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Resumo

A L-asparaginase é uma enzima de fundamental importância no tratamento do câncer e

também é útil na indústria alimentícia no controle de acrilamida em alimentos processados

em altas temperaturas. Devido à importância da L-asparaginase, as pesquisas para novos

microrganismos capazes de produzi-la por fermentação em estado sólido têm sido investiga-

das. Nesta dissertação de mestrado, o Penicillium sp. O LAMAI 505 foi utilizado na produção

de L-asparaginase por fermentação em estado sólido (FES). A dissertação investigou: a) a

influência da temperatura, do pH e das concentrações de glicose e L-asparagina e do tamanho

de inoculo na produção de L-asparginase; b) a produção otimizada de L-asparaginase pelo

método de Redes Neurais Artificiais (RNA) e Algoritmo Genético (AG); c) avaliou a produção

de L-asparaginase utilizando novos biorreatores, reciclo de meios nutritivo e reutilização

de células do fungo e de espuma de poliuretana. Observou-se: a) O modelo de RNA de três

camadas contendo 18 neurônios em camada oculta apresentou descrição satisfatória da

produção de L-asparaginase (R² = 0,99 para estágio de treinamento e R² = 0,98 em fase de

validação); b) condições otimizadas (16,96 mL de meio nutriente/g de suporte sólido, 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 condições otimizadas; c) a taxa de reciclagem de 2,0 mL/min a 48 h, obtendo a atividade

máxima de 3716,7 U/kg de suporte sólido (9,3 % maior que a atividade em biorreator estático);

d) a produção de L-asparaginase em cinco ciclos de reutilização de células de Penicillium

sp. LAMAI 505 e suporte inerte proporcionaram atividade de L-asparaginase de 6050,0 U/kg

de suporte sólido no terceiro ciclo e atividade média de 3878,0 U/kg de suporte sólido para

cinco ciclos de reutilização, representando um aumento médio dos cinco ciclos de reutiliza-

ção de 14.1 % em relação ao biorreator estático. Os resultados indicam que a produção de

L-asparaginase de Penicillium sp. por FES com suporte inerte (FES-SI) é satisfatório quando

comparado com a produção encontrada na literatura em estudos com outras espécies de fun-

gos em condições otimizadas, o que sugere que a produção de L-asparaginase de Penicillium

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

Palavras-chave: L-asparaginase, fermentação em estado sólido, 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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26 Capítulo 1. Introdução

Outra forma de aplicação da enzima L-asparaginase é na indústria alimentícia na

contenção de acrilamida, substância tóxica que é produzida em alimentos processados a

altas temperaturas (PEDRESCHI et al., 2011). A acrilamida é formada por meio da reação de

Maillard em alimentos ricos em açúcares redutores na presença de L-asparagina, durante o

processamento térmico (DIAS et al., 2017). Um exemplo da potencialidade da L-asparaginase

e a aplicação da enzima em processamento de batata chips reduzindo em 90 % a formação

de acrilamida neste alimento (VINCI et al., 2011; CÂNDIDO, 2015).

A Organização Mundial da Saúde e a Organização das Nações Unidas para Alimen-

tação e Agricultura recomendaram a redução da concentração de acrilamida em alimentos.

Em 2015, o EFSA (European Food Safety Authority), a Autoridade Europeia em Segurança

Alimentar, publicou uma avaliação do risco de acrilamida nos alimentos, no qual concluíram

que a ingestão de acrilamida aumenta potencialmente o risco de desenvolvimento de câncer

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

Atualmente a produção de L-asparaginase em larga escala é realizada utilizando

a fermentação 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, difusão microbiana eficiente e boa transferência

de massa e calor no processo fermentativo, no entanto, a FS necessita de grandes demandas

de energia, além disso apresenta uma baixa produção com alta liberação 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 sólidos

umedecidos na ausência de água livre adsorvida no interior da matriz sólida. A FES pos-

sui ótima produção volumétrica e estabilidade enzimática nas variações tanto de pH, de

temperatura e de tempo de fermentação. Além disso a FES tem sido usada para diversos

microrganismos, mas os fungos filamentosos são os mais explorados para esse tipo de fermen-

tação, porque eles crescem em todo o substrato sólido e são grandes produtores de enzimas

(KAPNOOR; MULIMANI, 2010; PINTO, 2012; PEREIRA, 2014).

Além disso, a FES vem cada vez mais sendo utilizada na produção enzimática, devido

o potencial produtivo associado as suas características, menor volume de reator, meio de

fermentação barato e excelente produção (PANDEY et al., 1999; ZHANG; WANG; CHEN, 2017).

Entre as várias formas de FES o uso de células imobilizadas em suportes inertes (FES-SI)

se destaca por ser capaz de aumentar a produção de diferentes compostos (MURADO et

al., 1997; PINTADO; GONZÁLEZ; MURADO, 1998; VÁZQUEZ; GONZÁLEZ; MURADO, 2003;

MIRÓN 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 (HOSAMANI; KALIWAL, 2011; DORIYA et al., 2016; PATRO; GUPTA, 2012; KUMAR;

RAMASAMY; MANONMANI, 2013). Essa tendência do uso dos fungos como microrganismos
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o presente trabalho tem por objetivo a produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI

505 em espumas de poliuretana destinadas à imobilização das células do fungo filamentoso,

utilizando formas inovadoras de reatores biológicos na produção de L-asparaginase fúngica,

como o reator batelada isotérmico com reciclo de meio e o reator batelada alimentada com

retiradas intermitentes de produto com o reúso das células e do suporte inerte de poliuretana.
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enzimas e suas funções e características. Entretanto, apesar dos avanços, 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 proteína (GURUNG et al., 2013; NELSON;

COX, 2014).

As enzimas são 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 sistemática e são divididas em duas partes: uma

indicando o substrato e a outra indicando a natureza da reação, 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 classificações das classes de enzimas.

Classes Função Enzimas

Ligases Formação de ligações entre duas moléculas Sintetases

Isomerases Isomerização Epimerases

Liases Remoção de grupos para formar ligações duplas Descarboxilase

Hidrolases Reações de hidrólise L-asparaginase

Transferases Transferência de grupos funcionais Quinase

Oxidorredutases Reações de oxidação e de redução Desidrogenases

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

As enzimas são substâncias biológicas ou macromoléculas biológicas que são pro-

duzidas por organismos para provocar uma reação bioquímica específica. São utilizadas

em diferentes áreas do conhecimento tais como a Bioquímica, a Engenharia Bioquímica, a

Engenharia de Alimentos, na Medicina, entre outras, no desenvolvimento de metodologias

analíticas, na fabricação de produtos tecnológicos, no tratamento de resíduos, dentre outros

(DZIEZAK, 1991; PATEL, 2002).

As enzimas são ativas e versáteis, não requerem altas temperaturas e valores extremos

de pH e executam uma variedade de transformações de modo seletivo e rápido em condições

brandas de reação, o que torna altamente desejável o seu uso como catalisadores. Geralmente,

os processos industriais que empregam enzimas são relativamente simples, fáceis de con-

trolar, eficientes energeticamente e requerem baixos investimentos(PIZARRO; PARK, 2003;

COLEN, 2006).
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Para os fungos filamentosos, a produção de L-asparaginase foi associada com as

espécies Aspergillus tamari, Aspergillus terreus e Aspergillus nidulans e com os gêneros

Penicillum, Fusarium e Helminthosporium. Desta forma, a utilização de fungos na produção

de L-asparaginase e cada vez mais estuda em diferentes processos fermentativos, seja em

fermentação submersa ou fermentação em estado sólido (LAPMAK et al., 2010). A Tabela 2

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

Tabela 2 – Especies de fungos utilizados na produção de L-asparaginase ao longo do tempo.

Especies de Fungos Autores

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

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

Aspergillus oryzae (DIAS; SATO, 2018)

Fusarium equiseti (HOSAMANI; KALIWAL, 2011)

Fusarium culmorum (MEGHAVARNAM; JANAKIRA-
MAN, 2017)

Penicillium sp. (PATRO; GUPTA, 2012)

Cladosporium sp. (KUMAR; RAMASAMY; MANON-
MANI, 2013)

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

A L-asparaginase tem sido utilizada como um biofármaco anti-tumoral clinicamente

satisfatório para o tratamento da leucemia linfoblástica aguda e sarcoma linfático (PIETERS

et al., 2011). Na indústria de alimentos é utilizada no controle de acrilamida em produtos

processados em conduzido em alta temperatura.

2.3.1 Uso farmacêutico

O uso terapêutico de enzimas ocorre desde o final do século XIX, quando extratos

brutos de enzimas pancreáticas eram utilizadas como auxiliares digestivos (CRUZ et al.,

2010). Dentre as várias descobertas de medicamentos biológicos as enzimas se destacaram

como tratamentos terapêuticos. A Tabela 3 apresenta algumas enzimas com função clínica

importantes, como a L-asparaginase.
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Tabela 3 – Enzimas utilizadas no tratamento terapêutico.

Enzimas Número

E.C.

Fonte Uso terapêutico Referencia

Lipase 3.1.1.3 Rhizopus
arrhizus

Auxiliar digestivo (LEONAVICIUTE et
al., 2018)

Celulase 3.2.1.4 Trichoderma
viride

Auxiliar digestivo (GARVEY et al.,
2013)

Lactase 3.2.1.23 Kluyveromyces
fragilis,

Intolerância a lac-
tose

(DZIALANSKI et al.,
2016)

Aspergillus
oryzae

Esfericase 3.4.21 Bacillus spha-
ericus

Bronquite crô-
nica,

(ALMOG et al., 2003)

Pneumonia
aguda

Colagenase 3.4.24.3 Clostridium
histolyticum

Úlceras de pele (GANESHPURKAR;
KUMAR; SINGH,
2018)

L-asparaginase 3.5.1.1 Escherichia
coli,

Leucemia (IZADPANAH et al.,
2018)

Erwinia caro-
tovora

linfoblástica
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 carcinogênico. Também identificou que enzimas

provenientes de diferentes fontes tem diferentes capacidades de inibição de crescimento de

tumores. Deduziu-se, então, que essa alta capacidade de inibição 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 após 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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O tratamento da LLA passa pela prática da quimioterapia com L-Asparaginase. Esta

enzima é injetada por via intravenosa ou intramuscular para esgotar a concentração de

L-Asparagina no plasma, dificultando seletivamente o crescimento das células malignas.

Devido a este mecanismo, a L-Asparaginase é utilizada no tratamento de uma variedade de

distúrbios linfoproliferativos e linfomas, e outros cânceres e doenças infamatórias (DIVINO,

2015; EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2017).

A L-Asparaginase tem demonstrado ser um fármaco eficaz para pacientes leucêmicos

(WU et al., 2014). O modo de ação da L-Asparaginase é o esgotamento do grupo circulante de

L-asparagina e a inibição resultante da síntese proteica (BERG, 2011). A taxa de sobrevivência

global depende da idade, estágio da doença e do estado de desempenho da enzima. A impor-

tância da L-Asparaginase como agente antitumoral despertou a atenção dos pesquisadores,

levando à busca de novas formas de produção dessa enzima (MENEGUETTI, 2017).

2.3.3 Toxicidade e Hipersensibilidade

A limitação do uso da L-asparaginase de E. coli é o desenvolvimento de hipersensibili-

dade, a qual alcança desde reações alérgicas leves a choque anafilático (MOOLA et al., 1994).

A hipersensibilidade está associada com a produção de anticorpos a droga, podendo reduzir

a atividade da L-asparaginase, causando o aumento do aminoácido L-asparagina e o possível

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

A L-asparaginase fúngica apresenta propriedades distintas das enzimas bacterianas.

Passam por processos pós-traducionais que às tornam mais semelhantes as proteínas huma-

nas, reduzindo assim sua imunogenicidade sem a necessidade de modificações químicas na

estrutura das moléculas. Já a L-asparaginase bacteriana pode passar por processos quími-

cos como por exemplo a esterificação de cadeias de polietilenoglicol aos polipeptídeos, na

tentativa de reduzir os casos de hipersensibilidade (MENEGUETTI, 2017; SOLER, 2015).

Uma alternativa para a produção de L-asparaginase, devido aos casos recorrentes de

hipersensibilidade e reações adversas nos pacientes é a produção da L-asparaginase fúngica.

O uso do Penicillium sp. como bio produtor da enzima é uma alternativa, considerando sua

capacidade produtiva em processos de Fermentação estado sólido.

2.4 Uso na indústria de alimentos

A aplicação da enzima L-Asparaginase passou a ser empregada em casos já conheci-

dos, como o potencial tóxico da acrilamida desde 1964, quando modelos animais indicaram

irritações na pele e olhos quando em contato com esse composto, além de efeitos neurotó-

xicos sob exposição prolongada (MCCOLLISTER; OYEN; ROWE, 1964; IARC, 1994). Durante

anos seu potencial carcinogênico também foi investigado quando finalmente, em 1994, a

International Agency for Research Cancer (IARC), associada à Organização Mundial da Saúde
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OMS, acrescentou a acrilamida à sua lista de agentes potencialmente carcinogênicos para

humanos (IARC, 2017).

O mecanismo de formação da acrilamida nesses alimentos envolve a reação de alguns

aminoácidos livres com açúcares redutores sob altas temperaturas, sendo a L-asparagina

o aminoácido de maior importância. ZYZAK et al. (2003) detectaram que a cadeia amida

presente na acrilamida provém da L-asparagina. A L-asparagina é um aminoácido abundante

em alguns vegetais como por exemplo na batata, muito utilizada na indústria de alimentos,

representando mais de 50 % de todo o teor de aminoácidos livres (BETHKE; BUSSAN, 2013).

Este aminoácido é importante para o crescimento da planta, e também é reagente chave para

a formação 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 indústria de alimentos, onde atua na con-

tensão de substâncias tóxicas geradas no processamento dos alimentos, como a acrilamida

produzida na fritura da batata (CÂNDIDO, 2015). O uso da enzima L-asparaginase antes do

processamento do alimento reduz os níveis de L-asparagina na massa dos produtos. Logo, a

reação de Maillard de caramelização que produz a acrilamida é inibida de maneira específica

(QUINTAS; BRANDAO; SILVA, 2007).

Em estudos sobre o tratamento de fatias de batatas com L-Asparaginase visando à

redução da acrilamida, foi observado que o branqueamento torna os tecidos mais permeáveis

e, consequentemente, a enzima fica mais acessível ao substrato. Desta forma, a combinação

dos dois tratamentos reduziu em 90 % a quantidade de acrilamida nas batatas (HENDRIKSEN

et al., 2009; PEDRESCHI et al., 2011).

Devido à sua ampla aplicação industrial, o mercado global de enzimas cresceu signifi-

cativamente nos últimos anos. As enzimas com aplicação no setor de alimentos e bebidas

ocupam o maior espaço do mercado (DEWAN, 2014). As empresas Novozymesr e Daniscor

lideram o mercado mundial de enzimas com 45 % e 17 % do total de vendas, respectivamente,

seguidas pelas empresas DSMr e BASFr com 5 % e 4 % do mercado (FERNANDES, 2010).

2.5 Produção de L-asparaginase

Nesta sessão é apresentado as formas de fermentação utilizadas na produção de

L-asparaginase, primeiramente a fermentação submersa em seguida a fermentação estado

sólido.

2.5.1 Fermentação submersa (FS)

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

quido com nutrientes necessários 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

fermentação e uma alta concentração de oxigênio (KUMAR; SOBHA, 2010).

Atualmente a indústria de fermentação dá preferência ao cultivo de fungos e alguns

outros microrganismos por fermentação com substratos líquidos na produção da enzima

L-asparaginase, técnica conhecida como fermentação submersa. Entretanto, a fermentação

estado sólido ganhou espaço nos últimos anos e emergiu como um processo econômico

e alternativo para a produção de enzimas, utilizando resíduos agrícolas, agroindustriais

e industriais como substratos que são convertidos em produtos com alto valor comercial

(PANDEY, 1992).

O uso de FES para a produção de enzimas têm muitas vantagens em relação à FS,

como menor custo de produção com melhores propriedades fisiológicas, menor volume

de reator e meios de fermentação mais baratos, maior taxa de produção e processamento

a jusante mais fácil (PANDEY et al., 1999). Os substratos sólidos, principalmente materiais

baseados em resíduos, são utilizados como substratos para a produção de L-asparaginase

(KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013). Esses substratos atuam tanto como suporte

físico como fonte de nutrientes e influenciam a produção de enzimas.

2.5.2 Fermentação estado sólido (FES)

A FES envolve o crescimento de microrganismos em partículas sólidas úmidas, em

situações em que os espaços entre as partículas contêm uma fase gasosa contínua e um

mínimo de água visível. Embora existam gotas de água entre as partículas, e pode haver filmes

finos de água na superfície da partícula, a fase de água entre partículas é descontínua e a

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

A FES é utilizada para obter grandes quantidades de produtos através do crescimento

de células microbianas em uma matriz sólida que atua como uma superfície e contém a fonte

de carbono, nutrientes e água adsorvida que são necessárias para o crescimento (PANDEY;

SOCCOL; MITCHELL, 2000). Em FES, os fungos filamentosos são os microrganismos mais

adaptados ao processo pois crescem naturalmente em superfícies sólidas com menor teor

de água e podem degradar macromoléculas e polímeros naturais. No entanto o processo

de produção industrial por FES é considerado difícil por causa de problemas de controle

de fermentação, padronização 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

sólido insolúvel o qual age como suporte físico e como fonte de nutrientes para os microrga-

nismos, com uma quantidade de água suficiente para garantir o crescimento microbiano e as

atividades metabólicas das células, sem exceder a capacidade de retenção de água do subs-

trato sólido. Este processo natural pode ser utilizado em aplicações industriais para produzir
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o produto desejado, operando sob condições 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 próprias partículas como fonte de nutrientes aos

microrganismos. As reações podem ocorrer na superfície das partículas ou em seu interior,

definindo diversos mecanismos de transferência de massa. Parte do interesse científico e

industrial pela FES é a possibilidade da utilização de resíduos sólidos 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 metabólicas com grande su-

cesso porque as condições de cultivo são similares às encontradas no seu ambiente natural,

tais como rejeitos orgânicos e árvores. A poliuretana é uma ótima alternativa, pois delimita

fisicamente as células na região de atuação catalítica com possibilidade de aplicação do

suporte em processos de operação contínua e descontinua. Além disso melhora a transfe-

rências de massa e de calor, melhorando assim o crescimento e desempenho dos fungos nas

fermentações sólidas (KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013).

2.5.3 Suporte inerte de poliuretana

As espumas de poliuretana são polímeros versáteis devido à variedade dos grupos

constitutivos e da possibilidade de polimerização controlada, o que permite a adaptação do

processo e da composição para a obtenção de materiais para as mais variadas exigências

(ZECK, 2004).

As diferentes características químicas e físicas são obtidas pela adição de compostos

químicos que atuam como catalisadores, agentes de expansão, agentes de reticulação, agentes

de extensão de cadeia, surfatantes e aditivos, permitindo que o polímero forme estruturas

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

O suporte inerte de poliuretana possui uma estrutura de células abertas e bem defi-

nidas, possibilitando a entrada e saída de líquidos e gases do suporte com maior facilidade.

Assim o suporte de poliuretana apresenta também propriedades como maciez, resistência

mecânica e resiliência, que podem ser utilizadas em inúmeras funções relacionadas às FES.

Estas características são favoráveis para o crescimento do Penicillium sp., pois a estrutura

rígida e de grande área proporciona uma transferência de massa e calor na fermentação

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

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

espuma de poliuretana.
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do substrato, facilitar as etapas do processo como preparação do substrato, esterilização,

recuperação de biomassa e carga e descarga do equipamento (AGUDELO, 2010).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a produção extracelular da L-asparaginase de Penicillium sp. em fermenta-

ção estado sólido em diferentes biorreatores com meio sólido constituído de poliuretana e

nutrientes.

3.2 Objetivos específicos

Nos objetivos específicos foram pontoados tópicos com grande relevância para um

bom desenvolvimento teórico e prático do tema proposto neste trabalho, que são:

• Avaliar os efeitos das variáveis inoculo, concentração de L-asparagina, concentração de

glicose, pH e temperatura na Fermentação estado sólido com poliuretana;

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

suporte inerte poliuretana;

• Modelar a produção de L-asparaginase de Penicillium sp. por fermentação estado

sólido com suporte inerte;

• Obter condições otimizadas do processo de produção 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;

• Estudar a produção de L-asparaginase de Penicillium sp. por FES-SI em diferentes

biorreatores.
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Tabela 6 – Planejamento experimental para otimização da produção de L-asparaginase de
Penicillium sp..

Ensaios x1 a x2 b x3 c x4 d x5 e

(g/L) (g/L) pH (◦C) (mL)

1 13,0 8,0 8,0 30,0 6,0
2 13,0 8,0 6,0 30,0 3,0
3 5,0 8,0 6,0 30,0 6,0
4 13,0 8,0 8,0 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 5,0 4,0 8,0 30,0 6,0
8 5,0 4,0 6,0 30,0 3,0
9 13,0 8,0 6,0 40,0 6,0

10 13,0 8,0 8,0 40,0 3,0
11 5,0 8,0 8,0 40,0 6,0
12 5,0 8,0 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 5,0 4,0 6,0 40,0 6,0
16 5,0 4,0 8,0 40,0 3,0
17 9,0 6,0 7,0 35,0 8,5
18 9,0 6,0 7,0 35,0 0,5
19 17,0 6,0 7,0 35,0 4,5
20 1,0 6,0 7,0 35,0 4,5
21 9,0 10,0 7,0 35,0 4,5
22 9,0 2,0 7,0 35,0 4,5
23 9,0 6,0 7,0 25,0 4,5
24 9,0 6,0 7,0 45,0 4,5
25 9,0 6,0 5,0 35,0 4,5
26 9,0 6,0 9,0 35,0 4,5
27 9,0 6,0 7,0 35,0 4,5
28 9,0 6,0 7,0 35,0 4,5
29 9,0 6,0 7,0 35,0 4,5

30 f 8,0 10,0 6,0 45,0 8,0
31 f 12,0 6,0 5,0 45,0 8,0
32 f 8,0 4,0 6,0 28,0 7,0
33 f 12,0 10,0 9,0 28,0 7,0
34 f 12,0 6,0 5,0 28,0 7,0

Nota: a – Representa concentração de L-asparagina (x1), b – Representa concentração 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
validação do modelo de RMA.
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respectivamente. Na etapa de treinamento foi utilizado (85,3 %, experimentos 1 a 29) e

validação (14,7 %, experimentos 30 a 34), no qual o número de neurônios da camada oculta

que resulte em menor erro quadrático médio (RMSE - root mean square error, Equação 4.3) e

melhor coeficiente de determinação (R2, Equação 4.4).

RMSE =

(

1

n

n
∑

i=1
(Y calc

i −Y exp
i )2

)
1
2

(4.3)

R2
= 1−

∑n
i=1(Y calc

i −Y exp
i )2

∑n
i=1(Y calc

i −Ym)2
(4.4)

Nas Equações 4.3 e 4.4, Y calc representa o valor de atividade calculado pelo mo-

delo de RNA, Y exp é o valor de atividade experimental, Y m é o valor médio de todos os

pontos experimentais. As condições 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 otimização inspirado no princípio Darwiniano da evolução das

espécies e na genética. São algoritmos probabilísticos que fornecem mecanismo de busca

paralela e adaptativa baseado no princípio de sobrevivência dos mais aptos e na reprodução

(GOLDBERG, 1989; SAW et al., 2017). Com essa lógica, foi buscada a melhor solução para a

produção de L-asparaginase com a restrição e sem a restrição de L-asparagina 1 g/L, através

da evolução de populações de soluções codificadas através de cromossomos artificiais.

A otimização da produção de L-asparaginase de Penicillium sp. por FES-SI utilizando

redes neurais artificiais com algoritmo genético para calcular o máximo da Equação 4.1,

sendo a máxima produção de L-asparaginase a função objetivo. Os parâmetros utilizados no

algoritmo genético para a otimização foram uma taxa de mutação de 0,1, taxa de crossover

igual a 0,8 e uma população de 600.



57

5 Resultados e discussões

5.1 Comparação dos suportes sólidos na produção de L-asparaginase

A Figura 20 mostra que entre os meios sólidos espuma de poliuretana, torta de cerveja

e farelo de arroz, o uso de espuma de poliuretana se destaca com meio capaz de gerar maior

produção de L-asparaginase com atividade de 1600 U/kg de suporte sólido (7,62 U/mg de

proteína) 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 – Produção de L-asparaginase em FES-SI (espuma de poliuretana) e FES (biomassas
farelo de arroz e bagaço de malte), em diferentes teores de unidades.

Nota: Condições de temperatura (25 ◦C), tempo de fermentação (72 h), S1 – farelo de arroz,
S2 – bagaço de malte e S3 – espuma de poliuretana. As FES foram realizadas em diferentes
umidades (g de meio nutritivo/g de suporte sólido) 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 produção de L-asparaginase na condição de umidade em 66,7 %. Essas

FES com biomassas apresentam decaimento na produção de L-asparaginase na condição de

umidade de 80 %. Já na FES com suporte inerte de poliuretana apresenta a maior atividade

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

A diferença produtiva entre os suportes sólidos na condição de umidade em 80 %,
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pode ser explicada pela alta capacidade de retenção de líquido da espuma de poliuretana,

mantendo caracterizada a fermentação em estado sólido. Já os suportes sólidos de biomassas

ocorre a saturação da matriz sólida, caracterizando a fermentação submersa diminuindo a

produção da L-asparaginase neste caso.

A Tabela 7 mostra alguns trabalhos que utilizaram a FES para a produção de L-

asparaginase. Porém cada trabalho utilizou suportes sólidos e microrganismos diferentes para

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

Tabela 7 – Comparação da FES com a literatura.

Microrganismos Suportes Atividade Referências

sólidos U/kg * U/mg **

Cladosporium sp. Farelo de trigo – 10,82 KUMAR, RAMASAMY e
MANONMANI (2013)

Fusarium culmo-
rum

Biomassas de arroz 1250,00 – MEGHAVARNAM e JA-
NAKIRAMAN (2017)

Pseudomonas aeru-
ginosa

Caseina e milhacina – 11,20 OLAMA et al. (2002)

Penicillium sp. Espuma de poliure-
tana

1600,00 7,62 Este trabalho.

Nota: * – U/kg de suporte sólido, ** – U/mg de proteína.

Fonte: Autor, (2018).

A produção de enzimas obtida em FES com suporte de poliuretana é promissora, pois

em experimentos iniciais a produção de L-asparaginase foi satisfatória quando comparado

com outras FES na literatura. Como por exemplo em KUMAR, RAMASAMY e MANONMANI

(2013) utilizando Cladosporium sp. em fermentação estado sólido de farelo de trigo encontra-

ram atividade de 10,82 U/mg de proteína em condições otimizadas em 96 h de cultivo.

Em MEGHAVARNAM e JANAKIRAMAN (2017) realizaram experimentos em fermenta-

ção estado sólido com o microrganismo Fusarium culmorum (ASP-87) e encontraram, em

condições otimizadas, a atividade de 1250,0 U/kg de suporte sólido em biomassas de arroz.

Já em OLAMA et al. (2002) em fermentação estado sólido utilizando o microrganismo

Pseudomonas aeruginosa em meio otimizado contendo caseina e milhacina, encontraram

atividade enzimática específica de 11,2 U/mg de proteína.

O uso das células de Penicillium sp. imobilizadas em suportes inertes de poliuretana
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5.2 Modelagem e otimização da produção de L-asparaginase

Na Figura 24 e Tabela 9 e 10 são apresentados os resultados dos pontos experimentais

do planejamento e dos melhores ajustes e das condições da RNA, respectivamente. Pode-se

observar que o modelo de RNA é adequado para descrever a FES-SI por representar os dados

experimentais com R2 superior a 0,98, confirmando a potencialidade da RNA na modelagem

da FES-SI como cita a literatura (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013).

Figura 24 – Gráfico dos ajustes das etapas de treinamento e validação dos dados experimen-
tais utilizado RMA-AG.

Nota: Os círculos representam os pontos utilizados na fase de treinamento da rede, os triân-
gulos representam os pontos utilizados na fase de validação.

Os resultados otimizados pelo modelo de RNA com os melhores ajustes são apresen-

tados na Tabela 8. A RNA contém uma camada oculta com 18 neurônios e as funções de

transferência da rede neural foram a tansig e a purelin que atuaram nas camadas de entrada

e de saída, respectivamente.

Tabela 8 – Ajustes nas etapas de treinamento e validação de modelo de RNA.

Erros Etapas

Treinamento Validação

R2 0,99 0,98
RMSE 0,1149802 0,124982
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Na Tabela 9 são apresentados os valores calculados pelo modelo de RNA e os valores

experimentais observados com os seus respectivos erros, diferença entre os valores calculados

pela RNA e os observados experimentalmente.

Tabela 9 – Resultados da otimização da produção 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 8,0 8,0 30,0 6,0 1461,13 1461,11 0,02
2 13,0 8,0 6,0 30,0 3,0 705,60 705,56 0,04
3 5,0 8,0 6,0 30,0 6,0 1322,22 1322,22 -0,01
4 13,0 8,0 8,0 30,0 3,0 716,69 716,67 0,03
5 13,0 4,0 6,0 30,0 6,0 1255,56 1255,56 0,01
6 13,0 4,0 8,0 30,0 3,0 561,21 561,11 0,09
7 5,0 4,0 8,0 30,0 6,0 1100,00 1100,00 0,00
8 5,0 4,0 6,0 30,0 3,0 505,57 505,56 0,02
9 13,0 8,0 6,0 40,0 6,0 861,14 861,11 0,03

10 13,0 8,0 8,0 40,0 3,0 644,50 644,44 0,06
11 5,0 8,0 8,0 40,0 6,0 1038,86 1038,89 -0,03
12 5,0 8,0 6,0 40,0 3,0 783,37 783,33 0,04
13 13,0 4,0 8,0 40,0 6,0 472,35 472,22 0,12
14 13,0 4,0 6,0 40,0 3,0 800,06 800,00 0,06
15 5,0 4,0 6,0 40,0 6,0 1316,74 1316,67 0,08
16 5,0 4,0 8,0 40,0 3,0 900,12 900,00 0,12
17 9,0 6,0 7,0 35,0 8,5 2300,02 2300,00 0,02
18 9,0 6,0 7,0 35,0 0,5 533,34 533,33 0,00
19 17,0 6,0 7,0 35,0 4,5 950,00 950,00 0,00
20 1,0 6,0 7,0 35,0 4,5 827,81 827,78 0,03
21 9,0 10,0 7,0 35,0 4,5 955,70 955,56 0,14
22 9,0 2,0 7,0 35,0 4,5 916,74 916,67 0,08
23 9,0 6,0 7,0 25,0 4,5 461,12 461,11 0,01
24 9,0 6,0 7,0 45,0 4,5 422,22 422,22 0,00
25 9,0 6,0 5,0 35,0 4,5 927,79 927,78 0,01
26 9,0 6,0 9,0 35,0 4,5 1227,76 1227,78 -0,02
27 9,0 6,0 7,0 35,0 4,5 838,84 838,89 -0,05
28 9,0 6,0 7,0 35,0 4,5 838,84 838,89 -0,05
29 9,0 6,0 7,0 35,0 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 5,0 45,0 8,0 1361,11 1361,11 0,00
32* 8,0 4,0 6,0 28,0 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 5,0 28,0 7,0 583,35 583,33 0,01

Nota:* - pontos utilizados na validação do modelo de RNA.
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Figura 37 – Efeitos no tempo de FES-SI na produção de L-asparaginase.

Nota: As condições otimizadas utilizadas na análise do tempo de fermentação foram: concen-
tração de L-asparagina (x1), 1,00 g/L, concentração 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 produção

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 fermentações ilustradas na Tabela 10. Desta forma a variável tempo

de fermentação atua positivamente na FES-SI, melhorando a produção de L-asparaginase

por tempo de batelada.

5.4 Análise 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 transferência de massa e calor gerado pela

movimentação da fase líquida, pois a situação de maior vazão representa a condição de

melhor resultado.



72 Capítulo 5. Resultados e discussões

Figura 38 – Gráfico de produção de L-asparaginase no reator batelada com reciclo de meio
nutritivo otimizado em biorreator estático.

Nota: Onde F1, F2, F3 e F4 representam respectivamente as vazões de reciclo, 0,15, 0,25, 0,50 e
2,0, em mL/min, em cada conjunto de ensaios experimentais. Todos os ensaios experimentais
foram realizados nos tempos de 24, 48 e 72 horas de fermentação. As condições otimizadas
utilizadas foram: concentração de L-asparagina (x1), 1,00 g/L, concentração 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 análise do tempo da FES-SI no biorreator de reciclo de meio nutritivo, Figura 38,

pode-se observar que a vazão de reciclo não interfere no tempo de fermentação, pois o tempo

ótimo de fermentação do biorreator de reciclo e o mesmo encontrado no biorreator estático

convencional da Figura 37.

5.4.2 Reator com alimentação e retirada de produto intermitentes

A Figura 39 mostra que a proposta inovadora envolvendo o reator bateada alimentada

com retiradas intermitentes com adição de meio nutritivo sem reposição de células e troca do

suporte sólido 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 produção máxima de 6050,0 U/kg.
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Figura 39 – Gráfico de reúso poliuretana na produção de L-asparaginase utilizando biorreator
com alimentação e retirada de produto.

As condições otimizadas utilizadas na fermentação de reúso foram: concentração de L-
asparagina (x1), 1,00 g/L, concentração 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 alimentação e retiradas de produto intermitentes foram considerados

as condições ótimas da Tabela 10 e Figura 37. Analisando todos os cinco ciclos de reúso

obtêm-se média de 3878,0 U/kg, que representa um aumento de 14,1 % na atividade de

L-asparaginase comparado ao processo com biorreator estático, sem a necessidade de adição

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

Nesta parte foram apresentadas as considerações 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 satisfatória a enzima L-asparaginase nos suportes de biomassas, farelo de arroz e

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

A poliuretana material sintético mostrou características favoráveis para o uso em FES-

SI, pois os espaços estruturais da espuma de poliuretana facilita as transferências de calor

e massa durante a FES-SI. Assim o Penicillium sp. cresce de forma uniforme, melhorando a

eficiência do processo de FES.

A FES-SI realizada em biorreator estático, apresentou ótimos resultados quando

comparamos com as FES de biomassa de farelo de arroz e torta de cerveja. A produção 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 fermentação.

Desta forma duas novas abordagens de uso de reatores na FES associados à produ-

ção de L-asparaginase em suporte inerte foram investigadas. Na primeira, foi observado o

biorreator inovador com recirculação de meio nutritivo no suporte sólido inerte de espuma

de poliuretana, onde foi alçada uma produção de L-asparaginase 9,3 % maior em relação à

configuração de biorreatores estáticos.

O segundo processo foi a estratégia de repetição no uso dos suportes com células,

gerando um aumento de 14,1 % se mostraram superiores a FES-SI utilizando biorreator

estático. A máxima atividade enzimática obtida foi de 6050,0 U/kg na configuração de reator

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

Pode-se disser que o uso de rede neural artificial associado ao algoritmo genético na

descrição e otimização da produção de L-asparaginase de Penicillium sp. com espuma de

poliuretana foi ótimo, garantindo uma boa representatividade dos dados experimentais com

um R2 de 0,99 na etapa de treinamento e 0,98 na validação da RNA-AG.
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7 Sugestões para trabalhos futuros

Nesta parte foi apresentado algumas sugestões para pesquisa e desenvolvimento

do tema, produção 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 produção

da L-asparaginase;

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