquido, espera-se que a analise em coluna de fase reversa C18, fazendo-se
uso de tampao fosfato 50 mmol/L (pH 3,0) contendo 12% de acetonitrila em regime
isocratico, promova redugdao da complexidade da amostra de modo a favorecer a
separacgao entre a roseoflavina e os outros constituintes do caldo fermentativo ainda

presentes na fracdo enriquecida proveniente da extragdo (Jankowitsch et al., 2011).
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Tomando-se como base a hidrofobicidade da roseoflavina em decorréncia da
substituicdo do grupo metila pelo grupo dimetilamino na posicdo C8 do nucleo
isoaloxazinico, espera-se tempos de retencdo compativeis com aqueles descritos
em literatura, de forma a possibilitar sua distingdo dos demais componentes (Kibling
et al., 2020). Assim sendo, estudos futuros podem empregar o CLAE/HPLC como
método de monitoramento da producao e eficiéncia das etapas competentes ao
downstream, fornecendo evidéncias analiticas da producdo de roseoflavina e

podendo reduzir etapas iniciais de desenvolvimento do processo.
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7 CONCLUSOES

A presente pesquisa permitiu avaliar a influéncia de diferentes meios de
cultura e estratégias de inoculagdo sobre o crescimento de Streptomyces
davaonensis e seu potencial de producao de roseoflavina, contribuindo para ampliar
o0 conhecimento acerca do cultivo desse microrganismo em escala laboratorial e de
bancada. Entre as condi¢cbes avaliadas, o meio AE, composto por amido de batata e
extrato de levedura, apresentou o melhor desempenho para o crescimento
microbiano, especialmente quando associado ao uso de indculo proveniente de
células vegetativas. Os resultados evidenciaram ainda que a composi¢ao nutricional
do meio exerce influéncia significativa sobre o metabolismo do microrganismo,
enquanto a substituigdo da fonte de carbono por fécula de mandioca n&o promoveu
diferencas expressivas na produgéo de biomassa.

O cultivo em biorreator possibilitou acompanhar a cinética de crescimento
de S. davaonensis em escala ampliada, demonstrando que a biomassa atingiu
aproximadamente 9,4 g/L e posteriormente estabilizou-se, indicando a entrada na
fase estacionaria. Entretanto, a producao de roseoflavina foi inferior ao esperado nas
condigdes adotadas, sugerindo que fatores operacionais, como transferéncia de
oxigénio, velocidade de agitagdo, tempo de cultivo e disponibilidade de nutrientes,
podem ter favorecido o crescimento celular em detrimento da biossintese do
metabdlito secundario. Dessa forma, os resultados reforcam a necessidade de
otimizagao das condicdes operacionais do processo, bem como da realizagdo de
estudos envolvendo diferentes estratégias de aeragao, agitagdo e monitoramento do
oxigénio dissolvido.

Além dos resultados experimentais, o trabalho permitiu propor uma
estratégia tedrica de downstream para recuperagdo da roseoflavina, contemplando
etapas de precipitagcao proteica com sulfato de aménio, extragao liquido-liquido com
acetato de etila e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC),
bem como um plano de gerenciamento e valorizagado dos residuos gerados durante
o processo fermentativo. Assim, o estudo contribui ndo apenas para o entendimento
das condicdes de cultivo de S. davaonensis, mas também para o desenvolvimento
de um processo integrado, contemplando as etapas upstream e downstream sob a
perspectiva da eficiéncia produtiva, da sustentabilidade e da futura aplicacao

biotecnoldgica da roseoflavina.
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