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Resumo

A L-asparaginase é uma enzima de fundamental importancia no tratamento do cancer e
também é 1til na industria alimenticia no controle de acrilamida em alimentos processados
em altas temperaturas. Devido a importancia da L-asparaginase, as pesquisas para novos
microrganismos capazes de produzi-la por fermentagdo em estado sé6lido tém sido investiga-
das. Nesta dissertacdo de mestrado, o Penicillium sp. O LAMAI 505 foi utilizado na produgao
de L-asparaginase por fermentacdo em estado sélido (FES). A dissertacdo investigou: a) a
influéncia da temperatura, do pH e das concentracdes de glicose e L-asparagina e do tamanho
de inoculo na producdo de L-asparginase; b) a producao otimizada de L-asparaginase pelo
método de Redes Neurais Artificiais (RNA) e Algoritmo Genético (AG); c) avaliou a producao
de L-asparaginase utilizando novos biorreatores, reciclo de meios nutritivo e reutilizagao
de células do fungo e de espuma de poliuretana. Observou-se: a) O modelo de RNA de trés
camadas contendo 18 neurdnios em camada oculta apresentou descricao satisfatéria da
producao de L-asparaginase (R2 = 0,99 para estdgio de treinamento e R2 = 0,98 em fase de
validac¢do); b) condic¢des otimizadas (16,96 mL de meio nutriente/g de suporte sélido, 1,0 g/L
de L-asparagina, 5,24 g/L de glicose, pH igual a 5,0 e temperatura de 44,3 °C a atividade da
L-asparaginase foi de 3411,6 U/kg, que foi 1,61 vezes maior do que o melhor valor obtido
sem condicoes otimizadas; c) a taxa de reciclagem de 2,0 mL/min a 48 h, obtendo a atividade
méxima de 3716,7 U/kg de suporte s6lido (9,3 % maior que a atividade em biorreator estdtico);
d) a produgdo de L-asparaginase em cinco ciclos de reutilizacao de células de Penicillium
sp. LAMAI 505 e suporte inerte proporcionaram atividade de L-asparaginase de 6050,0 U/kg
de suporte sélido no terceiro ciclo e atividade média de 3878,0 U/kg de suporte sé6lido para
cinco ciclos de reutilizacao, representando um aumento médio dos cinco ciclos de reutiliza-
¢do de 14.1 % em relacdo ao biorreator estdtico. Os resultados indicam que a producao de
L-asparaginase de Penicillium sp. por FES com suporte inerte (FES-SI) é satisfatério quando
comparado com a producdo encontrada na literatura em estudos com outras espécies de fun-
gos em condi¢des otimizadas, o que sugere que a producdo de L-asparaginase de Penicillium

sp. O LAMAI 505 é de grande importancia para o desenvolvimento deste setor comercial.

Palavras-chave: L-asparaginase, fermentacao em estado solido, espuma de poliuretana.






Abstract

L-asparaginase is an enzyme of fundamental importance in the treatment of cancer and is
also useful in the food industry in the control of acrylamide in foods processed at high temper-
atures. Due to the importance of L-asparaginase, research for new microorganisms capable of
producing it and the use of solid-state fermentation have been investigated. In this master’s
dissertation, the Penicillium sp. LAMAI 505 was used in the production of L-asparaginase by
solid-state fermentation (SSF). The dissertation investigated: a) influence of temperature, pH
and concentrations of glucose and asparagine and inocullum size in asparginase production;
b) optimized L-asparaginase production by Artificial Neural Networks (ANN) method and
Genetic Algorithm (GA); c) and evaluated L-asparaginase production using novel bioreactors
by recycling media and re-using cells. It was observed: a) three-layer ANN model containing
18 neurons in hidden layer presented satisfactory description of L-asparaginase production
(R2 = 0.99 for the training stage and R2 = 0.98 in validation stage); b) under optimized con-
ditions (16.96 mL of nutrient medium/g of solid support, 1.0 g/L of L-asparagine, 5.24 g/L
of glucose, pH equal to 5.0 and temperature of 44.3 °C) the activity of L-asparaginase was
3411.6 U/kg, which was 1.61 times higher than the best value obtained with no optimized
conditions; c) the recycle rate of 2.0 mL/min at 48 h provided the maximum activity of 3716.7
U/kg of solid support (9.3 % higher than the activity in static bioreactor); d) the L-asparaginase
production in five re-use cycles of Penicillium sp. LAMAI 505 cells and inert support provided
L-asparaginase activity of 6050.0 U/kg of solid support in the third cycle and average activity
3878.0 U/kg of solid support for five reuse cycles, representing a mean increase of the five
reuse cycles of 14.1 % in relation to the static bioreactor. Results indicate that the production
of L-asparaginase from Penicillium sp. by FES with inert support (FES-SI) is satisfactory when
compared with production found in the literature in studies with other species of fungi under
optimized conditions, which suggests that the production of L-asparaginase from Penicillium

sp. LAMAI 505 is of great importance for the development of this commercial sector.

Keywords: L-asparaginase, solid state fermentation, polyurethane foam.
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1 Introducao

1.1 Introducao

A L-asparaginase (E.C.3.5.1.1) é uma enzima encontrada em diferentes tipos de or-
ganismos vivos, tais como, plantas, animais e microrganismos (KORNBRUST et al., 2010).
Em meados dos anos 1960 foi descoberto a potencialidade clinica anti-tumoral da enzima
L-asparaginase, que se destaca como agente terapéutico padrao ouro no tratamento de leu-
cemia linfobldstica aguda (LLA) e pelo potencial de uso clinico em inflamacdes e outros
tipos de cancer (SOLER, 2015; CACHUMBA et al., 2016; EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2017
MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017).

O Brasil atualmente investe cerca de R$ 4 bilhdes de reais por ano de recursos do
Ministério da Saide em medicamentos biolégicos, buscando atender varias doencgas, como
por exemplo hemofilias, esclerose multipla, artrite reumatoide e diabetes. As parcerias para o
desenvolvimento publico (PDPs) sdo os principais mecanismos para o aumento dos farmacos
biolégicos no pais. A L-asparaginase é um exemplo na modalidade de medicamentos produ-
zido pela Fundag¢ao Oswaldo Cruz (Fiocruz) com parceria com empresas privadas (ANVISA,
2017).

A L-asparaginase atua na hidrolise do aminoécido L-asparagina em L-aspdastico e amo-
nia, como mostra a Figura 1, cortando parte do suprimento das células tumorais impedindo
assim que essas crescam e ganhem forca, diminuindo o desenvolvimento do cancer usando
o0 aminodcido L-asparagina (BERG, 2011). A L-asparaginase tem mostrado ser um agente
terapéutico eficaz em diferentes tumores, mas principalmente no LLA (WU et al., 2014). Desta
forma a L-asparaginase assume um papel de destaque no tratamento de cancer no Brasil e no

mundo, sendo produto de interesse em pequisas académicas e em empresas produtoras de

farmacos.
Figura 1 — Conversado de L-asparagina em L-aspéartico e amoOnia

L-Asparagina Aspartato

(o] (o]

H>N -0
2 MOH -+ H>0 é OH )= NH4"'
o NH- L-Asparaginase o NH>

L-aspa.r'agina Tumor nao

Auxilia o cresce sem
crescimento L-asparagina

do_tumor

Fonte: Adaptado de Elshafei et al. (2012).
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Outra forma de aplicacdo da enzima L-asparaginase € na industria alimenticia na
contencao de acrilamida, substancia t6xica que é produzida em alimentos processados a
altas temperaturas (PEDRESCHI et al., 2011). A acrilamida é formada por meio da reagdo de
Maillard em alimentos ricos em actcares redutores na presenca de L-asparagina, durante o
processamento térmico (DIAS et al., 2017). Um exemplo da potencialidade da L-asparaginase
e a aplicacdao da enzima em processamento de batata chips reduzindo em 90 % a formacao
de acrilamida neste alimento (VINCI et al., 2011; CANDIDO, 2015).

A Organizacao Mundial da Saude e a Organizacdo das Nac¢oes Unidas para Alimen-
tacdo e Agricultura recomendaram a reduc¢do da concentracao de acrilamida em alimentos.
Em 2015, o EFSA (European Food Safety Authority), a Autoridade Europeia em Seguranca
Alimentar, publicou uma avalia¢do do risco de acrilamida nos alimentos, no qual concluiram
que a ingestdo de acrilamida aumenta potencialmente o risco de desenvolvimento de cancer

para os consumidores em todos os grupos etdrios (EFSA, 2015).

Atualmente a producdo de L-asparaginase em larga escala é realizada utilizando
a fermentacdo submersa (FS) com as bactérias Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi
(KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013; SAEED et al., 2017). O processo de FS é utilizado
por causa da disponibilidade dos nutrientes, difusdo microbiana eficiente e boa transferéncia
de massa e calor no processo fermentativo, no entanto, a FS necessita de grandes demandas
de energia, além disso apresenta uma baixa produc¢do com alta liberacdo de efluentes quando
comparada com a FES (DORIYA et al., 2016; IRFAN et al., 2016).

A FES pode ser definida pelo crescimento de microrganismos em substratos sélidos
umedecidos na auséncia de dgua livre adsorvida no interior da matriz sélida. A FES pos-
sui 6tima produc¢do volumétrica e estabilidade enzimdtica nas variacdes tanto de pH, de
temperatura e de tempo de fermentacao. Além disso a FES tem sido usada para diversos
microrganismos, mas os fungos filamentosos sdo os mais explorados para esse tipo de fermen-
tacdo, porque eles crescem em todo o substrato sélido e sdo grandes produtores de enzimas
(KAPNOOR; MULIMANI, 2010; PINTO, 2012; PEREIRA, 2014).

Além disso, a FES vem cada vez mais sendo utilizada na produg¢ao enzimatica, devido
o potencial produtivo associado as suas caracteristicas, menor volume de reator, meio de
fermentacdo barato e excelente producao (PANDEY et al., 1999; ZHANG; WANG; CHEN, 2017).
Entre as vdrias formas de FES o uso de células imobilizadas em suportes inertes (FES-SI)
se destaca por ser capaz de aumentar a producao de diferentes compostos (MURADO et
al., 1997; PINTADO; GONZALEZ; MURADO, 1998; VAZQUEZ; GONZALEZ; MURADO, 2003;
MIRON et al., 2010).

Entre as diferentes fontes de organismos vivos produtores de L-asparaginase pode-se
destacar alguns fungos produtores, tais como, Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Clados-
porium (HOSAMANTI; KALIWAL, 2011; DORIYA et al., 2016; PATRO; GUPTA, 2012; KUMAR,;
RAMASAMY; MANONMANI, 2013). Essa tendéncia do uso dos fungos como microrganismos
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para a producdo de L-asparaginase é visando contornar os quadros alérgicos adversos, devido
as reacOes de hipersensibilidade durante a terapia do LLA, quando utilizado a L-asparaginase
bacteriana (MENEGUETTI, 2017; RODRIGUEZ et al., 2017).

A espuma de poliuretana é um material sintético leve e de facil manipulacdo que
apresenta 6timas possibilidades para a FES-SI na busca por diferentes tipos de reatores, isso
por que delimita fisicamente as células na regido de atuacao catalitica com possibilidade de
aplicacdo do suporte em processos de operacao continua e descontinua (FARINAS, 2015).
A FES-SI caracteriza-se por ser um método limpo e de grande potencial para reutilizacao
do suporte inerte, além das faceis condicoes operacionais (KOURKOUTAS; KANELLAKI;
KOUTINAS, 2006).

A imobilizacdo de células de Penicillium sp. em espuma de poliuretana é funcao
de sua resisténcia e durabilidade que possibilita o retiso, sua estrutura porosa que facilita
crescimento das células no interior da poliuretana como mostra a Figura 2, permeabilidade
que facilita o transporte de massa e calor (CHEN, 2013; ZHANG; WANG; CHEN, 2017). Por-
tanto, por se tratar de material versatil, de facil manipulacdo, por possuirem células abertas,
permedveis a gds e liquido, pela possibilidade de gerar materiais mais puros, as espumas

flexiveis de poliuretana sdo 6timas opcoes de suporte sélido para a FES-SI.

Figura 2 — Imagem de microscopia eletronica da poliuretana com Penicillium sp. LAMAI 505.
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Nota: A imagem de espuma de poliuretana com o fungo Penicillium sp foi aumentada 246
vezes em relacdo ao tamanho original.

Fonte: Autor, (2018).

Assim, torna-se evidente a necessidade de novas formas de producao da L-asparaginase
para reduzir os custos operacionais e aumentar a disponibilidade da enzima na formulacao de

farmacos produzidos em paises que ndo sdo autossuficientes, como o Brasil. Neste contexto,
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o presente trabalho tem por objetivo a producdo de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI
505 em espumas de poliuretana destinadas a imobilizacdo das células do fungo filamentoso,
utilizando formas inovadoras de reatores biol6gicos na producdo de L-asparaginase ftingica,
como o reator batelada isotérmico com reciclo de meio e o reator batelada alimentada com

retiradas intermitentes de produto com o retiso das células e do suporte inerte de poliuretana.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Fungos

Em meados do século XIX, a manipulacao de seres vivos para produc¢ao de diferentes
bens e servigos passou a ser utilizada em processos de fermentacao e técnicas de manipulacao
genética. A partir dai, a biotecnologia teve um grande crescimento e desenvolvimento com o
uso de sistemas celulares para processos e produtos de interesses econdmicos e sociais. Entre
os sistemas celulares, os fungos sdo destaque nos processos biotecnolégicos (SILVA; MALTA,
2016).

Os fungos sao divididos em diversas classes de diferentes filos. A Figura 3 representa
os cinco principais filos do reino fungi: Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota, Glome-
romycota e Chytridiomycota (VOLK, 2013). Dentro do Filo Ascomycota pode-se destacar das

vdrias espécies e subespécies de fungos, como por exemplo o Penicillium sp.

Figura 3 — Esquema ilustrativo da classificagdo basica dos fungos.

Zygomycota Ascomycota Basidiomycota

Glomeromycota
" b {

ascosporo basidiéporo

esporos
flagelados

esporos sem
flagelos

glicogénio
esporos
quitina

Reino Fungi hifas

Nota: O esquema de classificacao dos fungos, representa os principais filos do Reino Fungi.

Fonte: Adaptado de Volk (2013).
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O Penicillium sp. utilizado na FES apresenta forma filamentosa que é constituida
pelo conjunto de estruturas tubulares, denominadas de hifas. Estas hifas quando agrupa-
das constituem uma estrutura denominada de micélio (TORTORA; CASE; FUNKE, 2012). A
Figura 4 ilustra a forma filamentosa do Penicillium utilizado no processo de producao de

L-asparaginase por FES.

Figura 4 - Imagem de microscopia eletronica (MEV) do Penicillium sp. utilizado na FES.

100 m EHT = 10.00KV Signal A= SE1 Date 4 Aug 2017 m 20pm EHT = 1000V Sigral A= SE1 Date 4 Aug 2017 ZEISY,

WD =20.0mm Mag= 299X Time :11:08:30 WD =20.5mm Mag= 220KX Time :11:09:54

Nota: A - Imagem de MEV do Penicillium sp. foi aproximada em 299 vezes, B - Imagem de
MEV do Penicillium sp. foi aproximada em 2,29 x 103 vezes.

Fonte: Autor, (2018).

Os fungos tém grande importancia agricola e ecolégica, pois mantém o equilibrio do
ambiente, decompondo restos vegetais, degradando substancias toxicas, auxiliando as plantas
a crescerem e se protegerem contra inimigos, como outros microrganismos patogénicos. Além
disso, estes microrganismos atualmente sdo muitos importantes e influenciam a vida do
homem participando da transformac¢do de matéria prima em produto com alto valor agregado,
como exemplo na industria farmacéutica (ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2015).

2.2 Enzimas

As enzimas foram descobertas no século XIX por Frederick W.K. em estudo ao trabalho
de Eduard Buchmer, que postulou a fermentacao alcoélica com extrato de levedura, provando
que a fermentacdo era feita por moléculas que continuavam ativas mesmo apos serem

removidas das células. Neste mesmo periodo ocorreram grandes avancos relacionados a
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enzimas e suas funcoes e caracteristicas. Entretanto, apesar dos avancos, somente em 1926 a
natureza proteica da enzima foi descoberta, quando James Sunner purificou e cristalizou a
enzima urease e comprovou que se tratava de uma proteina (GURUNG et al., 2013; NELSON;
COX, 2014).

As enzimas sdo classificadas em seis principais classes: oxidorredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases, com mostra a Tabela 1. As enzimas podem também ser
designadas por nomes que obedecem a uma sistemaética e sao divididas em duas partes: uma
indicando o substrato e a outra indicando a natureza da reacao, feita de acordo com o Enzime
Commission (E.C). Além disso, no nome da respectiva enzima é geralmente acrescentado o
sufixo “ase” (CUESTA et al., 2015).

Tabela 1 — Principais classificacoes das classes de enzimas.

Classes Funcao Enzimas
Ligases Formacao de ligacoes entre duas moléculas Sintetases
Isomerases Isomerizacao Epimerases
Liases Remocao de grupos para formar ligagées duplas | Descarboxilase
Hidrolases Reacodes de hidrolise L-asparaginase
Transferases Transferéncia de grupos funcionais Quinase
Oxidorredutases | Reagoes de oxidacao e de reducao Desidrogenases

Fonte: Adaptado de Pradhan, Padhy e Sahoo (2017).

As enzimas sdo substancias biol6gicas ou macromoléculas biolégicas que sao pro-
duzidas por organismos para provocar uma reacao bioquimica especifica. Sao utilizadas
em diferentes dreas do conhecimento tais como a Bioquimica, a Engenharia Bioquimica, a
Engenharia de Alimentos, na Medicina, entre outras, no desenvolvimento de metodologias
analiticas, na fabricacdo de produtos tecnolégicos, no tratamento de residuos, dentre outros
(DZIEZAK, 1991; PATEL, 2002).

As enzimas sdo ativas e versdteis, ndo requerem altas temperaturas e valores extremos
de pH e executam uma variedade de transformacdes de modo seletivo e rdpido em condigoes
brandas de reagdo, o que torna altamente desejavel o seu uso como catalisadores. Geralmente,
o0s processos industriais que empregam enzimas sdo relativamente simples, faceis de con-
trolar, eficientes energeticamente e requerem baixos investimentos(PIZARRO; PARK, 2003;
COLEN, 2006).
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2.3 L-asparaginase

A L-asparaginase (L-asparagina amino hidrolase) é a enzima responsavel pela hidro-
lise do grupo amida da cadeia do aminodcido L-asparagina, resultando como produtos da
reacao o acido aspartico e amonia (LINCOLN; MORE, 2014). Rea¢do genérica é representada
pela Figura 1. A L-asparaginase pode assumir diferentes arranjos estruturais dependendo do
microrganismo produtor, por exemplo a L-asparaginase produzida pela bactéria Escherichia
coli que possui estrutura tetramétrica representada pela Figura 5, mostrando cada um dos

quatro sitios ativos caracteristicos para cada tipo de L-asparaginase (EINSFELDT, 2014).

Figura 5 - A estrutura tetramétrica da L-asparaginase de Escherichia coli.
Y4

Nota: Os pares A,B e C,D representam as subestruturas da L-asparaginase de Escherichia coli.

Fonte: adaptado de EINSFELDT (2014).

A L-asparaginase pode ser encontrada em plantas, tecidos de animais e em micro-
organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Os principais represen-
tantes de bactérias reportados como produtores de L-asparaginase sao Erwinia carotovora,
Escherichia coli, Pseudomonas flourescens, Mycobacterium phlei, Staphylococcus sp., Thermus
aquaticus, Pseudomonas ovalis e Serratia marcescens. Quanto as leveduras, representan-
tes dos géneros Rhodotorula, Candida e Pichia tém sido reportados como produtores de
L-asparaginase (LAPMAK et al., 2010).
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Para os fungos filamentosos, a producdo de L-asparaginase foi associada com as
espécies Aspergillus tamari, Aspergillus terreus e Aspergillus nidulans e com os géneros
Penicillum, Fusarium e Helminthosporium. Desta forma, a utilizacdo de fungos na producao
de L-asparaginase e cada vez mais estuda em diferentes processos fermentativos, seja em
fermentacdo submersa ou fermentacao em estado sélido (LAPMAK et al., 2010). A Tabela 2

mostra fungos utilizados na producao de L-asparaginase ao longo do tempo.

Tabela 2 — Especies de fungos utilizados na producdo de L-asparaginase ao longo do tempo.

Especies de Fungos | Autores

Aspergillus terreus (DE-ANGELI et al., 1970; GURU-
NATHAN; SAHADEVAN, 2011; FA-
RAGetal., 2015)

Aspergillus niger (MISHRA, 2006; VALA et al., 2018)
Aspergillus oryzae (DIAS; SATO, 2018)

Fusarium equiseti (HOSAMANTI; KALIWAL, 2011)

Fusarium culmorum | (MEGHAVARNAM,; JANAKIRA-

MAN, 2017)
Penicillium sp. (PATRO; GUPTA, 2012)
Cladosporium sp. (KUMAR; RAMASAMY; MANON-
MANTI, 2013)

Fonte: Adaptado de Doriya et al. (2016).

A L-asparaginase tem sido utilizada como um biofarmaco anti-tumoral clinicamente
satisfatdrio para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda e sarcoma linfatico (PIETERS
et al., 2011). Na industria de alimentos é utilizada no controle de acrilamida em produtos

processados em conduzido em alta temperatura.

2.3.1 Uso farmacéutico

O uso terapéutico de enzimas ocorre desde o final do século XIX, quando extratos
brutos de enzimas pancredticas eram utilizadas como auxiliares digestivos (CRUZ et al.,
2010). Dentre as vérias descobertas de medicamentos bioldgicos as enzimas se destacaram
como tratamentos terapéuticos. A Tabela 3 apresenta algumas enzimas com fun¢do clinica

importantes, como a L-asparaginase.
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Tabela 3 — Enzimas utilizadas no tratamento terapéutico.

Enzimas Numero | Fonte Uso terapéutico | Referencia
E.C.
Lipase 3.1.1.3 Rhizopus Auxiliar digestivo | (LEONAVICIUTE et
arrhizus al., 2018)
Celulase 3.2.14 Trichoderma | Auxiliar digestivo | (GARVEY et al.,
viride 2013)
Lactase 3.2.1.23 | Kluyveromyces | Intoleranciaalac- | (DZIALANSKI et al.,
fragilis, tose 2016)
Aspergillus
oryzae
Esfericase 3.4.21 Bacillus spha- | Bronquite cro- | (ALMOGetal., 2003)
ericus nica,
Pneumonia
aguda
Colagenase 3.4.24.3 | Clostridium Ulceras de pele (GANESHPURKAR;
histolyticum KUMAR; SINGH,
2018)
L-asparaginase | 3.5.1.1 Escherichia Leucemia (IZADPANAH et al.,
coli, 2018)
Erwinia caro- | linfoblastica
tovora aguda

Fonte: Adaptado de Zimmer et al. (2009).

BROOME (1968) foi um dos primeiros autores capazes de identificar a L-Asparaginase
como sendo uma enzima com potencial anti carcinogénico. Também identificou que enzimas
provenientes de diferentes fontes tem diferentes capacidades de inibicao de crescimento de
tumores. Deduziu-se, entdo, que essa alta capacidade de inibi¢do tumoral tem como base 3

fatores:

* A alta afinidade da enzima pela L-asparagina, demonstrada pelo baixo valor da cons-
tante de Michaelis-Menten;

* A L-Asparaginase continua altamente ativa mesmo apos sua retirada do sangue;

* A L-Asparaginase apresenta alta afinidade pelo substrato, baixa imunogenicidade e alta
estabilidade (NAGARETHINAM et al., 2005).
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A L-asparaginase pode ser extraida de Eschericha coli, proporcionando a producao
em larga escala da enzima, utilizando o processo de producdao em fermentacao submersa,
apropriada para experimentagoes clinicas (WINK, 2009; MASHBURN; WRISTON, 1964).

Atualmente, a L-asparaginase disponivel comercialmente possui duas origens: Esche-
richa coli e Erwinia carotovora, ambas as L-asparaginases sdo produzidas por fermentacao
submersa em grande escala IZADPANAH et al., 2018).

As duas drogas apresentam mecanismos de acao e toxicidade idénticos, embora
suas propriedades farmacocinéticas difiram. As principais drogas existentes no mercado
sao Elspar®, Crasnitin® e Kidrolase® (de origem de E. coli) e Erwinase® (de origem de E.
chrysanthemi) (KRASOTKINA et al., 2004; KOTZIA; LABROU, 2005; SHRIVASTAVA et al., 2016).

2.3.2 Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

A LLA é um tipo de cancer que se desenvolve nas células linfoides da medula. Esses
tipos de células dao origem aos linfécitos, um dos principais tipos de glébulos brancos
que ajudam a defender o organismo. Os dois subtipos principais de LLA, sdo categorizados
em LLA de células B e LLA de células T. Este é o tipo mais comum de cancer em criancas,
representa aproximadamente 25 % dos diagndsticos de cancer em criangas menores de 15
anos (EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2017). A Figura 6 ilustra a manifestacdo da leucemia no

corpo de adolescentes e criancas.

Figura 6 — Representacdo esquemadtica da LLA no plasma sanguineo de criancas e adolescen-
tes.

Nota: Al - representa o individuo normal, A2 - representa o individuo com LLA; onde os
ntameros 1,2,3,4 e 5 sdo respectivamente, glébulos vermelhos, plaquetas, glébulos brancos
granuldcitos, glébulos brancos agranulécitos e o plasma sanguineo.

Fonte: Adaptado de Divino (2015).
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O tratamento da LLA passa pela pratica da quimioterapia com L-Asparaginase. Esta
enzima é injetada por via intravenosa ou intramuscular para esgotar a concentracao de
L-Asparagina no plasma, dificultando seletivamente o crescimento das células malignas.
Devido a este mecanismo, a L-Asparaginase € utilizada no tratamento de uma variedade de
distarbios linfoproliferativos e linfomas, e outros canceres e doencas infamatérias (DIVINO,
2015; EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2017).

A L-Asparaginase tem demonstrado ser um fadrmaco eficaz para pacientes leucémicos
(WU et al., 2014). O modo de a¢do da L-Asparaginase é o esgotamento do grupo circulante de
L-asparagina e a inibi¢do resultante da sintese proteica (BERG, 2011). A taxa de sobrevivéncia
global depende da idade, estagio da doenca e do estado de desempenho da enzima. A impor-
tancia da L-Asparaginase como agente antitumoral despertou a atencao dos pesquisadores,

levando a busca de novas formas de producao dessa enzima (MENEGUETTI, 2017).

2.3.3 Toxicidade e Hipersensibilidade

A limitacao do uso da L-asparaginase de E. coli é o desenvolvimento de hipersensibili-
dade, a qual alcanca desde reagdes alérgicas leves a choque anafilatico (MOOLA et al., 1994).
A hipersensibilidade esta associada com a producao de anticorpos a droga, podendo reduzir
a atividade da L-asparaginase, causando o aumento do aminodcido L-asparagina e o possivel

desenvolvimento de resisténcia a esse medicamento (WINK, 2009).

A L-asparaginase fliingica apresenta propriedades distintas das enzimas bacterianas.
Passam por processos pds-traducionais que as tornam mais semelhantes as proteinas huma-
nas, reduzindo assim sua imunogenicidade sem a necessidade de modificacdes quimicas na
estrutura das moléculas. J4 a L-asparaginase bacteriana pode passar por processos quimi-
cos como por exemplo a esterificacdo de cadeias de polietilenoglicol aos polipeptideos, na
tentativa de reduzir os casos de hipersensibilidade (MENEGUETTI, 2017; SOLER, 2015).

Uma alternativa para a producao de L-asparaginase, devido aos casos recorrentes de
hipersensibilidade e reacdes adversas nos pacientes é a producao da L-asparaginase fingica.
O uso do Penicillium sp. como bio produtor da enzima é uma alternativa, considerando sua

capacidade produtiva em processos de Fermentacao estado sélido.

2.4 Uso na industria de alimentos

A aplica¢do da enzima L-Asparaginase passou a ser empregada em casos ja conheci-
dos, como o potencial toxico da acrilamida desde 1964, quando modelos animais indicaram
irritagdes na pele e olhos quando em contato com esse composto, além de efeitos neurot6-
xicos sob exposicao prolongada (MCCOLLISTER; OYEN; ROWE, 1964; IARC, 1994). Durante
anos seu potencial carcinogénico também foi investigado quando finalmente, em 1994, a

International Agency for Research Cancer (IARC), associada a Organizacao Mundial da Satide
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OMS, acrescentou a acrilamida a sua lista de agentes potencialmente carcinogénicos para
humanos (IARC, 2017).

O mecanismo de formagdo da acrilamida nesses alimentos envolve a reacdo de alguns
aminodcidos livres com actcares redutores sob altas temperaturas, sendo a L-asparagina
0 aminodacido de maior importancia. ZYZAK et al. (2003) detectaram que a cadeia amida
presente na acrilamida provém da L-asparagina. A L-asparagina é um aminoacido abundante
em alguns vegetais como por exemplo na batata, muito utilizada na industria de alimentos,
representando mais de 50 % de todo o teor de aminodcidos livres (BETHKE; BUSSAN, 2013).
Este aminodcido é importante para o crescimento da planta, e também é reagente chave para
a formacao de acrilamida (KORNBRUST et al., 2010).

A enzima L-Asparaginase passou a ser mais utilizada no decorrer do tempo. Hoje pode
ser utilizada em diferentes setores como exemplo a indtstria de alimentos, onde atua na con-
tensdo de substancias toxicas geradas no processamento dos alimentos, como a acrilamida
produzida na fritura da batata (CANDIDO, 2015). O uso da enzima L-asparaginase antes do
processamento do alimento reduz os niveis de L-asparagina na massa dos produtos. Logo, a
reacao de Maillard de caramelizacdo que produz a acrilamida € inibida de maneira especifica
(QUINTAS; BRANDAO; SILVA, 2007).

Em estudos sobre o tratamento de fatias de batatas com L-Asparaginase visando a
reducdo da acrilamida, foi observado que o branqueamento torna os tecidos mais permedveis
e, consequentemente, a enzima fica mais acessivel ao substrato. Desta forma, a combinagao
dos dois tratamentos reduziu em 90 % a quantidade de acrilamida nas batatas (HENDRIKSEN
et al., 2009; PEDRESCHI et al., 2011).

Devido a sua ampla aplicacao industrial, o mercado global de enzimas cresceu signifi-
cativamente nos ultimos anos. As enzimas com aplicacdo no setor de alimentos e bebidas
ocupam o maior espa¢o do mercado (DEWAN, 2014). As empresas Novozymes® e Danisco®
lideram o mercado mundial de enzimas com 45 % e 17 % do total de vendas, respectivamente,
seguidas pelas empresas DSM® e BASF® com 5 % e 4 % do mercado (FERNANDES, 2010).

2.5 Producao de L-asparaginase

Nesta sessdo € apresentado as formas de fermentacao utilizadas na producgao de
L-asparaginase, primeiramente a fermentagcdo submersa em seguida a fermentacgdo estado

solido.

2.5.1 Fermentagao submersa (FS)

A FS é um processo no qual o crescimento de microrganismos ocorre em meio li-

quido com nutrientes necessarios para o melhor cultivo dos microrganismos. Isso envolve
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um cuidado especial com os microrganismos em um reator fechado contendo o meio de

fermentacdo e uma alta concentracao de oxigénio (KUMAR; SOBHA, 2010).

Atualmente a industria de fermentacado dé preferéncia ao cultivo de fungos e alguns
outros microrganismos por fermentacao com substratos liquidos na produg¢do da enzima
L-asparaginase, técnica conhecida como fermentacao submersa. Entretanto, a fermentacao
estado s6lido ganhou espac¢o nos ultimos anos e emergiu como um processo economico
e alternativo para a producdo de enzimas, utilizando residuos agricolas, agroindustriais
e industriais como substratos que sao convertidos em produtos com alto valor comercial
(PANDEY, 1992).

O uso de FES para a producdo de enzimas tém muitas vantagens em relacao a FS,
como menor custo de producdao com melhores propriedades fisiol6gicas, menor volume
de reator e meios de fermentacao mais baratos, maior taxa de producao e processamento
a jusante mais facil (PANDEY et al., 1999). Os substratos so6lidos, principalmente materiais
baseados em residuos, sdo utilizados como substratos para a producao de L-asparaginase
(KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013). Esses substratos atuam tanto como suporte

fisico como fonte de nutrientes e influenciam a producao de enzimas.

2.5.2 Fermentagao estado solido (FES)

A FES envolve o crescimento de microrganismos em particulas solidas imidas, em
situacOes em que 0s espagos entre as particulas contém uma fase gasosa continua e um
minimo de 4gua visivel. Embora existam gotas de 4gua entre as particulas, e pode haver filmes
finos de 4gua na superficie da particula, a fase de dgua entre particulas é descontinua e a

maior parte do espaco entre particulas é preenchida pela fase gasosa (DORIYA et al., 2016).

A FES € utilizada para obter grandes quantidades de produtos através do crescimento
de células microbianas em uma matriz sélida que atua como uma superficie e contém a fonte
de carbono, nutrientes e dgua adsorvida que sdo necessarias para o crescimento (PANDEY;
SOCCOL; MITCHELL, 2000). Em FES, os fungos filamentosos sdo 0os microrganismos mais
adaptados ao processo pois crescem naturalmente em superficies s6lidas com menor teor
de dgua e podem degradar macromoléculas e polimeros naturais. No entanto o processo
de producdo industrial por FES é considerado dificil por causa de problemas de controle
de fermentacao, padronizacao de produtos e conhecimento limitado sobre a fisiologia e
morfologia dos microrganismos (DORIYA et al., 2016).

A FES pode ser definida como um processo fermentativo realizado sobre um meio
sélido insolavel o qual age como suporte fisico e como fonte de nutrientes para os microrga-
nismos, com uma quantidade de 4gua suficiente para garantir o crescimento microbiano e as
atividades metabdlicas das células, sem exceder a capacidade de reten¢do de d4gua do subs-

trato solido. Este processo natural pode ser utilizado em aplica¢des industriais para produzir
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o produto desejado, operando sob condi¢des controladas (DURAND; BROISE; BLACHERE,
1988; RANI et al., 2009).

Processos por FES podem utilizar um meio poroso inerte, que serve como suporte a
um substrato aquoso e, podem utilizar as préprias particulas como fonte de nutrientes aos
microrganismos. As reacdes podem ocorrer na superficie das particulas ou em seu interior,
definindo diversos mecanismos de transferéncia de massa. Parte do interesse cientifico e
industrial pela FES € a possibilidade da utiliza¢do de residuos s6lidos como matriz porosa,
agregando valor a estes rejeitos e minimizando problemas ambientais devido a descartes
inadequados (LAURENTINO, 2007; RANI et al., 2009).

Na FES, fungos crescem e desenvolvem suas atividades metabdlicas com grande su-
cesso porque as condicoes de cultivo sdao similares as encontradas no seu ambiente natural,
tais como rejeitos organicos e arvores. A poliuretana € uma 6tima alternativa, pois delimita
fisicamente as células na regido de atuacao catalitica com possibilidade de aplicacao do
suporte em processos de operacdo continua e descontinua. Além disso melhora a transfe-
réncias de massa e de calor, melhorando assim o crescimento e desempenho dos fungos nas
fermentacoes sélidas (KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013).

2.5.3 Suporte inerte de poliuretana

As espumas de poliuretana sao polimeros versateis devido a variedade dos grupos
constitutivos e da possibilidade de polimerizacdo controlada, o que permite a adaptacao do
processo e da composicdo para a obtencao de materiais para as mais variadas exigéncias
(ZECK, 2004).

As diferentes caracteristicas quimicas e fisicas sdao obtidas pela adicao de compostos
quimicos que atuam como catalisadores, agentes de expansao, agentes de reticulacdo, agentes
de extensao de cadeia, surfatantes e aditivos, permitindo que o polimero forme estruturas

celulares distintas como espumas, elastdbmeros, membranas, dentre outras (SOARES, 2012).

O suporte inerte de poliuretana possui uma estrutura de células abertas e bem defi-
nidas, possibilitando a entrada e saida de liquidos e gases do suporte com maior facilidade.
Assim o suporte de poliuretana apresenta também propriedades como maciez, resisténcia
mecanica e resiliéncia, que podem ser utilizadas em inimeras funcoes relacionadas as FES.
Estas caracteristicas sdo favoraveis para o crescimento do Penicillium sp., pois a estrutura
rigida e de grande drea proporciona uma transferéncia de massa e calor na fermentacao

estado s6lido com suporte inerte de poliuretana (CORCUERA et al., 2010).

A Figura 7 mostra uma imagem de microscopia eletronica de varredura de uma

espuma de poliuretana.
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Figura 7 - Espuma de poliuretana utilizada na FES com suporte inerte.

EHT = 5.00kv Signal A= SE1 Date :21 Jul 2017
WD =18.0mm Mag= 100X Time :11:00:05

Fonte: Autor, (2018).

2.5.4 Imobilizagao de células (IC)

A IC consiste no confinamento fisico das células em uma regido definida de espaco,
na qual sao mantidas suas atividades cataliticas em processos de operacao continua ou
descontinua possibilitando a reutilizacao das mesmas. A maioria dos processos fermentativos
industriais convencionais utiliza células livres em suspensao, porém o uso de microrganismos
imobilizados (MI) permite um aumento da produtividade devido a elevada concentragdo de
células. (FREEMAN; LILLY, 1998).

A maior concentracdo de células microbianas no suporte garante a sintese dos meta-
bélitos e aumenta a eficiéncia da fermentacdo. Além disso, facilita a recuperacao dos produtos
do metabolismo de interesse na fase de “downstream” e ajuda na manutencao dos fermenta-
dores, uma vez que ndo apresenta problemas de adesdo e obstrucao aos eletrodos e tubos
(KOURKOUTAS; KANELLAKI; KOUTINAS, 2006; COVIZZI et al., 2007).

2.6 Biorreatores

Os biorreatores sao muito utilizados nas Engenharias Quimica e Bioquimica para
alcancar melhores resultados na producao de diferentes produtos, A inovacdo dos biorreatores
é muito recorrente nos trabalhos cientificos. Em particular, os métodos de engenharia sao
aplicados aos desafios relacionados aos sistemas de aumento de escala que surgem em
diferentes graus para cada tipo de biorreator. Abordagens de caracterizacdo e compreensao
fundamental estao bem desenvolvidas para biorreatores comuns em sistemas de agitacdo
e seu impacto em escala baseado na compreensao fundamental da dinamica de fluidos é

particularmente bem desenvolvido para biorreatores de tanques agitados (EAKER et al., 2017).

O uso de biorreatores na producao de compostos derivados de células estdao disponi-
veis para qualquer requisito de cultura. A variedade é particularmente ttil para modelar dife-

rentes cultivos celulares, que muitas vezes requerem complexidades tais como alimentacao
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intermitente, reciclo de meio nutritivo, fabricacao especifica de produto, baixa concentracao
de oxigénio. Além disso, a maioria dos processos celulares requerem que os biorreatores
sejam feitos sobre medida para melhor otimizacdao (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006).

As principais categorias de biorreatores incluem tanques agitados, camas fixas e
embaladas, plataformas de balanco e sistemas de fibra oca. Essas categorias diferem de forma
muito dramdtica em métodos de geometria e agitacdo de fluidos, que incluem a agitacao por
um impulsor ou uma varinha de péndulo, um fluxo de midia de balanco ou massa (EAKER et
al., 2017).

A maioria dos biorreatores sdo de monitoramento em tempo real e controle automati-
zado de parametros de cultura, como controle de di6xido de carbono dissolvido e oxigénio,
temperatura e pH por CO; ou adicdo de dcido ou base. Além disso, usam manipulac¢des do
sistema fechado e filtracdo de gds para prevenir a contaminacao microbiana e a contaminacgao
cruzada (MISHRA et al., 2016).

2.6.1 Biorreatores utilizados na fermentacao em estado sélido

Os biorreatores utilizados na FES podem ser classificados em grupos com base nas
semelhancas dos sistemas e das operagdes do processo, diferenciando os grupos quanto as
formas que sao misturados e arejados. O primeiro grupo sdo os biorreatores de leito estético
(ndo sao misturados e a circulacdo de ar nao e forcada) (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC,
2006). A Figura 8 mostra um exemplo do primeiro grupo de birreatores, o biorreator leito

estatico do tipo bandeja.

Figura 8 — Biorreator leito estatico do tipo bandeja.
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Nota: 1 — Biorreator de bandeja koji, 2 — Saida de ar, 3 - Filtra de ar na entrada, 4 — Lampada
UV, 5 - Valvula de controle de entrada de 4gua, 6 - Entrada de dgua, 7 — Umidificador de ar, 8 —
Suporte de bandeja, 9 — Bandeja de FES, 10 — Filtra de ar na saida e 11 — Entrada de ar.

Fonte: Adaptado de Robinson e Nigam (2003).
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No segundo grupo de classificacdo o leito é estatico e nao misturado, porém a circula-
¢do de ar no leito é forcada. Um exemplo desse tipo de biorreator estd apresentado na Figura

9, o biorreator do tipo leito empacotado.

Figura 9 — Biorreator estético do tipo leito empacotado.
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Nota: Os nimeros da figura representam, 1 — Entrada de ar, 2 — Filtro de ar, 3 — Tanque de d4gua
para obter ar iimido, 4 — Linha de ar iimido, 5 — Entrada de 4gua na jaqueta do biorreator, 6 —
Entrada de ar imido no biorreator de leito fixo, 7 — Suporte sélido da FES, 8 — Saida de 4gua
da jaqueta do birreator, 9 — Biorreator de leito fixo e 10 — Saida de ar.

Fonte: Adaptado de Robinson e Nigam (2003).

A Figura 10, representa caracteristicas do biorreator do tipo tambor rotativo, utilizado

no processo em fermentacao estado sélido.

Figura 10 - Biorreator do tipo tambor rotativo.

Nota: Os niimeros da figura representam, 1 — Entrada de Ar filtrado e esterilizado no sistema
de fermentacdo estado s6lido, 2 - Junta rotativa, 3 — Engate com rolamento, 4 — Aros laterais, 5
—Rolos, 6 — Bicos de Ar, 7 — Linha de Ar fixa (ndo entra em movimento com o biorreator), 8 —
Biorreator tambor rotativo , 9 — Suporte sélido da FES e 10 — Eixo de rotagdo do Biorreator.

Fonte: Adaptado de Robinson e Nigam (2003), SALHANI e UELKER-DEFFUR (1998).
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No terceiro grupo de biorreatores o leito é continuamente misturado ou misturado
de forma intermitente, mas o ar circula ao redor do leito de forma natural. Dois biorreatores
que tém este modo de operacao, usando diferentes mecanismos para conseguir a agitacao,
sdo "biorreatores de tambor agitado"e "biorreatores de tambor rotativo", sendo o ultimo

ilustrado na Figura 10.

J& no quarto grupo de biorreatores o leito é agitado e o ar é circulado de forma
forcada. Este tipo de biorreator normalmente pode ser operado em dois modos: os misturados
continuamente e os misturados intermitentemente. Varios desenhos cumprem esses critérios,
como por exemplo o biorreator do tipo leito fluidizado a gas sé6lido representado na Figura 11,

com tambor mecénico e varios outros biorreatores agitados.

Figura 11 — Biorreator do tipo leito fluidizado.
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Nota: As carateristicas do biorreator estao representadas nos nimeros, 1- Entrada de Ar,
2- Filtro de Ar, 3- Tanque de dgua para umidificacao do Ar, 4- Linha de Ar tiimido, 5- Base
perfurada para distribuicdo do Ar no biorreator, 6- Disjuntores de fluxo de Ar, 7- Representacao
do fluxo de Ar no biorreator leito fluidizado, 8- Biorreator leito fluidizado, 9- Suporte de cabeca
do biorreator, 10- Saida controlada de Ar e 11- Suporte sé6lido da FES.

Fonte: Adaptado de Mitchell, Krieger e Berovic (2006).

Os biorreatores sao equipamentos caros e dificeis de serem construidos, pois apresen-
tam um numero maior de varidveis que devem ser controladas, como por exemplo a aeracao,
a contaminacao, a distribuicdo de umidade e de temperatura no suporte sélido. As caracteris-
ticas construtivas dos biorreatores para FES devem prevenir a entrada de microrganismos
contaminantes, além de evitar a emissao de microrganismos, produtos e substrato para o

ambiente. Também devem promover aeracao eficiente, manter a uniformidade e integridade
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do substrato, facilitar as etapas do processo como preparacdo do substrato, esterilizacao,

recuperacdo de biomassa e carga e descarga do equipamento (AGUDELOQO, 2010).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a producao extracelular da L-asparaginase de Penicillium sp. em fermenta-
¢do estado sélido em diferentes biorreatores com meio s6lido constituido de poliuretana e

nutrientes.

3.2 Objetivos especificos

Nos objetivos especificos foram pontoados tépicos com grande relevancia para um

bom desenvolvimento tedrico e pratico do tema proposto neste trabalho, que sao:
* Avaliar os efeitos das varidveis inoculo, concentracdo de L-asparagina, concentracao de
glicose, pH e temperatura na Fermentacao estado s6lido com poliuretana;

e Comparar os suportes solidos de biomassas farelo de arroz e torta de cerveja com o

suporte inerte poliuretana;

* Modelar a producgdo de L-asparaginase de Penicillium sp. por fermentacdo estado

sélido com suporte inerte;

* Obter condi¢oes otimizadas do processo de producdo de L-asparaginase por FES-SI

utilizando redes neurais artificiais;

* Validar o modelo de RNA proposto e otimizar o Modelo utilizando algoritmo genético

na rede neural artificial;

e Estudar a producdo de L-asparaginase de Penicillium sp. por FES-SI em diferentes

biorreatores.
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4 Materiais e métodos

No presente trabalho todos os ensaios experimentais foram realizados em triplicata,
sendo que a média foi utilizada como valor representativo e os erros ilustrados nos graficos

referem-se aos desvios padroes.

4.1 Fungo utilizado na producao de enzimas

O microrganismo produtor de L-asparaginase utilizado foi o Penicillium sp. LAMAI
505 obtido da Central de Recursos Microbianos do Instituto de Biotecnologia da UNESP
(CRM - UNESP). O fungo filamentoso foi mantido em plana de Pedri de vidro devidamente
esterilizada, com meio nutritivo de Czapek sélido, contendo a concentracao de nutrientes
em g/L de, NaNOs, 2,0; K;HPO4, 1,0; MgSOy, 0,5 ;KCl, 0,5; FeSO4, 0,01 ; Sacarose, 30,0; Agar,
20,0. A Figura 12 mostra o antes e o depois da adicdo de microrganismo na placa de Petri com

Czapek.

Figura 12 — Cultivo do Pencillium sp. em Czapek.

P1 P2

Nota: P1 - adicdo de células do Penicillium sp. na placa de Petri com meio Czapek sé6lido; P2 -
placa de Petri com microrganismo apds 4 dias de crescimento.

Fonte: Autor, (2018).

As células do Penicillium sp.,ap6s periodo de cultivo, foram transferidas para reatores
conicos com capacidade de 250 mL com uma solugao de 100 mL de Czapek, contendo a
concentracdo de nutrientes em g/L de, NaNOs, 2,0; K;HPOy, 1,0; MgS0y, 0,5 ;KCl, 0,5; FeSOy,
0,01 ; Sacarose, 30,0, previamente autoclavados a 121 °C por 20 minutos. Essa etapa de cultivo
liquido foi realizada em mesa giratéria a 150 rpm em temperatura ambiente (25 °C)e o tempo

de fermentagdo do in6culo foi de 72 h, garantindo o crescimento e o aumento da concentracao
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celular. Ao terminar o preparo do pré-inéculo, o fermentado foi centrifugado e as células
recolocadas em suspensdo em 100 mL de dgua destilada estéril. Essas células foram, entao,

utilizadas nas FES. O sobrenadante foi descartada nesta etapa.

4.2 Suportes solidos utilizados inicialmente na FES

A FES foi realizada utilizando 107 células/mL no tempo zero da FES nos diferentes ma-
teriais s6lidos. Essa concentragdo celular foi avaliada por contagem de unidades formadoras
de coldnia (UFC). As anélises foram realizadas com 100 pL do cultivo, os quais passaram por
dilui¢cOes seriadas em dgua estéril. Foram colocados 10 uL de cada dilui¢cao, em no minimo 3
réplicas, em placas com Czapek(EINSFELDT, 2014).

A contagem das colonias de fungos, foi realizada utilizando software de otimizacao e
processamento de imagem Imagej. A Figura 13 mostra o esquema das etapas realizadas na
andlise da UFC.

Figura 13 — Procedimento de contagem de células de fungo na solug¢do utilizada na FES.
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Fonte: Adaptado de EINSFELDT (2014).

Inicialmente foram utilizados trés suportes s6lidos na FES para a producao de L-
asparaginase flingica: farelo de arroz, bagaco de malte e espuma de poliuretana. A Figura 14
mostra a imagem dos biorreatores estatico com capacidade de 250 mL, contendo os suportes

solidos utilizados nas FES.
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Figura 14 — Imagem dos suportes s6lidos de farelo de arroz, bagaco de malte e espuma de
poliuretana, respectivamente da esquerda para direita.

Nota: A - Biorreator com suporte sélido de farelo de arroz; B — Biorreator com suporte s6lido
de bagaco de malte; C — Biorreator com suporte sélido inerte, espuma de poliuretana.

Fonte: Autor.

Ambas as FES foram realizadas em biorreator estdtico isotérmico com o mesmo
volume de sélido, para que a transferéncia de massa e color nos suportes sélido fiquem iguais
ou relativamente proximas. O meio liquido nutritivo utilizado foi o Czapek modificado com
adicdo de L-asparagina e glicose, contendo a concentracdo de nutrientes em g/L de, NaNOs,
2,0; KoHPOy, 1,0; MgS0y, 0,5 ;KCl, 0,5; FeSOy, 0,01 ; glicose, 10,0; L-asparagina, 1,0. Foi variada
a adicao de meio nutritivo para cada suporte s6lido da FES como mostra a Tabela 4.

Tabela 4 — Anadlise dos suportes s6lidos na FES.

Sélidos Volume de | Massa de Quantidade de meio
sdlido (mL) | sélido (g) | nutritivo adicionado (g/g)

30% | 50% | 67 % | 80 %

Espuma de poliuretana“ 25,00 0,50 0,15 | 0,25 | 0,34 | 0,40
Farelo de arroz ? 25,00 10,00 3,00 | 5,00 | 6,70 | 8,00
Bagaco de malte ¢ 25,00 5,00 1,50 | 2,50 | 3,35 | 4,00

Nota: a - Espuma de poliuretana: densidade (20 kg/ m?3), didmetro médio de poro (281,89 um);
b — Farelo de arroz (peso seco): proteina (10,3 %), cinza (6,3 %), lipido (14,9 %), Amido (15,0
%), acucares redutores (4,4 %), celulose (29,3 %), hemicelulose (11,2 %), Lignina (8,6 %); c —
Bagaco de malte (peso seco): proteina (15,8 %), cinza (2,22 %), lipideo (13,55 %), Amido (17,0
%), acucares redutores totais (6,4 %), celulose (21,48 %), hemicelulose (14,78 %), lignina (8,77
%).
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4.3 Fermentagao em estado sdlido com suporte inerte (FES-SI)

Nas FES-SI foram utilizados diferentes configuragdes de reatores biolégicos isotérmi-
cos na producdo de L-asparaginase, correspondendo a fermentacao estdtica, fermentacao
com reciclo de meio nutritivo e fermentacdo com alimentacao e retirada intermitente do

produto.

Na fermentacao estdtica na auséncia de alimentacao de meio foi utilizada em estudos
comparativos das FES em poliuretana com as biomassas: bagaco de malte e farelo de arroz.
Além disso, a fermentacao estética foi utilizada na otimiza¢do do meio nutritivo e das condi-
¢Oes operacionais (pH, temperatura, concentracdo de L-asparagina, concentracdo de glicose

e tempo) com células imobilizadas em FES-SI.

A Figura 15 mostra o desenho esquemético do biorreator estético utilizado na fermen-

tacdo em estado s6lido com espuma de poliuretana.

Figura 15 — Representacao esquematica do biorreator estatico isotérmico.
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Nota: As dimensdes do biorreator sao: A - Altura do total do biorreator (400 mm); B - Altura da
coluna de ar (190 mm); C - Regido da FES com espuma de poliuretana (60 mm); D - Didmetro
do biorreator (28 mm); 1 e 2 sdo entra e saida de meio nutritivo, respectivamente.

Fonte: Autor, (2018).

A FES-SI com alimentacdo e retirada de produto intermitente foi utilizada em es-
tudos comparativos de desempenho com as fermentacdes estatica convencional e com a

fermentacdo de reciclo de meio nutritivo em condicoes otimizadas.

Na Figura 16 mostra o desenho esquemaético do biorreator batelada com alimentacao e
retirada intermitente do produto em trés etapas. A primeira etapa é o periodo de fermentacao
em estado sélido. A segunda etapa € a extracao parcial de produto fermentado. Em terceiro a
etapa que fecha o ciclo de retso, a adicao de meio nutritivo sem adicionar novo inéculo e

novo suporte sélido.
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Figura 16 — Representacao esquematica do biorreator batelada alimentada.

OFF ON

Nota: A - Etapa de fermentacgdo; B - Etapa de retirada parcial do produto; C - Etapa de adi¢ao
de meio nutritivo. J4 os nimeros 1, 2, 3 e 4 sdo respectivamente: a bomba de alimentacao, a
haste mével, o suporte sélido de poliuretana e a bomba de retirada de produto.

Fonte: Autor, (2018).

Nas Figuras 16 e 17, as palavras "OFF"e "ON", representam respectivamente o nao

funcionamento e funcionamento das bombas utilizadas no processo de FES.

Ja no biorreator de FES-SI de reciclo de meio foram avaliadas as condicoes 6timas de
producao de L-asparaginase obtida no biorreator estatico. Além disso, foram efetuados en-
saios em condicOes 6timas de pH, temperatura, concentracao de L-asparagina, concentracao

de glicose para diferentes vazdes de reciclo ao longo do tempo, como mostra a Tabela 5.

Tabela 5 — Avaliacdo da vazao e do tempo no biorreator leito gotejante.

Ensaios | Vazao (mL/min) Tempo de
fermentacao (h)
1 0,15 24,00
2 0,15 48,00
3 0,15 72,00
4 0,25 24,00
5 0,25 48,00
6 0,25 72,00
7 0,50 24,00
8 0,50 48,00
9 0,50 72,00
10 2,00 24,00
11 2,00 48,00
12 2,00 72,00

A Figura 17 representa o esquema do biorreator de reciclo de meio nutritivo, utilizado

na FES-SI com poliuretana.
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Figura 17 — Representacdo esquematica do biorreator leito gotejante.
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Nota: A - Diametro do tanque de meio nutritivo do biorreator (100 mm); B - Altura total
do tanque de meio nutritivo do biorreator (50 mm); C - Coluna de ar (26 mm). Os nimeros
representam, 1- O biorreator de reciclo de meio nutritivo com dimensdes estruturais idénticas
ao biorreator estatico, 2- Tanque de meio nutritivo do biorreator.

Fonte: Autor, (2018).

Os trés tipos de biorreatores utilizados na producao de L-asparaginase de Penicillium
sp., sdo analisados de forma individual e comparativa, onde o biorreator estético representado
pela Figura 15 é otimizado e posteriormente comparado com a literatura e os outros dois

tipos de biorreatores, representados nas Figuras 16 e 17.

4.3.1 Otimizacao da FES-SI

Na otimizac¢ado foram avaliados 34 condicoes operacionais diferentes de concentracao
de L-asparagina (x1), concentracdo de glicose (x2), pH (x3), temperatura (x4) e complemento
de nutrientes (x5) como mostra a Tabela 6, que também apresenta os dados utilizados no
modelo de RNA. Na obtencao do referido modelo de RNA foram utilizados 29 condicoes

experimentais na etapa de treinamento da RNA e 5 na etapa de validagdo da RNA.
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Tabela 6 — Planejamento experimental para otimizacao da producao de L-asparaginase de

Penicillium sp..
Ensaios | x1% | x2? | x3¢ | x4 | x5¢
(g/L) | (g/L) | pH | (°C) | (mL)
1 13,0 | 80 | 8,0 [30,0] 6,0
2 13,0 | 80 | 6,0 [ 30,0 3,0
3 50 | 80 | 60 |30,0| 60
4 13,0 | 80 | 80 [30,0]| 3,0
5 13,0 | 4,0 | 6,0 [ 30,0 6,0
6 13,0 | 4,0 | 8,0 |[30,0| 3,0
7 50 | 40 | 80 |30,0| 6,0
8 50 | 40 | 6,0 |30,0| 3,0
9 13,0 | 80 | 6,0 | 40,0 | 6,0
10 13,0 | 80 | 8,0 |40,0| 3,0
11 50 | 80 | 80 |40,0| 6,0
12 50 | 80 | 6,0 |40,0| 3,0
13 13,0 | 4,0 | 8,0 | 40,0 | 6,0
14 13,0 | 4,0 | 6,0 | 40,0 | 3,0
15 50 | 4,0 | 6,0 |40,0| 6,0
16 50 | 4,0 | 80 |40,0| 3,0
17 90 | 60 | 7,0 |350]| 85
18 90 | 60 | 7,0 |350]| 05
19 17,0 | 60 | 7,0 [ 350 | 4,5
20 1,0 | 60 | 7,0 |350| 4,5
21 9,0 | 10,0 | 7,0 | 350 | 4,5
22 90 | 20 | 7,0 |350]| 45
23 90 | 60 | 7,0 |250]| 45
24 90 | 60 | 7,0 | 450 | 45
25 90 | 60 | 50 |350]| 45
26 90 | 60 | 90 |350]| 45
27 90 | 60 | 7,0 |350]| 45
28 90 | 60 | 7,0 |350]| 45
29 90 | 60 | 7,0 |350]| 45
30/ 8,0 | 10,0 | 6,0 | 450 | 8,0
31/ 12,0 | 6,0 | 50 | 450 | 8,0
32/ 80 | 40 | 60 |280]| 7,0
33f 12,0 | 10,0 | 90 | 28,0 | 7,0
34 f 12,0 | 60 | 50 [280]| 7,0

Nota: a — Representa concentracao de L-asparagina (x1), b — Representa concentragao de
glicose (x2), c— Representa o valor de pH (x3), d — Representa a temperatura (x4), e — Representa
o complemento de nutrientes adicionados na FES-SI (x5) e f—Ilustra os pontos utilizados na
validacao do modelo de RMA.
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4.4 Analise da L-asparaginase

A L-asparaginase foi avaliada em ensaios de atividade enzimaética utilizando hidroxila-
mina conforme descrito por DRAINAS, KINGHORN e PATEMAN (1997). A Figura 18 apresenta

as reagoes que ocorre durante o processo de quantificacdo da atividade enzimatica da L-

asparaginase.
Figura 18 — Reac¢des para a quantificacdo de L-asparaginase.
L-asparagina Acido aspértico
0 0
H2N HO
’ —> + NHj
| OH L-Asparaginase | OH
0 NH; 0 NH;
Acido aspértico B-hidroxamato aspartico
0 0
" LN
+ HN—OH >
I OH L-Asparaginase | OH
0 NH; 0 NH;
B-hidroxamato aspartico R-hidroxamato aspartico férrico
0 - 0
HO 0
\NH HCI \NH +3
| on + FeCl, ——>» | oul *+ Fe
0 NH; 0 NH; ,

Fonte: Adaptado de Elshafei et al. (2012).

Nestes ensaios, 0,5 mL de amostra de enzima misturada em 1,5 mL de tampao Tris -
HCI (pH 8,6, 20 mM) contendo 0,2 mL de L-asparagina (100 mM), 0,2 mL de hidroxilamina(1l
M) é incubada por 30 minutos a uma temperatura de 37°C. A reacao é terminada com adi¢cao
de 0,5 mL da solucao de cloreto férrico (10 %) em meio contendo acido tricloroacético (5
%) e 4cido cloridrico (0,66 M). O meio é centrifugado por 10 minutos (10000g, Avanti J-26XP
Series) e em seguida o teor de dcido f-hidroxilamico é obtido por espectrofotometria (500
nm, espectrofotdmetro UV-MINI-1240). A unidade enzimética é definida como 1 yumol/min
de 4acido B-hidroxilamico produzido e a atividade calculada como mostra na Equagao 4.1
(DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1997; DIVINO, 2015).

U O x VOlgys X Fpiluica
/1(_) —1000 x ( Ext Diluicao 4.1)
kg Volamostra x 0,4 x0 x Mssiido

Sendo que A representa a atividade em U/kg calculada pela Equacdo 4.1, § é a leitura
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de absorbancia a 500 nm, Volg,; € o volume de extragao, solugdo tween 80 (1 %), Fpijuicao
é o fator de diluicao das amostra que foram analisadas, Vola;ostra € 0 volume da amostra
inserida na reacdo de analise de L-asparaginase, 6 representa o tempo de incubacao e o

Mmseslido € @a massa de suporte sélido utilizada na FES.

A Figura representa o diagrama simplificado das etapas adotadas no procedimento de

andlise enzimdtica da L-asparaginase.

Figura 19 — Procedimento de andlise da L-asparaginase.

r————————-

1,5 mL de Tris-HCI (20 mM)
+
0,2 mL de L-asparagina (100 mM)

0,5 mL de solucao de Cloreto férrico/TCA/HCI

\ 4

Centrifugar por 10 minutos a 10000g

\4

Leitura a 500 nm

+
0,2 mL de hidroxilamina (1 M)
+

0,5 mL de amostra

\/

Banho 37 °C durante 30 min

Fonte: Adaptado de (PINHEIRO, 2017).

4.5 Modelagem da producao de L-asparaginase

4.5.1 Rede neural artificial

Na modelagem do processo de producdo de L-asparaginase de Penicillium sp. por
FES-IS, foi utilizado o modelo de rede neural artificial "feedfoword backpropagation"com
uma camada oculta e func¢des de transferéncia do tipo tansig na camada de entrada e
purelin na camada de saida obtidos pelo software AMORE da linguagem R (http://cran.r-
project.org/web/packages/AMORE/). Com o intuido de melhorar o desempenho da RNA foi
feita a normalizagdo dos dados de entrada e de resposta no intervalo -1 a 1. Calculo realizado

pela Equacao 4.2.

2Xreal xmin — xmax
xceod = - 4.2)

xmax — xmm xmax — xmln

Sendo que X°°“ representa os valores reais no intervalo codificado, X"¢* ¢ o valor

max e x™MM" s30 0 maior e o menor valor de cada varidvel

real adotado para cada variavel, x ex
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respectivamente. Na etapa de treinamento foi utilizado (85,3 %, experimentos 1 a 29) e
validacao (14,7 %, experimentos 30 a 34), no qual o nimero de neurénios da camada oculta
que resulte em menor erro quadratico médio (RMSE - root mean square error, Equacao 4.3) e

melhor coeficiente de determinacio (R?, Equacio 4.4).

1
2

1 n
RMSE: ;Z(l/lcﬂlc_ YlexP)Z (4'3)
i=1

1 expy2
RZ:I_Z;;I(YZ.C“C—YI. ) (44)
;’1:1(Yicalc_ Ym)z

Nas Equacdes 4.3 e 4.4, Y°%¢ representa o valor de atividade calculado pelo mo-
delo de RNA, Y¢*? é o valor de atividade experimental, Y é o valor médio de todos os
pontos experimentais. As condicdes operacionais empregadas na RNA foram otimizadas utili-
zando o método de algoritmo genético (AG) da biblioteca AG na linguagem R (https://cran.r-

project.org/web/packages/GA/).

4.5.2 Algoritmo genético aplicado na RNA (RNA-AG)

O AG é um método de otimizacao inspirado no principio Darwiniano da evolucao das
espécies e na genética. Sao algoritmos probabilisticos que fornecem mecanismo de busca
paralela e adaptativa baseado no principio de sobrevivéncia dos mais aptos e na reproducao
(GOLDBERG, 1989; SAW et al., 2017). Com essa logica, foi buscada a melhor solucado para a
producao de L-asparaginase com a restricao e sem a restricao de L-asparagina 1 g/L, através

da evolucao de populacoes de solucoes codificadas através de cromossomos artificiais.

A otimizacao da producao de L-asparaginase de Penicillium sp. por FES-SI utilizando
redes neurais artificiais com algoritmo genético para calcular o maximo da Equacao 4.1,
sendo a maxima producao de L-asparaginase a funcao objetivo. Os parametros utilizados no
algoritmo genético para a otimizacao foram uma taxa de mutacao de 0,1, taxa de crossover

igual a 0,8 e uma populacdo de 600.
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5 Resultados e discussoes

5.1 Comparacao dos suportes solidos na producao de L-asparaginase

A Figura 20 mostra que entre os meios solidos espuma de poliuretana, torta de cerveja
e farelo de arroz, o uso de espuma de poliuretana se destaca com meio capaz de gerar maior
producao de L-asparaginase com atividade de 1600 U/kg de suporte sdlido (7,62 U/mg de
proteina) o que corresponde a um valor 2,6 e 2,5 vezes maiores, respectivamente, que o

observado na torta de cerveja e farelo de arroz.

Figura 20 — Producdo de L-asparaginase em FES-SI (espuma de poliuretana) e FES (biomassas
farelo de arroz e bagaco de malte), em diferentes teores de unidades.

O 33.3%
2000 O 50.0%
B 66.7%
B 80.0%
1500
2
=)
5 1000
@
pe
=
<
500
0

S S2 S3

Nota: Condicoes de temperatura (25 °C), tempo de fermentacao (72 h), S1 — farelo de arroz,
S2 —bagaco de malte e S3 — espuma de poliuretana. As FES foram realizadas em diferentes
umidades (g de meio nutritivo/g de suporte sélido) de 33,3 %, 50,0 %, 66,7 % e 80,0 %.

Como pode ser observado nas FES com biomassas de farelo de arroz e torta de cerveja,
apresentaram a maior producao de L-asparaginase na condicao de umidade em 66,7 %. Essas
FES com biomassas apresentam decaimento na producao de L-asparaginase na condicao de
umidade de 80 %. Ja na FES com suporte inerte de poliuretana apresenta a maior atividade

de L-asparaginase em 80,0 % de unidade.

A diferenca produtiva entre os suportes s6lidos na condicao de umidade em 80 %,
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pode ser explicada pela alta capacidade de retencao de liquido da espuma de poliuretana,
mantendo caracterizada a fermentacao em estado sélido. Ja os suportes s6lidos de biomassas
ocorre a saturacao da matriz s6lida, caracterizando a fermentacdao submersa diminuindo a

producdo da L-asparaginase neste caso.

A Tabela 7 mostra alguns trabalhos que utilizaram a FES para a produgao de L-
asparaginase. Porém cada trabalho utilizou suportes sélidos e microrganismos diferentes para

produzir a enzima L-asparaginase, o que confirma a capacidade produtiva do Penicillium sp..

Tabela 7 — Comparacdo da FES com a literatura.

Microrganismos Suportes Atividade Referéncias
sélidos U/kg* | U/mg**
Cladosporium sp. Farelo de trigo - 10,82 KUMAR, RAMASAMY e

MANONMANI (2013)

Fusarium  culmo- | Biomassas de arroz | 1250,00| — MEGHAVARNAM e JA-
rum NAKIRAMAN (2017)
Pseudomonas aeru- | Caseina e milhacina | — 11,20 OLAMA et al. (2002)
ginosa
Penicillium sp. Espuma de poliure- | 1600,00| 7,62 Este trabalho.

tana

Nota: * - U/kg de suporte solido, ** — U/mg de proteina.

Fonte: Autor, (2018).

A producao de enzimas obtida em FES com suporte de poliuretana é promissora, pois
em experimentos iniciais a producao de L-asparaginase foi satisfatéria quando comparado
com outras FES na literatura. Como por exemplo em KUMAR, RAMASAMY e MANONMANI
(2013) utilizando Cladosporium sp. em fermentacao estado solido de farelo de trigo encontra-

ram atividade de 10,82 U/mg de proteina em condic¢oes otimizadas em 96 h de cultivo.

Em MEGHAVARNAM e JANAKIRAMAN (2017) realizaram experimentos em fermenta-
¢do estado solido com o microrganismo Fusarium culmorum (ASP-87) e encontraram, em

condicoes otimizadas, a atividade de 1250,0 U/kg de suporte s6lido em biomassas de arroz.

Ja em OLAMA et al. (2002) em fermentacdo estado sélido utilizando o microrganismo
Pseudomonas aeruginosa em meio otimizado contendo caseina e milhacina, encontraram

atividade enzimatica especifica de 11,2 U/mg de proteina.

O uso das células de Penicillium sp. imobilizadas em suportes inertes de poliuretana
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para fermentacao estado s6lido se destacou por ser um método capaz de aumentar a produ-
¢do de L-asparaginase com o aumento de meio nutritivo no suporte inerte de poliuretana,

como foi mostrado anteriormente na Figura 20 e na Tabela 7.

A imobilizacao em suportes inertes também foi utilizada com sucesso na producao
de diferentes produtos biotecnolégicos, tais como a amilase, o dcido citrico, a glucose e o
bacteriocina. Além disso, a fermentacdo em estado sélido com suporte inerte de poliuretana é
um método limpo e de grande potencial no processo de producao de diferentes componentes,
pela possibilidade de reutilizacao, faceis condicdoes operacionais, melhor resisténcia das
células imobilizadas e altas concentracoes de células no meio (MISHRA et al., 2016; QURESHI
etal., 2016; BIZ et al., 2016; AMANTI; JALILNEJAD, 2017).

Nas Figuras 21, 22 e 23, sdo apresentadas as imagens de microscopia eletronica dos
meios s6lidos nao fermentados e fermentados considerando as condicdes 6timas. Foram
utilizadas as condicoes otimizadas do processo de producdo de L-asparaginase de Penicillium
sp. por FES de farelo de arroz, bagaco de malte e espuma de poliuretana para o maior contraste

de crescimento do Penicillium sp. nas respectivas imagens das matrizes sélidas.

A Figura 21 apresenta o suporte solido farelo de arroz. Na biomassa de farelo de arroz
utilizada na FES, pode-se observar que trata-se de um meio pouco poroso; que neste caso
dificulta as transferéncias de massa e de calor no processo de fermentagao em estado sélido,

limitando o crescimento e a producao do Penicillium sp. no suporte sélido de farelo de arroz.

Figura 21 - Imagens de microscopia eletronica do suporte sélido de farelo de arroz antes e
depois da fermentacao.

00KV

Date 7 Aug 2017 26153]

EHT= 5.00kV Signal A= SE1 Date :11 Aug 2017 ignal A=
WD =220mm Mag= 200X Time :11:53:54 WD = 80mm Mag= 480X Time 114654

Nota: (25 °C, 72 h de fermentacdo),respectivamente, onde a - antes da fermentacao, b - depois
da fermentacao.

Fonte: Autor, (2018).

No suporte s6lido de bagaco de malte representado na Figura 22 o comportamento
é similar ao apresentado na biomassa de farelo de arroz, com dificuldade no crescimento

uniforme do fungo e na transferéncias de massa e calor durante a FES. No entanto, pode-se
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observar que o Penicillium sp. cresce mais no suporte s6lido de bagaco de malte, por ser mais

poroso que o suporte sélido de farelo de arroz.

Figura 22 — Imagens de microscopia eletronica do suporte s6lido de bagaco de malte antes e
depois da fermentacao.

\’Y’ .

= Signal A= SE1 Date :11 Aug 2017 ZE18s] ‘ 100 ym EHT = 5.00kv/ Signal A = SE1 Date :11 Aug 2017
WO =170mm Meg= 100X Time 9:35:12 ‘ — WD =165 mm Mag= 268X Time 104721

Nota: (25 °C, 72 h de fermentacao),respectivamente, onde a - antes da fermentacao, b - depois
da fermentacao.

Fonte: Autor, (2018).

Ja na Figura 23 pode-se observar que o meio de poliuretana possibilitou um cresci-
mento mais uniforme das hifas do Penicillium sp no interior do meio o que é condizente com
as maiores atividades observadas em poliuretana pois a distribuicao uniforme das hifas favo-
rece a transferéncia de massa e calor que sdo dificuldades comuns na FES utilizando como
suporte sdlido as biomassas de bagaco de malte e farelo de arroz (THOMAS; LARROCHE;
PANDEY, 2013; SOCCOL et al., 2017)

Figura 23 — Imagens de microscopia eletronica do suporte sélido inerte de poliuretana antes
e depois da fermentacao.

h vy,
200pm EHT = 500k Signal A= SE1 Date 21 Jul 2017 100 pm EHT=10.00kv Signal A= SE1 Date :4 Aug 2017
— WD =190mm Mag= 100X Time :11:1005 — WD=130mm Mag= 246X Time :1041:31
J

Nota: (25 °C, 72 h de fermentacao),respectivamente, onde a - antes da fermentacao, b - depois
da fermentacao.

Fonte: Autor, (2018).
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5.2 Modelagem e otimizacao da producao de L-asparaginase

Na Figura 24 e Tabela 9 e 10 sdo apresentados os resultados dos pontos experimentais
do planejamento e dos melhores ajustes e das condicoes da RNA, respectivamente. Pode-se
observar que o modelo de RNA é adequado para descrever a FES-SI por representar os dados
experimentais com R? superior a 0,98, confirmando a potencialidade da RNA na modelagem
da FES-SI como cita a literatura (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

Figura 24 — Grafico dos ajustes das etapas de treinamento e validacao dos dados experimen-
tais utilizado RMA-AG.
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Nota: Os circulos representam os pontos utilizados na fase de treinamento da rede, os trian-
gulos representam os pontos utilizados na fase de validacao.

Os resultados otimizados pelo modelo de RNA com os melhores ajustes sdo apresen-
tados na Tabela 8. A RNA contém uma camada oculta com 18 neurdnios e as funcoes de
transferéncia da rede neural foram a tansig e a purelin que atuaram nas camadas de entrada

e de saida, respectivamente.

Tabela 8 — Ajustes nas etapas de treinamento e validacao de modelo de RNA.

Erros Etapas
Treinamento | Validacao

R* 0,99 0,98

RMSE 0,1149802 0,124982
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Na Tabela 9 sdo apresentados os valores calculados pelo modelo de RNA e os valores
experimentais observados com os seus respectivos erros, diferenca entre os valores calculados

pela RNA e os observados experimentalmente.

Tabela 9 — Resultados da otimizacdo da producdo de L-asparaginase de Penicillium sp..

Ensaios | x1 x2 | x3 | x4 x5 Atividade U/kg Erro
(g/L) | (g/L) | pH | (°C) | (mL) | Calculado | Observado | U/kg

1 13,0 | 80 |80 300/ 60 1461,13 1461,11 0,02
2 13,0 | 80 |6,0|300]| 3,0 705,60 705,56 0,04
3 50 80 |60 300 60 1322,22 1322,22 -0,01
4 13,0 80 |80|300| 30 716,69 716,67 0,03
5 13,0 | 40 |6,0|300]| 60 1255,56 1255,56 0,01
6 13,0 | 40 | 80300/ 3,0 561,21 561,11 0,09
7 5,0 4,0 /80300 60 1100,00 1100,00 0,00
8 5,0 4,0 | 60300 30 505,57 505,56 0,02
9 13,0 80 | 6,0|40,0| 6,0 861,14 861,11 0,03
10 13,0 | 8,0 | 80 | 40,0 | 3,0 644,50 644,44 0,06
11 5,0 80 | 8,0 40,0 60 1038,86 1038,89 -0,03
12 5,0 80 |60 |40,0 | 3,0 783,37 783,33 0,04
13 13,0 | 4,0 | 80 | 40,0 | 6,0 472,35 472,22 0,12
14 13,0 40 |6,0400 | 3,0 800,06 800,00 0,06
15 5,0 4,0 |60 |40,0 | 6,0 1316,74 1316,67 0,08
16 5,0 4,0 |80 400 | 30 900,12 900,00 0,12
17 9,0 6,0 | 7,0 | 350 | 85 2300,02 2300,00 0,02
18 9,0 60 | 7,0 350 05 533,34 533,33 0,00
19 17,0 6,0 [ 70350, 45 950,00 950,00 0,00
20 1,0 6,0 | 7,0 | 350 | 4,5 827,81 827,78 0,03
21 90 | 10,0 | 7,0 | 350 | 4,5 955,70 955,56 0,14
22 9,0 2,0 | 701|350 45 916,74 916,67 0,08
23 9,0 6,0 | 7,0 | 250 | 4,5 461,12 461,11 0,01
24 9,0 6,0 | 7,0|450 | 4,5 422,22 422,22 0,00
25 9,0 6,0 |50 |350| 4,5 927,79 927,78 0,01
26 9,0 6,0 | 90350 | 45 1227,76 1227,78 -0,02
27 9,0 6,0 | 7,0 | 350 | 4,5 838,84 838,89 -0,05
28 9,0 6,0 | 7,0 | 350 | 4,5 838,84 838,89 -0,05
29 9,0 6,0 | 7,0 | 350 | 4,5 838,84 838,89 -0,05
30* 8,0 10,0 | 6,0 | 45,0 | 8,0 844,44 844,44 0,00
31* 12,0 | 6,0 | 50| 450 | 8,0 1361,11 1361,11 0,00
32* 8,0 4,0 /60280 7,0 588,88 588,89 -0,01
33* 12,0 | 10,0 | 9,0 | 28,0 | 7,0 894,44 894,45 -0,01
34* 12,0 | 6,0 | 501|280 7,0 583,35 583,33 0,01

Nota:* - pontos utilizados na validagdo do modelo de RNA.
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Sdo listados 34 pontos experimentais na Tabela 9, nos quais 29 pontos foram utilizados
para treinamento da RNA e 5 pontos para a validacao da RNA. Na otimizacao da producao
de L-asparaginase foi utilizado o software AG com a RNA, visando a maxima producao de
L-asparaginase para duas condicdes da varidvel concentragdo de L-asparagina, a primeira

com restricao de 1 g/L de L-asparaginase na FES-SI e a segundo sem a restricao na variavel.

Na Figura 25 pode-se observar a projecao dos calculos da AG para cada geragdo de
dados até atingir a producdo 6tima de L-asparaginase com restricdo. Visando uma 6tima
producao de L-asparaginase com o menor gasto de L-asparagina e devido a proximidade dos
resultados mostrados na Tabela 10, foi aplicado a restricao de concentracdo de L-asparagina

(1 g/L) nos diferentes tipos de reatores biolégicos.

Figura 25 — Curva de ajusta da RNA-AG com restricao de adi¢do de L-asparagina.
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Na Figura 26 pode-se observar a projecao dos calculos do AG para cada geracdo de
dados até atingir a producao 6tima de L-asparaginase sem a restricao na variavel concentracao
de L-asparaginase. A otimizacao da producao de L-asparaginase de Penicillium sp. por FES-SI
utilizando RNA com AG é um método satisfatorio, pois descreve o processo de produgdo e

otimiza os resultados com pequenos erros.

Os paramentos utilizados no AG para a otimizagdo foram uma taxa de mutacao de 0,1,
que sdo pequenas insercdes ou delecoes nas varidveis analisadas; taxa de crossover igual a 0,8,
que deve ser maior que a taxa de mutacao garantindo a variagdo dos dados; populacao de 600,
conjunto dos dados que foram utilizados pela AG na otimizacao dos resultados calculados
pela RNA.
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Figura 26 — Curva de ajusta da RNA-AG sem restricao de adi¢cdo de L-asparagina.
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Pode-se observar que nao houve mudanca no comportamento das curvas representa-
das nas Figuras 25 e 26, devido a 6tima representatividade dos dados pelo modelo de RNA-AG
proposto. Além disso, os valores otimizados da producdo de L-asparaginase das duas curvas

foram préximos, facilitando a escolha pela condicao com o menor consumo de L-asparagina
na FES-SI, Figura 25.

Na Tabela 10 sao apresentados os resultados de otimizacao e respectivas ensaios de
validacoes na producdo de L-asparaginase por FES-SI nas condicdes de restri¢do no uso de L-
asparagina (L-asparagina < 1 g/L) e sem restricdo de concentracao de L-asparagina, utilizando

o modelo de rede neural artificial com otimizac¢do por algoritmo genético (RNA-AG).

Tabela 10 — Resultados otimizados obtidos com o modelo de RNA-AG no tempo de fermenta-
¢aode 72 h.

Ensaios | x1 x2 x3 x4 x5 Atividade U/kg Erro
(g/L) | (g/L) | pH | (°C) | (mL) | Calculado | Observado | U/kg

1 1,00* | 5,24 | 5,00 | 44,32 | 8,48 3411,60 3400,00 11,60

2 4,73 | 6,62 | 5,00 | 40,76 | 8,49 3534,60 3514,00 20,60

Nota: * restricdo de concentracao de L-asparagina.

Pode-se observar que o modelo RNA-AG foi satisfatério na obtencao das condicdes
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otimizadas pois apresentou erros inferiores a 0,6 % e que a reducao da concentracao de
L-asparagina de 4,73 g/L para 1 g/L reduz a produc¢ao de L-asparaginase em apenas 3,5
%, garantindo uma economia do reagente L-asparagina com uma producao satisfatoria de

L-asparaginase na condi¢do otimizada com restricdo de L-asparaginaem 1 g/L.

Para facilitar a compreensao e visualizacao das varidveis meio nutritivo/g de suporte
sélido, concentracao de L-asparaginase, concentracao de glicose, pH e temperatura, anali-
sadas na FES-SI, foram construidas superficies tridimensionais na condi¢ao otimizada 1 da
Tabela 10.0s graficos tridimensionais foram construidos pela RNA-AG, fixando trés varidveis
na condicdo otimizada e variando as outras duas varidveis nos respectivos intervalos adotados
neste trabalho.

A Figura 27 mostra o grafico tridimensional que representa a producgdo de L-asparaginase
de Penicillium sp. por FES-SI em diferentes valores das varidveis meio liquido e concentracao

de L-asparagina, fixando as outras varidveis do processo na condi¢ao otimizada.

Figura 27 — Andlise do meio liquido e concentracdo de L-asparagina na producao de L-
asparaginase.
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Como pode ser observado na superficie de resposta o aumento da proporg¢ao de
liquido por grama suporte de poliuretana da FES aliado a uma condicao de baixa concentracao

de L-asparagina foi capaz de produzir a enzima L-asparaginase.

Na Figura 28 mostra a influéncia das varidveis concentracdo de glicose e concentracio

de L-asparagina na producdo de L-asparaginase.
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Figura 28 — Andlise da superficie de resposta das fontes de carbono (glicose e asparagina)
utilizadas na FES-SI.
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As varidveis concentrac¢do de glicose e concentragdo de L-asparagina, utilizadas como
fontes de carbono na FES-SI, como pode ser observado, sao influentes na producao de L-
asparaginase. Desta forma, foi possivel observar a 6tima produc¢ado enzimdatica mesmo com

baixos valores da varidvel concentracdo de L-asparagina.
A Figura 29 ilustra as varidveis pH e concentracdo de L-asparagina na producao de

L-asparaginase por FES-SI.

Figura 29 — Andlise da superficie de resposta do pH e da concentracao de L-asparagina na
producdo de L-asparaginase.

Pode-se observar que a maior producao de L-asparaginase para essas varidveis foi com

um valor de pH de aproximadamente 5, com baixos valores de concentracao de L-asparagina,
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como observado anteriormente na Tabela 10. Na Figura 30 representa a acdo das varidveis

temperatura e concentracdao de L-asparagina na FES-SI.

Figura 30 — Andlise da superficie de resposta da temperatura e da concentracdao de L-
asparagina na producao de L-asparaginase.

o,
2
0.5
K5
SR8
LXK

o0y day ey 00y
'’ '0"'0,""""
o0 l8
LT,
& :"'0"".' '0'
LB
LR
¥ 0,' e,

Como pode ser observado o aumento da temperatura de fermentacao juntamente
com as baixas concentragoes de L-asparagina representa uma regido de 6tima producgao de
L-asparaginase. A Figura 31 mostra a representatividade da varidvel in6cuo e da concentracao

de glicose, uma das fontes de carbono utilizadas na FES-SI.

Figura 31 — Andlise do meio liquido e da concentracdo de glicose na producao de L-
asparaginase.
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Nesta superficie de resposta a regido que apresenta os maiores valores de producgao
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na FES-SI.

Capitulo 5. Resultados e discussoes
de L-asparaginase, sdao com elevados valores de meio liquido por grama de suporte sélido de
poliuretana combinados com valores intermedidrios para a varidvel concentracao de glicose.

A Figura 32 ilustra a combinacdo as varidveis temperatura e concentracao de glicose
asparaginase.

Figura 32 — Andlise da temperatura e da concentracdao de glicose na producao de L-

Como pode ser observado o aumento da temperatura favorece a producao de L-
asparaginase, além do disso o resultado 6timo e encontrado em valores intermedidrios da

variavel concentracdo de glicose em altas temperatura de fermentacdo. A Figura 33 mostra a
resposta da combinacao entre pH e concentragdo de glicose na FES-SI.

Figura 33 — Andlise do pH e da concentragdo de glicose na producao de L-asparaginase.
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O Penicillium sp. utilizado na producdo de L-asparaginase em FES-SI é capaz de
produzir a enzima em todo intervalo de pH, com destaque para os valores de pH proximos a
5, isso em diferentes concentracdes de glicose como pode ser observado na Figura 33. Jd na

Figura 34 mostra as variaveis pH e Temperatura.

Figura 34 — Andlise do pH e da temperatura na producao de L-asparaginase.

Como pode ser observado a maior producdo da FES-SI, neste caso estd associada
a um baixo valor de pH e alto valor de temperatura, como foi apresentado nas condicoes

otimizadas da Tabela 10. A Figura 35 mostra as varidveis in6cuo e temperatura na FES-SI.

Figura 35 — Anélise do meio liquido e da temperatura na producao de L-asparaginase.
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O ponto 6timo de produgdo de L-asparaginase, considerando as varidveis meio liquido
por grama de suporte solido de poliuretana e temperatura, é em valores altas de unidade
no suporte s6lido com a temperatura aproximadamente 45 °C. Por fim a Figura 36 mostra a

influencia as variaveis pH e in6cuo na FES-SI.

Figura 36 — Anélise do meio liquido e do pH na producao de L-asparaginase.

Pode-se observar que em altas valores de unidade do suporte s6lido de poliuretana e
valores de pH levemente 4cidos, aproximadamente 5, a produg¢do de L-asparaginase aumenta

significativamente comparadas as outras regides da superficie de resposta.

As Figuras 27 a 36 representam satisfatoriamente a producao otimizada de L-asparaginase
de Penicillium sp. por FES-SI. O que foi observado em todas as combinacdes das varidveis
analisadas pelas superficies de respostas condiz com a condi¢do otimizada com restricao de
L-asparagina calculada pela RNA-AG, ilustrada na Tabela 10.

5.3 Aplicacao das condicoes 6timas no tempo

A Figura 37 apresenta o efeito da varidvel do tempo de fermentacdo na producao
de L-asparaginase de Penicillium sp. por FES-SI em condi¢des otimizadas com restricao da
varidavel concentracao de L-asparagina em 1,0 g/L, representadas na condi¢do 1 da Tabela
10. A producao otimizada de L-asparaginase em biorreator estatico em FES-SI no tempo
fermentacdo fixo de 72 h foi de 3411,6 U/kg de suporte sélido.
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Figura 37 — Efeitos no tempo de FES-SI na producao de L-asparaginase.
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Nota: As condic¢des otimizadas utilizadas na andlise do tempo de fermentacado foram: concen-
tracao de L-asparagina (x1), 1,00 g/L, concentracao de glicose (x2), 5,24 g/L, pH (x3), 5,00,
temperatura (x4), 44,3 °C e complemento de nutrientes adicionados na FES-SI (x5), 8,48 mL.

Como pode ser observado no tempo de 48 h de FES-SI foi obtido a melhor producao
de L-asparaginase (3650 U/kg, 76,04 U/kg.h). Este valor obtido e 1,61 vezes maior que o
observado em 72 h nas fermentacdes ilustradas na Tabela 10. Desta forma a varidvel tempo
de fermentacdo atua positivamente na FES-SI, melhorando a producao de L-asparaginase

por tempo de batelada.

5.4 Analise dos reatores utilizados nas FES-SI

5.4.1 Reator de reciclo de meio (leito gotejante)

Como pode ser observado na Figura 38 o reator FES-SI com reciclo de meio foi su-
perior a FES-SI convencional com um aumento de 9,3 % da atividade de L-asparaginase.
Este aumento pode ser associado a uma melhor transferéncia de massa e calor gerado pela
movimentacao da fase liquida, pois a situacdo de maior vazao representa a condicao de

melhor resultado.
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Figura 38 — Gréfico de producdo de L-asparaginase no reator batelada com reciclo de meio
nutritivo otimizado em biorreator estético.
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Nota: Onde F1, F2, F3 e F4 representam respectivamente as vazdes de reciclo, 0,15, 0,25, 0,50 e
2,0, em mL/min, em cada conjunto de ensaios experimentais. Todos 0s ensaios experimentais
foram realizados nos tempos de 24, 48 e 72 horas de fermentacao. As condicdes otimizadas
utilizadas foram: concentracao de L-asparagina (x1), 1,00 g/L, concentracao de glicose (x2),
5,24 g/L., pH (x3), 5,00, temperatura (x4), 44,3 °C e complemento de nutrientes adicionados
na FES-SI (x5), 8,48 mL.

Na anélise do tempo da FES-SI no biorreator de reciclo de meio nutritivo, Figura 38,
pode-se observar que a vazao de reciclo nao interfere no tempo de fermentacao, pois o tempo
6timo de fermentacao do biorreator de reciclo e o mesmo encontrado no biorreator estatico
convencional da Figura 37.

5.4.2 Reator com alimentagao e retirada de produto intermitentes

A Figura 39 mostra que a proposta inovadora envolvendo o reator bateada alimentada
com retiradas intermitentes com adicao de meio nutritivo sem reposicdo de células e troca do
suporte sélido é promissora. Pode-se observar que o funcionamento do reator com retiradas
intermitentes de produto conferiu um desempenhos superior ao reator batelada convencional

com uma producao maxima de 6050,0 U/kg.
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Figura 39 — Grafico de retiso poliuretana na producao de L-asparaginase utilizando biorreator
com alimentacao e retirada de produto.
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As condi¢oes otimizadas utilizadas na fermentacao de retiso foram: concentracdo de L-
asparagina (x1), 1,00 g/L, concentracao de glicose (x2), 5,24 g/L, pH (x3), 5,00, temperatura
(x4), 44,3 °C e complemento de nutrientes adicionados na FES-SI (x5), 8,48 mL.

Nas FES-SI com alimentacdo e retiradas de produto intermitentes foram considerados
as condicoes 6timas da Tabela 10 e Figura 37. Analisando todos os cinco ciclos de retso
obtém-se média de 3878,0 U/kg, que representa um aumento de 14,1 % na atividade de
L-asparaginase comparado ao processo com biorreator estatico, sem a necessidade de adi¢cdao

de mais células e troca do suporte de poliuretana.
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6 Conclusao

Nesta parte foram apresentadas as consideracoes dos temas abordados no trabalho.
Analisando comparativamente os resultados e concluindo sobre os aspectos importantes

anteriormente mencionados.

Analisando o fungo produtor da enzima L-asparaginase o Penicillium sp., provou ser
uma boa alternativa de microrganismo para ser usado em FES e FES-SI, pois esse produziu
de forma satisfatéria a enzima L-asparaginase nos suportes de biomassas, farelo de arroz e

bagaco de malte, e no suporte inerte de espuma de poliuretana.

A poliuretana material sintético mostrou caracteristicas favordveis para o uso em FES-
SI, pois 0s espacos estruturais da espuma de poliuretana facilita as transferéncias de calor
e massa durante a FES-SI. Assim o Penicillium sp. cresce de forma uniforme, melhorando a

eficiéncia do processo de FES.

A FES-SI realizada em biorreator estdtico, apresentou 6timos resultados quando
comparamos com as FES de biomassa de farelo de arroz e torta de cerveja. A producao de
L-asparaginase em FES-SI superior ao dobro quando comparamos com a FES, além de gerar

um produto mais limpo no final do processo de fermentacao.

Desta forma duas novas abordagens de uso de reatores na FES associados a produ-
¢do de L-asparaginase em suporte inerte foram investigadas. Na primeira, foi observado o
biorreator inovador com recirculacao de meio nutritivo no suporte sélido inerte de espuma
de poliuretana, onde foi algada uma produgdo de L-asparaginase 9,3 % maior em relacdo a

configuracdo de biorreatores estaticos.

O segundo processo foi a estratégia de repeticao no uso dos suportes com células,
gerando um aumento de 14,1 % se mostraram superiores a FES-SI utilizando biorreator
estdtico. A méxima atividade enzimdtica obtida foi de 6050,0 U/kg na configuracdo de reator

com redso de suporte inerte com células e 3716,7 U/kg na configuracao de reciclo de meio.

Pode-se disser que o uso de rede neural artificial associado ao algoritmo genético na
descricdo e otimizacao da producao de L-asparaginase de Penicillium sp. com espuma de
poliuretana foi 6timo, garantindo uma boa representatividade dos dados experimentais com

um R? de 0,99 na etapa de treinamento e 0,98 na validacdao da RNA-AG.






77

7 Sugestoes para trabalhos futuros

Nesta parte foi apresentado algumas sugestdes para pesquisa e desenvolvimento
do tema, producdo de L-asparaginase de Penicillium sp. em espuma de poliuretana para
diferentes biorreatores, trabalhos futuros.

a— Caracterizar a L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI-505;

b - Avaliar os biorreatores em maiores escalas de tamanho, comparando com os biorreato-

res utilizados neste trabalho;

c— Avaliar a cinética de crescimento do Penicillium sp. ao longo do processo de produg¢ao

da L-asparaginase;

d - Otimizar a forma de crescimento do Penicillium sp. na espuma de poliuretana.
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