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RESUMO

Neste trabalhc, estudou-se a produgdo, recuperacdc e caracterizacdo de
proteinas alergénicas da biomassa de Drechsiera (Helminthosporium) monoceras
cultivada em meio solido, com vistas a obtengio de extrato alergénico fungico
para aplicacdo em diagnostico de doencas alérgicas. Para a produgao, foram
usados biorreatores aerados de leito fixo do tipc colunas de Raimbault, sendo
testados como substratos o bagaco de cana de aglcar e os farelos de trigo e
mitho. A otimizacdo das varidveis do processo fermentativo foi feita através de
planejamento estatistico de experimentos e analise de superficie de resposta,
sendo os methores resultados de produtividade obtidos com valores iniciais de pH
4,5 e umidade de 45,8%. As condictes mais adequadas para o cuitivo em estado
stlido de D. monoceras foram com o uso de farelo de trigo como substrato com
tamanho de particula de 0,58 mm; concentracde de indculo de 0,4 mg/mL, vazéo
de ar de 2,0 L/h/coluna e 25°C. A cinética da produc@o de biomassa foi estudada
nas condicbes otimizadas do processo. O extrato bruto foi obtido por extracdo das
proteinas do meio fermentado usando agua como solvente. A recuperacéo dessas
proteinas foi feita mediante precipitacdo por solventes organicos e sulfato de
amdnio, seguida da remocao de sais € polifendis, para a obtencao de exirato com
potencial alergénico. A caracterizacdo do extrato com potencial alergénico foi feita
mediante eletroforese SDS-PAGE, IEF, cromatografia de permeacéo em gel e
testes in vivo (“prick-test’) e in vifro (“Dot-blotting” e “Immunoblotting™ para a
avaliacdo da alergenicidade das proteinas. Foram identificadas 12 proteinas nos
extratos com potencial alergénico, entre 14 e 156 kDa. Nos testes cutaneos, feitos
em pacientes com sintomas de alergia respiratoria, foram observadas
positividades em 24% dos casos, para formacao de papulas maiores que 4 mm de
didmetro. Nas analises de “Immunobiotting”, seis proteinas apresentaram
reatividade mais intensa, podendo ser consideradas alergénicas as de 155,9;
104,2; 44,2; 35,7; 27,8 ¢ 14,3 kDa.

Palavras Chave: Proteinas alergénicas, Drechslera (Helminthosporium}
monoceras, Fermentacio em estado sdlido, Producgao, Caracterizacio.

xix



ABSTRACT

The purpose of this work was the production, recovery and characterization
of allergenic proteins of Drechslera (Helminthcsporium) monoceras biomass;
cultivated by solid-state fermentation, for the obtainment of standardized mould
aliergenic exiract, applicable io diagnosis of allergy diseases. Bioreaciors based
on Raimbauli-type aerated fixed bed columns were used for solid-state
fermeniation, and sugar cane bagasse, wheat and maize bran were tested as
substrate. The most important variables of solid fermentation were optimized by
statistical experimental design and by surface response analysis, and the best
results, in terms of productivity, were obtained at pH 9.5 and 45.8% moisture. The
solid state fermentation conditions were determined for wheatl bran used as
substrate (with 0.52 mm dimension}; 0.4 mg/mL of inoculum; 2.0 L/h of air and
25°C. The kinetic of biomass growith was determined under the optimized
conditions of the process. Water was used as solvent for the obtainment of the
crude extracts. Potentially allergenic exiracts were obtained by protein
precipitation from the crude extracts by the use of organic solvents and ammonium
suifate, followed by salt and polyphenols removal. Characterization of potentially
allergenic extracts was done by SDS-PAGE electrophoresis, isoeletric focusing,
gel permeation chromatography and by cutaneous “prick-tests”, dot-blotting and
immunoblotting analysis for the allergenic evaluation of extracts. Twelve proteins
were identified from the potentially allergenic extracts, in the range of low and high
molecular mass, between 14 and 156 kDa. From cutaneous tests, 24% of the
patients with respiratory allergy sympioms showed positive reactions. The
immunoblotting assays revealed six proteins with allergenic activity due to their
stronger reactivity, with the following molecular masses: 155.9; 104.2; 44.2; 35.7;
27.8 and 14.3 kDa.

Keywords: Allergens, Proteins, Drechslera (Helminthosporium) monoceras, Solid

state fermentation, Production, Characterization.



NOMENCLATURA

ACP - anafilaxia cutanea passiva

Alt-a — fracio protéica de Alfernaria alfernata identificada como aiérgeno
ANOVA — analise de variancia

AR — actcar redutor (mg glicose/gms}

ART - actcar redutor total {mg glicose/gms)

Asp f ~ fracdo protéica de Aspergillus furnigatus identificada como alérgeno
Asp fi — fracdo protéica de Aspergilius flavus identificada como aiérgenc
Asp o — fragao protéica de Asperygillus oryzae identificada como alérgeno
aw — alividade de agua

B — ensaio de Bradford

BCA — ensaio do &cido bicinconinico

Cla h — fracao protéica de Cladosporium herbarum identificada como alérgeno
Co - concentracao inicial do indculo (mg/mL)

Ceree, v - CcONCentracao de proteina (mg proteina/gms), apos t, = 168h,
Cerrot, 5 - CONcentracdo de proteina (mg proteina/gms), emt, = Oh

DAB - diaminobenzidina

DNS - acido 3,5-dinitrosalicilico

dp - diametro de particula do substrato (mm)

Dre — fragio protéica de Drechslera monoceras identificada como alérgeno
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

EtOH — etanol

FES - fermentacao em estado sdlido

FSm — fermentacao submersa

gms — gramas de massa seca

| — idade do in6cuio (dias)

IEF — “isoelectric focusing”

kDa - kiloDalton

LM - ensaio de Lowry modificado



MBCA — ensaio do acido bicinconinico modificado

MK — ensaic de micro-Kjeldahl

MM — marcador de massa molecular

P — produtividade {mg proteina/gms/168h)

PVPP - polivinilpolipirrolidona

Q — vazao de ar (L/h)

RAST — “radioallergosorbent test”

R: — migracao relativa das proteinas no gel de eletroforese

8 — substrato

SAm - sulfato de amdnio

SDS-PAGE — sodium dodeci! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

8, — concentracao inicial de substrato (mg glicose/gms)

$. — conceniracio de substrato apos tempo *{” de fermentacao (mg glicose/gms)

t; — tempo de fermentacédo (h)

U — umidade (%)

Yws — coeficiente de producao de biomassa, relativo a conversao de substrato
(mg proteina/mg glicose)

Xq — concentragao inicial de biomassa (mg proteina/gms)

X:— concentra¢do de inoculo apds tempo “t” de fermentacao (mg proteina/gms)
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CAPITULO 1

INTRODUGAD

1.1. Fungos como Alérgenos

Aproximadamente 20% da populacdo mundial apresenta problemas
relacionados a algum tipo de alergia. A concentracao das subsiéncias alergénicas
{alergenos) no meio ambiente varia com ¢ tipo de clima, vegetacio e qualidade
do ar. Os alérgenos encontrados fora das residéncias {“ouidoor allergens”) sao
constituidos geralmente de poiens de plantas e propaguios (esporos de fungos) e
os alérgenos encontrados dentro das residéncias (“indoor allergens™ s3o
decorrentes de acaros, baratas, cées, gatos, ratos e propagulos de fungos (Kurup
et al., 2000).

A inalagido de propagulos de fungos do ambiente produz sintomas de
alergia respiratéria em ihdividuos sensibilizados, tais como rinite e asma
brénquica. Desde 1873 tem-se o conhecimento desse fato, porém somente a
partir de 1930 houve avango para o conhecimento mais amplo do problema, com
os estudos de Feinberg & Little (1935) e Prince (1944). Mas foi a partir de 19686,
com o descobrimento da imunogiobulina E (Igk), como responsavel pelos
fenébmenos atopicos (Ishizaka, 1966), que o estudo dos processos alérgicos, de
maneira geral, teve grandes avancos (Basomba, 1982).

Os propagulos e fragmentos de micélic de fungos estdo entre os mais
ubiquos aeroalérgenos do mundo. O micélio e os propagulos de fungos contém
componentes bioguimicos que podem apresentar propriedades alergénicas. Os
- compostos alergénicos sdo proteinas, glicoproteinas ou carboidratos capazes de
estimular o sistema imunoldgico e ligar-se especificamente ao anticorpo IgE

produzido em resposta ao estimulo (Valenta et al, 1898).
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Ha acima de 300 alérgenos de plantas e animais j& descritos na literatura e
estes alérgenos incluem multiplas moléculas de diferentes caracteristicas fisicas,
guimicas e funcionais. Muitos alérgenos de pdlens, acaros e baratas ja foram bem
caraclerizadas, o que no ocorre com 0s alérgenocs de fungos (Scheiner & Kraft,
1995),

1.2. Extratos Alergénicos Fangicos

Os extratos brutos obtidos da biomassa fungica constituemn-se de misturas
heterogéneas de diferentes proteinas, carboidratos e outras substancias nio
identificadas (Basomba, 1982). Segundo Achatz et al (1995), os propagulos de
fungos s&c onipresentes € o nimero de espécies existentes € estimada em um
mithdoc. De acorde com Menezes (1895), estdo listados na literatura cerca de 340
fungos asscociados a alergias respiratdrias, porém apenas quairo exiratos
fungicos encontram-se caracterizados e padronizados para efeitos de diagndstico
e imunoterapia: os exiralos de fungos dos géneros Affernaria, Cladosporium,
Aspergillus e Peniciflium.

Pesquisadores em todo © mundo estdo caracterizando e padronizando
extratos alergénicos de outros fungos envolvidos com alergia respiratéria como
Epicoccum, Nigrospora, Fusarium, Curvularia e outros (Bush, 1994).

Gambale et al (1977) identificaram, na cidade de Sao Paulo, 45 géneros de
fungos anemofilos, potenciaimente alergénicos, sendo os mais frequentes o
Cladosporium, Epicoccum, Rhodotorula, Penicillium, Aspergillus, Aureobasidium,
Phoma, Alternaria, Candida, Fusarium, Trichoderma, Cephalosporium e
Drechslera.

Atualmente, o diagnédstico de doencas alérgicas € baseado principalmente
nos sintomas clinicos dos pacientes, nas reacbes aos testes cutidneos, na
detecgdo de anticorpos IgE especificos de fungos no soro (radioallergosorbent
test — RAST e enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA) e, em alguns casos,
broncoprovocagao com antigenos especificos (Kurup, 2000). A maioria desses
testes depende da qualidade dos extratos alergénicos de fungos envolvidos com
alergia. Extratos alergénicos bem caracterizados sao, portanto, de fundamental

importéncia para o diagnostico de alergia e imunoterapia especifica.
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1.3. Extratos Alergénicos de Drechslera (Heiminthosporium) monoceras

Mohovic et al (1988), trabalhando com extratos da biomassa de Drechslera
{Helminthosporium) monoceras * cultivada em meio liquido com crescimento em
superficie, mostraram gue 0s mesmos apresentavam maior positividade em
relacdo a intensidade de reacdo cutdnea em pacientes alérgicos, quando
comparados aos extratos dos demais fungos isolados em Sao Paulo.

A partir desses resultados, Menezes et al. (1995), alravés da
caracterizaco dos exiratos, mostraram a presenca de trés alérgenos imporiantes
constituidos de uma proteina de massa molecuiar 60 kDa, uma glicoproteina de
36 kDa e uma proteina de 14,4 kDa, que foram designadas como Dre 1, Dre 2 e
Dre 3, respectivamente. A presenca € a proporcao dessas proteinas no extrato
fangico dependeu do meic e tempo de cuitivo e das fragbes do fungo na forma de
micélic ou esporo, dentre outras variaveis, estando, portanto, a gualidade dos
extratos alergénicos diretamente associada ao processo de produgdo da
biomassa fungica. Apesar de obtidas em peguena quantidade, essas proteinas
foram usadas com sucesso no diagnostico de alergia em pacientes do Hospital

das Clinicas, da Universidade de S0 Paulo.

1.4. Fermentac¢io em Estado Sélido

Fungos da espécie D. monoceras estdo presentes no solo onde vivem
como saprofitas, sdo parasitas de cereais e vegetais sendo localizados também
no ar ambiente. Assim, o meio sélido apresenta-se promissor como meio de
crescimento de fungos filamentosos como o D. monoceras devido a semethanca
com o seu habitat natural.

Atualmente, a técnica de fermentacdo em estado solido (FES) tem sido
extensamente explorada devido as vantagens oferecidas principalmente no cultivo
de fungos filamentosos, quando comparada a fermentacdo submersa (FSm). As
principais vantagens da FES s&@o a de poder ser conduzida sob condigbes néo
estéreis e sem problemas de contaminacdo, melhor transferéncia de oxigénio e

menor degradagéo do produto, comuns aos processos submersos.

' Nota: O nome Helminthosporium refere-se a denominagio antiga dada ao fungo do género
Drechslera, como é atualmente conhecido.
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Segundo Pandey st al (2000), nos Gllimos dez anos tem havido crescente
desenvolvimento da FES com aplicacdo em diversas areas como bioremediacéo e
biodegradagdo de compostos tdxicos, detoxificacdo biolégica de residuos
agroindustriais tGxicos, biotransformac@c de residuos de planiagbes para
enriquecimento nutricional, etc., e para a obtenco de produtos bioiogicamente
ativos como metabdlitos secundarios, incluindo micotoxinas (aflatoxina e
ocratoxina), biopesticidas (endotoxinas bacterianas), hormonic de crescimento de
plantas (acido giberélico), promotor de crescimento (zearalenona), antibidticos
(penicilina, cefalosporina, cefamicina C, oxitetraciclina, iturin, surfactin,
monorden), drogas imunosupressivas (ciclosporina A), acidos orgéanicos,
composios aromaticos alimentares e diversas enzimas, variedade esta que faz da
FES uma tecnologia do futuro. A maioria das aplicagbes citadas envolvem a
utilizacdo de residuos agroindustriais como subsirato, apesar de alguns usarem
meios inertes como bagaco de cana de acicar e agar.

Os mesmos autores concluiram gue, devido as dificuldades de manuseio
com biorreatores de grande porte usados na FES para produtos com menor valor
agregado, torna-se mais interessante explorar essa tecnologia para a obtencao
de produtos mais caros e cujo aumento de escala nao seja da ordem de toneladas
ou kilos, mas de gramas como os biofarmacéuticos, incluindo os antibiéticos e
hormdnios de crescimento, etc. No caso particuiar das enzimas, as mesmas tem
apresentado, para alguns casos, elevados niveis de produtividade, comparativa-
mente a sua obteng&o por FSm.

1.5. Objetivo
O objetivo deste trabalho € a producdc e caracterizacdo de extrato
alergénico da biomassa de Drechslera (Helminthosporium) monoceras, cultivada
por FES. O estudo abrangeu trés etapas:
1. Cultivo da biomassa e produg@o de extrato bruto, abordando os
seguintes aspectos:
o Selecdo do substrato.
e Otimizagéo das variaveis de processo da FES para obtengdo da

maior produtividade em biomassa.

4
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¢ Caracterizagéo da cinética de crescimento do fungo no ponto
6timo de produgao.
2. Recuperacdo das proteinas e remogéo de sais e polifendis do extrato
bruto para obtencao dos exiratos com potencial alergénico, abrangendo:
e Precipitacdo das proteinas com solvenies organicos e com
sulfato de amdnio.
e Remocao de sais e de polifendis.
3. Caracterizacao dos extratos com potencial alergénico por meio de:
e |dentificacdo das proteinas por eletroforese SDS-PAGE e IEF.
e Provas cutaneas para demonstracdo da sensibilizagdo (“prick-
test”).
+ Analises de "Dot-blotting” e “Immuncblotting”.
e Fracionamenic das profeinas dos exiratos com potencial

alergénico por meioc de cromatografia de permeacao em gel.

1.6. Colocagido do Probiema e Relevancia

Um aspecto econdémico interessante da FES € que a maioria dos
substratos usados nesse processo s@o residuos agroindustriais. No Brasil,
portanto, o desenvolvimento de processos de FES aparece como alternativa muito
promissora para a produg¢ao de proteinas, enzimas, antibidticos, acidos organicos
entre outros produtos. |

Diante da importancia em diagnéstico e imunoterapia especifica dos
extratos obtidos da biomassa de D. monoceras, surge a necessidade de
desenvolvimento de um processo escalonavel para a produggo da sua biomassa
e dos extratos alergénicos associados. Nesse contexto, justifica-se o estude da
FES como uma alternativa a ser explorada para a producio da biomassa de D.
monoceras. Paralelamente ac processo FES ha a necessidade da extragdo e
recuperacéo das proteinas alergénicas, bem como da caracterizagdo das mesmas
em termos de identificacdo e de testes imunolégicos in vive e in vitro, o que

confere caracteristicas interdiscipiinares ao estudo.
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O diagnéstico de alergia respiratdéria a fungos depende de extratos
alergénicos bem caracterizados e padronizados. Essa padronizacdo, em nivel
mundial, € dificultada por uma série de procedimentos, tais como: meios de cultivo
diferentes, tempo de crescimento do fungo para extragdo, liquidos extratores,
entre outros fatores. Poucos fungos ja foram estudados nesses aspectos em que
diferentes meios de cuitivo e condigdes de extracdo foram testadas. Neste
sentido, esse trabalho também vem a ser uma contribuicdoc em iermos da

padronizacao do exirato alergénico de D. monoceras,
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CAPITULDO 2

REVISAO DA LITERATURA

O presente capituioc tem o intuito de apresentar revisdo sobre os extratos
alergénicos, sua problematica e os principais extratos estudados. Apresenta
também revis@o sobre a fermentacdo em estado sélido, com suas aplicacdes e
comparacdo com a fermentacdo submersa, uma breve descrigdo dos substratos,
microrganismos € biorreatores usados, bem como os principais fatores que
influenciam a FES. Finalmente s@o apresentadas informacdes sobre a
recuperacdo de proteinas da FES e métodos utilizados para a caracterizagao dos

extratos com potencial alergénico.

2.1. Extratos Alergénicos

Os extratos brutos constituem-se de substancias extraidas da biomassa
fungica mediante processos em que se empregam liquidos extratores como as
solugbes de Tris-HCI, Evans, Coca, Frugoni, solucdes bicarbonatadas, e outras.
Por serem misturas heterogéneas de diferentes proteinas, carboidratos, sais,
entre outras substéncias, a utilizacdo dos extratos brutos em diagnostico definitivo
de alergia deve ser vista com reservas, ¢ que tem motivado os pesquisadores a
tentativas de fracionamento e padronizacdo desses extratos (Basomba, 1982;
Menezes, 1985).

Os extratos alergénicos utilizados para fins diagnoésticos sdo preparados a
partir de propaguios e do miceélio vegetativo do fungo. Essa questao tem sido
pesquisada desde 1942 quando Pratt & Grossman observaram que propagulos e
ndo o micélio vegetativo de Alfernaria tenuis eram 0s grandes responsaveis por

sintomas aiérgicos. Por outro lado, Yunginger (1988) através de estudos com
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Alternaria, observou que o micélic vegetativo também & responsavel por sintomas
alérgicos. Gambale et al. {1888) e Croce et al. (1990) estudando fungos nac
esporulados detectaram casos de asma bronquica provocados por esses fungos,
demonstrando que ¢ micelic também & alergénico.

A caraclerizacac e padronizacdo dos exiratos fungicos é cercada de
dificuldades devido a uma série de motivos; variacdes enire extraios obtidos das
mesmas espécies de fungo; variacfes nos meios de cullivo; tempo de
crescimento; fracbes do fungo constituidas pelo micélio ou propaguios;
determinantes antigénicos comuns entre espécies ou enire géneros (Ford, 1982;
1983).

Segundo Horner et al (1995), nos Estados Unidos havia em tormo de 200
extratos fungicos produzidos por varias industrias e disponiveis comerciaimente
em varios paises, sendo que nenhum deles era devidamente padronizado,
constituindo-se de misturas de mdltiplos componentes alergénicos e antigénicos.
Por esse motivo, a ulilizagdc em diagnoéstico desses extratos apresentava
resiricbes, o que tem motivado pesquisadores quanto a sua caraclerizagéo e
padronizacd@o. Em busca recente a pagina da “WHO” (World Heaith Organization)
na Internet (www-nt.who.int/'vaccines/biologicals/All.asp} foi verificado que
somente os alérgenos de podlens, poeira e pélo de cachorro foram padronizados
para efeitos de utilizacao em diagnédstico e imunoterapia de alergia.

Conforme Kurup & Banerjee (2000), ja sdo conhecidas as sequéncias de
aminoacidos de aproximadamente 80 alérgenos e o ndmerc de substancias
alergénicas devidamente caracterizadas estd aumentando rapidamente. Ainda
assim, ha uma grande quantidade de alérgenos clinicamente relevantes que nao
foram identificados, purificados e caracterizados. Os extratos alergénicos mais
importantes j& estudados e caracterizados para efeitos de diagnéstico e
imunoterapia s@o referentes aos fungos Alfernaria, Aspergillus, Penicillium e
Cladosporium.

Atualmente, os alérgenos de Alffernaria alternata, fungo da subdivisao
Deuteromycotina, tem sido purificados e caracterizados tanto por fracionamento
convencional como pelas técnicas de biologia molecular. Alt a 1 € o alérgeno mais

freqientemente reconhecido, por ligar-se ac igk de mais de 80% dos pacientes
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asmaticos (Bush & Sanchez, 1897). Paris et al (1991} relataram a exisiéncia de

uma glicoproteina estavel termicamente, de 31 kDa, localizada no citoplasma
tanto das hifas como dos propagulos do fungo. Varias isoformas de Alt a 1 e
variantes isoelétricas i foram identificadas.

Yunginger et al. (1980) isolaram um alérgeno de Alfernaria alternata,
denominando-o de Alt-1. O fungo foi cultivado em FSm a temperatura de 25°C em
meio Czapeck suplementado com maltose, dexirose e tripticase. O extrato bruto
obtido a partir de micélios e propagulos, secos e desengordurados, foi obtido com
Tris-HCI, fracionado por precipitacdo seqliencial com sulfato de aménio,
cromatografia de troca idnica, focalizagdo isoelétrica e filtracdo em gel Sephadex
G-100. As principais fracbes alergénicas de Alfernaria alternata foram
representadas por proteinas e carboidratos de massas moleculares gue variaram
de 10 a 150 kDa. Os autores concluiram gue o Alt-1 tem alia especificidade no
diagndéstico da asma por Affernaria através da técnica de “RAST".

Aspergillus sp. é detectado em praticamente todos os paises.
Recentemente, a descoberta de proteinases séricas alcalinas com propriedades
alergénicas, tais como Asp f 13, Asp fl 13 e Asp 0 13, de A. fumigalus, A. flavus e
A. oryzae, respectivamente, foram descritas por alguns pesquisadores. As
enzimas amiloglicosidase, celulase e hemicelulase de A. niger também mostraram
ser alergénicas mediante testes cutdneos e reatividade em analises de
“immunoblotting” (Shen et al, 1998). '

Varios alérgenos com massas moleculares diversas tém sido identificados
e purificados para Aspergillus sendo que o mais estudado € o Asp f I, uma
proteina de massa molecuiar de 18 kDa identificada em A. fumigatus e em A.
restrictus, mas n&c em outras espécies de Aspergillus (Bush, 1993). Extratos de
varias espécies de Aspergillus tém sido estudados visando principaimente a
producido de reagentes para diagnéstico da aspergilose broncopulmonar, para
controle de producdo de toxinas (Hoffman, 1984) e para imunoterapia de
pacientes sensiveis a esse género de fungo (Longbottom, 1992).

Espécies de Penicillium sp. foram isoladas dos mais variados ambientes,
principaimente do ar atmosférico, sendo consideradas a maior fonte de alérgenos

do interior de residéncias. Shen et al. (1999) mosiraram que as proteinases
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séricas alcalinas de 32 a 34 kDa eram os principais alérgenos de P. cilrinum, P.
brevicompactum, P. notatum e FP. oxalicum. Estes alérgenos apresentaram
reatividade cruzada com outros alérgenos de diferentes espécies de Penicillium e
de Aspergillus. Shen et al (1993), por meio das técnicas de “Western blotling” e
“RAST" analisaram fracSes alergénicas de Penicillium nofatum e encontraram
duas fracdes importantes, uma de 68 kDa, mais potente indutora de Igk, e outra
de 64 kDa.

Fungos do género Cladosporium sp. s8o anemdfilos, mais freqlentes em
regies de clima temperado. Varias espécies sdo importantes em alergia, sendo
as mais estudadas a C. herbarum e a C. cladosporioides. Breitenbach et al (1997)
descreveram a purificagdo de uma enolase recombinante de Cladosporium, Cla h
8, de 48 kDa, a qual apresentava liga¢bes de afinidade com anticorpos IgE no
soro de pacientes alérgicos, por meio de “lImmuncbiotiing”. Duas fragles
alergénicas de Cladosporium herbarum foram purificadas e padronizadas: a Cla h
Ide 13kDaea Clahli, de 25 kDa (Bush, 1993).

Para cada cepa de fungo, a quantidade e a qualidade das fragbes
alergénicas est&o associadas com os substratos, condigdes de cultivo e o liquido
extrator. O estabelecimento criterioso desses parametros de processo representa
uma condi¢do basica para a padronizagdo dos exiratos alergénicos de fungos
(Marques, 1987).

Os Unicos estudos apresentados na literatura sobre os antigenos e
alérgenos de D. monoceras foram realizados por Menezes et al. (1995). Os
autores determinaram a composicio bioquimica, antigenicidade e alergenicidade
de exiratos brutos do fungo Drechslera (Helminthosporium) monoceras {(cepas
iCB USP K-1-16 e CBS 154.26), obtidos por extragao com Tris-HCI. O objetivo do
trabalho foi estabelecer condigdes basicas de producdo de D. monoceras para
futura utilizacdo em diagnéstico e imunoterapia de alergias causadas por fungos.
O fungo foi cultivado a 25°C em meio submerso contendo caido Czapeck. ©
extrato de D. monoceras apresentou irés alérgenos importantes, proteinas de
massas moleculares de 60,0; 36,0 e 14,4 kDa, designadas por Dre 1, Dre 2 e Dre

3 respectivamente, sendo a Dre 2 identificada como glicoproteina.
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Os mesmos autores mostraram, através de dados da curva de crescimento
e estudos morfoidgicoes, que o cultivo de D. monoceras pode ser caracterizado por
cinco periodos distintos: fases vegetativa e exponencial até o 4° dia, vegetativa e
estacionaria até o 16° dia, fases conidial e estacionaria do 16° ao 22° dia e
conidial e de declinic do 28° dia em diante. As quantidades totais de carboidralos
e proieinas nos exiratos aumentaram com o tempo de crescimento, e os valores
maximos de proteinas iofais e lipidios foram verificados no extrato bruto obtido no
28° dia de crescimento. A caraclerizacdo por SDS-PAGE (“Sodium Dodecil
Sulphate — Polyacrylamide Gel Eletrophoresis”) mostrou que os exiratos obtidos
do 4° ao 10° dia apresentaram proteinas de massa molecular entre 60 ¢ 67 kDa.
Qs extratos obtidos da biomassa no 16° a0 22° dia de cultivo apresentaram 5
bandas identificadas como 18,5; 30,0; 36,0; 60,0 e 67,0 kDa e ¢ exirato do 28° dia
apresentou, além de componentes com essas cinco massas, outras duas bandas
de 14,4 e 20,1 kDa.

Nestes exiratos brutos foram verificadas antigenicidades por meio de
reacado de imunodifusdo em é&gar contra soro hiperimune de coelho. Nenhuma
reagdo foi observada com os extratos obtidos de culturas do 4° ao 10° dia. Os
outros extratos (de 16 a 28 dias) apresentaram reacbes e o aparecimento de 4
bandas de precipitagio, indicando populactes antigénicas diferentes. Baseado no
extrato com 0 mais alto conteido de proteinas, o tempo de 28 dias foi escolhido
para os testes de indug@o de anticorpos do tipo IQE em ratos. Os resultados
mostraram que as linhagens de D. monoceras induziram mais intensamente a
producéo de IgE que as linhagens de Cladosporium cladosporioides nas mesmas
condicbes (Menezes, 1895).

2.2. Fermentacao em Estado Sélido (FES)

A busca de novas fontes de alimentos e medicamentos, como enzimas e
antibidticos determinou nas Ultimas décadas, o aparecimento de varios processos
para a produgdo de biomassa microbiana. Os microrganismos séo capazes de

sintetizar rapidamente grandes quantidades de protoplasma e material energético,
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e de excretar uma grande variedade de metabdlitos desejaveis, tais como alcoois,
acidos orgéanicos, vitaminas, antibidticos, proieinas e enzimas.

A FES é considerada como o mais antigo processo fermentativo usado pelo
homem e remonta do ano 2600 a.C. com a producao de pao pelos egipcios,
seguindo-se de queijo por Penicillivm roguefort, “Koji” no Japao; “Tempeh” na
Indonésia e efc. (Pandey, 1882). Entretanto, apds a segunda Guerra Mundial, o
método da fermentacdo submersa (FSm) tornou-se bastanie popular devido ao
impulso na producéo industrial de antibidticos, como a penicilina. Por outro lado,
¢ ja tradicional método de fermentagic em estado sdlido (FES), apresentiou
poucos avancos tecnoldgicos se comparado ac FSm. Nos Ultimos dez anos, com
o desenvolvimento acelerado da engenharia bioguimica, a técnica FES tem sido
extensamente explorada devide as vantagens oferecidas com o cultivo
principalmente de fungos filamentosos (Lonsane et al, 1992).

O processo FES &, geralmente, definidc como o crescimentc de
microrganisme em materiais sdlidos umedecidos na auséncia ou perfo da
auséncia de agua livre (Pandey, 1992; Lonsane et al, 1992). Os substratos
sdlidos Umidos, como o0s residuos agroindustriais (farelos de trigo, arroz, etc.),
possuem uma caracteristica polimérica e insolubilidade em agua, agindo como
fonte de carbono, nitrogénio, minerais, agua e outros nutrientes, bem como de
suporte para os microrganismos (Lonsane et al., 1992).

Varios autores tém comparado as vantagens e as desvantagens entre os
processos FES e FSm (Lonsane et al, 1992; Pandey, 1991; Gutierrez-Rojas &
Torres, 1992; Cannel & Moo-Young, 1980). As vantagens da FES que justificam
seu uso sao 0 menor espaco ocupado pela planta e fermentadores para uma
mesma produgdc; a pequena guantidade de efluentes para tratamento; a
obtencéo de produtos concentrados, ou seja, menor quantidade de solvente para
extracéo; a possibilidade da exclusdo das etapas de concentragio efou extracao;
a reducdo dos problemas de contaminagado; o uso de substratos simples e de
baixo custo; a esterilizacao do meio & muitas vezes desnecesséria; a auséncia de
espuma; a eliminagdo da necessidade de solubilizagdo do substrato e a
eliminacdo da necessidade de rigorosc controle sobre diversos parametros
durante a fermentacao.
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As desvantagens mais significativas da FES apresentadas na literatura
(Lonsane et al, 1992; Pandey, 1891, Gutierrez-Rojas & Torres, 1992) s&o o uso
de microrganismos que crescem em baixos niveis de umidade; as dificuldades
para remocio do calor gerado pelo processo de respiracio do microrganismo; a
dificuldade na medida e no controle dos niveis de umidade, pH, oxigénio, gas
carbbnico e produtos formados; a escassez de dados de engenharia & de projeto
nara fermentadores; a necessidade de grandes quantidades de inbculo e pré-
fratamento do substrato.

Atualmente, na indisiria de fermenta¢do, a FES ¢ aplicada para a
obtencdo de varios produtos. No quadro 1 sdo apresentadas algumas dessas
aplicacbes. Balakrishnan & Pandey (1996) relatam a produgéo do antibidtico iturin
por FES, usando farelo de frigo como substraio, e apresentam resultados de
produtividade de 6 a 8 vezes maior do gue a FSm. Yang & Swei (1596),
produzindo tetraciciinas a partir de substratos celuldsicos em FES, obtiveram 10 a
11 mg de oxitetraciclinas por grama de substrato, em 8 dias. Nakayama et al
{1997) e Ohno et al (1995) produziram o antibidtico surfactin por FES e obtiveram

produtividades 4 a 5 vezes maior que na FSm.

Quadro 1. Aplicacdes industriais da FES.

Aplicacdo Exemplos
Alimentos fermentados Koji, Tempeh, Ragi, Attieke, queijos
Bioconversac de residuos Bagaco de cana, polpa de café
Aditivos de alimentos Flavorizantes, corantes, oleos essenciais
Bioinseticidas Beauveria, Metarhiziumn, Trichoderma
Crescimento de plantas, hormdnios Rhizobium, Trichoderma, Giberelina
Producio de enzimas Amilases, celulases, proteases, pectinases, xilanases
Famacos Penicilina e probidticos
Producéo de acidos organicos Acidos citrico, fumarico, galico, lactico, giberéiico
Fermentagdo alcodlica Schwanniomyces sp., malteacao
Metabdlitos flngicos Hormonios e alcaidides

Fonte: Raimbault (1897)
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A FES apresenta grande potencial para a produgdo de enzimas.
Atuaimente, a producac industrial da maioria das enzimas & feita por FSm,
usando cepas de microrganismos geneticamente modificadas (Pandey et al,
2000). O custo de producgo em FSm é elevado tornando necessario o uso de
alternativas viaveis como a FES. Tengerdy {1998) relata a produgéo de celulase
por FSm comparativamente a FES. Em FSm, a produgdo de celuiase foi de
aproximadamente 10 g/l, e o cusio médio de fermentacio em um biorreator
(tanque agitado) foi cerca de U$ 200/m°. Assim, o cusio de produgéo por FSm foi
de U$ 20/kg. Em FES, o nivel médio de producao foi de 10 mg/g de substrato,
com custo médio de fermentagdo de somente U$ 25/m® e custe de producgio de
aproximadamente U$ 0,2/kg. '

Algumas publicacbes recentes relatam a aplicacso da FES para os mais
diversos produtos como acido L-glutdmico, pigmentos, carotendides, goma
xantana, vitaminas, biosurfactantes, entre outros (Pandey et al, 2000; Soares et
al, 2000; Larroche et al, 1999; Makkar & Cameoira, 1999; Nampoothiri & Pandey,
1996; Deshpande, 1899; Kiransree et ai, 1989; Chrisien et al, 1997; Daigle et al,
1998).

Exopolissacarideos, tais como a xantana e os sucinoglicanos sao
considerados os produtos do futuro da FES (Pandey, 2000). Em trabaiho recente,
Stredansky & Conti (1999) descreveram a produgdo de goma xantana por FES
usando uma cultura de Xantomonas campestris em substratos como casca de
citricos e residuos de gréos de malte. Os resultados obtidos de producéo sdo de
2 a 4 vezes maiores que em FSm.

A produgdo de acides organicos esta diretamente ligada ao préoprio
desenvolvimento histdrico da FES. O &cido citrico vem sendo produzido por FES
ha muitos anos ao passo que os acidos latico, fumarico e oxalico vem sendo
produzidos somente a partir da década de 90. O acido citrico € produzido
principalmente por FSm usando Aspergillus niger e Candida sp. a partir de
diferentes fontes de carboidratos, tais como meiagos e meios a base de amido.
Entretanto, o processo FES com a utilizacdo de residuos agroindustriais tornou-se
um grande potencial para a produg¢do de acidos orgéanicos. A produgéo de acido
latico em FES tem sido realizada usando diferentes cepas de fungos e de
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bactérias. Soccol et al. (1994) usaram uma cepa de Rhizopus sp. para a produgao

de acido latico L{+) por FSm e por FES e verificaram que ambos os niveis de
producéo e produtividade foram maiores para a FES.

Segundo Pandey et al (2000), a FES nao deve ser encarada como uma
tecnologia que simplesmente ird substituir a FSm. A FSm apresenta muitas
caracteristicas gue a tornam um processo preferivel no caso em que ambos o0s
processos (FES e FSm) apresentam cusios semelhantes. A maior
homogeneidade no sistema FSm torna o processo mais facil de controlar. A
enorme quantidade de pesquisa em FES em nivel iaboratorial, para os mais
variados produtos, comparativamente com o reduzido numero de processos FES
expilorados em nivel comercial, € uma confirmacdo deste fato. Entretante, para
certos produtes como enzimas e alguns acidos orgéanicos, a FES apresenta-se
reconhecidamente superior., Em conseqiiéncia disso, uma apreciavel quantidade
de processos FES comegaram a operar indusiriaimente. Existe, portanio, a
necessidade de desenvolvimento da FES como tecnologia, de tal forma a explorar

todo o seu potencial.

2.2.1. Microrganismos Cultivados em Meio Sélido

Muitos grupos de microrganismos podem crescer em substratos sélidos.
Fungos filamentosos, entretanto possuem melhor capacidade de crescer na
auséncia de agua livre. As bactérias e as leveduras crescem preferenciaimente
na superficie enquanto que os fungos filamentosos penetram nas particulas do
substrato (Frazier, 1976).

Segundo Pandey (1992), dentre os fungos filamentosos, as trés classes
mais usadas em FES sao Phycomycetes (Mucor e Rhizopus), Ascomycetes
{Aspergillus e Penicillium) e Basidiomycetes (Polysporus).

Viniegra & Augur (1997) citam que culturas de fungos em substratos
solidos comportam-se de modo distinto & fermentacdo submersa (FSm). A
repressdo catabdlica, geralmente observada na fermentacio submersa, pode ser
contornada pelo uso da fermentacdo semi-sélida. No caso, por exemplo, de

Aspergillus niger as cepas podem crescer em FES com a vantagem de que as
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afividades enzimaticas e a produlividade geraimente s&o maiores, havendo

tendéncia a secrecao mais rapida de enzimas se comparada com a {écnica FSm.

2.2.1.1. Drechslera (Helminthosporium) monoceras

O género Helminthosporium & muito amplo e todas as espécies sao bem
conhecidas por serem parasitas de cereais e vegetais e muitas delas crescem
pem como saprofitas. Algumas espécies de Helminthosporium crescem
rapidamente em cultura, com hifas de coloracdo escura € conidios tipicos. Qutras
parecem ser estéreis e tendem a produzir apenas quantidades consideraveis de
micélio hialino de coloracdo clara. Certas espécies, quando crescem em meic
Czapeck dexirose, sintetizam pigmento marrom avermelhado (hidroxiantraqui-
nona) {Smith & Berry, 1974 e Barron, 1872).

As principais caracteristicas da espécie Helminthosporium monoceras séo
os conidios reunidos em cachos ou grupos, situados sobre conididforos que
terminam com superficie pregueada e irregular, lembrandc cachos de bananas.
Os conidios s@o ovalados, escuros, apresentando septos transversais. Ao se
destacarem do conidioforo observam-se pequenas areas escuras sobre seu ponto
de implantacéao (Elilis, 1971 e Lacaz, 1991).

Heiminthosporium sp. € isolado do escarro e da pele, mas raramente &
assinalado como responsavel por doengas infecciosas (Menezes, 1995). Doian et
al. (1970), constataram apenas dois casos de infecgdo puimonar crénica por esse
tipo de fungo. A disperséo de Drechslera (Helminthosporium) sp. se da através do
ar atmosférico. Por esta razdc esse fungo € encontrado nos mais diversos
ambientes, podendo desempenhar importante papel como elemento alergizante

das vias respiratorias.

2.2.2. Substratos Usados na FES

Geralmente, os substraios para FES sao compostos ou produtos
heterogéneos da agricultura ou subprodutos da agroindustria. Suas estruturas
macromoleculares basicas (celulose, amido, pectina, lignoceiulose, fibras)

conferem as propriedades de so6lido aos substratos. Geralmente, a macromolécuia
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estrutural serve de matriz solida e fornece o carbono e as fontes de energia
(agUcares, lipidios, proteinas, acidos orgénicos).

A importancia do uso de materiais agroindustriais como os farelos de
cereais, bagacos de cana de acglcar e mandioca, polpa de café enire outros, &
devida as seguintes caracteristicas {Costa, 1998):

e SA0 recurses naturais renovaveis;

e sua produgdo depende de cutra atividade produtiva,

s sao produzidos em grande quantidade e normaimente constituem um

probiema de disposicao regional.

A preparag¢do e o pré-tratamento do substratc sélide s@o etapas
importantes para a transformacdo do substrato cri em uma forma utilizavel na
FES. Essas efapas incluem:

s diminuicao e homogenizacdo do tamanho da particula através de

moagem e peneiramento;

e hidrodlise fisico-quimica ou enzimatica dos polimeros para aumentar a

disponibilidade do substrato ao microrganismo;

» suplementagdo com nutrientes (fésforo, nitrogénio, sais etc.) e

adequacao do pH e umidade;

« cozimento ou tratamento a vapor para pré-degradacdo da estrutura

macromolecular e eliminagao da maioria dos contaminantes.

Os principais brobiemas associados aos substratos na FES sdo a
heterogeneidade devido a sua estrutura ndo-uniforme (mistura de amido,
lignocelulose, pectina) e variagdo entre bateladas, o que limita a
reprodutibilidade, e a dificuldade de mistura da massa sdlida durante a
fermentacéo a fim de evitar a compactacido do meio e a ocorréncia de gradientes
de crescimento microbiano, temperatura, pH e de umidade, dificultando a coleta

de amostras representativas do processo (Raimbauit, 1997).

2.2.3. Fatores que influenciam a FES
De acordo com Saucedo-Castaneda et al (1992), o sistema FES é afetado

por diversos fatores, que incluem: (a) pré-tratamento do sélido; (b) composigdo do
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meio; ¢) pH inicial do meio; (d) condictes de autoclavagem; (e) forma, quantidade
e idade do inbcuio, () agitacao, (g) aeracao; (h) temperatura; (i) umidade do meio,
(j) umidade no fermentador e () densidade aparente do meio. Dentre os principais
fatores que infiuenciam o processo FES quanto ao controle do crescimento
microbiano e progucac de metabdlitos estdo a umidade, a atividade de agua (aw),

a temperatura e a troca de gases.

2.2.3.1. Umidade e Atividade de Agua (aw)

A atividade de agua, representada por aw, € expressa afravés da sua
capacidade de retengao de agua pelo substrato. A atividade de agua é definida
como a razéo entre a pressao de vapor da dgua nas condi¢cdes do ensaio e a sua
pressdo de vapor nas condicdes padrbes. A atividade ay necessaria para a
germinagao dos propaguios de alguns fungos pode variar de 0,82 a 0,83, porém
cada fungo possui atividade de agua &tima e intervaio de atividade no qual pode
crescer. A atividade de agua maxima presente no meio € func@o da capacidade
de retencdo de agua dos suportes, que em geral varia de 30 a 80% de umidade
(Frazier, 1976).

Em decorréncia das caracteristicas do processo, o conteldo de dgua dos
substratos para FES é limitado a pequenas quantidades. De acordo com Lonsane
et al. (1992), a existéncia* de valor 6timo para a umidade deve ser bem
estabelecida, ja que valores acima ou abaixo do 6timo podem afetar
significativamente a produtividade do processo. Pandey (1992) cita a importancia
do contelGdo adequado de umidade para cada processo, uma vez que a alta
umidade resulta na diminuicdo da porosidade do substrato, dificultando a
penetracdo de 6xigénio e facilitando a contaminag&o por bactérias. Ao contrario,
baixos niveis de umidade levam a crescimento pobre e pequena acessibilidade ao
nutriente. Com relagdo ao crescimento de fungos filamentosos, o mesmo autor

cita que altos valores para atividade de &agua (ay,) do meio favorecem a
esporulagdo, enquanto que valores baixos de ay, estimulam a germinagdo de

propagulos ou o crescimento micelial.
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Berovic & Logar-Derencin (1983) observaram gue contetdos de umidade
acima de 50% resultavam em menor produgéo de pectinase a partir de Aspergillus
niger em meio solido e que, a contetdos abaixo de 38%, o tempo de fermentagéo
era demasiadamente longo. Como a perda de agua do meio, decorrente da
aeracao forcada em reatores de coluna, constitui um sério problema nos sistemas
FES, Saucedo-Castafieda et al. (1992) alertam para a importdncia do controle de
umidade durante o curso da fermentacao, citando o uso de um sistema integrado
de controle de femperatura-umidade, no qual a vazao de aeracéo e um sistema
de aspersdo de agua do tipo “spray” poderiam se usados para repor umidade ao
meio e serem controlados por computador. Os mesmos autores apontam também
a umidificacdo do ar antes de sua alimentacao no fermentador como o método
mais pratico, eficiente e seguro de manter o valor da umidade dentro dos valores

estipulados.

2.2.3.2. Temperatura

O crescimento microbiano & um processo exotérmico, e o calor gerado
deve ser dissipado, visto que altas femperaturas na@o sdo favoraveis ao
crescimento dos microrganismos. Uma das grandes dificuldades dos processos
de FES é a remogéo de calor devido a baixa condutividade térmica da matéria
fermentada.

Para a FES em larga escala, o problema se agrava e, os equipamentos
para refrigeracdo convectivos ou condutivos mostram-se inadequados para
dissipar o calor metabélico, resuitando no meio fermentativo um gradiente de
temperatura que influi negativamente na produtividade do processo.

A geracéao e a transferéncia de calor em fermentadores de coluna com ieito
fixo pode ser avaliada por meio de modelagem matematica, através de nimeros
admensionais como Biot e Peclet. Saucedo-Castafieda et al. (1990) e Hasan et ai.
(1998) mostraram que a transferéncia de calor ocorre preferencialmente por meio
de conveccgao devido ao fluxo de ar axial e que a conducao de calor radial através

do leito fixo & a principal resisténcia a transferéncia de calor.
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2.2.3.3. Troca de Gases

O ar que introduz o oxigénioc necessario para o desenvolvimento do
microrganismo no interior do biorreator, deve fluir com uma presséo relativamente
baixa e misturar-se uniformemente por todas as partes da massa fermentativa
(Viniegra-Gonzales, 1988). A area de contato solido/gés deve ser favorecida uma
vez gque a fase gasosa & muito importante para manier a iemperatura do
substrato, o nivel de umidade e as condicdes aerobias do meio.

A interface sdlido/gas deve permitir trocas gasosas, pois o consumo de
oxigénio e a formacdc de didxido de carbono sdo muito elevados em FES,
favorecendo um rapido desenvolvimento de culturas de fungos.

Um importanie fator, que encontra-se associado a troca de gases e que,
por conseqléncia, afeta o crescimento microbiano, &€ o tamanho de particula do
substrato. Geralmente, subsiratos com menor tamanho de particula fornecem
maior area de contato, favorecendo o crescimenio do microrganismo e sendo,
dessa forma, um parameiro desejavel. Por ouiro iado, particulas de substrato
muito pequenas podem resultar, na maioria dos casos, em aglomera¢do do meio
fermentativo, 0 que pode afetar a condigdo respiragao/aeragao resuitando em
crescimento microbiano pobre. Ao mesmo tempo, maiores tamanhos de particula
oferecem melhores condicdes de respirag@o/aeracao (devido ao maior espacgo
entre as particulas), mas fornecem também superficie limitada para o crescimento
do microrganismo. Logo, é importante determinar-se o tamanho de particula mais
adequado para um determinado substrato, de modo a melhor satisfazer a
condicao respiracdo/aeracdo e o conseqilente crescimento microbiano.

Saucedo-Castafieda et al. (1992) relatam que o gradiente de biomassa
formado a diferentes alturas do leito de um biorreator de coluna poderia ser
eliminado através do controle da taxa de aeracdo do sistema. A estratégia de
controle utilizada foi manter a concentragao de gas carb6nico na saida da coluna
em torno de 2%. Os resultados para o crescimento de Schwanniomyces castellii
£BS2863, em um fermentador com leito de 900 mm altura, mostraram a grande

eficiéncia do controle proposto.
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2.2.4. Biorreatores para a FES

Pandey (1991) apresenia os principais tipos de biorreatores usados em
FES, citando uma série de estudos realizados em nivel laboratorial em frascos
Erlenmeyer, bequeres e garrafas de Roux. A maior énfase ¢ dada aos
fermentadores dos tipos bandejas, tambor, coluna e leito fluidizado gas-sdlido.

C fermentador de bandejas é o tipo mais simples usado nos processos
FES, podendo ser de madeira, metalico ou plastico. O fundo é perfurado de {al
modo gue suporia o subsirato e permite a aeracdo. Geralmente as bandejas séo
arranjadas uma sobre a outra a uma certa distancia. A fermentacao ocorre em
uma camara onde se propicia uma atmosfera Gmida. A temperatura do substrato é
controlada circulando-se ar frio ou quente.

O fermentador de tambor consiste de um reator horizontal, de forma
cilindrica, eguipado com dispositive de rotac8o e com enirada e saida de ar. Esse
sistema emprega aeracido forcada (Pandey, 1991, Miichel et al, 2000). ©
crescimento do microrganismo neste tipo de biorreator é considerado melhor e
mais uniforme que nos fermentadores de bandeja. A mistura do substrato em um
reator tipo tambor é obtida através de rotagdo e por detalhes construtivos do
equipamento. Uma desvantagem quanto ao uso de altas rotagbes € a danificacio
do micélio. Outra grande desvantagem é a agregacao das particulas imidas.

O fermentador de coluna, como o proprio nome sugere, esse equipamento
consiste de um tubo dotado de placa para sustentagao do substrato, e dispositivo
para alimentacac de ar em uma das extremidades. O controle de temperatura
pode ser feito através de jaqueta térmica, ou em laboratorio, a coluna inteira pode
ser colocada em um banho termostatico. A propria aeracdo permite o conirole da
temperatura ao forgcar a evaporacdo da agua presente no substrato (Durand,
1997).

Raimbault & Alazard (1980) descreveram o crescimento de Aspergillus
niger em farinha de mandioca usando para tal um conjunto de 24 fermentadores
de coluna de leito fixo, sendc cada coluna com 210 mm de altura e 22 mm de
diametro, com capacidade para 20 g de material so6lido. As colunas eram imersas
em banho de agua a 25°C para conirole da temperatura e cada coluna era aerada

com 4 a 6 L/h de ar saturado. De acordo com Saucedo-Castafieda et al. (1992),
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enire os varios lipos de fermentadores disponiveis para FES, ¢ fermentador de
coiuna € o que mais se adapta ac aumento de escala e controle de processos.

Nos reatores de leito fluidizado gas-sdlido, o0 gas ¢ soprado
ascendeniemente atraves da base perfurada a8 uma velocidade suficiente para
fiuidizar as particulas do substraio, podendo ser ulilizados dispositivos que
guebrem possiveis aglomerados. A coluna € alia © bastante para promover a
expansdo do leito e a velocidade do fiuxe de ar deve permitir uma eficiente
transferéncia de calor ¢ massa através das particulas de substratc e a fase
gasosa (Mitchell et al, 2000).

2.3. Recuperagao e Purificagao de Bioprodutos Produzidos em FES

A pequena quantidade de agua presente na FES traz dois beneficios para
a recuperacao e purificacdo dos bioprodutos: a obtengao de altas concentraces
do produto de interesse, sendo essa caracteristica muito atrativa comercialmente,
e a redugao do volume de efluentes gerados (Ramesh & Lonsane, 1987).

De uma maneira geral, a purificacdo de bioprodutos de processos de FSm
envolve as seguintes etapas: separagdo de células e soélidos suspensos,
recuperagdo e purificagdo do produto sendo que, para a extracdo de produtos
intracelulares, é requerida a etapa adicional de rompimento de células.

A extenséo e o tipo de recuperagéao e purificacdo de bioprodutos varia com
a natureza e a qualidade desejada do produto final, a qual é influenciada pela
aplicacdo e requerimentos de mercado. Portanto, a estratégia usada deve atender
a essas necessidades (Doelle et al., 1992). Nesse contexto, os produtos s&o
classificados em: produtos sem necessidade de processamento, com necessidade
de processamento simpies e aqueles que requerem processamentos extensivos.
Produtos como proteinas e enzimas utilizados para aplicagbes médicas requerem

processamentos extensivos para a sua utilizagio.

2.3.1. Extracao de Bioprodutos em FES
Para a FES, a recuperacdc e purificacdo dos bioprodutos envolve a
operagao de lixiviacdo do produto associado ao sélido, em relacdo a FSm. Uma

vez que o produto & recuperado em solvente adequado, © extrato bruto obtido é
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semelhante ac caldo liguido produzido no processce FSm. Diferentes fatores
influenciam significativamenie no processo de lixiviacao e, por conseqiiéncia, na
sua eficiéncia, dentre os guais podem ser citados o pré-fratamento do sélido
fermentado, a seletividade do sclvente, a difusividade do soluto no solvente, a
retencdo do solvente pelo sélide, a mistura de sblidos e solventes, a relacao
sblido:solvente, o tempo de contafo sdlido solvente, o efeiio da temperatura de
contato e o efeito do pH (Doelle et ai, 1992).

O processo de lixiviagdo das proteinas produzidas pelo cultivo do D.
monoceras em FES foi estudado por Saraiva (2001), abordando os aspectos de
selecdo das variaveis importantes e determinacdo das faixas operacionais que
conduzem & maximizag¢ao da massa de proteina total nos extratos. A extragéo dos
componentes da biomassa de D. monoceras foi testada por meio de diferentes
liguidos. Concluiu-se que os methores resultados de exiracdo das proteinas foram
verificados usando-se agua como liguido extrator a uma relacac solido:solvente
1:15, com o pH entre 8,3 e 8,0 a temperatura de 30°C. Constatou também que a
utilizacdo de inibidores de proteases nos liquidos extratores nao influenciava
significativamente os resultados obtidos, e portanto as proteinas nao sofrem
degradacgao durante o processo de extracao.

2.3.2. Recuperacio de Proteinas dos Extratos de FES

Proteinas e enzimas produzidas por FES s&o inicialmente recuperadas do
meio de lixiviagdo empregando-se técnicas de precipitacdo por solventes,
remocdo de interferentes e secagem (Ramakrishna et al., 1982). Se for
necessario um elevado grau de pureza do produto, torna-se necessaria a
utilizacéo de técnicas de purificagdo mais sofisticadas (Takur et al., 1990).

Proteinas podem inferagir com moléculas de tamanho pequeno gue
estejam presentes no extrato bruto. Estas moléculas pequenas, tais como os
compostos fendlicos, quinonas e certos carboidratos s&o provenientes do
substrato sélido, visto que sdo comumente encontradas em extratos provenientes
de plantas (Gegenheimer, 1990). Outras moléculas podem interagir com proteinas
tais como os taninos e polissacarideos anidnicos que também estejam presentes.

Estes compostos interagem com as proteinas por meio de pontes de hidrogénio,
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ligagbes idnicas, interag@o hidrofébica, e também por ligagbes covalentes. Em
processos de purificago, estas substancias devem ser removidas antes de
etapas de cromatografia, caso sejam utilizadas (Loomis, 1974).

Polifendis sac classificados como acidos fendlicos (e derivados), taninos &
flavondides (Salunkhe et al., 1981). Segundo Fernandez-Lahore et al (1998}, os
polifendis, e outros materiais inibidores, podem ser removidos do extrato crd
através de diversas iécnicas como a complexacdo com poliviniipolipirrolidona
(PVPP) e a adsorcdc em resinas fais como a Amberlite XAD-Z (resina
macroreticuiar ndo idnica, que adsorve espécies idnicas através de interagbes
polares e hidrofdbicas) e Dowex 1x8 (resina de troca anidnica aitamente basica).
Esses pesquisadores observaram uma maior eficiéncia de remoc¢ao de polifendis

com O Usc da resina Dowex 1x8,

2.4. Caracterizacdo dos Extratos Alergénicos

O diagnéstico de doengas alérgicas € geralmente baseado nos sintomas
clinicos dos pacientes, nas reagdes que surgem dos testes cutaneos, na detecgéo
de anticorpos IgE alérgeno-especificos de soros de pacientes e, em aiguns casos,
testes de bronco-provocagdo (Kurup et al., 1993). A eficiéncia dos diagnosticos in
vivo e in vitro de alergias a fungos depende de extratos alergénicos bem
caracterizados. Os géneros de fungos mais comuns apresentam grande nimero
de espécies associadas as mais diversas cepas. Alguns problemas de
reprodutibilidade surgem mesmo quando se trabalha com cepas bem definidas,
devido a habilidade inerente do microrganismo de variar em resposta as
condicbes de crescimento. Segundo Kurup et al. {2000), os fatores que
coniribuem para a variabilidade dos extratos comerciais e aqueles preparados em
laboratério s&o: (@) variagéo nas cepas em estoque usadas para preparar extratos
alergénicos e na sua prépria identificacédo, (b) condi¢coes de crescimento dos
fungos e modo de preparo dos extratos, (c) estabilidade dos extratos e (d) os
métodos empregados para o controle da qualidade dos exiratos de modo a
permitir a comparacaoc enire 0s mesmos.

A estabilidade de extratos alergénicos depende da natureza quimica e

qualidade dos alergenos e da temperatura de estocagem dos mesmos. Para
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alguns extratos a licfilizacdo @ o melhor método para manter o potencial
alergénico, porém alguns alérgenos podem ser alterados irreversivelmente e
inativados por esse processo. Além disso, o extrato reconstituido apos a
licfilizacgo devera conter agentes estabilizadores como © sore de albumina
humana, glicerol, fenol ou acido e-aminocaprdico para preservar a sua integridade
(Weber, 1989).

2.4.1. Caracterizacio /n vivo dos Extratos Alergénicos

A alergenicidade de um extrato pode ser avaliada por testes cuténeos de
puntura (“prick-test”) ou por teste intradérmico, sendo que ambos envolvem a
formacdo de papuias, caracteristicas da sensibilizagdo atdpica. Pacientes séo
considerados sensiveis a um certo exirato alergénico se a papuia for formada em
seguida ao tesie e a mesma apresentar um didmetro de nc minimo 4 mm
{Menezes, 1995).

2.4.2. Caracterizacao in vitro dos Extratos Alergénicos

Os métodos in vitro tais como “RAST”, “ELISA”, “Dot-Blotting” e “Western
biotting” (“Immunobiotting™ detectam o anticorpo IgE, presente no soro dos
pacientes atopicos, contra os alérgenos especificos dos extratos.

O teste de “Dot-biotting”, assim como o “ELISA”, & um ensaio que pode ser
empregado preliminarmente a analise de “Immunoblioting” e tem como finalidade
identificar entre os soropositivos aqueles gue sdo mais reativos com os antigenos
presentes nas amostras de extratos. Dessa forma, é feita a triagem dos soros
mais reativos que serdo submetidos a andlise posterior de “Immunoblotting” para
identificacdo especificamente das fracdes protéicas (antigenos) mais reativas
presentes nos extratos.

A andlise de “immunoblotting” envolve iniciaimente a separagdo de
antigenos em gel de poliacrilamida e, posteriormente, a transferéncia destes
antigenos para uma membrana de nitrocelulose. As posigdes dos antigenos na
membrana sdo uma reproducao fiel das suas posicbes no gel. As bandas dos

antigenos na membrana podem ser identificadas usando anticorpos especificos.
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Apds a exposicdo dos antigenos aos anticorpos presentes no soropositivo dos
individuos atopicos, € adicionado um segundo aniicorpo (conjugado enzimatico,
anti-lgE-humana) para detectar a banda que contém o antigeno-anticorpo. A
enzima causa uma reacao colorida localizada que revela a posicdo da banda do
antigeno (Paul, 1999).

Menezes (1895) caracterizou os exiratos brutos de D. monoceras, obtidos
por FSm, por meio dos tesles cuténeos de puniura em 248 pacientes obiendo
reacOes atdpicas positivas em 13 pacientes {5,2% dos casos). Estes 13 pacientes
foram entdo submetlidos a testes intradérmicos apresentando todos reacio
positiva. Os soros desses pacientes foram enidc submetidos a ensaios de
“Western blotting” onde foram identificadas 3 proteinas com potencial alergénico,
de massas moleculares de 14,4, 36 e 80 kDa. Os exiratos brutos haviam sido
inicialmente fracionados por SDS-PAGE obtendo-se 7 bandas de proteinas de
massa molecular 87,0; 60,0; 36,0; 30,0; 20,1; 18,5 e 14,4 kDa. Essas fragbes
foram separadas por eletroeluicdo e inoculadas em camundongos Balb/c, para
verificar a capacidade de inducdo de anticorpo IgE. O conteido de IgE foi
detectado pelo teste in vivo de anafilaxia cutdnea passiva (ACP) em ratos Wistar,
sendo que duas fracdes de massas moleculares de aproximadamente 14,4 e 36
kDa tiveram titulos de ACP de 320 e 80 respectivamente.

Marques (1997) obteve em laboratorio extratos brutos de Pleurotus
ostreatus (cogumelo comestivel) apds crescimento de 40 dias da fase vegetativa
e extratos de propagulos. Analise de proteinas por SDS-PAGE revelou a
presenca de proteinas na faixa de 15,6 a 112 kDa. A caracterizagio dos extratos
foi realizada com testes cutdneos de puntura em pacientes com alergias
respiratérias, obtendo reacgdes positivas em 10% dos casos. Os soros dos
individuos positivos foram submetidos & reagdo de “Western blotting” para
verificacdo de presenca de IgE especifica, havendo reatividade com dois
antigenos em duas bandas de massas moleculares de aproximadamente 76 e 101
kDa.

Yunginger (1980) obteve uma fracdo protéica de grande potencial
alergénico a partir de extratos de Alfernaria alfernata. Essa fragéo foi denominada

de Alt | e apresenta proteinas e carboidratos em sua composicio, que variam de
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10 a 150 kDa. Essa fracdo foi obtida por meio de precipitacéo seqliencial com
sulfato de amdnic, cromatografia de troca idnica e filtragdo em gel com Sephadex
G-100. A fragao Alt | foi caracterizada por eletroforese em gel de poliacrilamida e
por focalizacdo isoelétrica, onde foram reveladas 12 bandas de proieinas de
ponto-isoelefrico entre 4,0 e 4,5. A andlise in vifro da fracdo obtida foi feita por
meic de "RAST".
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, s8o descritos o material e as metodologias utilizadas no
desenvolvimentio deste trabalho. A segdo de metodologia foi subdividida em
quatro topicos, procurando-se agrupar as metodologias comuns referentes a cada
capitulo de resultades. Os {opicos s8o: 1) Métodos Analiticos, ) Fermentacio em
Estado Sélido: Otimizacéo e Cinética, ill) Recuperagdo das Proteinas do Extrato

Bruto e IV) Caracterizac&o dos Extratos com Potencial Alergénico.

3.1. Material

Foi utilizada a cepa ICB USP K-1-16 do fungo Drechslera
(Helminthosporium) monoceras. Essa cepa é a mesma que foi utilizada no
trabatho de Menezes et al. (1885), sendo gentiimente cedida pelo Prof. Dr.
Walderez Gambale, do Laboratério de Micologia, Departamento de Microbiologia,
Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade de S&o Paulo.

Como substratos foram testados os farelos de milho e de trigo (Moinho
Paulista Ltda) e o bagaco de cana de aglcar (residuo obtido de comerciantes da
regiado de Campinas - SP). Para a composig&o dos nutrientes foram usados o
NaNO;, MgSQ,, dextrose e FeSO,, da Synth (Brasil), 0 KCl e o K,HPQ,, da Ecibra
(Brasil), a maltose, da Difco (Brasil), a peptona de farinha de soja obtida por
digestao papainica, 0 CuSO, e o ZnS0,, da Merck (Alemanha).

Para a recuperagdo das proteinas dos extratos brutos, além da
precipitacéc com solventes organicos {etanol e acetona, da Merck, Brasil) e com
sulfato de aménio (Synth, Brasil), fol usado o gel Sephadex G-25 (da Amersham-

Pharmacia, EUA) e a membrana de didlise “Dialysis tubing, benzoyiated” (da
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Sigma, EUA). Para a ressolubilizacdo das proteinas precipitadas, foi usado

tampé&o fosfato de sodio, preparado a partir de fosfato de sddic monobasico e
fosfato de soédio dibasico heptahidratado, da Synth (Brasil). Ainda, para a
remog8o de polifendis (por meio de adsorgdo), foram testados o Dowex 1x8-100
(resina de troca anidnica altamente basica, efetiva na faixa de pH de 0 a 14), a
Amberlite XAD-4 (resina macroreticular n&o idnica gue adsorve espécies idnicas
através de interacbes polares e hidrofébicas) e o PVPP (poliviniipolipirrolidona),
da Sigma (EUA). Para o fracionamento das proleinas por cromatografia de
permeacido em gel, foram testados os géis Sephadex G-100, G-150 e G-200, da
Pharmacia Biotech (EUA) e, para a curva de calibragdo, foram usadas as
proteinas albumina de soro bovinc, B-lactoglobulina e 19G de soro bovine, da
Sigma (EUA).

Para os meétodos analiticos foram usados os seguites reagentes: Dye
Reagent Concentrate, da Biorad (Brasil); BSA, Conjugado peroxidase Anti-igE
humana, acido bicinconinico, acido 3,5-dinitrosalicilico e D-catequina, da Sigma
(EUA); FeCi;, K3;Fe(CN)e, sacarose, tartarato dupio de soédio-potéssio anidro,
Tween-20, sulfatos de niquel e de cobre, da Synth (Brasil); SDS, Tris, glicina e
poliacrilamida, da Pharmacia Biotech (EUA).

3.2. Métodos

3.2.1. Métodos Analiticos

Determinagao do conteiido de biomassa: A biomassa de D. monoceras obtida
na FES foi estimada através da determinacgao do contetdo total de proteinas do
extrato. Para isso foi usado o ensaio de Bradford (1978), o qual utiliza o reagente
“Dye Reagent Concentrate” (da BioRad). Este reagente & preparado a partir do
corante azul de “Coomassie” que apresenta uma absorgdo maxima a 465 nm,
porém, quando ligado a proteinas, a absorcdo € desiocada para 595 nm. O
meétodo é baseado na reacgao da proteina com o corante em meio &cido formando
um complexc de coloracdo azul. Pode ser conduzido como ensaio padrao e como
microensaio, dependendo da concentracio da amostra a ser analisada. Para o

ensaio padrao, pode apresentar faixas de sensibilidade de 0,2 a 0,9 mg/mL (para
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BSA, como proteina padrao) e 0,2 a 1,5 mg/mb (para IgG, como proteina padrac).
inicialmente o reagente foi diluido (1:4) e filirado em pape! Whatman 1. Para cada

30 ul. de amostra foi entdo adicionado 1,5 mL do reagente diluido, sendo ap6s 3
min efetuadas as ieituras de absorbéancia em 585 nm.

O microensaio pode apresentar faixas de sensibilidade de 1,2 a 10,0 pg/mL
(para BSA, como proteina padréo) e 1,2 a 25 pg/mL (para IgG, como proteina
padréo). Para 800 ul de amostra, foram adicicnados 200 ul do reagente
concentrado (sem filirar} e efetuadas as leituras de absorbancia em 595nm.

O ensaio do acido bicinconinico (BCA), ¢ qual baseia-se na reduc&o dos
ions cobre em decorréncia da formacaoc de um complexo com as ligacdes
peptidicas das proteinas, em pH alcalino, e que, na presenga do acido
bicinconinico, forma coloracdo plrpura proporcional & conceniracio de proteinas
em solucdo, foi testado como meétodo alternative para determinacac de proteinas.
O kit BCA, fornecido pela Sigma (EUA), € composto por duas solugbes: sclugdo
de acido bicinconinico e uma solucdo de sulfato de cobre penta-hidratado.
Inicialmente, preparou-se uma sclucac estoque, adicionando a 1 parte da solugao
de sulfato de cobre penta-hidratado, 50 partes da solugado de BCA. Em seguida,
misturou-se, a 1 mL da solucéo estogque, 50 ul. da amostra. A mistura foi aquecida
por 15 min a 60°C. A absorbancia foi medida a 562 nm, tendo a solugao estoque

como referéncia. A curva padrao foi feita com BSA, na faixade 0,2 a 1,0 mg/mL.

Determinacao do teor de umidade (U): O teor de umidade em base umida das
amostras do meio fermentado foi determinado por método gravimétrico e foi
baseado na perda de massa apos secagem em estufa, a temperatura de 105 °C,
por 3h ou mais, até massa constante, medido em balanca analitica apés

resfriamento das amostras em dessecador.

Determinagao da atividade de agua (aw): A atividade de agua dos meios
fermentados foi medida através do equipamento Aqual.ab CX-2 — Decagon. O
principio de funcionamento do aparelho se da através da determinacdo da

umidade relativa de equilibrio do ar, quando em presenca da amostra sdlida.
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Determinacéo do pH do meio: O pH do meio foi medido de forma indireta. Foi
feita uma suspenséao da amostra de meio s6lido em agua a uma razdo 1:.10 {m/v)

em frascos Erlenmeyer e, apés, medido ¢ pH em pHmetro da marca Oakton.

Determinacdo do contelido de polifendis: A concentracac de polifendis foi
determinada segundc o método azul da Prossia descrito por Price e Butler (1877).
A 0,2 mL de exirato adicionou-se 14 ml de Aagua deicnizada (relacdo de
diluicdo1:8), agitou-se e adicionou-se 80 ul. de FeCl; 0,1M em HCI 0,1N, agitou-
se e adicionou-se em seguida 80 uL de K;Fe(CN); 0,008M, agitou-se e mediu-se
a absorbancia a 720 nm apos 10 min. Os resultados foram expressos em termos
de concentracdo de polifenéis tomando como padrac solugdes diluidas contendo

D-categuina (Sigma).

Determinacdo do conteldo de aciicares redutores (AR): O método de
determinagao da conceniracdo de actcares redutores usado neste frabalhc foi
baseado no método proposto por Miller (1958), o qual utiliza o reagente DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico) e possui sensibilidade na faixa de 0,1 a 1,0 g/L de
acucar redutor expresso como glicose.

A analise foi realizada misturando-se 0,1 mbL da amostra, conveniente-
mente diluida, com 0,1 mL dé reagente DNS e levando ao banho-maria & 100°C
por 5 min. Apds o resfriamento adicionou-se 1,6 mL de solucao de tartarato duplo
de sédio e potassio anidro a 12,3 g/l. Mediu-se, entdo, a absorbéncia em
espectrofotometro & 540 nm. O branco foi realizado pela reagao de 0,1 ml de
agua deionizada substituindo a amostra. A curva padrao de glicose, na faixa de
0,1 a 1,0 g/L, foi construida nas mesmas condicbes.

O reagente DNS foi preparado obedecendc a seguinte sequéncia: 10,6 g
de acido 3.,5-dinitrosalicilico, 19,8 g de NaOH, 1416 mL de agua destilada,
dissolver a quente, 7,6 mL de feno! (fundido a 50°C) e 8,3 g de metabissulfito de

sodio.
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Determinacd@o do conifeudo de agicares redutores iotais {ART): Para a
medida dos aglcares redutores fotais, uma aliquota de 2,0 mL da amostra,
convenientemente diluida, foi misturada com 2,0 mL de HCI 2N, sendo a hidrélise
acida dos carboidratos realizada em banho a 100°C por 5 min. Apés resfriamento,
a mistura foi neutralizada pela adicdo de 2,0 mL de NaOH 2N e os aglcares
redutores quantificados pelo método do reagente DNS, como descrito no item
anterior. O branco fol realizado pela reac8o de 2,0 mL de agua deionizada
substituindo a amostra. A curva padrio para a analise de ART foi feita com
solugdes de sacarose com conceniracbes na faixa de 0 a 3,0 g/t, sendo

construida nas mesmas condi¢des de hidrélise e neutralizacdo (Miller, 1959).

3.2.2. Fermentacao em Estado Sélido: Otimizacédo e Cinética

Sao apresentadas neste tdpico as metodologias utilizadas para o preparo
do inéculo, o estudo de acompanhamento micromorfolégico do fungo (ao longo do
seu crescimento), o modo de conducdo da fermentagdc, a metodologia de

otimizacéo utilizada e o modo de obteng&o do extrato bruto.

Preparo do indculo: A cepa mae de D. monoceras em tubo com meio inclinado
era repicada em 12 tubos de ensaio contendo meio de agar-batata (PDA) e
mantida em estufa a 25°C. A preservacéo dos repiques era feita utilizando dleo
mineral (Nujol) previamente esterilizado, sobre o meio sélido. Este método
mostrou-se mais eficaz na manutencado da viabilidade dos fungos guando
comparado a liofilizacéo. A partir destes tubos eram feitos sucessivos repiques a
cada 6 meses. Para cada fermentagao, ¢ indculo era preparado a partir de 1 tubo.

Para o preparo do indculo, a cultura foi propagada a 25°C em frascos
Erlenmeyer de 1000 mL contendo 600 mL de meio inclinado de agar-Czapeck
modificado por Yunginger et al. (1980), por um periodo de 7 a 14 dias. Apds esse
tempo, o micélio e propagulos (esporos) eram suspensos em agua destilada
estéril e raspados, assépticamente, com bastéo de vidro. A concentracdc celular
no inéculo foi determinada através de curva-padrdo de massa celular seca, sendo

as absorbancias medidas a 550 nm para as diversas diluigées de massa celular.
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O meio de cultura agar-Czapeck usado neste trabalho, modificado por
Yunginger et al. (1980}, tinha a seguinte composi¢éo: 2,0 g de NaNG;; 1,0 g de
K HPQ, ; 0,5 g de MgSO,; 0,5 g de KCI; 0,01 g de FeS0, ; 15,0 g de maliose;
15,0 g de dexirose,; 10,0 g de peptona bactericldgica; 15,0 g de agar-agar e 1000
mi. H,O destilada. A esse meic foi ainda adicionado 40 g/L de substrato sdlide
para adaptacao prévia do fungo ao meio final de fermentagdo. O meio de cultura

foi entdo autoclavado a 121°C, duranie 20 min.

Estudo micromorfologico do fungo: O estude micromorfologico do Drechslers
{Helminthosporium) monoceras foi realizado por meio de microcultivo em lamina
contendo meio de agar-Czapeck modificado por Yunginger et al {1880}, sendo as
observacdes feitas em microscopio apds 4, 7 ,10, 14, 18 e 21 dias. Nessa técnica
de microcultivo, uma pequena porgdo do agar-Czapeck (uma tira de 1x1 ¢m, com
2 mm de espessuraj € posicionada sobre a lamina de vidro sendo entdo
agregados pequenos fragmentos do fungo, com auxilio de uma aiga de platina,
nas quatro bordas laterais da tira. Apds, € colocada uma laminula sobre a tira de
agar-Czapeck inoculada, sendo o conjunto entdo colocado dentro de uma placa
de Petri, contendo pequena quantidade de agua destilada estérii de modo a
saturar a atmosfera que envolve a lamina. E feita a incubacdo em estufa de
cuitura a 25°C, sendo toda a operagéo realizada sob condigdes assépticas.
Foram preparadas 6 placas de Petri contendo as laminas com o0s meios
inoculados, sendo uma piaca retirada para cada dia especificado para a
observacdo em microscépio. Essa observacdo é feita diretamente na jaminula
(sem © agar), uma vez que o fungo, ao crescer, fica impregnado em grande
quantidade na mesma, permitindo boas condi¢cdes de visualizagao do fungo, a
qual fica mais facilitada ainda pela adigdo do corante azul de algodac (diluigdo
1:3).

Substratos e nutrientes: Além dos farelos de trigo e milho, foi utilizada a poipa
do bhagago de cana de aglcar, a qual foi seca em estufa a 50°C. Todos os

substraios foram moidos e classificados por meic de peneiramento, obtendo-se,
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para cada substrato, rés fragbes granulométricas, retidas nas peneiras: Tvler 42
(0,35 mmy), Tyler 28 (0,59 mmy) e Tvler 20 (0,84 mm). As irés fracdes de substrato
foram estocadas a 4°C em guantidade suficiente para manter-se a uniformidade
de utilizacdc dos mesmos ao longo dos sucessivos experimentos. Além dos
substratos (bagacgo de cana de aglcar e farelos de mitho e trigo), foi determinada
também a composicBo adequada de nufrientes no meio, contendo fontes de
nitrogénic, carbono, fosfore, potassio, magnésio e enxofre, baseadc no meio

Czapeck, usado por Menezes (1995).

Cultivo em estado sdélido: Para a fermentacdo em meic sélido os constituinies
dos meios (subsirato e nulrientes) foram iniciaimente pesados e misturados
uniformemente em embalagens flexiveis de polipropileno. As embalagens
contendo os meios foram seladas e autociavadas a 121°C, por 20 min. Apés
resfriamento, o meio teve sua umidade ajustada com agua estéril e seu pH
corrigido com solugéo de NaGH 0,5 N ou HCI 0,5 N, sendo apés isto inoculado
com a suspensao de microrganismos previamente padronizada (Costa, 1996;
Hasan, 1998). A inoculag@c foi realizada proxima a chama do bico de Bunsen,
para prevenir contamina¢do. Apds, os meios inoculados foram transferidos para
os biorreatores (colunas de Raimbault), a temperatura do banho fermostatico
ajustada para 25°C, sendo o tempo de fermentacéo de no minimo 7 dias.

A fermentagéo em estado sdlido foi conduzida em biorreatores de leito fixo
do tipe colunas de Raimbault. A instalagdo era composta basicamente dos
sistemas de reacio, saturacio, medida e conirole da vazéo de ar, como pode ser
observado no esquema da Figura 3.1. O sistema de reacio era composto por um
conjunto de doze colunas sendo cada coluna de 200 mm de comprimento, 30 mm
de didmetro e volume Ulil de aproximadamente 85 mL de substrato sélido (mido.
As colunas eram localizadas dentro de um tangue cuja temperatura da

fermentacao era controlada por circulagdo de dgua de um banho termostatizado.
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Figura 3.1. Esquema de montagem do processo FES em colunas de Raimbauli,
onde: 1) compressor de ar odontologico, 2) disfribuidor e umidificador primario de
ar, 3} conjunto de valvulas de controle de vazdo de ar, 4) conjunfo de
umidificadores secundarios, 5) conjuntoc de colunas de Raimbauit, 8) tanque
contendo doze colunas imersas, 7) banho termostatizado para controle da
temperatura das colunas, 8) capilar medidor de vazao acoplade a mandémetro

inclinadc em forma de U (adaptado de Moraes, 1999).

A Figura 3.2 apresenta os detalhes construtivos do reator de coluna. O
sistema de saturagdo era constituido de um distribuidor-umidificador primario
(Figura 3.3) e de um conjunto de doze umidificadores secundarios (Figura 3.4). O
ar proveniente de um compressor odontolégico entrava no distribuidor primério
através de um tubo de vidro e era borbulhado em 500 mlL de agua destilada. A
saida do ar era distribuida para doze tubos de vidro soldados proximos a
extremidade superior do distribuidor. Os umidificadores secundarios, os guais
eram encaixados na parte inferior as colunas de Raimbault, eram frascos
Erlenmeyers de 200 miL, doiados de entrada lateral e borbulhador. O ar
alimentado era borbuthado em 100 mL de agua destilada.
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Otimizacio das condigdes da fermentacdo: A olimizag8o das condigbes de
fermentacao fol feita por planejamento estatistico de experimentos, o qual fol
dividido em duas etapas:

» Planejamento Fatorial Fracionaric 2%, de Resolugéo 3

e Metodologia de Superficie de Resposta.

Na primeira eiapa fol verificado, airavés de plangjamenio fatorial
fraciondrio 2*%, (de Resolugéo 3), os efeitos de 5 varidvels sobre a produtividade
do processo fermentativo. As variaveis estudadas foram: umidade do meio (L), pH
do meio, conceniracdo inicial de indculo (Co), vazdo de ar (Q) e didmetro de
particula do substrato (dp). Nesta etapa, as variaveis menos significativas foram
descartadas.

A etapa de ofimizacio do processo por Metodologia de Superficie de
Resposta consistiu das seguintes fases:

e Primeiro Planejamento Composto Central

e Deslocamento de Maxima Inclinagao

e Segundo Planejamento Composto Central

Em todos os casos, a resposta estudada foi a produtividade (P) do
processo fermentativo, a qual foi definida como a concentracdo de proteina total

obtida para 7 dias fermentacgéo, ou seja,

P = (Cproa‘.,if "Cprot.,z‘i) 17
onde,

P = Produtividade {(mg proteina/gms/dia),

bd

Corot, #r = Concentragdo de proteina em §; = 7 dias (mg proteina/gms)

Corot, i = Concentracao de proteina em t; = 0 (mg protelna/gms).
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Algodioe CirGrgico

Papel Filtro

Substrato sdlido amido

S
e

V=84cm

200 mm

Fapel Filtro

Algodédo Cirargico

Figura 3.2. Esquema das colunas de Raimbault (adaptado de Moraes, 1899).
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1000 mL

Figura 3.3. Esquema do distribuidor e umidificador de ar primério (adaptado de
Moraes, 1899).

90 mm

P S—

Figura 3.4. Esquema do umidiﬁcadc;r de ar secundario (adaptade de Moraes,
1999).
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Para a execucdo de um fatorial completo 2° seriam necessarios 32
experimentos. Porém, com o uso de um piaﬁejamentc fatorial fracionario do tipo
252, conforme descrito por Box et al. {(1578), o nimero de experimentos foi
reduzido para 8 ensaios, sendo acrescidos mais trés ensaios (triplicata) para o
ponto central.

Foi usado o programa computacionai STATISTICA (versaoc 5.0, da StatSoft
inc.) para calcular os efeitos principais das variaveis e suas interacdes, bem como
os dados relativos a Andlise de Varidncia (ANOVA). Os efeitos sfo descritos
como a diferenca entre a resposta média no nivel superior e a resposta média no
nivel inferior de uma determinada variavel. Para se determinar a influéncia de um
efeito no sistema, compara-se a magnitude do valor deste efeito ao erro
experimental.

A metodologia de superficie de resposta foi usada para otimizar as
condicbes da FES e para fornecer um modelo matematico adequado para a
produtividade do processo. A modelagem foi feifa ajustando-se modelos lineares
ou quadraticos a resultados experimentais obtidos a partir de planejamentos
fatoriais do tipo Composto Central. Com o objetivo de atingir uma regido 6tima da
superficie investigada, usou-se o deslocamento ao longo do caminho de maxima
inclinagdo do modelo especificado, que €& a trajetéria na qual a resposta

(produtividade) variou de forma mais pronunciada.

Obtencao do extrato fangico bruto: O extrato bruto de D. monoceras foi obtido
conforme metodologia utilizada por Menezes et al. (1995), a qua! foi adaptada
para as condigbes da FES e baseada nos estudos de Saraiva (2001), da seguinte
forma:
1) Ao término da fermentagé@o, a massa fermentada foi seca em estufa a
37°C por 48 h e, apds, pesada em balanca analitica;
2) Triturou-se o meio fermentado seco com agua deionizada (na proporgao
1:15) em almofariz, sendo apds a mistura transferida para frasco
Erlenmeyer e incubada por 16h a 30°C em agitador reciproco a 130

rpm. O pH da extracdo foi previamente ajustado em 89,0 por adicio de

40



Material & Méfodos

NaOH 1 N ou HCI 1 N. Em seguida o extrato foi filtrado, centrifugado a
10.000xg durante 15 min e o sobrenadante obiido (extrato bruto)

conservado a 4°C.

3.2.3. Recuperacdo das Proteinas do Exirato Bruto

O extrato brutc apresenta, em sua composicdo, 0s mais variados
glementos quimicos que, por sua vez, podem interferir nos festes de
alergenicidade in vive e in vitro. Em alguns casos, os exiratos brutos ndo possuem
especificidade e podem induzir positividades nos pacientes. Assim sendo, as
proteinas, que sadc o0$ principais componentes alergénicos, devem ser
recuperadas do exirato bruto e os demais contaminantes devem ser removidos.

Visa-se, portanto, nesie {dpico, apreseniar as metodologias para a
obtencdo de exirato protéico, a partir da recuperago das proteinas presentes no
extrato bruto e a remocgdoc de sais e polifendis. O exirato protéico obtido foi
denominado de extrato com potencial alergénico, o quai foi usado posteriormente

para fins de caracterizacio alergénica.

Obtencdo do extrato com potencial alergénico: As proteinas foram
recuperadas do exirato bruto através de precipitagbes com uso de solugéo
saturada de sulfato de aménio (SAm), ou com etanol (EtOH), ou com
precipita¢cdes sucessivas de EtOH e acetona. As concentracbes finais do agente
precipitante com o extrato foram de 70% {v/v) para o SAm (Harris, 1995), 70%
(v/v) para o EtOH e 50% (v/v) para a acetona (Pereira, 1999).

A precipitacac das proteinas por SAm ocorre devido ao aumento provocado
na forga idnica ("salting-out”) da solugdo. A precipitagdo por solventes organicos
misciveis em agua (EtOH e acetona) ocorre devido a diminuicao provocada na
constante dielétrica da solucdo e, por conseqliéncia na forgca de solvatacéo, o que
diminui a solubilidade das proteinas permitindo a agregacao das mesmas através
de atragbes eletrostaticas (Harris, 1985).

O esquema da Figura 3.5 ilustra as etapas de precipitacdo mediante adicao

sucessiva de solventes orgénicos (EtOH e acetona), com posterior filtragdo em
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gel e dialise para cbtencdo do exirato com poltencial alergénico contendo as
proteinas precipitadas e teor reduzido de sais e polifendis. A precipitagdo com
SAm foi similar, porém ocorreu em uma etapa apenas. Inicialmente ¢ extrato bruto
foi mantido a 0°C em banho de gelo, sendo, apds, feitas 3 adicOes sucessivas do
agente precipitante, mantido a 0°C, até a concentragdo final pré-determinada, sob
constante agitacao, por um periodo final de 1,5 horas. Para cada 50 mL de exirato
bruto, foram adicionados 117 mL de EIOH (p.A.}, ou 50 ml de acetona (p.A.}, ou
117 mbL de solucéo saturada de SAm. Apos a primeira precipitacdo, as proieinas
foram centrifugadas e depois redissolvidas em tampao fosfato de sddic 20 m,
pH 7,0, sendo esta solug@o centrifugada para remogdo de sdlidos insolaveis.
Apo6s a segunda precipitacdo (acetona 50%), as proteinas foram recuperadas por
centrifugacao ¢ depois redissolvidas em tampao fosfate de sodio 20 mM, pH 7.0,
e a solugéo obtida também centrifugada.

O processo de precipitacdo de proteinas visava também promover a
remocdo parcial de sais e polifendis presentes no exirato bruto. Para uma
remogdo mais completa destes sais e polifendis, realizou-se uma cromatografia
de permeacdo em gel por meio de coluna contendo Sephadex G-25. Em seguida
foi feita uma didlise no liquido eluido da coluna.

A membrana utilizada na dialise, em forma de tubo, serve para separar
compostos com massa molecular menores ou igual a 1200 Da de compostos com
massa molecular maior que 2000 Da. Assim, ndo haveria perdas de proteinas
com potencial alergénico de baixa massa molecular. Para a dialise foi usado
tampéao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,0, na proporgao 1:50 de solucao a dialisar /
solucéo dialisante, sendo feitas 3 trocas do mesmo em intervalos de 24h. Apds

didlise, 0 extrato com potencial alergénico obtido foi estocado a 4°C.
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Extrato bruto

ﬂ

Precipitacdo EtOH (70%)
0°C, 1,5 h, sob agitacéo

@

Centrif. 10.000xg, 10 min

ﬂ precipitado

s

descarte
sobrenad.

Solubiiizacéo ¢/ tampéao

Fosfato de sédic 20 mM, pH 7,0

ll

Centrif, 10.000xg, 10 min

sobrenad.

Precipitacdo Acetona (50%)
0°C, 1,5 h, sob agitagdo

—
descarte sdlidos

- insol{lveis

ﬂ

Centrif. 10.000xg, 10 min

ﬂ precipitado

descarte
sobrenad.

Solubilizagdo ¢/ tampao

Fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0

ﬂ

Centrif. 10.000xg, 10 min

sobrenad.

as—-
descarte solid:
insolQveis

Filtracao em gel
Coluna PD-10 (Pharmacia)
Sephadex G-25

ﬂ

Dialise

|

Extrato com
potencial alergénico

Figura 3.5. Diagrama esquematico da recuperacao das proteinas do exirato bruto

por precipitagdo mediante adicdo sucessiva de solventes orgénicos (EtOH e

acetona), com posterior filtragdc em gel e didlise, para obtencdo do extrato com

potencial alergénico contendo as proteinas precipitadas e teor reduzido de sais e

polifendis.
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Remocao de sais e polifendis: Visando uma remocdc dos polifendis residuais,
apds a precipitacdo das proteinas, foram testados os processos de adsorgao em
resinas. Os polifendis foram removidos por meio da iécnica de adsorgao em
sistema de tanque agitado usando as resinas Dowex 1x8, XAD-4 e PVPP
(Fernandez-Lahore st al, 1998). Cada resina foi colocada em uma seringa de
plastico (volume de 3 mlL de capacidade) equipada com um filtro para conter a
resina. A resina, uma vez colocada na coluna, foi equilibrada com tampéo fosfato
de sodio 20 mM, pH 7,0. As colunas foram maniidas sob agitacio no equipamento
cujo esquema & mostrado na Figura 3.6, o qual simula um tanque agitado. Foram
usadas as concentractes de 2% (miv); 2,5% (miv) e 1,5% (mh), respectivamente
para as resinas Dowex 1x8, XAD-4 e PVPP.

Apds ¢ condicionamento da resina, removeu-se o© tampic de
condicionamento e, entdo, adicionou-se, a cada coluna com resina, 1 mbL do
extrato com potencial alergénico com teor inicial conhecido de proteinas e
polifendis. As colunas foram mantidas sob agitacdo a temperatura de 4°C (em
incubadora do tipo “Shaker”) por 12 h (Fernandez-Lahore et al, 1998). Apés a
adsorcao, passou-se a suspensao para recipientes do tipo “Eppendorf e
centrifugou-se. Foram analisados os teores de polifendis e de proteina fotal no
sobrenadante.

Para a remoc¢ao de sais e polifendis por uitrafiltracdo foi usada uma célula
da Amicon (volume dtil de 70 mL). Foi introduzido um volume de 10 mL de extrato
com potencial alergénico na célula e feitos 3 ciclos de ultrafiliragio usando 40 mL
de tampao fosfato de sddic 20 mM, pH 7,0, para cada ciclo. Foi usada membrana
de celulose “YM Series” (45 mm de diametro), de massa molecular de corie de
10.000 Da, da Millipore (EUA).
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Coluna

Embaoio

Resina
q‘—-—

i Fitiro
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Detalhes do Sistema
de agitagéo

b

Figura 3.6. Esquema do sistema de agitacéo por tombamento (tanque agitado)

para a adsorcéo de polifendis (adaptado de Veredas, 2000).

3.2.4. Caracterizagao dos Extratos com Potencial Alergénico
Identificagcdo das proteinas: A identificacdo das proteinas nos extratos com
potencial alergénico foi feita pela determinagdo de suas massas moleculares por
eletroforese SDS-PAGE, sendo utilizado o gel de 15% de poliacrilamida para a
determinacao das proteinas de massas moleculares na faixa de 14,4 a 94 kDae o
gel de 10% de poliacrilémida para a determina¢do mais precisa das proteinas de
massas moleculares na faixa de 53 a 212 kDa, de acordo com © profocolo
descrito por Laemmii (1970). Para o gel de 15% foi usado marcador de baixa
massa molecular, da Pharmacia (EUA), o qual contém as seguintes proteinas e
enzimas padrao: Fosforilase b (94 kDa), Albumina (67 kDa), Ovalbumina (43
kDa), Anidrase Carbdnica (30 kDa), Inibidor de Tripsina de Soja (20,1 kDa) e Alfa-
Lactalbumina (14,4 kDa).

Para 0 gel de 10% foi usado marcador de alta massa molecular, da
Pharmacia (EUA), o gqual contém as seguintes proteinas e enzimas padrio:
Miosina (212 kDa), az-Macroglobulina (170 kDa), B-Galactosidase (116 kDa),
Transferrina (76 kDa) e Desidrogenase glutamica (53 kDa).

UNICANMP
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As proteinas das amosiras foram desnaturadas por aguecimento a 100°C
na presenca de SDS e reduzidas na presenga de f-mercaptoetanol. As
eletroforeses foram realizadas utilizando-se o Sistema “Mini-Protean II” da Bio-
Rad (1988}, aplicando, a partir de uma fonte independente, uma tensao de 190
volts, por 45 min. A revelac8o das proteinas no gel foi feita com nitrato de prata
de acordo com o protocolo descrito por Morrissey (1981).

A primeira raia de cada gel foi reservada para o marcador de massa
molecular (MM} e as demais raias para as amostras de extrato de 0, 48, 96, 144,
192 e 240 h de fermentacdo previamente desnaturadas e reduzidas. Foi aplicado,
em cada raia, 15 ul de amostra devidamente diluida, de modc a ter-se uma
massa final aplicada de 1ug de proteina para cada raia. Para o marcador, foi
aplicado um volume de 12 yl. Foram usadas as mesmas condicbes, tanto para os
axtratos com potencial alergénico obtidos por precipitacao com EtOH como para
os obtidos por precipitacéo com SAm.

A identificacdo das massas moleculares das proteinas foi feita a partir do
usc da curva de calibracao de massas moleculares das proteinas do marcador.
Ou seja, foram graficados os logaritmos decimais das massas moleculares das
proteinas do marcador, iog,(MM), com os valores de R (migracdo relativa) que
correspondem, para cada proteina do marcador, a relacéo entre a distancia
percorrida pela mesma apoés  término da corrida eletroforética e a distancia total

percorrida no gel, até a frente corante.

Determina¢do do ponto isoelétrico das proteinas: A determinac&o do ponto
isoelétrico das proteinas presentes no extrato com potencial alergénico foi feita
por focalizagdo isoelétrica (IEF) em equipamento PhastSystem, da Pharmacia

(EUA), segundo protocolc de preparacdo e revelagdo do fabricante
(“Development Technique File No. 210°). O gel utilizado foi o “PhastGel® IEF
gradient media 3-9” e 0 marcador “Pharmacia LKB Calibration kit IEF (pH 3-10)", o

qual contém o seguinte espectro de proteinas e enzimas padrao:
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pl (24°C + 1,5°C)

e Amiloglicosidase.............c.ceeeeviiicrirvenennne 3,50
e [Inibidor de tripsina de soja.............ccoo.e. 4,55
« Q-lactoglobulina A 5,20
e Anidrase Carbdnica B bovina................ 5,85
¢ Anidrase Carbdnica B humana............... 8,55
e Mioglobina dcidade cavalo..................... 8,85
e Miogiobina basicade cavalo.................. 7,35
¢ Lecitina acida de lentilha......................... 8,156
= Lecitina médiade lentilha....................... 8.45
e Lecilina basicade lentitha....................... 8,65
e Tripsinogénio. ...........ocoiiiiiiiie i 9,30

Testes cutdneos: Foram realizados 33 testes cuténeos no total, incluindo os
pacientes com sintomas de alergia respiratoria do ambulatério do Hospital das
Clinicas e os voluntarios da Faculdade de Engenharia Quimica, da Unicamp,
sendo os testes coordenados pelo Prof. Dr. Ricardo de Lima Zollner. O teste
cutaneo por punctura de leitura imediata foi feito na regido volar do antebrago
(utilizando punctores descartaveis estéreis), com extrato com potencial alergénico
estéril, sendo testadas amostras obtidas por precipitacdo com etanol e com
sulfato de aménio. O teste foi realizado de acordo com procedimento padronizado
no Laboratéric de Imunologia Clinica e Alergia, da Faculdade de Ciéncias
Meédicas, da UNICAMP, segundo a técnica de Pepys (1975), utilizando como
controle positivo de reagdo cutanea local (papula) histamina 10 mg/mt e como
controle negativo tampéo fosfato de sédio, 20 mM, pH 7,0 (solugdo usada como
veiculo do extrato com potencial alergénico). Os resultados foram avaliados 20
minutos apds a aplicacao e considerados positivos quando a papuia cutanea ao
teste foi igual ou maior que 3 mm. O controle negativo foi definido come auséncia
de resposta cuténea ao teste. No caso em que houve pequena reacgdo local com
- aparecimento de papula, esta medida foi subtraida do controle positivo e da

reacao cutanea ao antigeno. Estavam disponiveis medidas para tratar as possiveis

47



Material e Meétodos

reagfes adversas ao teste, como a presenca de médico, materiais e drogas

indicadas ao tratamento de reac¢bes alérgicas agudas.

Anslise de “Dot-blotting”: Os testes de "Dot-blotting” foram realizados no
Laboratéric de imunologia Clinica e Alergia (LICA), da Faculdade de Ciénclas
Médicas (FCM), da UNICAMP e coordenados peio Prof. Dr. Ricardo de Lima
Zoliner. Nos testes, foram usadas as seguintes solugdes:

Solucac de Biogueio:

e Sorofetal bovino...................... 10 mL
e Gelatina..........oo.cooiiiiiiii, 19
e PBS diluido s/ azidagsp.............. 1000 mL
Solucéo concentrada de PBS [10wd:
e NaCl. .. e, 80 ¢
2 KO e 29
e Fosfato de potassio monobasico................... 29
s Fosfato bibasico de sédio (Na,HPO,) ....... 11.5¢
o Aguadestilada gsp........cocooeeeeereeeeeeenn. 1000 ml

» pH ajustado para 7.4
PBS diluido: diluicdo com agua deionizada 1:10 a partir da solucéo
concentrada acima.

Solugéo do Substrato Cromogeno:

» Diaminobenzidina (DAB)...........ccccvveenn. 20 mg

e PBSdiluido..oveeeie 40 mL
Solugdo Fixadora da Reacao:

¢ Sulfato de Niquel.............oooceveerninnnane.e. 1%

e Sulfatode Cobre........cccoooveeiiiiniiinnn, 1%

o Aguadestilada........ccccoovvioreeeeeereen. asp
Solucao de H,0.:

o H,0, concentrada (30 v)............. 100 L

e Aguadeionizada...............cco........... 8 mL

O Protocolo era composto das seguintes etapas:
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L

Foram recortadas 10 tiras de 1x10 cm de membranas de nitroceluiose,
sendo as mesmas colocadas em uma cuba apropriada, contendo 10
canaletas de 1,5x11 om, sendo cada tira colocada em uma canaleta;
Foram aplicados, em cada tira, 10 ul das solugdes de cada exirato,
contendo os antigenos, sendo que o espaco entre os “dots” na mesma
tira fol de aproximadamente 1,5 a 2,0 cm; cada tira serviu para testar no
maximo © exiratos para apenas um soropositivo. No fotal, para cada
cuba, haviam 6 extratos (antigenos) testados em 10 soropositivos;
Depois de secos os “dots” foram adicionados, para cada tira, 4 mL de
solugdo de bloqueio sem diluigdo e incubados por 1 h & temperatura
ambiente sob agitacao;

Apls a remogdo da solugdo de blogueio, foram feitas 6 lavagens com
solucao de PBS diluido (5 min por lavagem);

Apds as lavagens, adicionou-se o soro (+ 4 mL) a ser testado, em cada
tira, devidamente identificada. O soro estava diluido em solucéo de
blogueio. A mistura foi incubada durante uma noite (aproximadamente
12 h) sob refrigeracao;

No dia seguinte, foram retirados os soros e lavadas as membranas por
6 vezes com PBS diluido (5 min/lavagem);

Adicionou-se + 4 mi de solugdo do conjugado peroxidase anti-IgE
humana, devidamente di!uidar em solucdo de bloqueio (1:1000), e
incubou-se por 2 h em camara escura sob refrigeracao;

Apods a remogao do Conjugado, foram feitas 6 lavagens com solucgo de
PBS diluido (5 min por lavagem):

Foram adicionados 5 mL por tira de substrato diaminobenzidina (DAB) e
S ul por tira da solugao de suifato de niquel e cobre (fixador da reagéo)
e incubadas por 15 min sob agitacdo em camara escura;

Adicionou-se a solucdo de agua oxigenada, com cuidado para nao
danificar a membrana, sendo que, para cada 100 mL de substrato

usado, foi adicionado 100 ul da solucédo de H,O,;
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@

arquivadas.

Esperou-se alguns segundos e lavou-se as tiras com agua destilada. A

seguir as tiras foram colocadas para secar em papel de filtro e apos

Analise de “lmmunoblotting”: Os testes de “Immunoblotting” foram realizados

no Laboratorio de Imunologia Clinica e Alergia (LICA), da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM), da UNICAMP e coordenados pelo Prof. Dr. Ricardo de Lima

Zoliner. Nos testes foram usadas as seguintes solugbes:

Solugao Tampao de corrida:

L]

&

2

&

Glicina................ [T 1441¢g
11T 30,27 ¢
BDS. 0,375 ¢
Metanol............... 15%
Agua destilada gsp..................... 1000 mi
Solucao Tampao Tris {pH 8,3):
THS. 0 30,27 g
Tween 20.......cooveeiic e, 0,05%
Agua destilada qsp..................... 1000 mL

pH ajustado para 8,3

Solucéo de Bloqueio:

&

Leiteempb desnatado............cccceeeieeeiiine.

Solugdo Tampéao Tris (pH 8,3} gsp...vccee..... 1000 mL

O Protocolo, adaptade de Tobwin (1989), era composto das seguintes

etapas:

conforme descrito no item 3.2 4.
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Foram preparados dois géis de 10% de poliacrilamida onde foram
aplicadas as amostras de extratos com potencial alergénico e feita

corrida em cuba de eletroforese (Sistema “Mini-Protean II”, da Bio-Rad),

Apés a corrida eletroforética, os dois géis, contendo os antigenos

fracionados, foram removidos da cuba e colocados em contato com
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duas membranas de nitrocelulose, de mesmo tamanho do gel, para a
transferéncia dos antigenos, conforme montagem da Figura 3.7.

Antes da montagem, os géis, membranas e papéis de filtro foram
imersos em solugdo tampao de corrida {mesma usada na eletroforese,

porém contendo metanol), para permitir condugéo de corrente.

Catodo (-}

Pape! de filtro
(G folhas)

Gei

Membrana

Papel de filfro —_—
(3 folhas) Gel

Papel de fifiro Membrana
(6 folhas)

Y T e Y

. Anodo (+)

Figura 3.7. Esquema de montagem dos geéis de eletroforese @ membranas de

nitrocelulose para a transferéncia dos antigenos, na analise de “Immunoblotting”.

Apdés a montagem, foram conectados os eletrodos e aplicada uma
corrente constante de 60 mA por 1,5 h, sendo que as proteinas migram
do gel em direcdo a membrana de nitrocelulose, obedecendo a mesma
posiGao anterior no gel.

Apds a ftransferéncia dos antigenos, os géis foram removidos e
submetidos a processo de coloragdo por nitrato de prata / ditiotrietol,
para a verificagao da presenca de proteina residual (ndo fransferida).
As membranas foram colocadas em cubas separadas e em contato com
solu¢&o de bloqueio por 1 h, sob agitacao.

A solugao de bloqueio foi removida sendo entéao feitas 3 lavagens com
tampao Tris (pH 8,3).

Apbs as lavagens, as membranas contendo os antigenos transferidos
foram colocadas em um aparetho da BioRad (“Mini-Protean |l
Multiscreen Apparatus”), o qual tem a funcdo de colocar em contato os

antigenos aos soros e ac conjugado anti-lge humana. Este aparelho
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apresenta 40 canais onde podem ser adicionados, lado a lado, 0s soros
que ficardc em contato com os mesmos antigenos, para efeitos de
comparacao.

Foram adicionados 600 ul de cada soro (diluido 1:4), dentre os que
resultaram positivos no teste de “Dot-biotting”, por canal, sendo apds
incubadas por uma noite (aproximadamente 12 h), sob agitagao.

Apds incubacdo, foram removidos os SOres (por SUCCA0 a vacuo) e
efetuadas 1trés lavagens com tampao Tris {(pH 8,3), sendo
posteriormente adicionados 800 ul/canal de conjugado peroxidase anti-
igE humana (da Sigma), devidamente diluido em solugao de blogueio
{1:1000), e incubou-se por 2 h em camara escura.

Trés lavagens com tampao Tris (pH 8,3) foram feitas apss remocao do
conjugade, sendo enido as membranas retiradas do aparelho e
colocadas em cubas para a revelagao das bandas.

Foi adicionado, para cada cuba contendo a membrana, 30 mL de
solugdo DAB e 30 ul da solucdo de suifato de niquel e cobre (fixador
da reacao) sendo incubadas sob agitagdo em camara escura por 15
min.

Adicionou-se, lentamente, a solugdo de &gua oxigenada até o
surgimento das bandas. Apés, as membranas foram lavadas com agua

destilada e secas em papel de filtro.

Fracionamento das proteinas: Na tentativa de separar as proteinas dos extratos

com potencial alergénico, foram feitos testes de cromatografia de permeacéc em

gel com diferentes tipos de géis. Devido a presenca de diversas proteinas a

serem fracionadas nos extratos com potencial alergénico, foi usada uma coluna

com altura Gtit de 40 cm e diametro interno de 1,2 cm. Foram testados os

seguintes géis, da Pharmacia (EUA):

@

°

&

Sephadex G-100 (fraciona proteinas na faixa de 4 a 150 kDa),
Sephadex G-150 (fraciona proteinas na faixa de 5 a 300 kDa)
Mistura de Sephadex G-100 com Sephadex G-200, na proporgéo 2:1.
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O gel Sephadex G-200 fraciona proteinas na faixa de 5 a 600 kDa. A
utilizacdo da mistura de Sephadex G-100 com Sephadex G-200, na proporcdc
2:1, foi baseada no trabalho de Granath & Kvist {1967), os quais concluiram que a
mistura proporcionou um fracionamento de dexranas na faixa de massa
molecuiar de 10 a 150 kDa.

iniciaimente, para conhecer-se os perfis de elui¢g&o da coluna, a mesma foi

calibrada pela passagem de 2,0 mi de uma solugcdo contendo os seguintes
padries:

» 1gG de soro bovino (0,5 mg/mL} — 150 kDa

s Albumina de soro bovino — BSA (0,5 mg/mL) — 67 kDa

e fB-lactoglobulina (0,5 mg/mlL) — 35 kDa

Apds a calibracio, foi aplicado no gel, para cada teste, uma amostra de 2,0

mL de exirato com potencial alergénico (obtido por precipitacac com EtOH, para o
tempo de 144 h de fermentacio), sendo a seguir coletadas 52 fracbes de 1,5 miL,

totalizando 78 mL de material eluido coletado.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES |
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO: OTIMIZAGAO E CINETICA

No presente capiiulo € apresentado iniciaimente um esiudo para avaliar-se
as caracteristicas micromorfolégicas do fungo durante o seu crescimenio. A
seguir, sdo apresentados resultados onde sdo definidas as condigbes previas de
fermeniacdo, para que se possa iniciar a otimizacdo da FES. Por oitimo, séo
apresentados os resultados da caracterizagdc cinélica, determinada para as
condi¢cdes otimizadas da FES.

4.1. Acompanhamento Micromorfologico do Fungo

A Figura 4.1 mostra as micrografias do fungo apés 4, 7, 10, 14, 18 ¢ 21 dias
de microcultivo em lamina contendo meio de agar-Czapeck modificado por
Yunginger et al (1980). Como se pode observar, existiu a predominancia de
micélio vegetativo em todas as fases do crescimento, ndc sendo possivel
identificar o inicio da fase conidial até o 21° dia de incubacéo.

Menezes (1995) constatou para esse fungo, em fermeniac@o submersa, o
inicio da fase conidial a partir do 14° dia de crescimento, prolongando-se até o 28°
dia quando se observa a autdlise do mesmo. Para ¢ caso da FES, considerou-se
um tempo maximo de 12 dias de crescimento para o Drechslera (Heiminthospo-
rium) monoceras, de modo a evitar-se contaminacéo do meio fermentativo através
de tempo demasiadamente longo de fermentagao.

E -
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{16 dias)
460

{4 dias}
©1608

{14 dias)
x18006

{21 diasg)
*EDD

Figura 4.1. Micrografias do fungo D. monoceras obtidas ap6s 4, 7, 10, 14, 18 e 21

dias de microcultivo em lamina com agar-Czapeck.

Para inocular-se o meio a ser fermentado necessita-se de um inéculo de
concentragao inicial conhecida. Para alguns tipos de fungos, a concentracéo pode
ser estimada através de contagem dos propagulos {em solu¢ao) em microscdpio
usando a Camara de Neubauer. Devido as caracleristicas da cepa de Drechslera
(Helminthosporium) monoceras usada neste trabalho, a contagem dos propagulos
nao foi possivel uma vez que o fungo ndo apresentou, na etapa de preparo do
inbculo, esporulacdo na sua fase reprodutiva, resultando em crescimento celular
constituido basicamente de massa micelial. Assim sendo, para estimar-se a
concentracéo inicial da solugio de microrganismo foi feila uma padronizacao do
indculo por meio da construcdo de uma curva-padrdo, usando a massa celuiar
seca do fungo obtida apds crescimento do mesmo em meio inclinado de agar-
Czapeck modificado por Yunginger et al (1980), em estufa incubadora a 25°C, por
14 dias. Para tal, foram feitas diversas diluicées da massa celular seca, sendo as

sbsorbancias medidas a 550 nm.
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4.2. Determinacio Prévia das Condicdes de Fermeniagéo

Antes de iniciar o planejamento estatistico de experimentos propriamente
dito, foi necessario determinar a faixa de variacdo de alguns parametros
importantes a serem ulilizados na fermentacio tais como a escolha do subsirato
mais adequado, a idade e a concentracdo do indculo e o pH do meio de
fermentacdo. Para isso, foram feitas fermentacbes usando {rés niveis para a
estimativa dos efeitos de cada fator:

e Substrato (8): bagaco de cana, farelo de milho e farelo de ftrigo.

» ldade do inbculo {I): 7, 14 e 21 dias.

e (Concentracio inicial do indculo (Co): 0,27: 0,41 0,82 mg/mL.

e pH inicial do meio de fermentacao: 8, 9 e 10.

A vazéo de ar utilizada em cada coluna foi de 2,0 L/h. Foram avaliadas as
produtividades (mg proteina/gms/dia) das fermentacfes realizadas nas colunas de
Raimbault, por meio de 3 planejamentos fatoriais completos do tipo 32 (trés niveis
de duas variaveis), totalizando 27 experimentos. Dessa forma, foram
determinadas, para cada planejamento, 0s efeitos principais das variaveis ¢ de
interacdo entre as mesmas. A Tabela 4.1 apresenta os valores dos efeitos
principais e de interagdc obtidos e as Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 apresentam os
graficos das produtividades para as interagdes entre cada duas variaveis.

Tabela 4.1. Efeitos calculados para os planejamentos 3° das variaveis concentra-
¢a0 inicial do inbéculo (Co), substrato (8), pH do meio e idade do indculo (1).

1° Planejamento 2° Planejamento 3° Planejamentoc
Média 1,31 Média 1,08 Média 1,00
Efeifo Co -3,03 Efeito pH 0,1 Efeito Co Zerc
Efeitc S 1,13 Efeito S 1,33 Efeito | Zero
Interacdo CoxS | -0,25 | Interacao pHxS 0,05 Interacac Coxl 0,2

Verificou-se, através das Figuras 4.2 e 4.3, que os melhores resuitados de
produtividade foram obtidos para o farelo de trigo, seguide do bagaco de cana e
do farelo de milho, para todas as condigBes de concentracdo inicial de indculo
{Co} e pH inicial do meio. A Tabela 4.1 mostra os meiores valores obtidos para o
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efeito do substrate (S), indicando a grande influéneia da escolha do substrato

sobre os valores de produtividade.

Bagaco
1 Trigo
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3]
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0,27 0,41 0,82
Co (mgfml)

Figura 4.2. Valores de produtividade P (mg proteina/gms/dia, onde gms = gramas
de massa seca do meio fermentado) em funcéo da concentracgéo inicial do indculo
Co, para os diferentes substratos (S).
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Figura 4.3. Valores de produtividade P (mg proteina/gms/dia, onde gms = gramas
de massa seca do meio fermentado) em funcdo do pH inicial do meio de
fermentacio, para os diferentes substratos (8).
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Co
6,82 mg/ml
0.41 mg/mL
B .27 mg/mi

1,6

1.2

P (mg proteina/gms/dia)
o
oo

7 14 ' 21
| {dias)

Figura 4.4. Valores de produtividade P (mg proteina/gms/dia, onde gms = gramas
de massa seca do meio fermentado) em fungio da idade do indculo (I}, para

diferentes concentragdes de indculc Co.

As Figuras 4.2 e 4. 4 apresentam os maiores valores de produtividade para
o nivel de concentragao inicial do indculo (Co) igual a 0,41 mg/mL, para qualquer
condicdo de substrato e idade do indculo.

Observa-se no grafico da Figura 4.4 que o preparo do indculo com idade de
14 dias de pré-cultivo foi 0 que apresentou melhores resultados de produtividade.
Come & caracteristico deste fungo, sabe-se que ha neste estagio de crescimento,
uma predominancia de micélio vegetativo. Portanto, ¢ fato do indculo com idade
de 14 dias apresentar-se basicamente na forma micelial, e também por estar
adaptado ac meio de fermentagdo, resultou em uma maior produtividade. Por
outre fado, para 7 dias de pre-cultivo a quantidade de massa celular do indculo é
menor e, para 21 dias de pré-cuitivo, a produtividade global do processo seria
prejudicada, além do fato do fungo nlo apresentar esporulacdo neste periodo do
crescimento do inocuio.

Os resultados obtidos nesta fase mostraram que os melhores valores de
produtividade do processo foram verificados para o meio com farelo de trigo e pH

inicial igual a 9,0. Foi determinado, para todos os meios, como methor condicdo de
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preparo de indculo aquele com pré-cultivo de 14 dias e concentragéo nicial igual a
0,41 mg/mL.

4.3, Otimizacho das Condicdes da FES
4.3.1. Determinacéo das Variaveis Significativas

Para esta primeira série de experimentos foram estudados os efeitos de
cinco varidveis sobre a resposta produtividade (P), sendo 8 experimenios usados
para o planejamento fatorial fracionario 2%, (de resolucgo 3) e 3 experimentos
para o ponto ceniral. A Tabela 4.2 mostra as varidveis e os valores usados para
cada nivel {-1 e +1) e para o ponto central (0). Os valcres especificados para a
umidade, vazdo de ar e diametro de particula do subsirato foram com base em
dados médios verificados na literatura, para a FES com fungos filamentosos. Os
valores de pH e Co foram com base nas condicbes prévias determinadas no item
4.2. A Tabela 4.3 apresenta as mesmas varidveis, porém nas suas formas
codificadas, & o0s resultados obtidos de produtividade apdés o processo
fermentativo para cada experimento. Os vaiores de produtividade referem-se aos
conteGidos de proteina obtidos apds 7 dias de fermeniacdo. Em todos os
experimentos foi usado fareio de trigo como substrato e a temperatura da
fermentacao foi mantida constante em 25°C.

A estimativa dos efeitos principais e de interagdo das variaveis para o
primeirc planejamento € dada na Tabela 4.4, onde pode-se observar também os
valores obtidos para o erro puro, a estatistica “t”, a probabilidade, os valores dos
coeficientes das variaveis no modelo, o coeficiente de correlacio R? e o nivel de
significancia, valores obtidos do modulc “Experimental Design” do programa
computacional “Statistica’, versao 5.0. Os valores evidenciados em estilo negrito e
italico indicam que o efeito & significativo para o intervaio de confianca de 95%
(p<0,05). A estatistica “*” representa a razio entre o valor estimado do efeito e
seu erro padréo, e constitui o valor do efeito padronizado, indicado pelo grafico de
Pareto.
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Tabela 4.2. Especificacdo dos niveis das variaveis usadas no planejamento

fatorial fracionario 2%,

Nivel
Variavel -1 0 +1
pH = pH inicial do meioc 7.0 8.0 11,0
U = umidade inicial do meio (%) 400 500 60,0
Q = vazao de ar (L/h/coluna) 1,0 2,0 3,0

dp = didmetro de particula do substrato (mm) 0,35 0,58 0,84

Co = concentracio inicial do indculo {(mg/mL) 0,2 0,4 0,6

Tabela 4.3, Matriz do planejamento fatorial fracionaric 2%%; com as variaveis

codificadas e resultados obtidos de produtividade (P).

Ensaio pH U Q dp Co i
{mg proteina/gmsidia)
1 -1 -1 -1 -1 +1 1,52
2 +1 -1 -1 + 1 -1 1,14
3 -1 +1 -1 +1 -1 1,27
4 +1 +1 -1 -1 + 1 1,05
5 -1 -1 +1 + 1 + 1 1,51
8 +1 -1 +1 -1 -1 1,03
7 -1 + 1 +1 -1 -1 1,46
8 + 1 + 1 + 14 + 1 + 1 0,14
9 0 0 0 1,77
10 1,52
11 0 0 1,75
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Como se pode observar na Tabela 4.4 e na Figura 4.5, apenas a variave!
pH mostrou-se significativa (ao nivel de significancia de 95%, “default” do
programa). Observa-se, no entanto, um valor elevado para a umidade, o qual
apresenta valor de p = 0,084, proximo a 0,05. Assim sendo, diminuindo-se o
intervalo de confianca para 0%, o efeito da umidade passa a ser significativo (p <

(3,10}, como se pode verificar na Tabela 4.5 e no grafico de Parelo na Figura 4.6.

Tabela 4.4. Estimativa dos efeitos, para intervalo de conflanca de 95%, obtida

para o planejamento fatorial fracionario 252,

Variavel Efeito Erro puro t p Coeficiente
pH -0,60 0,098 ~8,707 0,026 -0,300
U -0,32 0,088 -3,257 0,082 -0,160
Q -0,21 0,098 -2,138 0,166 -0,105
dp -0,25 0,098 -2,544 0,126 -0,125
Co -0,17 0,098 -1,731 0,226 -0,085
pH x Q -0,30 0,008 -3,054 0,083 -0,150
pH x dp -0,15 0,008 -1,527 0,266 -0,075
intercepio 1,29 0,041 30,732 0.001 1,287

R?=0,678; R=0,823

MS Pure Error= 01603
p=05

pH

pHxQ

Co

pHxdp

e 45 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Efelto Estimado {Valor Absolulo)

Figura 4.5. Grafico de Pareto, para intervalo de confianga de 95%, obtido para o

planejamento fatorial fracionario 2%%,.
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Tabela 4.5. Estimativa dos efeitos, para intervalo de confianca de 90%, obtida

para o planejamento fatorial fracionario 2%%y.

Variavel Efeito Erro puro ? D Coeficiente
pH -0, 60 0,098 -6,107 0,026 -0,300
U -0,32 0,098 -3, 257 0,082 -0,160
Q -0,21 0,098 -2,138 0,166 -(3,105
dp -0,25 0,098 -2,544 0,126 -0,125
Co -0,17 0,098 -1,731 0,226 -0,085
pHx Q -0,30 0,098 =3,054 0,093 -0,150
pH x dp -0,15 0,098 -4,527 0,268 -0,075
intercepio 1,29 0,041 30,732 0,001 7,287

R*=0,678 R =0,823

M8 Pure Error=,0183
p= .1

pH

pHxQ

dp

Co

pHxdp |

1.0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 65 70
Efeilto Estimade {Vaior Absoluto)

Figura 4.8. Grafico de Pareto, para intervalo de confianca de 90%, obtido para o

planejamento fatorial fracionario 2%,
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4.3.2. Otimizacgao das Variaveis da FES por Melodologia de Supertficie de

Resposta
4.3.2.1. Primeiro Planejamento Composto Centrai

A partir dos resultados obtidos no primeiro planejamento fatorial fracionario,
foram consideradas apenas as variaveis pH e umidade inicial do meio de
fermentacdo para compor o primeiro planejamenio composto ceniral. As demais
variaveis tiveram seu valores fixados no ponto ceniral do planejamento fatorial
fracionario, uma vez que foram oblidos neste ponio os melhores valores de
produtividade. Assim sendo, os valores usados foram Q = 2 Lih/coluna, dp = 0,59
mme Co = 0,4 mg/mL.

Para as variaveis pH e umidade foi montado o planejamento composto
centrai constituido de um planejamento completo 2° e triplicata no ponto central,
para definicdc de um modelo linear, e de uma configuracao estrela, para definico
de um modelo quadratico. Portanto, esse planejamento contém 5 niveis para as
duas variaveis, ou sejam, - o, -1, 0, +1 e + «, sendo o nivel “0” para ¢ ponto
central, os niveis “-1” e “+1” para o planejamento completo 2%, e os niveis “ o’ e
“+ o” para a configuracao estrela, onde,

a=2" . n=ndevaridveis=2 : =27

Como os melhores valores de produtividade do primeiro plangjamento
foram obtidos no ponto central, admitiu-se para ¢ nivel + 2" os valores de pH 9,0
e U = 50 % e valores menores para os demais niveis, uma vez que os efeitos
principais do planejamento fatorial fracionario resultaram negativos, indicando que
a produtividade aumenta com a diminui¢io dos vaiores de pHe U.

Por outro lado, foram fixados para o nivel inferior — 2'2 os vaiores de pH 5,0
e U = 30%, as quais foram escolhidas em funcdo das limitagbes impostas pelo
processo. Assim sendo, os valores de pH e U para os niveis “~1” e “+1” foram
calculados por interpolagdo, partindo-se do ponto central, e dos niveis - 2% e +
2"2 A Tabela 4.6 apresenta os valores reais do pH e umidade (U) usados para
cada nivel e a Tabela 4.7 os experimentos com suas varidveis codificadas e os
resultados obtidos de produtividade para cada experimento.
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Tabela 4.8. Especificacdo dos niveis das variaveis usadas no primeiro planeja-

menio composto central.

Niveis
Variavel - -1 0 +1 o
piH 5,0 56 7,0 8.4 9.0
U (%) 30,0 33,0 40,0 47,0 50,0

4.3.2.1.1. Modelo Quadratico

Os valores obtidos para os efeitos principais e de interagao das variaveis
pH e U de ordem linear (L) e quadratica (Q) sdo apresentados na Tabela 4.8, para
o intervalo de conflanca de 95% e, a analise de varidncia (ANOVA)
correspondente € apreseniada na Tabela 4.8. Verificou-se, ao nivel de
significancia de 95%, que apenas o efeifo da variavel pH (lermos linear e
quadratico) era significativo. Por outro lado, a analise de variéncia indicou a

evidéncia de falta de ajuste do modelo, sendo a relacdo Feac /Frane Muito baixa.

4.3.2.1.2. Modelo Linear

De modo a se obter 0 modelo linear deve-se desconsiderar a configuragéo
estrela do pilanejamento da Tabela 4.7 e calcular os efeitos principais e de
interacdo a partir do planejamenio completo e do ponto central. Assim sendo,
obtéve-se os efeitos e a analise de variancia indicados nas Tabelas 4.10 e 4.11,
respectivamente.

A Tabela 4.10 indica que os efeitos principais do pH, da umidade (U) e do
intercepto sao significativos ao nivel de significancia de 95% e o modelo apresenta
um elevado coeficiente de correlagéo (R? = 0,977). Assim sendo, pode-se escrever
a sequinte equacéo para o modelo da produtividade,

P=1,187 +0,21.pH + 0,08.U + 0,04.pH.U
onde P & expressa em mg proteina/gms/dia e pH e U encontram-se em sua forma
codificada.
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Tabela 4.7. Mairiz do primeiro planejamentc composto central com as variaveis

codificadas e resultados obtidos de produtividade (P).

Ensaic pH U F
{mg proteina/ gms/dia)
1 -1 -1 0,98
2 + 1 -1 1,31
3 -1 + 1 1,06
4 + 1 + 1 1,55
5 0 0 1,21
8 0 0 1,20
7 0 0 1,15
8 -2 0 0,70
8 0 + 212 1,08
10 + 212 0 1,12
11 0 -1 1,22

Tabela 4.8. Estimativa dos efeitos para o modelo quadratico, com intervalo de
confianca de 95%, obtida para o primeiro planejamento composto central.

Variavel Efeito Erro puro t p Coeficiente
PpH (L) 0,354 6,022 15,551 0,004 0,177
pH (Q) -0,177 0,027 -6,528 0,022 0,088
UL 0,023 0.022 1,031 0.411 0,011
U@ 0,053 0,027 1,974 0,187 0,027
pHxU 0,080 0,032 2,489 0,131 0,040
Intercepto 1,187 0,019 63,937 0,0002 1,187

R*=0,717; R=0,847 onde L = linear e Q = quadratico

68



Resultados e Discussdes |

Tabela 4.9. Analise de variancia do modelo quadratico, com intervale de confianca

de §5%, obtido para o primeiro planejamento composto centrai.

S8 GL MQ F
Modelo 0,30585 5 0,0811 2,424
Erro Total 0,1258 5 C,0252
Falta de Ajuste 0,1237 3
Erro purc 80,0021
Total 0,4313 10

F tabelado: (0,95; 5; 5) = 5,05 ; Fcac/ Fiapet = 2,424/5,05=0,48

Tabela 4.10. Estimativa dos efeitos para ¢ modelo linear, com intervalo de
confianca de 95%, obtida para o primeiro planejamento composto central (porém
apds excluir a configuracac estrela do mesmo).

Variavel Efeito Erro puro 1S p Coeficiente
pH 0,410 0,0321 12,755 0,0060 0,210
u 0,160 0,0321 4,977 0,0381 0,080
pH x U 0,080 0,0321 2,489 0,1308 0,040
intercepto 1,187 0,0190 63,939 0,0002 1,187

R*=0,977; R=0,988

Tabela 4.11. Analise de variancia do modelo linear, com intervalo de confianca de
95%, obtida para o primeiro planejamento composto central {porém apoés excluir a

configuracéo estrela do mesmo).

SS GL MQ F
Modelo 0,20010 3 0,0667 43,63
Erro Total 0,00459 3 0,00153
Falta de Ajuste  0,00252 1
Erro puro 0,00207 2
Total 0,22330 €

F tabelado: (0,85, 3; 3) = 8,28 ; Feac/ Fraber = 43,83/0,28=47
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A analise de varidncia do modelo, apresentada na Tabela 4.11 mosira uma
relacdo Feac/ Fave. maior que 4,00 , ao nivel de significancia de 95%. A faita de
ajuste neste caso nado & significativa.

Featc, fatta ajuste = MQr g / MQep = 0,00252 7/ 0,001335 = 2,44

Fiapel (0,95; 1;2) = 18,51
Como Feale, faita ajuste < Frabei, NE0 ha evidéncia de falia de ajuste do modelo,

o que & reforcado pelo gréfico da Figura 4.7, onde se observa que os residuos do

modelo distribuem-se aleatdriamente em torno do zero.

0,08 . .
6’06 i o \\\\\/ Q
g,04
9,02
g
s 0,00
T
3
e 0,02 :
(=] =]
0,04 | |
- /’D\
-0,08 ~o.. Regression
08 09 105 - 115 125 135 145 1565 95% confid.

Vailores Preditos

Figura 4.7. Grafico dos residuos em funcéo dos valores estimados de P, para o
modeio linear obtido para o primeiro pianejamento composto central (porém apods

excluir a configuracéo estrela do mesmo).
As Figuras 4.8 e 4.9 apresentam, respectivamente, a superficie de resposta

e o grafico de contorno, obtidas para o modelo, onde pode-se observar que a

produtividade tende a aumentar com o acréscimo do pH e da umidade.
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Figura 4.8. Superficie de resposta para a produtividade (P) em fungdo do pH e

umidade (U) obtida para ¢ primeiro planejamento composto central (porém apos
excluir a configuracao estreta do mesmo).

4.3.2.2. Deslocamento de Maxima Inciinag@o

Segundo Barros Neto et al (1996), oufra forma de obter uma representagio
bidimensional da superficie modelada é desenhar suas curvas de nivel, que sdo a
projecado das superficies em linhas onde a resposta & constante. A curva de nivel
de um plano & um segmento de reta. Por exemplo, se fizermos P = 1,43 mg
proteina/gms/dia na equacdo do modelo linear chegamos & expresséo

pH = (0,243-0,08.U)/(0,21+0,04.1))
que representa uma reta. Em qualquer ponto dessa reta o valor da produtividade
deve ser igual a 1,43, de acordo com 0 modelo ajustado. Fazendo o mesmo para
outros valores de produtividade obleremos ouiras curvas de nivel, que em

conjunto dardo uma imagem da superficie de resposta na regido investigada
(Figura 4.10).
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Figura 4.9. Grafico de contorno da produtividade em funcéo do pH e umidade (U)
obtida para o primeirc plangjamento composto central (porém apds exciuir a
configuracio estrela do mesmao).

Podemos ver nas Figuras 4.8 e 4.10 que se fratam de planos inclinados
obliguamente em relacio aos eixos, e com diregéo ascendente indo da esquerda
para a direita. Assim, se desejamos obter maiores valores de produtividade,
devemos deslocar a regiao experimental para maiores valores de pH e umidade,
ao longo de uma trajetdria perpendicular as curvas de nivel, chamada de
deslocamento de maxima inclinagdo da superficie ajustada.

A trajetéria de maxima inclinagdo pode ser algébricamente determinada a
partir dos coeficientes do modelo linear obtido. Para se ter a maxima inclinagéo, os
deslocamentos ao longo dos eixos pH e U devem ser feitos na proporgéo
0,08/0,21 = 0,38, o que significa que para cada unidade a ser avangada no pH
devemos avangar 0,38 unidades na umidade. As coordenadas de varios pontos ac
iongo dessa frajetdria sao apresentadas na Tabela 4.12, tanto nas variaveis
codificadas (X1 e X;) quantc nas unidades reais de pH e umidade
correspondentes.
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P=088

40 05 0,0 0,5 1,0

Umidade

Figura 4.10. Curvas de nivel do plano descritc peio modeio linear. A linha
tracejada preta € a trajetdria de maxima inclinagdo partinde do ponto central do

planejamento.

Os valores reais de pH e U (Tabela 4.12), a partir dos valores codificados,
foram obtidos pelas equac¢bes abaixo com base nos niveis especificados na
Tabela 4.6. ,

X = (pH-7,0)/1,4 e X = (U-40)/7

Tabela 4.12. Matriz do planejamento para a trajetéria de maxima inclinag¢éo, com

os valores das variaveis codificadas e reais.

X4 X2 pH U (%)
1 0,38 8,4 42,7
2 0,76 9,8 45,3
3 1,14 11.2 48,0
4 1,52 12,6 50,6
5 1,90 14.C 53,3

Devido aos elevados valores de pH indicados na Tabela 4.12 serem

inviaveis operacionaimente, optou-se por multiplicar a proporcéo de coeficientes
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obtida por 0.6, ou seja, 0,38.0,6=0,228, o que nfo altera a inclinacdoc da equacao
do modelo. Assim, os novos valores para as variaveis codificadas e reais
encontram-se na Tabela 4.13, bem como os respectivos resultados obtidos dos

experimentos.

Tabela 4.13. Matriz do planejamento para a trajetéria de maxima inclinagdo, com

os valores das variaveis codificadas e reais, e resultados de produtividade (P).

Ha Ko pH v i .
(%} {mg proteina/gms/dia)

0.6 0,228 7.8 41,6 1,10

1,2 0,456 8,7 432 1,31

1,8 0,684 8,5 448 1,47

2,4 0,912 10,4 46,4 1,25

3.0 1,140 11,2 48,0 0,45

Pode-se observar gue o melhor resultado corresponde ao terceiro
experimento. Assim sendo, o préximo planejamento foi feito considerando seu
ponto central em torno do ponto correspondente ao terceiro ensaio, ou seja, pH
9.5e U=45%.

4.3.2.3. Segundo Planejamento Composto Central

A Tabela 4.14 apresenta a nova matriz de planejamento, contendc um
planejamento completo 2 friplicata no novo ponto central € uma configuragéo
estrela. Os valores obtidos para os efeitos principais e de interacdo das variaveis
pH e U de ordem linear (L) e quadratica {Q) sdo apresentados na Tabela 4.15,
para o intervalo de confianca de 95% e, a analise de variancia (ANOVA)
correspondente & apresentada na Tabela 4.16. A Tabela 4.15 e a Figura 4.11
indicam que os efeitos principais do pH (termo quadratico), da umidade (termos
quadratico e linear) e do intercepto sdo significativos ao nivel de significancia de
95% e o modelo apresenta um elevado coeficiente de correlagio (R? = 0,953).

Assim sendo, podemos escrever a seguinte equacao para o modelo,
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P =143~ 0,274.piH + 0,057.U ~ 0,241.0F

onde P € expressa em (mg proteina/gms/dia) & pH € U enconiram-se em sua

forma codificada.

Tabela 4.14. Malriz do segundo planejamento composto ceniral com as variaveis

codificadas e resultados obtidos de produtividade (P).

Ensaio pH U pH v P )
(%) (mg proteina/gms/dia)
1 -1 -1 8,1 38,0 0,74
2 +1 -1 10,9 38,0 0,86
3 -1 + 1 8,1 52,0 0,91
4 + 1 + 1 10,9 52,0 0,98
5 0 0 9.5 45,0 1,41
8 0 0 9,5 45,0 1,42
7 0 0 9,5 45,0 1,46
8 2 0 7,5 45,0 0,97
9 0 + 212 9,5 54,9 1,05
10 +212 0 11,5 45,0 0,88
11 0 - 212 9,5 35,1 0,93

Tabela 4.15 Estimativa dos efeitos para o modelo quadratico, com intervalo de

confianga de 95%, obtida para ¢ segundo planejamento composto central.

Variavel Efeito Erro puro t2 p Coeficiente
pH (L) 0,0157 0,0187 0,838 0,4900 0,008
pH(Q) -0,5476 0,0223 -24,588 0,0017 0,274
u(L) 0,1149 0,0187 6,143 0,0255 0,057
u(Q -0,4826 0,0222 -21,668 0,0021 -0,241
pHx U -0,0250 0,0265 -0,945 0,4444 -0,012
Intercepto 1,4300 0,0153 93,617 0,0001 1,430

R?=0,953 ondelL = linear e Q = quadratico
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Figura 4.11. Grafico de Parelo, para intervaic de confianga de 95%, para o
modelo quadratico obtido do segundo planejamento composto central.

A analise de variancia do modeio (Tabela 4.16) mostra uma relagio Foae/
Fupe maior que 4,00, ao nivel de significancia de 95%. A falta de ajuste neste
caso nao é significativa.

Featc, fatta ajuste = MQr 2 / MQgp = 0,0096 70,0007 = 13,71

Fiapel (0.95; 3; 2) = 19,16

Como Feaic, falta ajuste < Ftabel, N80 ha evidéncia de faita de ajuste do modelo.

Tabela 4.16. Analise de variancia para ¢ modelo quadratico, com intervalo de
confianga de 95%, obtido do segundo planejamento composto central.

S& GL MQ F
Modelo 0,7794 5 0,1559 25,81
Erro Total 0,0302 5 0,0060
Falta de Ajuste 0,0288 3
Erro puro 0,0014 2
Total 0,8006 10

F tabelado: (0,95, 5; 5) = 5,05 ; Frac/ Frane. = 25,81/5,05 = 5,11
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As Figuras 4.12 e 4.13 apresentam o grafico de contorno e a superficie de
resposta obtidas para o modeio, onde pode-se observar que a produtividade

atinge um valor maximo com pH e umidade em tomo de 9,5 e 45%,
respectivamente.
80
56
52
48

44

U {%)

40

36

pH

Figura 4.12. Grafico de contorno do modeic guadratico (P em funcédo de U e pH)

obtido para o segundo planejamento composto central.

Figura 4.13. Superficie de resposta do modeio quadratico (P em fungdo de U e
pH} obtido para o segundo planejamento composto central.
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Derivando a equacao do modelo guadratico da produtividade em funcio do
pH e em funcéo de U e fazendo ambas as derivadas iguais a zero, obtéve-se o
ponto (valores codificados de pH e U) no qual a produtividade € maxima, ou seja,

d(P)/d(pH) =-0,548.pH =0 ; pH =0 = X,
d{P}/d(U) = 0,057 ~ 0,482.U = 0 ; U=0,118=X;

Os valores reais de pH e U, a pariir dos valores codificados, foram obtidos
pelas equacbes abaixo com base nos niveis especificados na Tabela 4.14.

Xy=(pH-9,5)/1,4=0 ; pH=95
Xo=(U-45)/7T=0,118 ; U=458%

Assim, o ponto 6timo no qual se obtém o maximo valor de produtividade,
corresponde ao pH de 9,5 e umidade de 45,8%. Usando valores de produtividade
de 0,71 a 1,43 mgigms e substituindo na equacao do modelo guadratico, obtéve-
se as curvas de nivel correspondentes. Plotando as respectivas curvas, obtéve-se
o gréafico da Figura 4.14, onde pdde-se observar que a produtividade tende a
aumentar em direcdo ac ponto &timo correspondenie aos valores codificados de
pH = 0 e U= 0,118 (0 que equivale a P = 1,44 mg/gms/dia).

pH

0.0 T T T 1 g T T T ; T T T T ] 1
2,0 15 10 -4,5 0,0 0,5 1,0 1.6 2,0
pto. 6timo U
{0,118; 0)

Figura 4.14. Curvas de nivel da superficie descrita pelo modelo guadratico. A seta
corresponde ao ponto de maxima produtividade (vaiores codificados de U e pH).
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4.4. Cinética de Crescimento da Biomassa Flngica

Para a determinac&o do perfil de crescimento do D. monoceras foi feita a
fermentacdo usando-se todo o conjunto das doze colunas de Raimbault, sendo
uma coluna retirada a intervailos de 24h para a caracterizacdo cinélica da
fermentacio. As condicles usadas na fermentacac foram as otimizadas, ou seja,
com pH 9,5 e U = 458%. As demais variaveis foram especificadas como na
Tabela 4.2 (ponto central), e apresentam os seguintes valores:

= Conceniracao inicial do indculo: 0,4 mg/mL

e Tamanho de particula do substrato = 0,59 mm

o Vazdode ar = 2,0 L/h/coluna

Além disso, foi usado o farelo de trigo como substrato, idade de 14 dias
para o preparo do inéeulc e temperatura de 25°C. Apés a fermentacaoc, os meios
fermentados, juntamente com a amostra inicial (t; =0h), foram secos em estufa a
37°C e, em seguida, feita a exiracio das proteinas conforme descrite no item 3.2.2
(Capituio 3). Foram analisados os contelidos de proteina, aglcares redutores (AR)
e aclcares redutores totais (ART) dos 13 extratos brutos obtidos. A anélise de
polifendis nas amostras de extrato bruto mostrou-se inviavel devido a problemas
de formac¢éo de precipitados para concentragbes acima de 0,3 mM. Assim, o
contetido de polifendis foi determinado nas amostras de extratos com potencial
alergénico, obtidas apds recuperagdo das proteinas do extrato bruto por
precipitagdo com etanol e acetona. A analise de umidade e atividade de agua (aw)
foram feitas nas amostras do meio sélido fermentado imido.

A cinética de crescimenio da biomassa fungica foi caracterizada através
dos perfis de proteina, AR, ART, umidade, atividade de agua e polifendis. As
Figuras 4.15 e 4.16 apresentam os resultados obiidos para a caracterizacao
cinética. Pode-se observar, pelo perfil de proteinas obtido que o inicio da fase
logaritmica pode ser considerado aproximadamente a partir de 24 horas e a fase
estacionaria estabelecida apds 168 horas (7 dias).
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O elevado pericdo da fase lag deve-se, provaveimente a adaptacao do
fungo & sua nova condig&o ou meio de crescimento. Uma vez adaptado ao meio, ©
fungo cresce de forma exponencial, tendo como substrato a glicose presente no
meio, a qual tem seu conteGdo diminuido como se pode observar nos perfis de AR
e de ART (Figura 4.16). A reducdo no contetdo de AR foi mais acentuada ao
longo da fase log de crescimento do fungo e mais amena na fase estacionaria,
permanecendo praticamente constante na fase de autdlise.

Para os polifendis, observa-se um perfil semelhante ao das proteinas, o que
faz inicialmente pressupor que a variacido no conteldo de polifendis esta
associado ao crescimento do fungo. Por outro iado, pode-se afirmar que as
condicdes (pH e relacdo sdlido:solvente) estabelecidas para a exiragd@o das
proteinas (item 3.2.2, Capitulo 3) favorecem também a exiragio dos polifendis.
Azzoni (2002), trabalhando com recuperacidc e purificacde de proteinas
(especificamente a aprofinina recombinante) a partir de sementes de milho
transgénico, estudou a influéncia que a forga iGnica e o pH da extragdo de
proteinas exercem sobre o conietido de polifendis. Concluiu que a forga idnica, em
termos de concentracao de NaCl (na faixa de valores estudados de 0 a 300 mM),
apresentou pouca influéncia sobre o contetido de polifenéis. Porém, em termos de
pH, os resultados indicaram aumento significativo na concentragao de polifenodis
quando o pH passa de 4,0 para 10,0. Foi obtida a concentracao de polifendis de
0,229 mM para o pH 4,0 contra 0,654 mM para o pH 10,0.

Como a extragdo das proteinas da massa fermentada de D. monoceras foi
a pH 9,0 pressupde-se, portanto, que tenha ocorrido maior extracao de compostos
fendlicos presentes no substrato, para este valor de pH. Porém, devido a
recuperacao das proteinas por precipitagao obteve-se niveis finais inferiores de
polifendis, alcangando valor maximo de 0,265 mM em 144 h {Figura 4.15). Este
valor encontra-se proximo ao encontrado por Azzoni (2002) para faixa de pH de
extracdo igual a 4,0. O autor conciuiu, baseado em dados disponiveis na literatura,
que a quantidade de polifendis extraida em pH 3,0 e 4,0 ndo é suficientemente
alta para ocasionar perdas expressivas de proteina ativa durante o processo de
recuperacao e purificacio de aprotinina recombinante.

O teor de umidade do meio (Figura 4.16) teve aumento de 13% ao final da

fermentacao, como era esperado. O metabolismo primario, utilizado na producao
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de energia, ocasiona a producioc de CO; pela respiracac do fungo, entre outros
gases, o que resulta em perdas de matéria seca. Essas perdas de material,
associadas ao acumulo de agua no meio fermentativo, justificam o aumento de
umidade no meio. Segundo Doelle et al (1892), a umidade apresenta, para cada
tipo de subsirafo, uma relacdo caracteristica com a atividade de agua. A relagdo
enire aw e a umidade n&o é linear e alteracbes no conteGdo da umidade resultam
em variagtes relativamenie peguenas na atividade de agua. O valor &timo de aw
para o crescimento de alguns fungos usados em processos de FES foi
determinado como sendo 0,86 no minimo. Neste estudo, a atlividade de agua
passou de um valor inicial de 0,96 para 0,98 ao término da fermenta¢ao (aumento
de 2%. apenas). Somente a partir de 96 h apresentou um aumenioc mais
pronunciado, resuitando no crescimento mais acelerado do fungo, mantendo-se
praticamente constante até o final da fermentac&o. De acorde com Doelle et al.
{1982), a manutencao do valor da atividade de agua no mesmo patamar da fase
do crescimento resulta na producac da biomassa sem esporulagao do fungo.

A acao microbiana sobre o substrato pode conduzir 2 mudancas na aw do
substrato. A oxidac&o de carboidratos libera agua, aumentando a aw do substrato,
caso a agua nao seja removida durante o processo (Raimbault & Alazard, 1980;
Durand & Chereau, 1988). No caso da fermentagcdo com Drechslera
(Helminthosporium) monoceras a temperatura ideal de crescimento foi
estabelecida em 25°C (Menezes, 1995) e, neste caso, a injecdo de ar saturado na
temperatura ambiente, associado a natureza pouco exotérmica da reacgao,
aumentou a pressao de vapor d’agua no substrato resultando em acréscimo na
atividade de agua e umidade do mesmo.

4.4.1. Coeficiente de Rendimento Yys
O grafico da Figura 4.17 mostra o perfil do coeficiente de rendimento, Yyxs,

calculado para a fermentacdo, o qual relaciona a quantidade de biomassa (X}

produzida em qualquer tempo “t” com o respectivoe consumo de substrato (S), de

acordo com a equacio abaixo:

(Xt — Xo)

W(S ) (mg proteina / mg glicose)
0=t

Yx/5 =
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Verifica-se reducdo acentuada nos valores de Yy até 96h de fermentacio,
periodo no qual ocorre aumento exponencial da massa celular com grande
consumo de substrato. Entretanto, ao longo da fase estacionaria, Yxs se mantém
constante uma vez que se verifica um menor consumo de glicose, necessario
apenas para a manutengdo do fungo.
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Figura 4.17. Perfil de Yxs obtido para o crescimento de D. monoceras nas
condicdes otimizadas da FES.

O perfil de Yxs, associado ao fato dos aglicares do meio nac haverem sido

completamente consumidos ao final da fermentacao, pode ser um indicativo de
fimitac@o de oxigénio no sistema.

4.4.2. Alternativas para a Prevencio da Compactacac do Meio Sélido
Verificou-se, ao iongo da fermentagdo, encothimento do leito de
fermentacao, que se deve a perda de matéria seca, devida a liberacéo de gases, e
ao umedecimento da massa, em funcdo da entrada de ar saturado, compactando
dessa forma o meio fermentado e formando caminhos preferenciais para o
escoamento do oxigénio, o qual tende a passar pela parte externa do leito,
circundando o mesmo. Esse fato vem a comprometer a eficiéncia de transferéncia

de oxigénio para as regifes mais internas do meio de fermentagio, dando origem
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& formacd@o de gradientes de concentracdoc de oxigénio ao longo do leito,
limitando, desta forma, o crescimento aerdbio do fungo de forma homogénea e,
por conseqiiéncia, afetando o rendimento do processo.

Visando amenizar a compactacdo do meic e melhorar ¢ acesso do oxigénio
ao longo do leito de fermentacao, foram feitos ensaios considerando as seguintes
alternativas: 1) utilizacdo de material inerte {(esleras de vidro, de 2 mm de
diadmetrc) homogeneamente misturado ac meic de fermentacdo, para prevenir a
compactacao e 2} usc do material inerte associado a redugdo da umidade do ar de
entrada do biorreator, para prevenir a compactagdc e melhorar a transferéncia de
oxigénio. Assim, foram feitos experimentos usando-se as doze colunas de
fermentacao, distribuidas em irés ensaios:

- Ensaio 1 (E1): Quatro colunas usadas para a fermentacido normal
{(semelhante as anteriores) gue servira de conirole, conforme as condighes
especificadas noitem4.4.

- Ensaio 2 (E2): idem 3 E1, porém usando 30% (p/p) de esferas de vidro de
2 mm de didmetro (previamente esterilizadas), homogeneamente misturadas ao
meio de fermentacao.

- Ensaio 3 (E3): idem a E2, porém sem adicionar agua aos distribuidores
secundarios, para reduzir a umidade do ar de entrada dos reatores.

Cada ensaio foi feito em 4 colunas, que foram consecutivamente retiradas
apos 48, 96, 144 e 192 h de fermentacio para analise de umidade e pH nas
amostras solidas e AR, ART e proteinas nos extratos brutos obtidos das mesmas.
As Figuras 4.18, 4.19 e 4.20 apresentam os perfis cinéticos obtidos para cada
ensaio. Verificou-se, apds 192 h, menor quantidade de massa fermentada seca
obtida para os ensaios E2 e E3, indicando que ocorreu maior liberacao de gases
durante a fermentacao, proporcionada provavelmente por reacdo metabdlica mais
intensa. A variacdo no conteido de umidade ao final da fermentagao foi de
+12,1% para o ensaio E1, +15,2% para o ensaio E2 e -5,2% para o ensaio E3. O
aspecto visual do ensaio E3 indicou menor compactacido do meio, ocasionada
pela introducdo de ar menos Umido no biorreator, apesar da maior liberacdo de
gases (massa seca).
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Figura 4.18. Perfis de pH (— o —), proteina (mg/gms, —4&—), ART (mg
glicose/gms, — s —), AR (mg glicose/gms, — x -} @ umidade (%, — ¢ —) obtidos
para o ensaio E1, para o crescimento de D. monoceras nas condigdes otimizadas

da FES.
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Figura 4.19. Perfis de pH (— o —), proteina {mg/gms, —A—), ART (mg
glicose/gms, — s —), AR (mg glicose/gms, — x —) e umidade (%, — «—) obtidos
para o ensaio E2, para o crescimento de D. monoceras nas condigbes otimizadas

da FES.
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Figura 4.20. Perfis de pH (— o —), proteina (mgfgms, —4—), ART (mg
glicose/gms, — » —), AR (mg glicose/gms, — x —) e umidade {%, — e —) oblidos
para o ensaio E3, para o crescimento de D. monoceras nas condigdes otimizadas
da FES.

A produtividade (para 192h de fermentagao) obtida para o ensaio E3 fol de
11,4 mg proteina/gms ao passo que se obieve 9,7 mg proteina/gms para 0 ensaio
E1 e 10,8 mg proteina/gms para o ensaio E2. Portanto, © menor umedecimento e
compactacao verificada no ensaio E3, devido a introdugao de ar ndo saturado na
coluna, resuliou em acréscimo de 17,5% no valor da produtividade, proporcionado
certamente pela transferéncia mais eficienie de oxigénio.

Nas Figuras 4.18 a 4.20 pode-se cobservar a diminuicdo dos aglcares
redutores evidenciando o consumo de glicose pelo fungo durante ¢ crescimento. O
grafico da Figura 4.21 apresenta os perfis do coeficiente de produgdo Yys
caicuiado para os {rés ensaios.

Pode-se observar valores mais elevados do coeficiente de producio para o
ensaio E3, indicando maior eficiéncia de crescimento do fungo com consumos
menores de substrato. O fato dos ensaios E1 e E2 apresentarem crescimento

fingico com consumos maiores de glicose pode ser um indicio de condigcbes de
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anaerobiose, a qual pode ocorrer nas regides mais internas do leilo de
fermentacao com a presenca evidente de menores quantidades de oxigénio.
Qostra et al. (2001) e Jennings (1995) conduziram o crescimentio de
Rhizopus oligosporus em FES em meio contendo glicose e observaram gue, sob
concentragbes reduzidas de oxigénio, obfinha-se a convers8c anaerdbica de
glicose em etanol. Estes autores verificaram também valores menores para o

coeficiente de produgdo Ys, fato que atribuiram as condigdes de anaerobicse.
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Figura 4.21. Perfis do coeficiente de produgéo Yxs obtidos para os ensaios
E1(—u—), E2 (—e—) e E3 (— 4 —), para o crescimento de D. monoceras, nas
condigbes otimizadas da FES. Os valores de Yxs sdo expressos em mg

proteina/mg glicose.

Observa-se nos ensaios E1 e E2 (Figuras 4.18 e 4.19) uma reducgdo no
valor do pH até 96 h de fermentacao e, apés, um ligeiro acréscimo. No ensaio E3
(Figura 4.20) verifica-se uma diminuicdo constante do pH até o valor de 8,3.
Segundo Doelle et al. (1992}, o pH de uma cultura de microrganismos pode mudar
durante a fermentacdo em resposta a atividade metabdlica. A razdo mais 6bvia

para o decréscimo no pH &€ a secregdo de acidos organicos como acido latico ou
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acético. Por outro lado, a assimilac8o de acidos organicos, gue porventura
possam estar presentes em certos meios de cultura, conduzira ac aumento do pH.
Para o caso do ensaio E3, como a menor umidificagdo do meio, aliada a melhor
respiracdo do funge, conduziu ac crescimento mais expressivo do mesmo €
possivel conjecturar que tenha ocorride alguma mudanga nas vias metabdlicas do
fungo pela maior acessibilidade das hifas aos nutrientes, resultando na excrecdo
de produtos de carater menos basico. Por oulre lado, pode-se também afirmar que
a diminuiclo da gquantidade de agua ao longo do ensaic E3 (bem como a
alteracbes nas condicdes de ftemperatura e pressdo) induziu a diferentes
condi¢gbes de equilibrio dos solutos dos nutrientes no meio de fermentacéo,
fazendo baixar ¢ pH.

O valor de pH inicial 9,5 otimizado neste trabalho para o crescimenio do D.
monoceras em meio soélidc pode ser considerado elevado se comparado ao valor
de pH inicial 7,0 usado por Menezes (1995) para o crescimento desse fungo em
fermentacéo submersa por meio do uso do caido Czapeck. Segundo Doelle et al.
(1992), os fungos filamentosos crescem em condigbes do meio na faixa de pH de
2 a 9, com valor 6timo geraimente entre 3,8 e 6,0, dependendo do meio de
fermentagdo utilizado. Como exemplos de valores de pH inicial elevado para
crescimento de fungos filamentosos em FES, podem ser citados Yadav (1988), o
qual cultivou Coprinus sp. em palha de trigo com pH inicial igual a 9,0 e Mitchell et
al. (1988), que trabalhande com amido de mandioca, obteve o crescimento de
Aspergillus oryzae com pH inicial igual a 8,0.

4.4.3. Consideragdes sobre a Variabilidade da Produtividade

Neste trabalho, 0os ensaios de fermentagdo foram feitos em trés blocos
distintos: determinagdo prévia das condicbes de fermentacdo, otimizagdo das
condicbes da FES e cinética de crescimenio da biomassa flngica. Para cada
bloco, foi utilizado um conjunto de repiques de 12 tubos, obtidos a partir de
diferentes tubos originados da cepa méae, conforme descrito no item 3.2.2. Nos
resultados cbtidos, pode-se verificar diferengas significativas nos valores de
produtividade obtidos nas mesmas condigdes operacionais, como é o caso do
ponto maximo resultante do planejamento estatistico, que fornece ¢ valor de 1,44

mg/gms/dia (Figs. 4.13 e 4.14) e os ensaios cinéticos, cujo valor maximo obtido
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em 7 dias {(168h) foi de 1,17 mgfgmsidia (caiculado a parlir da Figura 4.15).
Produtividades maiores podem ser observadas também nos ensaios iniciais para
determinacdo prévia das condicdes de fermentacdo (Figs. 4.2 e 4.3). Esta
variabilidade observada deve-se tanto aos repiques sucessivos {obtidos do
repique original) quanto 4 propria variabilidade do repique original, obtido da cepa
mae. Essas variagtes foram observadas durante o trabalho e, para reduzi-ias e
principalmente garantir a coeréncia dos resultados nos ensaios de otimizacdo da
FES, cada bloco de experimentos foi realizado a partir de um repigue original e

com no Maximo 2 repigues sucessivos.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSOES i
RECUPERAGAO DAS PROTEINAS DO EXTRATO BRUTO

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos para a obtencao
dos extratos com potencial alergénico apos a recuperacao das proteinas dos
extratos brutos, mediante a precipitacdo das mesmas por diferentes agentes
precipitantes. Sera apresentada também uma avaliagde dos niveis de
concentracdo de proteinas e carboidratos obtidos nos extratos e, por Gitimo, um

estudo visando uma remocao mais efetiva dos sais e polifendis.

5.1. Recupera¢ao das Proteinas do Extrato Bruto

O extrato bruto de D. monoceras, obtido conforme item 3.2.2 (Capituio 3},
apresentou cor marrom escura e intensa, pois se constitui de mistura de diversos
compostos gue se encontram no meio fermentado e que sao soliveis em agua.
De modo a melhor caracterizar as proteinas com potencial alergénico, as mesmas
foram recuperadas a partir dos exiratos brutos, usando processos de precipitacao
com solventes organicos e com sulfato de aménio, conforme descrito no item 3.2.3
(Capituio 3).

Os métodos utilizados permitiram clarificar os exiratos brutos de tal modo
que se tornou possivel identificar posteriormente as proteinas por meio de
eletroforese SDS-PAGE, pois a cor dos extratos brutos e a presencga de cerias
substancias dificultavam a revelacgéo e a definicdo das bandas protéicas, devido a
formacdo de manchas escuras e continuas ao longo de cada raia. Apés a

precipitacao das proteinas dos extratos brutos, procedeu-se a filtragio em gel com
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Sephadex G-25 e didlise, para remocao de sais e polifendis, de modo a se obter ¢
extrato corn potencial alergénico.

Foram realizados trés ensaios de precipitagdo para se determinar a
gficiéncia de recuperacéo das proteinas.

e Primeiro ensaio: precipitagdo com EIOH (70% v/v), seguido de
precipitacdo com acetona (50% viv);

e Segundo ensaic; precipitacdo apenas com EtCH (70% viv);

= Terceiro ensaio: precipitacdo apenas com solugao saturada de SAm
{(70% viv).

No primeiro ensaio foram utilizadas as amostras de extratos brutos obtidas
da curva de crescimento (cinética) do fungo (item 4.4, Capiiuic 4). A Figura 5.1
mostra os 2 perfis obtidos para os contetdos de proteina antes (exiraio bruto) e
ap0s a precipitacdo, filtracio em gel e dialise (exirato com potencial alergénico). O
processo de recuperagdo de profeinas do exirato bruto acarretou perdas no
contetido protéico, que podem ser visualizadas pela diferenca entre os dois perfis.
A recuperacac média de proteinas foi determinada em 31,8 + 9,5% para o primeiro
ensaio.

No segundo e no terceiro ensaio foram utilizadas as amostras de extratos
brutos obtidas a partir de nova fermentacéo. As Figuras 5.2 e 5.3 apresentam os
perfis (extratos bruto € com potencial alergénico) de proteina obtidos para ambos
os ensaios. A recuperacic média de proteinas foi determinada como sendo 42,8 +
7.4% para a precipitacdo apenas com EtOH e 38,6 + 4,2% para a precipitagéo
apenas com sulfato de aménio {SAm).

Pode-se observar que as precipitages com EtOH (segundo ensaio) e com
SAm (terceiro ensaio) apresentaram maior rendimento em termos de recuperacao
das proteinas do extrato bruto, ficando portanto descartada a utilizagdo da acetona
como segundo agente precipitante, no primeiro ensaio.

A utilizagdo da acetona como segundo agente precipitante (no primeiro
ensaio) permitiu a obtencdo de um extrato com potencial alergénico mais
clarificado, o0 que facilitou a identificacdo posterior das proteinas no gel de
eletroforese. Por outro lado, mesmo sem a utilizacao da acetona, a identificacao
das proteinas no gel de eletroforese foi possivel.
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Figura 5.1. Perfis de proteina (mg/mL) no extrato bruto (— = —) e no extrato com

potencial alergénico (— o —j, sendo este dltimo obtido por precipitacio com EtOH

e acetona {(primeiro ensaio).
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Figura 5.2. Perfis de proteina (mg/mL) no extrato bruto (— = —) e no exirato com

potencial alergénico (— e —), sendo este Gitimo obtido por precipitacido com EtOH

{(segundo ensaio).
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Figura 6.3. Perfis de proteina (mg/mL) no exirato bruto (— % —) e no exirato com
potencial alergénico (— ¢ —), sendo este Gitimo obtido por precipitacdo com SAm

{terceirc ensaio}.

O tipo de precipitado forrnado no ensaio com SAm resultou em uma
centrifugacao ineficiente do mesmo. O scobrenadante, contendo o precipitado
residual nao centrifugado, foi submetido a uma filtracdo manual, com tecido de
poliamida. Em fungdo dos resultados obtidos foi descartada a precipitagdo
sucessiva com EtOH e acetona.

5.2. Reiagao entre os Contelidos de Proteina e Carboidrato nos Extratos

A Figura 5.4 mosira os 2 perfis obtidos para os conte(idos de ART antes
{(extrato bruto) e apés a precipitacao com EtOH, filtracdo em gel e didlise (extrato
com potencial alergénico). Foram obtidos valores baixos de ART (< 0,1 mg/mL)
para o extrato com potencial alergénico, indicando que os aglcares presentes nos
extratos brutos foram removidas através do processo de precipitacao, filtracdo em
gel e didlise. A remocéo média de acucares foi determinada em 90,0 + 1,3%.

A Figura 5.5 apresenta os perfis de ART e proteina obtidos para os exiratos
com potencial alergénico. Considerando-se apenas os contedos de profeinas e
carboidratos nos extratos com potencial alergénico, obteve-se os valores médios
de 88,2% de proteinas e 13,8% de carboidratos.
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Figura 5.4. Perfis de ART {mg glicose/mL} no extrato bruto (— & —)} e no exirato

com potencial alergénice (— = —), sendo este Gltimo obtido por precipitagdo com

EfOH.

Protelna (mg/mL)
ART (mg glicose/mL.)

100 150 200 250 300
Tempo fermentacao, h

Figura 5.5. Perfis de proteina (mg/mL, — # —) e ART (mg glicose/mL, — ¢ —) no

extrato com potencial alergénico obtido por precipitagdo com EtOH.
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As maiores porcentagens de proteina foram observadas para as amosiras
de extratos com potencial aiergénico de 96 a 288 h de fermentacfo. Para os
extratos brutos, obteve-se a composicao media de 72,1% de proteinas e 27,9% de
carboidratos, para os tempos de fermentagdo entre 96 e 288h. Menezes (1995)
determinou, para o extrato bruto de D. monoceras, obtido apbs ¢ 28° dia de
fermentacao em meio liquido, a composicio de 74,4% de proteinas e 25,6% de
carboidratos.

£.3. Consideragdes sobre a2 Quantificacio de Proteinas nos Extratos

Um aspecto importante a ser ressaltado refere-se a guantificagée de
proteinas nos exiratos pelo método de Bradford, usado neste trabalho. De acordo
com Singh et al (1892}, a utilizacdo do méiodo de Bradford resulta em valores
menores de concentracdo de proteinas para extratos alergénicos. Sabidamenie, o
método € rapido e sensivel, porém a precisic dos resuitados é dependente da
ligacao das proteinas presentes no extrato com o corante Coomassie brilliant blue
G-250, uma vez que a formagac do complexo coiorido ocorre preferenciaimente
com as proteinas de maior tamanho. Assim sendo, € muitc provavel que ocorra a
inibicdo, em certo grau, do processo de formac¢ao do complexo proteina-corante
durante a analise devido a presenca, além de proteinas, de carboidratos,
polifendis e alguns pigmentos nos extratos alergénicos.

Segundo Singh et al (1992), a maioria dos méiodos geralmente utilizados
para a quantificacdo de proteinas de extratos apresentam resultados variaveis
devido a presenga de interferentes. De modo a determinar o método mais
apropriado para a estimativa do teor protéico de extratos alergénicos de fungos, o
autor e seus colaboradores testaram os métodos de Lowry modificado (LM),
Bradford (B), micro-Kjeldahl (MK), acido bicinconinico (BCA) e acido bicinconinico
modificado (MBCA). O método de Bradford resultou em menores valores de
proteina e o método MK apresentou os valores mais elevados, ficando os métodos
LM, BCA e MBCA com concentragbes intermediarias de proteinas para a maioria
dos extratos aiergénicos fingicos testados.

Neste trabalho foram realizados testes comparativos enire os métodos de
Bradford, LM (Hartree, 1972} e BCA para a determinacdo do conieiido de

proteinas nos exiratos com potencial alergénico de D. monoceras. O método LM
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apresentou problemas de estabilidade, devido 4 formacao de precipitados durante
a analise. Com o méitodo BCA obteve-se valores quatro vezes maiores de
concentracdo em relacdo ao Bradford. Foram observados, pelo método BCA,
valores médios de 5,6 mg/mL de proteinas para os exiratos brutos (obtidos para
os tempos de fermentacdo de 96 a 240 h) conira 1,4 mg/ml de proteinas pelo
método de Bradford. Portanto, devido a essas variagbes, deve-se fer cuidado ao
se comparar valores de produtividade enitre o método FES conduzido neste
frabatho e o método de cultive em meio liquido conduzido por Menezes (18395),
para 0 mesmo fungo, uma vez que este autor utilizou o método de Lowry et al
(1951) para a determinacéo do contetido de proteina dos extratos.

£.4. Remocao de Sais e Polifendis

A formulacio dos nuirientes usada para a fermentacio foi baseada na
composicdo do meio Czapeck, a gual inclui diversos sais, além da adicdo de
carboidratos e peptona. A maior quantidade de compostos fendlicos (taninos,
flavonsides e quinonas) no meio fermentado deve-se provavelmente a natureza
quimica do farelo de trigo. As proteinas do extrato podem interagir com moléculas
de tamanho pequeno que estejamn presentes, como sais e polifendis, as quais
devem ser removidas. A presenca de polifendis pode resultar em interferéncias
nos testes cutdneos a serem realizados nos pacientes com sintomas de alergia
respiratéria, além de probiermas nas técnicas de separagio por cromatografia
liquida.

No processo de recuperacao de proteinas por precipitacaéo, descrito no item
5.1, ocorreu a remogao parcial destes sais e polifenéis dos exiratos brutos. Para
uma methor remocgao dos sais e polifendis, procedeu-se, apés a precipitacdo das
proteinas, a filtragdo em gel em coluna contendo Sephadex G-25. Em seguida fez-
se uma dialise no liquido eluido da cotuna, conforme descrito no item 3.2.3.

Para avaliar o rendimento de remogao dos sais na filtragdo em gel e na
didlise, foi medida a condutividade eletrolitica nos extratos com potencial
alergénico antes e apfs a filtracao em gel e apds a dialise. Através da curva
padrao de condutividade eletrolitica, preparada com solugdes de concentracbes
conhecidas de sulfato de aménic, determinou-se as concentragbes de sal nos

extratos.
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A remocao de polifendis foi avaliada pelo contelGdo de polifendis antes €
apos a filtracdo em gel e apds a dialise. As Figuras 5.6 e 5.7 mostram os perfis
das conceniracbes de sais e polifendis, respectivamente. Foram testados os
extratos com potencial alergénico obtidos por precipitagdo com EtOH, seguida de
precipitacdc com acetona. Foram obtidos os seguinies valores medios para a
remocaoc de sais:

e remocao de sais por filtracdo em gel: 42,7 + 10,5%;
s remocdo de sais por didlise: 72,8 £7,5%

e remocao de sais total (incluindo filtracdo em gel e dialise): 84,2 +6,8%.

Pode-se observar que a didlise foi decisiva na remogao dos sais,
alcangando-se um valor minimo e constante de concentracdo de sais, na ordem
de aproximadamente 0,10 M. Esse valor de concentrac8o deve-se,
provavelmente, & presenca de sais remanescentes, ou oulros compostos com
cargas elétricas, que estariam associadas as proteinas e que, por este fato, ndo
puderam ser removidas pela didlise em fungéo do didmetro de corte da membrana
utilizada.

Foram obtidos os seguintes valores médios para a remoc¢ac de polifendis:

o remogao de polifendis por filtragio em gel: 47.4 +5,0% “
e remocao de polifendis por didlise: 73,4 £ 12,1%

e remogac de polifendis total (filtracdo em gel e dialise): 85,8 +7,5%.

Estes valores s&o préximos aos encontrados para a remogéo de sais, 0 que
indica que a remogac de polifendis, por filtracdo em gel e por didlise, ocorreu
concomitantemente com a remocao de sais.

Alem da dialise, outros métodos foram testados para a remocgdo de
polifendis tais comoc a adsorgdc com as resinas Dowex 1x8 e XAD-4, a
complexagdo com PVPP e a uitrafiltracdo, conforme descrito no item 3.2.3
{Capitulo 3). A Tabela 5.1 apresenta as concentragbes de polifendis obtidas antes
e ap0s cada teste, bem como as porcentagens de remogao.
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Figura 5.8. Perfis de concentracio de sais dos extratos com potencial alergénico
obtidos no processo de separacio por filtracdo emn gel e didlise, realizada apés
precipitacio das proteinas do extrato bruto por adiggdo sucessiva de EtOH e
acetona. Antes da filiragcdo em gel (— = —), apos a filtracdo em gel {(— ¢ —) & apos

a diglise (—a—).
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Figura 5.7. Perfis de conceniragcio de polifendis dos extratos com potencial
alergénico obtidos no processo de separacido por filtracdo em gel e didlise,
realizada ap0s precipitacio das proteinas do extrato bruto por adigédo sucessiva de
EtOH e acetona. Antes da filtracdo em gel (—=—), apds a filtracdo em gel (— e —)

e apoés a didlise (—a—),
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Para estes testes partiv-se de uma mesma amostra de extratc com
potencial alergénico {amostra no tempo de fermentacéo de 192 h}, porém sem a
etapa da dialise. Pelos resultados obtidos, observa-se que a maior eficiéncia de
separagdo ocorreu com a ultrafiliragéo (61,4%), porém com menor porceniagem
de remocé&o gue a didlise, anteriormente determinada (73,4%).

Foi determinado também o conteldo de proteina total antes e apds a
separacdo dos polifendis e verificou-se uma perda em forno de 15% de proteinas
na ulirafiliracdo e 4% na didlise. Nas resinas PVPP, XAD-4 e Dowex 1x8 ndo

foram observadas perdas de proteinas.

Tabela 5.1. Concentagdes de polifendis obtidas a partir dos diferentes métodos de

separacio, e suas respectivas % de remocao.

Concentracéo de Concentragao de
% remocéao de

Método de separagio polifendis (mM),  polifendis (mM), ) )
) polifendis
antes separacao  apos separacio
Complexacéao por PVPP 0,127 0,110 13,4
Adsorcao em XAD-4 0,127 0,076 40,2
Adsorcao em Dowex 1x8 0,127 0,087 31,5
Ultrafiltracéo 0,127 0,049 61,4
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSOES lil
CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS COM POTENCIAL ALERGENICO

Neste capitulo, inicialmente s&o apresentadas as eletroforeses (8DS-
PAGE), para a identificacao das massas moleculares das proleinas presentes nos
extratos com potencial alergénico, & também os resultados obtidos da focalizagao
isoelétrica para a determinacdc dos pontos isoelélricos das proteinas. A seguir,
sdo apresentados os resultados dos testes cutdneos (“prick-test”), aplicados nos
pacientes com sintomas de alergia respiratoria, e também os resultados das
analises de “Dot-Blotting” e “Immunoblotting” para a avaliagdo do grau de
alergenicidade in vifro dos extralos com potencial alergénico. Finalmente, sao
apreseniados os estudos feitos com cromatografia de permeacdo em gel para a
tentativa de fracionamento das proteinas dos exiratos com potencial alergénico.

6.1. identificagdo das Proteinas

A identificacdo das proteinas nos extratos com potencial alergénico foi
realizada por meio da analise de eletroforese SDS-PAGE. As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de 15% de concentracéo de poliacrilamida para
identificar as proteinas de baixa massa molecular (na faixa de 14,4 2 94,0 kDa), e
gel de 10% de concentragac de poliacrilamida para identificar as proteinas de alta
massa molecular (na faixa de 53 a 212 kDa).

Foram utilizadas as amostras dos extratos com potencial alergénico obtidos
por precipitacdo com EtOH e por precipitacdo com SAm, considerando os tempos
de crescimento de 0, 48, 98, 144, 192 e 240h. |
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6.1.1. identificacfio das Proteinas dos Exiratos com Potencial Alergénico
Obtidos por Precipitacio com EtOH

A Figura 6.1 apresenta o eletroforetograma obtido para as seis amostras de
extrato com potencial alergénico (0 a 240h), sendo o gel de 15% de poliacrilamida
e marcadores de baixa massa molecular. A disténcia d, indicada na figura, fol
utilizada para o calculo da migracao relativa (R, a qual permitiu a determinacéo
mais precisa das massas moleculares das proteinas nos exiralos. A Tabela 6.1
resume as proteinas identificadas em cada amostra.

MBI &=0h 48h 86h 144h 182h 240h

kDa Crigem
a4.0 4
87.0
43,0 2
24,0 2
4
d=7.2 cm
6
20.1
14,4 7
v fFrente
coranie

Figura 6.1. Eletroforetograma (SDS-PAGE) das amosfras de exiralos com
potencial alergénico obtidas por precipitagdo com EiOH, em gel com 15%
poliacrilamida e marcadores (MM) de baixa massa molecular. As setas, com os
respectivos nimeros, indicam a presenca das proteinas de baixa massa molecular
identificadas no gel.

As proteinas de alla massa molecular das amostras dos exiratos com
potencial alergénico obtidos por precipitacdo com EiOH foram identificadas do
mesmo modo, porém usando os marcadores de alta massa molecular em gel de
10% de poliacrilamida. A Figura 6.2 apresenta o eletroforetograma. A Tabeia 6.2
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apresenta as proteinas identificadas no gel. A partir de 86h verificou-se no gel ¢

aparecimento de proteinas de alta massa molecuiar.

Tabela 8.1. Proteinas de baixz massa molecuiar identificadas nas amostras de
extratos com potencial alergénico obtidas por precipitagdo com EtOH (gel de 15%

de poliacrilamida).

Proteinas (kDa)

Amostra (1) 2 (3) (4) (5) (6) (7)
77,0 51,5 43,8 38,1 35,7 28,2 14,9
0 X X X X X
48 h X X X X
96 h X X X X X X
144 h X X X X X
182 h X X X X X
240h X X X X X

Tabela 6.2. Proleinas de alta massa molecular identificadas nas amostras de
extratos com pofencial alergénico obtidas por precipitagio com EtOH (gel de 10%
de poliacrilamida).

Proteinas (kDa)

Amostra D (2) (3)
1567,3 103.1 71,8
96 h X X
144 h X X
192 h X X X
240 h X X X
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MM 4 =0h 48h 98h 144h 192h 240h

kDa
origem
212.0
470.,0
118,0
76,0
53,0
7,2 cm
Frenie
corante

Figura 6.2. Eletroforetograma (SDS-PAGE) das amostras de exiraios com
potencial alergénico obtidas por precipitacdo com EtOH, em gel com 10% de
poliacrilamida e marcadores (MM) de alta massa molecular. As setas, com os
respectivos nomeros, indicam a presenca das proteinas de alta massa molecuiar
identificadas no gel.

6.1.2. identificacdo das Proteinas dos Extratos com Potencial Alergénico
Obtidos por Precipitagdo com SAm

A Figura 6.3 apresenta o eletroforetograma obtido para as seis amostras de
exirato com potencial alergénico (0 a 240h), sendo o gel de 15% de poliacrilamida
e marcadores de baixa massa molecular. A Tabela 6.3 apresenta as proteinas
identificadas no gel. Podemos observar o surgimento, a partir de 96h, das
proteinas 1 a 6.

Da mesma forma, foram identificadas as proteinas de alta massa molecular
das amostras dos exiratos com potencial alergénico obtidos por precipitacdo com
SAm. A Figura 6.4 apresenta o sletroforetograma obtido com gel de 10% de
poliacrilamida. A Tabela 6.4 apresenia as proteinas identificadas no gel. S0
verificadas no gel, a pariir de 96h, o aparecimento de proteinas de aita massa
molecular.
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Tabela 6.3. Proteinas de baixa massa molecular identificadas nas amostras de
extratos com potencial alergénico obtidas por precipitacdo com SAm (gel de 15%
de poliacrilamiday).

Proteina

Amostra {1 (2} (3) (43 {5} (6)
75,3 85,5 4986 447 27.4 13,6

0 A X

48 h X
96 h
144 h
192 h
240 h

»oX XX
D S I S 4
xox X X
A A S

MM =0h 48h 86h  144h  192h 240h

kDa

— Origem
94.0

67,0

43,0

30,0

20,0

14,4

Frente
coranie

Figura 6.3. Eletroforetograma (SDS-PAGE) das amostras de exiratos com
potencial alergénico obtidas por precipitacdo com SAm, em gel com 15%
potiacrilamida e marcadores (MM) de baixa massa molecular. As setas, com os

respectivos numeros, indicam a presenca das proteinas identificadas no gel.
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MM .=0h 48Bh 96h 144h 192h 240h
kKDa

ry origem
212,0
1700
116,89
76,0
53,0 d=7,1cm
v Frente
corante

Figura 6.4. Eletroforetograma (SDS-PAGE) das amostras de extratos com
potencial alergénico obtidas por precipitacdo com SAm, em gel com 10% de
poliacrilamida e marcadores (MM) de alta massa molecular. As setas, com os

respectivos nimeros, indicam a presenca das proteinas identificadas no gel.

Tabela 6.4. Proteinas de alta massa molecular identificadas nas amostras de
extratos com potencial alergénico obtidas por precipitacdo com SAm.
Proteinas (kDa)

Amostra
1545 105,3 67,6 60,0

Oh X
48 h X
96 h X X X
144 h X X X
192 1 X X X X
240 h X X X
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Encontram-se relacionadas a seguir as massas moleculares das proteinas
identificadas por meio de eletroforese SDS-PAGE nos extratos com potencial
alergénico obtidos por EtOH e por SAm:

- Proteinas identificadas no extratos com potencial alergénico obtidos por EtOH:
167,37/4034/77,0/71,8/51,6/43,6/38,1/357/28,2/14,9

- Proteinas identificadas nos extratos com potencial alergénico obtidos por SAm:
154,65 /105,3/75,3/87,6/655/60,0/4967/44,7/274/13,6

Os valores em negrito sugerem proteinas de mesma massa molecular,
obtidas tanto por precipitac@o com EtOH como por precipitacéo com SAm. Pode-
se observar que s3o obtidas aproximadamenie as mesmas proteinas,
independentemente do agente precipitante. Assim, tomando um vaior médio dos
valores em negrito, podemos definir os seguinies valores aproximados de massa
molecular para as 12 proteinas identificadas nos extratos com potencial alergénico
obtidos por EtOH e por SAm: 14,3; 27.,8; 35,7; 38,1; 44,2; 50,8, 60,0; 65,5, 69,7;
76,2; 104,2 e 155,9 kDa.

Menezes (1995) identificou 7 proteinas para o extrato bruto obtido para este
mesmo fungo, apos 28 dias de crescimento em fermentacdo submersa: 67,0/60,0
/36,07 30,07 201/ 18,5 / 14,4 kDa. Segundo o autor, 0 nimero de fragbes
protéicas obtidas foi menor do que o observado com outros fungos alergénicos.

Para o caso do extratc padronizado do fungo Afternaria alternata (estudado
por diversos pesquisadores), fol assinalada a presenga de 12 fragbes proiéicas
(Yunginger, 1992). Em cepas de Cladosporium sp., ha referéncias sobre a
presenga de 10 a 15 fracbes {Aukrust, 1990), em Aspergillus sp., em torno de 10
fragbes (Harvey & Longbottom, 1987), e em Penicillium sp., aproximadamente 15
fracGes {Alonso et al., 1990). Das fragbes obtidas nesses fungos assinalados, nem
todas apresentam caracteristicas alergénicas. Além disso, as condicbes de cultivo
e os liquidos extratores sdc diferentes, interferindo na guantidade de fracdes
obtidas. Nesse sentido, Souza (1993), utilizando varios meios de cultivo e vérios
liquidos extratores, obteve diferentes numeros de fragBes protéicas para o exirato
de Trichophyton meniagrophyfes. Para o caso do cuitivo do fungo em Czapeck
modificado e extracdo das proteinas com Tris-HCI {(mesmas condicBes utilizadas
por Menezes, 1995), ¢ autor obteve menor nGmero de fragbes protéicas.
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Assim podemos, a principio, justificar neste trabaiho a presenca de maior
quantidade de fragbes protéicas, comparativamente ao extrato alergénico obtido
por Menezes (1995), devido a utilizacdo da FES para o cultivo do D. monoceras,
aliada ac uso da agua como liquido extrator, além das diferentes condices

operacionais usadas para a exiracio e para a recuperacio das proteinas.

8.2. Ponio isoeléfrico das Proteinas

As Figuras 6.5 & 6.6 mostram as analises de focalizacdo isoelélrica
realizadas para as amostras de exirato com potencial alergénico obtidas por
precipitacéo com EtOH e SAm, para a curva de crescimento. Pode-se observar
gue ndo hd uma boa definicdo do ponto isoeiétrico (pl) para cada proteina
presente nos exitratos, mas sim por faixas de valores de pl's. Para as amostras de
exitrato com potencial alergénico obtidas por precipitagéo com EtOH (Figurs 6.5,
de 96 a 240h) pode-se observar pl's na faixa de 3,75 a 8,15 e, para as amostras
de exirato com potencial alergénico obtidas por precipitacdo com SAm (Figura 6.6,
de 96 a 240h) pode-se observar pl’'s na faixa de 6,55 a 8,15.

MM Oh 48h 96h 144h 182h 240h

pi
3.5
3.75
5.20
585
5.55

6.85

7.38

8.15
8.45
8.85
8.3

Figura 6.5. Analise de IEF das amosiras dos exiratos com potencial alergénico (0
a 240h) obtidas por precipitaciio com EtOH, em PhastGel gradiente 3-9 e
marcador (MM) Pharmacia (pl 3-10).
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MM O 48 96 144 192 240 288h

Figura 6.6. Andlise de IEF das amostras dos exiratos com potencial alergénico (0
a 288 h) obtidas por precipitacdo com SAm, em PhastGel gradiente 3-8 e
marcador (MM) Pharmacia (p! 3-10).

6.3. Reatividade dos Extratos com Potencial Alergénico
6.3.1. Testes Cutaneos

Os resultados obtidos dos testes cutdneos (“prick-test”) realizados conforme
descrito no item 3.2 4 (Capitulo 3) apresentaram positividades em 40% dos casos,
considerando a formacdo de papulas iguais ou maiores que 3 mm de didmetro.
Papulas iguais ou maiores do que 4 mm foram observadas em 8 pacientes (24%
dos casos), sendo entdo coletado sangue dos mesmos para posterior
caracterizagao “in vitro” utilizando-se as técnicas de Dot-blotting e immunoblotting.

6.3.2. Dot-blotting

A Figura 6.7 mostra as tiras de membrana de nitrocelulose obtidas através
da analise de Dot-biotting realizada para os extratos com potencial alergénico,
obtidos pela precipitagdo com SAm e EtOH (nos tempos de fermentacio de 96 e
240 h), frente aos oito pacientes mais reativos aos testes cutaneos (P1 a P8). Foi

usado soro de individuo ndo alérgico como controle (C).
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Figura 6.7. Analise de "Dot blotting” dos extratos com potencial alergénico de
Drechslera (Heiminthosporium) monoceras, obtidos por precipitagdo com EtOH e
com SAm, nos tempos de fermentacdo de 96 e 240 h, frente a oito soros de
pacientes positivos aos testes cuténeos. P1-P8: pacientes; C: controle.

6.3.3. immunoblotling

A Figura 6.8 mostra as membranas de nitrocelulose obtidas através da
analise de Immuncblotting realizada para os exiratos alergénicos, oblidos pela
precipitagdo com EtOH (nos tempos de fermentacéo de 96 e 240 h), frente aos
soros dos pacientes mais reativos aos testes cuténeos (P1 e P2). Foi usado soro
de individuo ndo alérgico como controle {(C). O gel utilizado na eletroforese foi o de
10%, sendo apés feita a fransferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose. Assim, foi usado o marcador (MM) de 53 a 212 kDa como referéncia.
As massas moleculares dos antigenos foram determinadas mediante caiculos do
R (migracao relativa) e da curva de calibracéo de massa molecular do marcador.

Pode-se observar na Figura 6.8, para o paciente P1, a presenca de bandas

mais reativas quando comparados ac controle (C). Para o exirato alergénico de
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@6 h, pode-se verificar gue houve positividade para as proteinas de 104.2; 44,2;
27.8 e 14,3 kDa e para o exirato alergénico de 240 h, pode-se verificar que houve
positividade para as proteinas de 155,9; 44,2; 27,8 e 14,3 kDa. Logo, as proteinas
de 155,9; 104,2; 44 2; 27 8 e 14,3 kDa podem ser consideradas mais reativas.

kDa

2120
1700
116,0

76,0

53,0

TR,

Figura 6.8. Analise de immunoblotting dos extratos alergénicos de D. monoceras,
obtidos por precipitacdo com EtOH, nos tempos de fermentacédo de 96 e 240 h,
frente aos soros positivos dos pacientes (P1 e P2) aos testes cut@neocs. C.

controle. MM: marcador de alia massa molecular.

Da mesma forma, a Figura 6.9 mosira as membranas de nitrocelulose
obtidas para os extratos alergénicos, obtidos pela precipitacdo com SAm (nos
tempos de fermentacao de 96 e 240 h), frente aos pacientes mais reativos acs
testes cutdneos (P1 e P2). O gel utilizado na eletroforese também foi o de 10%,
sendo apods feita a transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose.
Observa-se, para o paciente P1, a presenca de bandas mais reativas quando
comparados ao controle (C). Para o extrato alergénico de 96 h, assim como para o
exirato alergénico de 240 h, pode-se verificar que houve positividade para as
proteinas de 44,2; 35,7 e 14,3 kDa.
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Figura §.9. Andlise de immunoblotting dos exiratos alergénicos de D. monoceras,
obtidos por precipitacdo com SAm, nos tempos de fermentacio de 96 e 240 h,
frente aos soros positivos dos pacientes (P1 e P2) aos testes cutaneos. C:
controle. MM: marcador de aita massa molecular.

Para o pacienie P2, observa-se a presenc¢a de bandas mais reativas de
44 2; 35,7 e 14,3 kDa para o extrato alergénico de 96 h e bandas mais reativas de
104,2;: 44,2; 35,7 e 14,3 kDa para o exirato alergénico de 240 h. Assim, as
proteinas que apresentaram atividade alergénica foram as de 104,2; 44,2, 35,7 e
14,3 kDa. Portanto, foram identificadas ao total & proteinas com atividade
alergénica, apresentando massas moleculares de 155,9; 104,2; 44,2; 357,278 e
14,3 kDa.

Menezes (1995) identificou 3 proteinas para o exirato brutc obtido para este
mesmo fungo, apos 28 dias de crescimento em cultive em meio liquido: 66,0; 36,0
e 144 kDa. Comparando as proteinas com atividade alergénica identificadas
neste trabalho com as oblidas por Menezes (1995), verificou-se a proximidade
entre as proteinas de 35,7 e 14,3 kDa deste trabaiho com as proteinas de 36,0 e
14,4 kDa de Menezes (1995).

110



Resultados e Discussbes i

6.4. Fracionamento das Proteinas por Cromatografia de Permeacéo em Gel

A Figura 6.10 apresenta os perfis de absorbancia obtidos para a calibragac
com a solucdo padrido, para os trés géis testados, onde pode-se observar a
formagao de apenas dois picos em cada gel, onde presume-se gue o primeiro pico
refere-se a fracdo de proieinas de massa molecular mais alta (IgG bovina, de 150
kDa) e, o segundo pico, a fracdo de proteinas de massa molecular mais baixa
(BSA, de 87 kDa e p-lacteglobulina, de 35 kDa).

A Figura 6.11 apresenta os perfis de absorbéncia obtidos para cada teste
{com extratc alergénico, de 144 h de fermentacdo), onde pode-se observar a
formacado de apenas dois picos em cada teste, de forma semelhante & curva de
calibracao.

O teste com Sephadex G-150 e a mistura de G-100 com G-200
apresentaram 0 mesmo comportamentio em termos de separagio, ac passo gue o
teste com Sephadex G-100 mostrou uma menor resolucac para ¢ segundo pico.

0,20+
0,16~
0,124

0,08

Absorbancia (280nm)

0044 %

a,oo-!lz’{ .hh.q‘ﬁ‘ _—

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Volume coletado, mL

Figura 6.10. Perfis de absorbancia das fragbes coletadas durante a cromatografia
de permeaca&o em gel, para calibragdo da coluna Amicon com solucéo padrio de
proteinas (igG de 150 kDa, BSA de 67 kDa e g-lactoglobulina de 35 kDa), para os
. trés géis testados: Sephadex G-100 (— =—), mistura Sephadex G100-G200 (2:1)
(—e —) e Sephadex G-150 (— & .
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Figura 6.11. Perfis de absorbancia das fragbes coletadas durante a cromatografia
de permeacdc em gel, para o extralto alergénico obtido por precipitagdo com
EtOH, apbs 144 h de fermentacdo, para os trés géis testados: Sephadex G-100
(— =—), Sephadex G100-G200 (2:1) (—e —} e Sephadex G-150 (— 4 —).

Da mesma forma que a curva de calibracado, presumiu-se, para a amostra
de exirato alergénico, que a primeira fragdo coletada nos testes refere-se as
proteinas de massa molecular mais alta (de 100 a 157 kDa) e a segunda fracéo as
proteinas de massa molecular mais baixa (de 15 a 77 kDa).

Comoc os extratos alergénicos apresentam maiores quantidades de
proteinas de massa molecular mais baixa, justificam-se os maiores valores de
absorbancia verificados para o segundo picoe.

Foram analisados os contetidos de proteina das fragdes coletadas para o
teste com Sephadex G-150, para observar a concordancia com o perfil de
absorbancia obtido. A Figura 6.12 apresenta o perfil de fracionamento, em termos

de concentragdo de proteina, obtido para o teste.
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Figura 6.12. Perfil de proteina das fragbes coletadas durante o teste de
cromatografia de permeacdc em gel com Sephadex G-150, para o exirato
alergénico obtido por precipitacac com EtOH, apds 144 h de fermentacao.

Observa-se a presenca de apenas dois picos para o perfil de concentracao
de proteinas, da mesma forma que o perfil de absorbancias. O balanco de
proteinas do teste de cromatografia de permeagdo em gel com Sephadex G-150
foi checado, mostrando-se coerente, ou seja, para 1,40 mg de proteina aplicada,
foi coletado 1,28 mg, apresentando uma perda de 9% de proteina. Devido &
diluigdo das proteinas nas fragbes coletadas, as mesmas foram analisadas
através do microensaic de Bradford.

Para identificar as proteinas presenies nos dois picos, foram feitas duas
eletroforeses {SDS-PAGE), sendo uma para cada pico obtido, tanto para as
amostras dos extratos alergénicos coletados como para a solugdo padréo coletada
{usada na calibracdo da coluna). A Figura 6.13 apresenta a eletroforese obtida
para 0 segundo pico, correspondente a fracBo de proteinas de menor massa
molecular (abaixo de 67 kDa).
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Figura 6.13. Eletroforetograma (SDS-PAGE em gel com 15% de poliacrilamida e
marcadores (MM) de baixa massa molecular) obtido para as fracdes coletadas no
2° pice dos testes de cromatografia de permeacdo em gel. As raias 1, 2 e 3
referem-se a aplicagdo da solucdo de calibragéo da coluna para o gel Sephadex
3-100, G-150 e mistura G100:G200, respectivamente. As raias 4, 5 e 6 referem-se
a amostra de extraic alergénico (apos 144 h de fermentacdo), para o gel
Sephadex G-100, G-150 e mistura G100:G200, respectivamente.

Foram observadas, nas raias 1, 2 e 3 no gel de eletroforese, as presencas
das proteinas de 67 kDa {(BSA) e 35 kDa (B-lactoglobulina), referentes as fragbes
de solucdo de calibragdo da coluna coletadas no segundo pico, o que evidencia a
separacaoc deslas proteinas nos trés géis testados. Nas raias 4, 5 e 6 observou-se
a presen¢a de manchas para ¢ extrato alergénico coletado no segundo pico dos
testes de cromatografia de permeacaoc em gel. Essas manchas, abaixo de 67 kDa,
evidenciam a presenca de proteinas de baixa massa molecular separadas na
cromatografia de permeacac em gel, para a amostra de extrato alergénico.

A Figura 6.14 apresenia a eletroforese obtida para o primeiro pico,
correspondentie a fraco de proteinas de massa molecular mais alta (acima de 100
kDa).
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Figura 6.14. Eletroforetograma (SDS-PAGE em gel com 10% de poliacrilamida e
marcadores (MM) de alta massa molecular) obtido para as fragdes coletadas no 1°
pico dos testes de cromatografia de permeagdo em gel. As raias 1, 2 e 3 referem-
se a aplicacao da solucao de calibracao da coluna para o gel Sephadex G-100, G-
150 e mistura G100:G200, respectivamente. As raias 4, 5 e 6 referem-se a
amostra de extrato alergénico (apds 144 h de fermentacac), para o gel Sephadex
G-100, G-150 e mistura G100:G200, respectivamente.

Foi observada, nas raias 1, 2 e 3 no gei de eletroforese, a presenca da
proteina de 150 kDa (lgG de sorc bovino) referente as fragbes de solugéo de
calibracdo da coluna coletadas no primeiro pico, o que evidencia a separac¢éo
desta proteina nos irés géis testados. Nas raias 4, 5 ¢ 6 tém-se a presenca de
manchas para o exiraio alergénico coletado no primeiro pico dos testes de
cromatografia de permeagdo em gel. E possivel, ainda assim, observar a presenca
de bandas de proteinas de massa molecular mais alta (de 103 a 157 kDa).
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CAPITULO 7

CONCLUSGOES

- As condigbes otimas de fermentagéo, gue resuitaram em melhores valores
de produtividade (para o tempo de fermentacdo de 168h), determinadas peio
pianejamento estatistico de experimentos (dentro dos niveis operacionais
estabelecidos neste trabalho) foram pH €,5 e umidade inicial do meioc de 45,8%.
As demais variaveis de operacao, definidas neste trabalho foram: uso do fareio de
trigo como substrato, concentracéo inicial do inoculo de 0.4 mg/mL, idade de 14
dias para o indcuio, tamanho de 0,58 mm para a particula do substrato, vazéo de
ar de 2,0 L/h e temperatura de 25 °C.

- O melhor resultado para a recuperagao das proteinas dos extratos brutos
foi obtido pela precipitagdo apenas com etanol, onde se obteve uma eficiéncia de
recuperacéao de 42,8% (+ 7,4%).

- A dialise foi o meihor método utilizado para remogao de sais e polifendis,

apresentando um rendimento médio de remogao de 73%.

- Foram identificadas, por SDS-PAGE, 12 proteinas nos extratos com
potencial alergénico de D. monoceras, com os seguintes valores aproximados de
massa molecuiar. 14,3; 27,8; 35,7; 38,1; 44,2; 50,6; 60,0; 65,5; 69,7, 76,2; 104,2 e
1565,9 kDa.

- Foram observados pontos isoelétricos na faixa de 3,75 a 8,15, para as

proteinas presentes no extrato com potencial alergénico obtido por precipitacdo
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com EtOH e pl's na faixa de 8,55 a 8,15 para as proteinas do extrato com
potenciai alergénico obtido por precipitagéo com SAm.

- Foram verificadas, nos testes cutaneos, positividades em 40% dos casos
dos pacientes com sinlomas de alergia respiratdria, considerando a formacao de
papulas iguais ou maiores que 3 mm de didmetro. Papulas iguais ou maiores que

4 mm foram observadas em 8 pacientes (24% dos casos).

- Seis pacientes apresentaram reatividade mais intensa aos extratos com
potencial alergénico em teste Dot-blotting, quando comparados ao controle, sendo
os respecivos soros submetidos & analise de “Immunoblotting”, para a
determinacio das proteinas com maior potencial alergénico. Os exiraios obtides
com 96 e 240 h de fermentacio podem ser considerados alergénicos, para sefeitos

de utilizacgo em diagnostico especifico de alergia aoc D. monoceras.

- No total foram identificadas, na analise de “immunobilotting”, 6 proteinas
com atividade alergénica, apresentando massas moieculares de 155,9; 104,2;
44.2:357; 27,8 e 14,3 kDa.

- Foram obtidas, por cromatografia de permeacdo em gel, duas fragbes
protéicas para o extrato com potencial alergénico, sendo uma de massa molecular
mais alta (acima de 100 kDa) e outra de massa molecular mais baixa (abaixo de
67 kDa).

118



Sugesibes para Proximos Trabalhos

CAPITULO 8

SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Os seguintes itens sdo sugeridos visando a complementacdo deste
trabalho:

- Estudo da transferéncia de oxigénio na FES para a produgao da biomassa
de D. monoceras

- Estudo da FES em biorreatores alternativos como ¢ leito expandido e a
caracterizacao dos efeitos da expansdo do leito sobre a transferéncia de oxigénio,
fisiologia de crescimento do fungo e formacgao do produto.

- Estudo da influéncia do pH e da forga ibnica na exiracéo de polifendis,
paralelamente a extrag&o das proteinas da biomassa de D. monoceras.

- Determinac&o ou quantificacdo da atividade proteasica nos extratos brutos
e alergénicos de D. monoceras.

- Estudo da estabilidade dos extratos alergénicos frente a diferentes
condigbes de estocagem.

- Purificagi&o das proteinas por meio de técnicas cromatograficas.

- Determinagdo do tipo de proteina identificada como alérgeno (se
glicoproteina, lipoproteina efc.), bem COMo sua composi¢ao em aminoacidos.

- ldentificacdo dos carboidratos presentes nos extratos alergénicos e

avaliag@o da atividade alergénica dos mesmos.
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