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Resumo
A L-asparaginase é uma enzima de interesse farmacêutico e da indústria de alimentos com

diversos usos, com destaque o uso no tratamento de leucemia linfoblástica aguda (LLA) e

na contenção de acrilamida presente em alimentos processados em elevadas temperaturas.

Embora atualmente a L-asparaginase comercial seja de origem bacteriana, há o interesse

em novos microrganismos promissores capazes de produzi-la através de fermentação em

estado sólido (FES). Neste trabalho foi investigado a produção de L-asparaginase por FES

avaliando diferentes meios inertes, fungos e fontes de nutrientes em dois tipos de biorreatores

(estático e rotativo). Na seleção dos microrganismos, foram testadas cinco leveduras (Pichia

guilliermondii, Candida sake, Candida globosa, Cryptococcus victori e Leucosporidium scotti)

e três fungos filamentosos (Penicillium sp. LAMAI-505, Fusarium sp. e o Monilia sitophila).

Referente aos suportes sólidos inertes, foram avaliados a fibra cerâmica, a espuma de po-

liuretana e a lã de vidro. Com relação a fonte de nutrientes, foram investigados o uso de

glicose, L-asparagina, glicerol e uma solução nutritiva oriunda do Tenébrio molitor. No que

diz respeito a escolha do microrganismo, o Penicillium sp. LAMAI-505 foi selecionado por

ser eficiente na produção de L-asparaginase e por ser classificado como GRAS (geralmente

reconhecido como seguro) pela FDA (administração americana de comidas e drogas), por isso

é amplamente aplicado na indústria alimentícia e no uso para produção de medicamentos.

No que se refere ao meio inerte, foi observado que o fungo escolhido apresentou melhor

adaptação no suporte sólido inerte de fibra cerâmica para obtenção 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 sólido. 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 produção de L-

asparaginase (596,7 U/kg de suporte sólido). A aplicação de glicerol e de solução de Ténebrio

molitor foram realizadas de duas maneiras: a) glicerol aplicado diretamente no suporte sólido

inerte, sendo que em condições otimizadas de pH (1,2), concentração 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 solução nutritiva nas condições otimizadas de pH

(1,2), concentração 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 sólido. Desta forma, optou-se

por utilizar na FES com suporte sólido inerte o glicerol aplicado diretamente na solução

nutritiva, devido a grande economia materiais adicionadas, sendo esta usada no biorreator

rotativo (mantido a 5 rpm), que em condição otimizada obteve atividade de L-asparaginase

de 2758,3 U/kg de suporte sólido.

Palavras-chave: L-asparaginase, fermentação em estado sólido, novas biomassas, materiais

sólidos 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 Introdução

1.1 Introdução

Enzimas são proteínas ou macromoléculas biológicas que são produzidas por organis-

mos para provocar uma reação bioquímica específica, por apresentar atividade biocatalítica,

catalisam e aumentam a velocidade de ocorrência de reações químicas (DZIEZAK, 1991;

PATEL, 2002). As enzimas destinadas aos usos terapêuticos 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 não 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 hidrólise do aminoácido L-asparagina à ácido L-aspártico e

amônia, por isso apresenta aplicação clínica no tratamento de malignidades do sistema

linfóide e da leucemia linfoblástica aguda (LLA) (CUNHA et al., 2018; MEGHAVARNAM;

JANAKIRAMAN, 2017).

Na indústria de alimentos a L-asparaginase apresenta grande potencial na redução

da produção de acrilamida, produto nocivo a saúde produzido em alimentos processados

em elevadas temperaturas (PEDRESCHI et al., 2011). A acrilamida é classificada como um

provável carcinógeno humano que é formada a partir da reação de Maillard em alimentos

com altos teores de açúcares redutores na presença de L-asparagina durante seu preparo

térmico (SUN et al., 2016).

Ainda que a obtenção desta enzima possa vir de um grande agrupamento de fon-

tes naturais, os microrganismos tem a preferência para a produção em larga escala de L-

asparaginase e seu uso em aplicações clínicas e industriais (GUPTA; DASH; BASAK, 2009a;

IZADPANAH et al., 2018). Nos dias atuais a produção de L-asparaginase em escala industrial

é feita através da fermentação submersa (FS) com as bactérias Escherichia coli e Erwinia

carotovora (KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013; SAEED et al., 2017).

Contudo, a enzima proveniente de microrganismos procarióticos apresenta alguns

problemas devido a incompatibilidade com o sistema humano, como hipersensibilidade

e inativação imunológica (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

eucarióticos para produção da enzima, como os fungos filamentosos e leveduras, são 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 difusão microbiana no meio, disponibilidade dos

nutrientes e boa transferência de massa e calor no processo fermentativo, entretanto, é um

processo de alto custo operacional, carece de grandes demandas de energia. Além do mais

produz pouco com alta liberação de efluentes quando comparada com a fermentação em

estado sólido (FES) (DORIYA et al., 2016; IRFAN et al., 2016).

A FES é um processo fermentativo, que acontece sobre um meio sólido insolúvel

que age como suporte físico e como fonte de nutrientes para os microrganismos, contendo

apenas água capaz de garantir o crescimento microbiano e as atividades metabólicas das

células, dentro da capacidade de retenção de água do substrato sólido (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 repressão

catabólica e baixa contaminação bacteriana (ZHAO et al., 2018).

Dentre os tipos de FES a fermentação em estado sólido em suporte inerte (FES-SI) vem

sendo utilizada por ser um método limpo e de grande potencial para reutilização do suporte

inerte, além das fáceis condições operacionais (KOURKOUTAS; KANELLAKI; KOUTINAS,

2006). A manta de fibra cerâmica é um material que tem alta aplicabilidade para a FES-SI

visando encontrar novos tipos de reatores. Sendo assim, por se tratar de material versátil, de

fácil manipulação, por possuírem células abertas, permeáveis a gás e líquido, possibilitando

a geração de materiais mais puros, as fibras cerâmicas são ótimas opções de suporte sólido

para a FES-SI.

A busca pela obtenção e otimização de novos procedimentos e fontes para produ-

ção de L-asparaginase voltou a ser especulada devido a um recente episódio no mercado

brasileiro referente a falha no abastecimento, ameaçando o tratamento de centenas de pa-

cientes (FIOCRUZ, 2016). Através desse perigo de desabastecimento, a Sociedade Brasileira

de Oncologia Pediátrica realizou um acordo junto ao Ministério da Saúde, para a compra do

medicamento visando suprir a demanda, mantendo o tratamento dos pacientes (SOBOPE,

2016a; SOBOPE, 2016b).

Com isso, se nota a importância de se encontrar novas formas de obtenção 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

eucariótico, entre leveduras e fungos filamentosos, o mais adequado para o desenvolvimento

do trabalho, empregando o processo de fermentação em estado sólido em biorreatores,

utilizando suporte inerte com meio nutritivo, buscando as condições ótimas de processo,

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

2.1 Objetivo geral

Produzir L-asparaginase por fermentação em estado sólido (FES) explorando o uso

de diferentes microrganismos, biomassas e suportes inertes, buscando condições ótimas de

processo.

2.2 Objetivos específicos

• Testar e selecionar o meio inerte (espuma de poliuretana, fibra cerâmica e lã de vidro)

mais promissor para a realização da FES, para a aplicação do microrganismo e produção

da enzima L-asparaginase;

• Estudar a produção 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 eficiência das fontes nutritivas: glicose, L-asparagina, glicerol e solução de

Ténebrio molitor, para a obtenção de L-asparaginase.

• Avaliar as condições de pH e tempo de processo.

• Avaliar a FES nas condições otimizadas em diferentes biorreatores, estático e rotativo.
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3 Revisão bibliográfica

3.1 Enzimas

Enzimas são proteínas que catalisam reações bioquímicas. Com isso, sustentam o

pilar catalítico do metabolismo sendo indispensáveis para a saúde geral e também se fazem

presentes em inúmeros processos produtivos. São responsáveis por catalisar diversas reações

químicas que são essenciais para a manutenção da vida, apresentando uma vasta heteroge-

neidade de especificidades de substrato e reação. Assim, as enzimas se tornaram fontes de

pesquisas intensivas e multidisciplinares para diversas áreas em todo mundo (ALMONACID;

BABBITT, 2011; IZADPANAH et al., 2018).

Por serem utilizadas como catalisadores as enzimas apresentam importantes aplica-

ções em sistemas biológicos e em processos industriais, como por exemplo em produções do

ramo alimentício, de celulose e papel e farmacêutico (PRADHAN; PADHY; SAHOO, 2017). Na

produção de fármacos são empregadas em diversas aplicações, como mostrado na Tabela 1.

Comumente as enzimas utilizadas na biotecnologia são advindas de microrganismos, que

por sua vez podem ser selecionados na natureza, ou, modificados geneticamente para ganhar

eficiência na produção da enzima de interesse (BARROS; SERAFINI; AZEVEDO, 2001).

Tabela 1 – Uso de enzimas em fármacos

Enzima Fonte Nome comercial Uso terapêutico

Urato oxidase Aspergillus avus Uricozyme Gota

Lipase Rhizopus arrhizus —– Auxiliar digestivo

Lisozima Clara de ovos Murazyme Antibiótico

Colagenase Clostridium histolyticum Santyl Collagenase Úlceras de pele

L-asparaginase Escherichia coli Elspar Leucemia linfoblástica
aguda (LLA) e outras

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

O uso de microrganismos para obtenção de enzimas em escala industrial, consegue

se destacar em relação a outros sistemas biológicos, pela capacidade de aproveitar materiais

residuais industriais como fonte de nutrientes e crescimento, alto rendimento a partir na ma-
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nipulação gênica e otimização das condições de cultivo (HAIKI; RAKSHIT, 2003; ORLANDELLI

et al., 2012).

As enzimas são categorizadas em seis grupos: oxidorredutases, transferases, hidrola-

ses, liases, isomerases e ligases. Além disso, podem ser designadas por nomes que obedecem

a uma sistemática e são divididas em duas partes: uma indicando o substrato e a outra indi-

cando a natureza da reação, 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 Contextualização histórica 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 antineoplásico, sendo

o estudo pioneiro realizado por CLEMENTI (1922), que estudou linfoma em mamíferos e

observou que o soro sanguíneo de porquinhos-da-Índia (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 Índia era efetivo

em promover a remissão 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 número de pesquisas realizadas no mundo todo, porém

apenas em 1961 com os estudos de Broome que houve evidências de que o constituinte

proteico ativo no soro que era responsável pelos efeitos antitumorais era proveniente da

enzima L-asparaginase (BROOME, 1963a; BROOME, 1963b).

Pouco antes disso, em 1961 uma pesquisa apontou para um significado bioquímico

que poderia ser aproveitado na quimioterapia, quando HALEY, FISCHER e WELCH (1961)

notaram que a L-asparagina, que é um aminoácido não essencial para seres humanos, contri-

buía de forma efetiva no crescimento de linfoblastos e pela reprodução dessas células. Visto

que, as células tumorais necessitam desse aminoácido para seu crescimento, indicando uma

incapacidade de síntese dessas células, ou um papel não usual no metabolismo. Resultados

que foram consolidados anos depois ao se notar que a síntese de RNA era prejudicada quando

havia uma privação de L-asparagina, em células leucêmicas de camundongo (NAKASHIMA

et al., 1976).

Em abril de 1967, foi publicado uma matéria intitulada “Secret from the Guinea Pigs”

na seção Health Medicine, na renomada revista Time, que foi descoberto um novo tratamento

contra algumas formas de câncer, na qual declarava que um menino de 9 anos, portador de
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leucemia linfoblástica aguda (LLA), conseguiu se curar da doença. A criança que apresentava

um quadro avançado foi tratada com a enzima purificada obtida da bactéria Escherichia

coli. A notícia criou muitas expectativas sobre as novas abordagens do tratamento da LLA,

causando grande repercussão (TIME, 1967a).

Nesse mesmo ano em publicações posteriores, ressaltavam que precisava ter cautela

sobre a cura do câncer, onde uma criança chegou a óbito durante o tratamento com a

enzima, devido ao desenvolvimento de um quadro alérgico em paralelo com uma pneumonia,

demonstrando que a cura ainda não havia sido alcançada. No final desse mesmo ano um

editorial foi publicado questionando, contra quais tipos de câncer a enzima era efetiva, se

era efetiva em pacientes como apontavam os testes laboratoriais e quais seriam seus efeitos

colaterais. E já havia evidências 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 contextualização histórica da L-asparaginase.

Figura 1 – História da descoberta da atividade anti-linfoma da enzima L-asparaginase

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 aminoácido L-asparagina, obtendo como produtos da reação o ácido

aspártico e amônia (CHOW; TING, 2015). A enzima catalisa a hidrólise do nitrogênio do grupo
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amida da cadeia lateral do aminoácido, cortando parte do suprimento das células tumorais

impedindo assim que essas cresçam e ganhem força, diminuindo o desenvolvimento do

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

Figura 2 – Reação catalisada pela enzima L-Asparaginase

Fonte: Adaptado de Narta, Kanwar e Azmi (2007).

A reação enzimática de hidrólise realizada pela L-asparaginase esgota rapidamente

os níveis celulares de asparagina no corpo. Nas células normais, L-asparagina não é um

aminoácido essencial, pois é possível sintetizá-lo através da L-asparagina sintetase, sendo essa

enzima a única disponível para a síntese do aminoácido. Como algumas células tumorais não

conseguem garantir seu próprio fornecimento de asparagina, a resposta ao tratamento com a

L-Asparaginase é efetiva, visto que as células são dependentes de uma oferta extracelular do

aminoácido (DHALE; MOHAN-KUMARI, 2014).

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

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

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

processados em altas temperaturas.

3.3.1 Uso terapêutico

Há mais de trinta anos a enzima L-asparaginase vem sendo utilizada como agente

quimioterapêutico para o tratamento de leucemia linfoblástica aguda, pois consegue trans-

formar a L-asparagina em ácido L-aspártico e amônia (FARAG et al., 2015). Resultando em no

esgotamento da asparagina, um suprimento exógeno do qual é necessário para o crescimento

de certos tumores (GUPTA; DASH; BASAK, 2009a).

Atualmente, a L-asparaginase disponível comercialmente possui duas origens:Eschericha

colie e Erwinia carotovora, ambas as L-asparaginases são produzidas por fermentação sub-

mersa em grande escala (IZADPANAH et al., 2018). No Brasil a L-asparaginase provém da

fermentação submersa utilizando a Eschericha colie, e seu nome comercial é Elspar�, esse

medicamento quando utilizado por longos períodos, podem acarretar em hipersensibilidade

nos pacientes, podendo gerar reações alérgicas e anafilaxia (DIVINO, 2015).
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As aplicações terapêuticas em que a L-asparaginase é comumente indicada são para

o tratamento: da doença de Hodgkin, leucemia linfocítica aguda principalmente em crianças,

leucemia mielocítica aguda, leucemia mielomonocítica aguda e leucemia linfocítica crônica,

tratamento com linfossarcoma, reticulossarcoma e melanossarcoma (THENMOZHI et al.,

2011).

3.3.1.1 Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA)

A LLA é um tipo de câncer que se desenvolve nas células linfóides da medula, células

essas que dão origem aos linfócitos. A neoplasia maligna de linfócitos causa cerca de 30%

de todos os cânceres diagnosticados em crianças com idade inferior a 15 anos. A troca

entre as células hematopoiéticas normais pelas células leucêmicas (blastos), assim como o

crescimento descontrolado destas células no tecido linfóide e em sítios extramedulares são os

principais sintomas da LLA (ALMEIDA, 2015; BELSON; KINGSLEY; HOLMES, 2007; ONCIU,

2009), conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 – Representação esquemática da LLA no plasma sanguíneo

Fonte: Adaptado de Divino (2015).

Os sintomas da doença podem variar muito entre os portadores, onde está relacionada

com os graus de anemia, neutropenia e trombocitopenia, alterações laboratoriais comuns

dos pacientes com LLA, além da presença de infiltração leucêmica 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 linfóide (NEHMY et al., 2011; ONCIU,

2009).
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Com diagnósticos mais precisos, desenvolvimento de novos medicamentos e proto-

colos terapêuticos mais aperfeiçoados, se nota um progresso na remissão e sobrevida dos

pacientes, onde em meados dos anos 60 os índices de sobrevida era de 10%, já 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 aminoácido L-Asparagina em ácido

aspártico (SHRIVASTAVA et al., 2016). Para conseguir atingir rápidos níveis de crescimento

as células malignas necessitam de grandes teores de asparagina, sendo assim estas células

neoplásicas necessitam usufruir de níveis desse aminoácido acima do que é produzido pela

própria célula, precisando buscar no soro sanguíneo para satisfazer sua grande demanda

(NARTA; KANWAR; AZMI, 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 inibição da síntese

proteica em linfoblastos e induz à apoptose da população de células neoplásicas (ALMEIDA,

2015; FERNANDEZ et al., 2013). A importância da L-asparaginase como agente antitumoral

despertou a atenção dos pesquisadores, levando à busca de novas formas de produção dessa

enzima.

Um grande desafio durante o tratamento de neoplasias malignas está relacionado

com o fato de que a dose da quimioterapia necessária para destruir as células malignas,

muitas vezes têm toxicidade alta para as células normais. Este fato acarreta no aumento da

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

3.3.2 Uso na indústria de alimentos

Desde 1964 sabia-se que a acrilamida apresentava potencial tóxico a seres vivos,

durante anos seu potencial carcinogênico também foi investigado quando finalmente, em

1994, a International Agency for Research Cancer (IARC), associada à Organização Mundial da

Saúde OMS, acrescentou a acrilamida à sua lista de agentes potencialmente carcinogênicos

para humanos (IARC, 2017).

A acrilamida é formada através da reação de Maillard, na qual normalmente é descrita

como uma reação de sacarídeos provedores de compostos carbonílicos e o grupo amida

dos aminoácidos (Figura 4). No caso da acrilamida, os doadores de grupos carbonila são

representados pela redução de sacarídeos, enquanto os grupos amina se originam de um

aminoácido particular, a L-asparagina (ZYZAK et al., 2003).
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Figura 4 – Caminhos propostos para a formação de acrilamida após a degradação de Strecker
do aminoácido asparagina na presença de produtos dicarbonílicos da reação de
Maillard.

Fonte: Adaptado de Stadler et al. (2002).

Ao comparar distintas maneiras de mitigação com várias efetividades, se nota que

o tratamento com enzima L-asparaginase é um meio progressivo de precaver a formação

de acrilamida. Devido ao fato de que a formação da acrilamida vem de dois precursores

principais, a L-asparagina e os açúcares redutores. A L-asparaginase suprime um deles ao

hidrolisar a L-asparagina em ácido L-aspártico. Além disso, o uso da enzima não traz impacto

algum em relação as propriedades qualitativas e sensoriais dos produtos finais e por se tratar

de enzima sua aplicação é relativamente simples no processamento (CIESAROVA, 2016).

A aplicação da enzima L-asparaginase na indústria alimentícia, é efetiva na redução

dos teores de acrilamida, reduzindo o efeito carcinogênico dos alimentos processados a

elevadas temperaturas (FARAG et al., 2015). Por apresentar diversas aplicações industriais,

as enzimas expandiram de forma significativa no mercado global. Aparecendo em destaque

as enzimas com aplicação no setor de alimentos e bebidas, pois ocupam o maior espaço do

mercado (DEWAN, 2014).

3.4 Fungos

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

habitam praticamente todos os ecossistemas existentes no planeta. Por volta de 70.000 já
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foram caracterizadas até hoje, estando dentre elas as causadoras de micoses em humanos,

de doenças em plantas cultivadas e as de importância biotecnológica (OLIVEIRA, 2010). Os

fungos são divididos em diversas classes de diferentes filos onde os cinco principais filos do

reino fungi são o Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota, Glomeromycota e Chytridiomycota

(VOLK, 2013).

Os fungos são organismos eucarióticos, heterotróficos, que se alimentam a partir de

matéria orgânica inanimada ou através parasitose em hospedeiros vivos. Estes microrganis-

mos participam de processos desejáveis ou adversos na vida do ser humano. Em resumo, esses

microrganismos são classificados em leveduras, que se apresentam sob a forma unicelular, e

em bolores (mofos), que são pluricelulares e filamentosos. Os filamentos são 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 características 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 notória importância.

Sendo assim, a Micologia se dividiu em múltiplas especialidades com reflexos em diversas

vertentes da biotecnologia, envolvendo produtos químicos e farmacêuticos, comestíveis,

laticínios, bebidas alcoólicas de todos os tipos, devido, em grande parte, às propriedades

fermentativas e enzimáticas (OLIVEIRA, 2014).

A fabricação de alimentos, a utilização na indústria farmacêutica, o processo de

biodegradação e tratamento biológico de efluentes, a produção de enzimas de interesse

industrial e na biotransformação, são atividades que os fungos são comumente empregados.

Além disso, apresentam eficiência no seu uso em práticas agrícolas e ecológicas, visto que

realizam a manutenção e o equilíbrio do ambiente, decompondo restos vegetais, degradando

substâncias tóxicas, auxiliando as plantas a crescerem e se protegerem contra inimigos, tal

como outros microrganismos patogênicos (ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2015).

3.4.1 Leveduras

Leveduras são fungos unicelulares, de aparência oval ou esférica, não filamentosas,

que apresentam tamanho variável entre 1 a 5 µ e largura de 5 a 30 µ de comprimento, são

imóveis, se reproduzem por brotamento ou por esporulação. Sua célula constitui-se em pa-

rede celular, membrana citoplasmática, o núcleo, os vacúolos e a mitocôndria (GUIMARAES,

2005; JR; CHAN; KRIEG, 1997; TORTORA; CASE; FUNKE, 2017).

Para completar seu ciclo de vida é necessária a presença de água, fontes de carbono

(açucares, sais de ácidos orgânicos, glicerina ou etanol), nitrogênio, oxigênio e minerais.

Possuem metabolismo anaeróbio facultativo desenvolvendo suas atividades na ausência ou

presença de oxigênio, tento preferência de ambientes com faixa de pH neutro ou pouco ácida
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(GUIMARAES, 2005; JR; CHAN; KRIEG, 1997).

São facilmente encontradas no ambiente natural e tem a Saccharomyces cerevisiae

como principal representante, pois foi considerada o microrganismo mais estudado no

mundo atualmente. Com relação a utilização das leveduras para a produção de L-asparaginase

a Saccharomyces cerevisiae produz dois tipos da enzima, uma intracelular (L-asparaginase I) e

outra periplasmática (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 fisiológico (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 aptidão em produzir inúmeros metabólitos,

despertam grande interesse para uso biotecnológico. Esse tipo de fungo é comumente uti-

lizado na produção da enzima L-asparaginase por FES, pois várias espécies se mostraram

positivas, entre elas pode ser destacadas as espécies do gênero 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 é constituída 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 gênero Penicillium são vistos como GRAS (geralmente reco-

nhecido como seguro) pela FDA (administração americana de comidas e drogas), por isso

é amplamente aplicado na indústria alimentícia e no uso para produção de medicamentos

(SCHUBER et al., 2012). As espécies de Penicillium desde a descoberta da penicilina, são

intensamente estudadas, por gerarem inúmeros metabólitos secundários com potencial

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

O gênero Fusarium, exibe vasta diversidade em relação a atributos, morfológicos,

fisiológicos e ecológicos, esse fato justifica a existência desses microrganismos na maioria

dos nichos ecológicos e nas mais diversas regiões geográficas 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 obtenção de

L-asparaginase, este resultado pode ser explicado devido o reflexo da diversidade de endófitos

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 populações endofíticas.

O fungo filamentoso Monilia sitophilia que também recebe o nome de Neuspora
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sitophilia faz parte do gênero Neurospora, apresenta alta capacidade e velocidade de cres-

cimento em inúmeros tipos de resíduos sólidos, por se mostrar ideal para a obtenção de

enzimas industrialmente importantes (SYED et al., 2016), podendo ser aplicado para a produ-

ção da enzima L-asparaginase.

3.5 Produção da L-asparaginase

Nesta sessão é exposta as formas de fermentação utilizadas para obtenção da enzima

L-asparaginase, em que os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a

quantidade de água no meio de cultivo. Sendo denominados de processos em estado sólido

ou fermentação em estado sólido (FES) – caracterizados pela ausência de água livre no meio –

ou de processos submersos – em que há a presença de água livre no meio.

3.5.1 Fermentação submersa (FS)

A FS é um processo onde em meio líquido otimizado com nutrientes, se insere micror-

ganismos visando o crescimento e desenvolvimento do mesmo para obtenção de bioprodutos

com alto valor agregado. Tal processo possui equipamentos bem estabelecidos, reatores fe-

chados contendo meio de fermentação e alta concentração de oxigênio e dão preferência

ao uso de bactérias, pois são mais adaptadas a locais com umidade elevadas (DORIYA et al.,

2016; KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013).

No processo submerso, há também facilidade de aumento de escala e de modifica-

ções no regime de operação, podendo ser executado em regime descontínuo, semicontínuo,

descontínuo alimentado ou contínuo (POLIDORO, 2009).

Nos dias atuais a obtenção de L-asparaginase é comumente realizada por FS, devido

à homogeneidade do processo e por apresentar controle das condições ambientais rela-

tivamente simples. Contudo, esse processo apresenta desvantagens como altos custos de

produção, energia e custo operacional e baixos rendimentos do produto, geração de efluentes

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

3.5.2 Fermentação em estado sólido (FES)

A FES é apresentada como processo fermentativo que acontece na ausência ou quase

ausência de água, sendo essa apenas suficiente para proporcionar o crescimento microbiano

e as atividades metabólicas de suas células, em um meio sólido e inerte que o desempenha o

papel de suporte físico e como fonte de nutrientes necessários para a manutenção da vida do

microrganismo (ALJAMMAS; FATHI; ALKHALAF, 2018).

Algumas vantagens do processo de FES são as principais motivações para utilização

do processo, como o aproveitamento de materiais e resíduos agroindustriais como suporte



3.6. Nova fonte nutritiva 39

inerte; devido a quase ausência de água se torna um meio mais resistente a contaminação

bacteriana; os custos para instalação, manutenção e de processo são inferiores ao processo

de FS; alta produtividade e estabilidade do produto; o tamanho do reator para sua execução

é pequeno, ocupando assim pequenos espaços e não necessita de tecnologias avançadas

(ALJAMMAS; FATHI; ALKHALAF, 2018; ZHAO et al., 2018).

Os fungos filamentosos são os microrganismos mais adaptados ao processo de FES,

devido ao fato de se adaptarem com maior facilidade em superfícies sólidas com menor

teor de água porque as condições de cultivo são similares às encontradas no seu ambiente

natural. Contudo o processo de produção industrial por FES é considerado difícil por causa de

problemas de controle de fermentação, padronização de produtos e conhecimento limitado

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

A maior atração referente a essa tecnologia é a viabilidade sobre a utilização de subs-

tratos sólidos para a biotransformação, na presença de microrganismos específicos, para

a produção de bioprodutos com alto valor agregado, como por exemplo enzimas, biossur-

factantes, biopesticidas, bioplásticos, fármacos 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 produção de alimentos visando favorecer

os compostos bioativos presentes, como vitaminas e fenólicos que apresentam atividade

antioxidante (STARZYNSKA-JANISZEWSKA et al., 2019).

3.6 Nova fonte nutritiva

O Tenébrio molitor conhecido popularmente como bicho-da-farinha pertence à or-

dem Coleoptera (besouros) e família Tenebrionidae (nome comum "darkling beetle"), uma

família cosmopolita de besouros com mais de 20.000 espécies e como todos insetos holome-

tabólicos atravessam quatro estágios durante a vida: ovo, larva, pupa e adulto (YANG et al.,

2018).

Suas larvas são obtidas de forma simples devido a facilidade em reproduzir e ali-

mentar. Por apresentar alto teor proteico em sua composição, são utilizadas como fonte de

alimento para animais, incluindo pássaros, répteis, pequenos mamíferos, batráquios e peixes.

Comumente são servidas vivas, contudo também são vendidos enlatados, secos ou em pó

(MARIOD; MIRGHANI; HUSSEIN, 2017; VELDKAMP et al., 2012).

As larvas do bicho-da-farinha (Figura 5), quando comparadas a comida tradicional rica

em proteína como a carne, se destaca por ser uma valiosa fonte de nutrientes em quantidades

mais rentáveis para o organismo humano. Quando no estado de pó contém de 50% a 52% de

proteína 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 refeições tradicionais. Com isso, espera-se que as larvas de T. molitor
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sejam usadas em vários alimentos no futuro próximo (SIEMIANOWSKA et al., 2013).

Figura 5 – Larvas desidratadas do Tenébrio molitor

Fonte: Autor, (2018).

Normalmente as larvas medem em média 2,5 cm, já na fase adulta estão chegam a

1,25 e 1,80 cm de comprimento (BRYNING; CHAMBERS; WAKEFIELD, 2005). Dias após a

eclosão 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 estágio 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 começa a colocar ovos

4-17 dias após a cópula (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 proteína bruta e 43% de proteína verdadeira com base na matéria

seca. O verdadeiro teor de proteína do extrato de proteína foi de cerca de 75%, com uma taxa

de extração de 70% sob condições otimizadas de extração. Os autores relataram que o extrato

de proteína era uma boa fonte de aminoácidos essenciais.

Por conterem alta concentração de proteína as larvas do T. molitor apresenta diversas

aplicações de uso em diferentes áreas, como uma boa fonte de agente espumante à base de

proteínas, que pode ser aplicado na fabricação de concreto leve (FALLIANO et al., 2018); suas

proteínas 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

em processos fermentativos.

3.7 Suportes inertes

O uso de materiais inertes são de suma importância para o processo de FES, pois

eles permitem o confinamento físico das células em uma região definida de espaço, onde

o material celular realiza suas atividades catalíticas nos processos de operação, sendo isso

o processo de Imobilização Celular (IC). A maior concentração de células microbianas no

suporte garante a síntese dos metabólitos e aumenta a eficiência da fermentação (FREEMAN;

LILLY, 1998). Além de suporte físico esses materiais podem servir como fonte nutritiva para o

microrganismo.

3.7.1 Fibra cerâmica

Fibras cerâmicas apresentam aplicação como materiais de reforço devido às suas

propriedades únicas de alto módulo elástico e durabilidade quando exposta a elevadas

temperaturas. Suas propriedades fazem delas valiosas para uso em aplicações estruturais

automotivas, aeroespaciais e resistentes ao calor (YALAMAC; SUTCU; BAHARBASTURK,

2017).

Uma aplicação importante das fibras cerâmicas é o uso como material isolante resis-

tente a altas temperaturas sob a forma de mantas para prevenção de fogo, além de compo-

nentes resistentes ao calor conta com atributos de baixa condutividade térmica, resistência a

choques térmicos e resistência elétrica em altas temperaturas (SEDAGHAT; TAHERI-NASSAJ;

NAGHIZADEH, 2006).

Por possuir estrutura extremamente densa e compacta, a fibra cerâmica se apresenta

como eficiente material para a realização de "matrizes vivas”, sendo capazes de confinar mi-

crorganismos e reuni-los em maiores quantidades nos poços de matrizes de alto rendimento.

Esse passo se tornou fundamental para o início de novas aplicações que são 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 eletrônica de varredura da fibra

cerâmica.
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Figura 6 – Fibra cerâmica utilizada na FES como suporte inerte

Nota: Fonte: Autor, (2018).

3.7.2 Espuma de poliuretana

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

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

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

(ZECK, 2004).

A viabilidade do uso da espuma de poliuretana como suporte inerte ocorre devido

sua estrutura porosa e bem definida, que consegue proporcionar a infiltração e o egresso de

líquidos e gases de forma mais fácil (Figura 6). Além do que, apresenta características físicas

eficientes junto ao processo de fermentação como maciez, resistência mecânica e resiliência,

favorecendo o crescimento microbiano, pois consegue favorecer devido sua estrutura uma

boa transferência de massa e calor (CORCUERA et al., 2010).
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Figura 7 – Espuma de poliuretana utilizada na FES como suporte inerte

Fonte: Autor, (2018).

3.7.3 Lã de vidro

As fibras de vidro possuem em valores entre 5 e 20 microns de diâmetro e suas super-

fícies não são livres de falhas. Apresentam boa estabilidade dimensional, não sofrem fluência,

são consideradas inertes e também apresentam imunidade a ataques biológicos e tem boa

resistência aos ataques químicos, não são inflamáveis e têm boas propriedades elétricas.

Devido as suas boas propriedades mecânicas e as vantagens acima citadas as fibras de vidro

são bastante difundidas, porém uma de suas desvantagens são as irritações que causam ao

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

Por poder apresentar a desvantagem de causar coceira e incômodo 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 construções

metálicas e manta de fibro-cerâmica para tubulações e equipamentos com temperaturas

elevadas (DE; WHITE, 1996).
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3.8 Biorreatores

Os biorretatores são equipamentos frequentemente utilizados nas Engenharias Quí-

mica e Bioquímica por serem capazes de converter matérias-primas em produtos a partir do

uso de microrganismos, células animais ou vegetais ou enzimas. São construídos para as mais

diversas necessidades de produção, visando proporcionar condições ótimas de temperatura,

pH, concentração de substrato, sais minerais, vitaminas e oxigênio, possibilitando o cres-

cimento e desenvolvimento dos microrganismos para obtenção dos produtos de interesse

(ALVES, 2010).

Com o avanço da tecnologia os biorreatores são projetados com a capacidade de

monitorar em tempo real e controlar de forma automatizada as condições ambientais, como

controle de dióxido de carbono dissolvido e oxigênio, temperatura e pH por CO2 ou adição de

ácido ou base. Possui também técnicas referentes ao manuseio do sistema fechado e filtração

de gás para reduzir os riscos de contaminação cruzada e microbiana (MISHRA et al., 2016).

Os biorreatores podem ser divididos em dois grandes grupos: os biorreatores de fase

aquosa contínua, utilizados em processos submersos, e os biorreatores de fase não-aquosa,

próprios para cultivo em estado sólido. Os biorreatores para processos em estado sólido são

discutidos em detalhes no item seguinte.

3.8.1 Biorreatores utilizados na fermentação em estado sólido

A agitação e a aeração são os principais fatores avaliados para o desenvolvimento

dos biorreatores para fermentação em estado sólido, onde a agitação tem como objetivo

homogeneizar todo conteúdo do biorreator, causando efeito positivo na transferência de

massa e calor. A aeração contribui no acesso facilitado de oxigênio ao microrganismo, como

também tem aplicação 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 sólido, são

classificados em quatro grupos, diferenciando entre si a partir das técnicas de funcionamento

em relação ao modo de agitação e aeração.

O primeiro grupo são os biorreatores com aeração superficial e sem agitação, no

qual é composto por bandejas, que são 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 são:

a câmara climatizada; estufa; bandeja individual e saco plástico (MITCHELL; KRIEGER;

BEROVIC, 2006). A Figura 8 mostra um exemplo do primeiro grupo de birreatores, o biorreator

leito estático do tipo bandeja.
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Figura 8 – Biorreatores com aeração superficial sem agitação

Nota: 1- Entrada de água, 2- Válvula de controle de entrada de água, 3- Lâmpada UV, 4-
Umidificador de ar, 5- Bandejas de FES, 6- Entrada de ar e 7- Saída de ar. Fonte: Adaptado de
Mitchell, Krieger e Berovic (2006).

Os biorreatores com aeração forçada e sem agitação compõe o segundo grupo, que

compreende os reatores de leito empacotado, onde o meio de cultivo se mantém estático. 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 aeração forçada e sem agitação

Nota: 1- Saída de ar, 2- Suporte sólido da FES, 3- Tubo central furado, 4- Suporte de sustentação
furado para o meio sólido e 5- Entrada de ar. Fonte: Adaptado de ROBINSON e NIGAM (2003).

O terceiro grupo são os biorreatores com aeração superficial e com agitação, onde os

biorreatores de tambor rotativo são os principais representantes (Figura 10), onde a rotação
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do casco do biorreator expõe o meio de cultivo ao fluxo gasoso, responsável pela remoção do

calor e dos gases gerados pelo metabolismo microbiano (ROBINSON; NIGAM, 2003).

Figura 10 – Biorreatores com aeração superficial e com agitação

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

Por último os biorreatores com aeração forçada e com agitação, que viabiliza o con-

trole de uma maior gama de parâmetros, como: temperatura, teor de umidade e fluxo do ar

injetado, intensidade de mistura (rpm), facilidade de adição de água 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 suspensão as partículas de subs-

trato Figura (11. Por ter grande vazão de ar, a remoção de calor do leito não é problemática,

mas o uso de leitos fluidizados implica em altos custos de operação (MITCHELL; KRIEGER;

BEROVIC, 2006).

Figura 11 – Biorreatores com aeração forçada e com agitação

Nota: 1- Saída de ar, 2- Suporte sólido para FES, 3- Suporte de sustentação furado para o
suporte sólido 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 sólido não atingi-

ram o mesmo nível de desenvolvimento observado nos biorreatores utilizados no processo

fermentativo em estado líquido. Isso se observa, pois é maior a dificuldade de manutenção

da uniformidade do substrato e o controle da temperatura no reator, visto que na maioria dos

casos o substrato sólido não 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 gráficos

referem-se aos desvios-padrões.

O fluxograma indicado na Figura 12 exibe como foi realizada as etapas de execução

do trabalho. Para a seleção do microrganismo, foram testadas cinco leveduras e três fungos

filamentosos, visando encontrar nos ensaios o fungo mais adequado para a produção de

L-asparaginase por fermentação em estado sólido (FES), com as condições impostas referente

a suporte inerte, meio nutritivo, pH e tempo de fermentação. Em relação ao suporte sólido

inerte, foram avaliadas três matrizes sólidas distintas, sendo escolhida aquela que o fungo

tenha apresentado mais afinidade para seu crescimento e desenvolvimento proporcionando

maiores produções de L-asparaginase. Para a avaliação do meio nutritivo, foram testadas

duas fontes, a glicose contando com a adição de L-asparagina e o Tenébrio molitor com a

adição de glicerol, com intuito de verificar se são eficientes como fonte nutritiva para os

microrganismos.

Figura 12 – Fluxograma referente ao material e os métodos utilizados

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

Os microrganismos produtores de L-asparaginase testados foram cinco leveduras e

três fungos filamentosos, indicados na Tabela 2. As culturas foram armazenadas em placa de

Petri de vidro devidamente esterilizada, com meio nutritivo de Czapek sólido, contendo a

concentração de nutrientes em g/L de, NaNO3, 2,0; K2HPO4, 1,0; MgSO4, 0,5; KCl, 0,5; FeSO4,

0,01; Sacarose, 30,0; Agar, 20,0.

Tabela 2 – Microrganismos testados

Microrganismos Código
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 utilização das células dos microrganismos testados após período de cultivo

(todo material celular contido na placa de Petri), foi realizada a preparação do pré-inóculo

para a FES, onde ocorreu a transferência celular para reatores cônicos com capacidade de 250

mL com uma solução de 100 mL de Czapek, contendo a concentração de nutrientes em g/L

de, NaNO3, 2,0; K2HPO4, 1,0; MgSO4, 0,5; KCl, 0,5; FeSO4, 0,01; Sacarose, 30,0, previamente

autoclavados a 121◦C durante 20 minutos. O cultivo em meio líquido foi realizado em mesa

agitadora a 150 rpm em temperatura ambiente (25◦C) e o tempo de fermentação foi de 48

horas, garantindo o crescimento e o aumento da concentração celular. Após preparação do

pré-inóculo, o fermentado foi centrifugado e as células recolocadas em suspensão em 100

mL de água destilada estéril, as quais foram então, utilizadas nas FES. O sobrenadante foi

descartado nesta etapa.

4.2 Suportes sólidos utilizados inicialmente na FES

Inicialmente foram utilizados três suportes sólidos na FES para a produção de L-

asparaginase: fibra cerâmica, espuma de poliuretana e a lã de vidro. A Figura 13 mostra a

imagem dos biorreatores estáticos com capacidade de 125 mL, contendo os suportes sólidos

utilizados nas FES.
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Figura 13 – Suportes sólidos inertes

Nota: A - Biorreator com suporte sólido inerte de fibra cerâmica; B - Biorreator com suporte
sólido inerte de espuma de poliuretana; C - Biorreator com suporte sólido inerte de lã de
vidro. Fonte: Autor, (2018).

Os primeiros processos fermentativos foram realizados em biorreatores estáticos

isotérmicos com o mesmo volume de sólido, para que a transferência de massa e calor nos

suportes sólido fossem iguais ou relativamente próximas. Foi utilizado dois meios líquidos

distintos como solução nutritiva. O primeiro a ser utilizado foi o meio Czapek modicado com

e sem adição de L-asparagina e glicose, contendo a concentração de nutrientes em g/L de,

NaNO3, 2,0; K2HPO4, 1,0; MgSO4, 0,5; KCl, 0,5; FeSO4, 0,01; glicose, 10,0; L-asparagina, 1,0.

Já o segundo meio de cultivo foi composto por uma solução nutritiva com os valores de sais

iguais aos descritos para o primeiro meio, porém contando com acréscimo de glicerol e a

substituição da glicose por uma solução de Tenébrio molitor, variando a concentração do

mesmo em diferentes ensaios.

Após realizado os testes nos reatores estáticos, a condição que se destacou em relação

as demais com relação a escolha do microrganismo, do suporte inerte, do meio nutritivo,

condições de pH e tempo de fermentação, foi aplicada em um novo biorreator rotativo,

visando aumentar a eficiência na produção de L-asparaginase, visto que melhora a aeração e

a agitação do meio em relação aos reatores estáticos.

4.3 Preparação do meio nutritivo por hidrólise

Para a obtenção da solução 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 eficiência do processo de hidrólise, deixando o material com maior superfície de

contato e facilitando a quebra e inserção dos nutrientes contidos nas larvas para a solução ao

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

Fonte: Autor,(2018).

O meio nutritivo apresentava concentrações em g de massa deTenébrio molitor a cada

100 mL de água, sendo assim foi realizado os cálculos prévios de cada ensaio para deixar na

concentração requerida o meio nutritivo. O processo de hidrólise foi conduzido utilizando

1% (ν / ν) de H2SO4 a 120◦C durante 30 minutos, realizando procedimento semelhante ao

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

Após a conclusão do processo de hidrólise foi realizada a filtração da solução com a

utilização de uma bomba de sucção, um Kitasato contendo um Funil de Büchner na presença

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

4.4 Fermentação em estado sólido com suporte inerte (FES-SI)

Nas FES-SI foram utilizados diferentes configurações de reatores biológicos isotér-

micos na produção de L-asparaginase, correspondendo à fermentação estática (biorreator

de bancada) e fermentação com uso de biorreator mantido sob rotação a 5 rpm (biorreator

rotativo). O processo fermentativo no reator estático foi utilizado para realização de estudos

comparativos das FES em fibra cerâmica, poliuretana e lã de vidro. Além disso, a fermen-

tação estática foi utilizada na otimização do meio nutritivo e das condições operacionais

(pH, temperatura, concentração de L-asparagina, concentração de glicose, concentração de

Tenébrio molitor, glicerol e tempo) com células imobilizadas em FES-SI. Já na FES realizada

com biorreator rotativo, apenas a condição otimizada pelo processo anterior foi utilizada.

A Figura 15 mostra as especificações do biorreator de plástico utilizado para a realiza-

ção da FES-SI da condição otimizada pelo biorreator estático de bancada. Para sua utilização

o biorreator rotativo foi submetido a uma rotação contínua de 5 rpm, durante um período de

24, 48, 72 e 96 horas, visando encontrar a melhor condição de atividade de L-asparaginase.
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Para facilitar a aplicação 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 remoção ou inserção de pontos, pois a peça descrita com o número 6 na

Figura 15 serve para unir os reatores em um único eixo e também tornar possível a desconexão

de uma unidade.

Figura 15 – Características e dimensões do biorreator rotativo aplicado em FES-SI

Nota: a - 5 centímetros; b - 0,1 centímetros; c - 6 centímetros; 1 - orifícios capilares para
aeração; 2 - rotação de 5 rpm; 3 - eixo sem fim; 4 - corpo do biorreator onde ocorre a FES; 5 -
tampa contendo orifícios capitares e 6 - peça de junção para acoplamento dos biorreatores
em série.

4.5 Análise da L-asparaginase

A L-asparaginase foi avaliada em ensaios de atividade enzimática utilizando hidroxila-

mina conforme descrito por DRAINAS, KINGHORN e PATEMAN (1997). A Figura 16 apresenta

as reações que ocorrem durante o processo de quantificação da atividade enzimática da

L-asparaginase., onde o aminoácido L-asparagina na presença da enzima L-asparaginase é

convertida em ácido aspártico e amônia, o ácido aspártico na presença de hidroxilamina é

convertido em β-hidroxamato aspártico, que na presença de cloreto férrico em meio con-

tendo ácido tricloroacético e ácido clorídrico é convertido em β-hidroxamato aspártico

férrico, sendo essa molécula identificada pela leitura no espectrofotômetro.
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Figura 16 – Reações para a quanticação de L-asparaginase

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

Nestes ensaios, 0,5 mL de amostra de enzima foi misturada em 1,5 mL de tampão

Tris-HCl (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 reação foi terminada com adição

de 0,5 mL da solução de cloreto férrico (10%) em meio contendo ácido tricloroacético(5%)

e ácido clorídrico (0,66 M). O meio foi centrifugado por 10 minutos (10000 g, Avanti J-26XP

Series) e em seguida o teor de ácido β-hidroxilamico foi obtido por espectrofotometria (500

nm, espectrofotômetro UV-MINI-1240). A unidade enzimática foi denida como 1 µmol/min

de ácido β-hidroxilamico produzido e a atividade calculada como mostra na Equação 4.1

(DIVINO, 2015; DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1997).

λ

�
U

kg

�
= 1000×

�
δ×V olE xt ×FDi lui ção

V ol Amostr a ×0,4×θ×mSól i do

�
(4.1)

Sendo que λ representa a atividade em U/kg, δ é a leitura de absorbância a 500 nm,

V olE xt é o volume de extração, solução tween 80 (1 %), FDi lui ção é o fator de diluição das

amostra que foram analisadas, V ol Amostr a é o volume da amostra inserida na reação de

analise de L-asparaginase, θ representa o tempo de incubação e o mSól i do é a massa de

suporte sólido utilizada na FES.

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

de análise enzimática da L-asparaginase.
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Figura 17 – Procedimento de análise da L-asparaginase

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 três variáveis (k=3) e um alfa de 1,68 calculado pela fórmula

α= [2k ]1/4 e três replicas centrais, a Tabela 4.6 mostra os níveis e valores reais do planejamento

experimental composto central rotacional. Nesse ensaio a aplicação do glicerol foi realizada

de forma direta sobre o suporte sólido inerte.

Tabela 3 – Planejamento experimental

Variáveis (-)α -1 0 +1 (+)α

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 execução do planejamento foram realizados um total de 17 experimentos, com três

pontos centrais. A análise da variável resposta, atividade L-aspraginase (U/kg), foi realizada

utilizando-se o software R e os resultados foram expressos empregando gráficos de contorno

e superfície de resposta e tabela de análise de variância (ANOVA). Após análise estatística, o

modelo matemático proposto foi validado, porém optou-se por desenvolver o restante do

trabalho utilizando as melhores condições dos ensaios, ou seja, após a realização do ensaio

foi selecionada a condição que gerou os melhores resultados para dar continuidade nos testes,

visando atingir sua otimização.

Para realização desse método de escolha de melhores condições foi testada duas

formas distintas da aplicação da variável glicerol, onde em primeiro momento foi aplicado de
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forma direta sobre o suporte sólido inerte. Foi realizada as combinações entre a quantidade

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

Tabela 4 – Combinações entre glicerol na superfície 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 aplicação de glicerol foi seu uso na solução nutritiva, onde agora

sua unidade de medida será em g/L, reduzindo o consumo de glicerol em relação ao procedi-

mento anterior. A Tabela 9 traz os 12 ensaios de variações entre glicerol e a biomassa, sendo

um intervalo de 5 a 20 g/L para a primeira variável e de 5 a 15 g/100 mL de concentração para

a segunda variável.

Tabela 5 – Combinações entre glicerol na solução 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 combinações e os métodos de aplicação dos meios nutritivos foram realizados

buscando encontrar uma condição ótima de atividade da L-asparaginase e assim avaliar as

variáveis pH e tempo, visando aumentar ainda mais a eficiência de produção da enzima.
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As condições estabelecidas definidas como as condições otimizadas para produção de L-

asparaginase extracelular por FES foram utilizadas para experimentos posteriores, os quais

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

5.1 Seleção de microrganismos e meio sólido inerte

A Figura 18 mostra o resultado de produção de L-asparaginase (U/kg) obtido no ensaio

realizado para comparação entre as leveduras, com o uso da espuma de poliuretana como

suporte sólido. Nota-se que a L21 (Pichia guilliermondii) e a L120 (Leucosporidium scotti) se

destacaram em relação as demais, a primeira levedura conseguiu produzir L-asparaginase

com atividade de 1175,8 U/kg de suporte sólido (situação C), e a segunda, atingiu a produção

de 1395,8 U/kg de suporte sólido (situação B).

Figura 18 – Teste com Leveduras com uso da espuma de poliuretana como suporte sólido

Nota: ANS - Concentração de L-asparagina adicionada (g/L); condições de temperatura
(25◦C); tempo de fermentação (48h); L21 - Pichia guilliermondii, L58 - Candida sake, L75 -
Candida globosa, L92 - Cryptococcus victoriae e L120 - Leucosporidium scotti.

No cenário atual as leveduras aparecem como boas candidatas à produção 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 produção de L-asparaginase,

IMADA et al. (1973) desenvolveram uma extensa triagem de bactérias, fungos e leveduras

visando estipular quais microrganismos conseguiriam produzir quantidades consideráveis 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 e a L120, foram escolhidas para realização do próximo teste, onde visou-se comparar o uso

de dois tipos de suporte sólido inerte, a espuma de poliuretana e a fibra cerâmica e também a

comparação com o fungo filamentoso Penicillium sp. LAMAI-505. A Figura 19 mostra além

dessa comparação, a influência da adição de L-asparagina no processo fermentativo, com

concentração de 1 g/L, buscando investigar se a presença desse aminoácido contribui como

fonte nutritiva para a produção de L-asparaginase.

Figura 19 – Teste comparativo entre Leveduras e o Penicillium sp. LAMAI-505 com uso de
diferentes suportes sólidos

Nota: ANS - Concentração de L-asparagina adicionada (g/L); condições de temperatura
(25◦C); tempo de fermentação (48h); L21 - Pichia guilliermondii, L120 - Leucosporidium scotti
e P - Penicillium sp. LAMAI-505; E - Espuma de poliuretana, F - Fibra cerâmica.

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

sólido, isso pode ter ocorrido pois a espuma de poliuretana apresenta maior porosidade sendo

menos eficiente que a fibra cerâmica para o fungo. Visto que, a fibra apresenta composição

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. Já com a

fibra cerâmica como suporte inerte o Penicillium sp. LAMAI-505 foi mais responsivo que as

leveduras onde superou a produção da enzima em 12,30% em relação a maior atividade obtida

pelas leveduras, atingindo atividade de 1591,7 U/kg de suporte sólido. A Figura 20 representa

as microscopias eletrônicas de varredura da fibra cerâmica e da espuma de poliuretana,

contendo os microrganismos testados.

Figura 20 – Microscopias eletrônicas

Nota: A - Penicillium sp. LAMAI-505 na fibra cerâmica; B - Penicillium sp. LAMAI-505 na
espuma de poliuretana; C - L21 na fibra cerâmica; D - L21 na espuma de poliuretana; E - L120
na fibra cerâmica 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 cerâmica

ele cresceu ocupando a parte superficial, já 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 condição que houve a maior atividade de L-asparaginase

foi a com o uso do Penicillium sp. LAMAI-505, na fibra cerâmica como suporte sólido e adição

de L-asparagina. Esta última condição foi a escolhida para realização do teste comparativo

avaliando mais dois fungos filamentosos o Fusarium sp. e o Monilia sitophila, nesse ensaio

também foi avaliada a lã 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 sólidos

Nota: Condições de temperatura (25◦C); tempo de fermentação (48h); P - Penicillium sp.
LAMAI-505, F - Fusarium sp., M - Monilia sitophila; E - Espuma de poliuretana, F - Fibra
cerâmica e Lv - Lã de vidro.

Conforme ilustrado na Figura 21, o Penicillium sp. LAMAI-505 se destacou novamente

com o uso da fibra cerâmica como suporte inerte na obtenção da atividade de L-asparaginase

quando comparado o fungo na espuma de poliuretana e na lã de vidro. Onde com o uso

da fibra cerâmica e adição de L-asparagina alcançou atividade de 1479,3 U/kg de suporte

sólido. Porém o Fusarium sp. e o Monilia sitophila apresentaram maior eficácia na produção

da enzima. Visto que, quando aplicados na espuma de poliuretana foram, respectivamente,

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

Os fungos filamentosos são os principais microrganismos cultivados em meio sólido,
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pelo fato das matrizes sólidas inertes empregadas assemelham-se aos meios naturais nos

quais se desenvolvem. Suas formas de desenvolvimento vegetativo são constituídas por hifas

aéreas ramificadas, sendo propícias à colonização de matrizes sólidas porosas (ORIOL, 1987).

Os fungos filamentosos também podem suportar pressões osmóticas 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 nível máximo de retenção de água do mate-

rial utilizado (LONSANE et al., 1985). Tais características não são encontradas em leveduras e

bactérias.

NAKAHAMA et al. (1973) relataram que diversas espécies de Fusarium foram capazes

de produzir L-Asparaginase, verificando que somente três, das cinquenta estirpes de Fusa-

rium testadas não produziram L-Asparaginase com níveis superiores a 0,1 UI/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, variações de 0,44 UI/mL

com Penicillium grabulatum a 1,32 UI/mL com Penicillium urticae. Quanto as espécies de

Fusarium, todas apresentaram valores positivos de produção, um exemplo foi a obtenção da

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

MEGHAVARNAM e JANAKIRAMAN (2017) realizaram experimentos em fermenta-

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

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

Apesar de apresentar menor eficiência na produção de L-asparaginase em relação

aos outros fungos testados, foi escolhido o Penicillium sp. LAMAI-505 para dar continuidade

aos estudos, visto que nos próximos passos foi utilizada uma nova fonte nutritiva, buscando

produzir a enzima para aplicação na indústria alimentícia. Esse fungo já é muito utilizado

nesse setor, devido ao fato de não produzir subprodutos tóxicos ou nocivos de alguma forma

a saúde humana e isto se torna de interesse em aplicações na indústria alimentícia, fato que

não pode ser afirmado em relação aos outros fungos em teste. Porém não fica descartada a

utilização dos demais fungos para outras aplicações.

5.2 Estudo da nova fonte nutritiva na produção de L-asparaginase

Como o Penicillium sp. LAMAI-505 apresentou maior afinidade com o material ce-

râmico foi escolhido esse suporte sólido para dar seguimento no trabalho, agora buscando

realizar testes para verificar a eficiência das larvas T. molitor aplicadas como fonte nutritiva

para o processo fermentativo. A Figura 22, mostra os resultados obtidos no teste variando as

concentrações de T. molitor, a presença ou não de hidrólise e glicerol (inserido 1 grama sobre

a superfície do material inerte), na resposta de produção de L-asparaginase.
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Figura 22 – Teste com o Penicillium sp. com o uso do Tenébrio molitor como biomassa na
fibra cerâmica

Nota: Condições de temperatura (25◦C); tempo de fermentação (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 solução nutritiva.

Analisando a Figura 22 pode-se verificar que o ensaio indica que o processo de hidro-

lise e a presença do glicerol promoveram melhor eficiência de produção de L-asparaginase.

É possível observar também que com o aumento da concentração da biomassa promoveu

maior produção da enzima, visto que variando a concentração 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 hidrólise é justificado pois esta possibilita a quebra das mo-

léculas presentes nas larvas, disponibilizando mais nutrientes para solução utilizada para

realização do processo fermentativo e facilitando assim sua captação pelo microrganismo

que está utilizando essa biomassa como fonte nutritiva.

O uso de glicerol como fonte de carbono na produção 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 produção de L-asparaginase, sendo que com a utilização

do glicerol foi a segunda mais eficiente onde obtiveram atividade de 2,26 UI/mg de peso seco

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

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

fontes nutritivas para a produção 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 obtenção de L-asparaginase de Aspergillus terreus

MTCC 1782, verificaram que a glicose (0,4%) foi a melhor fonte de carbono para a produção

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

Outros trabalhos são encontrados na literatura utilizando fontes nutritivas diversas,

como no trabalho realizado por Mishra (2006), que utilizou resíduos agroindustriais de três

leguminosas (farelo de guandu, feijão preto e soja) como biomassa nutritiva e a aplicação do

Aspergillus niger para o processo de fermentação em estado sólido. O autor obteve a máxima

produção da enzima empregando a soja (40,9 ± 3,35 U/g de substrato seco), seguido do farelo

de feijão preto e de guandu, com um tempo de fermentação de 96 horas, umidade de 70%,

pH 6,5 e temperatura de 30 ± 2◦C.

Para a otimização da produção da enzima foi estabelecido um planejamento expe-

rimental, em que as variáveis serem analisadas foram: pH, glicerol (g) e concentração de T.

molitor (g/100 mL).

5.3 Otimização da produção 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 variáveis

descodificadas, e as respostas da atividade em U/kg de suporte sólido encontradas, que foi

realizado visando avaliar diferentes condições para a produção de L-asparaginase extracelular

por fermentação em estado sólido (FES).

Com o planejamento experimental mostrado na Tabela 6, verifica-se a melhora na

produção da enzima L-asparaginase, aumentando consideravelmente a sua atividade em

relação ao ensaio preliminar realizado anteriormente (Figura 22), onde agora conseguiu-se

obter valor de atividade três vezes maior. O melhor ensaio para a produção de L-asparaginase

foi o número 5, que teve atividade de 1942,83 U/kg, com pH de 3,00; glicerol inserido na

superfície do suporte inerte de 3,00 gramas e a concentração de T. molitor de 20 g/100 mL.
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Tabela 6 – Resultados da otimização da produção de L-asparaginase.

Ensaios pH Glicerol T. molitor Atividade
(g) (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: Condições de temperatura (25◦C); tempo de fermentação (48h).

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

condições propícias para que o fungo possa produzir a enzima L-asparaginase. Além disso,

sugere-se que estas mesmas condições estimularam a liberação da enzima, pelo fato de

que a FES permitiu simular as condições semelhantes ao ambiente no qual se desenvolve

naturalmente o fungo.

A análise estatística dos dados foi realizada no software estatístico R, com o qual

se obteve o modelo expressado na equação 5.1. Após análise de significância (95%) dos

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

y = a1×X 1+a2×X 12 +b1×X 2+b2×X 22c1×X 3+ c2×X 32 (5.1)

+d1×X 1×X 2+e1×X 1×X 2+ f 1×X 2×X 3+ j
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Tabela 7 – Resultados estatísticos

Parâmetros Estimativa Desvio-padrão Valor t Pr(>|t|)

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

b1 -250,60 98,46 -2,545 0,024419**

c1 184,70 98,46 1,876 0,083307*

j 549,46 119,78 4,587 0,000509***

Nota: ’*’ fatores significativos ao nível de confiança de 90%; ’**’ fatores significativos ao nível

de confiança de 95% e ’***’ fatores significativos ao nível de confiança de 99%.

Pela análise da Tabela 7, se nota que o todos os parâmetros avaliados foram significati-

vos para p < 0,1. A expressão matemática, foi determinada, por análise estatística no programa

estatístico R, que permite modelar o processo de produção da enzima L-asparaginase de

Penicillium sp. LAMAI-505 por FES. O modelo matemático é apresentado na Equação 5.2 , na

qual X1: pH; X2: glicerol (g); X3: T. molitor (g/100 mL).

y = a2×X 12 +b1×X 2+c1×X 3+ j (5.2)

Para analisar a interação significativa de segunda ordem as variáveis analisadas (pH,

glicerol e T. molitor), foram feitos gráficos de contorno, os quais são apresentados na Figura

23.

Todas as variáveis testadas influenciaram de forma significativa na produção de L-

asparaginase. Na situação A, onde o pH está fixo, se nota que baixas concentrações de glicerol

alinhado com 20 g/100 de T. molitor geraram as melhores condições de produção da enzima;

na situação 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 produção da enzima. Na situação C, verifica-se

que com maiores teores de T. molitor e valores de pH extremos se mostrou mais responsiva

na produção de L-asparaginase.
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Figura 23 – Compilação de gráficos de superfície de resposta da interação entre as variáveis
pH, glicerol e T. molitor.

Nota: Gráficos de superfície de resposta para otimização da produção 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 variáveis pH, glicerol e T. molitor, obteve R2 de 0,5114. O

valor observado do R2 não foi tão responsivo, pelo fato de se tratar de um meio complexo

no qual as variáveis não representam todos os fatores que influenciam no processo, pois

existe grande possibilidade de que na obtenção da concentração do T. molitor por hidrólise,

ocorre a produção compostos que estão influenciando a produção de L-asparaginase. Para

seguimento do trabalho optou-se por desenvolver os ensaios sem a utilização de um modelo,

buscando otimizar explorando a combinação de diferentes intervalos entre as variáveis

glicerol e concentração da biomassa nutritiva visando a escolha da condição mais eficiente.
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5.4 Produção de L-asparaginase avaliando o efeito da hidrólise

em conjunto com a adição de glicerol

5.4.1 Adição de glicerol na superfície do meio sólido

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 cerâmica, e também foi

mostrado que a adição do glicerol aumentou a eficiência em todos suportes inertes avaliados.

No ensaio com adição de glicerol na fibra cerâmica houve a obtenção de atividade de L-

asparaginase de 1325,0 U/kg de suporte sólido, sendo 11,95% e 28,30% mais efetiva que os

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

Figura 24 – Uso do Tenébrio molitor como biomassa e influência do glicerol na superfície do
suporte inerte

Nota: F - Fibra cerâmica, E - Espuma de poliuretana, Lv - Lã de vidro; condições de tempera-
tura (25◦C); tempo de fermentação (48h); A - Sem incentivo de glicerol, B - Com incentivo de
glicerol (5 g).

Foi realizada as combinações entre a quantidade de glicerol e as concentrações de T.

molitor, os resultados obtidos estão descritos na Tabela 8, buscando encontrar uma condi-

ção ótima de atividade da L-asparaginase e assim avaliar as variáveis pH e tempo, visando

aumentar ainda mais a eficiência de produção da enzima.
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Tabela 8 – Combinações entre glicerol na superfície do suporte inerte e Tenébrio molitor

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

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 condição 6 hidrolisada foi a mais eficiente na produção

de L-asparaginase, atingindo o valor de 2741,7 U/kg de suporte sólido. Pode ser observado

também que quando se analisa a hidrólise de todas as condições percebe-se que há um

aumento na produção da enzima conforme se aumenta os teores de T. molitor. O mesmo

não é visto quando na ausência do processo hidrolítico, isso pode ser explicado pelo fato de

se tratar de uma biomassa nutritiva complexa, onde quando aplicada sem o tratamento de

hidrólise pode se comportar de maneiras diversas, dificultando uma análise mais detalhada

do processo.

Figura 25 – Análises das FES com glicerol na superfície do suporte inerte

Nota: Condições de temperatura(25◦C); tempo de fermentação(48h).
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Após verificar que a condição 6 foi a mais responsiva, foi realizado o teste para en-

contrar o pH ótimo de processo, visando aumentar a produtividade da enzima de interesse

(Figura 26) . Ao analisar a Figura 26 observa-se que a condição 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 realização de correção, ou seja, após o processo de hidrolise foi medido o pH e a solução

nutritiva já foi utilizada no processo fermentativo.

Figura 26 – Análise de FES variando o pH

Nota: Condição 6 da Tabela 8, sendo testada variando a solução nutritiva em diferentes pH);
condições de temperatura (25◦C); tempo de fermentação (48h).

De acordo com as análises dos resultados os melhores ensaios para a produção 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 condição 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 sólido,

respectivamente, mostrando que o fungo preferiu regiões mais ácidas de pH para produção

da enzima.

Após verificado a eficiência do processo de hidrólise para melhora do meio nutritivo,

a melhor combinação de glicerol e concentração de T. molitor e a faixa de pH no qual o fungo

se adaptou melhor, foi realizado ensaios variando o tempo de fermentação, visando encontrar

melhores resultados para a produção 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 condição 6 (7,5 g de glicerol e 15 g/100 mL de T.

molitor), juntamente com a condição de pH ótima (pH= 1,2) encontrada na Figura 26.
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Conforme mostrado na Figura 27, coincidentemente o tempo de fermentação que foi

mais responsivo foi o de 48 horas, o mesmo tempo em que foi realizado os ensaios anteriores,

onde conseguiu atingir teores de 3297,3 U/Kg de suporte sólido. Foi observado que com o

aumento do tempo de fermentação, a atividade foi sendo reduzida, isso pode ser explicado

pelo fato de que o os nutrientes presentes foram consumidos, reduzindo o potencial de

produção da enzima do fungo.

Figura 27 – Análise de FES variando com o tempo

Nota: Condições de temperatura (25◦C).

5.4.2 Adição de glicerol na solução nutritiva

A partir desse ponto os ensaios foram realizado utilizando o método de aplicação

do glicerol junto a solução nutritiva. A Figura 28 mostra os resultados de atividade de L-

asparaginase obtidos ao se comparar a eficiência do Penicillium sp. LAMAI-505 nos três

suportes sólidos 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 cerâmica como material inerte e com a

presença do glicerol, onde atingiu teores de 1044,4 U/Kg de suporte sólido, porém a diferença

causada pela influência do glicerol diminuiu quando comparado ao ensaio utilizando o

glicerol diretamente no suporte sólido. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que a quantidade

utilizada de glicerol foi muito reduzida, sendo assim se fez necessário realizar combinações

entre glicerol e T. molitor, para encontrar faixas otimizadas com maior eficiência de produção

da enzima.
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Figura 28 – Uso do Tenébrio Molitor como biomassa e influência do glicerol na solução nutri-
tiva

Nota: F - Fibra, E - Espuma de poliuretana, Lv - Lã de vidro; condições de temperatura (25◦C);
tempo de fermentação (48h).

A Tabela 9 traz os resultados dos 12 ensaios de variações entre glicerol e a biomassa,

sendo um intervalo de 5 a 20 g/L para a primeira variável e de 5 a 15 g/100 mL de concentração

para a segunda variável.

Tabela 9 – Combinações entre glicerol na solução nutritiva e Tenébrio molitor

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

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 condição 7, quando na presença de hidrólise
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se mostrou mais eficiente na produção de L-asparaginase, obtendo atividade de 2666,7 U/kg

de suporte sólido, a condição 5, 11 e 12 também apresentaram bons resultados, obtendo

2191,67; 2200,0 e 2408,3 U/kg de suporte sólido. Ao analisar a influencia da hidrólise nesse

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

Figura 29 – Análises das FES com com glicerol na solução nutritiva

Nota: Condições de temperatura (25◦C); tempo de fermentação (48h).

Apesar da ocorrência de boas condições além da 7, a mesma foi escolhida como

condição a ser otimizada em relação as variáveis pH e tempo, pois a mesma utiliza menores

teores de T. molitor como biomassa que as condições 11 e 12, e foi mais responsiva que todas

outras condições testadas.

A Figura 30 mostra os testes realizados com a condição escolhida (7), buscando

encontrar a faixa de pH ótimo para a produção de L-asparaginase, onde entre as 7 faixas de

pH testadas, pode ser observado que a melhor condição encontrada foi a 3, onde repetiu o

ocorrido no ensaio mostrado na Figura 26, onde o pH de 1,2, que não passou por correções

foi o mais eficiente.
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Figura 30 – Análise de FES variando o pH

Nota: Condição 7 da Tabela 9 variando a solução nutritiva em diferentes pH); condições de
temperatura (25◦C); tempo de fermentação (48h).

A condição 3 (pH 1,2) se destacou em relação as outras por obter 2495,9 U/kg de

suporte sólido. Porém quando comparado ao ensaio realizado Figura 26, que mostrou que os

valores de pH ácidos foram mais eficientes para a produção de atividade de L-asparaginase,

não apresentou destaque para as condições ácidas, como observado na outra metodologia.

Após realizado todos os testes para encontrar a melhor condição para atividade de

L-asparaginase, foi realizado a variação 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 condição 7 descrita na Tabela 9,

juntamente com a condição de pH ótima encontrada na Figura 30.

O resultado obtido na Figura 31, mostra que no tempo fermentativo de 48 horas foi o

que obteve maior eficiência na produção de L-asparaginase, conseguindo atingir teores de

2508,5 U/kg de suporte sólido. Foi observado que com o aumento do tempo de fermentação,

semelhante ao procedimento anterior, a redução 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 – Análise de FES variando com o tempo

Nota: Condições de temperatura (25◦C).

5.5 Otimização com o uso do biorreator rotativo

Para realização do estudo utilizando o biorreator rotativo, optou-se por utilizar a

condição otimizada com uso do glicerol diretamente na solução nutritiva, visto que essa

metodologia faz com que o uso do glicerol seja muito reduzido quando comparado a aplicação

do glicerol de forma direta sobre o material sólido inerte.

A Figura 32 mostra o estudo variando no tempo (24, 48, 72 e 96 horas) referente ao

uso da condição otimizada no biorreator estático que contou com uso de 10 g/L de glicerol,

10 g/100 mL T. molitor, presença do processo de hidrólise 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 fermentação avaliados, todos

foram mais eficientes para obtenção de atividade de L-asparaginase. A condição 2 (48 horas),

mostrou-se a mais eficiente na produção de L-asparaginase, conseguindo atingir 2758,3 U/kg

de suporte sólido, esse valor apresentou incremento de 9,1% quando comparado ao ensaio

de maior eficiência com o uso do biorreator estático. Isso pode ser observado, pois o emprego

do biorreator rotativo melhora a transferência de calor e massa no sistema por estar sendo

mantido em movimento e a entrada de ar no sistema é facilitado, aumentando o acesso do

oxigênio para o microrganismo.
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Figura 32 – Análise de FES no biorreator rotativo variando com o tempo

Nota: Condições de temperatura (25◦C).

Doriya e Kumar (2018) em seus estudos realizados comparando dois tipos de bior-

reatores, verificaram a produção de L-asparaginase de Aspergillus tubingensis IBBL1, com

uso de sementes de algodão como biomassa em biorreator estático de bandeja, após 120 h

de fermentação, a maior atividade de L-asparaginase de 16,12 U/gds. Estes autores também

verificaram a aplicação do biorreator rotativo com rotação em 1 rpm, que obteve produção

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

O uso desse tipo de biorreator mostrou ser eficiente para a produção de L-asparaginase,

indicando que o biorreator rotativo possibilita o aumento da escala do processo para obten-

ção da enzima.

Atualmente não existe reportado na literatura nenhum trabalho de produção de L-

asparaginase utilizando o T. molitor como fonte nutritiva e nem com o uso da fibra cerâmica

como suporte sólido inerte, bem como são poucos os trabalhos que apresentam a produção

desta importante enzima de natureza extracelular. Por ser um estudo inovador, ressalta a

importância e mérito científico desse trabalho.
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6 Conclusões

O presente trabalho possibilitou analisar diferentes aspectos relacionados com as

condições de cultivo e seleção de microrganismos na produção de L-asparaginase por fer-

mentação em estado sólido.

As leveduras (Pichia guilliermondii, Candida sake, Candida globosa, Cryptococcus

victori e 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 fermentação

em estado sólido (FES) que as leveduras.

Em relação aos fungos filamentosos e as matrizes sólidas testadas a espuma de po-

liuretana e a fibra cerâmica se mostraram eficientes para uso como suporte de FES para a

produção de L-asparaginase.

Apesar de se tratar de uma biomassa nutritiva complexa, o uso do Ténebrio molitor

como meio nutritivo possibilita a produção de L-asparaginase, principalmente quando passa

por um processo de preparação de hidrólise.

Referente as formas de aplicação do glicerol, notou-se que os resultados obtidos

foram próximos, apresentando proporcionalidade em relação a atividade de L-asparaginase e

quantidade de glicerol, onde preferiu-se utilizar o glicerol na solução nutritiva, pois utiliza-se

menores concentrações para obtenção de resultados semelhantes.

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

obtenção de atividade de L-asparaginase.
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