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Resumo

A enzima L-asparaginase é de fundamental importância na produção de medicamentos

usados no tratamento de canceres e doenças hematopoéticas, além disso é muito útil na

indústria alimentícia 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 fermentação em estado sólido (FES) ganha mais atenção, juntamente ao desenvolvimento

de novos biorreatores de FES capazes de produzir L-asparaginase fúngica por longos perío-

dos de operação. Devido à importância da enzima L-asparaginase e a escassez de trabalhos

descrevendo novos biorreatores de FES na produção contínua de L-asparaginase fúngica,

dois novos biorreatores de FES capazes de produzir L-asparaginase continuamente foram

investigados: o reator mult-fase com imobilização celular (MRIC) e reator modular com

tecnologia polimérica (MRPT). Referente ao MRIC, o reator foi otimizado considerando as

variáveis temperatura, pH e concentrações de glicose e L-asparagina, tempo de residência

e tempo de fermentação usando uma modelo de rede neural artificial (RNA) associado ao

modelo de algoritmo genético (GA), sendo proposto em seguida um sistema de múltiplos

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 número de reatores associados, composição de nutrientes, tempo de

residência, reciclagem de nutrientes e ciclos de extração usando RNA e GA. O modelo de RNA

foi satisfatório (R²> 0,85 com erro menor que 2,4 %) e os MRICs tiveram bom desempenho

quando comparados à literatura. A máxima atividade da L-asparaginase alcançada foi de 13,7

U/g em condições otimizadas que incluíram um tempo de residência de 33,5 min, pH de

5,1 e concentrações de L-asparagina e glicose de 1,2 e 3,0 g/L, respectivamente. Além disso,

demonstramos que os MRICs são eficazes com outros fungos e podem ser usados para outros

produtos derivados de microrganismos. Referente ao MRPT foi desenvolvido um novo reator

para a produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 capaz de operar em processo

batelada e continuo por longos períodos de operação. Os dados obtidos no reator MRPT

foram ajustados e otimizados com RNA e o método de evolução diferencial (DE) obtendo

um rendimento de L-asparaginase de 19,36 U/g e 6,78 U/g.h em condições otimizadas de

operação contínua 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

operação por longos períodos (mais de 1000 h). Os resultados indicam que a produção de

L-asparaginase por FES usando os dois novos biorreatores é satisfatório quando comparado

com a produção encontrada na literatura, o que sugere que os novos reatores são capazes de

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



Palavras-chave: L-asparaginase, fermentação em estado sólido, 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 (R²>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

a residence 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 Introdução

A L-asparaginase (L-asparagina amido-hidrolase EC 3.5.1.1) é uma enzima de desta-

que, pois se caracteriza como peça chave em aplicações farmacêuticas e alimentares (CUNHA

et al., 2018; SHIROMIZU et al., 2018; LYNGGAARD et al., 2021). Esta enzima pertencente ao

grupo amidase, que catalisa a hidrólise do amino ácido L -asparagina a L -aspártico e amo-

níaco (GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2012; NORONKOSKI et al., 1997; BRIGITHA; PIETERS;

van der Sluis, 2021).

Atualmente, a L-asparaginase é amplamente utilizada como agente terapêutico para o

tratamento da leucemia linfocítica aguda (LLA) (principalmente em crianças e adolescentes),

doença de Hodgkin, leucemia mielocítica aguda, leucemia linfocítica crônica, 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 aplicações significativas

na indústria de alimentos para reduzir a formação de acrilamidas cancerígenas na batata frita

(QESHMI et al., 2018; ABEDI; POURMOHAMMADI; SAYADI, 2022; CHI et al., 2021).

As L-asparaginases são encontradas em plantas, animais e microrganismos, sendo

que a fonte mais importante de L-asparaginase são os microrganismos (BRUMANO et al.,

2019). Embora atualmente a maior parte da produção comercial de L-asparaginase é rea-

lizada usando Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi em fermentação submersa (FS), a

L-asparaginase de fonte de fungos ganhou muita atenção por ser considerada uma enzima se-

gura devido à sua estabilidade, alta produtividade e fáceis condições culturais (CACHUMBA et

al., 2016; SHAKAMBARI; ASHOKKUMAR; VARALAKSHMI, 2019; CUNHA et al., 2019; FREITAS

et al., 2021).

Diante das ótimas características apresentadas pela L-asparaginase fúngica, do in-

teresse no aumento da produção de L-asparaginase por fungos e a alta demanda de L-

asparaginase comercial, há necessidade de novas técnicas de produção 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-

mentação em estado sólido (FES), ganhou muito interesse nos últimos anos e emergiu como

um processo econômico e alternativo para a produção de enzimas, utilizando resíduos agríco-

las e agroindustriais como substratos que são 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 produção com melhores propriedades fisiológicas, menor volume do reator

e meios de fermentação mais baratos, maior taxa de produção e e facilitação na etapa de

purificação (ACHAPPA, 2019; PARMAR et al., 2019; SOCCOL et al., 2017). A FES é um pro-
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cesso importante na produção de alimentos fermentados e enriquecidos, além de produtos

metabólitos de alto valor, como antibióticos, biopesticidas, aromas, hormônios e enzimas

(LIZARDI-JIMÉNEZ; HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ, 2017). Devido o aumento na produção de

biomoléculas em FES, há importantes insumos de pesquisa, eventualmente ajudando nas

melhores estratégias de projeto, operação e expansão em biorreatores relacionados ao pro-

cesso de FES (ALLAN; De Bank; ELLIS, 2019; ARORA; RANI; GHOSH, 2018; KRISHANIA et al.,

2017).

Apesar dos avanços relacionados ao desenvolvimento de biorreatores utilizados em

processo de FES, o maior obstáculo à industrialização do processo FES é a falta de soluções

simples, eficientes e facilmente escaláveis dos biorreatores, resolvendo com êxito o acúmulo

de calor, a heterogeneidade (calor e massa) e ao mesmo tempo operar com a máxima es-

terilidade em regime de batelada ou continuamente (FUJITA et al., 2000). No entanto, nos

últimos anos, houve relatos de poucos sistemas de biorreatores que superaram esses desafios

pelo menos parcialmente para uma aplicação específica na produção de L-asparaginase

fúngica, ainda existe um vasto escopo de aprimoramento para abordar e um amplo espectro

de aplicações biotecnológicas (SPIER et al., 2011).

1.1 Justi�cativa

Dois aspecto de destaque no desenvolvimento de biorreatores de FES para a produ-

ção de L-asparaginase fúngica e pouco explorado na literatura a possibilidade de operação

continua por longos períodos e o uso de materiais poliméricos de baixo custo, o que justifica

a construção deste trabalho. Neste contexto o uso tecnologia polimérica na construção de

novos reatores biológicos é promissora pois os polímeros pode ser moldados a baixas tem-

peraturas, tem a capacidade de reter células, facilidade manipulação e uso, além do baixo

custo. Portanto, o presente trabalho é proposto, avaliado e otimizado de dois novos biorreato-

res usando material polimérico na construção e aplicação visando a produção contínua de

L-asparaginase.

1.2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi produzir L-asparaginase fúngica em fermentação

em estado sólido (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 biológicos para FES foram propostos e construídos utilizando materi-

ais poliméricos buscando o maior rendimento de L-asparaginase, o reator mult-fase com

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

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

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

valores de pH, temperatura, tempo de residência, tempo de fermentação, vazão de

reciclo de nutrientes e vazão de produto;

• Avaliar a influência dos ciclos de fermentação batelada no rendimento de L-asparaginase

em cada reator;

• Obter os modelo experimentais usando redes neurais artificiais (RNA);

• Obter as condições otimizadas para cada reator biológico usado os modelos de otimi-

zação de algoritmo genético (GA) e evolução diferencial (DE) aplicados ao modelo de

RNA obtido;

• Validar experimentalmente os valores ótimos de L-asparaginase obtidos pelos modelos

RNA associados as variáveis otimizadas;

• Estudar as condições otimizadas de produção de L-asparaginase em processo de FES

contínuo.
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2 Revisão bibliográ�ca

2.1 Fungos

Os fungos certamente desempenham um papel substancial como fontes de novos

produtos farmacêuticos, alimentares, têxteis, agroquímicos, 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 orgânica e com uma estimativa de mais de 1 milhão

de espécies diferentes, os fungos representam um reino extremamente diverso morfológica,

fisiologicamente e ecologicamente (CHROUMPI; MÄKELÄ; VRIES, 2020; WÖSTEN, 2019). O

reino dos fungos é composto de organismos eucarióticos 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, são distinguidos por um micélio

composto de hifas septadas, ou filamentos ramificados que são divididos em seções distintas

(TROIANO; ORSAT; DUMONT, 2020), como mostra o esquema na Figura 1. Além disso, os

fungos filamentosos são caracterizados por uma alta capacidade de produção de enzimas

extracelulares e ácidos orgânicos, dentre outros produtos importantes comercialmente, como

ilustra a Tabela 1.

Figura 1 – Representação dos fungos filamentosos

Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2020)
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Tabela 1 – Exemplos de fungos usados na produção enzimática e pequenas moléculas

Produtos Formulários Hospedeiro Referência

L-asparaginase Medicamento e industria
de alimentos

Penicillium sp. (VIEIRA et al.,
2020)

Amilase Fabricação de pão e produ-
ção de xarope de glicose

Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae

(KHVEDELIDZE
et al., 2017)

Protease Alimentos, sabão em pó,
couro, farmacêuticos

Aspergillus oryzae,
A. niger

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

Pectinase Limpeza de sucos e vinho Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae

(LI et al., 2020)

Celulase Amaciante de roupas Trichoderma viride (LAN et al., 2013)

Colagenase Segmentos médico, farma-
cêutico, alimentício, cosmé-
tico, têxtil e couros

Penicillium auran-
tiogriseum

(WANDERLEY et
al., 2017)

L-glutaminase Importante enzima tera-
pêutica e alimentar

Aspergillus oryzae (BINOD et al.,
2017)

Penicilina Antibiótico, principalmente
bactérias Gram-positivas

Penicillium chryso-
genum

(DAYALAN;
DARWIN; PRA-
KASH, 2011)

Cefalosporina Antibiótico de amplo espec-
tro

Acremonium chry-
sogenum

(HU; ZHU, 2016)

Lovastatina Tratamento da hipercoles-
terolemia

Aspergillus terreus (SABERI et al.,
2020)

Ácido cítrico Alimentos, bebidas, cosmé-
ticos, sabão em pó

Aspergillus niger (ABOYEJI et al.,
2020)

Ácido glucônico Alimentos, produtos farma-
cêuticos e higiênicos

Aspergillus niger (LU et al., 2015)

Ácido itacônico Composto vinílico versátil Aspergillus terreus (SANO et al.,
2019)

Ácido micofenó-
lico

Uso farmacêuticos Penicillium brevi-
compactum

(PATEL et al.,
2018)

Biossurfactante Alimentos, produtos farma-
cêuticos e higiênicos

Aspergillus fumi-
gatus

(COSTA et al.,
2018)

Fonte: Adaptado de Wösten (2019)
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A enorme capacidade de secreção dos fungos já é utilizada pela indústria há décadas

para produzir ácidos orgânicos, drogas de pequenas moléculas e proteínas homólogas e

heterólogas. Essa qualidade tem sido explorada pela humanidade há milênios e está crescendo

em importância, pois o modo filamentoso de crescimento permite a colonização eficaz de

substratos e fornece uma grande proporção entre superfície e volume, facilitando a absorção

de nutrientes(CHROUMPI; MÄKELÄ; VRIES, 2020).

Na indústria a investigação dos processos celulares envolvidos na produção de enzi-

mas, bem como a otimização de misturas de enzimas para maior eficiência de hidrólise, têm

fornecido alvos eficazes para a engenharia de fungos. Recentemente, o desenvolvimento de

sistemas eficientes de fungos abre a possibilidade de grandes avanços e destaca as lacunas

de pesquisa nesta área, como por exemplo a produção da enzima L-asparaginase usando

Penicillium sp. LAMAI 505 em fermentação em estado sólido, fonte importante na produção

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

2.1.1 Penicillium

Penicillium é do gênero 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 várias aplicações ambientais,

biotecnológicas e industrias (YADAV et al., 2018).

Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming produzida pelo fungo fila-

mentoso Penicillium notatum, o gênero Penicillium vem sendo profundamente estudado por

sua capacidade de produzir uma ampla gama de produtos naturais, muitos deles com aplica-

ções biotecnológicas e farmacêuticas (ASHTEKAR et al., 2021). Neste contexto, o Penicillium

sp. LAMAI 505 (Figura 2) foi utilizado como fonte capaz de produzir L-asparaginase, produto

enzimático de grande importância comercial no setor industrial e terapêutico.

Figura 2 – Cultivo de Penicillium sp. LAMAI 505

Fonte: Autor.
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2.1.2 Fusarium

Fusarium é um gênero de fungos da classe Sordariomycetes (Subfilo Ascomycota), em

geral agrupando espécies que formam filamentos e produzem manchas brancas em subs-

tratos. A reprodução com esporos facilmente reconhecíveis ao microscópio pela sua forma

de meia-lua ou de canoa. A maioria das espécies são saprófitos amplamente distribuídos no

solo, constituindo membros relativamente abundantes do microbiota do solo das regiões

temperadas e subtropicais. Estes fungos capazes de sobreviver na água e solo alimentando-se

de materiais em decomposição (K. NAKAHAMA, A. IMADA, 1973). Além disso, os fungos

filamentosos são muito usados na produção enzimática, em destaque neste caso o Fusarium

sp. utilizado neste trabalho na produção 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 a imagem de microscópio.

Figura 3 – Exemplo do gênero Fusarium

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

2.1.3 Aspergillus

O género Aspergillus pertence ao filo Ascomycota, ao reino Fungi, à ordem Eurotiales e

à família Thichonomacea. Os pertencentes ao género Aspergillus caracterizam-se por serem

organismos filamentosos. Na fase anamórficas, ou seja, assexuadas, a reprodução é realizada

através de esporos assexuais, chamados conídios. Este gênero é considerado bastante diverso,

sendo constituído por 344 espécies tendo um grande impacto econômico e também social.

As espécies pertencentes a este gênero podem-se encontrar em todo o mundo e em diversos

habitats (CUNHA et al., 2021).

Muitas espécies de Aspergillus sp. são utilizadas na biotecnologia para a produção

de vários metabolitos tais como antibióticos, ácidos orgânicos, enzimas, medicamentos, ou

como fermentadores na indústria alimentar. Em destaque a enzima L-asparaginase peça
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chave na indústria farmacêutica e alimentícia (SHARMA; MISHRA, 2021; EKPENYONG et al.,

2021). A Figura 4 mostra um exemplo de Aspergillus sp. e a imagem de microscópio.

Figura 4 – Exemplo do gênero Aspergillus

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

2.2 L-asparaginase

A L-asparaginase (L-asparagina amido-hidrolase, EC 3.5.1.1) é a enzima responsável

pela hidrólise do grupo amida da cadeia do aminoácido L-asparagina, resultando como

produtos da reação o ácido aspártico e amônia, reação ilustrada de forma genérica na Figura

5 (WLODARCZYK et al., 2019). Portanto, a atuação especifica da enzima L-asparaginase é

peça chave no tratamento de câncer, como por exemplo a leucemia linfoblástica 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 – Conversão de L-asparagina em L-aspártico e amônia

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 vários tipos de L-asparaginase que

diferem em sua localização (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 disponível comercialmente para uso farmacêutico é

de origem bacteriana: Eschericha coli e Erwinia carotovora são as principais produtoras da

enzima L-asparaginase (GOSWAMI; VEERANKI; MISHRA, 2019; BELÉN et al., 2019). Nestes

casos, a L-asparaginase bacteriana é produzida por fermentação 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 Referência

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

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

Os principais medicamentos existentes no mercado são Elspar r, Crasnitin r e

Kidrolase r (de origem de E. coli) e Erwinase r (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 carcinogênico. Tam-

bém identificou que enzimas provenientes de diferentes fontes tem diferentes capacidades de

inibição de crescimento de tumores. Deduziu-se, então, que essa alta capacidade de inibição

tumoral tem como base 3 fatores: a alta afinidade da enzima pela L-asparagina, demonstrada

pelo baixo valor da constante de Michaelis-Menten; a L-asparaginase continua altamente

ativa mesmo após sua retirada do sangue; a L-asparaginase apresenta alta afinidade pelo

substrato, baixa imunogenicidade e alta estabilidade (BELÉN 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).

A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é um tipo de câncer que se desenvolve nas células

linfoides da medula. Esses tipos de células dão origem aos linfócitos, um dos principais tipos

de glóbulos brancos que ajudam a defender o organismo. Os dois subtipos principais de LLA,

são categorizados em LLA de células B e LLA de células T. Este é o tipo mais comum de câncer

em crianças, representa aproximadamente 25 % dos diagnósticos de câncer em crianças

menores de 15 anos (EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016). A Figura 6 ilustra a manifestação da

leucemia no corpo de adolescentes e crianças.

Figura 6 – Representação esquemática da LLA no plasma sanguíneo de crianças e adolescen-
tes.

Nota: A1 - representa o individuo normal, A2 - representa o individuo com LLA; onde os
números 1,2,3,4 e 5 são respectivamente, glóbulos vermelhos, plaquetas, glóbulos brancos
granulócitos, glóbulos brancos agranulócitos e o plasma sanguíneo.

Fonte: Adaptado de Egler, Ahuja e Matloub (2016).
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O tratamento da LLA passa pela prática da quimioterapia com L-asparaginase. Esta

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

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

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

linfoproliferativos e linfomas, e outros cânceres e doenças infamatórias (EGLER; AHUJA;

MATLOUB, 2016; VEMURI et al., 2017; HEO; SYED; KEAM, 2019).

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

(ASHOK et al., 2019). O modo de ação da L-Asparaginase é o esgotamento do grupo circulante

de L-asparagina e a inibição resultante da síntese proteica (CHEOK et al., 2009). A taxa de

sobrevivência global depende da idade, estágio da doença e do estado de desempenho da

enzima. A importância da L-Asparaginase como agente antitumoral despertou a atenção dos

pesquisadores, levando à busca de novas formas de produção dessa enzima (BRUMANO et

al., 2019).

A limitação do uso da L-asparaginase de Escherichia coli é o desenvolvimento de

hipersensibilidade, a qual alcança desde reações alérgicas leves a choque anafilático (MOOLA

et al., 1994). A hipersensibilidade está associada com a produção de anticorpos a droga,

podendo reduzir a atividade da L-asparaginase, causando o aumento do aminoácido L-

asparagina e o possível desenvolvimento de resistência a esse medicamento (EGLER; AHUJA;

MATLOUB, 2016).

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

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

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

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

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

tentativa de reduzir os casos de hipersensibilidade (CACHUMBA et al., 2016).

A produção de L-asparaginase fúngica torna-se importante, devido aos casos recor-

rentes de hipersensibilidade e reações adversas nos pacientes medicados com L-asparaginase

de origem bacteriana. Além disso, o uso de fungos na produção de L-asparaginase destaca-se

pela capacidade de produção no ambiente extracelular, fácil extração e processamento a

jusante (BATOOL et al., 2016). Portanto, Uma ótima alternativa para atender a grande des-

manda de L-asparaginase no mercado é o uso de novas fontes microbianas na produção

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 Aplicação da L-asparaginase na industria de alimentos

A L-asparagina é um aminoácido abundante em alguns vegetais como por exemplo

na batata, muito utilizada na indústria de alimentos, representando mais de 50 % de todo o

teor de aminoácidos livres (BETHKE; BUSSAN, 2013). Este aminoácido é importante para o

crescimento da planta, e também é reagente chave para a formação de acrilamida (KORN-

BRUST et al., 2009). O mecanismo de formação da acrilamida nesses alimentos envolve a

reação de alguns aminoácidos livres com açúcares redutores sob altas temperaturas, sendo a

L-asparagina o aminoácido de maior importância. Zyzak et al. (2003) detectaram que a cadeia

amida presente na acrilamida provém da L-asparagina.

A enzima L-asparaginase passou a ser mais utilizada no decorrer do tempo. Hoje pode

ser utilizada em diferentes setores como exemplo a indústria de alimentos, onde atua na con-

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

produzida na fritura da batata (SINGH; KUSHWAH, 2018). O uso da enzima L-asparaginase

antes do processamento do alimento reduz os níveis de L-asparagina na massa dos produtos.

Logo, a reação de Maillard de caramelização que produz a acrilamida é inibida de maneira

específica.

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

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

ocupam o maior espaço do mercado (MUNIR et al., 2019; SARMIENTO; PERALTA; BLAMEY,

2015). As empresas Novozymesr e Daniscor lideram o mercado mundial de enzimas com

45 % e 17 % do total de vendas, respectivamente, seguidas pelas empresas DSMr e BASFr

com 5 % e 4 % do mercado (MIGUEL et al., 2013). As L-asparaginases fúngicas usadas na

indústria de alimentos são consideradas GRAS (geralmente reconhecidas como seguras) e

são obtidas de A. oryzae e A. niger. Comercialmente, as preparações PreventASer (DSM)

e Acrylawayr (Novozymes) estão atualmente disponíveis para a redução da acrilamida na

indústria de alimentos. O PreventASe foi obtido por Aspergillus niger, apresentando um pH

ótimo entre 4 e 5 e uma temperatura ideal de 50 ◦C. O PreventASer reduz a formação de

acrilamida em aplicações de alto pH (até 9), como chips de milho, biscoitos e bolachas (XU;

ORUNA-CONCHA; ELMORE, 2016).

2.3 Produção enzimática por processos fermentativos

Atualmente grande parte da L-asparaginase comercial é produzida em processo de

fermentação submersa (FS), o crescimento de microrganismos ocorre em meio líquido com

nutrientes necessários para o melhor cultivo dos microrganismos. Isso envolve um cuidado

especial com os microrganismos em um reator fechado contendo meio de fermentação e

uma alta concentração de oxigênio (ARORA; RANI; GHOSH, 2018). Entretanto, a fermentação

estado sólido (FES) vem ganhando espaço nos últimos anos e emergiu como um processo
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econômico e alternativo para a produção de enzimas. O uso de resíduos agrícolas, 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 produção de

L-asparaginase (Tabela 3).

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

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

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

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

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

(KUMAR; INNASIMUTHU; MARMUR, 2014). Esses substratos atuam tanto como suporte

físico como fonte de nutrientes e influenciam a produção de enzimas.
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A FES envolve o crescimento de microrganismos em partículas sólidas úmidas, em

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

de fermentação, padronização de produtos e conhecimento limitado sobre a fisiologia e

morfologia dos microrganismos (DORIYA et al., 2016).

A FES pode ser definida como um processo fermentativo realizado sobre um meio

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

ganismos, com uma quantidade de água suficiente para garantir o crescimento microbiano

e as atividades metabólicas das células, sem exceder a capacidade de retenção de água do

substrato sólido. Este processo natural pode ser utilizado em aplicações industriais para

produzir o produto desejado, operando sob condições 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 próprias partículas como fonte de nutrientes aos

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

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

industrial pela FES é a possibilidade da utilização de resíduos sólidos como matriz porosa,

agregando valor a estes rejeitos e minimizando problemas ambientais devido a descartes

inadequados (LOPEZ-RAMIREZ et al., 2018).

Na FES, fungos crescem e desenvolvem suas atividades metabólicas com grande

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

tais como rejeitos orgânicos e árvores. A espuma de poliuretano é uma ótima alternativa,

pois delimita fisicamente as células na região de atuação catalítica com possibilidade de

aplicação do suporte em processos de operação contínua e descontinua. Além disso melhora

a transferências de massa e de calor, melhorando assim o crescimento e desempenho dos

fungos nas fermentações sólidas (KUMAR; INNASIMUTHU; MARMUR, 2014).

Além disso, este tipo de fermentação se assemelha ao habitat natural de microrganis-

mos e está bem adaptado ao metabolismo de fungos. Existem vários fatores importantes que

têm um enorme impacto no sucesso do FES. Esses fatores incluem pH, temperatura, aeração,
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atividade de água e umidade, origem do substrato sólido e tamanho e forma das partículas.

Entre vários fatores críticos, a umidade e a origem do substrato sólido são os fatores mais

importantes que afetam os processos FES. A seleção da umidade depende do microrganismo

empregado e da origem do substrato. Os fungos precisam de baixa umidade entre 40 e 60 %,

no entanto, a seleção do substrato depende de vários fatores, principalmente relacionados à

disponibilidade e custo (SINGHANIA et al., 2009).

Substratos sólidos, principalmente resíduos ou subprodutos agrícolas, estão sendo uti-

lizados como substratos para a produção de L-asparaginase fúngica (ARORA; RANI; GHOSH,

2018; DIAS et al., 2016). Esses substratos atuam como suporte físico e fonte de nutrientes

para a produção de enzimas. Portanto, para a produção comercial da enzima, a seleção de

um substrato apropriado é uma etapa importante (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017).

2.4 Biorreatores destinados a FES

Os biorreatores são muito utilizados nas Engenharias Química e Bioquímica para

alcançar melhores resultados na produção de diferentes produtos, A inovação dos biorreatores

é muito recorrente nos trabalhos científicos. Em particular, os métodos de engenharia são

aplicados aos desafios relacionados aos sistemas de aumento de escala que surgem em

diferentes graus para cada tipo de biorreator (ARORA; RANI; GHOSH, 2018).

Abordagens de caracterização e compreensão fundamental estão bem desenvolvidas

para biorreatores comuns em sistemas de agitação e seu impacto em escala baseado na

compreensão fundamental da dinâmica de fluidos é particularmente bem desenvolvido para

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

O uso de biorreatores na produção de compostos derivados de células estão disponí-

veis para qualquer requisito de cultura. A variedade é particularmente útil para modelar dife-

rentes cultivos celulares, que muitas vezes requerem complexidades tais como alimentação

intermitente, reciclo de meio nutritivo, fabricação específica de produto, baixa concentração

de oxigênio. Além disso, a maioria dos processos celulares requerem que os biorreatores

sejam feitos sob medida para melhor otimização (ÁVILA et al., 2019; MITCHELL et al., 2006).

As principais categorias de biorreatores incluem tanques agitados, camas fixas e

embaladas, plataformas de balanço e sistemas de fibra oca. Essas categorias diferem-se de

forma geometria e no tipo de agitação de fluidos, que incluem a agitação por um impulsor

ou uma varinha de pêndulo, um fluxo de mídia de balanço 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

semelhanças dos sistemas e das operações do processo, diferenciando os grupos quanto as

formas que são misturados e arejados. O primeiro grupo são os biorreatores de leito estático

(não são misturados e a circulação de ar não e forçada) (MITCHELL et al., 2006; ARORA; RANI;

GHOSH, 2018). A Figura 7 mostra um exemplo do primeiro grupo de birreatores, o biorreator

leito estático do tipo bandeja. As bandejas geralmente são de madeira, metal ou plástico, com

ou sem perfurações, 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 área de superfície (número de bandejas). Nesse tipo de

biorreator tem-se a possibilidade de uso de diferentes substratos-suportes para a produção de

enzimas (Tabela 4). A discussão tem sido nas alturas do leito operacional, natureza química e

teor de umidade inicial do suporte do substrato e seu efeito na produtividade (ARORA; RANI;

GHOSH, 2018).

Figura 7 – Exemplos esquemáticos de biorreatores usados em fermentação estado sólido

Fonte: Adaptado de Robinson e Nigam (2003).

No segundo grupo de classificação o leito é estático e não misturado, porém a cir-

culação de ar no leito é forçada. Um exemplo desse tipo de biorreator está apresentado na

Figura 8, o biorreator do tipo leito empacotado. A característica de um biorreator do tipo

leito empacotado é a aeração forçada através de leito estático que auxilia na reposição de

O2 e umidade e mitiga o acúmulo de calor e CO2. O biorreator do tipo leito empacotado

são geralmente empregados onde a mistura é indesejável ou deletéria para o crescimento

microbiano. A construção geralmente consiste em um tubo ou tambor cilíndrico de vidro
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ou metal, que aloja o substrato e as paredes do cilindro ou tambor podem ser encamisadas.

A aeração forçada 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 características do biorreator do tipo tambor rotativo, utilizado

no processo em fermentação estado sólido. Os biorreatores nesta categoria compreendem agi-

tação suave e aeração forçada para aumentar a transferência de calor e massa e o crescimento

microbiano. A mistura aumenta o transporte convectivo, pois aumenta a área de superfície

do substrato exposto ao ar úmido. A atividade biológica, transferência de calor e massa e

produtividade do processo em biorreator de tambor rotativo e outros sistemas agitados de

forma intermitente ou contínua representam desafios neste processos (NORATIQAH et al.,

2013; ARORA; RANI; GHOSH, 2018).

Figura 8 – Biorreator estático do tipo leito empacotado.

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 três

subsistemas, ou seja, a parede do tambor, o espaço superior e o substrato. O ar é tipicamente

soprado através do espaço superior acima de um leito de partículas de substrato e o biorre-

ator pode ser girado de forma intermitente ou contínua. A mistura do leito de substrato é

geralmente facilitada pela ação de rotação 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.

Fonte: Adaptado de Robinson e Nigam (2003).

Figura 10 – Biorreator do tipo leito fluidizado.

Nota: As caraterísticas do biorreator estão representadas nos números, 1- Entrada de Ar,
2- Filtro de Ar, 3- Tanque de água para umidificação do Ar, 4- Linha de Ar úmido, 5- Base
perfurada para distribuição do Ar no biorreator, 6- Disjuntores de fluxo de Ar, 7- Representação
do fluxo de Ar no biorreator leito fluidizado, 8- Biorreator leito fluidizado, 9- Suporte de cabeça
do biorreator, 10- Saída controlada de Ar e 11- Suporte sólido 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 têm este modo de operação, usando diferentes mecanismos para conseguir a agitação,

são "biorreatores de tambor agitado"e "biorreatores de tambor rotativo", sendo o ultimo

ilustrado na Figura 9.
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Já no quarto grupo de biorreatores o leito é agitado e o ar é circulado de forma

forçada. Este tipo de biorreator normalmente pode ser operado em dois modos: os misturados

continuamente e os misturados intermitentemente. Vários desenhos cumprem esses critérios,

como por exemplo o biorreator do tipo leito fluidizado a gás sólido representado na Figura 10,

com tambor mecânico e vários outros biorreatores agitados.

Os biorreatores são equipamentos caros e difíceis de serem construídos, pois apresen-

tam um número maior de variáveis que devem ser controladas, como por exemplo a aeração,

a contaminação, a distribuição de umidade e de temperatura no suporte sólido. As caracterís-

ticas construtivas dos biorreatores para FES devem prevenir a entrada de microrganismos

contaminantes, além de evitar a emissão de microrganismos, produtos e substrato para o

ambiente. Também devem promover aeração eficiente, manter a uniformidade e integridade

do substrato, facilitar as etapas do processo como preparação do substrato, esterilização,

recuperação 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 imobilização

de células (IC) consiste no confinamento físico das células em uma região definida de espaço,

na qual são mantidas suas atividades catalíticas em processos de operação contínua ou

descontínua possibilitando a reutilização das mesmas. A maioria dos processos fermentativos

industriais convencionais utiliza células livres em suspensão, porém o uso de microrganismos

imobilizados permite um aumento da produtividade devido à elevada concentração de células

(ALESSANDRELLO et al., 2017).

A maior concentração de células microbianas no suporte garante a síntese dos meta-

bólitos e aumenta a eficiência da fermentação. Além disso, facilita a recuperação dos produtos

do metabolismo de interesse na fase de “downstream” e ajuda na manutenção dos fermenta-

dores, uma vez que não apresenta problemas de adesão e obstrução aos eletrodos e tubos

(ALESSANDRELLO et al., 2017; COVIZZI et al., 2007).

A importância industrial da imobilização de células na produção enzimática é princi-

palmente orientada para a aplicação, na medida em que deve haver uma vantagem diferen-

ciadora oferecida por esse biocatalisador sobre as células livres no meio, células inteiras ou

catalisadores químicos. Em processos industriais, a contribuição de custo da imobilização

de células depende dos materiais, da produção, mas também do número de ciclos realizado

pelo biocatalisador com rendimento satisfatório (BASSO; SERBAN, 2019).

2.5 Materiais poliméricos na confecção de suportes e reatores

Como discutido anteriormente, os reatores são peças chave de grande importância no

setor industrial e acadêmico. Um aspecto importante nos reatores, além da forma de operação,

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

de aço o uso de diferentes materiais como cerâmicos, plásticos, fibra e espuma são aplicadas

na confecção de reatores como mostra a Tabela 5.

Tabela 5 – Vantagens e desvantagens de possíveis materiais para construção de reatores

Material Vantagens Desvantagens

Aço carbono Mais barato que o aço inoxidá-
vel, À prova de vazamentos.

Corrosão e contaminação

Aço inoxidável À prova de vazamentos, Boa es-
terilidade, Pode suportar altas
temperaturas e pressão, À prova
de corrosão e Longa vida útil

Muito caro

Cerâmicos Quimicamente estável e Resis-
tente ao desgaste

Frágil e Propenso a choque tér-
mico

Espumas de poliure-
tano

Versátil, Resistentes, Portáteis,
Fácil modelagem, Baixo custo e
Boa durabilidade

Não suporta altas temperaturas

Plásticos Muito portátil e Barato Vazamentos e vida útil curta e
Altas chances de contaminação

Têxtil Portátil, À prova de corrosão,
Boa esterilidade, Pode suportar
altas temperaturas, À prova de
vazamentos, Longa vida útil

Limitações na direção vertical

Vidro borossilicato Transparente, fácil limpeza e
Inerte a produtos químicos

Muito frágil

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

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

fácil manipulação e barato, sendo de grande interesse em processos biológicos, como a

produção de biomoléculas e o tratamento de resíduos (Tabela 6).

Tabela 6 – Aplicações da espuma de poliuretano como matriz de suporte inerte em fermenta-
ções em estado sólido

Aplicação Microrganismo imobilizado Referência

Descoloração de corantes Bacillus subtilis (SHALINI; PYDI, 2019)
Imobilização de lipase Candida antarctica (NYARI et al., 2016)
Produção de tanase Bacillus gottheilii (SUBBALAXMI;

MURTY, 2016)
Produção de celulose Trichoderma Veride (HU et al., 2011)
Lovastatina Aspergillus terreus (BAÑOS et al., 2009)
L-asparaginase Penicillium sp. (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, versáteis e pesquisados no mundo (GAMA; FER-

REIRA; BARROS-TIMMONS, 2018). Esses materiais combinam com durabilidade, resistência

e elasticidade, tornando-se adequada para substituir metais, plásticos e borrachas em vários

produtos de engenharia, biomédicos, têxtil, etc (SOMARATHNA et al., 2018).

2.5.1 Espuma de poliuretano como material de confecção de reatores

As espumas de poliuretano podem ser facilmente adaptadas para obter produtos

específicos, alterando apenas os tipos e quantidades de surfactantes, catalisadores, agentes de

expansão, isocianato e poliol usados em sua fabricação, bem como a extensão da intercalação

e esfoliação entre os enchimentos e matrizes. atenda ao objetivo desejado (KIM et al., 2017).

Especificamente, os poliuretanos encontram ampla aplicação em revestimentos devido às

suas propriedades específicas, como excelente resistência mecânica, tenacidade, boa abrasão,

corrosão e resistência química e flexibilidade a baixas temperaturas.

Além disso, a espuma de poliuretano também pode ser aplicada com suporte para

fermentação em estado sólido, imobilização de células e enzimas, devido a sua resistência

e durabilidade, sua estrutura de poros, a facilidade de controle de poros durante a síntese,

sua área superficial, permeabilidade, facilidade do transporte de massa, espaço para o cres-

cimento de biomassa, baixa toxidade e baixo preço (KARIMI; DROGHETTI; MARCHISIO,

2017).

Do ponto de vista químico, os principais componentes da espuma de poliuretano

são os polióis e isocianatos destaque para os grupos funcionais hidroxila e amida. Esses

dois grupos funcionais formam cadeias e redes estendidas ligadas por ligação de uretano,

que é formada como resultado de reação exotérmica. O PU pode ser sintetizado para obter

propriedades mecânicas. abrangentes para atender aos requisitos de material para aplicações

(VELAYUTHAM et al., 2009).

A estrutura química da PU é apresentada na Figura 11. Em termos de síntese de PU, os

três componentes principais são poliol , isocianato e extensor de corrente . As propriedades

mecânicas e físicas da PU dependem muito dos tipos de polióis e isocianatos que são usados

para síntese (KARIMI; DROGHETTI; MARCHISIO, 2017).

A fabricação da maioria dos produtos de PU é diferente de muitos outros polímeros,

porque geralmente a polimerização no caso da produção de PU é feito no molde, portanto já

gera o produto final ao invés das etapas separadas de polimerização e modelagem. No caso

da etapa de separação , como o polietileno e o polipropeno, são produzidos em locais dife-

rentes e vendidos como grânulos, pós ou filmes, e subsequentemente fabricam os produtos

necessários por aquecimento, modelagem sob pressão e resfriamento, o que resulta quase

completamente dependente das propriedades dos produtos finais comparado ao polímero

original (LEE et al., 2018).
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Na Figura 11 é mostrado um representação esquemática da reação de polimerização

de PU na qual o grupo poliol reage com isocianeto formando a estrutura monomérica que

constitui a espuma de PU. Além da reação de propagação da cadeia polimérica (Figura 11) há

outras reações que ocorrem simultaneamente, como a reação de isocianeto com água que

gera ácido carbônico que se decompõe em amina e dióxido de carbono. O dióxido de carbono

atua como agente de expanção que gera o crescimento da massa polimérica com espaços

vazios (inicialmente preenchidos pelo gás) que caracteriza a porosidade final do produto.

Já amina reage com isocianeto produzindo segmentos rígidos de poliureia que atribuem a

rigidez da PU.

Figura 11 – Estrutura química do poliuretano

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2018)

Elastômeros, espumas e adesivos são os três principais produtos de PU usados, prin-

cipalmente nas indústrias da construção. Os elastômeros podem ser produzidos por reação

de um diisocianato com um diol de alto peso molecular e um diol de baixo peso molecular;

espumas são sintetizados por reacção de diisocianato com um elevado triol de peso mole-

cular e H2O, e os adesivos de PU são formados por reação de um diisocianato em excesso

estequiométrico com uma mistura de dois macrodiols-ona cristalino e um amorfo (ZHANG

et al., 2017).

O poliol de cadeia longa e de baixa funcionalidade produz produtos macios e elasto-

méricos, enquanto o poliol de cadeia curta e alta funcionalidade forma produtos rígidos de

PU reticulados. Além disso, o aromático do diisocianato leva contitue as propriedades mais

rígidas das UPs quando comparado aos poliméros alifáticas (LEMONS; ZHANG, 2020).

Os catalisadores são geralmente adicionados para obter uma taxa de reação controlada
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a uma temperatura mais baixa porque a reação é exotérmica. Produção de PU pode ser

conseguido através de métodos diferentes, tais como a pré-polimerização, de um único passo

de polimerização , e quase pré-polímero (AKINDOYO et al., 2016).

Os aditivos que podem ser incorporados na síntese de PU incluem retardadores de

chama, pigmentos, reticuladores, cargas, agentes de expansão 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 típicas e os motivos de sua inclusão são apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 – Componentes dos poliuretanos e razões para sua inclusão

Aditivos Motivos de uso Referência

Isocianato Responsável pelas propriedades de re-
atividade e cura da PU

(FANG et al., 2014)

Polióis Contribui com segmentos longos fle-
xíveis, que produz polímeros elásticos
macios

(Tibério Cardoso; Claro
Neto; VECCHIA, 2012)

Catalisadores Acelerar a reação entre o isocianato e
os polióis e permitir a reação a uma
temperatura de reação mais baixa

(CHATTOPADHYAY;
RAJU, 2007)

Surfactantes Para produzir materiais PU coloridos,
especialmente para fins estéticos

(SEGURA et al., 2005)

Reticuladores (extenso-
res de corrente)

Para modificação estrutural da molé-
cula de PU e oferecer suporte mecâ-
nico que melhorará as propriedades
do material

(SHEIKHY et al., 2013)

Enchimentos Para minimizar os custos e melhorar
as propriedades do material, como ri-
gidez e resistência à tração

(TAHERI; SAYYAHI,
2016)

Retardadores de cha-
mas

Para reduzir a inflamabilidade do ma-
terial

(PATEL; SHAH; PATEL,
2011)

Retardadores de fu-
maça

Reduzir a taxa de possível geração
de fumaça quando o material é quei-
mado

(ZHANG et al., 2015)

As espumas flexíveis compreendem a grupos de copolímeros em blocos cuja flexibili-

dade é baseada nas separações de fase entre os segmentos mole e duro. Assim, as espumas

de PU podem ser modificadas através do controle deliberado das razões composicionais

individuais que geram alterações na densidade, durabilidade, firmeza, resistividade ao rasgo,

combustibilidade, elasticidade da superfície, etc., onde uma combinação dessas propriedades

pode garantir uma boa flexibilidade no composto de PU. As Animas terciárias e compostos

organometálicos são catalisadores mais utilizados, as aminas regulam a formação de espuma
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e os organometálicos atuam na reação de polimerização (SINGHAL et al., 2014; AKINDOYO et

al., 2016).

2.6 Modelagem e otimização de reatores biológicos por RNA

associadas a métodos de inteligencia de enxame

A RNA é um dos meios usados para implementar algoritmos de aprendizado de

máquina. Na base, as RNAs são desenvolvidas para imitar a estrutura neural biológica dos

cérebros de organismos vivos. O poder das RNAs é a facilidade de aprender o padrão linear ou

não linear e a correlação entre os parâmetros de entrada e saída e, assim, prever o resultado

de um sistema complexo que é muito difícil 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 informações proba-

bilísticas 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

biológicos são as redes do tipo "feedfoword backpropagation", que caracterizadas pelo uso de

camada oculta e funções de transferência do tipo "tansig"e "purelim", como mostra a Figura

12. Com o intuído de melhorar o desempenho, a normalização dos dados de entrada e de

resposta são ajustados no intervalo -1 a 1 usando a Equação 2.1.

Figura 12 – Representação esquemática do modelo de redes neurais artificiais (RNA)

Nota: ASN, Glic, pH, RT e TC são variáveis e R1 a R4 são as respostas

X cod = 2X r eal

xmax −xmi n
− xmi n −xmax

xmax −xmi n
(2.1)
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Sendo que X cod representa os valores reais no intervalo codificado, X r eal é o valor

real adotado para cada variável, xmax e xmi n são o maior e o menor valor de cada variável

respectivamente. A literatura cita diferentes autores que utilizam as RNAs com forma de

modelagem e otimização das variáveis estudas, como é apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 – Exemplos de aplicação do método de modelagem e otimização por redes neurais
artificiais.

Produtos Motivos de uso Referência

Biohidrogênio Otimização da fermentação escura para
produção de biohidrogênio usando uma
abordagem de rede neural artificial híbrida
(RNA) e metodologia de superfície de res-
posta (RSM)

(WANG et al., 2021)

Cream cheese Modelagem de rede neural artificial para
previsão de pH de fermentação de cream
cheese em escala de laboratório e industrial

(EBRAHIMPOUR; YU;
YOUNG, 2021)

Etanol Otimização de parâmetros de processo para
sacarificação bioenzimática e enzimática de
resíduos de arroz quebrado para produção
de etanol usando metodologia de superfície
de resposta e rede neural artificial - algo-
ritmo genético

(MONDAL et al., 2021)

Pululano A produção 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 Otimização dos parâmetros do processo
para melhorar a atividade da quitinase de
Thermomyces sp. usando rede neural artifi-
cial e algoritmo genético

(SURYAWANSHI et al.,
2020)

Exoglucanase Otimização da Produção de Exoglucanase
por Penicillium Roqueforti ATCC 10110 Por
Fermentação em Estado Sólido Usando
uma Mistura de Resíduos Agroindustriais

(da Silva Nunes et al.,
2020)

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

(VIEIRA et al., 2020)

Na obtenção de condições ótimas os modelos que descrevem a produção enzimática

ou do produto de interesse, necessitam ser avaliados no que se refere à obtenção dos valores

das variáveis em relação a resposta ótima ou respostas ótimas de interesse. Estas respostas

ótimas obtidas caracterizam a função objetivo de um problem de otimização. Os problemas

de otimização podem ser descritos matematicamente como mostra a Equação 2.2.
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Fob j = f (x) (2.2)

Sendo que Fob j representa a função objetivo que representa um ponto máximo ou

ótimo descrito no problema de otimização e x e o vetor que representa as variáveis, como o

tempo de fermentação, temperatura, tempo de residência, concentração de meio nutritivo,

vazão, etc. Entre os diferentes métodos de otimização se destacam os métodos de inteligência

de enxame, também conhecidos como métodos populacionais heurísticos que inicia o pro-

cesso de otimização com um conjunto de soluções, denominado população inicial, sendo

que cada indivíduo representa uma solução viável para o problema. Iterativamente ela gera

novos indivíduos e troca a população corrente por uma nova população de soluções. Na fase

de geração, uma nova população de soluções é gerada a partir da população anterior. Na

fase de troca, a seleção acontece considerando a população corrente e a nova população

de soluções. As melhores soluções vão compor a nova população. Este processo continua

iterativamente até que algum critério de parada seja satisfeito.

Entre os diferentes métodos heurísticos de otimização os evolucionários como os

modelos de algoritmo genético (GA) e evolução diferencial (DE) são usados por estudos

de fermentação com uma certa frequência pela sua capacidade de obter ótimo global, não

necessitar de descrição, descrever as condições de modelos complexos e representar satisfa-

toriamente os dados ajustados.

O GA é um tipo clássico de otimização da computação evolutiva e inteligência artificial

computacional que apresenta aplicação em diversas áreas do conhecimento (COLHERINHAS,

2015; LI et al., 2021). O método referencia-se em cromossomos ou indivíduos da população

que se associam em uma solução problema desejada e cada gene está associado a uma

variável desse problema chave. A iteração dos parametros e as sequências de etapas lógicas

levam a população de indivíduos a evolui-se com o passar das gerações até a obtenção de

cromossomos ideais (resposta do problema) (DASH; DAS, 2021; Sales de Menezes et al., 2021).

A Figura 13 mostra o fluxograma esquemático de otimização do modelo GA.

O modelo GA associado a RNA ajustada foi usado, neste trabalho, para otimização da

produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES, obtendo as condições

otimizadas das variáveis concentração de glicose (Glic), concentração de L-asparagina (ASN),

valores de pH, tempos de residência (TR) e tempo entre os ciclos de retirada de produto e

adição de nutriente.
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Figura 13 – Fluxograma esquemático do modelo de otimização de algoritmo genético (GA)

Outro metodo de otimização populacional e o evolução diferencial (DE) que busca

metaheurística baseado em população que otimiza um problema melhorando iterativamente

uma solução candidata com base em um processo evolutivo. Esses algoritmos fazem parte ou

nenhuma suposição sobre o problema de otimização subjacente e podem explorar grandes

espaços de design. DE é indiscutivelmente um dos algoritmos de pesquisa baseada em popu-

lação mais versáteis e estáveis que exibem robustez para multimodais (GEORGIOUDAKIS;

PLEVRIS, 2020).

O DE é usado para funções de valor real multidimensionais, mas não usa o gradiente

do problema que está sendo otimizado, o que significa que DE não exige que o problema de

otimização seja diferenciável, como é exigido por métodos de otimização clássicos, como

descida de gradiente e método newton. O DE pode, portanto, também ser usado em proble-

mas de otimização contínuos (WU; GONG; WANG, 2021). A Figura 14 mostra o fluxograma do

método de evolução diferencial (DE) de formar simplificada.

O DE associado a RNA ajustada foi usado na otimização da produção de L-asparaginase

de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES, obtendo as condições ótimas de operação para o reator.

As condições ótimas foram determinadas considerando DE (evolução diferencial) otimizar

com a população de parâmetros fixos, fatores de crossover e mutação, respectivamente, 300,

0,5 e 0,5.
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Figura 14 – Fluxograma esquemático do método de otimização por evolução diferencial (DE)

Nota: a, representa o critério de para adotado no ciclo de otimização do modelo de evolução
diferencial.
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3 Reator mult-fase com imobilização celular

Neste capítulo, o reator mult-fase com células imobilizadas (MRIC) e o sistema de

múltiplos 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 número de reatores associados ao sistema MRICs, a composição

de nutrientes, tempo de residência para ciclagem de nutrientes, tempo de fermentação,

valores de pH e ciclos de extração de produto foram investigados usando uma modelo de

rede neural artificial (RNA). O modelo de RNA foi satisfatório (R²> 0,85 com erro menor que

2,4 %) e os MRICs tiveram bom desempenho quando comparados à literatura. A operação

cíclica do sistema MRICs pode regenerar células fúngicas de dentro do suporte inerte de

poliuretano, permitindo a produção contínua de L-asparaginase em FES. A atividade máxima

de L-asparaginase alcançada foi de 13,7 U/g em condições otimizadas que incluíram um

tempo de residência de 33,5 min, pH de 5,1 e concentrações de L-asparagina e glicose de

1,2 e 3,0 g/L. Além disso, demonstramos que o sistema MRICs foram eficazes na produção

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

produto como a enzima protease.

3.1 Introdução

A L-asparaginase de fungos já tem sido usada na indústria de alimentos e tem efeitos

positivos contra as células cancerosas, é livre de atividade da glutaminase e da urease e pode

ser produzida em quantidades significativas (ARORA; RANI; GHOSH, 2018). Entre os gêneros

de fungos investigados para a produção de L-asparaginase estão: Aspergillus, Cladosporium,

Eupenicillium, Fusarium, Penicillium são citados com mais frequência na literatura (RAHIMI

et al., 2019).

Na utilização de fungos para a produção de L-asparaginase e outras biomoléculas, a

fermentação em estado sólido (FES) se destaca como um processo importante. O FES pode

ser definido como um processo de fermentação que ocorre no substrato sólido com baixa

necessidade de água ou como fermentação em um material de suporte sólido inerte com

uma solução nutritiva enriquecida (ARORA; RANI; GHOSH, 2018). As vantagens que o FES

apresenta sobre o FS, incluem resistência à contaminação, simplicidade, baixo custo e maior

crescimento e secreção enzimática como resultado do meio sólido 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

sólidos e diferentes particularidades necessárias para atingir as condições de atividade e
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rendimento enzimático ideal (DORIYA et al., 2016). Ainda descreve uma ampla gama de

substratos usados na produção L-asparaginase, incluindo farelo de soja, casca de maracujá,

semente de algodão e farelo de trigo, etc (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017). O uso de

novos reatores de FES batelada para a produção de L-asparaginase é pouco relatado, sendo

que o uso de novos reatores de FES para a produção de L-asparaginase contínua ainda foi

descrito na literatura.

O reator mul-fase com células imobilizadas em suporte inerte de poliuretano foi

proposto e estudado para a produção 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 operação contínua. Até onde sabemos, a produção a

contínua de L-asparaginase em FES com fungos filamentosos não foi relatada na literatura.

3.2 Microrganismo

A Figura 15 mostra esquematicamente a preparação do meio celular usado nas fer-

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

Figura 15 – Representação esquemática do ajuste de concentração de fungo na FES

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: N aNO3, 2,0; K2HPO4, 1,0; M g SO4, 0,5;

KC l , 0,5; FeSO4, 0,01; Sacarose 30,0; e Agar, 20,0. Após o tempo de crescimento as células

fúngicas foram transferidas para um reator cônico agitado (48h, 150 rpm) com 100 mL de

solução nutritiva Czapek. Em todas as FES o substrato foi inoculado com esporos fúngicos

ressuspensos em meio nutritivo com concentrações de células ajustadas para 106 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



3.3. MRIC 61

fermentados foram ressuspensas em novos meios para produzir 106 esporos/mL, onde o

ajuste da concentração foi obtido usando uma curva de calibração ajustada que forneceu

correlação direta entre os valores de absorvância a 530 nm e a concentração de fungos.

3.3 MRIC

A Figura 16 mostra a unidade experimental do reator MRIC (Fig. 16.a), a representação

esquemática do reator e o sistema de reciclo de nutriente, entrada de nutriente e retirada

parcial de produto (Fig. 16.b) e as dimensões características (Fig. 16.c).

Figura 16 – Imagem da unidade experimental, desenho esquemático e caracterização do novo
reator MRIC

Nota: As unidades das regiões SS e RS são gramas (g) e mililitro (mL), respectivamente.

O novo reator MRIC está acoplado ao sistema com válvulas e bombas para garantir a

movimentação da solução de reciclo (RS), ao suporte sólido inerte de espuma de poliuretano

(SS), região gasosa (GE) e saída de gás 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 Fermentações usando o MRIC em FES

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

pH, tempo de residência e de fermentação.



62 Capítulo 3. Reator mult-fase com imobilização celular

Tabela 9 – Produção de L-asparaginase em FES realizados usando o reator MRIC

Ensaios
L-asparagina Glicose pH Tempo de residencia Tempo de fermentação

(g/L) (g/L) (min) (h)

1 5,0 4,0 6,0 12,3 48,0
2 13,0 4,0 6,0 12,3 24,0
3 5,0 8,0 6,0 12,3 24,0
4 13,0 8,0 6,0 12,3 48,0
5 5,0 4,0 8,0 12,3 24,0
6 13,0 4,0 8,0 12,3 48,0
7 5,0 8,0 8,0 12,3 48,0
8 13,0 8,0 8,0 12,3 24,0
9 5,0 4,0 6,0 5,3 24,0

10 13,0 4,0 6,0 5,3 48,0
11 5,0 8,0 6,0 5,3 48,0
12 13,0 8,0 6,0 5,3 24,0
13 5,0 4,0 8,0 5,3 48,0
14 13,0 4,0 8,0 5,3 24,0
15 5,0 8,0 8,0 5,3 24,0
16 13,0 8,0 8,0 5,3 48,0
17 1,0 6,0 7,0 7,4 36,0
18 17,0 6,0 7,0 7,4 36,0
19 9,0 2,0 7,0 7,4 36,0
20 9,0 10,0 7,0 7,4 36,0
21 9,0 6,0 5,0 7,4 36,0
22 9,0 6,0 9,0 7,4 36,0
23 9,0 6,0 7,0 36,9 36,0
24 9,0 6,0 7,0 4,1 36,0
25 9,0 6,0 7,0 7,4 12,0
26 9,0 6,0 7,0 7,4 60,0
27 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0
28 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0
29 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0
30 0,0 4,0 6,0 12,3 24,0
31 0,0 8,0 6,0 12,3 24,0
32 0,0 4,0 6,0 5,3 24,0
33 0,0 8,0 6,0 5,3 24,0
34 0,0 4,0 6,0 12,3 48,0
35 0,0 8,0 6,0 12,3 48,0
36 0,0 4,0 6,0 5,3 48,0
37 0,0 8,0 6,0 5,3 48,0

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

Nesta etapa de ensaios experimentais foram considerado a ausência de L-asparagina

em algumas condições, buscando avaliar a capacidade o fungo Penicillium sp. LAMAI 505 de

produzir a L-asparaginase sem a presença de L-asparagina no meio de fermentação.
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3.4 Sistema com múltiplos reatores (MRICs)

Processo de fermentação em estado sólido (FES) usando múltiplos reatores com

células imobilizadas (MRICs) com espuma de poliuretano como suporte inerte pode ser

representado esquematicamente na Figura 17.

Figura 17 – Diferentes modos de operação são descritos a seguir: a) reciclagem de nutrientes,
b) retirada intermitente de produto e c) adição intermitente de nutrientes.

Nota: O suporte inerte usando foi a espuma de poliuretano comercial em cúbico (dentro de
0,5 mm da borda, densidade 20 kg/m³, diâmetro de poro médio 281,89 µm).
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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 peristáltica (Masterflex L/S, modelo 7519-

20), controle de temperatura e válvulas para operação no reciclado (Figura 17.a), modos de

retirada de produto (Fig. 17.b) e de adição de nutrientes (Fig. 17.c).

3.4.1 Otimização do número de reatores no sistema MRICs

O número de reatores utilizados no sistema MRICs foi selecionado comparando-se os

resultados obtidos em estudos com números variáveis de reatores (dois até cinco reatores)

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

3.4.2 Otimização das condições operacionais e composição de nutrientes

em MRICs

O modelo RNA foi usado para otimizar a atividade da L-asparaginase em um sistema

MRICs com um número fixo de reatores (obtido conforme descrito na seção 3.4.1). Uma

RNA de retro-propagação 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 condições diferentes refletindo variações no nível de

pH (pH), tempo de residência (TR), tempo de fermentação (TF) e concentração de glicose e

L-asparagina, (Glic e ASN, respectivamente). Os intervalos experimentais para as variáveis

são apresentados na Tabela 14. Durante o ajuste do modelo de RNA, o número de neurônios

ocultos foi avaliado usando a raiz quadrada do erro médio (RMSE, Equação 3.1 e o coeficiente

de determinação (R², Equação 3.2) como segue :

RMSE =
(

1

n

n∑
i=1

(Y calc
i −Y exp

i )2

) 1
2

(3.1)

R2 = 1−
∑n

i=1(Y calc
i −Y exp

i )2∑n
i=1(Y calc

i −Ym)2
(3.2)

Nas Equações 3.1 e 3.2, Y calc representa o valor de atividade calculado pelo modelo

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

experimentais.
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Tabela 10 – Variáveis e intervalo experimental usados para estudar a fermentação da L-
asparaginase em um sistema de múltiplos reatores com células imobilizadas
(MRICs).

Testes
Asparagina Glicose pH TR TF

(g/L) (g/L) (min) (h)

1 5,0 4,0 6,0 12,3 48,0
2 13,0 4,0 6,0 12,3 24,0
3 5,0 8,0 6,0 12,3 24,0
4 13,0 8,0 6,0 12,3 48,0
5 5,0 4,0 8,0 12,3 24,0
6 13,0 4,0 8,0 12,3 48,0
7 5,0 8,0 8,0 12,3 48,0
8 13,0 8,0 8,0 12,3 24,0
9 5,0 4,0 6,0 5,3 24,0

10 13,0 4,0 6,0 5,3 48,0
11 5,0 8,0 6,0 5,3 48,0
12 13,0 8,0 6,0 5,3 24,0
13 5,0 4,0 8,0 5,3 48,0
14 13,0 4,0 8,0 5,3 24,0
15 5,0 8,0 8,0 5,3 24,0
16 13,0 8,0 8,0 5,3 48,0
17 1,0 6,0 7,0 7,4 36,0
18 17,0 6,0 7,0 7,4 36,0
19 9,0 2,0 7,0 7,4 36,0
20 9,0 10,0 7,0 7,4 36,0
21 9,0 6,0 5,0 7,4 36,0
22 9,0 6,0 9,0 7,4 36,0
23 9,0 6,0 7,0 36,9 36,0
24 9,0 6,0 7,0 4,1 36,0
25 9,0 6,0 7,0 7,4 12,0
26 9,0 6,0 7,0 7,4 60,0
27 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0
28 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0
29 9,0 6,0 7,0 7,4 36,0

Nota: TF, tempo de fermentação; pH valores; TR, tempo de residência, Glic, concentração
de glicose; ASN, concentração de L-asparagina. Todas as fermentações nesta etapa foram
realizadas na temperatura de 25°C ± 1°C.

A otimização das condições experimentais de TF, 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 necessárias para obter o número oculto de neurônios no modelo

de RNA e otimizar as condições operacionais de produção de L-asparaginase usando FES. Na

etapa de modelagem, a otimização do número de neurônios na camada oculta foi realizada

usando um conjunto de dados para treinamento e outro para validação. Em relação à etapa

de otimização, as condições operacionais e a composição nutricional foram obtidas com a
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máxima atividade da L-asparaginase como função objetivo.

Figura 18 – Fluxograma utilizado na modelagem e otimização de sistemas de fermentação
em estado sólido (FES) com suporte sólido inerte constituído de poliuretano.

Notas: k = valor máximo dos testes (k = 50); RNA, estágio de modelagem de rede neural
artificial; GA, etapa de aplicação do método do algoritmo genético; TF, função de transferência;
RMSE, raiz quadrada média do erro; Dados, atividade da L-asparaginase para diferentes
valores de concentração de glicose e asparagina, valores de pH, tempo de residência e tempo
de fermentação; dados de teste e treinamento: 20% e 80% dos dados, respectivamente.

3.4.3 Estratégias de otimização para extração de L-asparaginase e adição

de nutrientes

Nesta etapa, Os ensaios experimentais foram realizados considerando os melhores

resultados obtidos em etapas anteriores de otimização de meio nutritivo e condições operaci-
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onais. A Tabela 11 mostra as oito diferentes estratégias utilizadas na operação dos MRICs com

4 reatores (E1-E8) com a retirada parcial do produto e a adição de uma nova solução nutritiva

ocorrendo após os tempos de ciclos (TC) de 24 e 48 horas de operação. A cada ciclo, o MRICs

trabalha com a retirada do produto e a adição de nutrientes ocorrendo de forma intermitente

através da troca de válvulas que regulam o abastecimento da bomba com uma vazão que

garante tempo de residência. Durante um ciclo de operação em tempo fixo (TC fixo), a adição

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

Tabela 11 – Oito estratégias diferentes para operação de múltiplos reatores com células imo-
bilizadas (MRICs) utilizando quatro reatores (o número ideal de reatores foi sele-
cionado previamente).

Reatores
Estratégias

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8

R1 NW W W NW W NW NW NW
R2 W NW NW W NW W NW NW
R3 NW W NW W NW NW W NW
R4 W NW W NW NW NW NW W

Notas: W, retirada em ciclo; NW, sem retirada no ciclo; E1-E8, diferentes estratégias utilizadas
para TC (Tempo entre cada ciclo de fermentação) de 24h e 48h.

3.4.4 Avaliação de sistemas MRICs sob diferentes condições de produção

O novo sistema MRICs foi avaliado com condições otimizadas para Penicillium sp.

LAMAI 505 usando a operação de longo prazo (24 ciclos com TC correspondendo ao me-

lhor valor obtido na seção 3.4.2) e com fermentações usando diferentes microrganismos

(Aspergillus terreus e Fusarium sp.) Para produzir L-asparaginase e protease. As fermentações

realizadas com microrganismos diferentes de Penicillium no sistema MRICs foi avaliado du-

rante 8 ciclos com o mesmo TC usado em operação de longo prazo de operação de produção

de L-asparaginase.

3.5 Método analítico de determinação de L-asparaginase

A atividade enzímica 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 tampão Tris-HCl (pH 8,6, 20 mM) contendo

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

A reação foi terminada com a adição de 0,5 mL da solução de cloreto férrico (10

%) num meio contendo ácido tricloroacético (5 %) e ácido clorídrico (0,66 M). O meio foi

centrifugado (10000g, Avanti J-26XP Series), em seguida o conteúdo de ácido β-hidroxílico foi

obtido por espectrofotometria (500 nm, espectrofotômetro UV-MINI-1240, Shimadzu).
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A atividade enzimática foi definida em unidades (U), correspondendo cada unidade a

1 µmol/min de ácido β-hidroxílico produzido e a atividade calculada como mostra a Equação

3.3. A atividade específica foi definida em termos de unidades de L-asparaginase por mg de

proteína determinada pelo método de Lowry.

λ

(
U

g

)
= δ×V olE xt ×FDi lui ção

V ol Amostr a ×0,4×θ×mSól i do
(3.3)

Sendo que λ representa a atividade em U/g (Unidade por grama de suporte sólido)

calculada pela Equação 3.3, δ é a leitura de absorbância a 500 nm, VolE xt é o volume de

extração, solução tween 80 (1 %), FDi lui ção é o fator de diluição das amostra que foram

analisadas, VolAmostr a é o volume da amostra inserida na reação de análise de L-asparaginase,

θ representa o tempo de incubação e o mSól i do é a massa de suporte sólido utilizada na FES.

3.6 Resultados

3.6.1 Otimização da produção de L-asparaginase no MRIC

A Figura 19 e a Tabela 12 mostram os resultados experimentais e os resultados obtidos

pelo RNA com 10 neurônios na camada oculta. Pode-se observar que o modelo de RNA

representa satisfatoriamente a FES utilizando o MRIC com suporte sólido inerte de espuma

de poliuretano, com erros menores que 1,82% e coeficientes de correlação maiores que 0,96

(treinamento e teste R², 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 concentração de L-asparagina, 9,83

(g/L), concentração de glicose, 2,05 (g/L), pH, 5,20, tempo de residência, 34,52 (min), tempo

de fermentação, 45,07 (h) e atividade da L-asparaginase, 7.61 U/g (36,10 U/mg de proteína),

com erro inferior a 3,2%.

A produção de L-asparaginase obtida a partir do MRIC é promissora quando compa-

rada a outras FES de autores que utilizam outros suportes sólidos 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 proteína em condições 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 produção de L-asparaginase

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

(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 1.4

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 5,3 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 5,3 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 5,3 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 fermentações foram realizadas a temperatura de 25 °C ± 1.
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Figura 19 – Ajuste da RNA obtido para a produção de L-asparaginase em FES usando MRIC.

Nota: O RMSE calculado pelo modelo de RNA no ajuste dos dados experimentais foi de 0,088
e a temperatura de fermentação utilizada foi de 25 °C ± 1.

A Figura 20 ilustra a influência da temperatura na FES usando MRIC em condições

otimizadas. Pode-se observar que a temperatura de 40 °C ± 1 (8,02 U/g) aumentou a produção

de L-asparaginase em 5,3% em relação MRIC otimizado. A literatura apresenta diversos

trabalhos de FES com Penicillium sp. sob condições 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 – Influência da temperatura em FES com suporte sólido de espuma de poliuretano
usando novo biorreator com reciclagem de solução nutritiva.
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A composição do meio nutritivo utilizado para otimização do número de reatores do

sistema MRICs é apresentada na Tabela 13.

Tabela 13 – Meio nutritivo e condições operacionais utilizadas para otimização do número de
reatores em MRICs.

TF L-asparagina Glicose CC TR Solução L-asparaginase
(h) (g/L) (g/L) (esporos/mL) (min) minerala U/g

48,0 8,3 2,6 106 4,5 Sim 8,02

Nota: a N aNO3, 2,0; K2HPO4, 1,0; M g SO4, 0,5; KC l , 0,5; FeSO4, 0,01; CC, concentração
celular; TR, tempo de residência.

3.6.2 Otimização do número de reatores do sistema MRICs e descrição da

produção de L-asparaginase com MRICs otimizado

A Figura 21 mostra os resultados da produção de L-asparaginase usando um sistema

MRICs considerando de dois a cinco reatores, com extração do produto ocorrendo após

48 h. As condições ótimas para o rendimento da L-asparaginase foram obtidas utilizando

quatro reatores em série, que corresponderam a uma atividade enzimática média de 6,4 U/g

(atividade específica de 29,45 U/mg de proteína). Com base nesses resultados, o uso de quatro

reatores em MRICs foi selecionado para experimentos subsequentes.

Figura 21 – Atividade da L-asparaginase em múltiplos reatores com células imobilizadas
(MRICs) submetidos à reciclagem do meio nutriente por 48 h.

Nota: A, B, C e D representam o sistema com MRICs consistindo de 2, 3, 4 e 5 reatores,
respectivamente; R1 a R5 são os reatores de reciclagem dos nutrientes. Os pontos representam
valores médios de atividade enzimática 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 neurônios na camada oculta (melhor RNA

selecionada para descrever a MRICs com quatro reatores).

O modelo RNA prevê de forma satisfatória o FES usando os MRICs com um coeficiente

de determinação (R²) 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 fermentação (TF), tempo de residência (TR), concentração de L-asparagina (ASN)

e concentração de glicose (Glic). Uma boa descrição do sistema por RNA é importante para

encontrar condições otimizadas. De acordo com os resultados da Tabela 14, os maiores

valores de atividade não correspondem às maiores concentrações de glicose e L-asparagina. A

atividade ótima de L-asparaginase de 4,5 U/g ocorreu em experimentos realizados com pH de

6,0 e concentrações 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 Otimização da produção de L-asparaginase

A Tabela 15 resume os melhores valores de ASN, Glic, TR, TF e pH para o rendimento

máximo de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMI 505 usando três critérios diferentes para

otimização 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 são apresentados na Tabela 15 os resultados da validação experimental

obtidos usando as condições ótimas previstas pelo modelo RNA combinado com um GA

(RNA-GA) para os três critérios. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15,

os valores estimados obtidos com RNA-GA estão em boa concordância com os resultados

experimentais, com erros menores que 1,83%; os três critérios de otimização (AvgRea, HiOne

e ImpLow) correspondem a condições semelhantes.

Uma comparação entre os resultados das condições otimizadas descritas na Tabela

15 e os resultados apresentados na Tabela 14 mostra que as condições otimizadas resultam

em 1,70 a 2,11 vezes mais atividade. A comparação 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 razões possíveis para a menor necessidade de glicose e L-

asparagina são 1) o efeito de inibição associado aos produtos catabólicos do metabolismo da

glicose e L-asparagina e 2) a necessidade de equilíbrio entre as fontes de carbono e nitrogênio.

Os melhores resultados foram obtidos com o critério AvgRea; assim, as condições obtidas

usando AvgRea foram escolhidas para as etapas subsequentes.

Tabela 15 – Produção otimizada de L-asparaginase em fermentação em estado sólido (FES)
usando sistemas de reatores múltiplos com células imobilizadas (MRICs).

C
ASN Glic pH TR TF TD L-asparaginase (U/g)
(g/L) (g/L) (min) (h) R1 R2 R3 R4 E

1 1,2 3,0 5,1 33,5 48,3
E 9,5 ± 0,02 8,3 ± 0,02 8,7 ± 0,06 9,2 ± 0,05

0,3
S 9,5 8,3 8,7 9,2

2 1,1 2,9 5,2 33,5 48,1
E 9,4 ± 0,03 8,3 ± 0,01 8,7 ± 0,05 9,1 ± 0,05

1,8
S 9,3 8,2 8,6 9,1

3 1,2 2,6 5,2 30,5 47,6
E 9,4 ± 0,01 8,2 ± 0,03 8,6 ± 0,04 9,1 ± 0,05

0,3
S 9,4 8,1 8,6 9,1

Nota: Notas: um erro relativo máximo; 1 – AvgRea, produção média de um sistema com MRICs;
2 – HiOne, melhor desempenho do reator em MRICs com a maior produção; 3 – ImpLow,
melhor desempenho do reator em MRICs com a atividade mais baixa; ASN, concentração
de L-asparagina (g/L); Glic, concentração de glicose (g/L); valor de pH (pH); TR, tempo
de residência; TF, tempo de fermentação; TD, tipo de dados; C, critérios adotados; E e S,
resultados experimentais e simulados, respectivamente.
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3.6.4 Seleção das estratégias de produção de L-asparaginase em FES con-

tínua com MRICs

A Figura 23 mostra os rendimentos de L-asparaginase em 16 condições 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 – Produção de L-asparaginase em sistemas MRICs com diferentes formas de extra-
ção do produto.

Notas: E1 – E8 representam os tipos de extrações parciais de produtos com adição de soluções
nutritivas; TC - Tempo entre ciclos; AvgRea, produção média de um sistema com MRICs.
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Embora o modelo de rede neural artificial associado ao modelo de otimização de

algoritmo genético (RNA-GA) tenha previsto as maiores atividades para um tempo de fer-

mentação TF de 48h operando em processo batelada (9,5 U/g), as maiores atividades da

L-asparaginase foram observadas para as estratégias E1 a E4 no tempo de ciclo de extração TC

de 24h em processo de fermentação contínua com rendimento de 11,7 U/g de L-asparaginase.

As menores atividades de L-asparaginase foram observadas para as estratégias E6

a E8 com TC de 24h e 48h, considerando que, nestas estratégias a retirada de produto foi

realizada em apenas um reator por ciclo de extração de produto, aumentando o tempo de

fermentação e o uso dos suportes inertes de PU com células imobilizadas provocando queda

de rendimento na produção 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 E1 a E3 são consistentes com o fato de que o a retirada parcial do produto influência

no sistema MRICs considerando a produção de L-asparaginase, aumentando o rendimento de

L-asparaginase no processo contínuo de produção. Com base nesses resultados, a estratégia

E3 foi selecionada para experimentos posteriores de FES contínua.

3.6.5 Produção de L-asparaginase fúngica em FES ao longo de vários ciclos

A Figura 24 mostra o comportamento cíclico dos MRICs na produção 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. são dados.

Monitorar o sistema MRICs para diferentes microrganismos e produtos ao longo de

vários ciclos de utilização é importante para avaliar a estabilidade do sistema e a possibilidade

de operação em outros processos com outros produtos ou microrganismos. Em relação

à 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 ausência de contaminação, seja capaz de produzir L-asparaginase a

longo prazo com uma atividade enzimática média de 13,7 U/g, o que representa 2,94 vezes a

produção em um Sistema MRICs sem condições otimizadas.

Além disso, a Figura 24.b mostra que o aumento da produção nos primeiros quatro

ciclos (Região AC) com um aumento no rendimento de 1,44 vezes em comparação com as

condições 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 aplicação do

sistema MRICs a diferentes microrganismos com outros produtos.
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Figura 24 – Produção de L-asparaginase por fungos em sistemas de fermentação em estado
sólido (FES) com MRICs otimizados (24 h por ciclo).

Nota: TC, tempo entre ciclos; AC, Ciclos de adaptação; CA, Ciclos atingem atividade; 1-8,
ciclos de operação.

3.7 Discussão

O projeto de novos biorreatores para fermentação em estado sólido tem sido ampla-

mente discutido para melhorar a produção de biomoléculas para diversos usos, incluindo

a produção de alimentos, produtos farmacêuticos, biocombustíveis, entre outros (ARORA;

RANI; GHOSH, 2018). Embora muitas alternativas para o projeto do reator tenham sido

propostas nos últimos anos, há 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 execução

simples, 9,52 U/g ou 45 U/mg de proteína (Tabela 15), são promissores quando comparados

com reatores convencionais para produzir L-asparaginase. Kumar, Innasimuthu e Marmur

(2014) encontraram atividade específica de 10,82 U/mg de proteína em condições 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 gênero Penicillium têm potencial em dife-

rentes aplicações incluindo antibióticos, L-asparaginase e uma ampla gama de metabólitos

secundários com valores terapêuticos como fungisporina, roquefortinas, sorbicilinoides, etc.

(GUZMÁN-CHÁVEZ et al., 2018). Em relação à L-asparaginase, algumas espécies de Penicil-

lium têm se mostrado uma fonte de enzimas úteis na indústria alimentícia e com potencial

para uso clínico (ABDELRAZEK et al., 2019).

Em relação à produção 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 adaptação das células ao meio

sólido ao longo dos ciclos (Figura 24.b). A atividade da L-asparaginase obtida de Penicillium

sp. foi de 13,7 U/g (63,04 U/mg de proteína), o que é promissor quando comparado com a

L-asparaginase produzida por Penicillium sp. (purificado e não purificado) descrito na litera-

tura. PATRO e GUPTA (2012) obteve 14,0 U/mg de proteína na purificação de L-asparaginase

de Penicillium sp. (ELSHAFEI et al., 2012) produziu L-asparaginase de Penicillium brevi-

compactum por fermentação submersa e encontrou um atividade de 3,8 U/mg de proteína.

(SHRIVASTAVA et al., 2012)] encontraram 13,7 U/mg de proteína na L-asparaginase bruta pro-

duzida por Penicillium digitatum em fermentação submersa. Shafei et al. (2015) encontraram

750 U/mg de proteína no fermentação submersa de Penicillium cyclopium.

O uso bem-sucedido de MRICs para fermentação com outros fungos também foi

observado. Em relação à 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 relação à atividade de L-asparaginase, o Fusarium sp. mesmo em condições não

otimizadas, foi possível obter em FES e MRICs com 4 reatores um rendimento de de 14,36

U/g de L-asparaginase, o que está 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 fermentação

submersa e encontraram uma atividade de 1,10 U/g. B B 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 fermentação submersa e encontrou 3,60 U/g.

3.8 Conclusão

O reator mult-fase com células imobilizadas (MRIC) e o sistema reatores em série

(MRICs) foram desenvolvidos para a produção contínua de L-asparaginase por Penicillium

sp. LAMAI 505 em fermentação em estado sólido (FES), obtendo um rendimento máximo

de L-asparaginase de 13,7 U/g de suporte sólido. Além disso, o sistema MRICs provou ser

útil para a produção de L-asparaginase e outros produtos enzimáticos como a protease

usando diferentes microrganismos (Aspergillus sp. e Fusarium sp.). A produção contínua 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 já é utilizada na construção e operação de

reatores biológicos e vem ganhando interesse no projeto de novos biorreatores devido ao seu

baixo custo de implementação, propriedades mecânicas, físico-químicas e versatilidade de

uso em condições estéreis. No entanto, o desenvolvimento de processos contínuos e aumento

de escala para reatores biológicos com materiais poliméricos destinados a fermentação em

estado sólido (FES) têm sido grandes desafios. No presente trabalho foi desenvolvido um

novo reator modular com tecnologia polimérica (MRPT) para a produção de L-asparaginase

de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES batelada e contínua. O reator MRPT obteve resultados

satisfatórios e alcançou um rendimento de L-asparaginase em FES batelada e contínua de

19,36 U/g e 6,78 U/g.h, respectivamente, otimizando as variáveis concentração de glicose,

concentração de asparagina, valores de ph, tempo de residência e tempo de fermentação,

além das dimensões características do reator como diâmetro, comprimento e volume de

liquido nutritivo. O reator biológico MRPT foi otimizado em processo de fermentação batelada

e avaliado em operação contínua a 25 °C ±1° em condições ótimas 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 operação contínua de FES (mais de 1000 h).

4.1 Introdução

Os materiais poliméricos desempenham um papel fundamental em aplicações comer-

ciais, industriais e de pesquisa como embalagens, têxteis, automotivo, eletrônico, biomédico

e usos bioquímicos (LI et al., 2021; SHARMA et al., 2020; LIU et al., 2020; CHAKRABORTY;

BISWAS, 2020; SAADATI; HASANZADEH; SEIDI, 2021; CARAVACA et al., 2019; AKINDOYO et

al., 2016; LEE et al., 2020). Os materiais poliméricos estão disponíveis para diferentes escalas

de biorreatores, incluindo reatores de membrana extrativa, leitos preenchidos com transpor-

tadores inertes, reatores fluidizados com materiais plásticos como meio fluidizado, reatores

plásticos descartáveis para produtos terapêuticos (PEYRTON; AVÉROUS, 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 à possibilidade de reter a alta densidade

de microrganismos desejados, incluindo propriedades químicas inertes e características

de versatilidade estrutural (BAÑOS et al., 2009). Uma versão particular de reatores de PU

são biorreatores de leito fixo usados na produção de diferentes compostos, incluindo agen-
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tes terapêuticos, tratamento de resíduos e aplicações biomédicas como órgãos artificiais

(ASADPOUR et al., 2018).

Entre os agentes terapêuticos, as enzimas microbianas representam um exemplo de

sucesso do uso de biorreatores, incluindo aqui a produção de enzimas anticâncer que inibem

o crescimento do tumor por meio da redução do nível plasmático de aminoácidos, 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 hidrolítico tem sido usado como um agente anticâncer

para leucemia e também usado na indústria de alimentos como um agente anti-acrilamida

(EVLI et al., 2021).

A produção 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 alimentícios e farmacêuticos tornou a tecnologia de fermentação em estado só-

lido (FES) um método de produção alternativo à fermentação submersa (FS) para produtos

de L-asparaginase(KHALIL et al., 2021; CUNHA et al., 2021). Além disso, há também uma

popularidade crescente de FES para ser usado como tecnologia de produção de enzima,

as aplicações das quais podem incluir processo de fermentação em batelada, processo de

fermentação com reciclagem de nutrientes e processo contínuo FES (CASTRO et al., 2021).

No entanto, existem biorreatores associados ao uso de suportes poliméricos em di-

ferentes áreas, incluindo a produção enzimática em FES. Nenhum trabalho na literatura

refere-se à construção de reatores com tecnologia polimérica e fermentação contínua 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 contínuo foi proposto e

otimizado. A principal contribuição deste trabalho pode ser considerada o preenchimento

de uma lacuna na literatura que descreve um processo contínuo para fermentação em es-

tado sólido 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

NaNO3, 1,0 g / L de K2HPO4, 0,5 g / L de MgSO4, 0,5 g / L de KCl, 0,01 g / L de FeSO4 e 20,0 g

/ L de glicose e incubados a 30 ° C observando o período de crescimento de 48h (150 rpm,

GEHAKA-A0-370) (VIEIRA et al., 2020). Em seguida, as células centrifugadas colhidas do meio

de fermentação foram ressuspensas em novos meios para produzir 106 esporos/mL, onde

a concentração ajustada foi obtida usando uma curva de calibração ajustada que forneceu
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uma correlação direta entre os valores de absorbância em 530 nm e a concentração de fungos

(ABERKANE et al., 2002; ESPINEL-INGROFF; KERKERING, 1991).

4.3 MRPT

A Figura 25 mostra a imagem da unidade experimental de produção 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 contaminação do sistema (Figura 25.a). O reator MRPT foi construído com tubos plásticos

do tipo PVC, tubos de inox nas entradas e saídas e tubos flexíveis de plástico no sistema de

reciclo de meio nutritivo (Figura 25.b.c). A Figura 25.d mostra em destaque a espuma de

poliuretano após um processo de fermentação.

Figura 25 – Imagens da unidade experimental de produção de L-asparaginase em fermenta-
ção em estado sólido

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

A estrutura do reator de PVC (policloreto de vinil) tem formato semi cilíndrico que

comporta uma matriz polimérica de espuma de poliuretano (região de crescimento e imobili-

zação do fungo Penicillium sp. LAMAI 505) e a solução com nutriente e produtos enzimáticos

constantemente renovada e retirada do sistema. A Figura 25d ilustra a espuma de poliuretano

após a fermentação no MRPT.

A Figura 26 mostra a representação esquemática do sistema MRPTs trabalhando no

modo paralelo proposto usando PU como suporte de células poliméricas (PCH) e policloreto

de vinil como suporte de líquidos (PLH) para manter as células em contato com a fase

nutritiva. Outras partes do MRPTs incluem bombas (P1 a P4), tanques (T1 e T2), válvulas (V1 a
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V3), células poliméricas e suportes de líquidos (PCH, PLH), suporte para conectar o reator

(SAR) e um sistema para controlar a temperatura a 25 ° ± 1 ° C.

Figura 26 – Sistema inovador de produção de L-asparaginase em operação contínua FES
usando uma sistema de reatores modulares com tecnologia polimérica (MRPTs)
trabalhando em modo paralelo.

Nota: T1 e T2, representam as tanques de entrada de nutrientes e de retirada de L-asparaginase;
P1, bomba de entrada de nutriente no sistema; P2, bomba de entrada de meio liquido no
sistema; P3, bomba de reciclo da fase liquida do MRPTs e retirada de produto; V1, válvula
controle de entrada de nutriente no sistema; V2, válvula de controle de saída de produto
no sistema; V3, válvula de controle de reciclo da fase liquida do MRPTs; SAR, suporte para
anexar o reator MRPT; PCH, suporte de células poliméricas; PLH, suporte para a fase liquida
(policloreto de vinil – PVC); MRPTs, sistema de reatores modulares com tecnologia polimérica.

A Figura 27 mostra o reator modular de tecnologia polimérica proposto no presente

trabalho para produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES. No referido

MRPT há adição de nutriente e retirada de produto de forma continua e intermitente, e reciclo

de solução nutritiva (Q) com bombeamento continuo garantindo o permanente contato da

fase com liquido nutritivo (LNP) com o polímero de imobilização das células (PCH), suporte
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da LNP feito de PVC (PLH).

Figura 27 – Dimensões e características do novo reator modular com tecnologia polimérica

Fonte: Autor

O MRPT apresenta características especificas, com o modulo de acoplamento (SAR),

entrada de liquido (I), saída de liquido (O), o comprimento (L) e diâmetro (D) (Figura 27.a); e
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diferentes configurações operacionais, como o processo de fermentação em estado sólido

batelada e continuo (Figura 27.b). Referente ao processo produção de L-asparaginase em FES

batelada o meio nutritivo é mantido no tanque (T1) sendo transferido para o MRPT e tanque

T2 usando a bomba P1, o reciclo de nutriente é realizado com auxilio da P3) durante o tempo

de fermentação adequado. Já no processo de FES contínua, o sistema de válvulas é aberto,

garantindo a recirculada de meio nutritivo e a retirada continua de produto, em conjunto é

ligado bombeamento com o novo meio nutritivo (P1), garantindo a manutenção do nível de

T1 e o suprimento nutritivo necessário para FES contínua.

4.4 Produção de espuma de poliuretano

As espumas de poliuretano (PU) usadas como suporte inerte no reator MRPT foram

produzidas em diferentes composições e avaliadas buscando a maxima produção de L-

asparaginase na FES com Penicillium sp. LAMAI 505. A produção de espuma de poliuretano

consiste na diretamente da reação de polimerização (LEE et al., 2018). O processo base de

produção de espuma apresenta um mistura de polióis com uma mistura de diisocianato mais

aditivos ASA (água, surfactante e animas), a proporção dos reagentes é apresentada na Tabela

16.

Em seguida essa mistura é homogenizada (10s, 1200 rpm) e transferida para outro

recipiente (formato desejado). Nesta etapa acontece a reação polimerização (exotérmica)

liberando calor e aumentando significativamente o volume da mistura (25s). Depois de pronta

a espuma de poliuretano e deixada em repouso (24h, 25°C) para a maturação e aplicação na

FES. A Figura 28 ilustra as etapas do processo de produção da espuma de poliuretano bem

como uma ilustração do molde da estrutura usada no novo reator de PU (PCH) do MRPT.

Figura 28 – Fluxograma do processo de produção de espuma de poliuretano

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2018)
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A Tabela 16 mostra 12 diferentes formulações usada na síntese de espuma de poliure-

tano, sendo que, F1 a F11 foram produzidas em laboratório e a F12 representa uma espuma de

poliuretano comercial.

As diferentes espuma de poliuretano (PUs) foram avaliadas considerando os parâme-

tros de flexibilidade, absorção de água, densidade aparente, porosidade, diâmetro media e

grau de inchamento, considerando a máxima atividade de L-asparaginase (U/g) produzida.

Em teste iniciais todas as fermentações em estado sólido foram realizadas em condições

constantes de temperatura (25 °C), pH (7,0), concentração de glicose (10 g/L), concentração

de asparagina (1 g/L) e tempo de fermentação de 48h.

Tabela 16 – Material e formulações iniciais usadas na produção de espuma de poliuretano

Componentes (% p/p)
Código MDI Etileno glicol Poliol Trietil diamina Água Surfactante
F1 69,9 27,8 – 0,8 1,5 –
F2 69,4 – 27,8 – 1,4 1,4
F3 69,4 13,2 13,2 1,0 1,6 1,6
F4 27,8 69,9 – 0,8 1,5 –
F5 26,4 – 69,4 1,0 1,6 1,6
F6 26,4 34,7 34,7 1,0 1,6 1,6
F7 7,1 21,3 70,9 0,7 – –
F8 14,2 14,2 70,9 0,7 – –
F9 20,8 6,9 69,5 – 1,5 1,5
F10 28.4 – 70,9 0,7 – –
F11 34,7 – 62,5 – 1,4 1,4
F12

b NA NA NA NA NA NA

Nota: F1 até F12 são as diferentes condições experimentais usadas na produção de espuma
de poliuretano; MDI, difenilmetano diisocianato; EG, etileno glicol; Lupranol, mistura de
poliol com peso molecular de 4000 g/mol 2004/1 (BASF®); TD, trietil diamina; Tegostab®,
surfactante comercial (Evonik®).

4.4.1 Caracterização da espuma de poliuretano

As espumas de poliuretano produzidas foram submetidas inicialmente ao procedi-

mento de envelhecimento à 30 °C com 50 % de umidade relativa durante 24 h. Em seguida

as amostras foram cortados para análise da estrutura celular e medição das propriedades

físico-mecânicas da espuma.

O diâmetro médio e a distribuição dos poros (Dp) foram determinados com imagens

de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) (Zeiss, EVOMA 15) e analizadas com o software

Image (ImageJ) baseado em cálculos de porosimetria; o tamanho médio da célula foi obtido

ajustando o tamanho da célula a uma distribuição normal.

A análise de espectroscopia de infravermelho de transferência de Fourier (FTIR)
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usando no modo de reflexão total atenuada (ATR) (espectrômetro Perkin Elmer) com 32 var-

reduras de cada amostra variando de 4000 cm−1 a 1000 cm−1 foi usada para a caracterização

das amostras das espumas.

A densidade aparente (Ad) das espumas foi medida de acordo com os testes da norma

ISO 845 (ZHANG et al., 2012); porosidade é uma razão entre o volume de ar na espuma e o

volume total da espuma. Foi calculado pela Equação 4.1.

P (%) =
(

Mu −Ms

Mu −Mi

)
×100 (4.1)

Sendo que P é a porosidade aparente, Mu é a massa úmida, Ms é a massa seca, Mi é a

massa da espuma imersa em água.

O teste de flexibilidade foi avaliado, observando-se a resistência mecânica a compres-

são de espumas compostas, avaliada de acordo com o método de teste padrão, aplicando

uma carga de compressão em corpos de prova com seção quadrada (1 × 1 × 1 cm3).

Os ensaios de compressão foram realizados à temperatura e umidade ambientes,

utilizando uma força de 0,25 kN por 1h hora. Assim, quando a deformação maior que 40 %

do tamanho original do corpo de prova é marcada como positiva (+ + +), caso contrário é

marcada (- - -) (De Luca Bossa et al., 2020; PARK et al., 2019).

A absorção de água foi medida imergindo inicialmente um peso conhecido (W1) da

espuma de poliuretano seco em água à 25 °C. Depois que a água residual foi removida dos

filmes usando papel de filtro, o peso (W2) do filme úmido foi medido imediatamente. A

absorção de água, A (mL de água/g de suporte sólido), foi obtida usando a seguinte Equação

4.2.

A

(
mL

g

)
=

(
W2 −W1

W1

)
.

1

ρAg ua
(4.2)

O grau de intumescimento em água foi realizado imergindo um volume conhecido

(V1) da espuma de poliuretano seco (1 × 1 x 1 cm³) em água a 25 °C. Após a remoção da

água residual com papel filtro, o volume (V2) da espuma foi medido imediatamente com

paquímetro digital. O grau de inchaço G (%) foi calculado de acordo com a seguinte Equação

4.3.

G = VF −VI

VI
(4.3)

4.5 Avaliação da matriz polimérica do MRPT

A Tabela 17 mostra seis diferentes configurações estruturais (M1 - M6) do suporte poli-

mérico de imobilização de células avaliados na produção de L-asparaginase de Penicillium sp.
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LAMAI 505 em processo de FES batelada (Figura 27.c), sendo que nesta etapa as fermentações

foram realizadas em condições constantes de temperatura (25°C), pH (7,0), concentração de

glicose (10 g/L), concentração de asparagina (1 g/L) e volume de liquido no RMTP (120 mL)

para os tempos de fermentação de 24h, 48h e 72h.

Tabela 17 – Análise inicial de diferentes reatores MRPT na produção de L-asparaginase em
FES batelada a 25°C

Reatores M1 M2 M3 M4 M5 M6

Diâmetro (mm) 34,0 34,0 34,0 21,0 21,0 21,0
Comprimento (mm) 150,0 100,0 50,0 150,0 100,0 50,0

Nota: M1 até M6 são diferentes reatores MRPT

4.6 Otimização do meio nutritivo e valores de pH

A Tabela 18 mostra os ensaios realizados na otimização do pH e meio nutritivo (L-

asparagina e glicose).

Tabela 18 – Efeito do pH e composição de nutrientes na produção de L-asparaginase

Testes
pH (x1) Glicose (x2) L-asparagina (x3)

(g/L) (g/L)

1 4,0 3,0 4,0
2 6,0 3,0 4,0
3 4,0 10,0 4,0
4 6,0 10,0 4,0
5 4,0 3,0 8,0
6 6,0 3,0 8,0
7 4,0 10,0 8,0
8 6,0 10,0 8,0
9 3,32 6,50 6,0

10 6,68 6,50 6,0
11 5,0 0,62 6,0
12 5,0 12,38 6,0
13 5,0 6,50 2,64
14 5,0 6,50 9,36
15 5,0 6,50 6,0
16 5,0 6,50 6,0
17 5,0 6,50 6,0

A otimização do MRPT para a produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI

505 foi realizada em duas etapas consecutivas. Na primeira foi determinado a condição

ótima do meio nutritivo de alimentação do reator avaliando a concentração de glicose (g/L),

concentração de L-asparagina (g/L) e pH. Na segunda foi analisado os efeitos das variáveis
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vazão de reciclo, volume de liquido no MRPT, diâmetro e comprimento do suporte polimérico

na produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 em processo de FES com reciclo

de solução nutritiva. Na etapa de otimização do meio nutritivo de alimentação do MRPT

foram realizados 17 testes experimentais (Tabela 18), considerado a melhor condição obtida

no item 4.5.

4.7 Otimização das condições operacionais do MRPT

Nesta etapa foram realizados 27 teste experimentais (Tabela 19) usados no treina-

mento e validação da RNA-DE.

Tabela 19 – Efeitos associados as dimensões do reator modular com tecnologia polimérica

Testes
Vazão de reciclo (Q) Diâmetro (D) Comprimento (L) Volume LNP (Vol)

(mL/min) (mm) (mm) (mL)

1 20,0 46,0 150,0 300,0
2 20,0 46,0 100,0 300,0
3 20,0 34,0 150,0 300,0
4 20,0 34,0 100,0 300,0
5 15,0 46,0 150,0 300,0
6 15,0 46,0 100,0 300,0
7 15,0 34,0 150,0 300,0
8 15,0 34,0 100,0 300,0
9 20,0 46,0 150,0 450,0

10 20,0 46,0 100,0 450,0
11 20,0 34,0 150,0 450,0
12 20,0 34,0 100,0 450,0
13 15,0 46,0 150,0 450,0
14 15,0 46,0 100,0 450,0
15 15,0 34,0 150,0 450,0
16 15,0 34,0 100,0 450,0
17 5,0 40,0 125,0 375,0
18 35,0 40,0 125,0 375,0
19 20,0 21,0 125,0 375,0
20 20,0 54,0 125,0 375,0
21 20,0 40,0 50,0 375,0
22 20,0 40,0 200,0 375,0
23 20,0 40,0 125,0 150,0
24 20,0 40,0 125,0 600,0
25 20,0 40,0 125,0 375,0
26 20,0 40,0 125,0 375,0
27 20,0 40,0 125,0 375,0

A segunda etapa de otimização foi realizada utilizando as condições ótimas de meio

nutritivo e pH obtidas anteriormente. O efeito das variáveis vazão de reciclo de solução
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nutritiva (Q, mL/min), diâmetro (D, mm) e comprimento (L, mm) do suporte polimérico

cilíndrico destinado a imobilização das células e o volume de meio liquido (Vol, mL) em

contato com as células imobilizadas no polímero foram otimizadas usado RNA com o modelo

de otimização por evolução diferencial (RNA-DE).

4.8 Otimização da produção de L-asparaginase em MRPT

Os modelos de RNA contendo três camadas foram implementados e usados para

encontrar as condições iniciais ideais e dimensões empregando a linguagem Python 3.10 e as

bibliotecas Scikit learn MLPR para otimização. Primeiro, os valores das variáveis e respostas (

Tabela 18 e 19 ) foram normatizados no intervalo - 1 a 1 e o conjunto de dados foi categorizado

em teste e treinamento conforme apresentado nas Tabela 18 e 19.

Em segundo lugar, o melhor número de neurônios ocultos para RNA foram determi-

nado considerando a raiz quadrada do erro médio (Equação 4.4) e o coeficiente de determina-

ção (Equação 4.5) para rede feedforward backpropagation usando a função de transferência

tansig e purelin, respectivamente, na camada oculta e na camada de saída por busca em

grade considerando o número de neurônios variável de 1 a 20 neurônios. Terceiro, as con-

dições ótimas foram determinadas considerando DE (evolução diferencial) otimizar com a

população de parâmetros fixos, fatores de "crossover"e mutação, respectivamente, 300, 0,5 e

0,5.

RMSE =
(

1

n

n∑
i=1

(Y calc
i −Y exp

i )2

) 1
2

(4.4)

R2 = 1−
∑n

i=1(Y calc
i −Y exp

i )2∑n
i=1(Y calc

i −Ym)2
(4.5)

Nas Equações 4.4 e 4.5, Y calc representa o valor de atividade calculado pelo modelo

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

experimentais. As condições operacionais empregadas na RNA foram otimizadas utilizando o

método de otimização por evolução diferencial (DE).

4.9 Avaliação do crescimento de células e atividade de L-asparaginase

ao longo na matriz polimérica

O reator MRPT operando em processo batelada (48h) e condição otimizada anterior

foi avaliado quanto à atividade da L-asparaginase e crescimento celular considerando a matriz

polimérica PCH do reator MRPT. A Figura 29 mostra os cortes estratégicos (axiais e radiais)
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realizados na matriz polimérica do MRPT e as regiões selecionadas para análise, sendo que D4,

D5 e D6 representam as regiões que podem ser submersas com liquido nutritivo do sistema.

Figura 29 – Regiões selecionadas para as análises de crescimento celular e atividade de L-
asparaginase

D1 a D6, representam a posição radial de corte do reator polimérico PCH do MRPT; L1 a L6,
representam a posição axial de corte do reator polimérico PCH do MRPT; As fermentações
foram realizadas em processo batelada a temperatura de 25°C ± 1°, em 24h, 48h e 72h.

4.10 Otimização da taxa de �uxo e avaliação das condições de

operação de longo prazo do MPPT

O efeito da taxa de fluxo de MRPT foi avaliado em ensaios de taxa de fluxo constante e

ensaios de taxa de fluxo variável, conforme descrito na Tabela 20. Em ensaios de taxa de fluxo

constante, foi testada a operação contínua durante 120 h (teste, 1 a 4) e 948h ( teste 5). Em

ensaios de taxa de fluxo variável (teste 6), a taxa de fluxo foi aumentada de 20 para 50 mL/h

para manter a taxa de fluxo constante após cada aumento durante 108h.

Tabela 20 – Efeito da taxa de fluxo em MRPT em operação constante de rendimento de L-
asparaginase para fermentações a 25 ° C usando condições nutritivas otimizadas

Testes Vazão de produto (mL/min) Tempo de operação continua (h)

1 5,0 120
2 10,0 120
3 15,0 120
4 20,0 120
5 20,0 948
6 20 até 50 a 732

Nota:a taxa de fluxo variável aumentando 5 mL/min após cada 108h de operação.
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4.11 Método analítico de determinação de L-asparaginase

A atividade enzímica 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 tampão Tris-HCl (pH 8,6, 20 mM) contendo

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

ção foi terminada com a adição de 0,5 mL da solução de cloreto férrico (10 %) num meio

contendo ácido tricloroacético (5 %) e ácido clorídrico (0,66 M). O meio foi centrifugado

(10000g, Avanti J-26XP Series), em seguida o conteúdo de ácido β-hidroxílico foi obtido por

espectrofotometria (500 nm, espectrofotômetro UV-MINI-1240, Shimadzu). A atividade enzi-

mática foi definida em unidades (U), correspondendo cada unidade a 1 µmol/min de ácido

β-hidroxílico produzido e a atividade calculada como mostra a Equação 4.6. A atividade espe-

cífica foi definida em termos de unidades de L-asparaginase por mg de proteína determinada

pelo método de Lowry.

λ

(
U

g

)
= δ×V olr et ×FDi lui ção

V ol Amostr a ×0,4×θ×mSól i do
(4.6)

Sendo que λ representa a atividade em U/g calculada pela Equação 4.6, δ é a leitura de

absorbância a 500 nm,Volr et é o volume de liquido retirado do reator para análise, FDi lui ção é o

fator de diluição das amostra que foram analisadas, VolAmostr a é o volume da amostra inserida

na reação de analise de L-asparaginase, θ representa o tempo de incubação e o mSól i do é a

massa de suporte sólido utilizada na FES. A atividade de L-asparaginase também pode ser

calculada utilizando a Equação 4.7, sendo que neste caso a atividade de L-asparaginase (λ) é

definida em (U/h) em um processo de produção continua.

λ

(
U

h

)
= δ×VS

V ol Amostr a ×0,4×θ
(4.7)

Sendo que δ é a leitura de absorbância a 500 nm, VolAmostr a (mL) é o volume da

amostra inserida na reação de analise de L-asparaginase, θ representa o tempo de incubação

e VS (mL/h) é a vazão de entrada e saída de liquido do MRPT.

4.12 Resultados e discussão

4.12.1 Características e aplicação das espumas de poliuretano produzidas

A Tabela 21 e Figura 30 mostram os resultados da produção de L-asparaginase em FES

com o reator MRPT em processo batelada (ASNase, U/g) e as propriedades físico-mecânicas

das espumas de poliuretano produzidas (F1 a F12). As propriedades foram determinadas por

análise simples de Flexibilidade; A, absorção de água; DA, densidade aparente; P, porosidade;

Dp, diâmetro do poro, G, grau de intumescimento, como está apresentado na Tabela 21.
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Pode-se observar que as amostras com maior flexibilidade, absorção de água (A> 5,4

mL/g) apresentou maior rendimento na produção de L-asparaginase em FES (ASNase > 0,9

U/g) e os resultados de DA (66,7 kg/m3), A (19,9 mL/g), P (89,9%) e atividade da L-asparaginase

(1,8 U/g) são destaques da amostra F9 em comparação com as outras amostras. Considerando

a aplicação de espumas de poliuretano como suporte inerte em FES e a capacidade das

células imobilizadas, um dos parâmetros mais importantes das espumas de poliuretano é seu

desempenho mecânico e sua capacidade de absorção de água, como pode ser observado em

diferentes trabalhos sobre produção de espuma de poliuretano na literatura (LEE et al., 2020;

LEE et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2021).

Tabela 21 – Resultados de atividade de L-asparaginase e propriedades físico-químicas usando
F1 a F12 em FES a 25°C.

Testes Flexibilidade
A DA P Dp G ASNase

(mL/g) (kg/m³) (%) (µm) (%) (U/g)

F1 - - - 1,2 ± 0,1 59,5 ± 2,1 12,4 107,5 ± 1,2 5 0,4 ± 0,01
F2 - - - 4,5 ± 0,2 84,4 ± 1,2 23,5 148,2 ± 1,3 25 0,6 ± 0,12
F3 - - - 5,1 ± 0,2 96,8 ± 3,2 37,1 98,7 ± 1,7 49 0,8 ± 0,04
F4 + + + 6,5 ± 0,4 91,3 ± 2,2 55,5 123,6 ± 2,1 93 0,9 ± 0,03
F5 + + + 12,3 ± 0,3 62,9 ± 1,1 71,1 145,1 ± 2,5 82 1,4 ± 0,09
F6 + + + 8,9 ± 0,1 79,0 ± 0,9 62,3 134,6 ± 1,9 75 1,1 ± 0,13
F7 - - - 7,4 ± 0,1 169,8 ± 7,4 68,0 108,2 ± 1,8 182 0,6 ± 0,01
F8 + + + 15,7 ± 0,5 101,4 ± 4,3 72,2 138,2 ± 5,2 98 1,1 ± 0,05
F9 + + + 19,9 ± 0,7 66,7 ± 3,2 89,9 162,1 ± 6,3 95 1,8 ± 0,18
F10 + + + 11,7 ± 0,1 79,7 ± 1,3 55,7 148,8 ± 3,1 65 1,3 ± 0,14
F11 - - - 5,4 ± 0,3 95,0 ± 1,0 26,6 264,8 ± 6,4 22 0,4 ± 0,01
F12 + + + 18,3 ± 0,2 50,0 ± 0,5 85,2 233,8 ± 5,5 88 1,6 ± 0,12

Nota: F1 a F11, formulações utilizadas na produção de espuma de poliuretano; F12, espuma
de poliuretano comercial; Flexilidade, avaliação da resistência mecânica à compressão das
espumas de poliuretano produzidas; A, absorção de água (mL de água/g de espuma de
poliuretano); Ad, densidade aparente; P, porosidade; Dp, diâmetro do poro, G, grau de intu-
mescimento; ASNase, atividade da L-asparaginase (U/g de suporte inerte).

Os resultados iniciais da produção de L-asparaginase em FES utilizando doze amostras

diferentes de espuma de poliuretano (F1 a F12) como suporte sólido inerte são apresentados

na Figura 30. Pode-se observar as características das espumas de poliuretano utilizadas na

construção dos reatores poliméricos influenciam a atividade da L-asparaginase, e as três

condições com maiores resultados de atividade da L-asparaginase (F5, F9, F12) correspondem

às amostras de espuma de poliuretano com maiores valores de absorção de água e porosidade.

Embora não haja referência na literatura à associação entre as características das

espumas de poliuretano e a atividade da L-asparaginase, a influência da variável absorção

de água e porosidade pode estar associada à disponibilidade de água na matriz polimérica

e ao processo de massa e transferência de calor conforme (MALDONADO et al., 2018; LIU
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et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2021; ŠELO et al., 2021; YE et al., 2021). Considerando os

resultados obtidos nos testes iniciais, a condição F9 foi selecionada para a construção da peça

de PU utilizada no MRPT (PCH).

Figura 30 – Resultados iniciais da L-asparaginase na fermentação em estado sólido usando
doze amostras diferentes de espuma de poliuretano.

Nota: As fermentações foram realizadas a 25 ° C ± 1°, valor de pH 7,0 e meio contendo 2,0 g /
L de NaNO3, 1,0 g / L de K2HPO4, 0,5 g / L de MgSO4, 0,5 g / L de KCl, 0,01 g / L de FeSO4, 1,0
g / L.

Os espectros de infravermelho das amostras de espuma (F1 a F12) obtidos em FTIR–

ATR ("Fourier transform infrared attenuated total reflectance") são mostrados na Figura

31.

Houve picos de absorção característicos de amostras de espuma produzidas quando

comparadas com PU comercial F12, os picos em 3340 cm−1, 1500 cm−1 e 800 cm−1 são devidos

ao alongamento –NH dos grupos de uretano (JIANG et al., 2019).

Picos de alongamento –C–H alifático em 2900 cm−1 e 1039 cm−1 são atribuídos a

grupos –CH2 e –CH3 de cadeia alquílica e grupo –C–O–C de alongamento (FU et al., 2015;

Gurusamy Thangavelu et al., 2020).

Os picos de absorção em 1700 cm−1 corresponderam às vibrações de alongamento

das ligações –C = O. Sinais a 1200 cm−1 podem ser associados a vibrações de alongamento

de ligações –C–N em ligações de uretano (HEJNA et al., 2017). Pode-se observar que todas as

amostras de espuma apoiaram a formação da ligação de uretano.
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Figura 31 – Infravermelho das amostras de espuma de poliuretano

Nota: F1 à F11, representam as amostras de espuma de poliuretano produzidas; F12, representa
a amostra de espuma de poliuretano comercial

As imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) obtidas das amostras de

espuma de poliuretano apresentadas na Tabela 21 são ilustras na Figura 32. Todas as imagens
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foram obtidas considerando uma aproximação de 80 vezes a real, uma referência de escala

igual 200µm e a área superficial das amostras foram recortadas perpendicularmente à direção

axial das amostras estudadas.

Figura 32 – Imagens de microscopia eletrônica de varredura das amostras de espuma de
poliuretano produzidas e comercial

Nota: a – j, representa as imagens de microscopia eletrônica das amostras F1 à F12

As imagens de MEV mostra que em todas as formulações de espuma produzidas as

matrizes de poliuretano resultaram em diferentes estruturas com células mais deformadas ou

mais homogêneas dependendo da composição. As superfícies irregulares e mais defeituosas,
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como mostra a Figura 32.a e Figura 32.k. apresentaram os piores desempenhos como suporte

sólido capaz de imobilizar as células fúngicas. Além disso, pode-se observar que o diâmetro

de poro, a porosidade e a estrutura dos poros das amostra sofrem alteração com a variação

das composições de MDI e Polióis. Observações semelhantes foram descritas por Khazabi,

Gu e Sain (2011), que investigou o impacto das fibras de madeira na morfologia da espuma

de poliuretano em spray à base de soja e Formela et al. (2017) em investigação conduzida

para avaliar as propriedades e o desempenho de espumas compostas de poliuretano e grãos

usados nas cervejarias e seu potencial de aplicação na industria.

4.12.2 Otimização da concentração de nutriente e pH

A Figura 33 mostra os seis diferentes de suportes de células poliméricas (PCH) usados

na primeira sequência de experimentos para otimizar a composição nutritiva e a condição de

pH para o reator MRPT.

Figura 33 – Diferentes configurações do reator MRPT

Nota: M1 a M6 são reatores cilíndricos de espuma de poliuretano PCH produzidos com
diferentes valores de diâmetro e comprimento

De acordo com 18 experimentos considerando diâmetro, comprimento e rendimento

de L-asparaginase obtidos para 24, 48 e 72h de fermentação, pode-se observar que as di-

mensões do reator M4 a 48h de fermentação representam as melhores condições a serem

utilizadas em sequência para otimizar a concentração das fontes de carbono (L-asparagina e

glicose) e condições de pH. Além disso, a Figura 33 representa a influência das dimensões da
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matriz polimérica com células imobilizadas sobre a atividade da L-asparaginase, que está

em contato permanente com o meio nutriente no MRPT. Pode-se observar que o tempo de

fermentação de 48h representa a melhor produção enzimática em todas as situações. Esse

resultado é consistente com os diversos estudos encontrados na literatura. Aruna (2019)

gerando produto de valor agregado a partir de cascas de abacaxi usando FES e Trichoderma

viride a 30 °C, obteve produção máxima de proteína após 96h de fermentação. Zhao et al.

(2019) produzindo proteinase e glicosídeo hidrolase em FES com Aspergillus oryzae, obteve

uma produção enzimática ótima em 33h de fermentação. Canabarro et al. (2017) e colabora-

dores na produção de etanol por sacarificação no estado sólido e fermentação em biorreator

de leito fixo, obtendo o pico de produção nas 24h de fermentação.

Em relação às dimensões do suporte de imobilização de células poliméricas, pode-se

observar que o diâmetro e o comprimento influenciam a atividade enzimática, sendo que o

diâmetro de 21 mm (M2, M4 e M6) representa uma maior produção de L-asparaginase em

comparação para um diâmetro de 34 mm (M1, M3 e M5), esse fato pode ser explicado pela

dificuldade de passagem dos nutrientes pelo meio sólido ao longo da direção radial do reator.

Embora não existam na literatura estudos descrevendo reatores semelhantes ao pro-

posto, a dimensão do diâmetro pode ser comparada com reatores do tipo bandeja sugerindo

uma membrana sólida de 5 a 30 mm de altura (ARORA; RANI; GHOSH, 2018), o que repre-

senta valores adequados em comparação com os resultados obtidos neste trabalho. Demir

e Tari (2016) produzindo poligalacturonase pela soja Aspergillus soybean em fermentação

em estado sólido com farelo de trigo em reator tipo bandeja, trabalhada com altura de 11

a 14 mm. Mahmoodi, Najafpour e Mohammadi (2019) na bioconversão de resíduos agroin-

dustriais em enzimas pectinase via FES, trabalharam com um biorreator de bandeja com

altura sólida próxima a 15 mm. Doriya e Kumar (2018) na produção de L-asparaginase de

Aspergillus sp. em FES usando um biorreator de bandeja, eles trabalharam com uma altura de

massa sólida no reator entre 10 a 18 mm. Em relação ao comprimento variável da matriz do

PU, pode-se observar que ele também influencia a atividade da L-asparaginase, conforme

demonstrado pela comparação entre os reatores com matrizes M2 e M4 com diâmetro de 21

mm e os reatores com matrizes M3 e M5 com diâmetro de 34 mm, com maior atividade da

L-asparaginase observada em M4 em 48 h de fermentação.

A Tabela 22 e Figura 34 mostram os resultados experimentais e os resultados estimados

com o modelo de RNA. Pode-se observar que a maior atividade de L-asparaginase foi de

7,95 U/g em pH 5, concentração de glicose de 6,5 g/L e concentração de L-asparagina de 6,0

g/L, com erros inferiores a 5,28 %. A Figura 34 mostra o ajuste dos dados experimentais

relacionados a otimização das variáveis pH e meio nutritivo (glicose e L-asparagina). A

otimização do modelo de RNA usando o método de evolução diferencial (DE) foi satisfatório

com R2 superior a 0,95 e RMSE inferior a 0,03, considerando as etapas de treinamento e teste

do modelo RNA com DE (RNA-DE). A RNA otimizada (8 neurônios na camada oculta) obteve
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uma atividade de L-asparaginase de 8,5 U/g em condições otinas de pH 5,0, concentração de

glicose 5,4 g/L e concentração de L-asparaginase 5,2 g/L em processo batela de FES usando o

novo reator MRPT (25°C, 48h).

Tabela 22 – Resultados experimentais e calculados de L-asparaginase em FES com MRPT

Testes
pH (x1) Glicose (x2) L-asparagina (x3) L-asparaginase (U/g) Erroa

(g/L) (g/L) Observado Calculado (%)

1 4,0 3,0 4,0 4,02 ± 0,13 4,02 -0,01
2 6,0 3,0 4,0 4,47 ± 0,03 4,47 -0,04
3 4,0 10,0 4,0 6,30 ± 0,01 6,30 -0,04
4 6,0 10,0 4,0 6,71 ± 0,10 6,70 -5,28
5 4,0 3,0 8,0 5,06 ± 0,09 4,79 -0,04
6 6,0 3,0 8,0 5,21 ± 0,11 5,21 0,02
7 4,0 10,0 8,0 6,43 ± 0,11 6,42 0,08
8 6,0 10,0 8,0 6,56 ± 0,12 6,55 -5,22
9 3,32 6,50 6,0 5,03 ± 0,05 5,03 -0,01

10 6,68 6,50 6,0 6,77 ± 0,02 7,12 -0,01
11 5,0 0,62 6,0 4,69 ± 0,02 4,69 0,01
12 5,0 12,38 6,0 5,18 ± 0,01 5,18 0,02
13 5,0 6,50 2,64 4,37 ± 0,05 5,36 -0,01
14 5,0 6,50 9,36 6,76 ± 0,06 6,76 0,02
15 5,0 6,50 6,0 7,73 ± 0,01 7,76 0,20
16 5,0 6,50 6,0 7,95 ± 0,02 7,76 2,33
17 5,0 6,50 6,0 7,80 ± 0,01 7,76 0,46

Nota: a representa o erro relativo entre a atividade de L-asparaginase observada experimen-
talmente e calculada com o modelo RNA

Figura 34 – Ajuste dos dados experimentais na otimização do pH e meio nutritivo da FES

Nota:RMSE treino e teste igual 0,0002 e 0,023 respectivamente
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Na etapa de validação experimental do modelo RNA-DE foi observado atividade

máxima de L-asparaginase de 8,62 U/g com erro inferior a 1.5%. A atividade de L-asparaginase

obtida nesta etapa de otimização do MRPT é compatível com outros trabalhos divulgados na

literatura. Meghavarnam e Janakiraman (2017) encontraram atividade da L-asparaginase de

1,3 U/g na biomassa do arroz em FES com Fusarium culmorum (ASP-87) e inferior a outras

como, Doriya e Kumar (2018) produziu L-asparaginase em FES com o substrato misturado,

obtendo a atividade de 20,6 U/g, Cunha et al. (2018) utilizando Aspergillus niger em FES

com farinha de casca de maracujá, obtida, em condições otimizadaa com produção de L-

asparaginase de 38,0 U/g. A atividade da L-asparaginase obtida nesta etapa do trabalho

comparada com a literatura citada sugere uma melhor otimização do MRPT, e deve ser

considerado para a próxima etapa de otimização as condições ótimas obtidas.

Para facilitar a compreensão e visualização das variáveis concentração de L-asparagina,

concentração de glicose e os valores de pH, analisadas em FES usando MRPT, foram construí-

das superfícies tridimensionais na condição otimizada obtida anteriormente (Figuras 35, 36 e

37). Os gráficos tridimensionais foram construídos pelo modelo RNA-DE (O erro RMSE (Root

Mean Square Error) nas etapas de treino e teste foram de 0,0002 e 0,023, respectivamente),

fixando uma variável na condição ótima e variando as outras duas variáveis nos respectivos

intervalos adotados na Tabela 22.

A Figura 35 mostra o gráfico tridimensional que representa a produção de L-asparaginase

de Penicillium sp. em FES usando o novo RMTP em diferentes valores das variáveis concen-

tração de glicose e valores de pH, fixando a outra variável na condição otimizada. Pode-se

observar que a faixa central da variável concentração de glicose foi a melhor, já os valores de

pH foram de 5,0 até 6,5 na região de maior atividade de L-asparaginase.

Figura 35 – Análise de pH e concentração de glicose na produção de L- asparaginase

As variáveis concentração de L-asparagina e valores de pH apresentadas na Figura 36
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foram avaliadas na produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES usando

o novo reator MRPT. Pose-se observar que os valores ótimos de pH se concentraram entre 5,5

a 6,5 e a concentração de L-asparagina foi inferior a 7 g/L no ponto ótimo.

Figura 36 – Análise de pH e concentração de L-asparagina na produção de L- asparaginase

A Figura 37 mostra as duas fontes de carbono e nitrogênio (Glicose e L-asparagina)

utilizadas na produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES usnado o novo

MRPT. Considerando as variáveis da Figura 37, pode-se observar que a máxima produção de L-

asparaginase foi obtida em valores intermediários de concentração de glicose e concentração

de L-asparagina. Além disso, a baixa concentração de glicose aliada a valores de concentração

de L-asparagina próximos de 6,5 g/L e pH próximo de 7 e abaixo de 3, dificulta o desempenho

do fungo filamentoso na produção de L-asparaginase.

Figura 37 – Análise da concentração de L-asparagina e glicose na produção de L- asparaginase
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4.12.3 Otimização das dimensões da matriz polimérica usada no MRPT

A Tabela 23 e Figura 38 representam os resultados experimentais e os resultados

calculados pelo modelo de RNA associado à atividade de L-asparaginase em função taxas de

fluxo de reciclagem de solução (Q), o diâmetro do suporte polimérico usado na imobilização

celular (D), comprimento do suporte polimérico usado na imobilização celular (L) e o volume

de líquido em contato com um meio de poliuretano sólido (V).

Tabela 23 – Resultados experimentais e calculados de L-asparaginase associados as dimen-
sões da matriz polimérica do MRPT

Testes
Q D L V L-asparaginase (U/g) Erro

(mL/min) (mm) (mm) (mL) Observado Calculado (%)

1 20,0 46,0 150,0 300,0 11,29 ± 0,12 10,85 5,2
2 20,0 46,0 100,0 300,0 10,23 ± 0,13 10,23 1,3
3 20,0 34,0 150,0 300,0 8,53 ± 0,03 8,53 0,3
4 20,0 34,0 100,0 300,0 11,26 ± 0,10 11,26 0,9
5 15,0 46,0 150,0 300,0 11,91 ± 0,11 11,91 0,9
6 15,0 46,0 100,0 300,0 10,64 ± 0,02 10,63 0,3
7 15,0 34,0 150,0 300,0 11,92 ± 0,01 11,91 0,2
8 15,0 34,0 100,0 300,0 9,64 ± 0,11 9,63 1,2
9 20,0 46,0 150,0 450,0 9,24 ± 0,08 9,24 0,8

10 20,0 46,0 100,0 450,0 9,86 ± 0,10 10,24 -2,7
11 20,0 34,0 150,0 450,0 10,39 ± 0,04 10,38 0,5
12 20,0 34,0 100,0 450,0 10,24 ± 0,06 10,25 0,5
13 15,0 46,0 150,0 450,0 10,48 ± 0,09 10,47 1,0
14 15,0 46,0 100,0 450,0 10,24 ± 0,11 10,22 1,3
15 15,0 34,0 150,0 450,0 11,22 ± 0,12 11,22 1,1
16 15,0 34,0 100,0 450,0 9,92 ± 0,13 9,92 1,3
17 5,0 40,0 125,0 375,0 14,88 ± 0,04 14,88 0,2
18 35,0 40,0 125,0 375,0 9,93 ± 0,07 9,92 0,8
19 20,0 21,0 125,0 375,0 13,70 ± 0,05 13,69 0,4
20 20,0 54,0 125,0 375,0 11,65 ± 0,10 11,65 0,8
21 20,0 40,0 50,0 375,0 11,23 ± 0,11 11,22 1,1
22 20,0 40,0 200,0 375,0 11,38 ± 0,03 11,37 0,3
23 20,0 40,0 125,0 150,0 12,16 ± 0,11 12,15 1,0
24 20,0 40,0 125,0 600,0 11,92 ± 0,10 11,92 0,8
25 20,0 40,0 125,0 375,0 14,04 ± 0,14 14,04 1,0
26 20,0 40,0 125,0 375,0 14,06 ± 0,11 14,04 0,9
27 20,0 40,0 125,0 375,0 14,14 ± 0,12 14,04 1,6

Nota: Todos os pontos experimentais foram realizados em triplica.

Pode-se perceber que os efeitos associados aos limites de transferência de nutrientes

entre o meio líquido e as células imobilizadas no suporte polimérico foram reduzidos com

a recirculação dos nutrientes presentes no MRPT, porque mesmo em situações da menor

atividade da L-asparaginase observada na Tabela 22 e na condição otimizada anterior (8,5
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U/g) foi superior às atividades da L-asparaginase apresentada na condição otimizada com

diâmetro de 21 mm (Tabela 23). A dificuldade de transferência de massa é um problema de

grande importância que afeta diretamente produção em processos de fermentação. Zhang

et al. (2017) e colaboradores avaliados como correlações de propriedades relacionadas às

dificuldades de transferência de massa e calor no processo de fermentação sólida. Liu et al.

(2018) produção no produção de eritritol em meio de casca de trigo okara em fermentação

sólida, utilizando diferentes inércias Suportes para melhorar a porosidade e transferência de

nutrientes no processo de fermentação.

Além disso, pode-se observar que a maior atividade de L-asparaginase obtida nesta

etapa foi de 14,88 U/g em Q de 5,0 mL/mim, D de 40,0 mm, C de 125,0 mm e V de 375,0

mL, com erros inferiores a 5,2 %, gerando um aumento de 75% na produção de atividade de

L-asparaginase em comparação a condição otimizada.

A Figura 38 mostra o ajuste dos dados experimentais relacionados a otimização das

variáveis Q, D, L e V na produção de L-asparaginase no novo reator MRPT. A otimização do

modelo de RNA usando o método de evolução diferencial (DE) foi satisfatório com R2 superior

a 0,97 e RMSE inferior a 0,03, considerando as etapas de treinamento e teste do modelo RNA

com DE (RNA-DE).

A RNA otimizada (7 neurônios na camada oculta) obteve uma atividade de L-asparaginase

de 19,36 U/g em condições ótimas de Q de 5,0 mL/min, D de 21 mm, L de 98,7 mm e V de

151,57 mL em processo batelada de FES usando o novo reator MRPT (25°C ± 1°, 48h). Na

etapa de validação experimental do modelo RNA-DE foi observado atividade máxima de

L-asparaginase de 19,82 U/g com erro inferior a 1.2%.

Figura 38 – Ajuste dos dados experimentais na otimização da dimensões características da
matriz polimérica do MRPT
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Nesta etapa de otimização as condições operacionais relacionadas a matriz polimérica

e vazão de reciclo foram avaliadas na produção de L-asparaginase em FES com MRPT. Para

facilitar a compreensão e visualização das variáveis diâmetro da matriz polimérica (D, mm),

comprimento da matriz polimérica (L, mm), volume de liquido no MRPT (V, mL) e vazão de

reciclo de nutrientes (Q, mL/min), foram construídas superfícies tridimensionais na condição

otimizada obtida anteriormente (Figuras 39, 40,41,42 e 43 e 44).

Os gráficos tridimensionais foram construídos pelo modelo RNA-DE (O erro RMSE

(Root Mean Square Error) nas etapas de treino e teste foram de 0,0001 e 0,04, respectivamente),

variando duas variáveis nos respectivos intervalos adotados na Tabela 23 e fixando as outras

variáveis na condição ótima.

A Figura 39 mostra o gráfico tridimensional que representa a produção de L-asparaginase

de Penicillium sp. em FES usando o novo MRPT em diferentes valores das variáveis diâmetro e

comprimento da matriz polimérica, respectivamente, D e L. Pode-se observar que a atividade

de L-asparaginase foi maior para valores de D menores que 35 mm e valores de L entre 60 e

120 mm.

Figura 39 – Efeito das variáveis diâmetro (D) e comprimento (L) da matriz polimérica usada
no MRPT para a produção de L-asparaginase

Nota: L, comprimento da parte PCH do MRPT, também pode ser representada pela letra C; D,
diâmetro da parte PCH do MRPT.

A Figura 40 mostra o efeito das variáveis volume de liquido nutritivo no MRPT (V) e di-

âmetro da matriz polimérica (D) na produção de L-asparaginase em FES com MRPT. Quando

avaliado V e D, pode-se observar que os maiores valores de atividade de L-asparaginase

obtidas foram nos menores valores de V (menor que 200 mL) e D (menor que 35 mm).

A Figura 41 mostra o efeito das variáveis C e V na produção de L-asparaginase em FES
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com MRPT. O gráfico indica que o ponto ótimo de atividade de L-asparaginase está localizado

em valores intermediários de C e pequenos volumes de liquido no MRPT. Além disso, pode

ser observado que o aumento de liquido no MRPT e o tamanho da matriz polimérica diminui

a atividade de L-asparaginase em FES de 48h (25°C).

Figura 40 – Efeito das variáveis diâmetro da matriz polimérica (D) e volume de liquido nutri-
tivo (V) no MRPT para a produção de L-asparaginase

Figura 41 – Efeito das variáveis Comprimento da matriz polimérica (C) e volume de liquido
nutritivo (V) no RMTP para a produção de L-asparaginase

Nas Figuras 42 e 43 são ilustradas os gráficos tridimensionais das variáveis vazão de

reciclo de nutrientes (Q) com o comprimento da matriz polimérica (L) (Figura 42) e com a

variável volume de nutrientes (V) (Figura 43) nas condições ótimas obtidas pelo modelo RNA-

DE. Pode-se observar que região ótima de produção de L-asparaginase em FES com MRPT foi
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obtida em baixos valores de volume de nutrientes, baixas vazões de reciclo e comprimento da

matriz polimérica próximo de 120 mm.

Figura 42 – Efeito das variáveis comprimento da matriz polimérica (L) e vazão de reciclo de
nutrientes (Q) no MRPT para a produção de L-asparaginase

Nota: L, comprimento da parte PCH do MRPT, também pode ser representada pela letra C; Q,
vazão de reciclo de meio nutritivo do MRPT.

Figura 43 – Efeito das variáveis volume de liquido nutritivo (V) e vazão de reciclo de nutrientes
(Q) no MRPT para a produção de L-asparaginase

Nota: V, volume da parte PLH do MRPT, também pode ser representada pela letra Vol; Q,
vazão de reciclo de meio nutritivo do MRPT.

A Figura 44 mostra o efeito das variáveis vazão de reciclo de nutrientes (Q) e o diâmetro
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da matriz polimérica (D) usada na produção de L-asparaginase em FES com MRPT. Pode-se

observar neste caso que o aumento da vazão de reciclo de nutrientes interfere negativamente

na produção de L-asparaginase e que a melhor vazão localiza-se entre 5 e 20 mL/min.

Figura 44 – Efeito das variáveis diâmetro da matriz polimérica (D) e vazão de reciclo de nutri-
entes (Q) no MRPT para a produção de L-asparaginase
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4.12.4 Validação da atividade de L-asparaginase otimizada em MRPT

Nesta etapa foi realizado os ensaios experimentais de validação do modelo de RNA-

DE obtido anteriormente, foram realizados testes nas condições otimizadas de produção de

L-asparaginase em MRPT, obtendo um rendimento máximo de L-asparaginase de 19,33 U/g

encontrado para os valores de D, L, Q e V de, respectivamente, 38,53 mm, 127,02 mm, 15,69

mL/min e 395,91 mL. Um comparativo a análise entre o resultado otimizado encontrado nesta

etapa com os demais valores encontrados nas etapas anteriores deste trabalho mostram que

o MRPT ótimo possui um diâmetro 1,83 vezes maior que os melhores resultados encontrados

no primeiro modelo de MRPT apresentado na Figura 33.

Figura 45 – Regiões selecionadas para análise da atividade da L-asparaginase na direção axial
(D1 a D6) e na direção do comprimento (L1 a L6)

Nota: D, representa a direção radial de analise do reator PCH do MRPT; L, representa a direção
axial de analise do reator PCH do MRPT.

Observa-se também o rendimento de L-asparaginase foi 5,03 vezes maior do que os

resultados encontrados no primeiro modelo de MRPT, o que sugere em condições otimizadas

a condição favorável de MRPT para o crescimento celular e rendimento de L-asparaginase

em todas as partes de PCH como pode ser observado na célula e L- Distribuição especial

da asparaginase apresentada na Figura 45. A dificuldade de transferência de massa é um
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problema de grande importância que afeta diretamente a produção nos processos de fer-

mentação conforme observado na literatura. Hu et al. (2011) e colaborações consideram os

fatores importantes que afetam a transferência de calor e massa na fermentação em estado

sólido no estudo da produção de celulase por fermentação em estado sólido com espuma de

poliuretano como suporte inerte. Zhang et al. (2017) estudando a transferência de nutrientes

no processo de fermentação na produção de eritritol em meio de casca de trigo okara em

fermentação em estado sólido para diferentes suportes inertes visando melhorar a porosidade

do sistema. Finkler et al. (2017) avaliaram e calcularam os coeficientes de transferência de

calor e massa em um biorreator piloto de fermentação em estado sólido de leito fixo usando

farelo de trigo e bagaço de cana-de-açúcar para a produção de pectinase por Aspergillus niger.

4.12.5 Operação contínua do MRPT

A Figura 46 mostra os efeitos da conversão do processo de produção de L-asparaginase

em FES batela com reciclagem de nutrientes para o processo contínuo de FES. Inicialmente

usando as vazões de 5, 10, 15 e 20 mL/h (RMTP otimizado) o processo continuo de FES em

MRPT foi avalizado em 120h.

Figura 46 – Inicio do processo continuo de produção de L-asparaginase em FES com MRPT

Pode-se observar que o processo contínuo torna-se estável após 96h de operação em

todas as vazões avaliadas, com vazões entre 5 e 10 mL/h, observou-se que a condição de

estabilização representa uma produção enzimática inferior à condição operacional inicial

do reator, já as vazões entre 15 e 20 mL/h, o estado de equilíbrio representa uma produção

de L-asparaginase superior à condição inicial de operação do processo. O tempo de 96h

necessário para estabilização do processo contínuo é consistente com o observado por outros
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autores em diferentes fermentações. Guo et al. (2018) produzindo ácido docosahexaenóico

em um processo de fermentação contínua em duas etapas, observado o estado estacionário

após 96 horas de operação. Veeravalli e Mathews (2018) realizaram a produção contínua de

ácidos graxos de cadeia curta a partir da xilose em fermentação submersa com Lactobacillus

buchneri, observando um estado estacionário em 160 horas de operação. Rahimi et al. (2019)

na produção recombinante de antígeno de superfície da hepatite B em Pichia pastoris em-

pregando fermentação contínua observaram um estado estacionário em 162h de operação.

Considerando os resultados obtidos, foi selecionada a vazão de 20 mL/h para a próxima etapa

de operação contínua do reator modular com tecnologia polimérica.

A Figura 47 mostra a produção contínua de L-asparaginase em FES com MRPT utili-

zando a vazão de 20 mL/h na saída e entrada de liquido do reator. Nesta etapa foi avaliado

a produção continua de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI 505 em FES com o reator

MRPT durante um longo período de operação (948 h). Após o início do processo contínuo

de produção de L-asparaginase, pode-se observar primeiro um período de oscilação da

atividade da L-asparaginase até atingir uma região de maior estabilidade da atividade da

L-asparaginase, obtendo-se uma produção média de L-asparaginase de 4,7 U/h.g.

Figura 47 – Análise do reator RMTP em 900 h de FES com vazão constante

O processo continuo de produção de L-asparaginase em FES com MRPT foi submetido

a alterações na vazão de entrada e saída de liquido do reator MRPT, sendo mantido em

operação durante 840 h de operação. A Figura 48 mostra as vazões e os resultados de L-

asparaginase obtidos durando o tempo de operação do reator MRPT.

Pose-se observar que inicialmente a um período de adaptação do microrganismo até

atingir a estabilidade de produção de L-asparaginase, como também foi observado na Figura
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46. Além disso, pode-se observar que a máxima atividade de L-asparaginase obtida foi de 3,8

(U/g.h) com uma vazão de entrada e saída igual a 40 mL/h e o processo atingi a estabilidade

na produção de L-asparaginase em todas as vazões testadas no reator MRPT.

Figura 48 – Interferência da vazão de saída e entrada de liquido na produção continua de
L-asparaginase em FES

4.13 Conclusão

Um novo reator modular com tecnologia polimérica (MRPT) foi desenvolvido e a

produção de L-asparaginase a partir de Penicillium sp. LAMAI 505 foi conduzido com sucesso.

Além disso, o MRPT provou ser útil para a produção contínua de L-asparaginase a partir de

diferentes fluxos de entrada e saída. A produção contínua de L-asparaginase na fermentação

em estado sólido e a característica modular do MRPT indicam um grande potencial para o

novo sistema de biorreator estabelecido.
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5 Conclusões e Sugestões para Trabalhos Fu-

turos

5.1 Conclusão

O principal objetivo deste trabalho foi apresentar dois novos reatores biológicos

capazes de produzir a enzima L-asparaginase fúngica por fermentação em estado sólido (FES)

e operar em processo continuo por longos períodos. Um detalhado estudo foi realizado em

ambos os reatores biológicos, modelando os dados experimentais e otimizando as variáveis

de projeto. Como pode ser observado nos capítulos anteriores deste trabalho, os retores

biológicos propostos apresentaram resultados satisfatórios na produção de L-asparaginase

fúngica em FES com erros menores a 2,4%.

Além disso, o reator múltiplo com células imobilizadas (MRIC) e o reator modular

com tecnologia polimérica (MRPT) demostraram que o reciclo que meio nutritivo aumenta

a produção enzimática de L-asparaginase, devido a melhora nas condições de controle de

transferência de massa e calor do sistema fermentativo. Em geral, ambos os reatores biológicos

propostos usaram matrizes poliméricas como suporte sólido inerte, o que possibilitou o reuso

da matriz por vários ciclos de produção de L-asparaginase, aumentando o rendimento e

gerando novas possibilidades de aplicação para os biorreatores MRIC e MRPT.

Outro aspecto importante observado foi o uso de materiais polimérico de baixo custo

no desenvolvimento e operação dos reatores MRIC e MRPT na produção de L-asparaginase

fúngica. O uso destes materiais além de reduzir o custo de construção dos reatores possibili-

tam o reuso da matriz polimérica por longos períodos de operação aumentando o rendimento

de L-asparaginase em FES.

5.2 Sugestões para Trabalhos Futuros

Avaliando os dois novos reatores biológicos propostos para a produção de L-asparaginase

fúngica em FES são apresentadas sugestões para trabalhos futuros a seguir:

• Realizar o estudo dinâmico nos reatores MRIC e MRPT avaliando o aumento de escala

de produção de L-asparaginase em FES;

• Incorporação de novas tecnologia para aumentar o controle de produção e da eficiência

dos materiais poliméricos utilizados nos reatores;

• Avaliar a produção continua de outros produtos em processos fermentativos ;



114 Capítulo 5. Conclusões e Sugestões para Trabalhos Futuros

• Avaliar novas estratégias de produção de L-asparaginase ou outro produto desejado e

novas configurações estruturais para os reatores biológicos;

• Desenvolver o modelo dinâmico dos reatores MRIC e MRPT, incluindo as interações

térmicas entre as fases liquida e sólida dos reatores.
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