




 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 

Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil. 

 

 

C824p 

2023 

 

Correa, Higor Túlio, 1994- 

Produção de biossurfactante e L-asparaginase utilizando larvas secas 

de Tenebrio molitor como biomassa inovadora para fermentação e 

processo extrativo líquido [recurso eletrônico] / Higor Túlio Correa. - 

2023. 

 

Orientador: Ubirajara Coutinho Filho. 

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Uberlândia, Programa 

de Pós-Graduação em Engenharia Química. 

Modo de acesso: Internet. 

Disponível em: http://doi.org/10.14393/ufu.te.2023.7033 

Inclui bibliografia. 

 

1. Química. I. Coutinho Filho, Ubirajara, 1971-, (Orient.). II. 

Universidade Federal de Uberlândia. Programa de Pós-Graduação em 

Engenharia Química. III. Título. 

 

 

                    CDU: 54 

Glória Aparecida  

Bibliotecária Documentalista - CRB-6/2047 

 







Aos meus pais José Carlos Correa da Silva e Lúcia Helena Correa, por todo suporte, incentivo e

apoio incondicional. A minha irmã Thaynara Correa pelo companheirismo.

À minha namorada Bruna Afonso, pelo apoio, paciência e por sempre me incentivar a buscar

os melhores caminhos.

Aos meus amigos que sempre se fazem presente na minha vida.



Agradecimentos

Meu agradecimento em especial ao Prof. Dr. Ubirajara Coutinho Filho, meu orien-

tador, pelo apoio irrestrito, por estar sempre a disposição, pelas orientações cruciais para o

desenvolvimento do trabalho e por partilhar seu conhecimento e experiência.

Aos funcionários, técnicos e professores da Pós-graduação da Faculdade de Engenha-

ria Química da Universidade Federal de Uberlândia, que de alguma forma, contribuíram para

a minha formação e para a realização desse trabalho.

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

que possibilitou o desenvolvimento desta pesquisa.

Agradeço a todos amigos do laboratório do NUCBIO por compartilhar as experiências

e o tempo. Aprendi muito com cada um de vocês!

Agradeço aos meus pais e irmã meus maiores exemplos. Sou grato pelo incentivo,

dedicação e amor incondicional. Obrigado por estarem sempre ao meu lado!

A minha namorada Bruna Afonso pelo companheirismo, apoio, compreensão, por

estar presente em todos os momentos, pelos conselhos e todo carinho para a conclusão dessa

jornada.

Aos meus amigos que me inspiraram a me tornar um profissional melhor a cada dia.

Obrigado pelo suporte necessário para chegar até aqui.

Enfim, agradeço a todos aqueles que participaram comigo de alguma forma nessa

trajetória e que contribuíram de alguma forma para realização desse trabalho.



“A tarefa não é tanto ver aquilo que ninguém viu,

mas pensar o que ninguém ainda pensou

sobre aquilo que todo mundo vê “.

(Arthur Schopenhauer)



Resumo

A produção de bioprodutos de alto valor agregado é de grande interesse para a indústria. Na

busca de fontes alternativas para esses produtos, os insetos têm sido considerados uma fonte

de biomassa, pois oferecem desenvolvimento sustentável com baixo custo e facilidade de pro-

dução e ainda não foram totalmente explorados. A biomassa de Tenebrio molitor já é utilizada

para consumo humano e animal por seu alto teor de proteínas e lipídios, porém este estudo

investiga seu potencial como fonte de carbono para produção de enzimas e biossurfactantes.

A produção de enzimas foi investigada considerando L-asparaginase gerada usando Penicil-

lium sp. LAMAI-505 via fermentação em estado sólido. Para a produção de biossurfactante, a

biomassa de Tenebrio molitor foi avaliada como fonte primária de biossurfactante e também

foi avaliada como biomassa para fermentação submersa de Pseudomonas aeruginosa ATCC

10145. O maior rendimento de L-asparaginase foi de 2,75 U/gds, com período de incubação de

48 horas, pH ácido, biorreator rotacional e 0,015 g/g de glicerol e 0,10 g/g de Tenebrio molitor

hidrolisado como fontes de carbono. Foi demonstrado que a biomassa de Tenebrio molitor

como fonte primária possui propriedades surfactantes com e sem fermentação. Quando

usados sem purificação e concentração, os biossurfactantes produzidos foram capazes de

reduzir a tensão superficial das soluções para 32,0 mN/m, atingir taxas de emulsificação de

100% e ter detergência semelhante a detergentes comerciais (diluídos a 1,0% p/vol).

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

sólidos inertes.



Abstract

Production of high-added-value bioproducts is of great interest to industry. In search of alter-

native sources for these products, insects have been considered as a source of biomass as they

offer sustainable development with low cost and ease of production and have not been fully

explored. Tenebrio molitor biomass is already used for human and animal consumption for

its high protein and lipid content; this study investigates its potential as a carbon source for

production of enzymes and biosurfactants. Enzyme production was investigated considering

l-asparaginase generated using Penicillium sp. LAMAI-505 via solid state fermentation. For

biosurfactant production, Tenebrio molitor biomass was evaluated as the primary biosur-

factant source; submerged fermentation of Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 was also

evaluated. The greatest yield of l-asparaginase was 2.75 U/gds, with a 48-h incubation period,

an acidic pH, a rotational bioreactor, and 0.015 g/g of glycerol and 0.10 g/g of hydrolysed

Tenebrio molitor as carbon sources. When used without purification and concentration, the

biosurfactants produced were able to reduce the surface tension of solutions to 32.0 mN/m,

achieve emulsification rates of 100%, and have detergency similar to commercial detergents

(diluted at 1.0% wt/vol).

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

A partir de estudos realizados pelas Nações Unidas estima se que a população mundial

pode alcançar a marca de 9,7 bilhões de pessoas até 2050, com isso surgem grandes desafios

para o desenvolvimento sustentável (BORGES et al., 2022). Devido à preocupação com o

esgotamento das fontes finitas de alimentos e dos recursos naturais, como terras agricultáveis,

disponibilidade de água potável e visando reduzir os impactos provenientes das mudanças

climáticas e do crescimento populacional contínuo diversos esforços estão sendo realizados

para encontrar fontes alternativas de alimentos, que possam substituir a alimentação tradicio-

nal mantendo níveis nutricionais semelhantes e que tenha obtenção de forma mais eficiente

e sustentável (BONGAARTS, 2020; FAO, 2021). Nesse cenário, o uso de insetos comestíveis

pode se tornar uma ótima estratégia para se alcançar a segurança alimentar.

Os insetos são comuns, diversos e amplamente distribuídos (BASSET et al., 2012),

embora existam muitos estudos sobre insetos para uso na alimentação animal e humana, o

uso dessa biomassa é inexplorado no que diz respeito à sua aplicação como matéria-prima

para biorrefinaria, cujo objetivo é a valorização da biomassa através de sua conversão em

compostos químicos que podem ser utilizados para ingredientes alimentícios, ração animal,

biomateriais, bioenergia e biomoléculas, incluindo enzimas e biossurfactantes (AZAGOH;

HUBERT; MEZDOUR, 2015).

Os insetos, principalmente o Tenebrio molitor, possuem grande potencial de utilização

em diversos processos da atividade humana. Este inseto pertence à família Tenebrionidae e

já vem sendo utilizado como fonte nutricional para animais e na dieta humana devido à sua

composição rica em proteínas (53,2%) (GHOSH et al., 2017), lipídios (25%) (JAJIĆ et al., 2019)

e alto teor de minerais (magnésio, zinco, ferro, cobre) (SIEMIANOWSKA et al., 2013). Alguns

estudos relataram o uso de larvas de Tenebrio molitor na dieta de um camarão de alto valor

agregado Macrobrachium rosenbergii (FENG et al., 2019) e também como fonte alternativa de

proteína para substituir a farinha de peixe na ração aquática (IACONISI et al., 2017). Outro

estudo avaliou seu uso para a geração de novos peptídeos hepatoprotetores (CHO; LEE, 2020).

Entre as possibilidades de obtenção de biomoléculas a partir do uso de insetos, surge

grande interesse pelas enzimas de alto valor agregado, que são utilizadas como catalisadores e,

portanto, importantes para aplicações em sistemas biológicos e processos industriais, como

nas indústrias alimentícia, papel e celulose e farmacêutica (PRADHAN; PADHY; SAHOO,

2017), com destaque para a L-asparaginase, que além de seu uso em alimentos (ação antia-

crilamida), é importante na indústria farmacêutica, pois vem sendo utilizada como agente

quimioterápico para o tratamento da leucemia linfoblástica aguda (LLA) (FARAG et al., 2015)

por esgotar a L-asparagina no organismo, cujo fornecimento exógeno é necessário para o
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crescimento de certos tumores (VERVLIET; PARYS, 2019).

Na produção de enzimas, vem aumentando o uso do processo de fermentação em

estado sólido (FES), que é caracterizada por ocorrer na ausência ou quase ausência de água

livre, porém em quantidades suficientes para proporcionar o crescimento microbiano e

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

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

do microrganismo (ALJAMMAS; FATHI; ALKHALAF, 2018). A produção de L-asparaginase

por fungos em FES é promissora por ser considerada segura pelo Joint FAO/WHO Expert

Committee on Food Additives (JOINT et al., 2006) e alcançou relevância devido aos seus

benefícios ambientais e econômicos (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017).

Outras biomoléculas de interesse são os biossurfactantes, que para sua obtenção o

uso de extração líquida e fermentação submersa (FS) são duas abordagens comuns (TWIGG

et al., 2020). A FS é utilizada por ser um processo realizado em meio líquido otimizado

com nutrientes, inserindo microrganismos para seu crescimento e desenvolvimento para

obtenção de bioprodutos com alto valor agregado (DORIYA et al., 2016), sendo que diferentes

microrganismos como Pseudomonas, Bacillus e as leveduras são comumente utilizadas, pois

os metabólitos obtidos possuem características biofisicamente vantajosas, pois auxiliam os

microrganismos em seu desenvolvimento celular, regulando a pressão osmótica e compondo

o biofilme, além de contribuir para a sobrevivência do microrganismo quando submetido a

condições desfavoráveis de desenvolvimento (CHAPRÃO et al., 2015; RABODONIRINA et al.,

2019; VIEIRA et al., 2021; PHULPOTO et al., 2021).

Além de ser uma fonte de proteína nutricionalmente valiosa e apresentar potencial

de uso para obtenção de biomoléculas como enzimas e biossurfactantes, os insetos podem

ser utilizados em processos de descontaminação ambiental. Yi et al. (2013) em seu trabalho

avaliou as frações de proteínas solúveis em água de 5 espécies de insetos (Tenebrio molitor,

Zophobas morio, Alphitobius diaperinus, Acheta domesticus e Blaptica dubia), sendo que os

resultados obtidos mostraram que as proteínas dos insetos avaliados são capazes de formar

emulsões e géis, propriedades essas de grande valor para descontaminação de ambientes

contaminados com óleo.

O presente trabalho representa o primeiro estudo sobre o uso da biomassa de Tenebrio

molitor (TMB) para a produção de enzimas e biossurfactantes de alto valor agregado por

fermentação e extração. Para produtos enzimáticos, L-asparaginase por FES fúngica usando

uma cepa de Penicillium sp. LAMAI-505. O biossurfactante proveniente da extração de Tene-

brio molitor e também por FS utilizando uma cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,

testando a eficácia deste produto para descontaminação ambiental.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Produzir L-asparaginase e biossurfactante utilizando biomassa de Tenebrio molitor

(TMB) como fonte de carbono por fermentação e extração líquida.

2.2 Objetivos especí�cos

• Avaliar os efeitos da hidrolise sobre a TMB;

• Avaliar o uso da TMB como fonte primária em extração e como fonte de carbono para

fermentações;

• Avaliar e comparar o biossurfactante extraído de TMB com detergentes comerciais;

• Avaliar aplicação do biossurfactante de TMB em processo de descontaminação ambi-

ental.
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3 Revisão bibliográ�ca

3.1 Tenebrio molitor

O Tenebrio molitor popularmente chamado de bicho-da-farinha, é um inseto per-

tencente à família Tenebrionidae, da ordem Coleoptera, que exibe holometabolismo (me-

tamorfose completa) dividido em 4 fases: fase embrião (ovos), fase larvar, fase de pupa e a

fase adulta, se desenvolve preferencialmente nas regiões temperadas do hemisfério norte

e é uma praga de farinha, grãos e alimentos armazenados (RAMOS-ELORDUY et al., 2002;

SPANG; FRANCIS, 2013). Considerado um inseto de fácil criação por apresentar alta taxa de

reprodução e capacidade de se alimentar de diversos tipos de alimentos torna-se pertinente

o estudo do desenvolvimento de colônias desse inseto (GHALY; ALKOAIK, 2009; YANG et al.,

2018).

Há um aumento significativo de publicações relacionadas ao Tenebrio molitor sendo

que os principais focos desses estudos estão associados ao uso desse inseto como fonte de

alimento e substituto de rações animais tradicionais, devido sua riqueza nutricional (alto

teor proteico e lipídico) as larvas desse inseto 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). A Tabela 1 mostra a composição

nutricional média encontrada na literatura.

Tabela 1 – Composição nutricional (%) do Tenebrio molitor na literatura

Proteína Gordura Fibra Cinza Extrato sem Umidade Referência
nitrogênio

51,05 32,09 4,36 4,09 4,41 4,00 (ZHAO et al., 2016)

49,80 37,11 —– 3,50 6,79 2,80 (KIM; WEAVER; CHOI, 2016)

55,83 25,19 7,15 4,84 3,68 3,31 (JAJIĆ et al., 2019)

42,90 37,00 —– 3,60 8,50 8,00 (CRUZ et al., 2022)

No que diz respeito aos insetos comestíveis o Tenebrio molitor está entre os mais

promissores para produção em larga escala (RUMBOS et al., 2020), por possuir ciclo de

desenvolvimento curto (idade adulta em 70 dias e uma fêmea pode produzir 160 ovos em
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seu ciclo de vida), alta taxa de conversão de matéria-prima (GRAU; VILCINSKAS; JOOP, 2017;

HONG; HAN; KIM, 2020), fácil cultivo e não demanda grande área (aproximadamente 3,6

metros quadrados por ano para um kg de larva) (SON et al., 2020).

Quando comparadas a comida tradicional rica em proteína como a carne, as larvas

do bicho-da-farinha (Figura 1), apresentam vantagens como o uso de recursos naturais (terra

e água) para seu cultivo é menor do que em outros animais (MADAU et al., 2020), são consi-

derados uma fonte de alimento sustentável (SMETANA; SPYKMAN; HEINZ, 2021), podem ser

cultivados usando diferentes níveis de tecnologia e insumos financeiros, contribuem para

a reciclagem de nutrientes usando resíduos orgânicos como fonte de alimento (GOLD et

al., 2020), sendo capazes de reduzir os níveis de substâncias potencialmente poluidoras do

substrato em que são criados (PARODI et al., 2021).

Figura 1 – Tenebrio molitor

Fonte: Autor, 2022

Esta matéria-prima é uma fonte valiosa de compostos bioativos que apresenta po-

tencial para ser utilizado em biorrefinarias de insetos. Portanto, devido alto teor de proteína

desse inseto, que possui todos os aminoácidos essenciais, boa digestibilidade, solubilidade e

capacidade de emulsificação, representa uma fonte alternativa interessante para consumo

crescente e novas aplicações, seja como componente da alimentação humana e animal ou

como matéria-prima para processos fermentativos ou de extração de diferentes moléculas de

alto valor agregado, como enzimas e biossurfactantes (AZAGOH; HUBERT; MEZDOUR, 2015;

RAJENDRAN et al., 2018; GIROTTO; COSSU, 2019). No entanto, esses compostos bioativos

têm sido pouco investigados, eles precisam ser mais explorados para uma valorização desse

inseto como biomassa.
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3.2 Produção de insetos

Para viabilidade da produção de insetos é necessário que o produtor tenha conhe-

cimento sobre a biologia e fisiologia da sua cultura, sempre avaliando as características

nutricionais da espécie arraçoada de acordo com o produto final que deseja se obter. Os

principais critérios para escolha das espécies a serem cultivadas deve levar em consideração

o teor de proteína e volume de biomassa a ser produzido, o custo da alimentação (avaliando a

possibilidade de uso de resíduos e dejetos), a tecnologia empregada para atender às necessida-

des de cada espécie com objetivo de controlar de forma eficiente o ciclo de vida, necessidades

ambientais, ferramentas para coleta e manejo reprodutivo (RUMPOLD; SCHLüTER, 2013).

A produção de insetos apresenta inúmeras vantagens com relação a criação de outros

animais, como alta taxa de conversão alimentar, que nada mais é que a capacidade de

converter alimentação em massa corporal. Em comparação ao gado de corte, por exemplo,

que consegue converter aproximadamente 8 kg de alimento em 1 kg de ganho de peso, os

insetos são bem mais eficientes, convertendo entre 1,5 a 2 kg de alimento em 1 kg de ganho

de peso, e fazem isso eliminando aproximadamente 100 vezes menos óxido nitroso (um

agravante do efeito estufa) (EFSA, 2015).

Outras vantagens da criação de insetos são a redução significativa no consumo de

água, menores áreas para criação, emitem baixas quantidades de gases do efeito estufa, apre-

sentam poucas questões relacionadas a bem-estar do animal, baixo risco de transmissão de

infecção por zoonoses, podem ser criados utilizando resíduos orgânicos para sua alimentação

consumindo assim alimentos e subprodutos industriais desperdiçados contribuindo para

redução de impactos ambientais negativos, não competem diretamente com os alimentos

para consumo humano, são facilmente transportáveis, relativamente fáceis de gerir e apre-

sentam potencial para gerar retornos financeiros altos (OONINCX et al., 2010; OONINCX;

BOER, 2012; VELDKAMP et al., 2012; HUIS, 2013).

A geração de resíduos sólidos, sejam eles domésticos, industriais ou agrícolas, tem

aumentado exigindo a necessidade de alternativas para sua destinação correta. O Brasil

é um dos principais produtores mundiais de produtos agrícolas e consequentemente é

um dos principais geradores de subprodutos (AZEVEDO et al., 2022). Como já citado os

insetos apresentam potencial de uso para consumo de subprodutos gerados nas cadeias

produtivas agrícolas e industriais, com isso a produção de insetos pode ser uma alternativa

para biodegradação valorização desses resíduos reduzindo o impacto ambiental relacionado

à destinação e contribuindo diretamente para os padrões sustentáveis de produção animal.

Muitos benefícios gerados pelo consumo de insetos ainda não são investigados como

os resultantes de compostos bioativos com características antioxidantes, antimicrobianas,

anti hipertensivas e fibras alimentares prebióticas. Apesar das potenciais vantagens fornecidas

o consumo de insetos não é completamente seguro, pois também não existem muitos estudos



30 Capítulo 3. Revisão bibliográfica

sobre os possíveis efeitos adversos como presença de substâncias alergênicas, tóxicas ou

antinutrientes (BORGES et al., 2022).

Apesar de apresentar grande potencial para diversas aplicações como alimentação

humana, ração para animais e fonte de matéria-prima pra processos para obtenção de produ-

tos de alto valor agregado, ainda há muito a ser desenvolvido para evoluírem os sistemas de

produção de insetos de modo a serem destinados a escala maiores. De certa forma, eles preci-

sam ser domesticados e como outros animais nem todas as espécies de insetos comestíveis

podem ser domesticadas.

3.3 Produtos capazes de gerar valor agregado a biomassa

A quantidade de resíduos gerados em todo o mundo continua a aumentar para atender

as demandas do consumo humano. Uma gestão ruim desses resíduos pode contribuir para

diversas ameaças ambientais e problemas econômicos (FERRONATO; TORRETTA, 2019).

Assim, um planejamento adequado de descarte e redução de resíduos é necessário para

gerenciar as enormes quantidades geradas de forma segura e sustentável, com uma emissão

mínima de gases de efeito estufa. Entre os resíduos descartados existem os orgânicos que

apresentam potencial para uso em biorrefinarias para obtenção de produtos de alto valor

agregado como enzimas, biocombustíveis, surfactantes, resinas e fertilizantes (RAKSASAT et

al., 2020).

O uso de insetos capazes de adicionar valor agregado para biomassas tem sido cada

vez mais comum, como no trabalho de Wong et al. (2021) que realizou a valorização assistida

de resíduos de endosperma de coco, tratados por Rhizopus oligosporus via fermentações in

situ e ex situ juntamente com bioconversão em valiosa biomassa larval de mosca soldado

negro para produção de biodiesel. A biomassa dessa larva também tem sido explorada como

matéria-prima para um processo de transesterificação através do uso de um co-solvente com

o objetivo de reduzir o consumo de energia do processo de extração de gordura e melhorar os

rendimentos de conversão de biodiesel (NGUYEN et al., 2018).

Existem insetos e vermes que possuem a capacidade de degradar resíduos orgânicos

para obter materiais digeridos de alta qualidade que podem ser usados como fertilizante

orgânico. Zhang et al. (2014) relataram que, além de produzir adubo orgânico, moscas domés-

ticas também contribuíram de forma eficiente para redução da concentração de antibióticos

presentes no esterco suíno após um ciclo típico de 6 dias, mostrando o potencial de uso dos

insetos para a biorremediação de resíduos contaminados.

A criação de insetos apesar de considerada sustentável gera resíduos, esses dejetos de

insetos geralmente são convertidos em fertilizante de plantas, porém, Bulak et al. (2020) em

seu trabalho avaliou o uso dos resíduos provenientes da criação de três espécies diferentes

de insetos: Hermetia illucens , Tenebrio molitor e Gryllus spp, para produção de metano por
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meio da digestão anaeróbica, comprovando a aplicabilidade de resíduos de pós-produção de

criação de insetos para geração de biogás.

Um inseto que tem uso consagrado é o Dactylopius coccus, o qual se extrai um corante

natural de cor vermelha, que tem sido utilizado em objetos do patrimônio cultural (por exem-

plo, têxteis e pinturas) desde a antiguidade (GRAAFF; ROELOFS; BOMMEL, 2004). O ácido

carmínico (principal pigmento da cochonilha) é um corante natural que pode ser obtido a

partir dos corpos secos de fêmeas da espécie Dactylopius coccus Costa, que se alimentam de

cactos selvagens(Opuntia spp) e possui uso nas indústrias cosméticas, alimentícias, farmacêu-

ticas e também aplicações têxteis e plásticas por ser permitido pela maioria das legislações de

alimentos de diversos países, como por exemplo, a Food and Drug Administration (FDA) dos

EUA e a Comunidade Econômica Européia, cujo código de identificação de aditivo alimentar

é E-120 (JALÓN; PEŃA; RIVAS, 1989; BORGES et al., 2012).

Outro importante processo envolvendo o uso de insetos é a extração realizada pra

obtenção de quitina e quitosana. A quitina é um biopolímero, biodegradável, não tóxico e

altamente insolúvel na maioria dos solventes polares e não polares, que quando passa por

um tratamento com NaOH concentrado em condições extremas possibilita a obtenção de

quitosana via desacetilação (KUMIRSKA et al., 2010). A quitosana, derivada da quitina, é um

copolímero, polissacarídeo natural, não tóxico, biodegradável e biocompatível com propri-

edades antimicrobianas e antioxidantes. Devido essas propriedades ambas moléculas são

amplamente utilizadas na indústria alimentícia, cosmética e biomédica, também possuem

aplicação na agricultura e no tratamento de águas residuais (SOON et al., 2018).

3.4 L-asparaginase

A L-asparaginase (E.C.3.5.1.1) é uma enzima comumente tetramétrica, descoberta em

1953 por Kidd, que possui a capacidade de hidrolisar o grupo amida da cadeia do aminoácido

L-asparagina, obtendo como produtos da reação o ácido aspártico e amônia, seus efeitos an-

tineoplásicos resultam da redução da concentração de asparagina plasmática que é essencial

para o desenvolvimento das células malignas, por isso tornou-se um importante componente

na quimioterapia para o tratamento de LLA infantil (WLODARCZYK, ; YAP; LEE; TING, 2021).

Essa enzima pode ser obtida a partir de vários organismos como plantas, animais,

fungos filamentosos, leveduras, bactérias e arqueobactérias, porém ela não é sintetizada

de forma natural em seres humanos, por isso a necessidade de desenvolver técnicas para

produção dessa enzima (DORIYA et al., 2016). Devido sua grande relevância e necessidade de

produção em larga escala para atender a demanda mundial diversos estudos vêm sendo reali-

zados para seleção de microrganismos produtores, como no trabalho de Lopes et al. (2015)

que observaram a capacidade de obtenção de L-asparaginase a partir de 67 microrganismos,

entre eles 45 tipos de bactérias e 22 tipos de fungos (fungos filamentosos e leveduras).
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A produção dessa enzima depende de vários parâmetros que variam para cada tipo

de organismo, sendo que a concentração de fontes de carbono e de nitrogênio, o pH do meio

de cultura, temperatura, tipo de fermentação, tempo, agitação e a taxa de transferência de

oxigênio. A Tabela 2 mostra as condições de cultivo para produção de L-asparaginase por

diversos microrganismos.

Tabela 2 – Parâmetros de cultivo para produção de L-asparaginase

Microrganismos Fontes de Parâmetros de Atividade Referências
carbono % (w/v) produção

KH2PO4 (0,3);
Bacillus MgSO4.7H2O (0,05); pH 6,0; 37◦C 32,26 (MAHAJAN et al., 2012)

licheniformis L-asparagina (4,0); 200 rpm; 18 h U/mL
Glicerol (0,2)

Cladosporium Farelo de milho pH 8,0; 30◦C 3,74 (KUMAR; SOBHA, 2012)
sp. 48 h U/mL

Erwinia Peptona (1,0) pH 5,5 - 7,0 2,25 (KOTZIA; LABROU, 2007)
chrysanthemi 3937 Ex. levedura (0,5) 24 ◦C U/mL

Fusarium Glicose (0,2) pH 5,0; 72 h 18,24 (YAP; LEE; TING, 2021)
proliferatum L-asparagina (1,0) 30 ◦C; 140 rpm U/gds

Serratia Torta de pH 7,4; 96 h 5,86 (GHOSH et al., 2013)
marcescens óleo de 35,5 ◦C U/gds

coco (7,6)

Fonte: Autor, (2022)

Ainda que diversos microrganismos sejam capazes de produzir L-asparaginase exis-

tem limitações para seu uso no que diz respeito a aplicações terapêuticas, principalmente

da enzima obtida por bactérias, por causa dos efeitos colaterais como alergia, vômito, trom-

bose, disfunção hepática e outras reações ligadas a hipersensibilidade, fazendo com que a

enzima não seja aprovada pelos requisitos exigidos pelas agências regulatórias (EL-NAGGA;

EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014; LOPES et al., 2015; BATOOL et al., 2016). Com isso a L-

asparaginse fúngica por apresentar propriedades distintas das enzimas bacterianas e se

assemelharem das proteínas humanas, surgem como alternativa com intuito de reduzir os

efeitos adversos da L-asparaginase provinda de bactérias.

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

eficiente para o tratamento da leucemia linfoblástica aguda e sarcoma linfático (CHAKRA-

VARTY et al., 2022). Na indústria de alimentos é utilizada no controle de acrilamida (AC) em

produtos processados em altas temperaturas (YASSIN et al., 2022).
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3.4.1 Uso terapêutico

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

quimioterapêutico para o tratamento de diversas enfermidades como a leucemia linfoblás-

tica aguda principalmente em crianças, doença de Hodgkin, leucemia mielocítica aguda,

leucemia mielomonocítica aguda e leucemia linfocítica crônica, tratamento com linfossar-

coma, reticulossarcoma e melanossarcoma, devido sua capacidade de catalisar a reação da

L-asparagina em ácido L-aspártico e amônia (THENMOZHI et al., 2011; FARAG et al., 2015).

A Figura 2 mostra a ação da enzima L-asparaginase responsável por catalisar a hi-

drólise do nitrogênio do grupo amida da cadeia lateral do aminoácido, cortando parte do

suprimento das células tumorais impedindo assim que essas cresçam e ganhem força, dimi-

nuindo o desenvolvimento do câncer usando o aminoácido L-asparagina (BERG, 2011). As

células doentes exibem crescimento desenfreado se existir suprimento constante de nutri-

entes e é exatamente sobre a parte nutricional dessas células que a L-asparaginase vai agir

como agente quimioterápico (EMADI; ZOKAEE; SAUSVILLE, 2014).

Figura 2 – Reação catalisada pela enzima L-Asparaginase

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

A L-asparaginase pode ser encontrada na forma de medicamento, sendo que os

principais existentes no mercado são Elspar®, Crasnitin® e Kidrolase® (de origem de E. coli)

e Erwinase® (de origem de E. chrysanthemi) (SHRIVASTAVA et al., 2016). O tratamento dos

pacientes afetados pela LLA passa pelo procedimento de quimioterapia com L-asparaginase,

em que a mesma é injetada por via intravenosa ou intramuscular com objetivo de esgotar

os teores de L-asparagina disponíveis no plasma, reduzindo as chances de crescimento

das células malignas (HEO; SYED; KEAM, 2019). Por ser considerada eficaz no tratamento

antitumoral cada vez mais surge a necessidade de estudos que buscam a obtenção dessa

enzima a partir de variadas fontes, movimentando pesquisas tanto em universidades quanto

na indústria farmacêutica (BRUMANO et al., 2019).
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3.4.2 Uso na indústria de alimentos

Além do seu uso na indústria farmacêutica, vêm crescendo a utilização da L-asparaginase

como aditivo alimentar no processamento de alimentos em determinadas condições. A L-

asparagina e os açúcares redutores presentes na composição de alguns alimentos, quando

submetidos a elevadas temperaturas sintetizam uma substância que apresenta grande poten-

cial carcinogênico chamada acrilamida (PAUL; TIWARY, 2020).

Por possuir efeitos neurotóxicos, genotóxicos e carcinogênicos a AC é classificada

como possível carcinogênico em humanos pela Agência Internacional para Pesquisa em

Câncer (IARC). Esta substância é formada pela reação de Maillard em alimentos contendo o

aminoácido livre L-asparagina e açúcares redutores (Figura 3), como glicose e frutose, aqueci-

dos em temperaturas acima de 120◦C e em condições de baixa umidade (TAREKE et al., 2002;

GONZÁLEZ-MULERO et al., 2022). Esta reação também forma compostos desejáveis de cor,

sabor e aroma em alimentos cozidos ou fritos (THOMAS; THOMAS, 2014). Os principais ali-

mentos que contêm altos teores de acrilamida são: batatas fritas com concentração variando

de 272 a 570 µg/kg de AC, produtos de panificação com variação de 75 a 1044 µg/kg de AC e

café variando de 229 a 890 µg/kg de AC (HU et al., 2015).

Figura 3 – 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 Mottram, Wedzicha e Dodson (2002).

As condições de processamento dos alimentos como a temperatura, umidade, tempo
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de cozimento e a composição do produto são os principais fatores que influenciam a produção

de AC, com isso inúmeros trabalhos foram realizados para avaliar métodos que são capazes

de reduzir a intensidade da reação de Maillard, porém em grande parte os métodos utilizados

para esse fim trazem impactos negativos no sabor e na aparência do produto final (BATOOL

et al., 2016; CUNHA, 2020).

Com o objetivo de minimizar os impactos negativos no sabor e na aparência dos

alimentos e ainda inibir a produção de AC o uso da L-asparaginase fúngica é uma técnica com

grande potencial por sua capacidade de interferência na reação de Maillard ou até mesmo na

remoção de precursores, reduzindo os níveis de L-asparagina na massa dos produtos sem

alterar o valor nutricional, aparência ou sabor do produto final (DIAS; AGUILAR; SATO, 2019;

CUNHA, 2020).

3.5 Surfactante

Os surfactantes, também conhecidos como agentes tensoativos, são moléculas an-

fipáticas, ou seja, apresentam em sua composição uma porção hidrofílica (polar) e uma

hidrofóbica (apolar) (HUSSAIN et al., 2022). Em virtude de sua constituição apresentam

propriedades de limpeza, dispersão, formação de espuma e emulsificação, que os incluíram

no cotidiano das pessoas por serem os principais componentes de cosméticos, agentes umec-

tantes, emulsificantes, espumantes, catalisadores, detergentes, lubrificantes, os tornando

compostos mais produzidos e consumidos no mundo (SIYAL et al., 2020).

Essas moléculas tensoativas (Figura 4) são capazes de diminuir a tensão superficial,

adsorver em interfaces sólido-gasoso, sólido-líquido, sólido-sólido, líquido-gasoso ou líquido-

líquido. No entanto, na grande maioria das aplicações destes compostos, utiliza-se fase

líquida, comumente água (QIN et al., 2022). Assim, o entendimento do comportamento da

agregação de surfactantes em água é a base para a compreensão de todos os processos de

atividade destas moléculas e, consequentemente, de aplicações práticas destes sistemas.

Quanto maior a tendência do surfactante em diminuir a energia livre de uma interface, maior

a sua capacidade de adsorver nela, e mais tensoativo será esse surfactante (HOLMBERG

BO JONSSON; LINDMAN, 2002).

Figura 4 – Estrutura de um surfactante

Fonte: Adaptado de Diniz (2019).



36 Capítulo 3. Revisão bibliográfica

Além de reduzir a tensão superficial, os surfactantes são capazes de realizar o fenô-

meno do emulsionamento de líquidos, que são sistemas dispersivos que ocorrem quando

dois líquidos imiscíveis, ou seja, que não se misturam são colocados em contato, nesse caso

um dos dois líquidos (a fase interna ou dispersa) encontra-se no interior do outro líquido

(fase externa ou contínua) (DALTIN, 2011).

A maioria dos surfactantes disponíveis comercialmente são sintetizados a partir de

derivados de petróleo, representando riscos ao meio ambiente e aumentando os custos de

produção, com objetivo de atender às legislações de controle do meio ambiente associado à

preocupação ambiental entre os consumidores, o desenvolvimento de surfactantes naturais

vem se tornando necessário. A necessidade por produtos que não agridem de forma tão

severa o meio ambiente como os compostos não biodegradáveis, fez com que buscassem

a obtenção dos chamados biossurfactantes, compostos de origem microbiana obtidos via

fermentação, que vêm se destacando por serem produtos ecologicamente corretos apre-

sentando propriedades físico-químicas semelhantes aos surfactantes de origem sintéticas

(NITSCHKE; PASTORE, 2002).

3.6 Biossurfactantes

Os surfactantes naturais, ou biossurfactantes, provêm da fermentação microbiana, de

plantas e animais, embora a quantidade obtida através destas fontes não seja suficiente para

serem utilizados em escala industrial (SAMI et al., 2022). Diante dos desafios de produção

em larga escala e da redução dos custos do processo produtivo, a utilização de subprodutos

agrícolas e industriais como matéria-prima para biorrefinaria está sendo cada vez mais

realizada, tornando possível obter produtos de alto valor agregado com menores custos

produtivos, gerando lucro e menos impacto ao meio ambiente (NAZARETH et al., 2021).

Ao comparar os biossurfactantes e os surfactantes sintetizados industrialmente, os

agentes tensoativos de origem microbiana apresentam diversas vantagens, tais como: baixa

toxicidade, elevada biodegradabilidade, elevada capacidade espumante, maior seletividade,

atividade específica a temperaturas extremas, pH e salinidade (KASHIF et al., 2022). Devido

à característica de redução de tensão superficial dos biossurfactantes, esses compostos

aumentam a solubilidade e a área de contato dos elementos insolúveis, a sua mobilidade,

biodisponibilidade e biodegradação, sendo uma escolha interessante em várias aplicações

físico-químicas e biológicas nas indústrias cosmética, farmacêutica, biotecnológica, agrícola,

alimentícia e petrolífera (ABBOT et al., 2022).

Atualmente os biossurfactantes são classificados em compostos de primeira e se-

gunda geração, de acordo com sua origem. Os de primeira geração também chamados de

“surfactantes verdes” são os compostos extraídos e purificados de matérias-primas vegetais

e animais ou obtidos através de recursos renováveis por sínteses químicas. Já os biossur-
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factantes de segunda geração são produzidos por processos fermentativos e de extração a

partir de recursos renováveis, tendo como principais exemplos os surfactantes microbianos

(MARCELINO, 2016).

As classificações e características físico-químicas dos biossurfactantes dependem

de seus atributos estruturais, que geralmente são compostas por cadeia hidrocarbônica

com um ou mais ácidos graxos, podendo ser saturados ou insaturados, hidroxilados ou

ramificados, ligados à uma porção hidrofílica, que pode ser um éster, um grupo hidróxi,

fosfato, carboxilato ou carboidrato. As propriedades estruturais dessas biomoléculas são

dependentes de inúmeras variáveis, sendo que o microrganismo produtor é uma das mais

relevantes (ABBOT et al., 2022). A Tabela 3 mostra as principais classes de biossurfactantes

com exemplo dos microrganismos produtores.

Tabela 3 – Classificação dos biossurfactantes por microrganismo produtor

Tipo de biossurfactante Microrganismo
Glicolipídios

Raminolipídios Pseudomonas aeruginosa
Trealoselipídios Rhodococcus erythropolis
Soforoselipídios Rhodococcus ruber

Lipopeptídios e lipoproteínas
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Surfactina Bacillus subtilis

Liquenisina Bacillus licheniformis
Biossurfactantes Poliméricos

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lypolitica

Carboidrato-Proteína- Lipídeo Pseudomonas fluorescens
Ácidos graxos Corynebacterium lepus

Lipídeos neutros Nocardia erythropolis
Fosfolipídeos Acinetobacter spp

Surfactantes poliméricos
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus

Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica

Fonte: Adaptado de Desai e Banat (1997)

Apesar de existir produção de biossurfactantes em escala industrial, ela é limitada

devido alto custo do processo. O substrato representa de 30 a 50% do valor final do produto,

com isso surge a necessidade de encontrar substratos de baixo custo e avaliar em conjunto

cepas de alta produção, otimização desse meio de cultura e melhoria dos processos fermenta-

tivos visando tornar menos oneroso a obtenção do biossurfactante (NAZARETH et al., 2021).

É possível encontrar diversos trabalhos na literatura com esse objetivo, como por exemplo

Gurjar e Sengupta (2015) utilizou resíduo de polimento de moinho de arroz (um resíduo
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agrícola abundante e barato) como substrato para o crescimento de Bacillus subtilis MTCC

2423 por fermentação submersa para produção de surfactina, obtendo como melhor resul-

tado rendimento recuperável de surfactina de 4,17 g/kg de resíduo. Chen et al. (2018) em seu

estudo avaliou o uso de óleo residual de cozinha como fonte de carbono para Pseudomonas

aeruginosa para produção de ramnolipídio e uso desse produto para a remoção de borra de

óleo em tecido de algodão, obtendo taxas de remoção de 34,13%. Os resultados encontrados

nesses trabalhos demonstram que a produção de biossurfactante a partir de substratos de

baixo valor agregado são promissores, com vantagens de bom desempenho, baixo custo e

segurança ambiental.

3.7 Fermentações

3.7.1 Fermentação submersa (FS)

Os processos fermentativos apresentam grande relevância na história da humanidade

há milhares de anos, desde a produção de alimentos e bebidas (pão e vinho), quanto ao

cenário atual que conta com uso de microrganismos para obtenção de diversos produtos de

alto valor agregado, como por exemplo etanol, biodiesel, enzimas e biossurfactantes.

A FS é um processo que ocorre com alto teor de água livre, no qual os microrganismos

são inseridos e se desenvolvem nesse meio líquido nutritivo para obtenção de bioprodutos.

Tal processo possui equipamentos bem estabelecidos, reatores fechados 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. Este tipo de fermentação pode ser reali-

zado em frascos agitados, fermentadores de bancada ou fermentadores em escala industrial

(KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013; DORIYA et al., 2016).

Diversos trabalhos são encontrados na literatura no que diz respeito a obtenção de

biomoléculas através da FS. Como por exemplo a produção em escala industrial do vinagre,

em que a FS requer cepas de microrganismos robustas que são capazes de oxidar o etanol

sob condições seletivas para produzir ácido acético de alto título. Como no trabalho de

Es-sbata et al. (2022) que utilizou pêra espinhosa (Opuntia ficus-indica) para produção

de vinagre em FS empregando as bactérias Acetobacter malorum e Gluconobacter oxydans

em três diferentes temperaturas de acetificação (30◦C, 37◦C e 40◦C). Com o aumento da

temperatura as concentrações dos compostos voláteis foram claramente menores e a maioria

dos compostos fenólicos contidos nos vinagres de Acetobacter malorum foram superiores aos

de Gluconobacter oxydans.

Outro exemplo de aplicação da FS é a produção em larga escala de L-asparaginase, que

para atender à crescente demanda global utiliza a Escherichia coli e a Erwinia chrysanthemi

para sua produção comercial. Kenari, Alemzadeh e Maghsodi (2011) em seus estudos ava-
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liaram a produção de L-asparaginase de Escherichia coli ATCC 11303, obtendo atividade

enzimática máxima 1,03 U/mL, nas condições otimizadas por metodologia de superfície de

resposta de: 1,08% de lactose, 1,79% de triptona, 1,6% de extrato de levedura, 2% de KH2PO4

e 0,19% de l-asparagina.

Apesar de ser mais comum o uso de resíduos agroindustriais em processos de FES,

existem estudos na literatura usam esses materiais para FS. Como no trabalho de Rastogi et al.

(2021) que utilizou extrato de casca de laranja como substrato para o Bacillus haynesii E1 para

produção de biossurfactante sob FS e aplicação na descontaminação ambiental de Pb2+. O

estudo conseguiu mostrar uma alternativa para o gerenciamento de resíduos biológicos como

substrato de baixo custo para produção de biossurfactante ( 3,7 g/L) por Bacillus haynesii

E1 e que esse produto tem potencial para biorremediação de Pb2+, sendo que em condições

ótimas conseguiu uma remoção biossortiva de 99,05% desses íons.

Devido à facilidade de manuseio e maior controle sobre os parâmetros ambientais,

os processos biológicos realizados em FS apresentam vantagens notáveis em termos de

instrumentação e controle no que diz respeito aos parâmetros de pH, oxigênio dissolvido,

temperatura, concentração de moléculas hidrossolúveis, aeração e escalonamento (FARI-

NAS, 2015). Sendo assim, por apresentar controle das condições ambientais relativamente

simples algumas enzimas industrialmente significativas como a L-asparaginase têm sido

historicamente obtidas a partir de FS (SIROHI et al., 2018). Contudo, esse processo apresenta

desvantagens como altos custos de produção, energia e custo operacional, baixos rendi-

mentos do produto, geração de efluentes em excesso e, com isso, grandes volumes de águas

residuais, além da problemática que ocorre quando o produto de interesse é produzido de

forma extracelular, obtendo-se uma preparação mais diluída, sendo necessária a inclusão de

uma etapa de concentração mais trabalhosa no processo de purificação (CACHUMBA, 2017).

3.7.2 Fermentação em estado sólido (FES)

A economia brasileira é fundamentada no setor agrícola, produzindo e exportando

diversos produtos como café, açúcar, soja e grande variedade de frutas gerando assim enormes

quantidades de resíduos. Devido sua riqueza nutricional, esses resíduos apresentam grande

potencial de uso em processos biotecnológicos para obtenção de produtos de alto valor

agregado, por isso o processo de FES vem contribuindo notadamente para utilização desses

resíduos (YAFETTO, 2022).

Com umidade apenas suficiente para garantir o crescimento celular e as atividades

metabólicas dos microrganismos a FES é um processo fermentativo que pode ocorrer de duas

maneiras, a primeira ocorre utilizando um material sólido é de origem natural que tem as

funções de suporte e de fonte de energia e nutrientes; já a segunda o material sólido funciona

apenas como um suporte físico inerte sendo necessário impregnar uma solução nutritiva

para o microrganismo (SOCCOL et al., 2017; ALJAMMAS; FATHI; ALKHALAF, 2018).
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Essa tecnologia viabiliza a utilização de substratos sólidos para a biotransformação,

na presença de microrganismos específicos, para a produção de bioprodutos com alto valor

agregado, como por exemplo enzimas, biossurfactantes, biopesticidas, bioplásticos, fármacos,

metabólicos secundários biologicamente ativos e compostos de aroma (CASTILHO; MIT-

CHELL; FREIRE, 2009; JIMÉNEZ-PEÑALVER et al., 2016; EL-BAKRY; GEA; SÁNCHEZ, 2016;

CERDA et al., 2019). Este biotratamento pode ser empregado também na produção de ali-

mentos visando favorecer os compostos bioativos presentes, como vitaminas e fenólicos que

apresentam atividade antioxidante (STARZYŃSKA-JANISZEWSKA et al., 2019).

As vantagens existentes da FES com relação a FS justificam o interesse em se aplicar

cada vez mais essa tecnologia, sendo possível citar as vantagens ambientais como a utilização

de resíduos agroindustriais como suporte inerte colaborando para destinação final mais

sustentável e menor produção de efluentes (SINGHANIA et al., 2009). Outros pontos positivos

que podem ser destacados são que devido a menor quantidade de água é um processo mais

resistente a contaminação bacteriana e é mais fácil de se realizar a esterilização do meio;

com relação a obtenção dos produtos de interesse a FES possibilita maior produtividade

enzimática para inúmeras enzimas devido maior qualidade e atividade dos extratos; não

há necessidade de solventes orgânicos (que geralmente conferem algum grau de toxicidade

ao extrato); menores custos de capital e operacionais; processamento a jusante reduzido e

agitação reduzida (SINGHANIA et al., 2009; MARTINS et al., 2011).

Várias classes de microrganismos podem ser utilizadas no processo de FES, abran-

gendo fungos, bactérias e leveduras. Entretanto, por possuir suportes inertes que se asseme-

lham ao habitat natural dos fungos e de algumas leveduras, os fungos do gênero Aspergillus,

Penicillium e Rhizopus, e leveduras do gênero Candida, Saccharomyces e Aureobasidium são

os mais utilizados pois possibilita melhor adaptação e desenvolvimento dos mesmos (YAZID

et al., 2017).

Na literatura científica, inúmeros estudos a cerca da produção de enzimas por FES

podem ser encontrados, sendo que nesses estudos são empregados os mais variados tipos de

resíduos e diferentes tipos de microrganismos. Hu et al. (2018) em seus estudos investigaram

a produção de celulase a partir de resíduos têxteis por Aspergillus niger CKB e nas condições

otimizadas com pH 7,29, temperatura de 28◦C e tempo de fermentação de 6 dias, obteve a

atividade máxima da celulase de 1,56 U/g. Bagewadi, Mulla e Ninnekar (2017) avaliaram a

produção de celulases por Trichoderma harzianum utilizando diferentes biomassas lignocelu-

lósicas em FES sendo que entre os resíduos avaliados o sorgo sacarino foi o melhor, obtendo

atividade enzimática das enzimas celulíticas CMCase e FPase de 30,32 U/gms e 5,56 U/gms,

respectivamente.

Finkler et al. (2017) utilizaram uma mistura de substratos com 27 kg de farelo de

trigo e 3 kg de bagaço de cana (massa seca) em biorreator de leito empacotado, utilizando

o Aspergillus niger como microrganismo produtor. A maior resposta obtida foi atividade
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de 22 U/g de pectinase, concluindo assim que o uso desse consorcio entre biomassas com

biorreatores de leito empacotado é uma estratégia promissora para a produção de pectinases

em FES.

Outras enzimas que podem ser obtidas através da FES são as lipases. Vargas (2004)

produziram em seu trabalho lipase de Penicillium simplicissimum utilizando torta de soja

como substrato, sendo que as condições que possibilitaram atividade enzimática máxima (30

U/g) foram tempo de fermentação de 80 h, 27,5◦C e 55% de umidade. Domínguez et al. (2003)

avaliaram a produção de lipases por Yarrowia lipolytica por FES, sendo que entre o substrato

de farelo de cevada e nozes trituradas, as nozes foram as mais responsivas possibilitando a

atividade enzimática de 69 U/g em 10 dias de fermentação.

Kumar, Ramasamy e Manonmani (2013) em seus estudos investigaram produção de

L-asparaginase de Cladosporium sp. em FES, empregando farelo de trigo, farelo de arroz

e bagaço como substratos. Com tempo de fermentação de 120 h e condições aeróbicas

otimizadas usando a metodologia de superfície de resposta (RSM) indicando que com teor de

umidade de 58%, pH de 5,8, temperatura de 30◦C é possível obter rendimento enzimático

máximo de 3,74 U.

Além de resíduos agroindustriais existe a possibilidade de utilizar suportes inertes que

não contém em sua composição nutrientes, sendo necessário assim impregnar nesse material

a solução nutritiva. Vieira et al. (2020) usaram como suporte inerte a espuma de poliuretano

e disponibilizou como solução nutritiva glicose e L-asparagina, obtendo produção máxima

de L-asparaginase de 13,7 U/g na condição otimizada com pH de 5,1, temperatura de 40◦C e

umidade de 80%.
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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 5 exibe como foi realizada as etapas de execução do

trabalho.

Figura 5 – Fluxograma referente ao material e os métodos utilizados

Fonte: Autor, (2022).

4.1 Microrganismos e meios de cultura

O microrganismo produtor de L-asparaginase utilizado foi o Penicillium sp. LAMAI-

505 obtido do Centro de Recursos Microbianos do Instituto de Biotecnologia da UNESP,

Instituto de Biotecnologia (CRM - UNESP). As culturas foram armazenadas em placa de Petri

devidamente esterilizada, com meio nutritivo 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 e agar, 20,0.

O microrganismo utilizado para produção de biossurfactante foi a Pseudomonas ae-

ruginosa ATCC 10145, fornecida pela Coleção de Culturas Tropicais da Fundação Tosello

(Campinas - SP), mantida em meio ágar nutriente contendo concentrações em g/L de saca-

rose, 20,0; extrato de carne, 3,0; peptona de carne bacteriológica, 5,0 e ágar, 20,0.
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Para a utilização das células do Penicillium sp. LAMAI-505 após o período de cultivo,

foi realizada a preparação do pré-inóculo para a FES, em que ocorreu a transferência celular

para reatores cônicos com capacidade de 250 mL com uma solução de 100 mL de meio 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. Já o pré-inóculo para FS utilizando a Pseudomonas aeruginosa

ATCC 10145 foi realizado transferindo o material celular para reatores cônicos com capacidade

de 250 mL com uma solução de 100 mL contendo nutrientes nas concentrações em g/L de

NH4NO3, 5,7; MgSO4.7H2O, 0,2; Na2HPO4, 7,0; KH2PO4, 3,0; glicose, 20,0 e extrato de levedura,

11,0. Ambos os meios foram 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± 2◦C) e o tempo de fermentação foi de 48 horas, garantindo crescimento e 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 nos processos fermentativos. O sobrenadante foi descartado nesta etapa.

4.2 Preparação da biomassa de Tenebrio molitor

A biomassa de Tenebrio molitor (TMB) foi obtida da empresa Tenebrio Brasil como

biomassa de larva desidratada com composição descrita na Tabela 4.

Tabela 4 – Caracterização química da biomassa

Umidade 5,45%
Proteína bruta 59,91%

Lipídeos 26,14%
Matéria fibrosa 4,79%
Matéria mineral 3,59%

Fonte: Informação nutricional da embalagem, (2022)

Para a obtenção da solução de Tenebrio molitor foi realizada a moagem das larvas secas

através do uso de um pistilo (Figura 6), 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 6 – Moagem das larvas de Tenebrio molitor

Fonte: Autor,(2022).

A Figura 7 mostra detalhes das etapas que caracterizam a preparação de biomassa

para a produção de L-asparaginase e biossurfactante bruto e para uso ambiental. A produção

de enzimas e biossurfactantes foi avaliada a partir da fração solúvel de TMB obtida após

tratamento a 120◦C por 30 minutos com e sem adição de 1% (v/v) de H2SO4 (ZHAO et al.,

2018). 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 nos

processos fermentativos. O efeito da solubilização do TMB, antes e após o processo hidrolítico,

foi avaliado por meio de espectroscopia no infravermelho (espectrofotômetro Perkin Elmer,

modelo Spectrum Two, com acessório de reflexão total atenuado - ATR).
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Figura 7 – Fluxograma referente ao processo da biomassa

Fonte: Autor, (2022).

4.3 Suportes sólidos utilizados FES

Foram utilizados três suportes sólidos na FES para a produção de L-asparaginase a

fibra cerâmica, a espuma de poliuretana e a lã de vidro. A Figura 8 mostra os biorreatores

estáticos com capacidade de 125 mL, contendo os suportes sólidos utilizados nas FES.
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Figura 8 – 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, (2022).

4.4 Condições de fermentação

A Tabela 5 mostra detalhes das condições experimentais utilizadas para avaliar a

produção de L-asparaginase e biossurfactante por, respectivamente, FES e FS. A FES foi

realizado a uma temperatura de 25±2◦C em reator estático e rotativo utilizando suportes

sólidos inertes e Penicillium sp. LAMAI-505 com concentrações celulares ajustadas para 106

esporos/mL por metodologia espectrofotométrica (curva de calibração com absorbância em

530 nm), conforme descrito por Espinel-Ingroff e Kerkering (1991) e Aberkane (2002). A FS

foi realizada a uma temperatura de 25±2◦C usando Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,

inoculado com 107 células/mL em um reator de frasco cônico de 250 mL (SILVA et al., 2010).
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Tabela 5 – Condições de fermentação usadas

Testes Suportes Biorreator Biomassaa Glicerol pH Tempo
(kg/m3) (rpm) (g/gds) (g/gds)

1 ao 12 4 - 0,1 a 0,5 0,1 1,5 a 6,0 48 h
13 ao 18 4 - 0,5 0,05 1,5 48 h
19 ao 30 4 - 0,5 a 0,15 0,05 a 0,020 6,0 48 h
31 ao 42 4 - 0,5 a 0,15 0,05 a 0,020 1,5 48 h
43 ao 49 4 - 0,10 0,15 0,5 a 6,0b 48 h
50 ao 53 4 - 0,10 0,15 1,5 24 a 96 h
54 ao 57 4 5 0,10 0,15 1,5 24 a 96 h
58 ao 73c - 150 10,0 a 100,0 - 5,8 48 h

74 - - - - 7,0 -
75 - - 50,0 - 5,8 48h
76 - - 50,0 - 5,8 48h
77 - 150 50,0 - 5,8 48h
78 - 150 50,0 - 5,8 48h
79 - - - - 7,0 -
80 - - - - 7,0 -

Nota: a testes 1 ao 57, g/g; testes 58 ao 80, g/L; b pH corrigido com solução de NaOH 5M, c

testes com diferentes concentrações de 10, 20, 50 e 100 g/L, para avaliar tensão superficial e
índice de emulsificação, em cada concentração foi realizado um teste avaliando a biomassa
pura (teste controle, CT), biomassa hidrolisada (HCT), biomassa como fonte de carbono para
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 (PB) e biomassa após hidrólise como fonte de carbono
(HB), todas as fermentações foram conduzidas a 25± 2 ◦C.

Nas FES foram utilizados diferentes configurações de reatores biológicos isotérmicos

na produção de L-asparaginase, com relação à fermentação estática foi utilizado biorreator

de bancada (testes 1 ao 53) e para fermentação com uso de biorreator mantido sob rotação a

5 rpm foi confeccionado um biorreator rotativo (testes 54 ao 57). O processo fermentativo no

reator estático foi utilizado para realização de estudos comparativos das FES em fibra cerâ-

mica, poliuretana e lã de vidro. Além disso, a fermentação estática foi utilizada na otimização

do meio nutritivo e das condições operacionais (concentração de Tenebrio molitor, glicerol,

pH e tempo) com células imobilizadas. Já na FES realizada com biorreator rotativo, apenas a

condição otimizada pelo processo anterior foi utilizada.

No que diz respeito à produção de biossurfactantes foram realizados ensaios que

avaliaram a tensão superficial e índice de emulsificação (testes de 58 a 73), sendo que foi

utilizado o mesmo ensaio de fermentação ou extração (a depender do teste) para ambas

analises. Já a avaliação dos ensaios de descontaminação ambiental foi realizado um estudo

comparativo entre o biossurfactante obtido por extração direta da TMB, do biossurfactante

da Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 utilizando a TMB como meio nutritivo para FS e de

dois detergentes comerciais.
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4.5 Análise da L-asparaginase

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

xilamina conforme descrito por Drainas, Kinghorn e Pateman (1977). A Figura 9 apresenta

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

L-asparaginase, em que 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.

Figura 9 – Reações para a quantificação de L-asparaginase

Fonte: Adaptado de Elshafei (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 definida como 1 µmol/min

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

(DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977; DIVINO, 2015).
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λ

(

U

g d s

)

= 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/gds, 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 10 representa o diagrama simplificado das etapas adotadas no procedimento

de análise enzimática da L-asparaginase.

Figura 10 – Procedimento de análise da L-asparaginase

Fonte: Adaptado de Pinheiro (2017).

4.6 Avaliação da produção de biossurfactantes

O biossurfactante foi medido em termos de índice de emulsificação, tensão superficial

e detergência.

4.6.1 Tensão super�cial

Para obtenção da tensão superficial amostras (25 mL) do meio de fermentação foram

centrifugadas a 7741 G-force e 25ºC utilizando uma centrífuga da marca Bekman Coulter

J-25 durante 20 minutos para a remoção das células e obtenção de um sobrenadante. Aproxi-

madamente 15 mL do sobrenadante obtido, foram colocadas em placas Petri à temperatura

ambiente e realizadas as análises com o auxílio de um tensiômetro, previamente calibrado

com álcool etílico. A realização da leitura em triplicata no tensiômetro, foi feita utilizando-se

um anel de platina-iridium de 2 cm de diâmetro e 6,0 cm de altura, sendo este, imerso na

superfície das amostras colocadas nas placas de Petri (VAIDYA; NARVÁEZ, 2014).
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4.6.2 Índice de emulsi�cação

Para fazer uma avaliação da formação de biossurfactante, foi realizado o teste de

índice de emulsificação conforme o método descrito por Cooper e Goldenberg (1987). Esse

índice foi obtido a partir da mistura e agitação no vórtex (marca Phoenix, modelo AP56) por 2

minutos de 3 mL do meio apolar querosene e óleo de motor, com o 2 mL de sobrenadante do

meio fermentativo centrifugado durante 20 minutos a 7741 G-force na centrífuga da marca

Bekman Coulter J-25, em um tubo de ensaio. Assim, após 24 horas de repouso desse tubo de

ensaio, o índice de emulsificação foi obtido em triplicata pela Equação (4.2):

E I =
E

ET
∗100 (4.2)

EI representa o índice de emulsificação e o E e ET , respectivamente, a altura da

camada emulsificada e a altura total da mistura na cuba.

4.6.3 Ensaios de detergência (descontaminação ambiental)

Por fim, para avaliar a detergência, foram realizados testes de lavagem com tecido de

algodão branco (6 cm × 6 cm), ao qual foram adicionados 5 mL de óleo de motor e depois secos

em estufa a 37 ◦C. Após a secagem, foram submetidos a um processo de limpeza utilizando um

agitador magnético para simular o processo de lavagem, realizado em temperatura ambiente,

com rotação de 200 rpm e duração de lavagem de 30 min. Após a incubação, os tecidos de

algodão foram removidos, lavados com água da torneira por 2 min e secos a 37°C até peso

constante (Figura 11).

Figura 11 – Processo de descontaminação ambiental

Autor, (2022)

A porcentagem de remoção de cada mancha foi calculada usando os pesos precisos

dos tecidos de algodão antes e depois da lavagem conforme a Equação (4.3) (FEI et al., 2019):

Deter g ênci a (%) =
C −B

A−B
∗100 (4.3)
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Sendo que A é o peso de um tecido sujo, B é o peso de um tecido branco e C é o peso

de um tecido sujo após a lavagem. As soluções utilizadas para o processo de lavagem foram

água, teste de controle (CT), teste de controle hidrolisado (HCT), TMB antes e após hidrólise,

PB e HB, respectivamente, como fonte de carbono para Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,

nessas amostras, com exceção da água, o acetato de etila foi usado para extrair o surfactante. A

fim de comparar este novo surfactante foram selecionados dois detergentes comercialmente

disponíveis.

4.7 Análise de dados estatísticos

No presente trabalho, todos os testes experimentais foram realizados em triplicata. As

médias foram utilizadas como valores representativos e os valores de erro apresentados em

todos os gráficos referem-se ao desvio padrão. O teste de Tukey foi realizado com nível de

significância de 5% sempre que necessário.
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microbiana, podem gerar produtos com maior bioatividade em relação aos materiais não

tratados (BOUHAMED; KRICHEN; KECHAOU, 2018). O mesmo pode ser observado nos testes

com glicerol na ausência e presença de hidrólise de biomassa, descritos como BG e HBG,

respectivamente, exceto para uma concentração de 0,2 g/gds de biomassa. O aumento da

produção de L-asparaginase associada ao glicerol é possivelmente consequência de ser uma

fonte de carbono complementar (MAHAJAN et al., 2012). Narayana, Kumar e Vijayalakshmi

(2008) avaliaram em seu estudo os efeitos 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). Pelo processo de hidrólise e glicerol, o

ensaio HBG com 0,05 g/gds de biomassa apresentou maior produção de L-asparaginase, 0,60

U/gds.

Outros estudos também apontaram o glicerol como fonte de carbono que permitiu

maior produção de L-asparaginase. Kavitha e Vijayalakshmi (2012) testaram diversos meios

suplementados para o crescimento e produção de L-asparaginase por Nocardia levis, com as

fontes de carbono arabinose, frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, manitol, sorbitol,

amido, sacarose e xylose, comparados a um cultivo em um meio contendo glicerol 1%. Neste

trabalho, o meio basal com glicerol obteve uma produção enzimática de 4,15±0,063 U/mg

de peso seco, seguido por arabinose (4,03±0,16 U/mg), frutose (3,9±0,223 U/mg) e galactose

(3,75±0,221 U/mg), com glicose foi obtida uma atividade de 0,32±0,016 U/mg.

Figura 13 – Avaliação do Penicillium sp. LAMAI-505 em FES

Nota: PB (biomassa pura), BG (biomassa e glicerol), HB (biomassa hidrolisada), HBG (bio-
massa hidrolisada com glicerol); Condições de temperatura (25◦C); tempo de fermentação
(48h).
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5.3 Seleção dos suportes sólidos

Com o objetivo de aumentar a atividade de L-asparaginase, foram realizados outros

ensaios para avaliar diferentes suportes sólidos inertes (fibra cerâmica, espuma de poliuretano

e lã de vidro) em FES utilizando biomassa hidrolisada de Tenebrio molitor na concentração

de 0,5 g/gds de HB e 0,05 g/gds de glicerol, conforme mostra a Figura 14. Em relação aos

suportes, a fibra cerâmica foi a que proporcionou maior adaptação de Penicillium sp. LAMAI-

505 para produção de L-asparaginase, sendo assim foi escolhida para os ensaios realizados

na sequência desse trabalho. Pode-se observar também que o aumento da concentração

de glicerol de 0,01 para 0,05 g/gds foi responsável pelo aumento da atividade enzimática

em 58% em relação ao melhor resultado dos testes anteriores, obtendo-se assim 1,04 U/gds

de enchimento. A atividade de 1,04 U/gds é semelhante à encontrada por Meghavarnam e

Janakiraman (2017), obteve 1,08 U/gds utilizando casca de café como fonte de carbono para a

produção de L-asparaginase por Fusarium culmorum (ASP -87) sob FES. Nageswara, Guntuku

e Tadimalla (2014) utilizando biomassas alternativas em FES como casca de arroz, farelo

de trigo, torta de coco, casca de grama preta e casca de grama verde alcançaram produção

máxima de L-asparaginase com farelo de trigo (33,2 U/gds) e produção mínima com casca de

capim preto (7,19 U/gds). O fato do valor obtido neste trabalho ser semelhante ao encontrado

em alguns trabalhos da literatura como por exemplo o uso da casca de café, que representa

um substrato utilizado em diversos FES (CERDA et al., 2017; MARÍN; ARTOLA; SÁNCHEZ,

2018; DAS et al., 2021), sugere que o uso da biomassa de Tenebrio molitor é promissora.
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Figura 14 – Avaliação das matrizes sólidas inertes

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

A avaliação dos suportes sólidos em microscopia eletrônica de varredura (MEV) para

as condições apresentadas nos ensaios anteriores (ensaios 16, 17 e 18) é apresentada na Figura

15. Observe que a fibra cerâmica possui uma estrutura mais densa e homogênea, favorável ao

crescimento de fungos ao longo da superfície (Figuras 15 a) e b)); a espuma de poliuretano

possui poros maiores, onde o fungo cresce dentro de sua estrutura (Figuras 15 c) e d)) e a lã de

vidro, um material com estrutura de fios mais espaçados que a fibra cerâmica, o crescimento

do fungo ocorre em sua superfície (Figuras 15 e) e f)).
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Figura 15 – Microscopia eletrônica de varredura dos suportes inertes

5.4 Efeito do meio nutriente na produção de L-asparaginase

A Tabela 6 mostra a avaliação da otimização da produção de L-asparaginase em

termos de composições de Tenebrio molitor e glicerol (usado como fonte de carbono com-

plementar para TMB) em testes com hidrólise e, para fins comparativos, os resultados nas

mesmas concentrações de biomassa na ausência de hidrólise também são apresentados.

Foram encontrados nos testes 23 e 37, respectivamente, produção de L-asparaginase de 0,74

e 2,67 U/gds, podendo-se observar que as melhores condições obtidas para a atividade da

L-asparaginase foram 3 vezes maiores que as obtidas nos primeiros ensaios, o que mostra a
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importância de otimizar a proporção de Tenebrio molitor e glicerol como fontes de carbono

para a produção de L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI-505.

Tabela 6 – Combinações entre glicerol na solução nutritiva e Tenebrio molitor

Ensaios Glicerol T. molitor L-asparaginase (U/gds)
(g/gds) (g/gds) Sem hidrólise Com hidrólise

19 (31) 0,05 0,5 0,80 (1,10)
20 (32) 0,010 0,5 1,12 (1,13)
21 (33) 0,015 0,5 0,78 (1,20)
22 (34) 0,020 0,5 0,81 (1,10)
23 (35) 0,05 0,10 0,74 (2,19)
24 (36) 0,010 0,10 0,88 (1,82)
25 (37) 0,015 0,10 1,10 (2,67)
26 (38) 0,020 0,10 0,83 (2,13)
27 (39) 0,05 0,15 1,14 (1,78)
28 (40) 0,010 0,15 1,10 (2,13)
29 (41) 0,015 0,15 1,23 (2,20)
30 (42) 0,020 0,15 1,16 (2,41)

Nota: Os valores entre parênteses representam ensaios com hidrólise; condições de tempera-
tura (25°C ± 2°C); tempo de fermentação (48h).

A avaliação deste estudo mostra que a condição que proporcionou o melhor resultado

para a produção de L-asparaginase foi quando o fungo apresentou 0,015 g/gds de glicerol

e 0,10 g/gds de Tenebrio molitor hidrolisado (2,67 U/gds). As concentrações de substrato e

fonte de carbono são variáveis que afetam diretamente os parâmetros fisiológicos do fungo,

pois a quantidade correta de alimento na dieta do microrganismo pode torná-lo um excelente

produtor de enzimas, Leite, Belo e Salgado (2021) afirmam que os elementos do meio de

fermentação precisam estar disponíveis em quantidades suficientes para o desenvolvimento

do microrganismo e sua síntese enzimática. Makky e Ali (2017) descobriram que o melhor

resultado para a produção de L-asparaginase por Escherichia colifoi quando eles tinham 0,5

g (1,0% (p/v)) de ossos de frango cozidos como substrato e amido como fonte de carbono.

Ghosh et al. (2013) verificaram que 7,6 g de torta de óleo de coco é a faixa de substrato ideal

para obtenção de L-asparaginase por Serratia marcescens.

5.5 Avaliação efeito pH

A discussão do efeito do pH final após a hidrólise na atividade final da biomassa é

apresentada na Figura 16, usando a melhor condição de combinação entre biomassa de

Tenebrio molitor e glicerol (Teste 37, Tabela 6). Observe que a maior atividade enzimática

foi de 2,50 U/gds obtida em pH 1,5. De acordo com Kumar, Dasu e Pakshirajan (2011), a

asparaginase comercializada provem da modificação genética de Erwinia sp. com maior
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atividade em pH ácido, e com E. coli com atividade máxima em pH alcalino. O pH é um fator

crucial para os processos de fermentação e controle de secreções enzimáticas (EL-GENDY et

al., 2021).

Figura 16 – Avaliação do pH

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

5.6 Efeito do biorreator rotativo

Embora a atividade de 2,67 U/gds represente um valor satisfatório quando comparado

com a literatura, observa-se também que este valor pode ser melhorado conforme mostrado

na Figura 17. O uso do biorreator de tambor rotativo mostrou uma melhora na produção

de L -asparaginase obtendo 2,75 U/gds e, com exceção da fase inicial de crescimento do

fungo nas primeiras 24 horas de fermentação, todas as demais condições no tambor rotativo

apresentaram resultados melhores que no biorreator estático, o mesmo observado em Doriya

e Kumar (2018), que em seus estudos realizados comparando dois tipos de biorreatores,

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

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

Figura 17 – Avaliação do tempo FES para condição otimizada em biorreator estático e rotativo

Nota: Condições de temperatura (25◦C).

5.7 Avaliação do potencial da biomassa de Tenebrio molitor

para descontaminação ambiental

A Figura 18 mostra o potencial do TMB em termos de seu uso na descontaminação

ambiental associado às suas propriedades tensoativas e emulsificantes. Pode-se observar

(Figura 18 a) a tensão superficial de 32,5 mN/m associada ao uso TMB hidrolisada (HCT) na

concentração C100 e o resultado de tensão superficial de 32,0 mN/m associado ao uso de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 (C50, PB) que sugere semelhança das propriedades

surfactantes de ambos produtos obtidos considerando que não há diferença entre esses

resultados (teste de Tukey, p=0,05). Pode-se observar que os resultados de tensão superficial

variaram de 32,0 a 43,0 mN/m, o que segundo a literatura é esperado segundo Kourmentza et

al. (2017), que mostraram uma redução na tensão superficial para 37,7 mN/m usando óleo de

cozinha derivado de girassol alterado por peptona e extrato de levedura como meio de cultura

para a cepa Burkholderia thailandensis. Sharuddin et al. (2021), utilizaram rizobactérias
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bifuncionais de borra de óleo para degradação de hidrocarbonetos, obtendo 32,3 mN/m

como a maior capacidade de redução da tensão superficial.

Figura 18 – Índice de emulsão e teste de tensão superficial

Nota: Índice de emulsão e teste de tensão superficial avaliados com concentrações de 10, 20,
50 e 100 g/L de TMB. Índice de emulsão: querosene como solvente orgânico; temperatura
25◦C ± 2°C; tempo de fermentação (48h); pH = 5,8 ± 0,2.

Na Figura 18 também pode ser observado que o uso do TMB se destaca em termos
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de potencial emulsificante. Observa-se que a melhor emulsificação foi 100% no teste PB

e 93,5% no teste CT, 20 g/L, e 97% no teste HCT, 100 g/L (Figura 18 b). Esses valores são

semelhantes aos resultados descritos na literatura que se referem ao biossurfactante. Costa et

al. (2010) obtiveram um índice de emulsificação de 100% usando querosene para diferentes

concentrações de surfactante Pseudomonas aeruginosa L2-1 de efluente de mandioca, Haidar

et al. (2020) utilizando uma mistura de biossurfactantes de Pseudomonas syringae pv tabaci

obtiveram índice máximo de emulsificação de 75% e Liu et al. (2021) utilizando Bacillus

licheniformis L20 obtiveram índice de emulsificação de 96% utilizando lactose como fonte

de carbono. Assim, pode-se inferir o potencial do Tenebrio molitor como tensoativo e como

fonte de carbono.

O potencial de uso ambiental do TMB também pode ser observado em termos de

propriedades de detergência, conforme mostrado na Figura 19. A biomassa sozinha (CT) foi

capaz de remover manchas de óleo de motor com uma remoção de 83,84%, o que comprova

seu potencial como agente surfactante, resultado semelhante ao encontrado por Fei et al.

(2019), que utilizaram surfactina de Bacillus subtilis HSO121 e obtiveram uma taxa de remoção

de 77,36%. A taxa de descontaminação do óleo de motor por biomassa hidrolisada (HCT),

por biomassa pura como fonte de carbono (PB) e hidrolisado (HB) foi de 89,40%, 88,57% e

89,86%, respectivamente, mostrando que não houve diferença significativa.

Figura 19 – Testes de detergência

Nota: Testes realizados com biomassa de TMB com 50 g/L; temperatura (25◦C); tempo de
fermentação (48h).
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6 Conc lu s

Neste estudo foi investigado o uso da biomassa de inseto referente a sua aplica-

ção como matéria-prima para produção de biomoléculas por extração e fermentação. O

Tenebrio molitor se mostrou uma biomassa promissora como meio nutritivo em FES, princi-

palmente quando passou por processo de hidrólise, obtendo 2,75 U/gds de atividade para

L-asparaginase de Penicillium sp. LAMAI-505.

A TMB também mostrou bons resultados como fonte nutritiva para Pseudomonas

aeruginosa ATCC 10145, sendo capaz atingir índice de emulsificação de 100% e redução da

tensão superficial para 32,0 mN/m. Além disso, foi demonstrado que as propriedades do

biossurfactante bruto extraído da biomassa de insetos apresenta baixa tensão superficial

resultando em 32,5 mN/m, alto índice de emulsificação, 97%, resultados semelhantes ao bios-

surfactante produzido em FS de Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. No que diz respeito

aos ensaios de detergência a TMB se mostrou promissora para remoção de óleo em tecidos

de algodão contaminados, sendo que o ensaio HCT conseguiu melhores taxas de remoção

em relação a um dos detergentes comerciais avaliados.
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