Universidade Federal de Uberlandia
Faculdade de Engenharia Quimica ’
Programa de P6s-Graduac¢dao em Engenharia Quimica

William Fernando Vieira

PRODUCAO DE L-ASPARAGINASE FUNGICA EM
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO UTILIZANDO
REATORES COM TECNOLOGIA DE MATERIAIS POLIMERICOS

Uberlandia - MG
Fevereiro de 2022






Universidade Federal de Uberlandia
Faculdade de Engenharia Quimica ’
Programa de P6s-Graduac¢dao em Engenharia Quimica

William Fernando Vieira

PRODUCAO DE L-ASPARAGINASE FUNGICA EM
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO UTILIZANDO
REATORES COM TECNOLOGIA DE MATERIAIS POLIMERICOS

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduacao em Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia como
parte dos requisitos necessdrios a obtenc¢ao do
titulo de Doutor em Engenharia Quimica.

Orientador: Ubirajara Coutinho Filho

Uberlandia - MG
Fevereiro de 2022



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

V658
2022

Vieira, William Fernando, 1988

PRODUQAO DE L-ASPARAGINASE FUNGICA EM FERMENTACAO EM ES-
TADO SOLIDO UTILIZANDO REATORES COM TECNOLOGIA DE MATERIAIS
POLIMERICOS/ William Fernando Vieira. — 2022 .

Orientador: Ubirajara Coutinho Filho.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Uberlandia, Programa de Pés-
Graduacao em Engenharia Quimica.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu.te.2022.115

Inclui bibliografia.

1. Engenharia quimica - Teses. 2. Fermentacao - Teses. 3. Enzimas - Teses.
4. Poliuretanas - Teses. I. Coutinho Filho, Ubirajara. II. Universidade Federal de

Uberlandia. Programa de P6s-Graduacao em Engenharia Quimica. III. Titulo.

CDU: 66.0

Bibliotecdrios responséveis pela estrutura de acordo com o AACR2:
Gizele Cristine Nunes do Couto — CRB6/2091



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Coordenacgdo do Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia Quimica
Av. Jodo Naves de Avila, 2121, Bloco 1K, Sala 206 - Bairro Santa Mdnica, Uberlandia-MG, CEP 38400-902
Telefone: (34)3239-4249 - www.ppgedq.feq.ufu.br - secppgeq@feq.ufu.br

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de Pds-

Graduacio em: Engenharia Quimica

Defesa de: Tese de Doutorado, 01/2022, PPGEQ

Data: 23 de fevereiro de 2022 Hora de inicio: | 09:00 Hora de 12:10
encerramento:

Matricula do

. 11813EQUO13
Discente:

Nome do Discente: | William Fernando Vieira

Producdo de L-asparaginase fungica em fermentacdo em estado soélido utilizando reatores

Titulo do Trabalho: . . s
com tecnologia de materiais poliméricos

Area de

. Desenvolvimento de Processos Quimicos
concentracgdo:

Linha de pesquisa: | Engenharia Bioquimica

Projeto de Pesquisa | Coleta e selecdo de cepas e estudo da producdo, purificagdo e utilizacdo de enzimas e
de vinculacdo: bioprodutos em processos industriais

Reuniu-se por meio de webconferéncia, a Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa
de Pds-graduacdo em Engenharia Quimica, assim composta: Professores Doutores: Diego Andrade
Lemos - ICTE/UFTM; Nadia Guimardes Sousa - ICTE/UFTM; Miriam Maria de Resende -
PPGEQ/UFU; Vicelma Luiz Cardoso - PPGEQ/UFU e Ubirajara Coutinho Filho - PPGEQ/UFU,
orientador do candidato.

Iniciando os trabalhos o presidente da mesa, Prof. Dr. Ubirajara Coutinho Filho, apresentou a Comissao
Examinadora e o candidato, agradeceu a presenca do publico, e concedeu ao Discente a palavra para a
exposicao do seu trabalho. A duracdo da apresentacdo do Discente e o tempo de arguicdo e resposta
foram conforme as normas do Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos(as)
examinadores(as), que passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a arguicdo, que se desenvolveu
dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessdo secreta, atribuiu o resultado final, considerando
o(a) candidato(a):

aprovado.
Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor.

O competente diploma serd expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas
do Programa, a legislacdo pertinente e a regulamentacao interna da UFU.

Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que ap0s lida e
achada conforme foi assinada pela Banca Examinadora.

: eil Documento assinado eletronicamente por Vicelma Luiz Cardoso, Professor(a) do Magistério
;gimm:_. inl’ Superior, em 23/02/2022, as 12:01, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art.
eletrénica 69, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.




' ,ei Documento assinado eletronicamente por Miriam Maria de Resende, Professor(a) Substituto(a)
o | - H

e (2] | do Magistério Superior, em 23/02/2022, as 12:02, conforme horario oficial de Brasilia, com
' eletrénica fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

D

D

' f..e'l Documento assinado eletronicamente por Diego Andrade Lemos, Usuario Externo, em
;ainmr'a 711 23/02/2022, as 12:02, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
' eletrénica Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

f--e'l Documento assinado eletronicamente por Nadia Guimaraes Sousa, Usudrio Externo, em
;ainmr'a 7] 1 23/02/2022, as 12:03, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
' eletrénica

D

Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

' f..e'l Documento assinado eletronicamente por Ubirajara Coutinho Filho, Professor(a) do Magistério
ﬁimm'a 7 | | Superior, em 23/02/2022, as 12:04, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art.
' eletrénica 69, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

D

o =L

: I_r.!-l:_-.;j!.- A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://www.sei.ufu.br
:..,.-I-":. /sei/controlador externo.php?acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0,

)
: 1*._"'-...,.’!'." 1 informando o cddigo verificador 3390800 e o cddigo CRC 1B17C883.
EX

Referéncia: Processo n? 23117.011231/2022-51 SEI n2 3390800






Dedico este trabalho a Deus, a minha amada esposa Kellen Cristina companheira
incondicional e fonte de seguranga e amor em todos os momentos das nossas vidas juntos, a
minha linda filha recém nascida Jiilia, que preenche meu coragdo de amor e esperanga, aos

meus pais pelo exemplo de dedicagdo e forca durante todo o meu processo de formagdo, a
quem serei eternamente grato. Aos meus irmdos, irmds, tios e tias, pelo apoio nas mais diversas

situagoes e decisoes. Aos meus avos (in memoriam), pelo exemplo de vida e boa conduta.






Agradecimentos

Meus agradecimentos, primeiramente, ao Prof. Dr. Ubirajara Coutinho Filho pela
orientacao, pelas inumeras contribuicdes durante o desenvolvimento do trabalho e por

ter-me confiado a grande responsabilidade de desenvolvimento deste projeto.

Ao Prof. Dra. Vicelma Luiz Cardoso, pelas orientacoes e sugestdes durante o desenvol-

vimento da tese.

Ao Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

pela parceria no projeto de pesquisa.

Aos funciondrios, técnicos e professores da Faculdade de Engenharia Quimica da

Universidade Federal de Uberlandia do curso de P4s-graduacdo em Engenharia Quimica.

Aos meus pais pelo apoio moral e emocional durante o desenvolvimento do trabalho,

pelas consideracoes de conduta realizadas na construcdo deste trabalho.

Aos meus avls que na qualidade de pais duas vezes, me ajudaram com apoio moral e
financeiro durante toda a minha vida académica, em especial minha av6 Sebastiana Elias de

Morais por ter me criado e educado nos melhores costumes éticos e morais.

Aos meus irmaos e irmas pela parceria de sempre, por estarem sempre no lugar certo

na hora certa e principalmente na familia certa.

A minha esposa Kellen Cristina Rosa da Silva pela cumplicidade nas horas boas e
também nas dificeis, por ser compreensiva com o tempo de descanso que foi dedicado ao

trabalho de pesquisa.

Aos meus tios, tias que atuaram muitas das vezes na funcdo paterna, me apoiando de

todas as formas possiveis.

Aos meus primos e primas, pela troca de experiencias durante a nossa busca pelo

crescimento académico e profissional.

Aos meus amigos que com palavras de apoio me motivaram a continuar lutando e

acreditando neste projeto de carreira.

Aos colegas de laboratoério, por compartilharem comigo as dificuldades e alegrias

durante toda a construcao deste trabalho.

As instituicoes de fomento e pesquisa FAPEMIG, CAPES e CNPQ pelo apoio financeiro

que possibilitou o desenvolvimento desta pesquisa.

Em fim, agradeco a todos aqueles que participaram da construcao deste trabalho,

muito obrigado pela parceria e amizade construida durante este periodo de aprendizado.






“Ndo vos amoldeis as estruturas deste mundo,

mas transformai-vos pela renovacgao da mente,

a fim de distinguir qual é a vontade de Deus:

o0 que é bom, o que lhe é agraddvel, o que é perfeito.
(Biblia Sagrada, Romanos 12, 2)






Resumo

A enzima L-asparaginase é de fundamental importancia na producao de medicamentos
usados no tratamento de canceres e doencas hematopoéticas, além disso é muito ttil na
industria alimenticia no controle de acrilamida em alimentos processados em altas tempera-
turas. Grande parte da L-asparaginase produzida ainda é por fonte bacteriana em processo
fermentativo submerso (FS), entretanto o uso de fungos capazes de produzir L-asparaginase
em fermentacdo em estado s6lido (FES) ganha mais atencdo, juntamente ao desenvolvimento
de novos biorreatores de FES capazes de produzir L-asparaginase flingica por longos perio-
dos de operacgdo. Devido a importancia da enzima L-asparaginase e a escassez de trabalhos
descrevendo novos biorreatores de FES na producao continua de L-asparaginase fungica,
dois novos biorreatores de FES capazes de produzir L-asparaginase continuamente foram
investigados: o reator mult-fase com imobilizacao celular (MRIC) e reator modular com
tecnologia polimérica (MRPT). Referente ao MRIC, o reator foi otimizado considerando as
varidaveis temperatura, pH e concentracdes de glicose e L-asparagina, tempo de residéncia
e tempo de fermenta¢ao usando uma modelo de rede neural artificial (RNA) associado ao
modelo de algoritmo genético (GA), sendo proposto em seguida um sistema de multiplos
reatores (MRICs) para produzir L-asparaginase por Penicillium sp. LAMAI 505, Aspergillus sp.
e Fusarium sp. em FES operando continuamente. O sistema MRICs foi otimizado conside-
rando os e efeitos do namero de reatores associados, composi¢do de nutrientes, tempo de
residéncia, reciclagem de nutrientes e ciclos de extracdao usando RNA e GA. O modelo de RNA
foi satisfatério (R2> 0,85 com erro menor que 2,4 %) e os MRICs tiveram bom desempenho
quando comparados a literatura. A méaxima atividade da L-asparaginase alcancada foi de 13,7
U/g em condig¢oes otimizadas que incluiram um tempo de residéncia de 33,5 min, pH de
5,1 e concentracoes de L-asparagina e glicose de 1,2 e 3,0 g/L, respectivamente. Além disso,
demonstramos que os MRICs sdo eficazes com outros fungos e podem ser usados para outros
produtos derivados de microrganismos. Referente ao MRPT foi desenvolvido um novo reator
para a producdo de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 capaz de operar em processo
batelada e continuo por longos periodos de operacgdo. Os dados obtidos no reator MRPT
foram ajustados e otimizados com RNA e o método de evolucgdo diferencial (DE) obtendo
um rendimento de L-asparaginase de 19,36 U/g e 6,78 U/g.h em condicdes otimizadas de
operacao continua a 25 °C, 5,27 g/L de L-asparagina, 5,34 g/L de glicose e pH de 6,03. Além
disso, demonstramos que o MRPT é capaz de atingir o rendimento de L-asparaginase para
operacao por longos periodos (mais de 1000 h). Os resultados indicam que a producao de
L-asparaginase por FES usando os dois novos biorreatores € satisfatério quando comparado
com a producdo encontrada na literatura, o que sugere que 0s novos reatores sao capazes de

produzir L-asparaginase flingica em FES batelada e operando continuamente.



Palavras-chave: L-asparaginase, fermentacao em estado sélido, tecnologia polimérica.



Abstract

The L-asparaginase enzyme is of fundamental importance in the production of drugs used
in the treatment of cancers and hematopoietic diseases, in addition it is very useful in food
industry in the control of acrylamide in foods processed at high temperatures. Much of the
L-asparaginase produced is still from a bacterial source in process submerged fermentation
(SmF), however the use of fungi capable of producing L-asparaginase in solid state fermen-
tation (SSF) gains more attention, along with development of new SSF bioreactors capable
of producing fungal L-asparaginase for long periods of operation. Due to the importance
of the L-asparaginase enzyme and the scarcity of papers describing new SSF bioreactors
in the continuous production of fungal L-asparaginase, two new SSF bioreactors capable
of continuously producing L-asparaginase have been investigated: the multi-phase reactor
with cell immobilization (MRIC) and modular reactor with technology polymeric (MRPT).
Regarding the MRIC, the reactor was optimized considering the variables temperature, pH
and concentrations of glucose and L-asparagine, residence time and time of fermentation
using an artificial neural network (ANN) model associated with the model of genetic algo-
rithm (GA), being proposed a system of multiple reactors (MRICs) for produce L-asparaginase
by Penicillium sp. LAMAI 505, Aspergillus sp. and Fusarium sp. in SSF for long periods
of operation. The MRICs system has been optimized considering the effects of number of
associated reactors, nutrient composition, residence time, recycling of nutrients and extrac-
tion cycles using ANN and GA. The ANN model was satisfactory (R?>0.85 with error less
than 2.4%) and the MRICs performed well when compared the literature. The maximum
L-asparaginase activity achieved was 13.7 U/g under conditions optimized which included
aresidence time of 33.5 min, pH of 5.1 and concentrations of L-asparagine and glucose 1.2
and 3.0 g/L, respectively. In addition, we demonstrate that the MRICs are effective with other
fungi and can be used for other products. Referent to MRPT was developed a new reactor for
the production of L-asparaginase from Penicillium sp. LAMAI 505 capable of operating in
batch and continuous process for long periods of operation. The data obtained in the MRPT
reactor were adjusted and optimized with ANN and the differential evolution method (DE)
obtaining an L-asparaginase yield of 19.36 U/g and 6.78 U/g.h under optimized conditions of
continuous operation at 25 °C, 5.27 g/L of L-asparagine, 5.34 g/L of glucose and pH 6.03. In
addition, we have demonstrated that the MRPT is capable of achieving the L-asparaginase
yield for long-term operation (more than 1000 h). The results indicate that the production
of L-asparaginase by SSF using the two new bioreactors is satisfactory when compared to
the production found in the literature, which suggests that the new reactors are capable of

producing fungal L-asparaginase in batch SSF and operating continuously.

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

A L-asparaginase (L-asparagina amido-hidrolase EC 3.5.1.1) € uma enzima de desta-
que, pois se caracteriza como peca chave em aplicacOes farmacéuticas e alimentares (CUNHA
et al., 2018; SHIROMIZU et al., 2018; LYNGGAARD et al., 2021). Esta enzima pertencente ao
grupo amidase, que catalisa a hidrélise do amino 4cido L -asparagina a L -aspartico e amo-
niaco (GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2012; NORONKOSKI et al., 1997; BRIGITHA; PIETERS;
van der Sluis, 2021).

Atualmente, a L-asparaginase é amplamente utilizada como agente terapéutico para o
tratamento da leucemia linfocitica aguda (LLA) (principalmente em criancas e adolescentes),
doenca de Hodgkin, leucemia mielocitica aguda, leucemia linfocitica cronica, tratamento com
linfossarcoma e saranoma melano (LI et al., 2014; BRIGITHA; PIETERS; van der Sluis, 2021;
LYNGGAARD et al., 2021). Além disso, a L-asparaginase também tem aplicacoes significativas
na inddstria de alimentos para reduzir a formagao de acrilamidas cancerigenas na batata frita
(QESHMI et al., 2018; ABEDI; POURMOHAMMADI; SAYADI, 2022; CHI et al., 2021).

As L-asparaginases sdo encontradas em plantas, animais e microrganismos, sendo
que a fonte mais importante de L-asparaginase sdo os microrganismos (BRUMANO et al.,
2019). Embora atualmente a maior parte da producao comercial de L-asparaginase € rea-
lizada usando Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi em fermentacao submersa (FS), a
L-asparaginase de fonte de fungos ganhou muita atencao por ser considerada uma enzima se-
gura devido a sua estabilidade, alta produtividade e faceis condicoes culturais (CACHUMBA et
al., 2016; SHAKAMBARI; ASHOKKUMAR; VARALAKSHMI, 2019; CUNHA et al., 2019; FREITAS
etal., 2021).

Diante das 6timas caracteristicas apresentadas pela L-asparaginase fingica, do in-
teresse no aumento da producdo de L-asparaginase por fungos e a alta demanda de L-
asparaginase comercial, hd necessidade de novas técnicas de producao de L-asparaginase
para aumentar o rendimento e a qualidade do produto L-asparaginase (EL-NAGGAR et al.,
2018; MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017; EL-GENDY et al., 2021a). Desta forma, a fer-
mentac¢do em estado sélido (FES), ganhou muito interesse nos tltimos anos e emergiu como
um processo econdmico e alternativo para a producdo de enzimas, utilizando residuos agrico-
las e agroindustriais como substratos que sao convertidos em produtos de alto valor comercial
(ALAM et al., 2018; DIAS et al., 2016).

Além disso, a FES possui mais vantagens do que a FS utilizada industrialmente, como
menor custo de producdo com melhores propriedades fisiol6gicas, menor volume do reator
e meios de fermentacdao mais baratos, maior taxa de producao e e facilitacdo na etapa de
purificacao (ACHAPPA, 2019; PARMAR et al., 2019; SOCCOL et al., 2017). A FES é um pro-
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cesso importante na producao de alimentos fermentados e enriquecidos, além de produtos
metabdlitos de alto valor, como antibi6ticos, biopesticidas, aromas, hormoénios e enzimas
(LIZARDI-JIMENEZ; HERNANDEZ-MARTINEZ, 2017). Devido o aumento na produgéo de
biomoléculas em FES, ha importantes insumos de pesquisa, eventualmente ajudando nas
melhores estratégias de projeto, operacao e expansao em biorreatores relacionados ao pro-
cesso de FES (ALLAN; De Bank; ELLIS, 2019; ARORA; RANI; GHOSH, 2018; KRISHANIA et al.,
2017).

Apesar dos avancos relacionados ao desenvolvimento de biorreatores utilizados em
processo de FES, o maior obstaculo a industrializagao do processo FES é a falta de solucoes
simples, eficientes e facilmente escaldveis dos biorreatores, resolvendo com éxito o acimulo
de calor, a heterogeneidade (calor e massa) e a0 mesmo tempo operar com a maxima es-
terilidade em regime de batelada ou continuamente (FUJITA et al., 2000). No entanto, nos
ultimos anos, houve relatos de poucos sistemas de biorreatores que superaram esses desafios
pelo menos parcialmente para uma aplicacdo especifica na producao de L-asparaginase
fangica, ainda existe um vasto escopo de aprimoramento para abordar e um amplo espectro
de aplicagoes biotecnoldgicas (SPIER et al., 2011).

1.1 Justificativa

Dois aspecto de destaque no desenvolvimento de biorreatores de FES para a produ-
¢do de L-asparaginase flingica e pouco explorado na literatura a possibilidade de operacao
continua por longos periodos e o uso de materiais poliméricos de baixo custo, o que justifica
a construcao deste trabalho. Neste contexto o uso tecnologia polimérica na construcao de
novos reatores biolégicos é promissora pois os polimeros pode ser moldados a baixas tem-
peraturas, tem a capacidade de reter células, facilidade manipulacao e uso, além do baixo
custo. Portanto, o presente trabalho é proposto, avaliado e otimizado de dois novos biorreato-
res usando material polimérico na construgdo e aplicacao visando a producdo continua de

L-asparaginase.

1.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi produzir L-asparaginase fungica em fermentagao
em estado s6lido (FES) utilizando glicose e L-asparagina como fontes principais de carbono
e espuma de poliuretano (PU) como suporte inerte capaz de imobilizar células. Para tanto,
dois novos reatores bioldgicos para FES foram propostos e construidos utilizando materi-
ais poliméricos buscando o maior rendimento de L-asparaginase, o reator mult-fase com

imobilizacdo de células (MRIC) e o reator modular com tecnologia polimérica (MRPT).

Os objetivos especificos considerando os dois novos biorreatores MRIC e MRPT foram
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destacados abaixo:

* Avaliar os efeitos das varidveis concentracao de L-asparagina, concentragdo de glicose,
valores de pH, temperatura, tempo de residéncia, tempo de fermentacgdo, vazao de

reciclo de nutrientes e vazdo de produto;

* Avaliar a influéncia dos ciclos de fermentacao batelada no rendimento de L-asparaginase

em cada reator;
e Obter os modelo experimentais usando redes neurais artificiais (RNA);

* Obter as condicoes otimizadas para cada reator biolégico usado os modelos de otimi-
zacao de algoritmo genético (GA) e evolucao diferencial (DE) aplicados ao modelo de
RNA obtido;

* Validar experimentalmente os valores 6timos de L-asparaginase obtidos pelos modelos

RNA associados as variaveis otimizadas;

* Estudar as condi¢Oes otimizadas de producao de L-asparaginase em processo de FES

continuo.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Fungos

Os fungos certamente desempenham um papel substancial como fontes de novos
produtos farmacéuticos, alimentares, téxteis, agroquimicos, produtos naturais ou mesmo
como plataformas para gerar novos compostos por meio da biologia sintética (ALBERTI;
FOSTER; BAILEY, 2017; VONGSANGNAK; NIELSEN, 2013). Além disso, esses organismos
atuam como recicladores de matéria organica e com uma estimativa de mais de 1 milhao
de espécies diferentes, os fungos representam um reino extremamente diverso morfolégica,
fisiologicamente e ecologicamente (CHROUMPI; MAKELA; VRIES, 2020; WOSTEN, 2019). O
reino dos fungos é composto de organismos eucaridticos diferenciados por paredes celulares
quitinosas sendo classificados em quitridiomicetos (Filo Chytridiomycota), zigomicetos
(Filo Zygomycota), ascomicetos (Filo Ascomycota), basidiomicetos (Filo Basidiomycota) e

deuteromicetos (Filo Deuteromycota).

Um tipo distinto de fungos, os fungos filamentosos, sao distinguidos por um micélio
composto de hifas septadas, ou filamentos ramificados que sao divididos em se¢des distintas
(TROIANO; ORSAT; DUMONT, 2020), como mostra o esquema na Figura 1. Além disso, os
fungos filamentosos sdo caracterizados por uma alta capacidade de producao de enzimas
extracelulares e dcidos organicos, dentre outros produtos importantes comercialmente, como

ilustra a Tabela 1.

Figura 1 — Representacao dos fungos filamentosos
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- Regido abaixo
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Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2020)
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Tabela 1 — Exemplos de fungos usados na producdo enzimadtica e pequenas moléculas
Produtos Formularios Hospedeiro Referéncia

L-asparaginase

Amilase

Protease

Pectinase

Celulase

Colagenase

L-glutaminase

Penicilina

Cefalosporina

Lovastatina

Acido citrico

Acido glucénico

Acido itaconico

Acido micofeno-

lico

Biossurfactante

Medicamento e industria
de alimentos

Fabricac¢ao de pao e produ-
¢ao de xarope de glicose

Alimentos, sabao em po,
couro, farmacéuticos

Limpeza de sucos e vinho

Amaciante de roupas
Segmentos médico, farma-
céutico, alimenticio, cosmé-

tico, téxtil e couros

Importante enzima tera-
péutica e alimentar

Antibiético, principalmente
bactérias Gram-positivas
Antibiético de amplo espec-

tro

Tratamento da hipercoles-
terolemia

Alimentos, bebidas, cosmé-
ticos, sabao em p6

Alimentos, produtos farma-
céuticos e higiénicos

Composto vinilico versatil

Uso farmacéuticos

Alimentos, produtos farma-
céuticos e higiénicos

Penicillium sp.
Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae,
A. niger
Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae
Trichoderma viride
Penicillium auran-
tiogriseum

Aspergillus oryzae

Penicillium chryso-
genum

Acremonium chry-

sogenum

Aspergillus terreus

Aspergillus niger

Aspergillus niger

Aspergillus terreus

Penicillium brevi-

compactum

Aspergillus  fumi-
gatus

(VIEIRA et al.,
2020)

(KHVEDELIDZE
etal., 2017)

(SALIHI; ASOO-
DEH; ALIABA-
DIAN, 2017)

(LI etal., 2020)

(LAN et al., 2013)
(WANDERLEY et
al., 2017)
(BINOD et al.,
2017)
(DAYALAN;
DARWIN; PRA-
KASH, 2011)
(HU; ZHU, 2016)
(SABERI et al,,

2020)

(ABOYEJI et al.,
2020)

(LU et al., 2015)

(SANO et al.,
2019)
(PATEL et al.,
2018)

(COSTA et al.,
2018)

Fonte: Adaptado de Wosten (2019)
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A enorme capacidade de secrecdo dos fungos ja é utilizada pela indudstria ha décadas
para produzir acidos organicos, drogas de pequenas moléculas e proteinas homadlogas e
heterdlogas. Essa qualidade tem sido explorada pela humanidade ha milénios e esta crescendo
em importancia, pois o modo filamentoso de crescimento permite a colonizacao eficaz de
substratos e fornece uma grande proporc¢ao entre superficie e volume, facilitando a absorcao
de nutrientes(CHROUMPI; MAKELA; VRIES, 2020).

Na inddustria a investigacao dos processos celulares envolvidos na producao de enzi-
mas, bem como a otimizacao de misturas de enzimas para maior eficiéncia de hidrolise, tém
fornecido alvos eficazes para a engenharia de fungos. Recentemente, o desenvolvimento de
sistemas eficientes de fungos abre a possibilidade de grandes avancos e destaca as lacunas
de pesquisa nesta drea, como por exemplo a producado da enzima L-asparaginase usando
Penicillium sp. LAMAI 505 em fermentacdo em estado sé6lido, fonte importante na producao

de medicamentos e insumos na industria de alimentos (VIEIRA et al., 2020).

2.1.1 Penicillium

Penicillium é do género de fungos ascomicetos e tem papel importante em diversos
processos naturais. De acordo com a literatura, o Penicillium é um dos fungos mais comuns
com enorme diversidade e um grande potencial de uso para varias aplicagdes ambientais,
biotecnolégicas e industrias (YADAV et al., 2018).

Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming produzida pelo fungo fila-
mentoso Penicillium notatum, o género Penicillium vem sendo profundamente estudado por
sua capacidade de produzir uma ampla gama de produtos naturais, muitos deles com aplica-
¢oes biotecnolégicas e farmacéuticas (ASHTEKAR et al., 2021). Neste contexto, o Penicillium
sp. LAMAI 505 (Figura 2) foi utilizado como fonte capaz de produzir L-asparaginase, produto

enzimdtico de grande importancia comercial no setor industrial e terapéutico.

Figura 2 — Cultivo de Penicillium sp. LAMAI 505

= : e o L o

Fonte: Autor.
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2.1.2 Fusarium

Fusarium é um género de fungos da classe Sordariomycetes (Subfilo Ascomycota), em
geral agrupando espécies que formam filamentos e produzem manchas brancas em subs-
tratos. A reproducdo com esporos facilmente reconheciveis ao microscépio pela sua forma
de meia-lua ou de canoa. A maioria das espécies sao saprofitos amplamente distribuidos no
solo, constituindo membros relativamente abundantes do microbiota do solo das regioes
temperadas e subtropicais. Estes fungos capazes de sobreviver na dgua e solo alimentando-se
de materiais em decomposicao (K. NAKAHAMA, A. IMADA, 1973). Além disso, os fungos
filamentosos sao muito usados na producao enzimatica, em destaque neste caso o Fusarium
sp. utilizado neste trabalho na produgado de L-asparaginase em FES com suporte inerte de
poliuretano (EL-GENDY et al., 2021b; FREITAS et al., 2021). A Figura 3 mostra um exemplo de

Fusarium sp. em placa petri e aimagem de microscépio.

Figura 3 - Exemplo do género Fusarium

Fonte: Adaptada de Khamchatra et al. (2016).

2.1.3 Aspergillus

O género Aspergillus pertence ao filo Ascomycota, ao reino Fungi, a ordem Eurotiales e
a familia Thichonomacea. Os pertencentes ao género Aspergillus caracterizam-se por serem
organismos filamentosos. Na fase anamorficas, ou seja, assexuadas, a reproducao € realizada
através de esporos assexuais, chamados conidios. Este género é considerado bastante diverso,
sendo constituido por 344 espécies tendo um grande impacto econdmico e também social.
As espécies pertencentes a este género podem-se encontrar em todo o mundo e em diversos
habitats (CUNHA et al., 2021).

Muitas espécies de Aspergillus sp. sdao utilizadas na biotecnologia para a produgao
de vérios metabolitos tais como antibioticos, dcidos organicos, enzimas, medicamentos, ou

como fermentadores na industria alimentar. Em destaque a enzima L-asparaginase peca
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chave na indutstria farmacéutica e alimenticia (SHARMA; MISHRA, 2021; EKPENYONG et al.,

2021). A Figura 4 mostra um exemplo de Aspergillus sp. e aimagem de microscopio.

Figura 4 - Exemplo do género Aspergillus

E—

Fonte: Adaptada de lamanaka et al. (2019).

2.2 L-asparaginase

A L-asparaginase (L-asparagina amido-hidrolase, EC 3.5.1.1) é a enzima responsavel
pela hidrélise do grupo amida da cadeia do aminodcido L-asparagina, resultando como
produtos da reagdo o 4dcido aspartico e amonia, reacao ilustrada de forma genérica na Figura
5 (WLODARCZYK et al., 2019). Portanto, a atuagao especifica da enzima L-asparaginase é
peca chave no tratamento de cancer, como por exemplo a leucemia linfoblastica aguda (LLA)
e agente principal no controle de acrilamida em alimentos processados a altas temperaturas
(HINZE et al., 2019; XU; ORUNA-CONCHA; ELMORE, 2016; CACHUMBA et al., 2016).

Figura 5 — Conversdo de L-asparagina em L-aspartico e amonia

L-asparaginase

N1|1C NH;7

H,0 O
NH,* 2 > + NH;
O CCO
CCo o
NH,
(L—asparagina) ( Aspartato )

Fonte: Adaptado de Nguyen, Su e Lavie (2016).
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A enzima L-asparaginase pode ser encontrada em diferentes microrganismos (bacté-
rias, fungos, leveduras, actinomicetos e algas) e organismos superiores (plantas, vertebrados
e tecidos de animais). Os microrganismos podem produzir vérios tipos de L-asparaginase que
diferem em sua localizacao (intracelular e extracelular) e propriedades, assumindo diferentes
arranjos estruturais dependendo do microrganismo produtor (ENZYME, 2016; CUNHA et al.,
2018; CORREA et al., 2020).

Atualmente, a L-asparaginase disponivel comercialmente para uso farmacéutico é
de origem bacteriana: Eschericha coli e Erwinia carotovora sao as principais produtoras da
enzima L-asparaginase (GOSWAMI; VEERANKI; MISHRA, 2019; BELEN et al., 2019). Nestes
casos, a L-asparaginase bacteriana é produzida por fermentacao submersa em processo de

grande escala (QESHMI et al., 2018). A Tabela 2 ilustra alguns dos exemplos de microrganismos

capazes de produzir a enzima L-asparaginase.

Tabela 2 — Lista de diferentes fontes microbianas de L-asparaginase.

Microrganismo Nome

Referéncia

Bactérias Escherichia coli (KENARI; ALEMZADEH; MAGH-
SODI, 2011)
Pseudomonas aeruginosa (FATIMA; KHAN; KHAN, 2019)
Erwinia chrysanthemi (SUDHIR et al., 2014)
Bacillus licheniformis (WLODARCZYK et al., 2019)
Yersinia pseudotuberculosis (POKROVSKAYA et al., 2012)
Fungos Fusarium solani (EL-HADI et al., 2017)
Aspergillus sp. (DORIYA; KUMAR, 2018)
Penicillium digitatum (SHRIVASTAVA et al., 2012)
Cladosporium sp. (Mohan Kumar; MANONMANI,
2013)
Penicillium sp. (VIEIRA et al., 2020)
Leveduras Meyerozyma guilliermondii (CORREA et al., 2020)
Candida glaebosa
Leucosporidium scotti
Pichia anomalous
Cryptococcus victoriae
Algas Chlamydomonas sp. (PAUL; COOKSEY, 1979)

Chlorella vulgarischlo
Spirulina maxima

(EBRAHIMINEZHAD et al., 2014)
(Abd El Baky; El Baroty, 2016)

Fonte: Adaptado de Ashok et al. (2019)
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2.2.1 Aplicagao farmacéutica da L-asparaginase

Os principais medicamentos existentes no mercado sao Elspar ®, Crasnitin ® e
Kidrolase ® (de origem de E. coli) e Erwinase ® (de origem de E. chrysanthemi) (ROTH et al.,
2013; SHRIVASTAVA et al., 2016). BROOME (1968) foi um dos primeiros autores capazes de
identificar a L-asparaginase como sendo uma enzima com potencial anti carcinogénico. Tam-
bém identificou que enzimas provenientes de diferentes fontes tem diferentes capacidades de
inibicao de crescimento de tumores. Deduziu-se, entdo, que essa alta capacidade de inibicao
tumoral tem como base 3 fatores: a alta afinidade da enzima pela L-asparagina, demonstrada
pelo baixo valor da constante 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 (BELEN et al., 2019; POKROVSKY et
al., 2016; SAFARY et al., 2019; ZHANG et al., 2005; CACHUMBA et al., 2016; EGLER; AHUJA;
MATLOUB, 2016; QESHMI et al., 2018).

Aleucemia linfobldstica aguda (LLA) é um tipo de cancer que se desenvolve nas células
linfoides da medula. Esses tipos de células dao origem aos linf6citos, 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 diagnésticos de cancer em criancas
menores de 15 anos (EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016). A Figura 6 ilustra a manifestacdo da

leucemia no corpo de adolescentes e criancas.

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

Al A2

Q@
se

¥ ¥

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

Fonte: Adaptado de Egler, Ahuja e Matloub (2016).
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O tratamento da LLA passa pela prdtica da quimioterapia com L-asparaginase. Esta
enzima é injetada por via intravenosa ou intramuscular para esgotar a concentracdo 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 distirbios
linfoproliferativos e linfomas, e outros canceres e doencas infamatdrias (EGLER; AHUJA;
MATLOUB, 2016; VEMURI et al., 2017; HEO; SYED; KEAM, 2019).

A L-Asparaginase tem demonstrado ser um fadrmaco eficaz para pacientes leucémicos
(ASHOK et al., 2019). O modo de acao da L-Asparaginase é o esgotamento do grupo circulante
de L-asparagina e a inibicao resultante da sintese proteica (CHEOK et al., 2009). A taxa de
sobrevivéncia global depende da idade, estdgio da doenca e do estado de desempenho da
enzima. A importancia da L-Asparaginase como agente antitumoral despertou a atencao dos
pesquisadores, levando a busca de novas formas de producao dessa enzima (BRUMANO et
al,, 2019).

A limitacdo do uso da L-asparaginase de Escherichia coli é o desenvolvimento de
hipersensibilidade, a qual alcanca desde reacdes alérgicas leves a choque anafilatico (MOOLA
et al., 1994). A hipersensibilidade estd associada com a producdo de anticorpos a droga,
podendo reduzir a atividade da L-asparaginase, causando o aumento do aminodacido L-
asparagina e o possivel desenvolvimento de resisténcia a esse medicamento (EGLER; AHUJA;
MATLOUB, 2016).

A L-asparaginase fungica apresenta propriedades distintas das enzimas bacterianas.
Passam por processos pos-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 (CACHUMBA et al., 2016).

A producgdo de L-asparaginase fungica torna-se importante, devido aos casos recor-
rentes de hipersensibilidade e reacdes adversas nos pacientes medicados com L-asparaginase
de origem bacteriana. Além disso, o uso de fungos na producdo de L-asparaginase destaca-se
pela capacidade de producdo no ambiente extracelular, facil extracao e processamento a
jusante (BATOOL et al., 2016). Portanto, Uma 6tima alternativa para atender a grande des-
manda de L-asparaginase no mercado € o uso de novas fontes microbianas na producgao
de L-asparaginase, como os fungos. O Penicillium sp. LAMAI 505 foi utilizado neste traba-
lho como fonte produtora de L-asparaginase, considerando sua capacidade produtiva em

processos de FES.
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2.2.2 Aplicagao da L-asparaginase na industria de alimentos

A L-asparagina é um aminodcido abundante em alguns vegetais como por exemplo
na batata, muito utilizada na industria de alimentos, representando mais de 50 % de todo o
teor de aminoécidos livres (BETHKE; BUSSAN, 2013). Este aminodcido é importante para o
crescimento da planta, e também é reagente chave para a formacgao de acrilamida (KORN-
BRUST et al., 2009). O mecanismo de formacao da acrilamida nesses alimentos envolve a
reacdo de alguns aminoécidos livres com acticares redutores sob altas temperaturas, sendo a
L-asparagina o aminoécido de maior importancia. Zyzak et al. (2003) detectaram que a cadeia

amida presente na acrilamida provém da L-asparagina.

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 (SINGH; KUSHWAH, 2018). O uso da enzima L-asparaginase
antes do processamento do alimento reduz os niveis de L-asparagina na massa dos produtos.
Logo, a reacdo de Maillard de caramelizacao que produz a acrilamida é inibida de maneira

especifica.

Devido a sua ampla aplicacao industrial, o mercado global de enzimas cresceu signifi-
cativamente nos ultimos anos. As enzimas com aplica¢do no setor de alimentos e bebidas
ocupam o maior espaco do mercado (MUNIR et al., 2019; SARMIENTO; PERALTA; BLAMEY,
2015). As empresas Novozymes® e Danisco® lideram o mercado mundial de enzimas com
45 % e 17 % do total de vendas, respectivamente, seguidas pelas empresas DSM® ¢ BASF®
com 5 % e 4 % do mercado (MIGUEL et al., 2013). As L-asparaginases flingicas usadas na
industria de alimentos sao consideradas GRAS (geralmente reconhecidas como seguras) e
sao obtidas de A. oryzae e A. niger. Comercialmente, as preparacoes PreventASe® (DSM)
e Acrylaway® (Novozymes) estdo atualmente disponiveis para a reducao da acrilamida na
industria de alimentos. O PreventASe foi obtido por Aspergillus niger, apresentando um pH
6timo entre 4 e 5 e uma temperatura ideal de 50 °C. O PreventASe® reduz a formacao de
acrilamida em aplicacoes de alto pH (até 9), como chips de milho, biscoitos e bolachas (XU;
ORUNA-CONCHA; ELMORE, 2016).

2.3 Producao enzimatica por processos fermentativos

Atualmente grande parte da L-asparaginase comercial é produzida em processo de
fermentacdo submersa (FS), o crescimento de microrganismos ocorre em meio liquido com
nutrientes necessarios para o melhor cultivo dos microrganismos. Isso envolve um cuidado
especial com os microrganismos em um reator fechado contendo meio de fermentacao e
uma alta concentracdo de oxigénio (ARORA; RANI; GHOSH, 2018). Entretanto, a fermentacao
estado s6lido (FES) vem ganhando espaco nos tltimos anos e emergiu como um processo
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econdmico e alternativo para a producdo de enzimas. O uso de residuos agricolas, agroin-
dustriais e industriais como substratos convertidos em produtos com alto valor comercial
e estudado em diversos trabalho na literatura considerando o uso da FES na producao de

L-asparaginase (Tabela 3).

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 solidos, principalmente materiais
baseados em residuos, sao utilizados como substratos para a producao de L-asparaginase
(KUMAR; INNASIMUTHU; MARMUR, 2014). Esses substratos atuam tanto como suporte

fisico como fonte de nutrientes e influenciam a producao de enzimas.
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A FES envolve o crescimento de microrganismos em particulas s6lidas imidas, em
situacdes em que 0s espagos entre as particulas contém uma fase gasosa continua e um
minimo de 4gua visivel. Embora existam gotas de d4gua 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 é utilizada para obter grandes quantidades de produtos através do crescimento
de células microbianas em uma matriz s6lida que atua como uma superficie e contém a fonte
de carbono, nutrientes e 4gua adsorvida que sdo necessdrias para o crescimento (PANDEY;
SOCCOL; MITCHELL, 2000). Em FES, os fungos filamentosos sao 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 producao industrial por FES é considerado dificil por causa de problemas de controle
de fermentacdo, padroniza¢do 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
solido insoltivel o qual age como suporte fisico e como fonte de nutrientes para os micror-
ganismos, com uma quantidade de dgua suficiente para garantir o crescimento microbiano
e as atividades metabdlicas das células, sem exceder a capacidade de reten¢do de dgua do
substrato solido. Este processo natural pode ser utilizado em aplicagdes industriais para
produzir o produto desejado, operando sob condi¢oes controladas (PRABANINGTYAS et al.,
2018).

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 reagdes 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 utilizacao de residuos s6lidos como matriz porosa,
agregando valor a estes rejeitos e minimizando problemas ambientais devido a descartes
inadequados (LOPEZ-RAMIREZ et al., 2018).

Na FES, fungos crescem e desenvolvem suas atividades metabdlicas com grande
sucesso porque as condicoes de cultivo sdo similares as encontradas no seu ambiente natural,
tais como rejeitos organicos e arvores. A espuma de poliuretano é uma 6tima alternativa,
pois delimita fisicamente as células na regidao de atuacao catalitica com possibilidade de
aplicagdo do suporte em processos de operacao continua e descontinua. Além disso melhora
a transferéncias de massa e de calor, melhorando assim o crescimento e desempenho dos
fungos nas fermentacgoes s6lidas (KUMAR; INNASIMUTHU; MARMUR, 2014).

Além disso, este tipo de fermentacao se assemelha ao habitat natural de microrganis-
mos e estd bem adaptado ao metabolismo de fungos. Existem varios fatores importantes que

tém um enorme impacto no sucesso do FES. Esses fatores incluem pH, temperatura, aeracao,
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atividade de 4gua e umidade, origem do substrato sélido e tamanho e forma das particulas.
Entre vérios fatores criticos, a umidade e a origem do substrato sélido sdo os fatores mais
importantes que afetam os processos FES. A selecao da umidade depende do microrganismo
empregado e da origem do substrato. Os fungos precisam de baixa umidade entre 40 e 60 %,
no entanto, a selecao do substrato depende de varios fatores, principalmente relacionados a
disponibilidade e custo (SINGHANIA et al., 2009).

Substratos solidos, principalmente residuos ou subprodutos agricolas, estao sendo uti-
lizados como substratos para a produc¢do de L-asparaginase fingica (ARORA; RANI; GHOSH,
2018; DIAS et al., 2016). Esses substratos atuam como suporte fisico e fonte de nutrientes
para a producdo de enzimas. Portanto, para a producdo comercial da enzima, a selecao de
um substrato apropriado é uma etapa importante (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017).

2.4 Biorreatores destinados a FES

Os biorreatores sao muito utilizados nas Engenharias Quimica e Bioquimica para
alcancar melhores resultados na producao de diferentes produtos, A inova¢ao 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 (ARORA; RANL; GHOSH, 2018).

Abordagens de caracteriza¢do 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 € particularmente bem desenvolvido para

biorreatores de tanques agitados (EAKER et al., 2017).

O uso de biorreatores na producdo de compostos derivados de células estao 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
intermitente, reciclo de meio nutritivo, fabricacdo especifica de produto, baixa concentracao
de oxigénio. Além disso, a maioria dos processos celulares requerem que os biorreatores
sejam feitos sob medida para melhor otimizacao (AVILA et al., 2019; MITCHELL et al., 2006).

As principais categorias de biorreatores incluem tanques agitados, camas fixas e
embaladas, plataformas de balanco e sistemas de fibra oca. Essas categorias diferem-se de
forma geometria e no tipo de agitacao 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

Tabela 4 mostra os principais reatores utilizados em FES com diferentes fungos.
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Os biorreatores utilizados na FES podem ser classificados em grupos com base nas
semelhancas dos sistemas e das operacoes do processo, diferenciando os grupos quanto as
formas que sao misturados e arejados. O primeiro grupo sdo os biorreatores de leito estatico
(ndo sdao misturados e a circulacao de ar ndo e forcada) (MITCHELL et al., 2006; ARORA; RANT;
GHOSH, 2018). A Figura 7 mostra um exemplo do primeiro grupo de birreatores, o biorreator
leito estatico do tipo bandeja. As bandejas geralmente sao de madeira, metal ou plastico, com
ou sem perfuracoes, embaladas com substrato-suporte e empilhadas umas sobre as outras
em ambientes com temperatura e umidade controladas (Figura 7). O aumento de escala
geralmente é obtido aumentando a drea de superficie (nimero de bandejas). Nesse tipo de
biorreator tem-se a possibilidade de uso de diferentes substratos-suportes para a producao de
enzimas (Tabela 4). A discussdo tem sido nas alturas do leito operacional, natureza quimica e
teor de umidade inicial do suporte do substrato e seu efeito na produtividade (ARORA; RANT;
GHOSH, 2018).

Figura 7 — Exemplos esquemadticos de biorreatores usados em fermentacao estado s6lido

Saida

Saida dear ,
!

Entrada
de ar |

Biorreator de bandeja |
Saida

Entrada
« dear

Entrada
de ar |

Coluna Raimbault Biorreator de bandeja perfurada Biorreator leito empacotado

Fonte: Adaptado de Robinson e Nigam (2003).

No segundo grupo de classificacao o leito é estédtico e ndo misturado, porém a cir-
culacdo de ar no leito é forcada. Um exemplo desse tipo de biorreator estd apresentado na
Figura 8, o biorreator do tipo leito empacotado. A caracteristica de um biorreator do tipo
leito empacotado é a aeracao forcada através de leito estatico que auxilia na reposicao de
0O, e umidade e mitiga o acimulo de calor e CO,. O biorreator do tipo leito empacotado
sdo geralmente empregados onde a mistura é indesejavel ou deletéria para o crescimento

microbiano. A construgdo geralmente consiste em um tubo ou tambor cilindrico de vidro
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ou metal, que aloja o substrato e as paredes do cilindro ou tambor podem ser encamisadas.
A aeracao forcada no biorreator, o efeito das altas taxas de fluxo de ar e o desempenho do
biorreator devem sempre observados e avaliados (MALHOTRA, 2019; ARORA; RANI; GHOSH,
2018; ROBINSON; NIGAM, 2003).

A Figura 8, representa caracteristicas do biorreator do tipo tambor rotativo, utilizado
no processo em fermentacgao estado s6lido. Os biorreatores nesta categoria compreendem agi-
tacdo suave e aeracdo forcada para aumentar a transferéncia de calor e massa e o crescimento
microbiano. A mistura aumenta o transporte convectivo, pois aumenta a area de superficie
do substrato exposto ao ar imido. A atividade biolégica, transferéncia de calor e massa e
produtividade do processo em biorreator de tambor rotativo e outros sistemas agitados de
forma intermitente ou continua representam desafios neste processos (NORATIQAH et al.,
2013; ARORA; RANI; GHOSH, 2018).

Figura 8 — Biorreator estético do tipo leito empacotado.

Saida de ar

1 Saida
de ar

Entrada
de ar
— Saida
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de ar I T
Biorreator Koji Entrada de ar
Biorreator de mistura
Entrada Entrada
de ar de ar
Biorreator de tambor rotativo Biorreator de tambor rotativo

horizontal

Fonte: Adaptado de Robinson e Nigam (2003).

O biorreator do tipo tambor rotativo compreende um recipiente em forma de tam-
bor que pode ser montado em um rolo (dispositivo rotativo) e geralmente consiste em trés
subsistemas, ou seja, a parede do tambor, o espaco superior e o substrato. O ar é tipicamente
soprado através do espaco superior acima de um leito de particulas de substrato e o biorre-
ator pode ser girado de forma intermitente ou continua. A mistura do leito de substrato é

geralmente facilitada pela acdo de rotacao do tambor em torno de seu eixo central (KIM; KIM,
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2012; MALHOTRA, 2019).

Figura 9 — Biorreator do tipo leito de jorro.

Saida
de ar

Entrada
de ar

Biorreator leito
de jorro

Fonte: Adaptado de Robinson e Nigam (2003).

Figura 10 — Biorreator do tipo leito fluidizado.

Nota: As carateristicas do biorreator estao representadas nos nimeros, 1- Entrada de Ar,
2- Filtro de Ar, 3- Tanque de 4gua 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- Representacdo
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 s6lido da FES.

Fonte: Adaptado de Mitchell et al. (2006).

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 operacdo, usando diferentes mecanismos para conseguir a agitacao,
sdo "biorreatores de tambor agitado"e "biorreatores de tambor rotativo", sendo o ultimo

ilustrado na Figura 9.
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Ja 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 s6lido representado na Figura 10,

com tambor mecanico e varios outros biorreatores agitados.

Os biorreatores sao equipamentos caros e dificeis de serem construidos, pois apresen-
tam um nimero maior de varidveis que devem ser controladas, como por exemplo a aeracao,
a contaminacao, a distribuicao 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 aeracgdo eficiente, manter a uniformidade e integridade
do substrato, facilitar as etapas do processo como preparacao do substrato, esterilizacao,

recuperacdo de biomassa e carga e descarga do equipamento (MISHRA, 2006).

Os reatores de FES também podem ser composto com matrizes inertes, como a
espuma de poliuretano, capazes de imobilizar as células dos microrganismos. A imobilizacao
de células (IC) consiste no confinamento fisico das células em uma regidao definida de espaco,
na qual sao mantidas suas atividades cataliticas em processos de operacao continua ou
descontinua possibilitando a reutilizagao das mesmas. A maioria dos processos fermentativos
industriais convencionais utiliza células livres em suspensao, porém o uso de microrganismos
imobilizados permite um aumento da produtividade devido a elevada concentracao de células
(ALESSANDRELLO et al., 2017).

A maior concentra¢do 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 nado apresenta problemas de adesao e obstrucao aos eletrodos e tubos
(ALESSANDRELLO et al., 2017; COVIZZI et al., 2007).

A importancia industrial da imobilizacdo de células na producao enzimaética € princi-
palmente orientada para a aplicacdo, na medida em que deve haver uma vantagem diferen-
ciadora oferecida por esse biocatalisador sobre as células livres no meio, células inteiras ou
catalisadores quimicos. Em processos industriais, a contribuicao de custo da imobilizacao
de células depende dos materiais, da producao, mas também do nimero de ciclos realizado
pelo biocatalisador com rendimento satisfatério (BASSO; SERBAN, 2019).

2.5 Materiais poliméricos na confeccao de suportes e reatores

Como discutido anteriormente, os reatores sdo pecas chave de grande importancia no
setor industrial e académico. Um aspecto importante nos reatores, além da forma de operacao,

e a sua construcao como destaque para os materiais usados (OSADOLOR; LENNARTSSON;
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TAHERZADEH, 2014). Embora grande parte dos reatores industriais modernos sejam feitos

de aco o uso de diferentes materiais como ceramicos, pldsticos, fibra e espuma sao aplicadas

na confeccao de reatores como mostra a Tabela 5.

Tabela 5 — Vantagens e desvantagens de possiveis materiais para construcao de reatores

Material

Vantagens

Desvantagens

Aco carbono

Mais barato que o ac¢o inoxida-
vel, A prova de vazamentos.

Corrosao e contaminacao

Aco inoxidével

A prova de vazamentos, Boa es-
terilidade, Pode suportar altas
temperaturas e pressao, A prova
de corrosao e Longa vida util

Muito caro

Ceramicos

Quimicamente estavel e Resis-
tente ao desgaste

Frégil e Propenso a choque tér-
mico

Espumas de poliure-
tano

Versatil, Resistentes, Portateis,
Fécil modelagem, Baixo custo e
Boa durabilidade

Nao suporta altas temperaturas

Plésticos Muito portatil e Barato Vazamentos e vida 1til curta e
Altas chances de contaminacgao
Téxtil Portatil, A prova de corrosdo, | Limitacoes na direcdo vertical

Boa esterilidade, Pode suportar
altas temperaturas, A prova de
vazamentos, Longa vida util

Vidro borossilicato

Transparente, facil limpeza e
Inerte a produtos quimicos

Muito fragil

Fonte: Adaptado de Osadolor, Lennartsson e Taherzadeh (2014)

No que se refere as espumas, o uso de poliuretano se destaca como material versatil,

facil manipulacdo e barato, sendo de grande interesse em processos biol6gicos, como a

producdo de biomoléculas e o tratamento de residuos (Tabela 6).

Tabela 6 — Aplicacdes da espuma de poliuretano como matriz de suporte inerte em fermenta-
¢oes em estado sélido

Aplicacao Microrganismo imobilizado Referéncia
Descoloracao de corantes Bacillus subtilis (SHALINIL PYDI, 2019)
Imobilizacao de lipase Candida antarctica (NYARI et al., 2016)
Producao de tanase Bacillus gottheilii (SUBBALAXMI;

Producao de celulose
Lovastatina
L-asparaginase

Trichoderma Veride
Aspergillus terreus
Penicillium sp.

MURTY, 2016)

(HU et al., 2011)
(BANOS et al., 2009)
(VIEIRA et al., 2020)

Embora a literatura restrinja o uso de espuma de poliuretano como material inerte,
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trata-se de um dos materiais mais comuns, verséteis e pesquisados no mundo (GAMA; FER-
REIRA; BARROS-TIMMONS, 2018). Esses materiais combinam com durabilidade, resisténcia
e elasticidade, tornando-se adequada para substituir metais, plasticos e borrachas em varios
produtos de engenharia, biomédicos, téxtil, etc (SOMARATHNA et al., 2018).

2.5.1 Espuma de poliuretano como material de confeccao de reatores

As espumas de poliuretano podem ser facilmente adaptadas para obter produtos
especificos, alterando apenas os tipos e quantidades de surfactantes, catalisadores, agentes de
expansao, isocianato e poliol usados em sua fabricagdao, bem como a extensao da intercalacao
e esfoliacdo entre os enchimentos e matrizes. atenda ao objetivo desejado (KIM et al., 2017).
Especificamente, os poliuretanos encontram ampla aplicacdo em revestimentos devido as
suas propriedades especificas, como excelente resisténcia mecanica, tenacidade, boa abrasao,

corrosao e resisténcia quimica e flexibilidade a baixas temperaturas.

Além disso, a espuma de poliuretano também pode ser aplicada com suporte para
fermentacdo em estado s6lido, imobilizacdo de células e enzimas, devido a sua resisténcia
e durabilidade, sua estrutura de poros, a facilidade de controle de poros durante a sintese,
sua area superficial, permeabilidade, facilidade do transporte de massa, espaco para o cres-
cimento de biomassa, baixa toxidade e baixo preco (KARIMI; DROGHETTI; MARCHISIO,
2017).

Do ponto de vista quimico, os principais componentes da espuma de poliuretano
sdo os polidis e isocianatos destaque para os grupos funcionais hidroxila e amida. Esses
dois grupos funcionais formam cadeias e redes estendidas ligadas por ligacao de uretano,
que é formada como resultado de reagao exotérmica. O PU pode ser sintetizado para obter
propriedades mecanicas. abrangentes para atender aos requisitos de material para aplicagdes
(VELAYUTHAM et al., 2009).

A estrutura quimica da PU é apresentada na Figura 11. Em termos de sintese de PU, os
trés componentes principais sao poliol , isocianato e extensor de corrente . As propriedades
mecanicas e fisicas da PU dependem muito dos tipos de polidis e isocianatos que sdo usados
para sintese (KARIMI; DROGHETTI; MARCHISIO, 2017).

A fabricacao da maioria dos produtos de PU é diferente de muitos outros polimeros,
porque geralmente a polimerizacao no caso da producdo de PU é feito no molde, portanto ja
gera o produto final ao invés das etapas separadas de polimerizacao e modelagem. No caso
da etapa de separacao , como o polietileno e o polipropeno, sdao produzidos em locais dife-
rentes e vendidos como granulos, p6s ou filmes, e subsequentemente fabricam os produtos
necessdarios por aquecimento, modelagem sob pressao e resfriamento, o que resulta quase
completamente dependente das propriedades dos produtos finais comparado ao polimero
original (LEE et al., 2018).
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Na Figura 11 é mostrado um representacdo esquematica da reacdo de polimerizacao
de PU na qual o grupo poliol reage com isocianeto formando a estrutura monomeérica que
constitui a espuma de PU. Além da reacdo de propagacdo da cadeia polimérica (Figura 11) ha
outras reacdes que ocorrem simultaneamente, como a reacao de isocianeto com dgua que
gera 4cido carbonico que se decompde em amina e diéxido de carbono. O diéxido de carbono
atua como agente de expancdo que gera o crescimento da massa polimérica com espacos
vazios (inicialmente preenchidos pelo gas) que caracteriza a porosidade final do produto.
J4 amina reage com isocianeto produzindo segmentos rigidos de poliureia que atribuem a
rigidez da PU.

Figura 11 — Estrutura quimica do poliuretano
R OCN R, NCO
HO. £ OH +
v NN

(If_HN_RZ_NH_ﬁ —0—R—0
(0] 0]

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2018)

Elastdmeros, espumas e adesivos sdo os trés principais produtos de PU usados, prin-
cipalmente nas industrias da construcdo. Os elastdmeros podem ser produzidos por reacao
de um diisocianato com um diol de alto peso molecular e um diol de baixo peso molecular;
espumas sao sintetizados por reaccao de diisocianato com um elevado triol de peso mole-
cular e H,O, e os adesivos de PU sdao formados por reacdo de um diisocianato em excesso
estequiométrico com uma mistura de dois macrodiols-ona cristalino e um amorfo (ZHANG
etal., 2017).

O poliol de cadeia longa e de baixa funcionalidade produz produtos macios e elasto-
meéricos, enquanto o poliol de cadeia curta e alta funcionalidade forma produtos rigidos de
PU reticulados. Além disso, o aromatico do diisocianato leva contitue as propriedades mais
rigidas das UPs quando comparado aos poliméros alifaticas (LEMONS; ZHANG, 2020).

Os catalisadores sao geralmente adicionados para obter uma taxa de reacao controlada
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a uma temperatura mais baixa porque a reacao é exotérmica. Producao de PU pode ser
conseguido através de métodos diferentes, tais como a pré-polimerizacao, de um tinico passo

de polimerizacao , e quase pré-polimero (AKINDOYO et al., 2016).

Os aditivos que podem ser incorporados na sintese de PU incluem retardadores de
chama, pigmentos, reticuladores, cargas, agentes de expansao e surfactantes. As PUs podem
ser fabricadas de qualquer forma com uma variedade de propriedades, como dureza e densi-
dade, apenas variando a quantidade e os tipos de poliol, isocianato ou aditivos (KHARBAS;
ELLINGHAM; TURNG, 2018). Os componentes mais comuns que podem ser encontrados nas

UPs tipicas e os motivos de sua inclusao sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Componentes dos poliuretanos e razdes para sua inclusao

Aditivos Motivos de uso Referéncia

Isocianato Responsavel pelas propriedades dere- (FANG et al., 2014)
atividade e cura da PU

Polidis Contribui com segmentos longos fle- (Tibério Cardoso; Claro
xiveis, que produz polimeros eldsticos Neto; VECCHIA, 2012)
macios

Catalisadores Acelerar a reacgdo entre o isocianato e (CHATTOPADHYAY;
os polidis e permitir a reagdo a uma RAJU, 2007)
temperatura de reacao mais baixa

Surfactantes Para produzir materiais PU coloridos, (SEGURA et al., 2005)

especialmente para fins estéticos

Reticuladores (extenso-
res de corrente)

Para modificac¢ao estrutural da molé-
cula de PU e oferecer suporte meca-
nico que melhoraré as propriedades
do material

(SHEIKHY et al., 2013)

Enchimentos

Para minimizar os custos e melhorar
as propriedades do material, como ri-
gidez e resisténcia a tracdo

(TAHERI;
2016)

SAYYAHI,

Retardadores de cha-
mas

Para reduzir a inflamabilidade do ma-
terial

(PATEL; SHAH; PATEL,
2011)

Retardadores de fu-
maca

Reduzir a taxa de possivel geracdo
de fumaca quando o material é quei-
mado

(ZHANG et al., 2015)

As espumas flexiveis compreendem a grupos de copolimeros em blocos cuja flexibili-
dade é baseada nas separag¢des de fase entre os segmentos mole e duro. Assim, as espumas
de PU podem ser modificadas através do controle deliberado das razoes composicionais
individuais que geram alteracoes na densidade, durabilidade, firmeza, resistividade ao rasgo,
combustibilidade, elasticidade da superficie, etc., onde uma combinacgao dessas propriedades
pode garantir uma boa flexibilidade no composto de PU. As Animas tercidrias e compostos

organometalicos sdo catalisadores mais utilizados, as aminas regulam a formacdo de espuma
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e os organometdlicos atuam na reacdo de polimerizacdao (SINGHAL et al., 2014; AKINDOYO et
al., 2016).

2.6 Modelagem e otimizacao de reatores biologicos por RNA

associadas a métodos de inteligencia de enxame

A RNA é um dos meios usados para implementar algoritmos de aprendizado de
maquina. Na base, as RNAs sdo desenvolvidas para imitar a estrutura neural biol6gica dos
cérebros de organismos vivos. O poder das RNAs é a facilidade de aprender o padrdo linear ou
nao linear e a correlagdo entre os parametros de entrada e saida e, assim, prever o resultado
de um sistema complexo que é muito dificil de expressar matematicamente ou implementar
diretamente no computador para resolver. Uma RNA aprende com o treinamento realizado
iterativamente e é considerada como tendo aprendido se puder lidar com informacdes proba-
bilisticas vagas sem afetar o resultado e generalizar novas tarefas sobre o tarefas experientes
(HAYKIN, 2009).

Uma das etapas da RNA utilizada com bastante sucesso na modelagem de reatores
biolégicos sdo as redes do tipo "feedfoword backpropagation", que caracterizadas pelo uso de
camada oculta e fung¢des de transferéncia do tipo "tansig"e "purelim", como mostra a Figura
12. Com o intuido de melhorar o desempenho, a normalizacdo dos dados de entrada e de

resposta sao ajustados no intervalo -1 a 1 usando a Equagdo 2.1.

Figura 12 — Representacdo esquemadtica do modelo de redes neurais artificiais (RNA)

Entrada Camada oculta Saida

Nota: ASN, Glic, pH, RT e TC sdo variaveis e R; a R4 sdo as respostas

ZXreal xmin — xmax
X4 = - 2.1)

xmax _ xmin xmax _ xmin
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Sendo que X°°“ representa os valores reais no intervalo codificado, X"*# é o valor

min

max e x sd0 0 maior e o menor valor de cada variavel

real adotado para cada variavel, x
respectivamente. A literatura cita diferentes autores que utilizam as RNAs com forma de

modelagem e otimizacao das varidveis estudas, como é apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - Exemplos de aplicacdo do método de modelagem e otimizacao por redes neurais

artificiais.
Produtos Motivos de uso Referéncia
Biohidrogénio Otimizacdo da fermentacdo escura para (WANG etal., 2021)

producdo de biohidrogénio usando uma
abordagem de rede neural artificial hibrida
(RNA) e metodologia de superficie de res-
posta (RSM)

Cream cheese

Modelagem de rede neural artificial para
previsao de pH de fermentacao de cream
cheese em escala de laboratério e industrial

(EBRAHIMPOUR; YU;
YOUNG, 2021)

Etanol

Otimizacao de parametros de processo para
sacarificacao bioenzimadtica e enzimética de
residuos de arroz quebrado para producgao
de etanol usando metodologia de superficie
de resposta e rede neural artificial - algo-
ritmo genético

(MONDAL et al., 2021)

Pululano

A producao de pululano a partir de Aureoba-
sidium pullulans foi explorada para aumen-
tar a produtividade com método de redes
neurais artificiais

(BADHWAR et al,
2020)

Quitinase

Otimizacdo dos parametros do processo
para melhorar a atividade da quitinase de
Thermomyces sp. usando rede neural artifi-
cial e algoritmo genético

(SURYAWANSHI et al.,
2020)

Exoglucanase

Otimizacao da Producao de Exoglucanase
por Penicillium Roqueforti ATCC 10110 Por
Fermentacdo em Estado Sélido Usando
uma Mistura de Residuos Agroindustriais

(da Silva Nunes et al.,
2020)

L-asparaginase

Producao de L-asparaginase por Penicil-
lium sp. LAMAI 505 usando um novo sis-
tema de reatores com células imobilizadas

(VIEIRA et al., 2020)

Na obtencao de condi¢Oes 6timas os modelos que descrevem a producdo enzimatica
ou do produto de interesse, necessitam ser avaliados no que se refere a obtenc¢ao dos valores
das varidveis em relagdo a resposta 6tima ou respostas 6timas de interesse. Estas respostas
Otimas obtidas caracterizam a funcao objetivo de um problem de otimizacao. Os problemas

de otimizacdo podem ser descritos matematicamente como mostra a Equacgao 2.2.
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Fopj = f(x) (2.2)

Sendo que F,p; representa a fungéo objetivo que representa um ponto maximo ou
6timo descrito no problema de otimizacao e x e o vetor que representa as varidveis, como o
tempo de fermentacdo, temperatura, tempo de residéncia, concentracao de meio nutritivo,
vazao, etc. Entre os diferentes métodos de otimizacdo se destacam os métodos de inteligéncia
de enxame, também conhecidos como métodos populacionais heuristicos que inicia o pro-
cesso de otimizacdo com um conjunto de solu¢des, denominado populacao inicial, sendo
que cada individuo representa uma solucao vidvel para o problema. Iterativamente ela gera
novos individuos e troca a populagdo corrente por uma nova populagdo de solugdes. Na fase
de geracdo, uma nova populacao de solugdes € gerada a partir da populacao anterior. Na
fase de troca, a selecdo acontece considerando a populagdo corrente e a nova populagao
de solucoes. As melhores solucdes vao compor a nova populacao. Este processo continua

iterativamente até que algum critério de parada seja satisfeito.

Entre os diferentes métodos heuristicos de otimizag¢do os evoluciondrios como os
modelos de algoritmo genético (GA) e evolucao diferencial (DE) sdo usados por estudos
de fermentacdo com uma certa frequéncia pela sua capacidade de obter 6timo global, ndao
necessitar de descricao, descrever as condi¢oes de modelos complexos e representar satisfa-

toriamente os dados ajustados.

O GA é um tipo cldssico de otimizacdo da computacao evolutiva e inteligéncia artificial
computacional que apresenta aplicacdo em diversas dreas do conhecimento (COLHERINHAS,
2015; LI et al., 2021). O método referencia-se em cromossomos ou individuos da populacao
que se associam em uma solucdo problema desejada e cada gene estd associado a uma
varidvel desse problema chave. A iteracdo dos parametros e as sequéncias de etapas logicas
levam a populacao de individuos a evolui-se com o passar das geracoes até a obtencao de
cromossomos ideais (resposta do problema) (DASH; DAS, 2021; Sales de Menezes et al., 2021).
A Figura 13 mostra o fluxograma esquematico de otimizacdao do modelo GA.

O modelo GA associado a RNA ajustada foi usado, neste trabalho, para otimizacao da
producao de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES, obtendo as condicoes
otimizadas das varidveis concentracao de glicose (Glic), concentracdo de L-asparagina (ASN),
valores de pH, tempos de residéncia (TR) e tempo entre os ciclos de retirada de produto e

adicdo de nutriente.
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Figura 13 — Fluxograma esquematico do modelo de otimizagdo de algoritmo genético (GA)
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Outro metodo de otimizacao populacional e o evolucao diferencial (DE) que busca
metaheuristica baseado em populacdo que otimiza um problema melhorando iterativamente
uma solucao candidata com base em um processo evolutivo. Esses algoritmos fazem parte ou
nenhuma suposicdo sobre o problema de otimizacao subjacente e podem explorar grandes
espacos de design. DE € indiscutivelmente um dos algoritmos de pesquisa baseada em popu-
lacdo mais verséteis e estdveis que exibem robustez para multimodais (GEORGIOUDAKIS;
PLEVRIS, 2020).

O DE é usado para func¢oes de valor real multidimensionais, mas ndo usa o gradiente
do problema que esté sendo otimizado, o que significa que DE nao exige que o problema de
otimizacao seja diferencidvel, como é exigido por métodos de otimizacao cldssicos, como
descida de gradiente e método newton. O DE pode, portanto, também ser usado em proble-
mas de otimizacao continuos (WU; GONG; WANG, 2021). A Figura 14 mostra o fluxograma do
método de evolugdo diferencial (DE) de formar simplificada.

O DE associado a RNA ajustada foi usado na otimizacao da produgdo de L-asparaginase
de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES, obtendo as condi¢des 6timas de operacao para o reator.
As condicoes 6timas foram determinadas considerando DE (evolucao diferencial) otimizar
com a populacdo de parametros fixos, fatores de crossover e mutacao, respectivamente, 300,
0,5e0,5.
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Figura 14 — Fluxograma esquemadtico do método de otimizagdo por evolucao diferencial (DE)
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Nota: a, representa o critério de para adotado no ciclo de otimizacao do modelo de evolugao

diferencial.
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3 Reator mult-fase com 1mobilizacao celular

Neste capitulo, o reator mult-fase com células imobilizadas (MRIC) e o sistema de
multiplos reatores em série (MRICs) foram propostos para produzir L-asparaginase por
Penicillium sp. LAMAI 505 em FES. O reator MRIC e o sistema MRICs foram otimizados
avaliando os efeitos do nimero de reatores associados ao sistema MRICs, a composicao
de nutrientes, tempo de residéncia para ciclagem de nutrientes, tempo de fermentacao,
valores de pH e ciclos de extracdo de produto foram investigados usando uma modelo de
rede neural artificial (RNA). O modelo de RNA foi satisfatorio (R?> 0,85 com erro menor que
2,4 %) e os MRICs tiveram bom desempenho quando comparados a literatura. A operagao
ciclica do sistema MRICs pode regenerar células fingicas de dentro do suporte inerte de
poliuretano, permitindo a producdo continua de L-asparaginase em FES. A atividade méxima
de L-asparaginase alcancada foi de 13,7 U/g em condic¢des otimizadas que incluiram um
tempo de residéncia de 33,5 min, pH de 5,1 e concentra¢des de L-asparagina e glicose de
1,2 e 3,0 g/L. Além disso, demonstramos que o sistema MRICs foram eficazes na producao
de L-asparaginase por Penicillium sp LAMAI 505 e outros fungos (Aspergillus sp. e Fusarium
sp.), sendo que o sistema reatores e microrganismos também foram capaz de produzir outro

pI’OdUtO como a enzima protease.

3.1 Introducao

A L-asparaginase de fungos j4 tem sido usada na industria de alimentos e tem efeitos
positivos contra as células cancerosas, € livre de atividade da glutaminase e da urease e pode
ser produzida em quantidades significativas (ARORA; RANI; GHOSH, 2018). Entre os géneros
de fungos investigados para a producao de L-asparaginase estao: Aspergillus, Cladosporium,
Eupenicillium, Fusarium, Penicillium sao citados com mais frequéncia na literatura (RAHIMI
etal., 2019).

Na utilizagdo de fungos para a producgdo de L-asparaginase e outras biomoléculas, a
fermentacao em estado sélido (FES) se destaca como um processo importante. O FES pode
ser definido como um processo de fermentag¢ao que ocorre no substrato s6lido com baixa
necessidade de 4gua ou como fermentagdo em um material de suporte s6lido inerte com
uma solucao nutritiva enriquecida (ARORA; RANI; GHOSH, 2018). As vantagens que o FES
apresenta sobre o FS, incluem resisténcia a contaminacao, simplicidade, baixo custo e maior
crescimento e secrecdao enzimatica como resultado do meio sélido que se assemelha ao
habitat natural dos fungos (MUSO CACHUMBA et al., 2019).

Na literatura o uso de FES para produzir enzimas descreve diferentes substratos

solidos e diferentes particularidades necessarias para atingir as condicoes de atividade e
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rendimento enzimdtico ideal (DORIYA et al., 2016). Ainda descreve uma ampla gama de
substratos usados na producao L-asparaginase, incluindo farelo de soja, casca de maracuja,
semente de algodao e farelo de trigo, etc (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017). O uso de
novos reatores de FES batelada para a producao de L-asparaginase é pouco relatado, sendo
que o uso de novos reatores de FES para a producao de L-asparaginase continua ainda foi

descrito na literatura.

O reator mul-fase com células imobilizadas em suporte inerte de poliuretano foi
proposto e estudado para a producgao de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 em
FES. Os dados experimentais foram ajustados com o modelo RNA e otimizados usando o
método GA. Em seguida diferentes estratégias de retirada parcial de produto foram avaliadas
no sistema MRICs otimizado buscando operacao continua. Até onde sabemos, a producao a

continua de L-asparaginase em FES com fungos filamentosos ndo foi relatada na literatura.

3.2 Microrganismo

A Figura 15 mostra esquematicamente a prepara¢ao do meio celular usado nas fer-

mentacoes, pode-se observar as etapas realizadas para o Penicillium sp. LAMAI 505 a exemplo.

Figura 15 — Representacdo esquematica do ajuste de concentragdo de fungo na FES
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Os microrganismos produtores de L-asparaginase em FES foram os fungos Penicillium
sp. LAMAI 505, Fusarium sp. e Aspergillus sp. obtidos do Centro de Recursos Microbianos
do Instituto de Biotecnologia da UNESP (CRM - UNESP). O fungo foi mantido em meio
nutritivo Czapek (25 °C, 72h), contendo em g/L: NaNOs, 2,0; K, HPOy, 1,0; MgS0O,, 0,5;
KCl, 0,5; FeSOy, 0,01; Sacarose 30,0; e Agar, 20,0. Apds o tempo de crescimento as células
fangicas foram transferidas para um reator cénico agitado (48h, 150 rpm) com 100 mL de
solucao nutritiva Czapek. Em todas as FES o substrato foi inoculado com esporos flingicos
ressuspensos em meio nutritivo com concentragdes de células ajustadas para 10° esporos/mL
pela metodologia espectrofotométrica, conforme descrito por Aberkane et al. (2002) e Espinel-

Ingroff e Kerkering (1991). Resumidamente, as células centrifugadas colhidas dos meios
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fermentados foram ressuspensas em novos meios para produzir 10® esporos/mL, onde o
ajuste da concentracdo foi obtido usando uma curva de calibracao ajustada que forneceu

correlacdo direta entre os valores de absorvancia a 530 nm e a concentrac¢do de fungos.

3.3 MRIC

A Figura 16 mostra a unidade experimental do reator MRIC (Fig. 16.a), a representacao
esquemadtica do reator e o sistema de reciclo de nutriente, entrada de nutriente e retirada

parcial de produto (Fig. 16.b) e as dimensdes caracteristicas (Fig. 16.c).

Figura 16 — Imagem da unidade experimental, desenho esquematico e caracterizacao do novo
reator MRIC
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Nota: As unidades das regides SS e RS sao gramas (g) e mililitro (mL), respectivamente.

O novo reator MRIC esta acoplado ao sistema com vélvulas e bombas para garantir a
movimentac¢do da soluc¢do de reciclo (RS), ao suporte sélido inerte de espuma de poliuretano
(SS), regido gasosa (GE) e saida de gas superior (GO). Além disso a Figura 16 mostra a entrada

de novo meio liquido nutritivo (I) e a retirada parcial de produto (W).

3.3.1 Fermentacoes usando o MRIC em FES

A Tabela 9 mostra as condicoes experimentais em 37 ensaios avaliando meio nutritivo,

pH, tempo de residéncia e de fermentacao.
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Tabela 9 — Producdo de L-asparaginase em FES realizados usando o reator MRIC

L-asparagina Glicose pH Tempo deresidencia Tempo de fermentacao

Ensaios (g/L) (g/L) (min) (h)
1 5,0 40 60 12,3 48,0
2 13,0 40 6,0 12,3 24,0
3 5,0 80 6,0 12,3 24,0
4 13,0 80 6,0 12,3 48,0
5 5,0 40 8,0 12,3 24,0
6 13,0 40 80 12,3 48,0
7 5,0 80 80 12,3 48,0
8 13,0 80 80 12,3 24,0
9 5,0 40 6,0 53 24,0
10 13,0 40 6,0 53 48,0
11 5,0 80 6,0 53 48,0
12 13,0 80 6,0 53 24,0
13 5,0 40 80 53 48,0
14 13,0 40 80 53 24,0
15 5,0 80 8,0 53 24,0
16 13,0 80 80 53 48,0
17 1,0 60 7,0 7.4 36,0
18 17,0 60 7,0 7.4 36,0
19 9,0 20 7,0 7.4 36,0
20 9,0 100 7,0 7.4 36,0
21 9,0 60 50 7.4 36,0
22 9,0 60 9,0 7.4 36,0
23 9,0 60 7,0 36,9 36,0
24 9,0 60 7,0 41 36,0
25 9,0 60 7,0 7.4 12,0
26 9,0 60 7,0 7.4 60,0
27 9,0 60 7,0 7.4 36,0
28 9,0 60 7,0 7.4 36,0
29 9,0 60 7,0 7.4 36,0
30 0,0 40 6,0 12,3 24,0
3] 0,0 80 6,0 12,3 24,0
32 0,0 40 6,0 53 24,0
33 0,0 80 6,0 53 24,0
34 0,0 40 6,0 12,3 48,0
35 0,0 80 6,0 12,3 48,0
36 0,0 40 6,0 53 48,0
37 0,0 80 6,0 53 48,0

Nota: Todos os ensaios foram realizados em triplicata (25 °C + 1 °C)

Nesta etapa de ensaios experimentais foram considerado a auséncia de L-asparagina
em algumas condic¢oes, buscando avaliar a capacidade o fungo Penicillium sp. LAMAI 505 de

produzir a L-asparaginase sem a presenca de L-asparagina no meio de fermentacao.



3.4. Sistema com muiltiplos reatores (MRICs) 63

3.4 Sistema com miiltiplos reatores (MRICs)

Processo de fermentacao em estado sélido (FES) usando multiplos reatores com
células imobilizadas (MRICs) com espuma de poliuretano como suporte inerte pode ser

representado esquematicamente na Figura 17.

Figura 17 — Diferentes modos de operacao sao descritos a seguir: a) reciclagem de nutrientes,
b) retirada intermitente de produto e c) adicdo intermitente de nutrientes.
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Nota: O suporte inerte usando foi a espuma de poliuretano comercial em ctbico (dentro de
0,5 mm da borda, densidade 20 kg/m3, diametro de poro médio 281,89 um).
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O sistema de biorreator consiste em reatores modulares de 0,24 L associados feitos
de vidro. Cada reator é equipado com bomba peristdltica (Masterflex L/S, modelo 7519-
20), controle de temperatura e valvulas para operacdo no reciclado (Figura 17.a), modos de

retirada de produto (Fig. 17.b) e de adi¢do de nutrientes (Fig. 17.c).

3.4.1 Otimizacao do niimero de reatores no sistema MRICs

O namero de reatores utilizados no sistema MRICs foi selecionado comparando-se os
resultados obtidos em estudos com nimeros variaveis de reatores (dois até cinco reatores)

em ensaios utilizando meios nutritivos otimizados para um reator MRIC (item 3.3.1).

3.4.2 Otimizacao das condicoes operacionais e composicao de nutrientes
em MRICs

O modelo RNA foi usado para otimizar a atividade da L-asparaginase em um sistema
MRICs com um numero fixo de reatores (obtido conforme descrito na se¢do 3.4.1). Uma
RNA de retro-propagacao do tipo feedforward foi implementada com a caixa de ferramentas
AMORE na linguagem R (http://cran.r-project.org/web/packages/AMORE) (HAYKIN, 2009).
O modelo de RNA foi obtido em 29 condicoes diferentes refletindo variacdes no nivel de
pH (pH), tempo de residéncia (TR), tempo de fermentac¢do (TF) e concentracgao de glicose e
L-asparagina, (Glic e ASN, respectivamente). Os intervalos experimentais para as variaveis
sdo apresentados na Tabela 14. Durante o ajuste do modelo de RNA, o niimero de neur6nios
ocultos foi avaliado usando a raiz quadrada do erro médio (RMSE, Equacao 3.1 e o coeficiente

de determinacao (R?, Equagdo 3.2) como segue :

1
2

1 n
RMSE: ;Z(chalc_Ylexp)Z (3'1)
i=1

n calc exp,2
izl(Yi B Yz )

R*=1- l
?:1(Yica c_ Ym)z

(3.2)

Nas Equacdes 3.1 e 3.2, Y %/ representa o valor de atividade calculado pelo modelo
de RNA, Y*P é o valor de atividade experimental, Y"" é o valor médio de todos os pontos

experimentais.
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Tabela 10 — Variaveis e intervalo experimental usados para estudar a fermentacdo da L-
asparaginase em um sistema de multiplos reatores com células imobilizadas

(MRICs).
Asparagina Glicose pH TR TF
Testes o) (g/L) (min) (h)
1 5,0 10 60 123 48,0
2 13,0 40 60 123 24,0
3 5,0 80 60 123 240
4 13,0 80 60 123 480
5 5,0 40 80 123 240
6 13,0 40 80 123 48,0
7 5,0 80 80 123 480
8 13,0 80 80 123 240
9 5,0 40 60 53 240
10 13,0 40 60 53 48,0
11 5,0 80 60 53 480
12 13,0 80 60 53 240
13 5,0 40 80 53 48,0
14 13,0 40 80 53 240
15 5,0 80 80 53 240
16 13,0 80 80 53 480
17 1,0 60 70 74 360
18 17,0 60 70 74 360
19 9,0 20 70 74 360
20 9,0 100 70 74 360
21 9,0 60 50 74 360
22 9,0 60 90 74 360
23 9,0 60 70 369 360
24 9,0 60 70 41 360
25 9,0 60 70 74 120
26 9,0 60 70 74 600
27 9,0 60 70 74 360
28 9,0 60 70 74 360
29 9,0 60 70 74 360

Nota: TE tempo de fermentacao; pH valores; TR, tempo de residéncia, Glic, concentracao
de glicose; ASN, concentracao de L-asparagina. Todas as fermentacdes nesta etapa foram
realizadas na temperatura de 25°C + 1°C.

A otimizacdo das condicoes experimentais de TE pH, TR, Glic e ASN foi feita usando
um algoritmo genético (GA) da biblioteca GA em R (https://cran.r-project.org/web/packages/GA).
A Figura 18 mostra as etapas necessdrias para obter o nimero oculto de neurénios no modelo
de RNA e otimizar as condi¢des operacionais de producao de L-asparaginase usando FES. Na
etapa de modelagem, a otimiza¢cdo do numero de neurdnios na camada oculta foi realizada
usando um conjunto de dados para treinamento e outro para validacdo. Em relacdo a etapa

de otimizacdo, as condi¢des operacionais e a composicao nutricional foram obtidas com a
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maxima atividade da L-asparaginase como funcao objetivo.

Figura 18 — Fluxograma utilizado na modelagem e otimizacao de sistemas de fermentac¢ao
em estado s6lido (FES) com suporte sélido inerte constituido de poliuretano.
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Notas: k = valor maximo dos testes (k = 50); RNA, estdgio de modelagem de rede neural
artificial; GA, etapa de aplicacao do método do algoritmo genético; TE funcao de transferéncia;
RMSE, raiz quadrada média do erro; Dados, atividade da L-asparaginase para diferentes
valores de concentracao de glicose e asparagina, valores de pH, tempo de residéncia e tempo
de fermentacao; dados de teste e treinamento: 20% e 80% dos dados, respectivamente.

3.4.3 Estratégias de otimizacao para extracao de L-asparaginase e adicao

de nutrientes

Nesta etapa, Os ensaios experimentais foram realizados considerando os melhores

resultados obtidos em etapas anteriores de otimizacdo de meio nutritivo e condi¢des operaci-
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onais. A Tabela 11 mostra as oito diferentes estratégias utilizadas na operacdao dos MRICs com
4 reatores (E;-Eg) com a retirada parcial do produto e a adicao de uma nova solucao nutritiva
ocorrendo apo6s os tempos de ciclos (TC) de 24 e 48 horas de operacao. A cada ciclo, o MRICs
trabalha com a retirada do produto e a adi¢do de nutrientes ocorrendo de forma intermitente
através da troca de valvulas que regulam o abastecimento da bomba com uma vazao que
garante tempo de residéncia. Durante um ciclo de operacao em tempo fixo (TC fixo), a adicao

de novos nutrientes (I) e a retirada de enzimas (W) sao realizadas sequencialmente.

Tabela 11 - Oito estratégias diferentes para operacdo de multiplos reatores com células imo-
bilizadas (MRICs) utilizando quatro reatores (o niimero ideal de reatores foi sele-
cionado previamente).

Reatores Estratégias
Ey, E, E; E; Es Eg E; Eg
R; NW W W NW W NW NW NW
Ry W NW NW W NW W NW NW
Rs3 NW W NW W NW NW W NW
R4 W NW W NW NW NW NwW W

Notas: W, retirada em ciclo; NW, sem retirada no ciclo; E; -Eg, diferentes estratégias utilizadas
para TC (Tempo entre cada ciclo de fermentacao) de 24h e 48h.

3.4.4 Avaliacao de sistemas MRICs sob diferentes condicoes de producao

O novo sistema MRICs foi avaliado com condi¢des otimizadas para Penicillium sp.
LAMAI 505 usando a operacao de longo prazo (24 ciclos com TC correspondendo ao me-
lhor valor obtido na secdo 3.4.2) e com fermentacdes usando diferentes microrganismos
(Aspergillus terreus e Fusarium sp.) Para produzir L-asparaginase e protease. As fermentacoes
realizadas com microrganismos diferentes de Penicillium no sistema MRICs foi avaliado du-
rante 8 ciclos com o mesmo TC usado em operacao de longo prazo de operacao de producao

de L-asparaginase.

3.5 Meétodo analitico de determinacao de L-asparaginase

A atividade enzimica da L-asparaginase foi avaliada em ensaios utilizando hidroxila-
mina como descrito por (DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977). Nestes ensaios, 0,1 mL
de amostra de enzima misturada em 1,5 mL de tampao Tris-HCI (pH 8,6, 20 mM) contendo

L-asparagina (10 mM) e hidroxilamina (100 mM) foi incubada durante 30 minutos.

A reacao foi terminada com a adi¢do de 0,5 mL da solucao de cloreto férrico (10
%) num meio contendo acido tricloroacético (5 %) e acido cloridrico (0,66 M). O meio foi
centrifugado (10000g, Avanti J-26XP Series), em seguida o conteudo de 4cido S-hidroxilico foi

obtido por espectrofotometria (500 nm, espectrofotometro UV-MINI-1240, Shimadzu).
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A atividade enzimadtica foi definida em unidades (U), correspondendo cada unidade a
1 pmol/min de dcido S-hidroxilico produzido e a atividade calculada como mostra a Equacao
3.3. A atividade especifica foi definida em termos de unidades de L-asparaginase por mg de

proteina determinada pelo método de Lowry.

g

U 0 x Volgxt X Fpjluica
( ) Ext Diluicao (3.3)

Volamostra * 0,4 x 0 x Msgiido

Sendo que A representa a atividade em U/g (Unidade por grama de suporte sélido)
calculada pela Equacgdo 3.3, 6 € a leitura de absorbancia a 500 nm, Volg,; é o volume de
extracdo, solugao tween 80 (1 %), Fpjjuicao € 0 fator de dilui¢ao das amostra que foram
analisadas, Vol g,05:rq € 0 volume da amostra inserida na reagdo de andlise de L-asparaginase,

0 representa o tempo de incubacao e o mgg;;4, € @ massa de suporte sélido utilizada na FES.

3.6 Resultados

3.6.1 Otimizacao da producao de L-asparaginase no MRIC

A Figura 19 e a Tabela 12 mostram os resultados experimentais e os resultados obtidos
pelo RNA com 10 neur6nios na camada oculta. Pode-se observar que o modelo de RNA
representa satisfatoriamente a FES utilizando o MRIC com suporte sélido inerte de espuma
de poliuretano, com erros menores que 1,82% e coeficientes de correlacao maiores que 0,96

(treinamento e teste R?, respectivamente, 0,98 e 0,96).

O modelo de RNA obtido pela modelagem dos dados apresentados na Tabela 12 foi
otimizado pelo método GA, obtendo-se os resultados de concentragdo de L-asparagina, 9,83
(g/L), concentracao de glicose, 2,05 (g/L), pH, 5,20, tempo de residéncia, 34,52 (min), tempo
de fermentacao, 45,07 (h) e atividade da L-asparaginase, 7.61 U/g (36,10 U/mg de proteina),

com erro inferior a 3,2%.

A producao de L-asparaginase obtida a partir do MRIC é promissora quando compa-
rada a outras FES de autores que utilizam outros suportes s6lidos para produzir a mesma
enzima. Mohan Kumar e Manonmani (2013) e colaboradores usando Cladosporium sp. em
FES de farelo de trigo encontraram atividade de 10,82 U/mg de proteina em condic¢des otimi-
zadas em 96h, Meghavarnam e Janakiraman (2017) em FES com Fusarium culmorum (ASP-87)

encontraram atividade de 1,3 U/g na biomassa de arroz.
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Tabela 12 — Resultados da FES usando MRIC na producao de L-asparaginase

Asparagina Glicose pH TR TF L-asparaginase (U/g)  Erro

Testes (g/L) (g/L) (min) (h) Observado Calculado (%)
1 5,0 4,0 6,0 12,3 48,0 4,65 4,64 0,2
2 13,0 4,0 6,0 12,3 24,0 1,46 1,47 0,6
3 5,0 8,0 6,0 12,3 24,0 2,61 2,62 0,4
4 13,0 8,0 6,0 12,3 48,0 3,68 2,68 0,1
5 5,0 4,0 8,0 12,3 24,0 1,08 1,09 0,9
6 13,0 4,0 8,0 12,3 48,0 2,56 2,57 0,4
7 5,0 8,0 8,0 12,3 48,0 2,48 2,51 1,2
8 13,0 8,0 8,0 12,3 24,0 1,15 1,15 0,1
9 5,0 4,0 6,0 5,3 24,0 0,73 0,74 14
10 13,0 4,0 6,0 5,3 48,0 2,05 2,06 0,5
11 5,0 8,0 6,0 5,3 48,0 1,93 1,94 0,5
12 13,0 8,0 6,0 5,3 24,0 0,78 0,78 0,1
13 5,0 4,0 8,0 5,3 48,0 1,56 1,57 0,3
14 13,0 4,0 8,0 53 24,0 1,36 1,36 0,1
15 5,0 8,0 8,0 5,3 24,0 1,55 1,55 0,1
16 13,0 8,0 8,0 53 48,0 2,10 2,11 0,2
17 1,0 6,0 7,0 7,4 36,0 3,71 3,72 0,3
18 17,0 6,0 7,0 7,4 36,0 2,69 2,70 0,5
19 9,0 2,0 7,0 7,4 36,0 2,51 2,52 0,3
20 9,0 10,0 7,0 7,4 36,0 3,73 3,67 0,8
21 9,0 6,0 5,0 7,4 36,0 3,18 3,18 0,1
22 9,0 6,0 9,0 7,4 36,0 1,63 1,64 0,3
23 9,0 6,0 7,0 36,9 36,0 3,74 3,77 0,6
24 9,0 6,0 7,0 4,1 36,0 1,64 1,65 0,4
25 9,0 6,0 7,0 7,4 12,0 2,73 2,73 0,1
26 9,0 6,0 7,0 7,4 60,0 2,31 2,32 0,2
27 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0 3,02 3,01 0,2
28 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0 3,07 3,04 0,5
29 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0 3,15 3,15 0,1
30 0,0 4,0 6,0 12,3 24,0 0,53 0,60 3,2
31 0,0 8,0 6,0 12,3 24,0 1,26 1,20 1,5
32 0,0 4,0 6,0 5,3 24,0 0,30 0,30 0,1
33 0,0 8,0 6,0 5,3 24,0 0,96 0,97 0,9
34 0,0 4,0 6,0 12,3 48,0 1,36 1,36 0,1
35 0,0 8,0 6,0 12,3 48,0 1,80 1,80 0,1
36 0,0 4,0 6,0 5,3 48,0 0,97 0,96 0,9
37 0,0 8,0 6,0 53 48,0 1,03 1,04 1,1

Nota: Os dados para teste e treinamento da RNA correspondem a 20% e 80% dos dados,
respectivamente. Todas as fermenta¢oes foram realizadas a temperatura de 25 °C + 1.
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Figura 19 — Ajuste da RNA obtido para a producao de L-asparaginase em FES usando MRIC.
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Nota: O RMSE calculado pelo modelo de RNA no ajuste dos dados experimentais foi de 0,088
e a temperatura de fermentacdo utilizada foi de 25 °C + 1.

A Figura 20 ilustra a influéncia da temperatura na FES usando MRIC em condi¢oes
otimizadas. Pode-se observar que a temperatura de 40 °C + 1 (8,02 U/g) aumentou a producao
de L-asparaginase em 5,3% em relacdo MRIC otimizado. A literatura apresenta diversos
trabalhos de FES com Penicillium sp. sob condicoes de temperatura operacional entre 30 °C e
55 °C (£ 1). Doriya e Kumar (2018) produtores de L-asparaginase de Aspergillus tubingensis

pela FES usaram a temperatura otimizada de 35 °C + 1.

Figura 20 — Influéncia da temperatura em FES com suporte s6lido de espuma de poliuretano
usando novo biorreator com reciclagem de solucao nutritiva.
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A composicdo do meio nutritivo utilizado para otimiza¢do do niimero de reatores do

sistema MRICs é apresentada na Tabela 13.

Tabela 13 — Meio nutritivo e condi¢des operacionais utilizadas para otimizacdao do niimero de
reatores em MRICs.

TF L-asparagina Glicose CC TR Solucao L-asparaginase
(h) (g/L) (g/L) (esporos/mL) (min) mineral® U/g
48,0 8,3 2,6 10° 4,5 Sim 8,02

Nota: * NaNOs, 2,0; K;HPOy, 1,0, MgS0Oy, 0,5; KCI, 0,5; FeSOy, 0,01; CC, concentragao
celular; TR, tempo de residéncia.

3.6.2 Otimizacao do ntimero de reatores do sistema MRICs e descrigao da

producao de L-asparaginase com MRICs otimizado

A Figura 21 mostra os resultados da producao de L-asparaginase usando um sistema
MRICs considerando de dois a cinco reatores, com extracao do produto ocorrendo apds
48 h. As condicoes Otimas para o rendimento da L-asparaginase foram obtidas utilizando
quatro reatores em série, que corresponderam a uma atividade enzimética média de 6,4 U/g
(atividade especifica de 29,45 U/mg de proteina). Com base nesses resultados, o uso de quatro

reatores em MRICs foi selecionado para experimentos subsequentes.

Figura 21 — Atividade da L-asparaginase em multiplos reatores com células imobilizadas
(MRICs) submetidos a reciclagem do meio nutriente por 48 h.
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Nota: A, B, C e D representam o sistema com MRICs consistindo de 2, 3, 4 e 5 reatores,
respectivamente; R; a Rs sdo os reatores de reciclagem dos nutrientes. Os pontos representam
valores médios de atividade enzimatica da L-asparaginase/reator em sistemas MRICs.
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A Tabela 14 e a Figura 22 mostram os resultados da atividade da L-asparaginase
obtidos usando um modelo de RNA com sete neurdnios na camada oculta (melhor RNA

selecionada para descrever a MRICs com quatro reatores).

O modelo RNA prevé de forma satisfatoria o FES usando os MRICs com um coeficiente
de determinacdo (R?) superior a 0,85 (Figura 22) e uma taxa de erro inferior a 2,4% (Tabela
14). Embora o sistema MRICs com quatro reatores seja um sistema complexo, o modelo
RNA foi capaz de descrever a atividade da L-asparaginase com diferentes entradas de pH,
tempo de fermentacdo (TF), tempo de residéncia (TR), concentracdo de L-asparagina (ASN)
e concentracao de glicose (Glic). Uma boa descricao do sistema por RNA é importante para
encontrar condi¢des otimizadas. De acordo com os resultados da Tabela 14, os maiores
valores de atividade ndo correspondem as maiores concentracoes de glicose e L-asparagina. A
atividade 6tima de L-asparaginase de 4,5 U/g ocorreu em experimentos realizados com pH de
6,0 e concentracoes de glicose e L-asparagina menores que 7,0 g/L e 10,0 g/L, respectivamente,

como pode ser observado nos experimentos 1 e 23.
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3.6.3 Otimizacao da producao de L-asparaginase

A Tabela 15 resume os melhores valores de ASN, Glic, TR, TF e pH para o rendimento
maximo de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMI 505 usando trés critérios diferentes para
otimizacao da RNA com GA: rendimento médio de L-asparaginase de quatro reatores em
MRIC (AvgRea, Tabela 15, item 1), rendimento de L-asparaginase no reator com o maior valor
de atividade de L-asparaginase (HiOne, Tabela 15, linha 2) e rendimento de L-asparaginase

no reator com a atividade mais baixa (ImpLow, Tabela 15, linha 3).

Também sdao apresentados na Tabela 15 os resultados da validacao experimental
obtidos usando as condicoes 6timas previstas pelo modelo RNA combinado com um GA
(RNA-GA) para os trés critérios. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15,
os valores estimados obtidos com RNA-GA estao em boa concordancia com os resultados
experimentais, com erros menores que 1,83%; os trés critérios de otimizacao (AvgRea, HiOne

e ImpLow) correspondem a condi¢des semelhantes.

Uma comparacao entre os resultados das condi¢oes otimizadas descritas na Tabela
15 e os resultados apresentados na Tabela 14 mostra que as condi¢des otimizadas resultam
em 1,70 a 2,11 vezes mais atividade. A compara¢do também mostra que o consumo de
L-asparagina e glicose pode ser reduzido em até 4,17 e 1,33 vezes, respectivamente (ver
Experimento 1 na Tabela 14). Duas razdes possiveis para a menor necessidade de glicose e L-
asparagina sdo 1) o efeito de inibi¢do associado aos produtos cataboélicos do metabolismo da
glicose e L-asparagina e 2) a necessidade de equilibrio entre as fontes de carbono e nitrogénio.
Os melhores resultados foram obtidos com o critério AvgRea; assim, as condi¢des obtidas

usando AvgRea foram escolhidas para as etapas subsequentes.

Tabela 15 - Producdo otimizada de L-asparaginase em fermentacao em estado s6lido (FES)
usando sistemas de reatores multiplos com células imobilizadas (MRICs).

ASN Glic pH TR TF TD L-asparaginase (U/g)

(g/L) (g/L) (min) (h) R; R, R, R, 5
1 1,2 3,0 51 33,5 48,3 g 9,55’50,02 8,35,??,02 8,75’70,06 9,2;20,()5 03
2 1,1 29 52 335 481 g 9'4;30’03 8’35,20'01 8’75,6?’05 9»1; 10,05 1,8
5 12 26 52 305 476 183 9,45,2,01 8,25,{),03 8,65’6(5),04 9,15’10,05 03

Nota: Notas: um erro relativo maximo; 1 — AvgRea, producdao média de um sistema com MRICs;
2 — HiOne, melhor desempenho do reator em MRICs com a maior producao; 3 — ImpLow,
melhor desempenho do reator em MRICs com a atividade mais baixa; ASN, concentragdo
de L-asparagina (g/L); Glic, concentracdo de glicose (g/L); valor de pH (pH); TR, tempo
de residéncia; TE tempo de fermentacao; TD, tipo de dados; C, critérios adotados; E e S,
resultados experimentais e simulados, respectivamente.
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3.6.4 Selecao das estratégias de producao de L-asparaginase em FES con-

tinua com MRICs

A Figura 23 mostra os rendimentos de L-asparaginase em 16 condi¢des experimentais
correspondentes a oito estratégias diferentes avaliadas para 24h (TC de 24h, Figura 23.a) e
48h (TC de 48h, Figura 23.b).

Figura 23 — Produgdo de L-asparaginase em sistemas MRICs com diferentes formas de extra-

¢do do produto.
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Notas: E; — Eg representam os tipos de extracoes parciais de produtos com adicao de solugdes
nutritivas; TC - Tempo entre ciclos; AvgRea, producao média de um sistema com MRICs.
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Embora o modelo de rede neural artificial associado ao modelo de otimizacao de
algoritmo genético (RNA-GA) tenha previsto as maiores atividades para um tempo de fer-
mentacdo TF de 48h operando em processo batelada (9,5 U/g), as maiores atividades da
L-asparaginase foram observadas para as estratégias E; a E4 no tempo de ciclo de extragdao TC

de 24h em processo de fermenta¢do continua com rendimento de 11,7 U/g de L-asparaginase.

As menores atividades de L-asparaginase foram observadas para as estratégias Eg
a Eg com TC de 24h e 48h, considerando que, nestas estratégias a retirada de produto foi
realizada em apenas um reator por ciclo de extracao de produto, aumentando o tempo de
fermentacao e o uso dos suportes inertes de PU com células imobilizadas provocando queda

de rendimento na producdo de L-asparaginase.

Além disso, o modelo de RNA-GA descreve que a maior atividade de L-asparaginase
em processo de FES batelada foi a TF de 48h, consistente com os resultados observados nas
estratégia E3 a TC de 24h (Figura 23), e as altas atividades para TC de 24h observadas nas
estratégias E; a E3 sdo consistentes com o fato de que o a retirada parcial do produto influéncia
no sistema MRICs considerando a producdo de L-asparaginase, aumentando o rendimento de
L-asparaginase no processo continuo de producdo. Com base nesses resultados, a estratégia

E; foi selecionada para experimentos posteriores de FES continua.

3.6.5 Producao de L-asparaginase fingica em FES ao longo de varios ciclos

A Figura 24 mostra o comportamento ciclico dos MRICs na producao de L-asparaginase
e protease. Na Figura 24.a, os rendimentos de L-asparaginase e protease por Penicillium sp.

LAMAI 505, Aspergillus terreus e Fusarium sp. sao dados.

Monitorar o sistema MRICs para diferentes microrganismos e produtos ao longo de
varios ciclos de utilizacdo é importante para avaliar a estabilidade do sistema e a possibilidade
de operacdo em outros processos com outros produtos ou microrganismos. Em relacdo
a atividade da L-asparaginase, pode-se observar que, embora o potencial dos MRICs em
produzir L-asparaginase tenha sido avaliado e otimizado para Penicillium sp. LAMAI 505,
os resultados podem ser aplicados diretamente a outros microrganismos produtores de L-
asparaginase (Aspergillus terreus e Fusarium sp.). Conforme mostrado na Figura 24.b, espera-
se que o MRICs, na auséncia de contaminacao, seja capaz de produzir L-asparaginase a
longo prazo com uma atividade enzimatica média de 13,7 U/g, o que representa 2,94 vezes a

producdo em um Sistema MRICs sem condi¢des otimizadas.

Além disso, a Figura 24.b mostra que o aumento da produc¢do nos primeiros quatro
ciclos (Regiao AC) com um aumento no rendimento de 1,44 vezes em comparacao com as
condi¢oes otimizadas mostradas na Tabela 15. O sistema MRICs pode ser usado com outros
produtos como a protease ( Figura 24.c). Isso é importante porque permite a aplicagao do

sistema MRICs a diferentes microrganismos com outros produtos.



78 Capitulo 3. Reator mult-fase com imobilizagdo celular

Figura 24 — Producdo de L-asparaginase por fungos em sistemas de fermentacao em estado
sélido (FES) com MRICs otimizados (24 h por ciclo).
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Nota: TC, tempo entre ciclos; AC, Ciclos de adaptacdo; CA, Ciclos atingem atividade; 1-8,
ciclos de operacao.

3.7 Discussao

O projeto de novos biorreatores para fermentacao em estado sélido tem sido ampla-
mente discutido para melhorar a producao de biomoléculas para diversos usos, incluindo
a producao de alimentos, produtos farmacéuticos, biocombustiveis, entre outros (ARORA;
RANI; GHOSH, 2018). Embora muitas alternativas para o projeto do reator tenham sido
propostas nos ultimos anos, hd uma pesquisa limitada focada em novos reatores para pro-
duzir moléculas complexas de fungos, e nenhum artigo descreve um novo para produzir

L-asparaginase.
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Os melhores resultados encontrados aqui para MRICs trabalhando em uma execuc¢ao
simples, 9,52 U/g ou 45 U/mg de proteina (Tabela 15), sdo promissores quando comparados
com reatores convencionais para produzir L-asparaginase. Kumar, Innasimuthu e Marmur
(2014) encontraram atividade especifica de 10,82 U/mg de proteina em condicdes otimiza-
das, usando Cladosporium sp. no FES de farelo de trigo ao longo de 96 h. Meghavarnam e
Janakiraman (2017) obtiveram uma atividade de 1,25 U/g para FES da biomassa de arroz
usando Fusarium culmorum. Usando Aspergillus tubingenis, Doriya e Kumar (2018) produziu

L-asparaginase em FES com um substrato misto, obtendo uma atividade de 20,6 U/g.

Biomoléculas produzidas por fungos do género Penicillium tém potencial em dife-
rentes aplicacdes incluindo antibiéticos, L-asparaginase e uma ampla gama de metabdlitos
secunddrios com valores terapéuticos como fungisporina, roquefortinas, sorbicilinoides, etc.
(GUZMAN-CHAVEZ et al., 2018). Em rela¢do a L-asparaginase, algumas espécies de Penicil-
lium tém se mostrado uma fonte de enzimas tteis na industria alimenticia e com potencial
para uso clinico (ABDELRAZEK et al., 2019).

Em relacdo a producao de L-asparaginase por Penicillium sp. LAMAI 505, o MRICs
utilizado neste trabalho foi capaz de atingir valores de atividade mais elevados ao operar
em ciclos do que os observados como resultado da melhor adaptacao das células ao meio
sélido ao longo dos ciclos (Figura 24.b). A atividade da L-asparaginase obtida de Penicillium
sp.foide 13,7 U/g (63,04 U/mg de proteina), o que é promissor quando comparado com a
L-asparaginase produzida por Penicillium sp. (purificado e ndo purificado) descrito na litera-
tura. PATRO e GUPTA (2012) obteve 14,0 U/mg de proteina na purificacdo de L-asparaginase
de Penicillium sp. (ELSHAFEI et al., 2012) produziu L-asparaginase de Penicillium brevi-
compactum por fermentacdo submersa e encontrou um atividade de 3,8 U/mg de proteina.
(SHRIVASTAVA et al., 2012)] encontraram 13,7 U/mg de proteina na L-asparaginase bruta pro-
duzida por Penicillium digitatum em fermentacao submersa. Shafei et al. (2015) encontraram

750 U/mg de proteina no fermentagao submersa de Penicillium cyclopium.

O uso bem-sucedido de MRICs para fermentacdo com outros fungos também foi
observado. Em relacdo a protease, observou-se atividade superior a 200 U/gds independente
do fungo utilizado. Novelli, Barros e Fleuri (2016) obteve 155 U/g de protease com Aspergillus
oryzae usando diferentes substratos. Meena et al. (2013), produziu protease de Pseudomonas

aeruginosas em FES e obteve 582,25 U/g.

Em relacao a atividade de L-asparaginase, o Fusarium sp. mesmo em condi¢cdes nao
otimizadas, foi possivel obter em FES e MRICs com 4 reatores um rendimento de de 14,36
U/g de L-asparaginase, o que estd de acordo com os resultados observados na literatura,
considerando L-asparaginase de Fusarium. Meghavarnam e Janakiraman (2017) produziu L-
asparaginase de Fusarium culmorum por FES e encontrou uma atividade de 1,25 U/g. Kumar,
Innasimuthu e Marmur (2014) produziram L-asparaginase de Fusarium sp. em fermentacgao

submersa e encontraram uma atividade de 1,10 U/g. BB e R (2011) relataram um 8,51 U/g de
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extrato bruto usando farinha de soja em FES por Fusarium equiseti. Tippani (2012) produziu

L-asparaginase de Fusarium oxysporum por fermentacdo submersa e encontrou 3,60 U/g.

3.8 Conclusao

O reator mult-fase com células imobilizadas (MRIC) e o sistema reatores em série
(MRICs) foram desenvolvidos para a produgdo continua de L-asparaginase por Penicillium
sp. LAMAI 505 em fermentacao em estado solido (FES), obtendo um rendimento méaximo
de L-asparaginase de 13,7 U/g de suporte sé6lido. Além disso, o sistema MRICs provou ser
util para a produgdo de L-asparaginase e outros produtos enzimdéticos como a protease
usando diferentes microrganismos (Aspergillus sp. e Fusarium sp.). A producao continua de

L-asparaginase em FES indica uma grande potencial para o sistema MRICs.
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4 Reator modular com tecnologia polimé-
rica (MRPT)

A tecnologia dos materiais poliméricos ja é utilizada na construcao e operacgao de
reatores bioldgicos e vem ganhando interesse no projeto de novos biorreatores devido ao seu
baixo custo de implementacgdo, propriedades mecéanicas, fisico-quimicas e versatilidade de
uso em condicoes estéreis. No entanto, o desenvolvimento de processos continuos e aumento
de escala para reatores biolégicos com materiais poliméricos destinados a fermentacao em
estado sdlido (FES) tém sido grandes desafios. No presente trabalho foi desenvolvido um
novo reator modular com tecnologia polimérica (MRPT) para a producdo de L-asparaginase
de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES batelada e continua. O reator MRPT obteve resultados
satisfatdrios e alcancou um rendimento de L-asparaginase em FES batelada e continua de
19,36 U/g e 6,78 U/g.h, respectivamente, otimizando as varidveis concentracao de glicose,
concentracao de asparagina, valores de ph, tempo de residéncia e tempo de fermentacao,
além das dimensoes caracteristicas do reator como diametro, comprimento e volume de
liquido nutritivo. O reator biolégico MRPT foi otimizado em processo de fermentagdo batelada
e avaliado em operacdo continua a 25 °C £1° em condic¢des 6timas de 5,27 g/L de L-asparagina,
5,34 g/L de glicose e pH de 6,03. Além disso, demonstramos que o MRPT é capaz de atingir o
rendimento de L-asparaginase para operacdo continua de FES (mais de 1000 h).

4.1 Introducao

Os materiais poliméricos desempenham um papel fundamental em aplicacdes comer-
ciais, industriais e de pesquisa como embalagens, téxteis, automotivo, eletronico, biomédico
e usos bioquimicos (LI et al., 2021; SHARMA et al., 2020; LIU et al., 2020; CHAKRABORTY;
BISWAS, 2020; SAADATT; HASANZADEH; SEIDI, 2021; CARAVACA et al., 2019; AKINDOYO et
al., 2016; LEE et al., 2020). Os materiais poliméricos estdo disponiveis para diferentes escalas
de biorreatores, incluindo reatores de membrana extrativa, leitos preenchidos com transpor-
tadores inertes, reatores fluidizados com materiais pldsticos como meio fluidizado, reatores
plasticos descartéaveis para produtos terapéuticos (PEYRTON; AVEROUS, 2021; HU et al., 2011;
DENG et al., 2020).

A espuma de poliuretano (PU) representa um material facilmente sintetizado usado
para biorreator como uma matriz polimérica devido a possibilidade de reter a alta densidade
de microrganismos desejados, incluindo propriedades quimicas inertes e caracteristicas
de versatilidade estrutural (BANOS et al., 2009). Uma versao particular de reatores de PU
sdo biorreatores de leito fixo usados na producao de diferentes compostos, incluindo agen-
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tes terapéuticos, tratamento de residuos e aplicacées biomédicas como 6rgaos artificiais
(ASADPOUR et al., 2018).

Entre os agentes terapéuticos, as enzimas microbianas representam um exemplo de
sucesso do uso de biorreatores, incluindo aqui a producao de enzimas anticancer que inibem
o crescimento do tumor por meio da reducao do nivel plasmético de aminodcidos, como
asparagina, lisina e metionina (POKROVSKY et al., 2019). A L-asparaginase (EC 3.5.1.1) é um
exemplo de uma enzima cujo potencial hidrolitico tem sido usado como um agente anticancer
para leucemia e também usado na industria de alimentos como um agente anti-acrilamida
(EVLI et al., 2021).

A producdo de L-asparaginase de fungos tem sido usada como um agente anti-
acrilamida e investigada contra células cancerosas, e pode ser produzida em quantidades
significativas (FAZELI; ALIMADADI; NASR, 2021). A demanda por grande quantidade de
produtos alimenticios e farmacéuticos tornou a tecnologia de fermentacdo em estado so6-
lido (FES) um método de producao alternativo a fermentacao submersa (FS) para produtos
de L-asparaginase(KHALIL et al., 2021; CUNHA et al., 2021). Além disso, hd também uma
popularidade crescente de FES para ser usado como tecnologia de producdo de enzima,
as aplicacoes das quais podem incluir processo de fermentacdao em batelada, processo de

fermentacdo com reciclagem de nutrientes e processo continuo FES (CASTRO et al., 2021).

No entanto, existem biorreatores associados ao uso de suportes poliméricos em di-
ferentes dreas, incluindo a produc¢do enzimética em FES. Nenhum trabalho na literatura
refere-se a construgdo de reatores com tecnologia polimérica e fermentacao continua em FES.
No presente trabalho, um novo reator modular com tecnologia polimérica (MRPT) com capa-
cidade de produzir L-asparaginase em FES batelada e processo FES continuo foi proposto e
otimizado. A principal contribuicdo deste trabalho pode ser considerada o preenchimento
de uma lacuna na literatura que descreve um processo continuo para fermentacao em es-
tado solido considerando o uso de tecnologia polimérica e a capacidade de ser utilizada em

diferentes escalas de processo.

4.2 Microrganismo

Amostras do fungo Penicillium sp. O LAMAI 505 do Centro de Recursos Microbianos
do Instituto de Biotecnologia da UNESP (CRM - UNESP) foi utilizado para produzir a L-
asparaginase. O fungo selecionado foi inoculados em meio nutritivo contendo 2,0 g / L de
NaNOs, 1,0 g/ Lde KoHPOy4, 0,5 g / L de MgSO4, 0,5g / Lde KCl, 0,01 g/ L de FeSO4 €20,0 g
/ L de glicose e incubados a 30 ° C observando o periodo de crescimento de 48h (150 rpm,
GEHAKA-A0-370) (VIEIRA et al., 2020). Em seguida, as células centrifugadas colhidas do meio
de fermentacao foram ressuspensas em novos meios para produzir 10% esporos/mL, onde

a concentracao ajustada foi obtida usando uma curva de calibracao ajustada que forneceu
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uma correlacdo direta entre os valores de absorbancia em 530 nm e a concentragdo de fungos
(ABERKANE et al., 2002; ESPINEL-INGROFF; KERKERING, 1991).

4.3 MRPT

A Figura 25 mostra a imagem da unidade experimental de producdo de L-asparaginase
e o reator modular com tecnologia polimérica (MRPT) proposto. A unidade experimental
apresenta controle de temperatura e unidade em um sistema fechado, diminuindo os riscos
de contaminacao do sistema (Figura 25.a). O reator MRPT foi construido com tubos plésticos
do tipo PVC, tubos de inox nas entradas e saidas e tubos flexiveis de plastico no sistema de
reciclo de meio nutritivo (Figura 25.b.c). A Figura 25.d mostra em destaque a espuma de

poliuretano apds um processo de fermentacao.

Figura 25 — Imagens da unidade experimental de producao de L-asparaginase em fermenta-
¢do em estado solido

Depois da
Fermentacao

Nota: Unidade experimental referente ao reator modular com tecnologia polimérica (MRPT)

A estrutura do reator de PVC (policloreto de vinil) tem formato semi cilindrico que
comporta uma matriz polimérica de espuma de poliuretano (regidao de crescimento e imobili-
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