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Resumo

A L-asparaginase é uma enzima de interesse farmacéutico e da industria de alimentos com
diversos usos, com destaque o uso no tratamento de leucemia linfoblastica aguda (LLA) e
na contencao de acrilamida presente em alimentos processados em elevadas temperaturas.
Embora atualmente a L-asparaginase comercial seja de origem bacteriana, ha o interesse
em novos microrganismos promissores capazes de produzi-la através de fermentacao em
estado solido (FES). Neste trabalho foi investigado a producao de L-asparaginase por FES
avaliando diferentes meios inertes, fungos e fontes de nutrientes em dois tipos de biorreatores
(estdtico e rotativo). Na sele¢do dos microrganismos, foram testadas cinco leveduras (Pichia
guilliermondii, Candida sake, Candida globosa, Cryptococcus victorie Leucosporidium scotti)
e trés fungos filamentosos (Penicillium sp. LAMAI-505, Fusarium sp. e o Monilia sitophila).
Referente aos suportes solidos inertes, foram avaliados a fibra ceramica, a espuma de po-
liuretana e a 1a de vidro. Com relacao a fonte de nutrientes, foram investigados o uso de
glicose, L-asparagina, glicerol e uma solugdo nutritiva oriunda do Tenébrio molitor. No que
diz respeito a escolha do microrganismo, o Penicillium sp. LAMAI-505 foi selecionado por
ser eficiente na producdo de L-asparaginase e por ser classificado como GRAS (geralmente
reconhecido como seguro) pela FDA (administracao americana de comidas e drogas), por isso
é amplamente aplicado na industria alimenticia e no uso para producao de medicamentos.
No que se refere ao meio inerte, foi observado que o fungo escolhido apresentou melhor
adaptacgdo no suporte sélido inerte de fibra ceramica para obtencao de L-asparaginase, onde
o uso de glicose (10 g/L) e L-asparagina (1 g/L) como fonte nutritiva atingiu atividade de
1591,7 U/kg de suporte s6lido. Apesar do uso de Ténebrio molitor (5 g/100 mL) juntamente
com o uso de glicerol (1 g) se tratar de uma biomassa complexa, possibilitou a producao de L-
asparaginase (596,7 U/kg de suporte s6lido). A aplicacdo de glicerol e de solu¢do de Ténebrio
molitor foram realizadas de duas maneiras: a) glicerol aplicado diretamente no suporte s6lido
inerte, sendo que em condicdes otimizadas de pH (1,2), concentracdo da fonte nutritiva (7,5 g
de glicerol e 15 g/100 mL de Tenébrio molitor) e tempo (48 horas) atingiu atividade de 3391,7
U/kg; b) glicerol aplicado diretamente na soluc¢ao nutritiva nas condicoes otimizadas de pH
(1,2), concentracao da fonte nutritiva (15 g/L de glicerol e 10 g/100 mL de Tenébrio molitor) e
tempo (48 horas), atingiu atividade de 2666,7 U/kg de suporte sdlido. Desta forma, optou-se
por utilizar na FES com suporte sélido inerte o glicerol aplicado diretamente na solucao
nutritiva, devido a grande economia materiais adicionadas, sendo esta usada no biorreator
rotativo (mantido a 5 rpm), que em condicao otimizada obteve atividade de L-asparaginase
de 2758,3 U/kg de suporte sdlido.

Palavras-chave: L-asparaginase, fermentacdo em estado s6lido, novas biomassas, materiais

solidos inertes.






Abstract

L-asparaginase is an enzyme of pharmaceutical interest and the food industry with several
uses, highlighting the use of non-treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) and
the containment of acrylamide present in processed foods at high temperatures. Although
commercial L-asparaginase is currently of bacterial origin, there is interest in promising
new microorganisms capable of producing it by solid state fermentation (FES). In this work
we investigated the production of L-asparaginase by FES evaluating different inert media,
fungi and nutrient sources in two types of bioreactors (static and rotary). In the selection
of the microorganisms, five yeasts (Pichia guilliermondii, Candida sake, Candida globosa,
Cryptococcus victori and Leucosporidium scotti) and three filamentous fungi (Penicillium
sp., LAMAI-505, Fusarium sp. and Monilia sitophila). Regarding the inert solid supports,
the ceramic fiber, the polyurethane foam and the glass wool were evaluated. Regarding the
source of nutrients, the use of glucose, L-asparagine, glycerol and a nutrient solution from the
Tenébrio molitor were investigated. As regards the choice of the micro-organism, Penicillium
sp. LAMAI-505 was selected for being efficient in the production of L-asparaginase and
being classified as GRAS (generally recognized as safe) by the FDA (American Food and Drug
Administration), so it is widely applied in the food industry and in use for production of
medicines. As regards the inert medium, it was observed that the selected fungus presented
better adaptation in the inert solid support of ceramic fiber to obtain L-asparaginase, where
the use of glucose (10 g/L) and L-asparagine (1 g/L) as nutrient source reached activity of
1591.7 U/kg of solid support. Although the use of thermocycler (5 g/100 ml) together with
the use of glycerol (1 g) was a complex biomass, it enabled the production of L-asparaginase
(596.7 U/kg support solid). The application of glycerol and solution of Tenébrio molitor was
carried out in two ways: a) glycerol applied directly to the solid inert support, under optimized
conditions of pH (1,2), concentration of nutrient source (7.5 g of glycerol and 15 g/100 ml
of Tenébrio molitor) and time (48 hours) reached activity of 3391.7 U/kg; b) glycerol applied
directly to the nutrient solution under optimized conditions of pH (1,2), concentration of the
nutrient source (15 g/L glycerol and 10 g/100 mL of Tenébrio molitor) and time (48 hours)
, reached activity of 2666.7 U/kg of solid support. In this way, it was chosen to use in FES
with solid inert support the glycerol applied directly to the nutrient solution, due to the great
economy added materials, being used in the rotary bioreactor (maintained at 5 rpm), which

in optimized condition obtained L activity -asparaginase of 2758.3 U/kg of solid support.

Keywords: L-asparaginase, solid state fermentation, novel biomass, inert solid materials.
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1 Introducao

1.1 Introducao

Enzimas sdo proteinas ou macromoléculas biolégicas que sdo produzidas por organis-
mos para provocar uma reacao bioquimica especifica, por apresentar atividade biocatalitica,
catalisam e aumentam a velocidade de ocorréncia de rea¢cdes quimicas (DZIEZAK, 1991;
PATEL, 2002). As enzimas destinadas aos usos terapéuticos devem possuir um alto grau de
pureza, especificidade e farmacocinética, como a L-asparaginase que pode ser encontrada
em microrganismos, plantas, animais e no soro de certos roedores, porém nao é encontrada
em seres humanos (DORIYA et al., 2016; VIDYA et al., 2017).

A L-asparaginase (L-asparagina amido hidrolase E.C.3.5.1.1) é uma enzima do grupo
das amidases, que catalisa a hidrélise do aminoécido L-asparagina a acido L-aspartico e
amonia, por isso apresenta aplicacdo clinica no tratamento de malignidades do sistema
linféide e da leucemia linfoblastica aguda (LLA) (CUNHA et al., 2018; MEGHAVARNAM,;
JANAKIRAMAN, 2017).

Na industria de alimentos a L-asparaginase apresenta grande potencial na reducdo
da producao de acrilamida, produto nocivo a satide produzido em alimentos processados
em elevadas temperaturas (PEDRESCHI et al., 2011). A acrilamida é classificada como um
provavel carcinégeno humano que é formada a partir da reacdao de Maillard em alimentos
com altos teores de agticares redutores na presenca de L-asparagina durante seu preparo
térmico (SUN et al., 2016).

Ainda que a obtencao desta enzima possa vir de um grande agrupamento de fon-
tes naturais, os microrganismos tem a preferéncia para a producao em larga escala de L-
asparaginase e seu uso em aplicagoes clinicas e industriais (GUPTA; DASH; BASAK, 2009a;
[ZADPANAH et al., 2018). Nos dias atuais a producao de L-asparaginase em escala industrial
é feita através da fermentacdao submersa (FS) com as bactérias Escherichia coli e Erwinia
carotovora (KUMAR; RAMASAMY; MANONMANTI, 2013; SAEED et al., 2017).

Contudo, a enzima proveniente de microrganismos procarioticos apresenta alguns
problemas devido a incompatibilidade com o sistema humano, como hipersensibilidade
e inativacdo imunolégica (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007). Sendo assim se torna crucial a
procura de novas origens de microrganismos produtores dessa enzima, visando amenizar
os efeitos colaterais indesejados resultantes da L-asparaginase bacteriana. Microrganismos
eucarioticos para producdo da enzima, como os fungos filamentosos e leveduras, sdao usados
na tentativa de minimizar os efeitos colaterais e suprir o mercado global com o tratamento da
LLA (CACHUMBA et al.,, 2016; SOUZA et al., 2017).
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A FS é empregada devido a efetiva difusao microbiana no meio, disponibilidade dos
nutrientes e boa transferéncia de massa e calor no processo fermentativo, entretanto, € um
processo de alto custo operacional, carece de grandes demandas de energia. Além do mais
produz pouco com alta liberacao de efluentes quando comparada com a fermentacdao em
estado solido (FES) (DORIYA et al., 2016; IRFAN et al., 2016).

A FES é um processo fermentativo, que acontece sobre um meio sélido insoluvel
que age como suporte fisico e como fonte de nutrientes para os microrganismos, contendo
apenas dgua capaz de garantir o crescimento microbiano e as atividades metabdlicas das
células, dentro da capacidade de retencado de dgua do substrato s6lido (DURAND; BROISE;
BLACHERE, 1988; SINGHANIA et al., 2009). A FES apresenta diversas vantagens, dentre
elas a alta produtividade e reprodutibilidade, alta estabilidade do produto, baixa repressao

catabdlica e baixa contaminacdo bacteriana (ZHAO et al., 2018).

Dentre os tipos de FES a fermentagdo em estado sélido em suporte inerte (FES-SI) vem
sendo utilizada por ser um método limpo e de grande potencial para reutilizagdo do suporte
inerte, além das faceis condi¢des operacionais (KOURKOUTAS; KANELLAKI; KOUTINAS,
2006). A manta de fibra ceramica é um material que tem alta aplicabilidade para a FES-SI
visando encontrar novos tipos de reatores. Sendo assim, por se tratar de material versatil, de
facil manipulagao, por possuirem células abertas, permedveis a gas e liquido, possibilitando
a geracdo de materiais mais puros, as fibras ceramicas sdo 6timas opg¢oes de suporte solido
para a FES-SI.

A busca pela obtencao e otimizacao de novos procedimentos e fontes para produ-
cao de L-asparaginase voltou a ser especulada devido a um recente epis6dio no mercado
brasileiro referente a falha no abastecimento, ameacando o tratamento de centenas de pa-
cientes (FIOCRUZ, 2016). Através desse perigo de desabastecimento, a Sociedade Brasileira
de Oncologia Pediatrica realizou um acordo junto ao Ministério da Satide, para a compra do
medicamento visando suprir a demanda, mantendo o tratamento dos pacientes (SOBOPE,
2016a; SOBOPE, 2016b).

Com isso, se nota a importancia de se encontrar novas formas de obtencao da L-
asparaginase para reduzir os custos operacionais e aumentar a disponibilidade da enzima.
Logo, o presente trabalho tem por objetivo geral testar e selecionar um microrganismo
eucariotico, entre leveduras e fungos filamentosos, o mais adequado para o desenvolvimento
do trabalho, empregando o processo de fermentacdo em estado s6lido em biorreatores,
utilizando suporte inerte com meio nutritivo, buscando as condi¢des 6timas de processo,

com a maior de producao de L-asparaginase.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Produzir L-asparaginase por fermentacdo em estado solido (FES) explorando o uso
de diferentes microrganismos, biomassas e suportes inertes, buscando condi¢des 6timas de

processo.

2.2 Objetivos especificos

 Testar e selecionar o meio inerte (espuma de poliuretana, fibra ceramica e 1a de vidro)
mais promissor para a realizacdo da FES, para a aplicacdo do microrganismo e producao

da enzima L-asparaginase;

e Estudar a produgdo de L-asparaginase pelas leveduras (Pichia guilliermondii, Candida
sake, Candida globosa, Cryptococcus victori e Leucosporidium scotti) e pelos fungos
filamentosos (Penicillium sp. LAMAI-505, Fusarium sp. e o Monilia sitophila) testados
por FES;

* Investigar a eficiéncia das fontes nutritivas: glicose, L-asparagina, glicerol e solucdo de

Ténebrio molitor, para a obtencao de L-asparaginase.
* Avaliar as condi¢des de pH e tempo de processo.

e Avaliar a FES nas condicOes otimizadas em diferentes biorreatores, estético e rotativo.
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3 Revisao bibliografica

3.1 Enzimas

Enzimas sao proteinas que catalisam reacoes bioquimicas. Com isso, sustentam o
pilar catalitico do metabolismo sendo indispensaveis para a satide geral e também se fazem
presentes em inumeros processos produtivos. Sdo responsaveis por catalisar diversas reacoes
quimicas que sdo essenciais para a manutenc¢do da vida, apresentando uma vasta heteroge-
neidade de especificidades de substrato e reagdo. Assim, as enzimas se tornaram fontes de
pesquisas intensivas e multidisciplinares para diversas dreas em todo mundo (ALMONACID;
BABBITT, 2011; IZADPANAH et al., 2018).

Por serem utilizadas como catalisadores as enzimas apresentam importantes aplica-
cOes em sistemas bioldgicos e em processos industriais, como por exemplo em produg¢des do
ramo alimenticio, de celulose e papel e farmacéutico (PRADHAN; PADHY; SAHOO, 2017). Na
producao de farmacos sao empregadas em diversas aplica¢des, como mostrado na Tabela 1.
Comumente as enzimas utilizadas na biotecnologia sao advindas de microrganismos, que
por sua vez podem ser selecionados na natureza, ou, modificados geneticamente para ganhar
eficiéncia na producdo da enzima de interesse (BARROS; SERAFINI; AZEVEDO, 2001).

Tabela 1 — Uso de enzimas em farmacos

Enzima Fonte Nome comercial Uso terapéutico
Urato oxidase Aspergillus avus Uricozyme Gota
Lipase Rhizopus arrhizus — Auxiliar digestivo
Lisozima Clara de ovos Murazyme Antibidtico
Colagenase Clostridium histolyticum Santyl Collagenase Ulceras de pele
L-asparaginase Escherichia coli Elspar Leucemia linfobléstica

aguda (LLA) e outras

Fonte: Adaptado de AEHLE (2007), Cruz et al. (2008).

O uso de microrganismos para obtencado de enzimas em escala industrial, consegue
se destacar em relagdo a outros sistemas biolégicos, pela capacidade de aproveitar materiais

residuais industriais como fonte de nutrientes e crescimento, alto rendimento a partir na ma-
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nipulacao génica e otimizacao das condic¢oes de cultivo (HAIKI; RAKSHIT, 2003; ORLANDELLI
etal., 2012).

As enzimas sdo categorizadas em seis grupos: oxidorredutases, transferases, hidrola-
ses, liases, isomerases e ligases. Além disso, podem ser designadas por nomes que obedecem
a uma sistemadtica e sao divididas em duas partes: uma indicando o substrato e a outra indi-
cando a natureza da reacao, feita de acordo com o Enzyme Commission (E.C). Normalmente

no nome da respectiva enzima é acrescentado o sufixos (ase) (CUESTA et al., 2015).

3.2 Contextualizacao historica da L-asparaginase

A enzima passou a ser alvo de pesquisas a partir de estudos que colaboraram para a
descoberta de que a L-asparaginase poderia ser aplicada como agente antineopldsico, sendo
o estudo pioneiro realizado por CLEMENTI (1922), que estudou linfoma em mamiferos e
observou que o soro sanguineo de porquinhos-da-India (Cavia porcellus) ocasionava a morte
dos linfomas, apresentando um alto potencial antitumoral, sem afirmar quais moléculas ou

compostos estavam envolvidos nesta atividade.

KIDD (1953a), com seus estudos descobriram que o constituinte ativo do soro, com
atividade contra o linfoma, tinha origem proteica, o autor verificou também por meio de
estudos in vivo em camundongos e em coelhos, que o soro do porquinho da India era efetivo

em promover a remissdo do crescimento das células de linfoma.

A partir da descoberta sobre o potencial do uso da L-asparaginase por meio do traba-
lho do KIDD (1953b), aumentou o nimero de pesquisas realizadas no mundo todo, porém
apenas em 1961 com os estudos de Broome que houve evidéncias de que o constituinte
proteico ativo no soro que era responsavel pelos efeitos antitumorais era proveniente da
enzima L-asparaginase (BROOME, 1963a; BROOME, 1963b).

Pouco antes disso, em 1961 uma pesquisa apontou para um significado bioquimico
que poderia ser aproveitado na quimioterapia, quando HALEY, FISCHER e WELCH (1961)
notaram que a L-asparagina, que é um aminodcido ndo essencial para seres humanos, contri-
buia de forma efetiva no crescimento de linfoblastos e pela reproducao dessas células. Visto
que, as células tumorais necessitam desse aminodcido para seu crescimento, indicando uma
incapacidade de sintese dessas células, ou um papel nao usual no metabolismo. Resultados
que foram consolidados anos depois ao se notar que a sintese de RNA era prejudicada quando
havia uma privacao de L-asparagina, em células leucémicas de camundongo (NAKASHIMA
etal., 1976).

Em abril de 1967, foi publicado uma matéria intitulada “Secret from the Guinea Pigs”
na secao Health Medicine, na renomada revista Time, que foi descoberto um novo tratamento

contra algumas formas de cancer, na qual declarava que um menino de 9 anos, portador de
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leucemia linfoblastica aguda (LLA), conseguiu se curar da doenca. A crian¢a que apresentava
um quadro avancado foi tratada com a enzima purificada obtida da bactéria Escherichia
coli. A noticia criou muitas expectativas sobre as novas abordagens do tratamento da LLA,

causando grande repercussao (TIME, 1967a).

Nesse mesmo ano em publicacdes posteriores, ressaltavam que precisava ter cautela
sobre a cura do cancer, onde uma crianca chegou a 6bito durante o tratamento com a
enzima, devido ao desenvolvimento de um quadro alérgico em paralelo com uma pneumonia,
demonstrando que a cura ainda ndo havia sido alcancada. No final desse mesmo ano um
editorial foi publicado questionando, contra quais tipos de cancer a enzima era efetiva, se
era efetiva em pacientes como apontavam os testes laboratoriais e quais seriam seus efeitos
colaterais. E ja havia evidéncias de que os casos de leucemias seriam particularmente os
maiores beneficiados com o tratamento (TIME, 1967b; TIME, 1967c; TIME, 1967d). A Figura 1

mostra a linha do tempo que descreve a contextualizacdo histérica da L-asparaginase.

Figura 1 — Hist6ria da descoberta da atividade anti-linfoma da enzima L-asparaginase
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Fonte: Adaptado de Goncalves (2017).

3.3 L-asparaginase

A L-asparaginase (E.C.3.5.1.1) é a enzima que tem a capacidade de hidrolisar o grupo
amida da cadeia do aminoécido L-asparagina, obtendo como produtos da reacao o acido

aspartico e amonia (CHOW; TING, 2015). A enzima catalisa a hidrélise do nitrogénio do grupo
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amida da cadeia lateral do aminoéacido, cortando parte do suprimento das células tumorais
impedindo assim que essas cres¢cam e ganhem forca, diminuindo o desenvolvimento do

cancer usando o aminodcido L-asparagina (BERG, 2011), como mostrado na Figura 2.

Figura 2 — Reacdo catalisada pela enzima L-Asparaginase
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Fonte: Adaptado de Narta, Kanwar e Azmi (2007).

A reacao enzimdtica de hidrdlise realizada pela L-asparaginase esgota rapidamente
os niveis celulares de asparagina no corpo. Nas células normais, L-asparagina ndo é um
aminodcido essencial, pois é possivel sintetiza-lo através da L-asparagina sintetase, sendo essa
enzima a tinica disponivel para a sintese do aminodcido. Como algumas células tumorais ndao
conseguem garantir seu proprio fornecimento de asparagina, a resposta ao tratamento com a
L-Asparaginase € efetiva, visto que as células sao dependentes de uma oferta extracelular do
aminoacido (DHALE; MOHAN-KUMARI, 2014).

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

processados em altas temperaturas.

3.3.1 Uso terapéutico

Ha mais de trinta anos a enzima L-asparaginase vem sendo utilizada como agente
quimioterapéutico para o tratamento de leucemia linfobléstica aguda, pois consegue trans-
formar a L-asparagina em 4cido L-aspdrtico e amonia (FARAG et al., 2015). Resultando em no
esgotamento da asparagina, um suprimento exégeno do qual é necessdrio para o crescimento
de certos tumores (GUPTA; DASH; BASAK, 2009a).

Atualmente, a L-asparaginase disponivel comercialmente possui duas origens: Eschericha
colie e Erwinia carotovora, ambas as L-asparaginases sdo produzidas por fermentacao sub-
mersa em grande escala (IZADPANAH et al., 2018). No Brasil a L-asparaginase provém da
fermentacdo submersa utilizando a Eschericha colie, e seu nome comercial é Elspar®, esse
medicamento quando utilizado por longos periodos, podem acarretar em hipersensibilidade

nos pacientes, podendo gerar reacgdes alérgicas e anafilaxia (DIVINO, 2015).
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As aplicacgoes terapéuticas em que a L-asparaginase é comumente indicada sdo para
o tratamento: da doeng¢a de Hodgkin, leucemia linfocitica aguda principalmente em criancas,
leucemia mielocitica aguda, leucemia mielomonocitica aguda e leucemia linfocitica cronica,
tratamento com linfossarcoma, reticulossarcoma e melanossarcoma (THENMOZHI et al.,
2011).

3.3.1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

A LLA é um tipo de cancer que se desenvolve nas células linféides da medula, células
essas que ddo origem aos linfécitos. A neoplasia maligna de linf6citos causa cerca de 30%
de todos os canceres diagnosticados em criancas com idade inferior a 15 anos. A troca
entre as células hematopoiéticas normais pelas células leucémicas (blastos), assim como o
crescimento descontrolado destas células no tecido linféide e em sitios extramedulares sdo os
principais sintomas da LLA (ALMEIDA, 2015; BELSON; KINGSLEY; HOLMES, 2007; ONCIU,

2009), conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Representacdo esquemadtica da LLA no plasma sanguineo
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Fonte: Adaptado de Divino (2015).

Os sintomas da doenca podem variar muito entre os portadores, onde esta relacionada
com os graus de anemia, neutropenia e trombocitopenia, alteragcdes laboratoriais comuns
dos pacientes com LLA, além da presenca de infiltracao leucémica extra-medular (KEBRIAEI;
ANASTAS; LARSON, 2003; LEITE et al., 2007). Porém apresenta como principal sintoma o
aparecimento de blastos, que tomam o lugar das células hematopoiéticas normais, assim
como pelo aumento exagerado destas células no tecido linféide (NEHMY et al., 2011; ONCIU,
2009).
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Com diagnosticos mais precisos, desenvolvimento de novos medicamentos e proto-
colos terapéuticos mais aperfeicoados, se nota um progresso na remissao e sobrevida dos
pacientes, onde em meados dos anos 60 os indices de sobrevida era de 10%, ja nos dias atuais
tem médias de 75% (CHEOK; EVANS, 2006; HENZE, 2008; PUI; EVANS, 2006).

Entre as drogas com potencial para o tratamento da LLA, a enzima L-asparaginase é
uma das mais utilizadas pela capacidade de converter o aminoacido L-Asparagina em 4cido
aspartico (SHRIVASTAVA et al., 2016). Para conseguir atingir rapidos niveis de crescimento
as células malignas necessitam de grandes teores de asparagina, sendo assim estas células
neopldsicas necessitam usufruir de niveis desse aminoécido acima do que é produzido pela
propria célula, precisando buscar no soro sanguineo para satisfazer sua grande demanda
(NARTA; KANWAR; AZM]I, 2007).

Por ter se mostrado eficiente no processo de esgotamento extracelular de L-asparagina,
a L-asparaginase, o tratamento da LLA passa pelo processo de quimioterapia com essa
enzima, sendo injetada de forma intravenosa ou intramuscular, visando a inibi¢dao da sintese
proteica em linfoblastos e induz a apoptose da populacao de células neoplasicas (ALMEIDA,
2015; FERNANDEZ et al., 2013). A importancia da L-asparaginase como agente antitumoral
despertou a atencao dos pesquisadores, levando a busca de novas formas de producao dessa

enzima.

Um grande desafio durante o tratamento de neoplasias malignas esta relacionado
com o fato de que a dose da quimioterapia necessaria para destruir as células malignas,
muitas vezes tém toxicidade alta para as células normais. Este fato acarreta no aumento da

procura de tratamentos mais especificos (FERNANDEZ et al., 2013).

3.3.2 Uso na industria de alimentos

Desde 1964 sabia-se que a acrilamida apresentava potencial téxico a seres vivos,
durante anos seu potencial carcinogénico também foi investigado quando finalmente, em
1994, a International Agency for Research Cancer (IARC), associada a Organizacdo Mundial da
Satde OMS, acrescentou a acrilamida a sua lista de agentes potencialmente carcinogénicos
para humanos (IARC, 2017).

A acrilamida é formada através da reacao de Maillard, na qual normalmente é descrita
como uma reacao de sacarideos provedores de compostos carbonilicos e o grupo amida
dos aminoéacidos (Figura 4). No caso da acrilamida, os doadores de grupos carbonila sao
representados pela reducdo de sacarideos, enquanto os grupos amina se originam de um

aminodcido particular, a L-asparagina (ZYZAK et al., 2003).
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Figura 4 — Caminhos propostos para a formacao de acrilamida ap6s a degradacao de Strecker
do aminodacido asparagina na presenca de produtos dicarbonilicos da reacao de
Maillard.
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Fonte: Adaptado de Stadler et al. (2002).

Ao comparar distintas maneiras de mitigacdo com varias efetividades, se nota que
o tratamento com enzima L-asparaginase é um meio progressivo de precaver a formacao
de acrilamida. Devido ao fato de que a formacdo da acrilamida vem de dois precursores
principais, a L-asparagina e os acgticares redutores. A L-asparaginase suprime um deles ao
hidrolisar a L-asparagina em 4cido L-aspdrtico. Além disso, o uso da enzima ndo traz impacto
algum em relacao as propriedades qualitativas e sensoriais dos produtos finais e por se tratar

de enzima sua aplicacao € relativamente simples no processamento (CIESAROVA, 2016).

A aplicacdo da enzima L-asparaginase na industria alimenticia, é efetiva na reducao
dos teores de acrilamida, reduzindo o efeito carcinogénico dos alimentos processados a
elevadas temperaturas (FARAG et al., 2015). Por apresentar diversas aplicacdes industriais,
as enzimas expandiram de forma significativa no mercado global. Aparecendo em destaque
as enzimas com aplicacdo no setor de alimentos e bebidas, pois ocupam o maior espaco do
mercado (DEWAN, 2014).

3.4 Fungos

Avalia-se que atualmente o reino Fungi contenha, cerca de 1,5 milhao de espécies que

habitam praticamente todos os ecossistemas existentes no planeta. Por volta de 70.000 ja
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foram caracterizadas até hoje, estando dentre elas as causadoras de micoses em humanos,
de doencas em plantas cultivadas e as de importancia biotecnolégica (OLIVEIRA, 2010). Os
fungos sao divididos em diversas classes de diferentes filos onde os cinco principais filos do
reino fungi sao o Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota, Glomeromycota e Chytridiomycota
(VOLK, 2013).

Os fungos sdo organismos eucariéticos, heterotréficos, que se alimentam a partir de
matéria organica inanimada ou através parasitose em hospedeiros vivos. Estes microrganis-
mos participam de processos desejaveis ou adversos na vida do ser humano. Em resumo, esses
microrganismos sao classificados em leveduras, que se apresentam sob a forma unicelular, e
em bolores (mofos), que sdo pluricelulares e filamentosos. Os filamentos sdao formados por
um agrupamento de estruturas tubulares, conhecidas como hifas, que quando em conjunto,
formam o micélio (TORTORA; CASE; FUNKE, 2017).

Os microrganismos do Reino Fungi possuem caracteristicas distintas entre si, no
entanto se nota similaridades em comum que os diferenciam dos demais reinos, apontando
que os fungos em variados setores das atividades humanas apresentam notdéria importancia.
Sendo assim, a Micologia se dividiu em muiltiplas especialidades com reflexos em diversas
vertentes da biotecnologia, envolvendo produtos quimicos e farmacéuticos, comestiveis,
laticinios, bebidas alcodlicas de todos os tipos, devido, em grande parte, as propriedades
fermentativas e enzimaticas (OLIVEIRA, 2014).

A fabricacao de alimentos, a utilizacdao na industria farmacéutica, o processo de
biodegradacao e tratamento biolégico de efluentes, a producado de enzimas de interesse
industrial e na biotransformacao, sao atividades que os fungos sdo comumente empregados.
Além disso, apresentam eficiéncia no seu uso em praticas agricolas e ecologicas, visto que
realizam a manutencao e o equilibrio do ambiente, decompondo restos vegetais, degradando
substancias toxicas, auxiliando as plantas a crescerem e se protegerem contra inimigos, tal
como outros microrganismos patogénicos (ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2015).

3.4.1 Leveduras

Leveduras sdo fungos unicelulares, de aparéncia oval ou esférica, nao filamentosas,
que apresentam tamanho varidvel entre 1 a 5 p e largura de 5 a 30 1 de comprimento, sao
imoveis, se reproduzem por brotamento ou por esporulacao. Sua célula constitui-se em pa-
rede celular, membrana citoplasmatica, o ntcleo, os vactiolos e a mitocondria (GUIMARAES,
2005; JR; CHAN; KRIEG, 1997; TORTORA; CASE; FUNKE, 2017).

Para completar seu ciclo de vida é necesséria a presenca de dgua, fontes de carbono
(acucares, sais de 4acidos organicos, glicerina ou etanol), nitrogénio, oxigénio e minerais.
Possuem metabolismo anaerdbio facultativo desenvolvendo suas atividades na auséncia ou

presenca de oxigénio, tento preferéncia de ambientes com faixa de pH neutro ou pouco éacida
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(GUIMARAES, 2005; JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Sao facilmente encontradas no ambiente natural e tem a Saccharomyces cerevisiae
como principal representante, pois foi considerada o microrganismo mais estudado no
mundo atualmente. Com relacdo a utiliza¢do das leveduras para a producao de L-asparaginase
a Saccharomyces cerevisiae produz dois tipos da enzima, uma intracelular (L-asparaginase I) e
outra periplasmatica (L-asparaginase II), sendo que a segunda apresenta maior viabilidade
para uso em medicamentos por possuir melhor estabilidade e atividade que se aproxima do
pH fisiol6gico (FERRARA et al., 2004).

3.4.2 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos apresentam alta facilidade em se desenvolverem em substra-
tos simples e de baixo custo, e por exibirem grande aptidao em produzir inimeros metabdlitos,
despertam grande interesse para uso biotecnolégico. Esse tipo de fungo é comumente uti-
lizado na producdo da enzima L-asparaginase por FES, pois vdrias espécies se mostraram
positivas, entre elas pode ser destacadas as espécies do género Aspergilus, Penicillium, Fusa-
rium e Cladosporium (KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013; NAKAHAMA et al., 1973;
PATRO et al., 2014; SHRIVASTAVA et al., 2012).

O Penicillium sp. o Fusarium sp. e o Monilia sithophila utilizado na FES apresenta
forma filamentosa que € constituida pelo conjunto de estruturas tubulares, denominadas
de hifas. Estas hifas quando agrupadas constituem uma estrutura denominada de micélio
(TORTORA; CASE; FUNKE, 2017).

Os microrganismos do género Penicillium sao vistos como GRAS (geralmente reco-
nhecido como seguro) pela FDA (administracao americana de comidas e drogas), por isso
é amplamente aplicado na industria alimenticia e no uso para producao de medicamentos
(SCHUBER et al., 2012). As espécies de Penicillium desde a descoberta da penicilina, sdo
intensamente estudadas, por gerarem intimeros metabdlitos secunddrios com potencial

farmaceéutico, inclusive a producao de enzimas, como a L-asparaginase (PETIT et al., 2009).

O género Fusarium, exibe vasta diversidade em relagdo a atributos, morfolégicos,
fisiolégicos e ecoldgicos, esse fato justifica a existéncia desses microrganismos na maioria
dos nichos ecoldgicos e nas mais diversas regides geogrédficas do mundo (LAZAROTTO, 2013).
No trabalho realizado por CHOW e TING (2015), foi observado que dentre os microrganismos
testados as espécies de Fusarium e Penicillium foram os mais eficientes para obtencao de
L-asparaginase, este resultado pode ser explicado devido o reflexo da diversidade de endéfitos
nas quatro plantas testadas (fontes dos microrganismos utilizados pelos autores) como os
estados teleomorfo e anamorfo de ascomicetes (filo dos fungos citados) tipicamente dominam

as populacgdes endofiticas.

O fungo filamentoso Monilia sitophilia que também recebe o nome de Neuspora
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sitophilia faz parte do género Neurospora, apresenta alta capacidade e velocidade de cres-
cimento em intimeros tipos de residuos sé6lidos, por se mostrar ideal para a obtencao de
enzimas industrialmente importantes (SYED et al., 2016), podendo ser aplicado para a produ-

cao da enzima L-asparaginase.

3.5 Producao da L-asparaginase

Nesta sessdo é exposta as formas de fermentacdo utilizadas para obtencdo da enzima
L-asparaginase, em que os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a
quantidade de d4gua no meio de cultivo. Sendo denominados de processos em estado s6lido
ou fermentacdo em estado solido (FES) — caracterizados pela auséncia de 4gua livre no meio —

ou de processos submersos — em que hd a presenca de d4gua livre no meio.

3.5.1 Fermentagao submersa (FS)

A FS é um processo onde em meio liquido otimizado com nutrientes, se insere micror-
ganismos visando o crescimento e desenvolvimento do mesmo para obtencao de bioprodutos
com alto valor agregado. Tal processo possui equipamentos bem estabelecidos, reatores fe-
chados contendo meio de fermentacao e alta concentracao de oxigénio e dao preferéncia
ao uso de bactérias, pois sdo mais adaptadas a locais com umidade elevadas (DORIYA et al.,
2016; KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013).

No processo submerso, ha também facilidade de aumento de escala e de modifica-
¢oes no regime de operacdo, podendo ser executado em regime descontinuo, semicontinuo,
descontinuo alimentado ou continuo (POLIDORO, 2009).

Nos dias atuais a obtencao de L-asparaginase é comumente realizada por FS, devido
a homogeneidade do processo e por apresentar controle das condi¢cdes ambientais rela-
tivamente simples. Contudo, esse processo apresenta desvantagens como altos custos de
producdo, energia e custo operacional e baixos rendimentos do produto, geracado de efluentes

em excesso e, com isso, grandes volumes de dguas residuais (CACHUMBA, 2017).

3.5.2 Fermentagao em estado solido (FES)

A FES é apresentada como processo fermentativo que acontece na auséncia ou quase
auséncia de dgua, sendo essa apenas suficiente para proporcionar o crescimento microbiano
e as atividades metabdlicas de suas células, em um meio sélido e inerte que o desempenha o
papel de suporte fisico e como fonte de nutrientes necessdrios para a manutenc¢ao da vida do
microrganismo (ALJAMMAS; FATHI; ALKHALAF, 2018).

Algumas vantagens do processo de FES sao as principais motivagoes para utilizacao

do processo, como o aproveitamento de materiais e residuos agroindustriais como suporte
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inerte; devido a quase auséncia de 4gua se torna um meio mais resistente a contaminacao
bacteriana; os custos para instalagdo, manutencao e de processo sdo inferiores ao processo
de FS; alta produtividade e estabilidade do produto; o tamanho do reator para sua execucao
é pequeno, ocupando assim pequenos espacos e ndo necessita de tecnologias avancadas
(ALJAMMAS; FATHI; ALKHALAF, 2018; ZHAO et al., 2018).

Os fungos filamentosos sdo os microrganismos mais adaptados ao processo de FES,
devido ao fato de se adaptarem com maior facilidade em superficies s6lidas com menor
teor de d4gua porque as condic¢des de cultivo sao similares as encontradas no seu ambiente
natural. Contudo o processo de producao industrial por FES é considerado dificil por causa de
problemas de controle de fermentacao, padroniza¢ao de produtos e conhecimento limitado

sobre a siologia e morfologia dos microrganismos (DORIYA et al., 2016).

A maior atracdo referente a essa tecnologia € a viabilidade sobre a utilizacao de subs-
tratos solidos para a biotransformacao, na presenca de microrganismos especificos, para
a producao de bioprodutos com alto valor agregado, como por exemplo enzimas, biossur-
factantes, biopesticidas, bioplasticos, farmacos e outros (CASTILHO; MITCHELL; FREIRE,
2009; CERDA et al., 2019; EL-BAKRY et al., 2015; JIMENEZ-PENALVER et al., 2016). Este
biotratamento pode ser empregado também na producao de alimentos visando favorecer
0s compostos bioativos presentes, como vitaminas e fendlicos que apresentam atividade
antioxidante (STARZYNSKA-JANISZEWSKA et al., 2019).

3.6 Nova fonte nutritiva

O Tenébrio molitor conhecido popularmente como bicho-da-farinha pertence a or-
dem Coleoptera (besouros) e familia Tenebrionidae (nome comum "darkling beetle"), uma
familia cosmopolita de besouros com mais de 20.000 espécies e como todos insetos holome-
tabolicos atravessam quatro estdgios durante a vida: ovo, larva, pupa e adulto (YANG et al.,
2018).

Suas larvas sao obtidas de forma simples devido a facilidade em reproduzir e ali-
mentar. Por apresentar alto teor proteico em sua composicao, sdo utilizadas como fonte de
alimento para animais, incluindo péssaros, répteis, pequenos mamiferos, batraquios e peixes.
Comumente sao servidas vivas, contudo também sao vendidos enlatados, secos ou em p6
(MARIOD; MIRGHANTI; HUSSEIN, 2017; VELDKAMP et al., 2012).

Aslarvas do bicho-da-farinha (Figura 5), quando comparadas a comida tradicional rica
em proteina como a carne, se destaca por ser uma valiosa fonte de nutrientes em quantidades
mais rentdveis para o organismo humano. Quando no estado de p6é contém de 50% a 52% de
proteina e aprovaram todos os regulamentos da Food and Drug Administration para uso como
ingrediente alimentar (KIM; JUNG, 2013), apresentando boa qualidade para ser aplicado

como suplemento de refeicoes tradicionais. Com isso, espera-se que as larvas de T. molitor
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sejam usadas em vérios alimentos no futuro préximo (SIEMIANOWSKA et al., 2013).

Figura 5 - Larvas desidratadas do Tenébrio molitor

Fonte: Autor, (2018).

Normalmente as larvas medem em média 2,5 cm, ja na fase adulta estdo chegam a
1,25 e 1,80 cm de comprimento (BRYNING; CHAMBERS; WAKEFIELD, 2005). Dias ap6s a
eclosdo dos ovos as larvas ganham aspecto amarelado e produzem um exoesqueleto duro e
quitinoso. Uma larva adulta pesa cerca de 0,2 gramas e tem de 25 a 35 mm de comprimento,
sendo elas que servem de uso como alimento humano em algumas partes do mundo. A pupa
é o estdgio intermédiario entre a fase de larva e a forma adulta, apresentando de 12 a 18 mm
de comprimento e de cor branca cremosa. Na fase adulta o besouro comeca a colocar ovos
4-17 dias ap6s a copula (AGUILAR-MIRANDA et al., 2002).

No trabalho realizado por Zhao et al. (2016), os autores avaliaram e caracterizaram
o extrato proteico das larvas e relataram que as larvas secas liofilizadas continham cerca de
33% de gordura, 51% de proteina bruta e 43% de proteina verdadeira com base na matéria
seca. O verdadeiro teor de proteina do extrato de proteina foi de cerca de 75%, com uma taxa
de extracao de 70% sob condi¢des otimizadas de extra¢do. Os autores relataram que o extrato

de proteina era uma boa fonte de aminodacidos essenciais.

Por conterem alta concentracao de proteina as larvas do T. molitor apresenta diversas
aplica¢oes de uso em diferentes dreas, como uma boa fonte de agente espumante a base de
proteinas, que pode ser aplicado na fabricacao de concreto leve (FALLIANO et al., 2018); suas
proteinas também podem ser convertidas em poliureia (PANINI et al., 2017) e tem grande
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potencial para uso como biomassa, servindo como fonte de nutrientes para microrganismos

€1m processos fermentativos.

3.7 Suportes inertes

O uso de materiais inertes sdo de suma importancia para o processo de FES, pois
eles permitem o confinamento fisico das células em uma regiao definida de espaco, onde
o material celular realiza suas atividades cataliticas nos processos de operacao, sendo isso
o processo de Imobilizacao Celular (IC). A maior concentracao de células microbianas no
suporte garante a sintese dos metabdlitos e aumenta a eficiéncia da fermentagdo (FREEMAN;
LILLY, 1998). Além de suporte fisico esses materiais podem servir como fonte nutritiva para o

microrganismo.

3.7.1 Fibra ceramica

Fibras ceramicas apresentam aplicacdo como materiais de reforco devido as suas
propriedades tnicas de alto médulo eldstico e durabilidade quando exposta a elevadas
temperaturas. Suas propriedades fazem delas valiosas para uso em aplicacoes estruturais
automotivas, aeroespaciais e resistentes ao calor (YALAMAC; SUTCU; BAHARBASTURK,
2017).

Uma aplicacdo importante das fibras ceramicas é o uso como material isolante resis-
tente a altas temperaturas sob a forma de mantas para prevencao de fogo, além de compo-
nentes resistentes ao calor conta com atributos de baixa condutividade térmica, resisténcia a
choques térmicos e resisténcia elétrica em altas temperaturas (SEDAGHAT; TAHERI-NASSAJ;
NAGHIZADEH, 2006).

Por possuir estrutura extremamente densa e compacta, a fibra ceramica se apresenta
como eficiente material para a realizacao de "matrizes vivas”, sendo capazes de confinar mi-
crorganismos e reuni-los em maiores quantidades nos pocos de matrizes de alto rendimento.
Esse passo se tornou fundamental para o inicio de novas aplicacdes que sao promissoras no
campo da microbiologia industrial e enzimologia, bem como microbiologia alimentar, que
demandam de réplicas em grande escala (BRAGAZZI et al., 2015).

A Figura 5 mostra uma imagem de microscopia eletronica de varredura da fibra

ceramica.
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Figura 6 — Fibra ceramica utilizada na FES como suporte inerte

100 pm EHT = 5.00 kv Signal A= SE Date :4 Jun 2018
WD = 13.0 mm Mag= 300X Time :15:42:23

Nota: Fonte: Autor, (2018).

3.7.2 Espuma de poliuretana

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

A viabilidade do uso da espuma de poliuretana como suporte inerte ocorre devido
sua estrutura porosa e bem definida, que consegue proporcionar a infiltracao e o egresso de
liquidos e gases de forma mais facil (Figura 6). Além do que, apresenta caracteristicas fisicas
eficientes junto ao processo de fermentagdo como maciez, resisténcia mecanica e resiliéncia,
favorecendo o crescimento microbiano, pois consegue favorecer devido sua estrutura uma
boa transferéncia de massa e calor (CORCUERA et al., 2010).
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Figura 7 — Espuma de poliuretana utilizada na FES como suporte inerte

EHT = 5.00 kV/ Signal A = SE1 Date :4 Jun 2018
WD =12.0 mm Mag= 120X Time :15:36:58

Fonte: Autor, (2018).

3.7.3 La de vidro

As fibras de vidro possuem em valores entre 5 e 20 microns de didmetro e suas super-
ficies ndo sao livres de falhas. Apresentam boa estabilidade dimensional, nao sofrem fluéncia,
sdo consideradas inertes e também apresentam imunidade a ataques biolégicos e tem boa
resisténcia aos ataques quimicos, ndo sao inflamdveis e tém boas propriedades elétricas.
Devido as suas boas propriedades mecénicas e as vantagens acima citadas as fibras de vidro
sdo bastante difundidas, porém uma de suas desvantagens sdo as irritacoes que causam ao

entrar em contato com a pele humana (DE; WHITE, 1996).

Por poder apresentar a desvantagem de causar coceira e incomodo ao entrar em con-
tado com a pele humana, o mercado oferece esse material em forma de manta do tipo manta
ensacada com polietileno, manta aluminizada, manta revestida com feltro para construgoes
metdlicas e manta de fibro-ceramica para tubulagdes e equipamentos com temperaturas
elevadas (DE; WHITE, 1996).



44 Capitulo 3. Revisdo bibliogrdfica

3.8 Biorreatores

Os biorretatores sao equipamentos frequentemente utilizados nas Engenharias Qui-
mica e Bioquimica por serem capazes de converter matérias-primas em produtos a partir do
uso de microrganismos, células animais ou vegetais ou enzimas. Sdo construidos para as mais
diversas necessidades de producao, visando proporcionar condicoes 6timas de temperatura,
pH, concentracdo de substrato, sais minerais, vitaminas e oxigénio, possibilitando o cres-
cimento e desenvolvimento dos microrganismos para obtenc¢do dos produtos de interesse
(ALVES, 2010).

Com o avanco da tecnologia os biorreatores sao projetados com a capacidade de
monitorar em tempo real e controlar de forma automatizada as condi¢des ambientais, como
controle de di6xido de carbono dissolvido e oxigénio, temperatura e pH por CO, ou adi¢do de
acido ou base. Possui também técnicas referentes ao manuseio do sistema fechado e filtracao

de gés para reduzir os riscos de contaminac¢do cruzada e microbiana (MISHRA et al., 2016).

Os biorreatores podem ser divididos em dois grandes grupos: os biorreatores de fase
aquosa continua, utilizados em processos submersos, e os biorreatores de fase nao-aquosa,
préprios para cultivo em estado sélido. Os biorreatores para processos em estado s6lido sdo

discutidos em detalhes no item seguinte.

3.8.1 Biorreatores utilizados na fermentagao em estado sélido

A agitacao e a aeracao sao os principais fatores avaliados para o desenvolvimento
dos biorreatores para fermentacdao em estado sélido, onde a agitacdo tem como objetivo
homogeneizar todo contetdo do biorreator, causando efeito positivo na transferéncia de
massa e calor. A aeracdo contribui no acesso facilitado de oxigénio ao microrganismo, como
também tem aplicagdo como método de controle de temperatura e umidade do meio de
cultivo (MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006).

Os principais tipos de biorreatores para processos fermentativos em estado sélido, sdo
classificados em quatro grupos, diferenciando entre si a partir das técnicas de funcionamento

em relacao ao modo de agitacdo e aeracao.

O primeiro grupo sdo os biorreatores com aeracao superficial e sem agitacao, no
qual é composto por bandejas, que sao dispostas em diversas formas e confeccionadas por
diferentes materiais. Podem ser dispostos em locais climatizados e/ou ventilados, estufas
de bancada ou bandejas individuais. Os principais tipos de biorreatores desse grupo sao:
a camara climatizada; estufa; bandeja individual e saco plastico (MITCHELL; KRIEGER;
BEROVIC, 2006). A Figura 8 mostra um exemplo do primeiro grupo de birreatores, o biorreator

leito estdtico do tipo bandeja.
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Figura 8 — Biorreatores com aeracao superficial sem agitacao
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Nota: 1- Entrada de agua, 2- Vélvula de controle de entrada de 4dgua, 3- Lampada UV, 4-
Umidificador de ar, 5- Bandejas de FES, 6- Entrada de ar e 7- Saida de ar. Fonte: Adaptado de
Mitchell, Krieger e Berovic (2006).

Os biorreatores com aeracdo forcada e sem agitacao compoe o segundo grupo, que
compreende os reatores de leito empacotado, onde o meio de cultivo se mantém estatico. A
Figura 9 ilustra um exemplo desse tipo de biorreator, que mostra o leito empacotado com
tubo central perfurado ao longo do eixo central, visando fornecer trajetos preferenciais do ar
no eixo central do meio de cultivo (ROBINSON; NIGAM, 2003).

Figura 9 — Biorreatores com aeracao forcada e sem agitacao
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Nota: 1- Saida de ar, 2- Suporte sélido da FES, 3- Tubo central furado, 4- Suporte de sustentacao
furado para o meio sélido e 5- Entrada de ar. Fonte: Adaptado de ROBINSON e NIGAM (2003).

O terceiro grupo sdo os biorreatores com aeracao superficial e com agitacado, onde os

biorreatores de tambor rotativo sdo os principais representantes (Figura 10), onde a rotacao
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do casco do biorreator expoe o meio de cultivo ao fluxo gasoso, responsével pela remocao do
calor e dos gases gerados pelo metabolismo microbiano (ROBINSON; NIGAM, 2003).

Figura 10 — Biorreatores com aeracgdo superficial e com agitacao

pm<~—— 5 ——mm

Nota: 1- Entrada de ar, 2- Suporte sé6lido para FES, 3- Rolos, 4- Bicos de ar, 5- Aros laterais e 6-
Eixo de rotacao do biorreator. Fonte: Adaptado de ROBINSON e NIGAM (2003).

Por ultimo os biorreatores com aeracao forcada e com agitacao, que viabiliza o con-
trole de uma maior gama de parametros, como: temperatura, teor de umidade e fluxo do ar
injetado, intensidade de mistura (rpm), facilidade de adicao de dgua e outros aditivos do pro-
cesso. Este tipo de biorreator normalmente pode ser operado em dois modos: os misturados
continuamente e os misturados intermitentemente. Como por exemplo, neste biorreator o
ar é injetado numa velocidade suficiente para manter em suspensao as particulas de subs-
trato Figura (11. Por ter grande vazao de ar, a remocao de calor do leito ndo é problematica,
mas o uso de leitos fluidizados implica em altos custos de operagdo (MITCHELL; KRIEGER;
BEROVIC, 2006).

Figura 11 — Biorreatores com aerac¢do forcada e com agitacdo

1

Nota: 1- Saida de ar, 2- Suporte sé6lido para FES, 3- Suporte de sustenta¢do furado para o
suporte so6lido e 4- Entrada de ar. Fonte: Adaptado de Mitchell, Krieger e Berovic (2006).
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Os biorreatores utilizados nos processos fermentativos em estado s6lido ndo atingi-
ram o mesmo nivel de desenvolvimento observado nos biorreatores utilizados no processo
fermentativo em estado liquido. Isso se observa, pois é maior a dificuldade de manutencao
da uniformidade do substrato e o controle da temperatura no reator, visto que na maioria dos
casos o substrato sdlido nao é um bom condutor de calor (RAGHAVARAO; RANGANATHAN;
KARANTH, 2003).
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4 Material e Métodos

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

referem-se aos desvios-padroes.

O fluxograma indicado na Figura 12 exibe como foi realizada as etapas de execucao
do trabalho. Para a selecao do microrganismo, foram testadas cinco leveduras e trés fungos
filamentosos, visando encontrar nos ensaios o fungo mais adequado para a producao de
L-asparaginase por fermentacdo em estado sélido (FES), com as condi¢des impostas referente
a suporte inerte, meio nutritivo, pH e tempo de fermentacdao. Em relacao ao suporte sélido
inerte, foram avaliadas trés matrizes sdlidas distintas, sendo escolhida aquela que o fungo
tenha apresentado mais afinidade para seu crescimento e desenvolvimento proporcionando
maiores producoes de L-asparaginase. Para a avaliacdo do meio nutritivo, foram testadas
duas fontes, a glicose contando com a adicao de L-asparagina e o Tenébrio molitor com a
adicao de glicerol, com intuito de verificar se sdo eficientes como fonte nutritiva para os

microrganismos.

Figura 12 - Fluxograma referente ao material e os métodos utilizados

Produgéo de L-asparaginase em FES com

suporte inerte
Testes de Selegéo do suporte Avaliagéo de nova
Microrganisimos inerte biomassa
thia guilliermondii Espuma de Glicose mais sais e
Landidaake oliretana L-asparagina
d -dspard d
Candida globosa P parag
Cryptococctis victori
Leitcosporiditum scotti Tenébriomolitor
Fibra ceramica mais sais e
T Glicerol
Penicillivum sp.
Fusarium sp.
Monilia sitophila _
La de vidro

Fonte: Autor, (2018).
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4.1 Microrganismos testados para a producao de L-asparaginase

Os microrganismos produtores de L-asparaginase testados foram cinco leveduras e
trés fungos filamentosos, indicados na Tabela 2. As culturas foram armazenadas em placa de
Petri de vidro devidamente esterilizada, com meio nutritivo de Czapek sé6lido, contendo a
concentracao de nutrientes em g/L de, NaNOs, 2,0; KyHPOy, 1,0; MgSQOy, 0,5; KCI, 0,5; FeSOy4,
0,01; Sacarose, 30,0; Agar, 20,0.

Tabela 2 — Microrganismos testados

Microrganismos Cédigo
Pichia guilliermondii L21
Candida sake L52
Candida globosa L75
Cryptococcus victori L92
Leucosporidium scotti L120
Penicillium sp.LAMAI-505 P
Fusarium sp. F
Monilia sitophila M

Fonte: Autor, (2018)

Para a utilizacdo das células dos microrganismos testados apds periodo de cultivo
(todo material celular contido na placa de Petri), foi realizada a preparacao do pré-in6culo
para a FES, onde ocorreu a transferéncia celular para reatores conicos com capacidade de 250
mL com uma solucao de 100 mL de Czapek, contendo a concentragdo de nutrientes em g/L
de, NaNOs, 2,0; K;HPOy, 1,0; MgS0y, 0,5; KCl, 0,5; FeSOy4, 0,01; Sacarose, 30,0, previamente
autoclavados a 121°C durante 20 minutos. O cultivo em meio liquido foi realizado em mesa
agitadora a 150 rpm em temperatura ambiente (25°C) e o tempo de fermentacado foi de 48
horas, garantindo o crescimento e o aumento da concentracgdo celular. Apés preparagdo do
pré-indculo, o fermentado foi centrifugado e as células recolocadas em suspensao em 100
mL de dgua destilada estéril, as quais foram entdo, utilizadas nas FES. O sobrenadante foi
descartado nesta etapa.

4.2 Suportes solidos utilizados inicialmente na FES

Inicialmente foram utilizados trés suportes s6lidos na FES para a producgdo de L-
asparaginase: fibra ceramica, espuma de poliuretana e a l1a de vidro. A Figura 13 mostra a
imagem dos biorreatores estdticos com capacidade de 125 mL, contendo os suportes sélidos

utilizados nas FES.
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Figura 13 — Suportes sélidos inertes

Nota: A - Biorreator com suporte sélido inerte de fibra ceramica; B - Biorreator com suporte
solido inerte de espuma de poliuretana; C - Biorreator com suporte sélido inerte de 1a de
vidro. Fonte: Autor, (2018).

Os primeiros processos fermentativos foram realizados em biorreatores estaticos
isotérmicos com o mesmo volume de s6lido, para que a transferéncia de massa e calor nos
suportes s6lido fossem iguais ou relativamente préximas. Foi utilizado dois meios liquidos
distintos como solucdo nutritiva. O primeiro a ser utilizado foi o meio Czapek modicado com
e sem adicdo de L-asparagina e glicose, contendo a concentragdo de nutrientes em g/L de,
NaNOs, 2,0; K2HPOy, 1,0; MgSQy, 0,5; KCI, 0,5; FeSOy4, 0,01; glicose, 10,0; L-asparagina, 1,0.
J& o segundo meio de cultivo foi composto por uma solu¢do nutritiva com os valores de sais
iguais aos descritos para o primeiro meio, porém contando com acréscimo de glicerol e a
substituicdo da glicose por uma solugao de Tenébrio molitor, variando a concentrag¢ao do
mesmo em diferentes ensaios.

Ap6s realizado os testes nos reatores estaticos, a condicao que se destacou em relacao
as demais com relacdo a escolha do microrganismo, do suporte inerte, do meio nutritivo,
condicoes de pH e tempo de fermentacao, foi aplicada em um novo biorreator rotativo,
visando aumentar a eficiéncia na producdo de L-asparaginase, visto que melhora a aeracdo e

a agitacao do meio em relacao aos reatores estdticos.

4.3 Preparacao do meio nutritivo por hidrolise

Para a obtencao da solucao de Tenébrio molitor foi realizada a moagem das larvas
secas através do uso de um pistilo (Figura 14), esse procedimento foi realizado visando
aumentar a eficiéncia do processo de hidrélise, deixando o material com maior superficie de
contato e facilitando a quebra e insercao dos nutrientes contidos nas larvas para a solucdo ao

fim do processo.
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Figura 14 — Moagem das larvas de Tenébrio molitor
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T

Fonte: Autor,(2018).

O meio nutritivo apresentava concentracdes em g de massa de Tenébrio molitor a cada
100 mL de dgua, sendo assim foi realizado os célculos prévios de cada ensaio para deixar na
concentracao requerida o meio nutritivo. O processo de hidrélise foi conduzido utilizando
1% (v / v) de H,SO4 a 120°C durante 30 minutos, realizando procedimento semelhante ao

aplicado por Zhao et al. (2018), que hidrolisou palha de arroz para obtencdo de meio nutritivo.

Ap6s a conclusao do processo de hidrolise foi realizada a filtragdao da solugdo com a
utilizacao de uma bomba de succao, um Kitasato contendo um Funil de Biichner na presenca

de um papel filtro com poros de 25 um, obtendo assim o meio nutritivo a ser utilizado na FES.

4.4 Fermentagao em estado solido com suporte inerte (FES-SI)

Nas FES-SI foram utilizados diferentes configuracoes de reatores biolégicos isotér-
micos na producao de L-asparaginase, correspondendo a fermentacao estética (biorreator
de bancada) e fermentacao com uso de biorreator mantido sob rotacao a 5 rpm (biorreator
rotativo). O processo fermentativo no reator estatico foi utilizado para realizacdo de estudos
comparativos das FES em fibra ceramica, poliuretana e 1a de vidro. Além disso, a fermen-
tacao estatica foi utilizada na otimizacao do meio nutritivo e das condi¢des operacionais
(pH, temperatura, concentracdo de L-asparagina, concentra¢do de glicose, concentracao de
Tenébrio molitor, glicerol e tempo) com células imobilizadas em FES-SI. J& na FES realizada

com biorreator rotativo, apenas a condi¢do otimizada pelo processo anterior foi utilizada.

A Figura 15 mostra as especificacdes do biorreator de pléstico utilizado para a realiza-
cdo da FES-SI da condicdo otimizada pelo biorreator estatico de bancada. Para sua utilizacao
o biorreator rotativo foi submetido a uma rotacdo continua de 5 rpm, durante um periodo de

24, 48, 72 e 96 horas, visando encontrar a melhor condicdo de atividade de L-asparaginase.
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Para facilitar a aplicacao do processo fermentativo, e retirada dos pontos a serem
analisados, o biorreator foi projetado com a capacidade de ser interligado em série com a
possibilidade de remocao ou insercao de pontos, pois a peca descrita com o nimero 6 na
Figura 15 serve para unir os reatores em um tnico eixo e também tornar possivel a desconexao

de uma unidade.

Figura 15 — Caracteristicas e dimensdes do biorreator rotativo aplicado em FES-SI
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Nota: a - 5 centimetros; b - 0,1 centimetros; c - 6 centimetros; 1 - orificios capilares para
aeracao; 2 - rotacao de 5 rpm; 3 - eixo sem fim; 4 - corpo do biorreator onde ocorre a FES; 5 -
tampa contendo orificios capitares e 6 - peca de jun¢do para acoplamento dos biorreatores

em série.

4.5 Analise da L-asparaginase

A L-asparaginase foi avaliada em ensaios de atividade enzimatica utilizando hidroxila-
mina conforme descrito por DRAINAS, KINGHORN e PATEMAN (1997). A Figura 16 apresenta
as reagoes que ocorrem durante o processo de quantificacdao da atividade enzimaética da
L-asparaginase., onde o aminodécido L-asparagina na presenca da enzima L-asparaginase é
convertida em dcido aspéartico e amonia, o dcido aspdrtico na presenca de hidroxilamina é
convertido em B-hidroxamato aspartico, que na presenca de cloreto férrico em meio con-
tendo 4cido tricloroacético e acido cloridrico é convertido em f-hidroxamato aspdartico

férrico, sendo essa molécula identificada pela leitura no espectrofotometro.
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Figura 16 — Reacdes para a quanticacao de L-asparaginase
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Fonte: Adaptado de Elshafei et al. (2012).

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

U O x Volgy: x Fpituica
1 (_) —1000 x ( Ext Diluicao 4.1)
kg Volamostra 0,4 %0 x Mss1ido

Sendo que A representa a atividade em U/kg, 6 é a leitura de absorbancia a 500 nm,
Volgy, € o volume de extragdo, solugao tween 80 (1 %), Fpjuicao € 0 fator de dilui¢do das
amostra que foram analisadas, Volamestra € 0 volume da amostra inserida na reagao de
analise de L-asparaginase, 6 representa o tempo de incubacao e o mgg;;4, € @ massa de

suporte solido utilizada na FES.

A Figura 17 representa o diagrama simplificado das etapas adotadas no procedimento

de anélise enzimadtica da L-asparaginase.
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Figura 17 — Procedimento de andlise da L-asparaginase
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Fonte: Adaptado de PINHEIRO (2017).

4.6 Planejamento experimental

Para o desenvolvimento do experimento foi realizado um planejamento composto
central rotacional, do tipo 2k com trés varidveis (k=3) e um alfa de 1,68 calculado pela férmula
a=[2F]1/* e trés replicas centrais, a Tabela 4.6 mostra os niveis e valores reais do planejamento
experimental composto central rotacional. Nesse ensaio a aplicacdo do glicerol foi realizada

de forma direta sobre o suporte sélido inerte.

Tabela 3 — Planejamento experimental

Variaveis Ha -1 0 +1 Ha

pH 1,98 3,00 4,50 6,00 7,02

Glicerol (g) 1,64 3,00 5,00 7,00 8,36

T. molitor (g/100 mL) | 3,91 8,00 14,00 20,00 24,09

Fonte: Autor, (2018)

Na execucao do planejamento foram realizados um total de 17 experimentos, com trés
pontos centrais. A andlise da varidvel resposta, atividade L-aspraginase (U/kg), foi realizada
utilizando-se o software R e os resultados foram expressos empregando graficos de contorno
e superficie de resposta e tabela de anélise de variancia (ANOVA). Ap6s andlise estatistica, o
modelo matematico proposto foi validado, porém optou-se por desenvolver o restante do
trabalho utilizando as melhores condi¢des dos ensaios, ou seja, ap6s a realizacao do ensaio
foi selecionada a condicdo que gerou os melhores resultados para dar continuidade nos testes,

visando atingir sua otimizagao.

Para realizacao desse método de escolha de melhores condicoes foi testada duas

formas distintas da aplicacao da varidvel glicerol, onde em primeiro momento foi aplicado de
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forma direta sobre o suporte sélido inerte. Foi realizada as combinacdes entre a quantidade

de glicerol e as concentracdes de T. molitor, conforme Tabela 8.

Tabela 4 — Combinacgdes entre glicerol na superficie do suporte inerte e Tenébrio molitor

Ensaios Glicerol T.molitor
(g (g/100mL)

1 5 5
2 5 10
3 5 15
4 7,5 5
5 7,5 10
6 7,5 15
7 10 5
8 10 10
9 10 15

Fonte: Autor, (2018)

A outra forma para aplicacao de glicerol foi seu uso na solugao nutritiva, onde agora
sua unidade de medida serd em g/L, reduzindo o consumo de glicerol em relacdo ao procedi-
mento anterior. A Tabela 9 traz os 12 ensaios de variacoes entre glicerol e a biomassa, sendo
um intervalo de 5 a 20 g/L para a primeira varidvel e de 5 a 15 g/100 mL de concentragdo para

a segunda varidvel.

Tabela 5 — Combinagdes entre glicerol na solucdo nutritiva e Tenébrio molitor

Ensaios Glicerol T.molitor
(g/L) (g/100mL)

1 5 5
2 10 5
3 15 5
4 20 5
5 5 10
6 10 10
7 15 10
8 20 10
9 5 15
10 10 15
11 15 15
12 20 15

Fonte: Autor, (2018)

As combinacdes e os métodos de aplicacdo dos meios nutritivos foram realizados
buscando encontrar uma condicdo 6tima de atividade da L-asparaginase e assim avaliar as

varidveis pH e tempo, visando aumentar ainda mais a eficiéncia de produc¢do da enzima.
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As condic¢oes estabelecidas definidas como as condic¢oes otimizadas para producao de L-
asparaginase extracelular por FES foram utilizadas para experimentos posteriores, os quais

avaliaram a producao da enzima em um sistema de FES-SI em biorreator rotativo (Figura 15).
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5 Resultados e discussoes

5.1 Selecao de microrganismos e meio solido inerte

A Figura 18 mostra o resultado de producao de L-asparaginase (U/kg) obtido no ensaio
realizado para comparacao entre as leveduras, com o uso da espuma de poliuretana como
suporte solido. Nota-se que a L21 (Pichia guilliermondii) e a L120 (Leucosporidium scotti) se
destacaram em relacdo as demais, a primeira levedura conseguiu produzir L-asparaginase
com atividade de 1175,8 U/kg de suporte sélido (situacao C), e a segunda, atingiu a producao
de 1395,8 U/kg de suporte sdlido (situagdo B).

Figura 18 — Teste com Leveduras com uso da espuma de poliuretana como suporte sélido
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Nota: ANS - Concentracao de L-asparagina adicionada (g/L); condi¢cOes de temperatura
(25°C); tempo de fermentacao (48h); L21 - Pichia guilliermondii, 158 - Candida sake, 1.75 -
Candida globosa, 1.92 - Cryptococcus victoriae e 1120 - Leucosporidium scotti.

No cendrio atual as leveduras aparecem como boas candidatas a producao de L-
asparaginase, contudo poucos estudos foram realizados de forma mais acentuada sobre as
enzimas de leveduras (VERMA et al., 2007).

Dentre os trabalhos que utilizaram leveduras para a produc¢do de L-asparaginase,
IMADA et al. (1973) desenvolveram uma extensa triagem de bactérias, fungos e leveduras

visando estipular quais microrganismos conseguiriam produzir quantidades considerédveis de
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L-asparaginase. Das 1326 leveduras testadas , por volta de 160 produziram a enzima de forma
extracelular. As espécies das leveduras que se destacaram foram: Candida utilis, Hansenula

jadini, Rhodotorula rubra, Cryptococcus albidus e Sporobolomyces roseus.

Pelos resultados encontrados no presente ensaio comparativo entre as leveduras, a
L21 eaL120, foram escolhidas para realizacao do préoximo teste, onde visou-se comparar o uso
de dois tipos de suporte sélido inerte, a espuma de poliuretana e a fibra ceramica e também a
comparac¢do com o fungo filamentoso Penicillium sp. LAMAI-505. A Figura 19 mostra além
dessa comparacao, a influéncia da adicao de L-asparagina no processo fermentativo, com
concentracao de 1 g/L, buscando investigar se a presenca desse aminodcido contribui como

fonte nutritiva para a producao de L-asparaginase.

Figura 19 — Teste comparativo entre Leveduras e o Penicillium sp. LAMAI-505 com uso de
diferentes suportes sélidos
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Nota: ANS - Concentracao de L-asparagina adicionada (g/L); condi¢des de temperatura
(25°C); tempo de fermentacao (48h); L21 - Pichia guilliermondii, 1120 - Leucosporidium scotti
e P - Penicillium sp. LAMAI-505; E - Espuma de poliuretana, F - Fibra ceramica.

Ao comparar os resultados apresentados na Figura 19, observa-se que as leveduras
foram superiores quando o processo fermentativo teve a espuma de poliuretana como suporte
sOlido, isso pode ter ocorrido pois a espuma de poliuretana apresenta maior porosidade sendo
menos eficiente que a fibra ceramica para o fungo. Visto que, a fibra apresenta composicao

mais densa, tornando um ambiente em que o fungo consegue se adaptar melhor, devido
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ao fato de assemelhar ao ambiente no qual o fungo é encontrado na natureza. J4 com a
fibra ceramica como suporte inerte o Penicillium sp. LAMAI-505 foi mais responsivo que as
leveduras onde superou a producao da enzima em 12,30% em relacao a maior atividade obtida
pelas leveduras, atingindo atividade de 1591,7 U/kg de suporte sélido. A Figura 20 representa
as microscopias eletronicas de varredura da fibra cerdmica e da espuma de poliuretana,

contendo os microrganismos testados.

Figura 20 — Microscopias eletronicas
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Nota: A - Penicillium sp. LAMAI-505 na fibra ceramica; B - Penicillium sp. LAMAI-505 na
espuma de poliuretana; C - L21 na fibra cerdmica; D - L21 na espuma de poliuretana; E - L120
na fibra ceramica e F - L120 na espuma de poliuretana. Fonte: Autor, (2018).
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A partir dos resultados do MEV apresentados na Figura 20, pode-se notar que o cresci-
mento do Penicillium sp. LAMAI-505 ocorreu de formas distintas. Onde na fibra ceramica
ele cresceu ocupando a parte superficial, ja na espuma de poliuretana seu crescimento foi
dentro dos poros, em sua parte interna. Por se assemelhar mais ao ambiente em que o fungo é
encontrado no ambiente natural, a condi¢do que houve a maior atividade de L-asparaginase
foia com o uso do Penicillium sp. LAMAI-505, na fibra ceramica como suporte sélido e adicao
de L-asparagina. Esta tltima condicao foi a escolhida para realiza¢do do teste comparativo
avaliando mais dois fungos filamentosos o Fusarium sp. e o Monilia sitophila, nesse ensaio

também foi avaliada a 1a de vidro para teste de um novo material inerte (Figura 21).

Figura 21 - Teste comparativo entre os fungos filamentosos: Penicillium sp. LAMAI-505, Fu-
sarium sp. e Monilia sitophila com uso de diferentes suportes sélidos
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Nota: Condicoes de temperatura (25°C); tempo de fermentacdo (48h); P - Penicillium sp.
LAMAI-505, F - Fusarium sp., M - Monilia sitophila; E - Espuma de poliuretana, F - Fibra
cerdmica e Lv - La de vidro.

Conforme ilustrado na Figura 21, o Penicillium sp. LAMAI-505 se destacou novamente
com o uso da fibra ceramica como suporte inerte na obtenc¢ado da atividade de L-asparaginase
quando comparado o fungo na espuma de poliuretana e na la de vidro. Onde com o uso
da fibra ceramica e adi¢cdao de L-asparagina alcancou atividade de 1479,3 U/kg de suporte
solido. Porém o Fusarium sp. e o Monilia sitophila apresentaram maior eficdcia na producao
da enzima. Visto que, quando aplicados na espuma de poliuretana foram, respectivamente,

45,55% e 68,25% mais eficientes em relacdo a obtencao da atividade de L-asparaginase.

Os fungos filamentosos sdo os principais microrganismos cultivados em meio sélido,
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pelo fato das matrizes solidas inertes empregadas assemelham-se aos meios naturais nos
quais se desenvolvem. Suas formas de desenvolvimento vegetativo sao constituidas por hifas
aéreas ramificadas, sendo propicias a colonizacao de matrizes s6lidas porosas (ORIOL, 1987).
Os fungos filamentosos também podem suportar pressdes osmoticas elevadas (BEUCHAT,
1983), e se desenvolvem em uma faixa de umidade relativa muito ampla, de 12% até 80%,
considerando que a umidade relativa depende do nivel maximo de reten¢do de d4gua do mate-
rial utilizado (LONSANE et al., 1985). Tais caracteristicas nao sao encontradas em leveduras e

bactérias.

NAKAHAMA et al. (1973) relataram que diversas espécies de Fusarium foram capazes
de produzir L-Asparaginase, verificando que somente trés, das cinquenta estirpes de Fusa-
rium testadas nao produziram L-Asparaginase com niveis superiores a 0,1 Ul/mL. Em seu
trabalho IMADA et al. (1973) avaliaram diversas espécies de Fusarium e Penicillium buscando
atividade de L-asparaginase e, obtiveram como resposta de atividade, variacdes de 0,44 Ul/mL
com Penicillium grabulatum a 1,32 Ul/mL com Penicillium urticae. Quanto as espécies de
Fusarium, todas apresentaram valores positivos de produc¢do, um exemplo foi a obtencao da

atividade de 0,10 UI/mL com o Fusarium roseum.

MEGHAVARNAM e JANAKIRAMAN (2017) realizaram experimentos em fermenta-
¢do estado s6lido com o microrganismo Fusarium culmorum(ASP-87)e encontraram, em

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

Apesar de apresentar menor eficiéncia na producao de L-asparaginase em relacao
aos outros fungos testados, foi escolhido o Penicillium sp. LAMAI-505 para dar continuidade
aos estudos, visto que nos proximos passos foi utilizada uma nova fonte nutritiva, buscando
produzir a enzima para aplicacdo na industria alimenticia. Esse fungo ja é muito utilizado
nesse setor, devido ao fato de nao produzir subprodutos téxicos ou nocivos de alguma forma
a sailde humana e isto se torna de interesse em aplicacoes na industria alimenticia, fato que
ndo pode ser afirmado em relacao aos outros fungos em teste. Porém nao fica descartada a

utilizacdo dos demais fungos para outras aplicacgoes.

5.2 Estudo danova fonte nutritiva na producao de L-asparaginase

Como o Penicillium sp. LAMAI-505 apresentou maior afinidade com o material ce-
ramico foi escolhido esse suporte s6lido para dar seguimento no trabalho, agora buscando
realizar testes para verificar a eficiéncia das larvas T. molitor aplicadas como fonte nutritiva
para o processo fermentativo. A Figura 22, mostra os resultados obtidos no teste variando as
concentracoes de T. molitor, a presenc¢a ou nao de hidrolise e glicerol (inserido 1 grama sobre

a superficie do material inerte), na resposta de producao de L-asparaginase.
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Figura 22 — Teste com o Penicillium sp. com o uso do Tenébrio molitor como biomassa na
fibra ceramica

Ll

Nota: Condicoes de temperatura (25°C); tempo de fermentacdo (48h); A- 0 g/100 mL, B- 1
g/100 mL, C- 2 g/100 mL e D- 5 g/100 mL de Tenébrio molitor na solugdo nutritiva.
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Analisando a Figura 22 pode-se verificar que o ensaio indica que o processo de hidro-
lise e a presenca do glicerol promoveram melhor eficiéncia de produc¢do de L-asparaginase.
E possivel observar também que com o aumento da concentracido da biomassa promoveu
maior producdo da enzima, visto que variando a concentracao de 2 para 5 g/100 mL de T.

molitor, ocorreu um aumento de aproximadamente 1,8 vezes da atividade de L-asparaginase.

O resultado positivo da hidrélise é justificado pois esta possibilita a quebra das mo-
léculas presentes nas larvas, disponibilizando mais nutrientes para solugdo utilizada para
realizacdo do processo fermentativo e facilitando assim sua captacao pelo microrganismo

que estd utilizando essa biomassa como fonte nutritiva.

O uso de glicerol como fonte de carbono na producao de L-asparaginase se mostrou
efetiva, e este comportamento foi observado em outros trabalhos, como em Narayana, Kumar
e Vijayalakshmi (2008) , que avaliaram o efeito de diferentes fontes de carbono como a glicose,
frutose, maltose, tralose e glicerol na producao de L-asparaginase, sendo que com a utilizacao
do glicerol foi a segunda mais eficiente onde obtiveram atividade de 2,26 Ul/mg de peso seco

celular, sendo inferior apenas a maltose (3,74 Ul/mg).

A utilizacao do T. molitor como fonte nutritiva € algo novo, comumente é utilizado

fontes nutritivas para a producao de L-asparaginase a glicose, a lactose, a sacarose, a maltose,
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a frutose entre outras fontes. Como visto no trabalho realizado por Gurunathan e Sahadevan
(2011b) que avaliaram em seu estudo para obtencdo de L-asparaginase de Aspergillus terreus
MTCC 1782, verificaram que a glicose (0,4%) foi a melhor fonte de carbono para a producao

de L-asparaginase (22,61 U/mL) em meio Czapek Dox modificado.

Outros trabalhos sdo encontrados na literatura utilizando fontes nutritivas diversas,
como no trabalho realizado por Mishra (2006), que utilizou residuos agroindustriais de trés
leguminosas (farelo de guandu, feijao preto e soja) como biomassa nutritiva e a aplicacdo do
Aspergillus niger para o processo de fermentagdo em estado sé6lido. O autor obteve a méxima
producdo da enzima empregando a soja (40,9 + 3,35 U/g de substrato seco), seguido do farelo
de feijao preto e de guandu, com um tempo de fermentacao de 96 horas, umidade de 70%,

pH 6,5 e temperatura de 30 + 2°C.

Para a otimizac¢ao da producao da enzima foi estabelecido um planejamento expe-
rimental, em que as varidveis serem analisadas foram: pH, glicerol (g) e concentracao de T.
molitor (g/100 mL).

5.3 Otimizacao da producao da enzima L-asparaginase por FES
empregando o planejamento experimental com composto

central rotacional 23

A Tabela 6 mostra o planejamento composto central rotacional com as varidveis
descodificadas, e as respostas da atividade em U/kg de suporte sélido encontradas, que foi
realizado visando avaliar diferentes condi¢oes para a producao de L-asparaginase extracelular

por fermentacdo em estado sélido (FES).

Com o planejamento experimental mostrado na Tabela 6, verifica-se a melhora na
producao da enzima L-asparaginase, aumentando consideravelmente a sua atividade em
relacdo ao ensaio preliminar realizado anteriormente (Figura 22), onde agora conseguiu-se
obter valor de atividade trés vezes maior. O melhor ensaio para a produc¢do de L-asparaginase
foi o namero 5, que teve atividade de 1942,83 U/kg, com pH de 3,00; glicerol inserido na

superficie do suporte inerte de 3,00 gramas e a concentragdo de T. molitor de 20 g/100 mL.
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Tabela 6 — Resultados da otimizacao da producdo de L-asparaginase.

Ensaios pH Glicerol T. molitor Atividade
(8 (g/100 mL) (U/Kg)
1 3,00 3,00 8,00 744,83
2 6,00 3,00 8,00 1335,33
3 3,00 7,00 8,00 694,83
4 6,00 7,00 8,00 260,33
5 3,00 3,00 20,00 1942,83
6 6,00 3,00 20,00 1299,33
7 3,00 7,00 20,00 809,50
8 6,00 7,00 20,00 474,33
9 1,98 5,00 14,00 928,33
10 7,02 5,00 14,00 676,00
11 4,50 1,64 14,00 629,50
12 4,50 8,36 14,00 429,50
13 4,50 5,00 3,91 58,17
14 4,50 5,00 24,09 671,00
15 4,50 5,00 14,00 300,33
16 4,50 5,00 14,00 283,67
17 4,50 5,00 14,00 421,17

Nota: Condicoes de temperatura (25°C); tempo de fermentacdo (48h).

Com base nesses resultados, foi verificado que as combinacoes avaliadas geraram

condic¢Oes propicias para que o fungo possa produzir a enzima L-asparaginase. Além disso,

sugere-se que estas mesmas condicoes estimularam a liberacao da enzima, pelo fato de

que a FES permitiu simular as condi¢oes semelhantes ao ambiente no qual se desenvolve

naturalmente o fungo.

A andlise estatistica dos dados foi realizada no software estatistico R, com o qual

se obteve o modelo expressado na equagdo 5.1. Ap6s andlise de significancia (95%) dos

coeficientes, foi obtido os coeficientes mais significativos apresentados na Tabela 7.

y=al x X1+a2x X1?+ bl x X2+ b2 x X2%¢1 x X3 + 2 x X3? (5.1)

+dlx X1x X2+el x X1 x X2+ f1x X2x X3+ j
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Tabela 7 — Resultados estatisticos

Parametros Estimativa Desvio-padrao Valort Pr(>|t|)

a2 191,89 100,95 1,901 0,079736*

bl -250,60 98,46 -2,545  0,024419**
cl 184,70 98,46 1,876 0,083307*
j 549,46 119,78 4,587  0,000509***

Nota: '*’ fatores significativos ao nivel de confianca de 90%; '**’ fatores significativos ao nivel

de confianca de 95% e "***’ fatores significativos ao nivel de confianca de 99%.

Pela anélise da Tabela 7, se nota que o todos os parametros avaliados foram significati-
vos para p <0,1. A expressdo matemadtica, foi determinada, por andlise estatistica no programa
estatistico R, que permite modelar o processo de produc¢ao da enzima L-asparaginase de
Penicillium sp. LAMAI-505 por FES. O modelo matematico é apresentado na Equagdo 5.2, na
qual X1: pH; X2: glicerol (g); X3: T. molitor (g/100 mL).

y=a2x X1+ bl x X2+cl x X3+ (5.2)

Para analisar a interacgdo significativa de segunda ordem as varidveis analisadas (pH,
glicerol e T molitor), foram feitos gréficos de contorno, os quais sdo apresentados na Figura
23.

Todas as variaveis testadas influenciaram de forma significativa na producao de L-
asparaginase. Na situagd@o A, onde o pH esta fixo, se nota que baixas concentragdes de glicerol
alinhado com 20 g/100 de T. molitor geraram as melhores condi¢oes de producdo da enzima;
na situacao B, nota-se que com valores baixos de glicerol em conjunto com os valores de pH
nos extremos (3,0 e 7,0) responderam bem a producao da enzima. Na situacao C, verifica-se
que com maiores teores de 1. molitor e valores de pH extremos se mostrou mais responsiva

na produgdo de L-asparaginase.
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Figura 23 — Compilacao de gréficos de superficie de resposta da interacdo entre as variaveis
pH, glicerol e T. molitor.

Nota: Graficos de superficie de resposta para otimizacao da producao de L-asparaginase A -
Com pH fixo em 3,0 e a atividade, de glicerol e T. molitor variando; B - Com T. molitor fixo em
20,0 g/100 mL e atividade, pH e glicerol variando ; C - Com glicerol fixo em 3,0 g e atividade,
pH e T. molitor variando.

O modelo gerado pelas variaveis pH, glicerol e T. molitor, obteve R? de 0,5114. O
valor observado do R? nio foi tdo responsivo, pelo fato de se tratar de um meio complexo
no qual as varidveis ndo representam todos os fatores que influenciam no processo, pois
existe grande possibilidade de que na obtencao da concentracao do T. molitor por hidrélise,
ocorre a producao compostos que estdo influenciando a producao de L-asparaginase. Para
seguimento do trabalho optou-se por desenvolver os ensaios sem a utilizacdo de um modelo,
buscando otimizar explorando a combinacao de diferentes intervalos entre as varidveis

glicerol e concentracdo da biomassa nutritiva visando a escolha da condicao mais eficiente.
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5.4 Producao de L-asparaginase avaliando o efeito da hidrélise

em conjunto com a adicao de glicerol

5.4.1 Adicao de glicerol na superficie do meio sélido

A Figura 24 mostra os resultados obtidos no teste com o T. molitor (5 g/100 mL)
e glicerol (5 g aplicadas sobre o suporte inerte) como fonte nutritiva. Foi observado que
Penicillium sp. LAMAI-505 demonstrou mais afinidade com a fibra ceramica, e também foi
mostrado que a adicao do glicerol aumentou a eficiéncia em todos suportes inertes avaliados.
No ensaio com adic¢do de glicerol na fibra ceramica houve a obtencado de atividade de L-
asparaginase de 1325,0 U/kg de suporte s6lido, sendo 11,95% e 28,30% mais efetiva que os

ensaios com a espuma de poliuretana e a 1a de vidro, respectivamente.

Figura 24 — Uso do Tenébrio molitor como biomassa e influéncia do glicerol na superficie do
suporte inerte
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Nota: F - Fibra ceramica, E - Espuma de poliuretana, Lv - La de vidro; condicdes de tempera-
tura (25°C); tempo de fermentacdo (48h); A - Sem incentivo de glicerol, B - Com incentivo de
glicerol (5 g).

Foi realizada as combinac¢des entre a quantidade de glicerol e as concentracoes de T.
molitor, os resultados obtidos estao descritos na Tabela 8, buscando encontrar uma condi-
¢ao 6tima de atividade da L-asparaginase e assim avaliar as varidveis pH e tempo, visando

aumentar ainda mais a eficiéncia de produc¢do da enzima.
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Tabela 8 - Combinacgdes entre glicerol na superficie do suporte inerte e Tenébrio molitor

Ensaios Glicerol T.molitor Atividade de L-asparaginase (U/kg)
(8 (g/100mL) Sem hidrélise Com hidrélise

1 5 5 1041,7 1108,3
2 5 10 1850,0 1500,0
3 5 15 1816,7 1966,7
4 7,5 5 1108,3 1091,7
5 7,5 10 2008,3 1641,7
6 7,5 15 1625,0 2741,7
7 10 5 1308,3 1016,7
8 10 10 941,7 1566,7
9 10 15 1275,0 2408,3

Fonte: Autor, (2018)

Como mostrado na Figura 25, a condicao 6 hidrolisada foi a mais eficiente na produgado
de L-asparaginase, atingindo o valor de 2741,7 U/kg de suporte sélido. Pode ser observado
também que quando se analisa a hidrolise de todas as condi¢coes percebe-se que hda um
aumento na produc¢do da enzima conforme se aumenta os teores de T. molitor. O mesmo
nao é visto quando na auséncia do processo hidrolitico, isso pode ser explicado pelo fato de
se tratar de uma biomassa nutritiva complexa, onde quando aplicada sem o tratamento de
hidrdlise pode se comportar de maneiras diversas, dificultando uma andlise mais detalhada

do processo.

Figura 25 — Anélises das FES com glicerol na superficie do suporte inerte
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Nota: Condicoes de temperatura(25°C); tempo de fermentacao(48h).
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Ap6s verificar que a condicao 6 foi a mais responsiva, foi realizado o teste para en-
contrar o pH 6timo de processo, visando aumentar a produtividade da enzima de interesse
(Figura 26) . Ao analisar a Figura 26 observa-se que a condi¢do que se mostrou mais eficiente
foi a de pH igual a 1,2, como indicado na Figura 26, que representa o pH do meio nutritivo
sem a realizacdo de correcdo, ou seja, apds o processo de hidrolise foi medido o pH e a solucao

nutritiva ja foi utilizada no processo fermentativo.

Figura 26 — Anélise de FES variando o pH
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Nota: Condicao 6 da Tabela 8, sendo testada variando a solucao nutritiva em diferentes pH);
condicoes de temperatura (25°C); tempo de fermentacdo (48h).

De acordo com as andlises dos resultados os melhores ensaios para a producao de
L-asparaginase foram em faixas de pH baixas, o que pode ser confirmado através da Figura
26, onde as faixas que se destacaram foram as mais baixas, visto que na condicdo 2 (pH 1,0),
3 (pH 1,2) e 4 (pH 2,0) atingiram valores de 2558,3; 3391,7 e 2091,7 U/Kg de suporte solido,
respectivamente, mostrando que o fungo preferiu regidoes mais dcidas de pH para producao

da enzima.

Ap6s verificado a eficiéncia do processo de hidrélise para melhora do meio nutritivo,
a melhor combinacgdo de glicerol e concentracao de T. molitor e a faixa de pH no qual o fungo
se adaptou melhor, foi realizado ensaios variando o tempo de fermentacdo, visando encontrar

melhores resultados para a producdo da enzima.

A Figura 27 mostra o ensaio variando em quatro intervalos de tempo o processo
fermentativo (48, 72, 96 e 120 h), utilizando a condicao 6 (7,5 g de glicerol e 15 g/100 mL de T.

molitor), juntamente com a condi¢do de pH 6tima (pH= 1,2) encontrada na Figura 26.
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Conforme mostrado na Figura 27, coincidentemente o tempo de fermentacao que foi
mais responsivo foi o de 48 horas, 0 mesmo tempo em que foi realizado os ensaios anteriores,
onde conseguiu atingir teores de 3297,3 U/Kg de suporte sélido. Foi observado que com o
aumento do tempo de fermentacao, a atividade foi sendo reduzida, isso pode ser explicado
pelo fato de que o os nutrientes presentes foram consumidos, reduzindo o potencial de

producdo da enzima do fungo.

Figura 27 — Andlise de FES variando com o tempo
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Nota: Condicoes de temperatura (25°C).

5.4.2 Adicao de glicerol na solugao nutritiva

A partir desse ponto os ensaios foram realizado utilizando o método de aplicacao
do glicerol junto a solucdo nutritiva. A Figura 28 mostra os resultados de atividade de L-
asparaginase obtidos ao se comparar a eficiéncia do Penicillium sp. LAMAI-505 nos trés
suportes s6lidos com 5 g/100 mL de T. molitor como biomassa e 5 g/L de glicerol. Feito isso foi
visto que novamente o fungo foi mais eficiente na fibra ceramica como material inerte e com a
presenca do glicerol, onde atingiu teores de 1044,4 U/Kg de suporte sélido, porém a diferenca
causada pela influéncia do glicerol diminuiu quando comparado ao ensaio utilizando o
glicerol diretamente no suporte sélido. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que a quantidade
utilizada de glicerol foi muito reduzida, sendo assim se fez necessdrio realizar combinacoes
entre glicerol e T. molitor, para encontrar faixas otimizadas com maior eficiéncia de producao

da enzima.
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Figura 28 — Uso do Tenébrio Molitor como biomassa e influéncia do glicerol na solu¢ao nutri-
tiva
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Nota: F - Fibra, E - Espuma de poliuretana, Lv - La de vidro; condicoes de temperatura (25°C);
tempo de fermentacao (48h).

A Tabela 9 traz os resultados dos 12 ensaios de variagdes entre glicerol e a biomassa,
sendo um intervalo de 5 a 20 g/L para a primeira variavel e de 5 a 15 g/100 mL de concentracao

para a segunda variavel.

Tabela 9 — Combinagdes entre glicerol na solucdo nutritiva e Tenébrio molitor

Ensaios Glicerol T.molitor Atividade de L-asparaginase (U/kg)
(g/L) (g/100mL) Sem hidrélise Com hidrélise

1 5 5 800,0 1066,7
2 10 5 1116,7 1133,3
3 15 5 783,3 1200,0
4 20 5 808,3 1075,0
5 5 10 741,7 2191,7
6 10 10 883,3 1816,7
7 15 10 1100,0 2666,7
8 20 10 825,0 2125,0
9 5 15 1141,7 1783,3
10 10 15 1075,0 2133,3
11 15 15 1233,3 2200,0
12 20 15 1115,0 2408,3

Fonte: Autor, (2018)

Por meio da Figura 29, verifica-se que a condicao 7, quando na presenca de hidrolise
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se mostrou mais eficiente na produgdo de L-asparaginase, obtendo atividade de 2666,7 U/kg
de suporte sélido, a condicao 5, 11 e 12 também apresentaram bons resultados, obtendo
2191,67; 2200,0 e 2408,3 U/kg de suporte solido. Ao analisar a influencia da hidrélise nesse

presente ensaio foi mais significativa quando comparado ao teste da Figura 25.

Figura 29 — Anélises das FES com com glicerol na solucao nutritiva
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Nota: Condicoes de temperatura (25°C); tempo de fermentacio (48h).

Apesar da ocorréncia de boas condicoes além da 7, a mesma foi escolhida como
condicao a ser otimizada em relacao as varidveis pH e tempo, pois a mesma utiliza menores
teores de T. molitor como biomassa que as condicoes 11 e 12, e foi mais responsiva que todas

outras condicoes testadas.

A Figura 30 mostra os testes realizados com a condicdo escolhida (7), buscando
encontrar a faixa de pH 6timo para a producgido de L-asparaginase, onde entre as 7 faixas de
pH testadas, pode ser observado que a melhor condicao encontrada foi a 3, onde repetiu o
ocorrido no ensaio mostrado na Figura 26, onde o pH de 1,2, que ndo passou por corre¢oes

foi o mais eficiente.
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Figura 30 — Anélise de FES variando o pH
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Nota: Condic¢do 7 da Tabela 9 variando a solucao nutritiva em diferentes pH); condicdes de
temperatura (25°C); tempo de fermentacao (48h).

A condicdo 3 (pH 1,2) se destacou em relacdo as outras por obter 2495,9 U/kg de
suporte s6lido. Porém quando comparado ao ensaio realizado Figura 26, que mostrou que os
valores de pH acidos foram mais eficientes para a producao de atividade de L-asparaginase,

ndo apresentou destaque para as condicoes dcidas, como observado na outra metodologia.

Ap6s realizado todos os testes para encontrar a melhor condi¢ao para atividade de
L-asparaginase, foi realizado a variagdo da mesma no tempo afim de encontrar resultados
otimizados de tempo. A Figura 31 mostra o ensaio variando em quatro intervalos de tempo o
processo fermentativo (48, 72, 96 e 120 horas), utilizando a condicao 7 descrita na Tabela 9,

juntamente com a condicao de pH 6tima encontrada na Figura 30.

O resultado obtido na Figura 31, mostra que no tempo fermentativo de 48 horas foi o
que obteve maior eficiéncia na producao de L-asparaginase, conseguindo atingir teores de
2508,5 U/kg de suporte sélido. Foi observado que com o aumento do tempo de fermentacao,
semelhante ao procedimento anterior, a redugdo da atividade de L-asparaginase, isso pode

ser explicado pelo consumo do meio nutritivo com o passar do tempo.
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Figura 31 — Anélise de FES variando com o tempo
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Nota: Condicoes de temperatura (25°C).

5.5 Otimizacao com o uso do biorreator rotativo

Para realizacao do estudo utilizando o biorreator rotativo, optou-se por utilizar a
condicdo otimizada com uso do glicerol diretamente na solucdo nutritiva, visto que essa
metodologia faz com que o uso do glicerol seja muito reduzido quando comparado a aplicacao

do glicerol de forma direta sobre o material slido inerte.

A Figura 32 mostra o estudo variando no tempo (24, 48, 72 e 96 horas) referente ao
uso da condi¢do otimizada no biorreator estdtico que contou com uso de 10 g/L de glicerol,

10 g/100 mL T molitor, presenca do processo de hidrélise e pH de 1,2.

Ao comparar os resultados obtidos na Figura 32 com os da Figura 30, nota-se que
bom o uso do biorreator rotativo nos diferentes tempos de fermentacdo avaliados, todos
foram mais eficientes para obtencao de atividade de L-asparaginase. A condicdo 2 (48 horas),
mostrou-se a mais eficiente na producao de L-asparaginase, conseguindo atingir 2758,3 U/kg
de suporte s6lido, esse valor apresentou incremento de 9,1% quando comparado ao ensaio
de maior eficiéncia com o uso do biorreator estdtico. Isso pode ser observado, pois 0 emprego
do biorreator rotativo melhora a transferéncia de calor e massa no sistema por estar sendo
mantido em movimento e a entrada de ar no sistema € facilitado, aumentando o acesso do

oxigénio para o microrganismo.
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Figura 32 — Andlise de FES no biorreator rotativo variando com o tempo
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Nota: Condicoes de temperatura (25°C).

Doriya e Kumar (2018) em seus estudos realizados comparando dois tipos de bior-
reatores, verificaram a producao de L-asparaginase de Aspergillus tubingensis IBBL1, com
uso de sementes de algoddao como biomassa em biorreator estdtico de bandeja, apés 120 h
de fermentacao, a maior atividade de L-asparaginase de 16,12 U/gds. Estes autores também
verificaram a aplicacdo do biorreator rotativo com rotacao em 1 rpm, que obteve producao

maxima de L-asparaginase de 19,96 U/gds.

O uso desse tipo de biorreator mostrou ser eficiente para a producao de L-asparaginase,
indicando que o biorreator rotativo possibilita o0 aumento da escala do processo para obten-

¢do da enzima.

Atualmente nao existe reportado na literatura nenhum trabalho de producao de L-
asparaginase utilizando o T. molitor como fonte nutritiva e nem com o uso da fibra cerdmica
como suporte solido inerte, bem como sdo poucos os trabalhos que apresentam a producao
desta importante enzima de natureza extracelular. Por ser um estudo inovador, ressalta a

importancia e mérito cientifico desse trabalho.
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6 Conclusoes

O presente trabalho possibilitou analisar diferentes aspectos relacionados com as
condic¢0es de cultivo e selecdao de microrganismos na producao de L-asparaginase por fer-

mentacado em estado sélido.

As leveduras (Pichia guilliermondii, Candida sake, Candida globosa, Cryptococcus
victorie o Leucosporidium scotti) e os fungos filamentosos (Penicillium sp. LAMAI-505, Fu-
sarium sp. e o Monilia sitophila) testados foram capazes de produzir de L-asparaginase, no
entanto os fungos filamentosos se mostraram mais eficientes para o processo de fermentacao

em estado s6lido (FES) que as leveduras.

Em relacdo aos fungos filamentosos e as matrizes sélidas testadas a espuma de po-
liuretana e a fibra ceramica se mostraram eficientes para uso como suporte de FES para a

producdo de L-asparaginase.

Apesar de se tratar de uma biomassa nutritiva complexa, o uso do Ténebrio molitor
como meio nutritivo possibilita a producao de L-asparaginase, principalmente quando passa

por um processo de preparac¢ao de hidrdlise.

Referente as formas de aplicacdo do glicerol, notou-se que os resultados obtidos
foram préximos, apresentando proporcionalidade em relacao a atividade de L-asparaginase e
quantidade de glicerol, onde preferiu-se utilizar o glicerol na solucdo nutritiva, pois utiliza-se

menores concentracoes para obtencao de resultados semelhantes.

A otimizacdo realizada através do emprego do biorreator rotativo foi eficiente para a

obtencao de atividade de L-asparaginase.
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