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RESUMO 

O tacrolimo é um imunossupressor utilizado no tratamento de pacientes que realizaram 

transplantes de coração, rins ou fígado. Além isso, ele também é utilizado no tratamento de 

algumas doenças dermatológicas, como psoríase e vitiligo, além de suas aplicações 

oftalmológicas.  Neste trabalho, o óleo de coco, o óleo de castanha-do-Brasil e a glicose foram 

avaliados como fontes primárias de carbono na fermentação da Streptomyces tsukubaensis 

visando o aumento da produção de tacrolimo. O processo fermentativo foi conduzido em shaker 

durante 168 h, a uma temperatura de 28 oC e rotação de 130 rpm. Os resultados mostraram que 

as fermentações conduzidas utilizando os óleos vegetais como fontes de carbono obtiveram 

maiores concentrações de tacrolimo quando comparadas à fermentação utilizando glicose. O 

óleo de castanha-do-Brasil foi a melhor fonte de carbono entre as opções testadas, uma vez que 

o mesmo obteve a maior produção de fármaco (41,67 mg/L) e não estimulou o aumento da 

produção de biomassa. As maiores concentrações de tacrolimo obtidas utilizando óleo de coco 

e glicose foram iguais a 31,35 e 20,88 mg/L, respectivamente. 

Palavras- chave: tacrolimo, Streptomyces, fermentação, óleos vegetais. 
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ABSTRACT 

Tacrolimus is a immunosuppressive used in the treatment of patients that had heart, kidney or 

liver transplanted. Also, it is used in the treatment of some dermatological diseases, such as 

psoriasis and vitiligo, in addition to having ophtalmological applications. In this work, coconut 

oil, Brazil nut oil and glucose were evaluated as primary sources of carbon in the Streptomyces 

tsukubaensis fermentation in order to enhance tacrolimus production. The fermentative process 

was conducted in shaker during 168 h at 28 oC and 130 rpm. The results showed that 

fermentations conducted using vegetable oils as source of carbon obtained higher tacrolimus 

concentration than the fermantation using glucose. The Brazil nut oil was the best carbon source 

tested, since it the highest tacrolimus production (41,67 mg/L) and did not increase the biomass 

production. The maximum concentration obtained using coconut oil and glucose were 31,35 

and 20,88 mg/L, respectively. 

Keywords: tacrolimus, Streptomyces, fermentation, vegetable oils. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

_____________________________________________________________________________ 

 

1.1. Contextualização e motivação do trabalho 

O tacrolimo, também conhecido pela sigla FK506, é um fármaco descoberto pela 

Fujisawa Pharmaceutical em 1984, cujas aplicações vão desde a imunossupressão de órgãos até 

o tratamento de doenças dermatológicas (BARREIRO e MARTÍNEZ-CASTRO, 2014; 

ARORA et al.,  2019). A produção desse fármaco se dá através da fermentação usando a 

Streptomyces tsukubaensis, uma bactéria encontrada no solo do Monte Tsukuba, Japão. O nome 

tacrolimo é resultado da seguinte combinação: “t” representa o nome Tsukuba, “acrol” vem de 

macrolídeo e o sufixo “imus” é devido às aplicações imunossupressoras do mesmo (AMAYA 

et al., 2003). 

A produção de FK506 apresenta dois grandes gargalos que dificultam sua produção em 

nível industrial: baixa produção de fármaco e complexo processo de purificação (JUNG et al., 

2011). Com o intuito de aumentar a produção de tacrolimo, grupos de pesquisa têm utilizado 

estratégias como a modificação genética da bactéria e a suplementação da fermentação com 

diferentes substâncias as quais poderiam ser precursoras do FK506 (BARREIRO e 

MARTÍNEZ-CASTRO, 2014; WANG et al., 2017a;  POSHEKHONTSEVA et al., 2019). 

Além disso, durante a produção do tacrolimo, muitos outros metabólitos secundários análogos 

são secretados no meio de fermentação, o que dificulta o processo de purificação (JUNG et al., 

2011). 

Inicialmente, o tacrolimo era utilizado apenas como imunossupressor, chegando a ser 

até 100 vezes mais potente que a ciclosporina. Contudo, na atualidade as aplicações do mesmo 

são muitas (AMAYA et al., 2003; ARORA et al., 2019; SIEGL et al., 2019). Em tratamentos 

imunossupressivos, o FK506 é utilizado após transplante de rins, fígado, coração, pâncreas e 
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pulmão (KLINTMALN, 1994). Na dermatologia, ele é utilizado nas terapias contra dermatite 

atópica, líquen plano, vitiligo, alopécia, psoríase e outros (CATHER et al., 2001). Por fim, o 

FK506 também apresenta aplicações na oftalmologia, sendo utilizado no tratamento de uveíte 

refratária, síndrome do olho seco e conjuntivite alérgica (MOCHIZUKI et al., 1993; HESSEN 

e AKPEK, 2014; SHOUGHY et al., 2016). 

O Brasil possui o maior sistema público de transplantes de órgãos do mundo, sendo que 

anualmente são gastos aproximadamente 1 bilhão de reais na manutenção desse programa 

(COSTA et al., 2014; PESTANA et al., 2011). Segundo relatório publicado pela Associação 

Brasileira de Transplantes de Órgãos (ABTO), o número de transplantes realizados tem 

aumentado, sendo que de janeiro a março de 2019, já haviam sido realizados 2.141 transplantes, 

sendo a maior parte deles transplantes renais (67,94%). 

No Brasil, o tacrolimo é fornecido pelo Sistema Único de Saúde (SUS), sendo utilizado 

diariamente por mais de 25 mil pessoas. No passado, o fármaco era produzido pela Libbs 

Farmacêutica, porém, devido a uma transferência de tecnologia ocorrida em 2017,  ele é 

atualmente produzido pelo laboratório Farmanguinhos (Libbs Farmacêutica, 2019). 

Ao longo dos anos já foram reportadas várias falhas no abastecimento de tacrolimo pelo 

Sistema Único de Saúde. Uma reportagem feita pelo Jornal Estadão em novembro de 2017, 

reporta falta do medicamento em vários estados brasileiros, sendo que no estado de São Paulo 

foram solicitados 8,6 milhões de comprimidos no último trimestre do ano, porém apenas 6,6 

milhões foram entregues. Segundo uma matéria publicada pela Revista Veja em maio de 2018, 

a distribuição de FK506 ainda estava comprometida, uma vez que apenas 22% da demanda do 

medicamento havia sido suprida. Em nota publicada pelo Ministério da Saúde em abril de 2019, 

o abastecimento de FK506 encontrava-se irregular em todo o país, todavia a situação devia se 

regularizar até o fim daquele mês. No entanto, ainda nos dias de hoje o problema não foi 

solucionado. Segundo uma matéria publicada em julho de 2019 pelo Jornal Extra Classe, só no 

estado do Rio Grande do Sul, cerca de 6 mil transplantados ainda sofrem com a incerteza do 

fornecimento do imunossupressor. O mesmo acontece no estado de Minas Gerais, onde a espera 

pelo recebimento do fármaco já chega a seis meses (Jornal Hoje em Dia, 2019).  
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1.2. OJETIVO GERAL 

A presente dissertação tem como objetivo geral a avaliação da produção de tacrolimo 

pela Streptomyces tsukubaensis utilizando óleo de coco, glicose e óleo de castanha-do-Brasil 

como fontes de carbono.   

Já os objetivos específicos foram: 

 estabelecer uma relação entre a quantidade de biomassa produzida durante a 

fermentação e a fonte de carbono utilizada; 

 avaliar a produção específica de tacrolimo; 

 monitorar a quantidade de açúcares e proteínas presentes no meio ao longo do processo; 

 entender as variações de pH ao longo da fermentação. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

_____________________________________________________________________________ 

  

No capítulo 2 são apresentadas informações relevantes à respeito do tacrolimo. Entre os 

temas discutidos abordados, destacam-se: características gerais do fármaco, contextualização 

do processo fermentativo para a produção do FK506, regulação da fermentação pelas fontes de 

carbono, nitrogênio e fosfato, óleos vegetais como fontes de carbono e avanços na produção do 

tacrolimo. 

 

2.1. Aspectos gerais e características físico-químicas do tacrolimo 

O tacrolimo, também conhecido pela sigla FK506, é um fármaco com alta atividade 

imunossupressiva descoberto no Japão pela Fujisawa Pharmaceutical em 1984 (TANAKA et 

al., 1987). Assim como a rapamicina e a ciclosporina A, o FK506 pertence aos grupo dos 

policetídeos, os quais são produtos naturais importantes para a medicina graças às suas 

propriedades antibióticas, antifúngicas, imunossupressivas e anticancerígenas (STAUNTON e 

WEISSMAN, 2001).  Apesar da sua descoberta no início da década de 1980, o tacrolimo só 

passou a ser comercializado 10 anos depois, passando também a ser produzido nos EUA e na 

Alemanha (KIM e PARK, 2008).  

 Com relação à sua estrutura química, o tacrolimo é um macrolídeo que possui um anel 

de lactona de 23 membros. Sua fórmula química é C44H69NO12, possuindo uma massa molar de 

804 g/mol e ponto de fusão de 127-129 oC. Além disso, ele é um composto hidrofóbico solúvel 

em vários solventes orgânicos tais como etanol, acetona, acetonitrila, clorofórmio e éter 

dietílico (WALLEMACQ e REDING, 1993). Quando em estado sólido (pó cristalino branco) 

é estável durante muitos meses a temperatura ambiente, tendo sua estabilidade diminuída 
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quando em solução (TANAKA et al., 1987). A Figura 1.1 representa a estrutura molecular do 

FK506.  

 

 

 

Figura 2.1 – Estrutura molecular do FK506 (Adaptado de: www.stressmarq.com) 

 

2.2. Mecanismo de ação e aplicações do tacrolimo 

 Inicialmente a ciclosporina era o imunossupressor mais utilizado, sendo aplicada em 

terapias contra rejeição de coração, rins e pulmão (COHEN et al., 1984). Todavia, testes in vitro 

revelaram as atividades imunossupressivas do tacrolimo, sendo até 100 vezes mais potentes que 

as da ciclosporina (LIN et al., 1991; COX E FREESE, 1996). Além disso, estudos reportaram 

que  quando comparado à ciclosporina, o FK506 possui maior biodisponibilidade, menor taxa 

de rejeição e menores efeitos colaterais, o que contribui para que seu uso fosse mais difundido 

ao longo do tempo (HENRY, 1999; GARCIA et al., 2004).  

 Apesar de possuírem estruturas químicas diferentes, o mecanismo de ação do tacrolimo 

e da ciclosporina são semelhantes. Enquanto o tacrolimo se liga à FKBP 12 e altera o caminho 

de transdução no sinal de imunoativação das células T, a ciclosporina se liga à ciclofinila, 

inibindo a fosfatase caucineurina, fazendo com que não ocorra a expressão de genes de 

https://www.stressmarq.com/products/small-molecules/fk506-sih-214/?v=19d3326f3137
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proteínas relacionadas à ativação celular e geração do linfócito T. (HENRY, 1999; GARCIA et 

al., 2004). 

 As aplicações do tacrolimo têm aumentado desde a sua descoberta em 1984. 

Inicialmente, seu uso se limitava à imunossupressão, principalmente após transplantes de 

fígado, rins e pâncreas (JORDAN et al., 1999; FUNG, 2004). No entanto, o fármaco é utilizado 

no tratamento de doenças dermatológicas como a dermatite atópica, foliculite decalvante e o 

vitiligo (GRIMES et al., 2004; BASTIDA et al., 2012; CAVALIÉ et al., 2015), além de suas 

aplicações oftalmológicas, sendo eficiente no tratamento da conjuntivite alérgica e da síndrome 

do olho seco (MOSCOVICI et al., 2015; SHOUGHY et al., 2016). 

 Quando utilizado como imunossupressor, o tacrolimo é absorvido rapidamente 

atingindo seu pico de concentração plasmática nas primeiras três horas após sua ingestão (LI et 

al., 2015). A absorção desse medicamento não é dependente da bile, o que faz com que sua 

utilização em transplantes hepáticos seja uma vantagem (VENKATARAMANA et al., 1995). 

Jordam et al. (1999) investigaram a eficácia a longo prazo do uso de tacrolimo após transplante 

de pâncreas. Para isso, foram monitorados 60 pacientes transplantados ao longo de dois anos. 

Os resultados mostraram que mais de 80 % desses sobreviveram após o procedimento e não 

apresentaram intoxicação resultante do tratamento, o que demonstra que o uso do FK506 é uma 

boa alternativa  após transplante de pâncreas.  O trabalho publicado por Vincenti et al. (2002) 

revelou que pacientes que foram tratados com tacrolimo após transplante de rins, tiveram menor 

rejeição do enxerto quando comparados àqueles que utilizaram a ciclosporina. O estudo 

conduzido por Haddad et al., (2006) mostrou que o FK506 é mais eficiente que a ciclosporina 

na prevenção da rejeição de transplantes de fígado, além de aumentar a longevidade do órgão. 

Além disso, tem sido investigada a eficácia do tratamento de imunossupressão utilizando 

tacrolimo (FK506) e micofenolato de mofetila (MMF) (KOBASHIGAWA et al., 2006; 

SPIEKERKOETTER et al., 2019; ZENG et al., 2019). Zeng et al. (2019) estudaram terapias 

utilizando a combinação desses dois fármacos no tratamento de pessoas que fizeram transplante 

de fígado. Os resultados mostraram que a associação desses compostos é mais eficiente que o 

tratamento utilizando apenas FK506. Recentemente, estudo publicado por Hanaoka et al. 

(2019), demonstrou que o tratamento imunossupressivo utilizando doses fracionadas de 

tacrolimo foi eficaz em macacos, já que houve a diminuição da rejeição aguda dos órgãos 

transplantados. Essa contribuição pode ser interessante para motivar estudos futuros avaliando 

a possível aplicação dessa metodologia em seres humanos. 
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 Com relação ao uso tópico, o FK506 é mais eficiente que a ciclosporina, já que este 

possui massa molar mais baixa, o que permite uma absorção rápida do medicamento pela pele 

(DE TRAN et al., 2001). O trabalho realizado por Grimes et al. (2002) investigou a eficiência 

do uso tópico do tacrolimo para repigmentação da pele. Nesse estudo, seis pacientes de 

diferentes faixas etárias e sexo foram avaliados. Os resultados revelaram que cinco desses 

pacientes conseguiram altas taxas de repigmentação da pele, variando entre 50 e 100%. Rahman 

et al. (2016) investigaram a eficiência do FK506 no tratamento de dermatite atópica, realizando 

um estudo de caso em sessenta pacientes com idades entre 2 e 45 anos, sendo que a metade das 

pessoas foram tratadas com uma pomada contendo tacrolimo 0,03%, enquanto a parcela 

restante foi tratada com um umectante a base de vaselina. Ao fim do estudo, pôde-se observar 

que o uso da pomada a base de tacrolimo não estimulou efeito colateral nos pacientes, além de 

ter diminuído a inflamação dermatológica provocada pela dermatite, mostrando-se como uma 

alternativa eficiente para o tratamento dessa doença.  

 A literatura também reporta o uso do tacrolimo em terapias oculares. Al-Amri et al. 

(2017) avaliaram a eficácia da utilização de uma suspensão contendo 0,003% de tacrolimo no 

tratamento da ceraconjuntivite. Os resultados mostraram que o fármaco se mostrou como opção 

segura e eficaz, sendo uma excelente alternativa ao uso de esteróides. Já a pesquisa conduzida 

por Moscovici et al. (2012), avaliou o tratamento de pacientes que sofriam da síndrome do olho 

seco utilizando um colírio a base de tacrolimo e óleo de oliva. Ao longo da avaliação, percebeu-

se que a utilização do FK506 0,03% foi benéfica, uma vez que o colírio foi capaz não só de 

aumentar a estabilidade das lágrimas, como também de melhorar a superfície ocular dos 

pacientes avaliados.  

 

2.3. Transplantes de órgãos e uso do tacrolimo no Brasil 

 Os transplantes de órgãos começaram a ser realizados no Brasil nos primeiros anos da 

década de 1960. Todavia, essa prática foi mundialmente suspendida no início dos anos 1970 

graças aos maus resultados atingidos (GARCIA, 2002). Com a descoberta da ciclosporina, e 

posteriormente do FK506, melhores resultados foram atingidos, fazendo com que os programas 

de transplante fossem reabertos no início da década de 1980, começando pelos transplantes 

cardíacos (1984), hepáticos (1985) e pancreáticos (1987) (PEGO-FERNANDES e GARCIA, 

2010).  
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 Atualmente o panorama dos transplantes no Brasil é positivo, uma vez que o número de 

doadores tem aumentado, assim como o total de transplantes realizados anualmente. Uma 

reportagem exibida pelo Jornal Nacional em março de 2018 revelou que foram realizados 27 

mil transplantes de órgãos no Brasil no ano de 2017, representando um recorde nacional até a 

data. O maior número de doações foi registrado no estado de Santa Catarina.  

 De acordo com uma matéria publicada pelo Ministério da Saúde em setembro de 2018, 

no Brasil, o número de doadores de órgãos efetivos em 2018 aumentou em 7% em relação ao 

ano de 2017, alcançando um total de 1.765. Dessa forma, seria atingida uma taxa de 17 doadores 

efetivos por milhão de popuação, ultrapassando a meta prevista para esse ano. Além disso, 

estimou-se que 26.400 transplantes deveriam ser realizados em 2018, o que representaria um 

recorde em comparação aos 8 últimos anos.  

 Contudo, com o aumento do número de transplantes realizados, cresceu também a 

demanda por imunossupressores para evitar a rejeição dos órgãos transplantados. O FK506 é 

disponibilizado pelo Sistema Único de Saúde (SUS) desde 2012, fazendo parte da lista de 

medicamentos de alto custo (Portal Federativo, 2012). Todavia, foram registradas falhas no 

oferecimento do medicamento desde então.  

 Em 2017 foi registrada a falta do fornecimento de FK506 em 7 estados brasileiros. O 

Ministério da Saúde relatou que a falha na distribuição do medicamento estava associada a 

problemas com os fornecedores, mas que a situação não demoraria a se regularizar (Folha de 

São Paulo, 2017). 

 Conforme matéria publicada pela Agência Brasil em março de 2018, por volta de 34 mil 

brasileiros utilizam o tacrolimo como imunossupressor, sendo que tal medicamento deve ser 

utilizado por toda a vida de um indivíduo transplantado. A reportagem revela ainda que a partir 

de 2018, a produção nacional de FK506 deixaria de ser responsabilidade da Libbs 

Farmacêutica, a qual transferiu a tecnologia de produção para a Farmanguinhos, que está 

vinculada à Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). 

 Uma reportagem publicada pela Folha de São Paulo em março de 2019 revelou que 

pacientes não estavam tendo acesso ao FK506 disponibilizado pelo SUS. O Ministério da Saúde 

alegou o acontecimento de um incêndio na fábrica do laboratório responsável pela produção do 

medicamento, mas que a situação se regularizaria em abril. 
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 Segundo notícia publicada no site da Fiocruz em maio de 2019, nesse ano serão 

fabricadas mais de 90 milhões de unidades de tacrolimo com o intuito de suprir a falta desse 

medicamento disponibilizado pelo Sistema Único de Saúde (SUS). Até a data da reportagem, 

haviam sido enviadas mais de 1 milhão de cápsulas de tacrolimo de 1 mg para o Serviço de 

Armazenagem e Distribuição de Medicamentos do Ministério da Saúde.  

 

2.4. O gênero Streptomyces 

 As Streptomyces são um grupo de bactérias gram-positivas filamentosas encontradas no 

solo. Durante o crescimento, essas bactérias são capazes de formar hifas, as quais auxiliam na 

fixação do substrato, produção de esporos e digestão extracelular, o que contribui para a 

sobrevivência desses seres vivos em ambientes extremos (DE LIMA PROCÓPIO et al., 2012). 

Uma vez que as Streptomyces são encontradas em ambientes adversos, essas competem 

nutrientes com outros microorganismos, sendo capazes de produzir substâncias fungicidas e 

bactericidas para garantir sua sobrevivência (XIONG e KONG, 2004). Além disso, esse gênero 

de bactérias é importante para a medicina, pois são capazes de produzir metabólitos secundários 

que podem ter função antibiótica, imunossupressora, antiviral e antitumoral (PATZER e 

BRAUN, 2010; KHAN et al., 2011). 

O tacrolimo é um metabólito secundário produzido durante a fermentação utilizando a 

Streptomyces tsukubaensis (TANAKA et al., 1987). A literatura reporta várias espécies do 

gênero Streptomyces que são capazes de produzir o FK506, mas graças à falta de estudos 

taxonômicos severos, não foram estabelecidas relações filogenéticas claras entre essas espécies, 

sendo a Streptomyces tsukubaensis a mais utilizada (BARREIRO e MARTÍNEZ-CASTRO, 

2014).  

 

2.5. Biossíntese do tacrolimo 

 Assim como todos os processos biossíntéticos, o processo fermentativo para produção 

do tacrolimo é sensível a muitas variáveis como pH, temperatura, nutrientes disponíveis no 

meio de cultura, agitação e fornecimento de oxigênio (YOON e CHOI, 1997; SINGH E 

BEHERA, 2009; BARREIRO e MARTÍNEZ-CASTRO, 2014). Os desafios relacionados à 

produção do FK506 em escala industrial são o baixo rendimento do processo e a complexa 
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purificação do fármaco, uma vez que outros subprodutos são excretados pela bactéria durante 

seu metabolismo secundário (JUNG et al., 2011; GORANOVIČ et al., 2012).   

 

2.6. Avanços na biossíntese do tacrolimo 

 As principais estratégias utilizadas para aumentar a produção de FK506 pelos mais 

variados grupos de pesquisa dessa área, é o uso da suplementação e da modificação genética da 

bactéria (LI et al., 2019; WANG et al., 2017a; TURŁO et al., 2012).  Em um estudo realizado 

por Mo et al. (2009), o metil oleato foi concebido como precursor do tacrolimo em uma 

fermentação utilizando a Streptomyces clavuligerus. Esse processo foi conduzido durante 6 dias 

em um shaker orbital ajustado com rotação de 180 rpm, temperatura de 28 oC e pH do meio 

igual a 7,2. Como resultado, a produção do fármaco obtida foi 2,5 vezes maior que a produção 

do controle.  

Seguindo a estratégia da suplementação, Turlo et al. (2012) conduziram uma 

fermentação utilizando a Streptomyces tsukubaensis em um shaker orbital durante 10 dias, 

utilizando temperatura de 30 oC e rotação de 110 rpm. As culturas foram enriquecidas 

individualmente com ácido picolínico, ácido pipecólico, ácido nicotínico e nicotinamida, 

obtendo produções iguais a 7, 6, 3 e 5 vezes maiores que o controle, respectivamente.  

 Em um estudo realizado por Huang et al. (2013), foi feita uma modificação genética na 

bactéria Streptomyces tsukubaensis com o objetivo de aumentar a produção de FK506. Os 

resultados mostram que a bactéria modificada teve uma produção de fármaco de 10 a 40% 

maior que a produção da bactéria original. Além disso, também foi feita a suplementação da 

fermentação com vários nutrientes, incluindo óleo de soja, lactato, ácido succínico, ácido 

xiquímico, ácido corísmico, ácido pipecólico, isoleucina, lisina e valina, obtendo uma produção 

70% maior que o controle, demonstrando que a combinação de modificação genética e 

suplementação é uma boa estratégia para o aumento da produção de FK506.  

 Du et al., (2014) combinaram o uso da Streptomyces tsukubaensis modificada 

genéticamente com a fermentação realizada em biorreator com batelada alimentada. A maior 

produção alcançada utilizando a cepa modificada e a suplementação com malonato de dissódio 

e metilmalonato dissódico foi igual a 514,5 mg/L em um biorreator de 7,5 L.  

 Gajzlerska et al., (2015) otimizaram a produção do tacrolimo por meio do uso de ácido 

propiônico, propilenoglicol e propanol como suplementos da fermentação, aumentando a 
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produção de FK506 em 5,5; 3,5 e 1,8 vezes respectivamente. Os experimentos foram 

conduzidos durante 10 dias em um shaker com rotação de 110 rpm e temperatura de 30 oC.  A 

concentração ótima dos precursores foi de 0,75% para o propilenoglicol e 0,25% para o 

propanol e ácido propiônico. Além disso, percebeu-se que cada aditivo atuou em uma fase da 

fermentação, sendo que o propilenoglicol induziu o crescimento miscelial da Streptomyces, 

enquanto o ácido propiônico agiu como precursor na biossíntese do tacrolimo.  

 Mo et al., (2013) também investigaram a modificação genética da bactéria seguida da 

suplementação para aumentar a produção do fármaco. Os autores utilizaram a mutagênese 

aleatória para produzir a cepa modificada. A fermentação foi suplementada com vinil acetato, 

vinil propionato e vinil pentanoato, sendo o último o precursor mais eficaz para o processo.  

Li et al., (2019) realizaram análises metabolômicas que revelaram que o ácido 

xiquímico e a alanina são importantes precursores do tacrolimo. Dessa forma, essas substâncias 

juntamente com o n-dodecano foram adicionados ao meio da fermentação, resultando em um 

aumento de 49,5% na produção de FK506.  

 

2.7. Regulação pela fonte de nitrogênio 

 O nitrogênio pode ser considerado um dos constintuintes mais importantes dos seres 

vivos, sendo que a forma como ele é fornecido em processos fermentativos influencia em uma 

série de mecanismos, incluindo a formação de enzimas, produtos intermediários e produtos 

finais (DAHAL et al., 2017; MAGASANIK, 1976). Amônia, asparagina, glutamato e glutamina 

são algumas fontes primárias de nitrogênio utilizadas preferencialmente por microorganismos. 

Caso não haja disponibilidade dessas substâncias no meio, ou a quantidade acessível não é 

suficiente, fontes secundárias são utilizadas, como por exemplo nitratos, amidas, nitritos, 

aminoácidos e peptídeos (DA CRUZ et al., 2012). Dessa forma, microorganismos 

desenvolveram mecanismos capazes de avaliar e regular qual melhor fonte de nitrogênio 

presente no meio, sendo que a síntese enzimática utilizando outras fontes de nitrogênio é 

reprimida até que as fontes primárias sejam esgotadas (SANCHEZ E DEMAIN, 2002).  Alguns 

exemplos de metabólitos secundários cuja produção é influenciada pela presença de compostos 

nitrogenados estão representados na Tabela 2.1. 
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Tabela 2.1 – Fontes de nitrogênio que interferem na produção de metabólitos secundários 

Fonte de nitrogênio interferente Metabólito secundário 

NH4
+ Leucomicina 

NH4
+ Streptomicina 

NH4
+  e l-lisina Penincilina 

Nitrato Aflatoxina 

Nitrato, l-glutamato e ureia Alternariol 

NH4
+ Tetraciclina 

NH4
+  e l-lisina Cefalosporina 

Adaptado de: Sanches e Demain (2002) 

Os sais de amônio, por exemplo, são fontes de nitrogênio que são favoráveis ao 

crescimento dos microorganismos, mas que influenciam negativamente uma série de vias 

metabólicas secundárias. Para tentar resolver esse problema, a composição dos meios 

fermentativos complexos frequentemente inclui uma proteína, enquanto os meios definidos 

costumam conter aminoácidos que são metabolizados lentamente, estimulando assim a 

produção de metabólitos secundários (SANCHEZ E DEMAIN, 2002).   

Um estudo publicado por Martinez-Castro et al. (2013) investigou a influência das 

fontes de nitrogênio na produção de FK506 pela Streptomyces tsukubaensis. Os resultados 

mostraram que a adição de extrato de levedura e peptona aumentou a taxa de crescimento da 

bactéria, mas inibiu totalmente a produção do tacrolimo. O sulfato de amônio em uma 

concentração de 2 g/L, se mostrou como a melhor fonte de nitrogênio para a produção do 

fármaco, sendo que maiores concentrações dessa substância também inibem a formação de 

FK506.  

Mishra e Verma (2012) avaliaram a influência da adição de diferentes fontes de 

nitrogênio na produção de tacrolimo via fermentação da Streptomyces tsukubaensis. Ao fim do 

estudo, foi possível perceber que as fontes inorgânicas de nitrogênio foram mais eficientes para 

o processo, quando comparadas às fontes orgânicas. A fonte de nitrogênio que possibilitou 

maior produção de FK506 foi o sulfato de amônio.  
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2.8. Regulação pela fonte de fosfato 

A disponibilidade de fósforo costuma ser bastante limitada em ambientes naturais, o que 

fez com que microorganismos desenvolvessem estratégias de otimizar a utilização dessa 

substância. Em processos fermentativos, o íon fosfato está diretamente ligado à produção de 

enzimas e metabólitos secundários, como por exemplo ácido clavulânico, tetraciclina, 

cefalosporina, gentamicina, e candicina (SANCHEZ E DEMAIN, 2002), como também auxilia 

na manutenção da estrutura do DNA e RNA, se liga a lipídeos para a formação de membranas 

celulares e realiza ligações nas moléculas de ATP (ROMERO-RODRIGUEZ et al., 2018).  

Sabe-se que embora concentrações de fosfato superiores a 3-5 mM estimulem o crescimento 

celular dos microorganismos, elas inibem a produção de metabólitos em culturas líquidas 

(LIRAS et al., 1977). No entanto, é importante enfatizar que a produção dessas substâncias não 

é igualmente afetada pela presença de fontes de fosfato. A síntese de antibióticos beta-

lactâmicos, por exemplo, não é reprimida por altas concentrações de fosfato (MARTIN, 1977).  

O fosfato é comumente empregado em fermentações utilizando a Streptomyces 

tsukubaensis para produção de tacrolimo (TURLO et al., 2012; HUANG et al, 2013). Martinez-

Castro et al. (2013) avaliaram a influência de três concentrações de fosfato inorgânico (2,5mM; 

10mM e 20mM) na produção do tacrolimo. Foi possível observar que o início da produção do 

tacrolimo se deu justamente quando a quantidade de fosfato foi esgotada, revelando a influência 

negativa da presença desse composto na produção do metabólito.  

 

2.9. Regulação pela fonte de carbono 

Sabe-se que o fornecimento de carbono é de extrema importância para o sucesso de uma 

fermentação. Os microorganismos são capazes de quebrar moléculas orgânicas de alto peso 

molecular durante seu metabolismo, convertendo essas substâncias em vitaminas, nucleotídeos, 

aminoácidos e carboidratos, que posteriormente serão utilizados para produção de proteínas, 

coenzimas, polissacarídeos e lipídeos, os quais podem ser utilizados durante seu crescimento 

ou excretados (AHARONOWITS e DEMAIN, 1978; SANCHEZ e DEMAIN, 2002). 

 A produção de metabólitos secundários está intimamente ligada às fontes de carbono 

utilizadas no processo fermentativo (DEMAIN, 1976). Substâncias como glicose, sacarose, 

licor de milho e melaço são usualmente utilizados como fontes de carbono em fermentações. 

Todavia, em muitos casos existe um efeito negativo exercido por esses compostos orgânicos, 
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que por sua vez acabam limitando o metabolismo secundário dos microorganismos utilizados 

(SANCHEZ e DEMAIN, 2002). Esse efeito é característico de um mecanismo conhecido como 

repressão catabólica de carbono (CCR) que é extremamente útil para entender o consumo de 

carbono em bioprocessos (MAGASANIK, 1961). O CCR é caracterizado pela repressão de 

genes necessários para a utilização de fontes secundárias de carbono graças à presença de um 

substrato preferido pela bactéria, o que acarreta na diminuição ou inibição da produção de 

metabólitos secundários (STÜLKE e HILLEN, 1999; RUIZ et al., 2010). Diversos compostos 

orgânicos são conhecidos por interferir na síntese de metabólitos secundários, entre eles estão 

a glicose, xilose, sacarose e glicerol (RUIZ et al., 2010). A Tabela 2.2 elucida alguns 

antibióticos cuja produção é reprimida por fontes de carbono. 

Tabela 2.2 – Antibióticos produzidos por espécies de Streptomyces reprimidos por fontes de 

carbono 

Espécie Antibiótico produzido Repressor 

Streptomyces parvalus Dactinomicina Glicose, glicerol 

Streptomyces clavuligerus Cefamicina Glicose, glicerol 

Streptomyces lividans Undecilprodigiosina  Xilose 

Streptomyces venezuelae Cloranfenicol Glicose 

Streptomyces garyphalus Oxamicina Glicerol 

Adaptado de: ROMERO-RODRÍGUEZ et al. (2017) 

 Embora a glicose seja uma ótima fonte de carbono para o crescimento bacteriano, 

quando utilizada em grandes quantidades a mesma pode interferir na produção de metabólitos 

secundários, além de prejudicar a diferenciação morfológica            (DEMAIN, 1976). Nesse 

contexto, surge a necessidade de encontrar outras fontes de carbono que sejam adequadas para 

o crescimento bacteriano sem interferir no metabolismo secundário desses microorganismos. 

No caso das Streptomyces, essa questão seria mais facilmente resolvida se o mecanismo CCR 

em bactérias desse gênero fosse inteiramente desvendado. Todavia, ainda não existe uma 

hipótese totalmente aceita pela comunidade científica (ROMERO-RODRÍGUEZ et al., 2017).  

2.10. Uso de óleos vegetais como fontes de carbono 

 Na tentativa de aumentar a produção de FK506, muitos grupos de pesquisa têm buscado 

novas fontes de carbono que atuariam como precursores do tacrolimo. Nesse contexto, os óleos 

vegetais aparecem como boas alternativas, uma vez que servem como fonte suplementar de 
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nutrientes, além de possuírem propriedades anti-espumantes (JONES e PORTER, 1998; ROLS 

e GOMA, 1991). A literatura reporta diversos trabalhos que obtiveram sucesso utilizando óleos 

vegetais na suplementação da fermentação da Streptomyces tsukubaensis. 

Singh & Behera (2009) realizaram um estudo substituindo as fontes de carbono 

tradicionais por óleos vegetais (óleo de algodão, óleo de soja e óleo de amendoim). O estudo 

foi realizado durante 120 horas em um shaker orbital, com rotação igual a 220 rpm, temperatura 

de 28 oC e pH igual a 7,3. Também foi testada a adição de diversos aminoácidos. Os resultados 

mostram que alguns aminoácidos fazem com que a produção do fármaco seja reduzida, como 

é o caso da metionina e da fenilananina. Entretanto, a l-lisina aumentou significativamente a 

produção do tacrolimo, sendo a produção máxima alcançada em uma concentração de 

aminoácido igual a 0,2 g/L. Com relação às fontes de carbono, o óleo de soja alcançou a maior 

produção de FK506. 

Um estudo conduzido por Xia et al. (2013) realizou uma fermentação para produção de 

FK506, utilizando o óleo de soja como fonte de carbono suplementar. O óleo foi adicionado 24 

h depois do início da fermentação em uma concentração igual a 5 g/L. Essa estratégia foi 

bastante promissora, uma vez que foi observado um aumento na produção de tacrolimo de 44%.  

Mishra e Verma (2012) estudaram o efeito de diferentes fontes de carbono na 

suplementação da fermentação da Streptomyces tsukubaensis. Foram testados açúcares simples 

(glicose, frutose, sacarose, maltose e lactose), e fontes de carbono mais complexas (óleo de 

amendoim, óleo de algodão, óleo de girassol e óleo de colza). Os resultados mostraram que os 

óleos vegetais são fontes promissoras de carbono na fermentação para produção de tacrolimo, 

já que todos eles obtiveram maiores concentrações de fármaco produzido, quando comparado 

aos açúcares convencionais. A maior produção de FK506 foi obtida em um ensaio utilizando o 

óleo de soja como fonte de carbono (116,4 mg/L), seguida do ensaio em que o óleo de colza foi 

usado (112,9 mg/L). 

Mo et al. (2013), analisaram o efeito da adição de óleo de oliva, óleo de soja e óleo de 

milho em fermentações para produção de FK506 utilizando uma cepa do gênero Streptomyces 

modificada genéticamente. Ao fim dos ensaios, pôde-se observar que a adição de óleos vegetais 

teve um impacto positivo na concentração de tacrolimo produzida, sendo que a maior produção 

específica atingida foi a do ensaio em que o óleo de milho foi utilizado como fonte de carbono 

(59,77 mg/g).  
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2.11. Produção de oleaginosas no Brasil 

 Os óleos vegetais são compostos majoritariamente por ácidos graxos, os quais são 

ácidos carboxílicos de cadeia saturada ou insaturados. Essas substâncias possuem variadas 

funções e aplicações, sendo largamente produzidos a nível nacional e mundial (GIOIELLI, 

1996). A produção mundial de óleos vegetais teve um aumento de 400% entre 1974 e 2006, 

chegando a serem produzidas 123,1 milhões de toneladas (NUNES, 2007).  

 Segundo um estudo publicado pela Associação Brasileira das Indústrias de Óleos 

Vegetais (Abiove) em Julho de 2017, o processamento de oleaginosas no Brasil tem aumentado, 

sendo que os estados de Mato Grosso, Paraná e Rio Grande do Sul são os que mais se destacam 

nessa atividade, tendo capacidade de  processar 41.259, 35.839 e 30.190 toneladas/dia, 

respectivamente. Além disso, um relatório publicado pelo Ministério da Agricultura, 

Agropecuária e Abastecimento em Agosto de 2012 reporta que a produção de oleaginosas no 

Brasil cresceu, atingindo uma produção de 70436 mil toneladas na safra de 2011. 

 

2.12. Aspectos gerais dos óleos de coco e de castanha-do-Brasil 

 A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) é uma espécie nativa da Amazônia que 

também pode ser encontrada em outras partes do país, presente principalmente nos estados do 

Amazonas, Acre, Pará, Mato Grosso e Rondônia. Suas sementes são altamente nutritivas, tendo 

um valor proteico e lipídico expressivo (MULLER et al., 1994). O óleo de castanha-do-Brasil 

é obtido através da prensagem da castanha e apresenta em média uma constituição de 85% de 

ácidos graxos insaturados, sendo o ácido graxo oleico  seu principal constituinte. Entre seus 

constituintes minoritários podem ser citados o ácido graxo palmítico (13,8%), ácido graxo 

esteárico (8,7%) e o ácido graxo linoléico (31,4%) (TATEO, 1971). 

O óleo de coco é extraído da polpa seca do coco, o qual é o fruto de uma árvore tropical 

(Cocos nucifera), cujo crescimento é favorecido em clima quente e úmido. Essa árvore é 

encontrada em muitos países de clima tropical, incluindo o Brasil, estando presente 

principalmente na região Nordeste, sendo que os estados da Bahia, Sergipe e Ceará se destacam 

na produção de coco (CHAN e ELEVITCH, 2006). Para a produção do óleo, é realizada a 

prensagem da polpa seca do fruto, seguida de uma extração (BURNETT et al., 2011). Os 

principais ácidos graxos que compõe o óleo de coco são os ácidos caprílico (4,7%), cáprico 
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(4,1%), láurico (40,8%), mirístico (20,3%), palmítico (12,3%), oléico (9,9%) e linoléico 

(3,6%). Portanto, a maior parte deles é de cadeia saturada (CORREIA et al., 2014). 

 Costa et al. (2006) utilizaram óleos nacionais como fontes de carbono em um processo 

fermentativo utilizando Pseudomonas aeruginosa visando a produção de ramnolipídeos. Foram 

utilizados os óleos de buriti, cupuaçu, andiroba, maracujá, castanha-do-Brasil e babaçu. Os 

resultados mostraram que a maior concentração do produto desejado foi obtida na fermentação 

utilizando o óleo de castanha-do-Brasil como fonte de carbono. Dado o exposto, foi realizada 

uma busca profunda na literatura sobre o uso desse óleo como fonte de carbono em 

fermentações utilizando o gênero de bactérias Streptomyces. Todavia, nenhum dado foi 

encontrado na literatura consultada.  

 Um estudo realizado por Arunsasi et al. (2010), investigou a utilização da polpa seca do 

coco como fonte de carbono em uma fermentação para produção de amilase utilizando 

Aspergillus flavus. Essa estratégia se mostrou altamente eficiente, uma vez que o ensaio  

utilizando essa fonte de carbono apresentou a maior concentração de amilase produzida. Não 

foram reportadas na literatura fermentações em  Streptomyces  utilizando óleo de coco como 

fonte de carbono.  

 

2.13. Métodos de quantificação do tacrolimo 

 O tacrolimo apresenta peculiaridades em relação à sua estrutura como por exemplo a 

isomerização cis-trans. A atividade imunossupressiva desse fármaco está associada à 

conformação trans, ainda que em estado sólido o FK506 também pode existir na conformação 

cis. Quando em solução, o tacrolimo sofre reação de epimerização, formando outros dois 

tautômeros I e II (tacrolimo dio e tacrolimo c10, respectivamente), sendo que as três formas 

permanecem em equilíbrio solução (TANAKA et al., 1987; NAMIKI et al., 1995;). A primeira 

reação de epimerização começa quando o grupo amida ligado à estrutura pipecólica do 

tacrolimo sofre rotação, resultando em uma isomeria cis-trans. Em seguida, o grupo diol do 

tautômero I sofre hidratação, formando o tautômero II (PETERKA et al., 2015). Além da 

presença de água, a reação de epimerização do FK506 também é influenciada pela temperatura 

e pelo pH. De acordo com Akashi et al. (1996), altas temperaturas e condições de pH neutro 

fazem com que a velocidade da reação aumente. A Figura 2.2 representa o tacrolimo e seus 

tautômeros I e II.  
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Figura 2.2 – Tacrolimo, tacrolimo diol e tacrolimo C10, respectivamente. Adaptado de Akashi 

et al. (1996) 

 A cromatografia líquida de alta eficiência (do inglês High Performance Liquid 

Chromatography), também conhecida pela sigla HPLC, é uma técnica de separação importante, 

já que a mesma consegue separar misturas que contenham grande quantidade de compostos 

similares. A principal vantagem oferecida por essa técnica é a capacidade de realizar análises 

químicas de uma grande variedade de compostos com alta resolução e eficiência em uma escala 

de minutos, sendo muito utilizada em laboratórios químicos, bioquímicos e farmacêuticos 

(COLLINS et al., 2006). Dessa forma, a cromatografia líquida de alta eficiência se mostra como 

uma técnica eficaz para a quantificação do tacrolimo (NAMIKI et al., 1995).  

 Diferentes métodos de preparo de amostra e quantificação do tacrolimo foram 

desenvolvidos e aplicados desde o início da produção do fármaco. Namiki et al. (1995), 

desenvolveram e validaram um método de quantificação do FK506 utilizando uma coluna C18. 

O tacrolimo encontrava-se em equilíbrio com seus tautômeros I e II em uma solução de água e 

álcool anidro. A detecção foi feita a 220 nm e a fase móvel era composta por água, álcool 

isopropílico e tetrahidrofurano.  

  Akashi et al. (1996) realizaram a quantificação do tacrolimo em um cromatógrafo da 

marca Shimadzu, utilizando um comprimento de onda de 215 nm. Inicialmente, as amostras da 

fermentação foram coletadas, sendo que a cada uma delas foi adicionado acetona em igual 

volume. Depois disso, as amostras foram filtradas e diluídas com um reagente conhecido como 

BRIJ 35. Em seguida, as mesmas eram deixadas em repouso durante 15 minutos, sendo que 

após essa pausa elas estavam prontas para serem injetadas. A fase móvel utilizada era composta 

por acetonitrila, água e ácido fosfórico em uma proporção volumétrica de (600:400:1). O ácido 

fosfórico foi adicionado com o objetivo de acelerar a eluição das impurezas provenientes da 

fermentação que poderiam se fazer presentes na amostra. Os volumes injetados de amostra eram 

iguais a 20 μL. 
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Turlo et al. (2012) realizaram coletas de 80 mL de amostras provenientes de uma 

fermentação utilizando a Streptomyces tsukubaensis. As amostras foram homogeneizadas em 

banho ultrasônico durante 10 minutos, sendo adicionados 80 mL de acetona às mesmas. Em 

seguida, cada amostra foi filtrada, evaporada e redissolvida em 20 mL de etanol, estando assim 

prontas para serem quantificadas. A quantificação foi realizada em um cromatógrafo, a uma 

temperatura de 60 oC e comprimento de onda de 214 nm. A fase móvel utilizada era composta 

por água e acetonitrila em uma proporção volumétrica (75:25), e os volumes de amostra 

injetados iguais a 20 μL. 

Wang et al. (2017b), coletaram amostras da fermentação, e em seguida, adicionaram às 

mesmas igual volume de acetona (o volume coletado não foi especificado pelos autores). 

Depois disso, as amostras eram agitadas durante 2,5 h em banho maria a 50 oC. Decorrido esse 

tempo, as amostras eram centrifugadas e posteriormente filtradas utilizando um filtro de 0,22 

μm, estando assim prontas para serem injetadas no cromatógrafo. A quantificação foi conduzida 

em um cromatógrafo (122; Agilent Technologies), equipado com uma coluna C18, sendo 

escolhido o comprimento de onda igual a 210 nm. A fase móvel era composta por acetonitrila 

e uma solução aquosa de ácido fosfórico em uma proporção volumétrica de (65:35).  

 

2.14. Trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo grupo de pesquisa  

O estudo conduzido por Moreira (2018) avaliou a utilização da glicose e da maltose 

como fontes primárias de carbono, e da peptona de soja e do licor de milho como fontes de 

nitrogênio na fermentação da Streptomyces tsukubaensis para a produção do tacrolimo. Além 

disso, também foi investigada a influência do valor de temperatura  no processo em questão. A 

fermentação conduzida utilizando maltose como fonte de carbono resultou em uma produção 

específica de tacrolimo maior que o processo conduzido utilizando glicose. Com relação à 

temperatura, verificou-se que a diminuição da temperatura (30 oC para 28 oC) ocasionou um 

aumento da produção de fármaco.   

O trabalho de Ferrari (2018) desenvolveu um processo de purificação do tacrolimo 

proveniente de qualquer meio fermentativo. A técnica desenvolvida consiste na pré-purificação 

do caldo fermentado, seguido de purificação utilizando técnicas cromatográficas. Na pré-

purificação, o fermentado foi extraído com acetona, concentrado por meio de evaporação e 

tratado com a resina DIAION® HP-20. Em seguida, foi realizada a purificação por intermédio 

de 2 sistemas cromatográficos, ambos utilizando acetonitrila e água como fase móvel. A 
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primeira coluna usou um grupo amino (NH2) ligado à sílica para isolar o tacrolimo, enquanto 

a segunda empregou o octadecilsilano (C18). Os resultados mostraram que o produto final 

apresentou 98% de pureza, sendo que 97% dos açúcares redutores e proteínas totais contidos 

no meio foram removidos após a pré-purificação 
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CAPÍTULO 3 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

_____________________________________________________________________________ 

  

Esse capítulo descreve os materiais e métodos utilizados ao longo da pré-inoculação, 

inoculação e fermentação, bem como durante as quantificações do fármaco e dos subprodutos 

presentes no meio fermentativo (proteínas e açúcares).  

 O processo fermentativo foi realizado no Laboratório de Engenharia Bioquímica, 

Biorrefino e Produtos de Origem Renováveis (LEBBPOR) do Departamento de Engenharia de 

Processos (DEPro) - UNICAMP. Já os ensaios relacionados à quantificação do tacrolimo foram 

realizados no Laboratório de Processos de Transferência de Massa (LPTM), também 

pertencente ao Departamento de Processos (DEPro). 

 

3.1. Bactéria utilizada  

 A bactéria utilizada neste trabalho é a Streptomyces tsukubaensis. A mesma foi 

comprada pelo Laboratório de Processos de Transferência de Massa (LPTM) junto ao Instituto 

Leibniz DSMZ. A fim de realizar o correto armazenamento da cepa, esta foi encaminhada ao 

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA) da 

UNICAMP, sendo encontrada sob a sigla CBMAI – 1832.  

3.2. Cultivo da bactéria, pré-inoculação, inoculação e fermentação 

3.2.1. Cultivo bacteriano 

 A primeira etapa deste trabalho envolvendo a pré-inoculação, inoculação e fermentação 

foram desenvolvidas no Laboratório de Engenharia Bioquímica, Biorrefino e Produtos de 
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Origem Renovável (LEBBPOR) localizado na Faculdade de Engenharia Química da 

Universidade Estadual de Campinas.   

 O cultivo da bactéria foi realizado em placas de Petri. Para a confecção das mesmas foi 

utilizado o meio de cultivo recomendado pela DSMZ, o qual está descrito na Tabela 3.1.  

Tabela 3.1 – Composição do meio de cultivo em placas de Petri 

Composto Fornecedor Massa (g) 

Glicose Dinâmica 4,0 

Extrato de Levedura KASVI 1,0 

Extrato de Malte KASVI 10,0 

CaCO3 Dinâmica 2,0 

Ágar KASVI 12,0 

Água destilada - 1000* 

*mL de água destilada 

 Os reagentes contidos na Tabela 3.1 foram utilizados no preparo das placas de Petri, 

seguindo as proporções indicadas na mesma. Todos os reagentes sólidos (exceto o ágar) foram 

solubilizados em água destilada, sendo o pH ajustado para 7,2. Depois disso, o ágar foi 

adicionado à mistura, que por sua vez foi aquecida a fim de se garantir a completa solubilização 

do mesmo. Em seguida, a mistura foi esterilizada em autoclave a 120 oC durante 20 minutos e 

vertida nas placas de Petri, formando camadas de aproximadamente 1 cm de altura. Após o 

resfriamento e solidificação do meio, as placas de Petri foram inoculadas com as bactérias por 

meio do uso de alças estéreis descartáveis. Concluída a inoculação, as placas foram lacradas e 

mantidas em estufa durante 10 dias a 28 oC a fim de se promover o crescimento bacterino no 

meio sólido. 

 

3.2.2. Pré-inoculação e inoculação 

 Nas etapas de pré-inoculação e inoculação foi utilizado o meio líquido descrito por Turlo 

et al. (2012) o qual está listado na Tabela 3.2.  

Tabela 3.2 – Composição do meio utilizado na pré-inoculação e inoculação 

Composto Fornecedor Massa (g) 
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Extrato de Malte KASVI 6 

Extrato de Levedura KASVI 1,2 

Glicose Dinâmica 6 

Maltose Dinâmica 6 

 

Para o preparo do meio líquido utilizado no pré-inóculo e o inóculo, os reagentes descritos na 

Tabela 3.2 foram solubilizados em 1000 mL de água destilada. Depois disso, fez-se a correção 

do pH para o valor de 7,2, prosseguindo com a esterilização do meio em autoclave a 120 oC 

durante 20 minutos. No pré-inóculo, 100 mL do meio líquido foram transferidos para cada um 

dos 3 erlenmeyers de 250 mL, sendo que uma alça de bactéria era colocada assepticamente em 

2 desses erlenmeyers, sendo o erlenmeyer restante utilizado como controle. Em seguida, os 

erlenmeyers eram encaminhados para o shaker, sendo acondicionados a 28 oC e 130 rpm 

durante 24 h. Tais condições de temperatura e rotação foram utilizadas com base em trabalho 

anterior desenvolvido no LPTM (MOREIRA et al., 2018), que demonstrou que essas são as 

melhores condições de cultivo da Streptomyces tsukubaensis. Decorridas as 24 h, eram 

coletadas alíquotas de 1 mL de cada um dos erlenmeyers pré-inoculados a fim de verificar o 

crescimento bacteriano do meio. Tal verificação foi realizada por meio da medição da densidade 

ótica (absorbância) das amostras utilizando um espectrofotômetro UV da marca IMPLEN, 

sendo ajustado um comprimento de onda de 600 nm. A medição da densidade ótica deveria ser 

igual ou superior a 0,6. Feito isso, o erlenmeyer com a maior absorbância era utilizado para dar 

continuidade ao processo (inóculo).  

 Para o preparo do inóculo, eram utilizados 3 erlenmeyers de 500 mL, sendo um deles 

utilizado como controle. O controle era composto apenas pelo meio líquido estéril, enquanto os 

outros dois erlenmeyers continham 180 mL do meio líquido e 20 mL do pré-inóculo. Os 

erlenmeyers foram mantidos no shaker a 28 oC e 130 rpm durante 24 h. A medição da densidade 

ótica das amostras foi realizada mantendo os mesmos critérios descritos no preparo do pré-

inóculo. O erlenmeyer de maior absorbância era utilizado na fermentação.  

 

3.2.3. Fermentação 

 O meio de cultivo utilizado na fermentação foi adaptado de Turlo et al. (2012), sendo a 

glicose substituída pelos óleos vegetais. Foram utilizados três meios de cultivo, sendo a fonte 
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de carbono a única diferença entre os mesmos. A composição desses meios de cultivo está 

apresentada na Tabela 3.3.  

Tabela 3.3 – Composição do meio de cultivo 

Composto Fornecedor Massa (g) 

Óleo de castanha-do-Brasil* Sinergia Científica 30 

Peptona de soja KASVI 30 

Licor de Milho Sigma-Aldrich 10 

MgSO4.7H2O Dinâmica 0,5 

KH2PO4 Dinâmica 2 

K2HPO4 Dinâmica 4 

CaCO3 Dinâmica 3 

*Glicose ou óleo de coco 

 No preparo do meio de cultivo, os reagentes sólidos da Tabela 3.3 foram solubilizados 

em 1000 mL de água destilada, sendo o pH do meio ajustado para 7,2. Em seguida, o meio de 

cultivo foi esterilizado em autoclave a  120 oC durante 20 minutos. Posteriormente, foram 

adicionados 225 mL do meio líquido estéril e 25 mL do inóculo a cada um dos dois erlenmeyers 

utilizados na fermentação. O processo fermentativo foi realizado em duplicata, sendo 

conduzido em shaker a 28 oC e 130 rpm durante 7 dias. A cada 24 h foram coletadas amostras 

de 10 mL de cada erlenmeyer com o intuito de quantificar a produção do fármaco ao longo do 

processo.  

 

3.3. Preparo das amostras e quantificação do fármaco 

 A cada uma das amostras coletadas foram adicionados 10 mL de acetona a fim de 

interromper a fermentação. Em seguida, o fermentado foi filtrado em papel filtro (INLAB tipo 

10, porosidade 3 µm) utilizando uma bomba à vácuo (EOS, modelo VE18010). A biomassa 

gerada ficou retida no papel filtro, o qual havia sido previamente pesado. Após a filtração os 

papéis de filtro contendo a biomassa gerada foram mantidos em estufa a    60 oC durante 24 h. 

Essa temperatura foi escolhida a fim de manter as propriedades do material gerado durante a 

fermentação. Decorrido esse tempo, os papéis foram pesados novamente, e assim pôde-se 

verificar quantidade de biomassa gerada durante a fermentação. 
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  O filtrado foi evaporado em um evaporador rotativo (FISATON 803) até que se 

verificasse a formação de um material escuro e viscoso. A esse material foram adicionados 3,5 

mL de fase móvel, a qual era composta por acetonitrila e água em uma proporção (70:30). Por 

fim, as amostras foram centrifugadas a 10 oC (centrífuga Hettich 420R) e o sobrenadante foi 

coletado e utilizado para a quantificação do tacrolimo.  

 A quantificação do fármaco foi realizada utilizando cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC, do inglês High Performance Liquid Chromatography). Para isso, foi 

utilizado um cromatógrafo da marca Shimadzu, com o comprimento de onda ajustado para 210 

nm. Foram feitas injeções de 20 µL de amostra, sendo a temperatura do processo mantida a 60 
oC com a ajuda de um banho termostático (QUIMIS – Q214M2). A fase móvel era composta 

por acetonitrila e água em uma proporção 70:30 e a vazão foi mantida a 1 mL/min durante todo 

o processo. A coluna utilizada como fase estacionária foi a Phenomenex Luna C18. A 

concentração do sobrenadante obtida por meio da análise em HPLC foi convertida na 

concentração da amostra de acordo com a Equação 1. 

 𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = 𝐶𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒×𝑉𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒𝑉𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎     (1) 

 

Em que as concentrações da amostra e do sobrenadante são dadas em mg/L e os volumes da 

amostra e do sobrenadante dados em L. 

 A curva analítica para quantificação do tacrolimo foi construída seguindo a instrução 

normativa do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). O padrão de 

tacrolimo utilizado foi adquirido junto a Sigma-Aldrich (CAS 109581-93-3, pureza ≥ 98 %). 

As concentrações previamente definidas foram 30, 60, 90, 120 e 150 mg/L. Essa curva está 

representada na Figura 3.1, sendo seu coeficiente de determinação igual a 0,9992. A equação 

da reta dessa curva é dada por y= 7x10-5x - 0,59. 
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Figura 3.1 – Curva analítica do tacrolimo 

 

3.4. Quantificação de proteínas e açúcares redutores 

3.4.1. Quantificação de açúcares redutores pelo método de Somogyi-Nelson 

 Para a determinação de açúcares redutores foi utilizado o método de Somogyi-Nelson, 

seguindo o protocolo fornecido pela Embrapa (Comunicado Técnico 86). Nesse método, o 

óxido cuproso é obtido por meio do aquecimento do açúcar com uma solução alcalina de 

tartarato de cobre. Esse óxido reage com o molibdato de arsênio, produzindo uma substância 

de coloração azul, a qual pode ser quantificada colorimetricamente (DEMIATE et al., 2002). O 

primeiro passo para a realização desse método é a preparação dos reagentes de Somogyi-Nelson 

I e II (SN-I e SN-2). As Tabela 3.4 e 3.5 relacionam as substâncias utilizadas com suas 

respectivas concentrações 

Tabela 3.4 – Reagentes utilizados para a preparação do reagente SN-I 

Composto Fornecedor Proporção (g) 

CuSO4.5H2O Synth 4 
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Na2CO3 Dinâmica 24 

NaHCO3 Dinâmica 16 

KNaC4H4O6.4H2O Dinâmica 12 

Na2SO4 Dinâmica 18 

 

Tabela 3.5 – Reagentes utilizados para a preparação do reagente SN-II 

Composto Fornecedor Proporção (g) 

(NH4)6Mo7O24 Dinâmica 50 

H2SO4 ECIBRA 42* 

Na2HAsO4 Sigma-Aldrich 6 

*mL 

 Para o preparo do reagente SN-I, os compostos da Tabela 3.4 foram dissolvidos em 600 

mL de água destilada, sendo o volume do balão volumétrico de 1 L completado até o menisco. 

Deixou-se a solução em repouso durante um dia sem o contato com a luz. Em seguida, a solução 

foi filtrada e armazenada em frasco âmbar. O reagente SN-II foi feito através da mistura de duas 

soluções, conhecidas como solução A e solução B. No preparo da solução A, 50 g de molibdato 

de amônio anidro foram dissolvidos em 900 mL de água destilada. Em seguida, à essa solução 

foram adicionados lentamente 42 mL de ácido sulfúrico concentrado. Já a solução B foi 

preparada através da dissolução de 6 g de arseniato dibásico de sódio anidro em 50 mL de água 

destilada. Por fim, as soluções A e B foram misturadas e deixadas em repouso durante 24 h a 

37 oC. 

 Depois de preparados os reagentes SN-I e SN-II, iniciou-se o método propriamente dito. 

Para isso, foi pipetado 1 mL da amostra recolhida durante a fermentação em um tubo de ensaio, 

e a essa amostra foram adicionados 2 mL do reagente SN-I. Em seguida, as amostras foram 

agitadas em vórtex, aquecidas em banho maria durante 6 minutos e resfriadas em banho de gelo 

por 5 minutos. Foram adicionados 2 mL de reagente SN-II a cada tubo de ensaio, sendo estes 

agitados em vórtex e deixados em repouso durante 5 minutos. Por fim, adicionou-se 25 mL de 

água destilada às amostras e fêz-se as medidas das absorbâncias em espectrofotômetro UV-vis 

com comprimento de onda de 540 nm. O teste foi realizado em duplicata. 

 A curva analítica do método de Somogyi-Nelson foi construída utilizando uma solução 

padrão de glicose, sendo escolhidas as seguintes concentrações: 50, 100, 200, 300, 400 e 500 
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mg/L. Essa curva está representada na Figura 3.2, sendo seu coeficiente de determinação igual 

a 0,9982. A equação da reta que representa essa curva é dada por y= 673,17x - 0,84. 

  

Figura 3.2 – Curva analítica de açúcares redutores 

 

 

3.4.2. Quantificação de proteínas pelo método de Bradford 

 As proteínas totais foram quantificadas através do método de Bradford                

(BRADFORD, 1976). Esse ensaio foi conduzido em duplicata. Inicialmente,  foram pipetados 

100 µL de cada amostra em tubos de ensaio. Em seguida, a cada tubo de ensaio foram 

adicionados 100 µL de NaOH (1N) e 2,5 mL do reagente de Bradford (Sigma-Aldrich). Por 

fim, as misturas foram agitadas em vórtex e deixadas em repouso durante 20 minutos. Ao fim 

desse tempo, cada amostra foi lida em um espectrofotômetro UV-vis utilizando um 

comprimento de onda de 595 nm.   
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 A curva analítica do método de Bradford foi construída utilizando albumina bovina 

como padrão. Foram utilizadas concentrações de 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/L. Essa curva está 

representada na Figura 3.3, sendo seu coeficiente de determinação igual a 0,9687. A equação 

da reta que representa essa curva é y= 591,09x + 1,74. 

 

Figura 3.3 – Curva analítica de proteínas  
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CAPÍTULO 4 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

_____________________________________________________________________________ 

 

 Esse capítulo aborda os resultados obtidos nas fermentações realizadas utilizando como 

fonte de carbono a glicose, o óleo de coco e o óleo de castanha-do-Brasil, bem como discute as 

hipóteses que explicam esses resultados. É importante lembrar que os três processos 

fermentativos foram conduzidos sob as mesmas condições de temperatura e rotação (28 oC e 

130 rpm, respectivamente). Além disso, é apresentada uma análise crítica dos resultados 

obtidos, a qual nos ajuda a definir qual seria a melhor fonte de carbono na fermentação da 

Streptomyces tsukubaensis visando  o aumento da produção do tacrolimo. 

 

4.1. Avaliação da produção global e específica de tacrolimo  

 O caldo fermentado foi produzido utilizando o mesmo meio de fermentação proposto 

por Turlo et al. (2012), entretanto, uma vez que houve a alteração da fonte de carbono, foi 

necessário uma adaptação da concentração utilizada, a qual foi baseada em Singh e Behera 

(2009). Esse cuidado é necessário, uma vez que uma alta concentração de carbono no meio 

pode inibir a produção de metabólitos secundários, comprometendo assim a produção de 

tacrolimo (JONES e PORTER, 1998). O fornecimento de fontes de carbono que são facilmente 

assimiláveis permite o crescimento rápido da Streptomyces tsukubaensis no meio de cultura, 

não prejudicando assim a produção do tacrolimo (ORDÓÑEZ-ROBLES et al., 2018).  

O uso de óleos vegetais como fontes de carbono na fermentação para a produção do 

tacrolimo já havia sido reportado pela literatura (KIM et al., 2007; SINGH E BEHERA, 2009; 

MISHRA E VERMA, 2012). No trabalho em questão, foram utilizados os óleos de coco e de 
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castanha-do-Brasil com o intuito de estimular a tropicalização do produto e diminuir a 

dependência de óleos importados, resultando em uma redução no custo do fármaco. 

 A Figura 4.1 mostra os perfis das fermentações utilizando os três meios fermentativos. 

Os resultados descritos pela literatura que utilizaram a Streptomyces tsukubaensis para a 

produção do tacrolimo reportam uma produção máxima do fármaco entre 96 e 168 h (JUNG et 

al., 2009; SINGH E BEHERA, 2009; WANG et al., 2017b; LI et al., 2019). No trabalho em 

questão, para as três fontes de carbono analisadas, as maiores concentrações de fármaco foram 

obtidas entre  96 e 120 horas. No geral, em meios de cultura líquidos, a produção de metabólitos 

secundários ocorre durante a fase estacionária, ponto em que as divisões celulares diminuem e 

as taxas de crescimento e de morte bacteriana se igualam (BIBB, 2005; BLACK, 2008).  A 

redução da concentração de tacrolimo no meio aconteceu a partir de 120 h. Isso acontece, 

porque com o passar do tempo, a quantidade de nutrientes disponíveis no meio diminui, sendo 

que as células bacterianas perdem sua capacidade de se dividirem e  produzirem metabólitos, 

resultando em morte celular (BLACK, 2008). 

  É possível observar que o óleo de castanha-do-Brasil foi a fonte de carbono cuja 

fermentação produziu maior concentração de tacrolimo (41,67 mg/L), sendo atingida em 96 h. 

A maior concentração do fármaco obtida utilizando óleo de coco aconteceu no mesmo período, 

porém alcançando um valor de 31,35 mg/L. Já a maior concentração de FK506 produzida 

utilizando a glicose foi igual a 22,88 mg/L, sendo atingida em 120 h.  
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Figura 4.1 – Produção de tacrolimo ao longo de 168h utilizando fontes distintas de carbono 

 

 Sabe-se que o óleo de castanha-do-Brasil é uma substância rica em ácidos graxos 

insaturados, cujas cadeias carbônicas são mais facilmente quebradas durante o metabolismo 

microbiano (ANDREOTTI, 1995; BLACK, 2008). Em contrapartida, o óleo de coco é 

composto majoritariamente por ácidos graxos saturados, como o ácido laurico, os quais não são 

facilmente assimilados pela bactéria, prejudicando assim a produção de metabólitos 

secundários como o tacrolimo (GUNSTONE, 2011).  

 Com base em fermentações conduzidas em trabalhos anteriores (SINGH e BEHERA, 

2009; MISHRA e VERMA, 2012; XIA et al., 2013), é possível perceber que os óleos vegetais 

ricos em ácido linoléico, como é o caso do óleo de soja, óleo de algodão, óleo de amendoim e 

óleo de girassol (GUNSTONE, 2011), demonstraram grande potencial para serem usados como 

fontes de carbono em fermentações utilizando a Streptomyces tsukubaensis. O óleo de castanha-

do-Brasil tem aproximadamente 31,4% de ácido linoleico em sua composição, enquanto o óleo 

de coco apresenta apenas 3,6%, o que sugere que tal substância pode atuar como um precursor 

do tacrolimo, ajudando a entender porque o óleo de castanha-do-Brasil teve maior sucesso na 

produção de fármaco que o óleo de coco.   
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 Apesar de ser amplamente utilizada como fonte de carbono em fermentações, a glicose 

é assimilada rapidamente pela bactéria, dando suporte à fermentação principalmente durante a 

fase de crescimento (SANCHEZ et al., 2010; MARTÍNEZ-CASTRO et al., 2013). Por esse 

motivo, muitas vezes a quantidade dessa substância disponível no meio de fermentação durante 

a fase de produção não é suficiente, prejudicando a produção de metabólitos. Uma alternativa 

para solucionar esse problema seria o aumento da concentração de glicose disponível no meio 

de fermentação, no entanto, a presença desse açúcar em altas concentrações diminui a produção 

de metabólitos secundários como o tacrolimo (SANCHEZ et al., 2010).  Por fim, a utilização 

dessa substância como fonte de carbono pode desencadear a repressão catabólica de carbono 

(CCR), culminando na diminuição da produção do fármaco (SANCHEZ e DEMAIN, 2002). 

 A quantidade de biomassa produzida também foi monitorada ao longo dos processos 

fermentativos. Os perfis de biomassa encontrados estão representados na Figura 4.2. 

 

 

 

Figura 4.2 – Biomassa produzida ao longo dos processos fermentativos utilizando diferentes 

fontes de carbono 
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 Pode-se dizer que parte da biomassa gerada nas fermentações ilustradas na Figura 4.2 

teve sua produção intensificada graças à presença da peptona de soja no meio de fermentação. 

A literatura reporta que a presença dessa substância, que é a principal fonte de nitrogênio 

presente no meio, aumenta a produção de biomassa durante o processo, podendo ser substituída 

pelo sulfato de amônio (MARTÍNEZ-CASTRO et al., 2013). 

Comparando os perfis de biomassa ao longo da fermentação, é possível notar que os 

processos fermentativos conduzidos utilizando óleos vegetais como fontes de carbono 

produziram uma maior quantidade de biomassa quando comparado à fermentação conduzida 

utilizando glicose, o que está de acordo com o trabalho de Wang et al. (2017b), o qual avaliou 

a eficiência do óleo de soja na suplementação da fermentação da Streptomyces tsukubaensis 

para produção de FK506. O uso de óleos em fermentações faz com que o metabolismo de 

carbono da bactéria seja mais robusto, resultando em uma maior produção de biomassa (Wang 

et al., 2017b).  

 A produção específica (também conhecida como produtividade) é um indicador 

importante no processo de fermentação do tacrolimo, uma vez que a produção de grande 

quantidade de biomassa significa uma maior dificuldade na purificação, o que acaba 

influenciando diretamente na pureza de fármaco alcançada. A mesma é definida por: 

 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢çã𝑜 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑜 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎                      Equação 1 

 

Sendo: Concentração do fármaco= mg/L 

            Biomassa produzida= g/L 

            Produção específica = mg/g 

 

A Figura 4.3 representa a produção específica de FK506 ao longo do tempo. 
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Figura 4.3 – Produção específica de tacrolimo ao longo da fermentação 

 

 Através da Figura 4.3 é possível perceber que a maior produção específica alcançada foi 

utilizando o óleo de castanha-do-Brasil como fonte de carbono, sendo esta igual a 4,06 mg/g. 

Esse resultado é próximo ao valor da produção específica relatada por Singh e Behera (2009), 

utilizando óleo de algodão como fonte de carbono.  Por outro lado, as maiores produções 

específicas atingidas pela glicose e pelo óleo de coco foram iguais a 1,88 e 1,68 mg/g, 

respectivamente. Dessa forma, apesar do óleo de coco ter uma produção de tacrolimo maior 

que a glicose, o mesmo também produz uma maior quantidade de biomassa, o que acarreta na 

diminuição da produção específica do fármaco.  

 

4.2. Variação do pH ao longo do processo fermentativo 

 As Streptomyces são bactérias encontradas no solo e que geralmente, preferem viver em 

ambientes de pH na faixa de 6,5 a 8 (KUTZNER, 1981).  Em trabalhos anteriores, os valores 

de pH adotados em fermentações utilizando a Streptomyces tsukubaensis variam de 7 a 7,2 (MO 

et al., 2009; MISHRA E VERMA, 2012; HUANG et al., 2013). No estudo em questão, foi 
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adotado um pH de 7,2 para todos os três meios fermentativos, seguindo a mesma estratégia 

utilizada por Turlo et al. (2012). É importante destacar que o pH é de extrema importância para 

a produção do tacrolimo, uma vez que a produção do mesmo é favorecida em valores de pH 

baixos e estáveis (LI et al., 2019). 

A Figura 4.4 mostra as variações de pH em cada meio fermentativo ao longo do tempo.

 

Figura 4.4 – Variação do pH durante as fermentações  

 

 Percebe-se que nas primeiras 24 h há diminuição do pH, seguida por um aumento 

gradativo, sendo que em 168 h, os valores de pH medidos foram 7,49; 7,65 e 7,71 (fermentações 

cujas fontes de carbono foram glicose, óleo de castanha-do-Brasil e óleo de coco, 

respectivamente). A redução do valor do pH no início do processo fermentativo acontece graças 

à produção de ácidos orgânicos pela Streptomyces tsukubaensis, os quais são consumidos ao 

longo da fermentação (LI et al., 2019). Em contrapartida, o aumento dessa variável ao longo 

do tempo é justificado pelo fato de que durante o metabolismo da bactéria são produzidas várias 

substâncias, entre elas a amônia, provocando o aumento do pH (KIM et al., 2000). Os perfis de 

pH apresentados na Figura 4.4 condizem com os resultados reportados pela literatura (WANG 

et al., 2017b; LI et al., 2019).  
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4.3. Quantificação de açúcares redutores e proteínas 

 Também foi realizada a quantificação de açúcares redutores e proteínas ao longo das 

fermentações. A avaliação desses parâmetros é importante, já que tais substâncias estão 

presentes no caldo fermentado e interferem diretamente na purificação do fármaco.  A Figura 

4.5 apresenta o perfil de concentração de açúcares redutores ao longo da fermentação.  

 

Figura 4.5 – Concentração de açúcares redutores ao longo das fermentações utilizando três 

fontes de carbono distintas 

 

 Nos três casos analisados, a quantidade de açúcares redutores cai ao longo da 

fermentação, o que coincide com os resultados reportados na literatura (KIM et al., 2007; 

HUANG et al., 2013).  A maior queda ocorre nas primeiras 72 h, correspondendo à fase 

exponencial, a qual é caracterizada por intenso crescimento celular e atividade metabólica 

(BLACK, 2008). Também é possível perceber que durante a fase de crescimento, não houve 

um aumento considerável da produção de biomassa, o que sugere que a quantidade de  açúcares 

consumida durante essa fase foi utilizada principalmente para a biossíntese do tacrolimo (DU 

et al., 2014). Nota-se que a glicose é a fonte de carbono que é consumida com maior facilidade, 

o que já era previsto pela literatura (SANCHEZ et al., 2010).   Ao final da fermentação, o meio 
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utilizando o óleo de coco foi o que conteve maior quantidade de açúcares redutores, alcançando 

uma concentração final de  296,36 mg/L.  Também foi monitorado o perfil da concentração de 

proteínas, o qual está representado na Figura 4.6. 

 

Figura 4.6 – Concentração de proteínas ao longo das fermentações utilizando três fontes de 

carbono distintas 

 

 A Figura 4.6 revela que a quantidade de proteínas presentes no meio de fermentação 

aumentou durante os três processos fermentativos.  O meio que utilizou a  glicose como fonte 

de carbono foi o que obteve maior concentração de proteínas ao final do processo (192,71 

mg/L), o que é um gargalo para a posterior purificação do fármaco. O maior aumento da 

concentração de proteínas presentes no meio que utilizou o óleo de castanha-do-Brasil como 

fonte de carbono aconteceu entre 96 e 120 h, coincidindo o período em que ocorreu a queda da 

produção de tacrolimo. Esse comportamento não foi observado nas fermentações que utilizaram 

a glicose e o óleo de coco como fontes de carbono.   
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CAPÍTULO 5 

 

 

5. CONCLUSÃO 

_____________________________________________________________________________ 

 

Este trabalho teve como objetivo a avaliação da glicose, do óleo de castaha-do-Brasil e 

óleo de coco como fontes de carbono para a produção de tacrolimo utilizando a Streptomyces 

tsukubaensis.  

Foram utilizados três diferentes meios de fermentação para a produção de tacrolimo, 

sendo que a diferença entre os mesmos era a fonte de carbono fornecida para a Streptomyces 

tsukubaensis. O meio de fermentação que utilizou o  óleo de castanha-do-Brasil foi o 

considerado o mais eficiente, uma vez que obteve a maior produção de tacrolimo (41,67 mg/L), 

além de atingir uma produção específica de 4,06 mg/g, a qual é bastante próxima às produções 

específicas reportadas pela literatura. Acredita-se que o ácido linoleico, presente em grandes 

quantidades no óleo de castanha-do-Brasil, agiu como precursor do tacrolimo durante a 

fermentação.  O meio de fermentação que utilizou óleo de coco como fonte de carbono chegou 

a uma produção máxima de tacrolimo igual a 31,35 mg/L, enquanto o meio que utilizou a 

glicose como fonte de carbono alcançou um valor máximo de 22,88 mg/L. Verificou-se também 

que o meio que produziu maior quantidade de biomassa foi o que utilizou o óleo de coco como 

fonte de carbono, o que diminui a produção específica de tacrolimo e faz com que o processo 

de purificação seja dificultado.  

Em todos os meios de fermentação avaliados a quantidade de proteínas aumentou com 

o passar do tempo, sendo que a fermentação que utilizou glicose como fonte de carbono foi a 

que produziu maior quantidade de proteínas, atingindo uma concentração de 192,71 mg/L ao 

fim do processo (168 h). Com relação à quantidade de açúcares presentes no meio, a 

concentração dessas substâncias diminuiu ao longo do processo fermentativo, o que condiz com 

os resultados reportados pela literatura. A fermentação que utilizou óleo de coco como fonte de 
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carbono foi a que teve maior concentração de açúcares ao fim do processo, chegando a um valor 

de 296,36 mg/L.  

 

5.1. Sugestão para trabalhos futuros 

 Repetição da fermentação utilizando óleo de castanha-do-Brasil como fonte de carbono 

em um biorreator a fim de ter um controle maior de variáveis e verificar se há um 

aumento considerável na produção de tacrolimo; 

 diminuir a concentração inicial de óleo de castanha-do-Brasil e examinar o resultado da 

suplementação do mesmo no início da fase estacionária (aproximadamente 72 h) da 

Streptomyces tsukubaensis; 

 monitorar a produção de tacrolimo com mais frequência no período entre 96 e 120 h, a 

fim de verificar em que momento é atingida a concentração máxima de fármaco;  

 explorar o uso de outros óleos vegetais nacionais que sejam ricos em ácido linoneico 

como fontes de carbono na fermentação utilizando a Streptomyces tsukubaensis; 

 verificar as vitaminas e minerais presentes nos óleos vegetais utilizados na fermentação; 

 realizar um estudo econômico avaliando o custo da produção de tacrolimo utilizando o 

óleo de castanha-do-Brasil a fim de otimizar o processo;  

 substituir o uso da peptona de soja por outras substâncias como o sulfato de amônio, o 

qual é uma fonte de nitrogênio, mas não fornece carbono para o meio fermentativo e 

não estimula a produção de biomassa. 
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