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PRODUCAO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE L-ASPARAGINASE
PRODUZIDA POR FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DA MATA ATLANTICA

RESUMO

A enzima L-asparaginase (L-asparagina amidohidrolase, EC 3.5.1.1) é empregada no
tratamento de leucemias, notavelmente a Leucemia Linfoide Aguda (LLA), além de
encontrar aplicacdo na industria de alimentos para mitigar a formacéo de acrilamida.
No entanto, a L-asparaginase disponivel para industria farmacéutica é de origem
bacteriana, o que resulta em efeitos adversos e prejudica a eficacia terapéutica. Diante
disso, este estudo buscou rastrear fungos filamentosos isolados de fragmento da mata
Atlantica do Oeste do Parana, com o objetivo de identificar um produtor de L-
asparaginase. A selecdo de fungos produtores de L-asparaginase foi executada
utilizando metodologias em meio sélido e liquido. O fungo escolhido passou por
avaliacdo em relacdo ao meio e tempo de cultivo, fontes de carbono, nitrogénio e
suplementacdo de aminoacidos, a fim de determinar sua influéncia na atividade
enzimatica. Empregou-se um delineamento estatistico de Plackett-Burman para
investigar os efeitos de sete varidveis na producao de L-asparaginase, seguido por
um planejamento de composto central rotacional com 27 ensaios. Além disso,
realizou-se a caracterizacdo bioquimica da enzima presente no extrato bruto,
definindo as condicdes ideais de temperatura e pH, bem como procedeu-se a
purificagdo por meio de cromatografia de exclusdo molecular, seguida da
caracterizacdo bioguimica da enzima. Os cinco fungos avaliados no screening em
placa, demostraram ser produtores de L-asparaginase. A partir dos experimentos de
fermentacao submersa, destacou-se o fungo Cunninghamella echinulata PA3S12MM
como capaz de sintetizar a L-asparaginase, com atividades de 4,79 U/mL e 2,70 U/mL
em seus extratos extracelular e intracelular, respectivamente. O meio de cultura de
Czapek revelou-se mais adequado para a producgéo otimizada de L-asparaginase com
120 horas de cultivo. As condicdes 6timas de cultivo foram estabelecidas por meio de
planejamento Plackett-Burman, seguido pelo delineamento composto central rotativo
(DCCR). A atividade enzimética maxima (7,14 U/mL) foi obtida apds 120 horas de
cultivo a 28 °C, com suplementacéo de 7% de glicose, 1,5% de pena de galinha e
0,15% de prolina. A faixa ideal para a atividade da enzima no extrato bruto foi em pH
5,0 a 60 °C. A purificacdo parcial da enzima foi alcancada através de cromatografia
de exclusdo molecular seguida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
resultando em um fator de purificacdo de 10,4 vezes e uma recuperagao de 0,2 %. A
atividade maxima da enzima parcialmente purificada foi observada em pH 7,0 e
temperatura de 85 °C, aléem de apresentar estabilidade na faixa de pH 4-6 e
termoativacdo aos 30 minutos de incubagé&o a 95 °C. O composto beta-mercaptoetanol
aumentou a sua atividade enzimatica em 72,1 %. Os valores aparentes de Km € Vmax
para hidrélise da asparagina foram 0,011 mmolL™* e 126,5 mmol L*! min¥,
respectivamente. Em conclusdo, os resultados evidenciam o fungo C. echinulata
PA3S12MM como um potencial produtor de L-asparaginase, a ser explorado em
estudos da medicina translacional e para verificar a mitigagdo de acrilamida em
alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: L-asparaginase, screening; fungo filamentoso; enzima.
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PRODUCTION AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF L-
ASPARAGINASE PRODUCED BY FILAMENTAL FUNGI ISOLATED FROM THE
ATLANTIC FOREST

ABSTRACT

The enzyme L-asparaginase (L-asparagine amidohydrolase, EC 3.5.1.1) is widely
used in the treatment of leukemias, particularly Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL),
and in the food industry to mitigate acrylamide formation. However, the L-asparaginase
currently available for pharmaceutical applications of the bacterial origin, which can
result in adverse effects and reduced therapeutic efficacy. Consequently, this study
aimed to screen filamentous fungi isolated from a fragment of the Atlantic Forest, from
western Parana, to identify a microorganism capable of producing L-asparaginase.
The screening for L-asparaginase-producing fungi was conducted using solid and
liquid media methodologies. The selected fungal strain was evaluated for its enzymatic
activity under varying culture conditions, including medium composition, incubation
time, carbon and nitrogen sources and amino acid supplementation. A Plackett-
Burman statistical design was employed to assess the influence of seven variables on
L-asparaginase production, followed by optimization using a central composite
rotational design( CCRD) comprising 27 trials. Additionally, the enzyme present in the
crude extract was biochemically characterized to determine its optimal temperature
and pH conditions. Partial purification was perfomed via size exclusion
chromatography, followed by biochemical characterization of the purified enzyme.
Plate screening revealed that all five evaluated fungal strains were L-asparaginase
producers. Among them, Cunninghamella echinulata PA3S12MM demonstrated
superior enzyme production during submerged fermentation, achieving activities of
4.79 U/mL and 2.70 U/mL in the extracellular and intracellular extracts, respectively.
The Czapek culture medium was identified as the most suitable for the optimized L-
asparaginase production, with maximum activity observed after 120 hours of
cultivation. The optimal culture conditions were determined through Plackett-Burman
design followed by CCRD optimization. Maximum enzymatic activity (7.14 U/mL) was
achieved after 120 hours of cultivation at 28 °C, with supplementation of 7% glucose,
1.5% chicken feathers and 0.15% proline. The crude enzyme extract exhibited optimal
activity at pH 5.0 and 60 °C. Partial enzyme purification via size exclusion
chromatography and high-performance liquid chromatography (HPLC) resulted in a
10.4-fold purification factor with a recovery yield of 0.2%. The partially purified enzyme
demonstrated maximum activity at pH 7.0 and 85 °C and showed stability within a pH
range of 4.0-6.0, along with thermoactivation following 30 minutes of incubation at 95
°C. Beta-mercaptoethanol enhanced enzymatic activity by 72.1%. The apparent kinetic
parameters for asparagine hydrolysis were determined as Km= 0.011 mmol L™ and
Vmax = 126.5 mmol L' min. In conclusion, the results highlight the C. echinulata
PA3S12MM as a promising source of L-asparaginase, with potential applications in
translational medicine for leukemia treatment and in the food industry for acrylamide
mitigation.

KEYWORDS: L-asparaginase, screening; flamentous fungus; enzyme.
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LISTA DE SIMBOLOS E UNIDADES
mmol L*: Milimol por litro
rpm: Rotagdo por minuto
mL: Mililitro
pgmol: Micromol
mol L1: Mol por litro
mg mL*: Miligrama por mililitro
g: Grama
ML: Microlitro
V: Volt
mA: Miliampére
kDa: Kilodalton
Km: Constante de Michaelis
Vmax: Velocidade maxima
nm: Nanoémetro
mL min-t: Mililitro por minuto
U mL: Unidade de atividade enzimatica por mililitro
R?: Coeficiente de determinacgédo
p: Nivel de significancia
U mg: Unidade de atividade enzimatica por miligrama de proteina
U: Unidade de atividade enziméatica
mmol Lt min-t: Milimol por litro por minuto
s1: Por segundo
mmol L* s*1: Milimol por litro por segundo
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1. INTRODUCAO

A L-asparaginase ou L-asparagina amidohidrolase — E.C. 3.5.1.1. (BARRETT;
TIPTON, 1997) € uma enzima que catalisa a reacdo de hidrolise da asparagina,
produzindo acido L-aspartico e amoénia (PARIZOTTO, 2018). Possui aplicacbes
importantes na industria farmacéutica, como no tratamento da leucemia linfoblastica
aguda ou leucemia linfoide aguda (LLA) e, estudos clinicos apontam sua eficacia em
tratamentos quimioterapicos de melanossarcoma, leucemia mielonocitica, linfoma de
Hodking e linfossarcoma (ZUO et al., 2015b).

A LLA é uma neoplasia maligna caracterizada pelo acumulo de linfocitos
imaturos na medula éssea (MEDICAL et al., 2024). Células neoplasicas sintetizam em
exiguas quantidades a enzima asparagina L-sintetase e por isso sdo incapazes de
produzirem L-asparagina em niveis regulares, enquanto células humanas normais
possuem essa capacidade de producdo. Essa diferenca metabdlica entre células
neoplasicas e células normais possibilita o uso de L-asparaginase no tratamento de
cancer, uma vez que, a asparaginase esgota rapidamente os niveis extracelulares de
asparagina blogueando o metabolismo normal das células neoplasicas e impedindo a
sintese de proteinas, de DNA e RNA, dessa forma inibindo a proliferacdo celular
(TRIMPONT et al., 2022).

Esta patologia é responsavel por 30-35% das neoplasias diagnosticadas em
criancas (MATIAS, 2019). Atualmente, a enzima L-asparaginase é o principal
tratamento utilizado na LLA, com cerca de 90% de cura entre as criancas
(TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017).

Além da importante atuacdo como biofarmaco, descobriu-se a aplicacdo da
enzima na industria de alimentos, onde atua na reducdo de uma neurotoxina,
altamente cancerigena produzida durante o processamento de alimentos, como a
acrilamida proveniente da fritura da batata, formada por meio da reacédo de Maillard
em alimentos ricos em acucares redutores na presenca de L-asparagina, durante o
processamento térmico (SANIA et al., 2024).

A L-asparaginase pode ser produzida por diversos seres vivos, tais como
bactérias, fungos e algas. Atualmente a enzima utilizada no tratamento quimioterapico
tém sido produzida atravées de fermentacdo submersa pelas bactérias Escherichia coli,
na sua forma nativa ou peguilada (ligacdo covalente a um grupo de polietilenoglicol) e
pela Erwinia chrysanthemi (PARASHIVA et al., 2023). A disponibilidade de L-
asparaginase de origem bacteriana de certa forma impacta o tratamento de LLA

devido a dificuldade na producéo a partir da extragcao intracelular das bactérias, o que



torna sua purificacdo onerosa, além de comumente ocorrerem reacdes adversas
durante a administracdo, devido a imunogenicidade em decorréncia de sua origem
procarionte (MAHAJAN et al., 2013).

Dentre os fungos produtores da L-asparaginase ja relatados na literatura,
pode-se destacar Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Cladosporium (DA CUNHA MC
et al., 2022; KHALIL; RODRIGUEZ-COUTO; EL-GHANY, 2021; NS; HK, 2013; SA,
2022) que possibilitam contornar os quadros de reacbes adversas devido a
hipersensibilidade imunoldgica durante o tratamento quimioterapico de LLA com L-
asparaginase bacteriana (MENEGUETTI, 2017).

Nesse cenario, buscam-se novas fontes de producdo dessa enzima na
biodiversidade brasileira. A mata Atlantica, floresta tropical, situada na América do Sul
e se distribui ao longo do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (CERQUEIRA,;
SOUSA, 2024). No Brasil, é constituida por um conjunto de formacdes florestais que
atualmente compreende cerca de 11% da area florestal original, com a maioria dos
remanescentes fragmentados e distantes geograficamente (BENCHIMOL et al.,
2016). A regido de fragmentos da mata Atlantica é vista com potencial para descoberta
de organismos eucariontes como os fungos filamentosos produtores de enzimas, por
esse motivo, torna-se viavel selecionar fungos filamentosos do solo e investigar sua
capacidade de producao de L-asparaginase, contribuindo dessa forma para o avanco
da biotecnologia brasileira (CANDIDO, 2015).

1.1Enzima L-asparaginase: descobrimento, pesquisa e producéao

A L-asparagina é um aminoacido ndo essencial que possui papel crucial para
o desenvolvimento e crescimento celular, pois € necessario no processo de sintese
de proteinas (MARTINEZ-OUTSCHOORN et al., 2017).
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Figura 1.Reacédo catalisada pela L-asparaginase. Adaptado de NARTA et al. (2007). Figura preparada

com software ChemSketch®.

O mecanismo de agdo genérico da L-asparaginase € analogo ao mecanismo
classico das serina-proteases, cujas atividades dependem de um grupo de

aminoacidos, conhecidos como triade catalitica: serina, histidina e aspartato. Essa



triade consiste em um aminoacido nucleofilico (Ser), uma base (His) e um aminoacido
de natureza acida (Asp), todos interligados por meio de ligacbes de hidrogénio. O
processo catalitico ocorre em duas etapas consecutivas. Na primeira etapa, o residuo
nucleofilico da enzima, ativado por uma base forte, empreende uma reacéo de ataque
no atomo de carbono amida do substrato, resultando na formacdo de um produto
intermediario conhecido como beta-acil-enzima, que passa por uma fase intermediaria
tetraédrica. A segunda etapa da reacdo € analoga, porém, o ataque no carbono éster
ocorre através da acdo de um nucledfilo ativado por uma molécula de &agua
(CACHUMBA et al., 2016).

A hidrélise da L-asparagina foi observada pela primeira vez em musculo bovino
(LANG, 1904) e posteriormente confirmada a mesma quantidade de atividade
enzimatica em 6rgdos de cavalos e suinos (FURTH, O.; FRIEDMANN, 1910). Além
disso, relatou-se a atividade dessa enzima em experimentos utilizando soro de
mamiferos e observou que o soro de porquinhos-da-india apresentava essa atividade
enzimatica (CLEMENTI, 1922).

Anos mais tarde observou pela primeira vez que os linfomas em ratos e
camundongos recidivavam ap6s o tratamento com soro de suino (KIDD, 1953).
Apesar da potencialidade terapéutica da enzima L-asparaginase proveniente do soro
suinos, seu uso clinico foi desconsiderado devido producao limitada e aos efeitos
colaterais.

Dessa forma, na busca por fontes bacterianas, identificou-se duas isoenzimas
de L-asparaginase em Escherichia coli. O tipo | inclui as enzimas citosélicas de baixa
afinidade pela L-asparagina e tipo Il localizadas no espaco periplasméatico, com
expressado induzida por anaerobiose, além de alta afinidade pela L-asparagina com
potencial atividade antineoplasica e capacidade de producdo em larga escala
(SRIKHANTA et al., 2013).

1.2 Aplicagao farmacéutica: agao antineoplasica

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € caracterizada pela intensa producao de
leucdcitos e acomete principalmente pacientes com idade entre 2 a 4 anos. Cerca de
50% dos casos acometem individuos do sexo masculino. A patogenia que ocasiona a
LLA ainda € desconhecida, em alguns casos a doenca é hereditaria, associada a
sindromes genéticas, como Sindrome de Down e de Bloom ou devido a exposi¢des a

algumas radiagbes ionizantes e a medicamentos quimioterapicos (AMARAL,;



PUGGINA, 2024). A L-asparaginase é comumente usada como uma droga
quimioterapica combinada para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda (LLA)
em adultos e criangas e linfoma n&o-Hodgkin em criangas (DORIYA; KUMAR, 2016).

Novos tratamentos antineopldsicos vem sendo explorados, como o estudo
desenvolvido com L-asparaginase produzida pelo fungo Aspergillus fumigatus em
ensaio anti-proliferativo com linhagem de células de cancer de mama humano MDA-
MB-231 foi observado que 71%, 87,7% e 96,5% de morte celular ocorreram quando
administrou-se 5, 10 e 20 Ul de droga, respectivamente (DANI BENCHAMIN,
SREEJAI R, SUJITHA S, JENSY ROSHAN F, 2019)

A administracdo de L-asparaginase reduz as concentracdes plasmaticas de L-
asparagina de forma completa, privando os blastos leucémicos desse aminoacido,
resultando na reducdo da sintese proteica e dessa forma, morte das células
leucémicas. O tratamento € caracterizado por trés fases: inducdo ou remissdo da

inducao, consolidacéo ou intensificacdo e manutencao (SOUZA, 2019).
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Figura 2. Acao da L-asparaginase na célula tumoral. Adaptado de (FUGANHOLI, 2021).

Atualmente, existem 3 preparacdes de L-asparaginase aprovadas pela Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos para tratamento dos pacientes
com LLA. As obtidas da Escherichia coli que sdo a L-asparaginase nativa e a L-
asparaginase peguilada (PEG-asparaginase) e a L-asparaginase obtida de Erwinia
chrysanthemi, que possuem a mesma ac¢do, no entanto, com propriedades
farmacoldgicas diferentes (RIZZARI et al., 2013).



A enzima asparaginase esta associada a reac0es de hipersensibilidade, devido
a producdo de anticorpos anti-asparaginase, sendo observado em até 60% dos
pacientes em algum periodo do tratamento com L-asparaginase de E. coli, sendo mais
comum com a forma nativa quando comparada e enzima peguilada. Dentre o0s
sintomas de hipersensibilidade mais comuns apresentados pelos pacientes, inclui-se

a anafilaxia, dor, edema, urticaria, eritema, erupcao cutanea e prurido (SILVA, 2023).

1.3 Aplicabilidade na industria alimenticia

Em 2002, descobriu-se altos teores de acrilamida em alimentos ricos em
carboidratos, processados em altas temperaturas. A acrilamida € formada pela reacéo
entre acUcares redutores e L-asparagina, resultando na formacdo de N-
glicosilasparagina, através da reacao de Maillard (LIMA et al., 2022). Como resultado
do tratamento em altas temperaturas, devido a fritura, cozimento ou grelha de
alimentos ricos em amido, formara uma base de Schiff descarboxilada, que pode se
decompor diretamente para formar acrilamida (ZUO et al., 2015a).

Sabe-se que a acrilamida causa danos a saude humana, devido seu potencial
neurotoxico, genotéxico e cancerigeno (MOHAN KUMAR et al., 2014). Estratégias
para reducdo na producdo de acrilamida durante processamento industrial, como
alteracdo da composi¢cdo do produto, otimizacdo das condicbes de producdo, bem
como pré-tratamento enzimatico, como forma simples e eficaz na reducdo de
acrilamida em alimentos, sem afetar as propriedades nutricionais e sensoriais
(KHALIL; RODRIGUEZ-COUTO; EL-GHANY, 2021).

A enzima L-asparaginase por sua vez, devido sua atividade hidrolitica em
relacdo ao aminoacido L-asparagina, gerando acido aspartico e amonia, torna-se uma
escolha promissora, visto que impede a participacao dela na reacao de Maillard, desse
modo inibindo significativamente a formagao de acrilamida (XU; ORUNA-CONCHA,
ELMORE, 2016).

Atualmente, a industria alimenticia de batatas processadas, produtos de
panificacdo, café soluvel entre outros, faz uso da L-asparaginase proveniente dos
fungos Aspergillus oryzae e Aspergillus niger (ADEBO, 2017; MUNEER et al., 2020)
sendo desativada durante o processamento, devido ao aquecimento, garantindo sua
aplicacao segura, mas de certa forma diminuida, impulsionando novos estudos na

direcéo de se obter L-asparaginase termoestavel (SANIA et al., 2024).



Dentre os alimentos beneficiados com o tratamento enzimatico para reducao
da formacé&o de acrilamida, tem-se os graos de café. Em estudo desenvolvido com L-
L-asparaginase produzida por Penicillium crustosum NMKA 511 e gréos de café claro
obtidos por torra a 210°C por 20 minutos e com gréos de café escuro obtidos por torra
a 240°C por 25 minutos. Comparado com o controle, o teor de acrilamida dos gréos
torrados claros e torrados escuros tratados com a enzima foi reduzido para 80,7% e
75,8%, respectivamente (KHALIL; RODRIGUEZ-COUTO; EL-GHANY, 2021).

1.4 Producéo de L-asparaginase por fungos

Em decorréncia da sua importancia como farmaco, a procura por novas fontes
de L-asparaginase tem sido alvo de muitas pesquisas, com 0 objetivo de se obter
enzimas microbianas que apresentem menos efeitos adversos. Os fungos
filamentosos apresentam uma proximidade evolutiva maior com os seres humanos do
gue as bactérias e, aparentemente, isso minimiza os efeitos secundarios da L-
asparaginase fungica (HUANG et al., 2014).

Varias espécies de fungos filamentosos sdo conhecidas pela producéo de L-
asparaginase, destacando-se as espécies dos géneros Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium e Penicilium (DANI BENCHAMIN, SREEJAI R, SUJITHA S, JENSY
ROSHAN F, 2019; EL-GENDY et al., 2021; HAMED; OSMAN; ATES, 2021; KHALIL;
RODRIGUEZ-COUTO; EL-GHANY, 2021).

Em estudo realizado por FREITAS et al., 2021, 39 fungos foram isolados do
Cerrado brasileiro e avaliados quanto a producdo de L-asparaginase. Destes, 27
tiveram crescimento em placa contendo L-asparagina, na triagem semiquantitativa.
Na triagem quantitativa, os maiores valores de atividade enzimatica da L-
asparaginase e menor atividade de glutaminase foram obtidos dos fungos Penicillium
sizovae e Fusarium proliferatum.

A regido da mata Atlantica é vista como potencial para descoberta de fungos
produtores de diversas enzimas com aplicacbes farmacéuticas. Por esse motivo,
busca-se selecionar fungos filamentosos e investigar sua capacidade quanto a
producdo da enzima L-asparaginase. Considerando a incidéncia de leucemia linfoide
aguda em criangas menores de 5 anos e o0 seu tratamento com L-asparaginase, bem
como o desenvolvimento de hipersensibilidade associada a enzima de origem
bacteriana, risco de desabastecimento e a necessidade da obtencdo de uma enzima

com caracteristicas vantajosas em relagdo ao seu custo e aos efeitos adversos.



1.5 Cunninghamella echinulata PA3S12MM

Apesar do amplo conhecimento sobre L-asparaginase produzidas por
diferentes espécies de fungos filamentosos, até o momento, a producdo desta enzima
por C. echinulata foi abordada somente em um ensaio de screening, sem
caracterizacao bioquimica (RAMOS et al., 2024).

Este fungo, classificado como C. echinulata, pertence ao filo Mucoromycota, a
classe Mucoromycetes, a ordem Mucorales e a familia Cunninghamellaceae (NCBI
Taxonomy). E importante destacar que os esporangios dessa espécie s&o maiores
em comparacao com outras espécies do mesmo género, apresentando uma superficie
coberta por espinhos compostos principalmente por oxalato de calcio (ELKHATEEB,;
ELNAHAS, 2021).

As enzimas desempenham um papel fundamental na vida celular, catalisando
reacdes quimicas essenciais para 0 metabolismo dos organismos. Dentro dessa
diversidade enzimatica, C. echinulata emerge como um microrganismo produtor de
enzimas com potencial biotecnolégico. A capacidade dessa espécie fungica em
sintetizar uma variedade de enzimas com notaveis propriedades funcionais tem
despertado a atencdo dos pesquisadores. Estudos prévios tém se dedicado a
exploracdo das enzimas produzidas por C. echinulata, visando suas possiveis

aplicacOes industriais e biotecnolégicas.

2. OBJETIVOS
2.10bjetivo geral

Rastrear a producdo da enzima L-asparaginase por diferentes isolados de
fungos provenientes de um fragmento da mata Atlantica do Oeste do Parana e

caracterizar essa molécula bioquimicamente do fungo com maior producao.

2.2 Objetivos especificos
e Rastrear fungos produtores de L-asparaginase em meio soélido;
e Selecionar a linhagem com maior producéo de L-asparaginase;
e Otimizar condi¢cfes de cultivo para producéo de L-asparaginase com o fungo
selecionado;

e Purificar L-asparaginase por meio de colunas cromatograficas;



e Caracterizar bioguimicamente a enzima purificada quanto ao pH e temperatura
Otima, a especificidade do substrato, ao efeito de ions e determinados
compostos sobre a atividade enzimética e aos parametros cinéticos.
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Delineamento do estudo

Esta investigagdo € de natureza aplicada, adotando uma abordagem
quantitativa, descritiva e experimental. Apds a identificacdo do fungo produtor de L-
asparaginase, a populacdo de interesse foi composta por todas as proteinas
sintetizadas por esse organismo. As amostras foram delimitadas para incluir

exclusivamente a enzima L-asparaginase produzida por esse fungo.

3.2 Isolamento e selecdo dos microrganismos

As amostras de solo foram coletadas previamente em uma plantacdo proxima
a um fragmento de mata Atlantica, localizada no municipio de Nova Aurora (PR)
(RASBOLD et al., 2021), entre 24° 32’ 00” Sul e 53° 15’ 10” Oeste, com 520 m de
altitude em relacdo ao nivel do mar e armazenados na Colecdo de Fungos do
Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da Universidade Estadual do Oeste do
Parand, campus de Cascavel. Os fungos filamentosos foram isolados e selecionados
de acordo com a maior producdo de proteinas gerais ja caracterizadas anteriormente

(SCHMITT et al., 2020), sem identificacdo de espécie ou género.

3.3 Identificagdo do microrganismo selecionado

A identificagcdo do microrganismo foi descrita previamente (RASBOLD et al.,
2021) pelo sequenciamento da regido néo codificadora ITS (Internal Transcrib Spacer)
do RNA ribossébmico pela técnica de Sanger, realizado pela empresa Helixxa®
(Campinas-SP) (WHITE et al.,, 1990). A determinagdo da espécie foi realizada
comparando-se a sequéncia obtida com a depositada pelo Centro Nacional de
Informacdes Biotecnoldgicas (NCBI), utilizando a ferramenta BLAST. A sequéncia da
regido ITS1 do fungo C. echinulata PA3S12MM esta depositada sob o nimero de
acesso MN699284 no GenBank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (RASBOLD,
2020). C. echinulata PA3S12MM estava armazenada na colecdo de fungos do

Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da Universidade Estadual do Oeste do

Parand, campus de Cascavel.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3.4 Manutencao das linhagens selecionadas e preparo do indculo

As cepas foram mantidas por meio da utilizacdo de tubos de ensaio
esterilizados contendo meio de cultivo BDA (batata dextrose &gar), incubados a 28 °C
durante 8 dias. As cepas selecionadas foram preservadas pelo método de Castellani
(URDANETA M.; LACAZ, 1965) em temperatura ambiente. O inéculo foi obtido a partir
de cultura de BDA, no qual 5 mL solucéo de Tween 80 foram adicionados, resultando
em uma suspencao homogénea de esporos. Posteriormente, realizou-se a contagem
do numero de esporos presentes na solucdo em camara de Neubauer. Onde
padronizou-se o volume de 1,5 mL para ser adicionado aos meios de cultura em

triplicata.

3.5 Extrag&o das enzimas extracelulares e intracelulares

Os cultivos foram submetidos a filtragdo a vacuo usando um funil de Buchner
e papel filtro, resultando em um filtrado extracelular livre de células e micélio. O filtrado
resultante foi dividido em aliquotas para a posterior analise de proteinas e atividade
enzimatica extracelular. A porcao de micélio foi congelada e, posteriormente, triturada
usando um gral de porcelana e pistilo. Para atingir uma consisténcia homogénea, foi
adicionado um volume igual de areia previamente tratada com solugéo sulfocrémica,
com uma propor¢cdo de 1:1, enquanto mantido em banho de gelo. A seguir,
aproximadamente 10 mL de agua deionizada foram adicionados ao tubo Falcon
contendo a mistura triturada, ap6s o qual o tubo foi centrifugado a 4000 rpm a 4 °C
por 10 minutos. O material precipitado foi descartado e o liquido claro sobrenadante
foi coletado para ser utilizado nas dosagens subsequentes. Ambas as porcdes, 0
micélio e o filtrado extracelular, foram empregados para determinar a atividade

enzimatica.

3.6 Determinacao da atividade enzimética e quantificacdo de proteinas
3.6.1Teor de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo a metodologia descrita por
(BRADFORD, 1976), utilizando-se albumina de soro bovina (BSA) como padrédo. A
concentracéo proteica foi expressa como miligrama (mg) de proteina por mililitro (mL)

de amostra.

3.6.2 Atividade enzimatica
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Durante essa etapa, foram utilizados tanto o filtrado como o extrato intracelular
para avaliacgdo da atividade das enzimas extracelulares e intracelulares,
respectivamente.

A determinacgéo da concentracédo de amonio no filtrado das culturas permite um
acompanhamento indireto da hidrolise do substrato L-asparagina e sugere a
expressdo da atividade enzimatica. Para a dosagem de amoénio utilizou-se a
metodologia de Nessler adaptada (A. IMADA, S. IGARASI, 1973). O reagente de
Nessler € uma solugéo de iodeto de mercurio em meio alcalino que, em contato com
ions amoénio (NH4*), forma um complexo amarelo de 6xido de mercurio-amidoiodeto

de mercurio, conforme equacéao abaixo:

NH4* + 2[Hgla]? + 40H™ — HgO-Hg(NH2)I + 71~ + 3H20
Equacéo 1
A intensidade dada pela cor amarela deste complexo € proporcional a
concentracéo inicial de aménio, gerando uma correlacao entre o ion e a absorbancia
em 450 nandmetros (nm).
Para a dosagem, 100 puL de solucdo 0,1 M de L-asparagina, 160 uL de tampao
50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 40 uL de extrato enzimatico foram incubados a 37 °C durante
30 minutos. A reacdao foi interrompida com a adicdo de 100 pL de solucdo 1,5 M de
acido tricloroacético. Para fins de calibracao do espectrofotdmetro, foi preparado outro
meio reacional com a adicdo do meio de cultura sem inocular o fungo, no lugar da
enzima, denominado como branco meio. Para a quantificacdo da aménia liberada,
uma aliguota de 25 uL da mistura de reacao foi adicionada a 200 pL de 4gua destilada
e 25 uL de reagente de Nessler. Apés 15 minutos ao abrigo de luz mediu-se a
absorbancia a 450 nm em espectrofotdbmetro. A atividade da enzima foi expressa em
U mL?, onde uma unidade de atividade de enzima (U) ficou definida como a
quantidade de enzima que libera 1,0 pmol de amdnia por minuto sob as condi¢des de

ensaio padrao.

3.7 Curva de calibracdo do Reagente Nessler

Foi empregada uma curva analitica utilizando sulfato de aménio para a
qguantificacdo da amonia liberada. A solucéo de calibracéo foi preparada em triplicata
por meio da diluicdo de uma solucdo mae de sulfato de amoénio 100 mM abrangendo

as seguintes concentragoes: 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5 e 4 mmol. Em seguida, 200 pyL da
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solucdo foram pipetados na microplaca de leitura do espectrofotometro, sendo
acrescidos 25 pL das respectivas diluicdes e 25 pL do reativo de Nessler. Ap6és um
periodo de espera de 15 minutos, a leitura foi realizada a 450 nm. Por fim, os dados
foram utilizados para construir um grafico exibindo a curva de calibracédo do reagente,

com um valor R2 correspondente.

3.8 Screening enzimético de L-asparaginase em meio sélido

Para a triagem da enzima foi realizado um ensaio rapido em placa para triagem
de microrganismos produtores de L-asparaginase (GULATI; SAXENA; GUPTA, 1997)
com meio Czapek Dox’s modificado (Tabela 1), sendo ajustado pH para 6,2, antes da
adicdo do corante vermelho de fenol e agar. Apds a preparacdo dos meios, foi
realizado o in6culo depositando-se os esporos fungicos, com o auxilio de uma alca
estéril, no centro do meio contido na placa, com a mesma invertida. O ensaio foi
conduzido em triplicata, com concentracdo do corante de vermelho de fenol a
0,0012%. As placas foram incubadas a 30 °C por 5 dias.

A formacao de uma zona vermelha ao redor da colbnia indica atividade de L-
asparaginase, caracterizando o fungo como produtor da enzima. O vermelho de fenol
€ um indicador de pH o qual muda de uma coloracdo amarela em condicdes acidas
para uma coloracado vermelha em condi¢Bes basicas/alcalinas. Logo, o surgimento do
halo vermelho ao redor da coldnia indica alteragéo do pH, que pode ter sido gerado a
partir do acumulo de am&nia no meio (GULATI; SAXENA; GUPTA, 1997).

Tabela 1.Composicdo meio Czapek Dox Modificado

Glicose 0,2%
L-asparagina 1%
NHsNOs3 0,2%
KH2PO4 0,152%
KCI 0,052%
MgSQOa. 7H20 0,052%
ZnSO0a. 7TH20 0,0001%
CuSOa4. 7H20 0,0001%
FeSO4. 7H20 0,0001%
Agua destilada q.s.p. 1000 mL
Agar 2%
Vermelho de fenol 0,0012%

3.9 Determinacéao do indice enzimatico
As medi¢bes dos didmetros dos halos de hidrélise e das colbnias foram
realizadas com auxilio de paquimetro (cm) no verso das placas de Petri, em cruz,

calculando-se a média, a cada 24 horas.
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A atividade enzimatica extracelular da L-asparaginase foi avaliada pelo nivel de
degradacdo do substrato especifico considerando o diametro dos halos de

degradacdo, sendo os resultados expressos através de indice enzimatico (IE).

IE=DH
DC

Equacéo 2

Onde IE corresponde ao indice enzimatico, DH diametro do halo de hidrdlise e
DC diametro da col6nia. O indice enzimatico expressou a relacdo entre o diametro
médio do halo de degradacdo e o diametro médio da colbnia correspondente
(FLORENCIO; COURI; FARINAS, 2012). Assim, um aumento no IE reflete uma maior

atividade enzimatica.

3.10 Selecao de fungos quanto a producao de L-asparaginase em meio liquido
Apbés a verificacdo do IE, procedeu-se a fermentacdo submersa para
quantificacdo da atividade enzimética. Foram utilizados 25 mL de caldo Czapek Dox
modificado (glicose 0,2%; prolina 2%; NH4NOs 2%; KH2PO4 1,52%; KCI 0,52%;
MgSOa4. 7H20 0,52%; ZnSO4. 7H20 0,001%; CuSOas. 7H20 0,001%; FeSOa4. 7H20
0,001%), com pH ajustado para 8,5 em frascos Erlenmeyer de 125 mL. Para cada
linhagem foram feitos cultivos em triplicata. Os frascos contendo o meio foram
previamente esterilizados em autoclave por 30 min (121°C). ApGs resfriamento, foi
inoculado 1,5 mL da suspensédo de esporos e o cultivo foi mantido estatico a 28 °C,
por 120 h. A cada 24 horas foram coletadas aliquotas de 1000 pL dos cultivos, que
foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida realizou-se a

determinacao de atividade enzimatica, conforme item 3.5.2.

3.11 Otimizag¢des de cultivo
3.11.1 Influéncia dos componentes do meio de cultura sobre a producéao
enzimatica de L-asparaginase

A fim de otimizar a producdo de L-asparaginase, o fungo selecionado a partir
do screening em placa e cultivo submerso, C. echinulata PA3S12MM foi inoculado
nos meios de cultura Adams, Czapek e Klausen com composi¢cdes distintas,

suplementados diariamente com 500 pL sacarose 1% em triplicata. Os cultivos foram
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incubados em estufa do tipo BOD a 28 °C por 144 horas sob regime estacionario,
sendo retiradas aliquotas a cada 24 horas para determinacado da atividade enzimatica
e quantificacdo de proteinas. Os meios testados e suas composicfes estado descritos
na Tabela 2 a seguir:

Tabela 2. Meios de cultivo a serem avaliados

Componentes Adams Czapek Klausen
KH2PO4 0,19 1g -

KCI - 0,05¢g -
MgS0..7H20 0,05¢g 0,05¢g -
FeS04.7H20 - 0,001g -

CaCOs - - 0,19
Extrato de levedura 0,29 0,1g 0,1g
Peptona - - 0,1g

NacCl - - 0,5g

Gelatina - - 0,25g
Agua destilada 100mL 100mL 100mL
(PERALTA, M;
Referéncias (ADAMS, 1990) (WISEMAN, 1975) TERENZI; JORGE,
1990)

3.11.2 Influéncia de diferentes fontes de carbono na producdo de L-
asparaginase

A melhor fonte de carbono para producédo de L-asparaginase a partir de C.
echinulata PA3S12MM foi avaliada utilizando-se os seguintes substratos alternativos
a 1%: bagaco de cana, casca de banana, casca de laranja, casca de mandioca, casca
de batata, farelo de trigo, farinha de soja, glicose, lactose, folhas de Ora-pro-nébis,
palha de soja e sorgo. Os residuos agroindustriais utilizados na fermentacao
submersa servem como fonte de nutrientes, fornecendo os componentes necessarios
para o desenvolvimento do microrganismo. Normalmente, estes substratos sao
subprodutos e diferem entre si na sua composicao (MANAN; WEBB, 2017). Foi
realizado cultivo submerso em triplicata, durante 144 horas a 28 °C, utilizando-se o

meio de cultivo ja definido no experimento anterior.

3.11.3 Influéncia de diferentes fontes de nitrogénio na producdo de L-
asparaginase

O efeito das fontes de nitrogénio foi estudado preparando meio Czapek com a
fonte de carbono previamente definida, usando seis fontes diferentes de nitrogénio,
(aspargo, caseina, pena de galinha, peptona, extrato de carne, triptona) e uma

triplicata sem adicdo de fonte de nitrogénio. Cada uma das fontes de nitrogénio
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testadas foi incorporada em 25 mL de meio Czapek em Erlenmeyer de 125 mL, na
concentracdo de 0,4% a 28 °C por 144 horas. A fonte de nitrogénio que induziu a
maior producdo de L-asparaginase foi considerada como ideal para estudos

subsequentes.

3.11.4 Influéncia da suplementacdo de aminoacidos na inducdo da producéao
enzimatica de L-asparaginase

O efeito da suplementacdo dos aminoacidos Asparagina, Arginina e Prolina a
0,2 % foi avaliado em meio Czapek, apds a definicdo da fonte de carbono e nitrogénio,
em cultivo submerso contendo 25 mL em Erlenmeyer de 125 mL, em cultivo a 28 °C

por 144 horas.

3.11.5 Influéncia do tempo de cultivo na producéo de L-asparaginase

Foi realizado cultivo submerso estacionario em triplicata, durante 144 horas a
28 °C, utilizando meio CzapeK, com fontes de carbono, nitrogénio e aminoacidos ja
definidos. Retirou-se aliquotas de 500 uL a cada 24h para determinacao da atividade
enzimatica e proteinas para verificar o melhor tempo de cultivo para producédo de L-

asparaginase.

3.11.6 Selecao de variaveis para producao de L-asparaginase por C. echinulata
PA3S12MM através de planejamento experimental Plackett-Burmann

Planejamento de Plackett-Burman (PBD) foi proposto para identificar as
variaveis mais importantes na producao de L-asparaginase neste modelo, sendo estas
avaliadas em dois niveis com triplicata no ponto central, como mostrado na Tabela 3.
A fermentacdo submersa foi realizada em triplicata em Erlenmeyer contendo 25 mL
de meio Czapek-Dox (0,15% K2HPO4, 0,052% KCI, 0,052% MgSOa4, 0,001% FeSOa4,
0,001% ZnS0Oa4, 0,001% CuSOa) (p/v). Sete variaveis independentes foram estudadas:
glicose (X1), pena de galinha (X2), L-asparagina (X3), L-prolina (X4), L-arginina (X5),
temperatura °C (X6) e tempo de cultivo em horas (X7).

Tabela 3. Niveis e valores das variaveis independentes do processo experimental para estudo da

otimizacdo de L-asparaginase por PBD

Variavel independente Fator Niveis e valores

-1 0 +1
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Fonte de Carbono (%) X1 3 4 5

Fonte de Nitrogénio (%) X2 1 2 3
L-asparagina (%) X3 0,1 0,2 0,3
L-prolina (%) Xq 0,1 0,2 0,3
L-arginina (%) Xs 0,1 0,2 0,3
Temperatura (°C) Xs 22 28 34
Tempo de Incubacéo (h) X7 96 120 144

Todas as culturas foram inoculadas com 1500 pL de solugdo de esporos
preparadas com solucdo de Tween 80% ap0s esterilizacdo em autoclave a 121 °C por
15 minutos e incubados sob crescimento estacionario. Trés repeticdées nos pontos
centrais foram adicionadas para verificar a reprodutibilidade do ensaio, totalizando 15
corridas. Apos o periodo de incubagéo, o meio de cultura foi filtrado e procedeu-se a
dosagem enziméatica conforme item 3.5.2. Os resultados foram analisados através do
software Statistica versdo 10.0 e as variaveis que apresentaram p < 0,05 no grafico
de Pareto foram consideradas estatisticamente significativas na producdo de L-

asparaginase.

3.11.7 Otimizacédo da producdao de L-asparaginase por C. echinulatta PA3S12MM
utilizando delineamento composto central rotacional (DCCR)

O delineamento composto central rotacional (DCCR) e metodologia de
superficie de resposta foram empregados para otimizar a produ¢éo de L-asparaginase
a partir de fatores previamente selecionados por planejamento Placket-Burman. A
matriz de DCCR (2%) foi construida utilizando as variaveis glicose (x1), temperatura
(x2), prolina (x3) e pena de galinha (x4) incluindo 3 repeticdes nos pontos centrais e

seis pontos axiais (Tabela 4).

Tabela 4. Niveis e valores das variaveis independentes do processo experimental para estudo da
otimizacdo de L-asparaginase por DCCR

ind\égreli\(;j:tes Simbolos Niveis e valores
-2 -1 0 +1 2
Glicose (%) X1 1 3 5 7 9
Temperatura (°C) X2 10 16 22 28 34
L-Prolina (%) X3 0 015 03 045 0,6

Pena de galinha

%) X4 0 15 3 4,5 6
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A resposta para as variaveis, onde Y representa a atividade da L-asparaginase,

pode ser aproximada pela equacgéo polinomial:

Y = Bo + B1X1 + B2X2 + BaX3 + BaXs + B12X1X2 + B13X1X3 + B1aXa+ B23X2X3 + B11X1? +
B22X22 + B33X3? + BaaX4?
Equacéo 3
Onde Bo € o intercepto; B1, B2, B3 € B4 sao os coeficientes de primeira ordem do
modelo; P12, P13, B14 € B23 S0 os coeficientes de interagao; e P11, P22, B33 € Pasa SA0 0S
coeficientes de segunda ordem do modelo.
O teste t de Student foi usado para verificar a significancia estatistica dos
coeficientes de regressédo e o programa Statistica 10.0 foi utilizado para analisar os

dados experimentais

3.12 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade da L-asparaginase produzida
por C. echinulata PA3S12MM presente no extrato bruto

A influéncia do pH na atividade enzimética foi verificada solubilizando o
substrato da reacdo (asparagina 0,04 mol L'') em tampéao citrato-fosfato 0,1 mol L*
(MCILVAINE, 1921), variando o pH entre 3,0 e 8,0, seguido pela dosagem de atividade
enzimatica.

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi investigado através da
dosagem em diferentes temperaturas, que variaram de 30 a 90°C. O substrato da

reacao foi solubilizado em tampé&o Tris-HCI 0,05 mol L pH 8.

3.13 Purificacéo da enzima por meio de colunas cromatograficas

O extrato bruto foi liofilizado e equilibrado com tampé&o citrato de sédio 0,02 mol
L™ (pH 5) e aplicado 900 pL na coluna de exclusédo molecular Sephacryl S-100 HR,
previamente equilibrada com tampéo citrato de sédio 0,02 mol L™ (pH 5). Fracdes de
1 mL foram coletadas, sendo determinadas a atividade enzimatica (450 nm) e
conteudo de proteinas (280 nm). As fracbes que apresentaram alta atividade foram
reunidas e a nova amostra foi liofilizada e filtradas em membrana microporosa
0,22 um, para posterior aplicagdo coluna cromatografica de exclusdo molecular
Sephacryl TM S-200 HR (GE Healthcare), em sistema Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE) modelo LC-20 Shimadzu, tendo como fase movel tampao citrato de

sédio 20 mM pH 5. A coluna cromatografica foi submetida a uma etapa de limpeza,



17

conforme essa sequéncia: 120 mL de NaOH 200 mM, 60 mL de NaOH 500 mM e 240
mL de agua deionizada. Apds, ela foi equilibrada com 240 mL da mesma solucdo da
fase movel. Foram injetados 100 pL de amostra previamente concentrada por
liofilizagdo, com um fluxo de corrida de 0,8 mL/minuto. O comprimento de onda
utilizado para leitura no aparelho foi de 280 nm sendo que as fracbes que
apresentaram absorbéancia diferente de 0 foram coletadas e dosadas para atividade
enzimatica, conforme item 3.5.2. Todas as etapas de purificacdo foram conduzidas a
4 °C.

3.14 Eletroforese do extrato enzimatico

O extrato bruto foi clareado por ultrafiltracio com membrana de 30 kDa em
Vivaspin® e o filtrado foi ultracentrifugado em membrana de 10 kDa. Foram utilizados
2 mL de extrato bruto da amostra por ciclo de centrifugacéo por 20 minutos a 10.000 g,
sob temperatura de 4 °C. O concentrado ultracentrifugado em membrana de 10 kDa
foi aplicado na eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE) descrito por
(U.K. LAEMLLI, 1970). A eletroforese foi desenvolvida em temperatura ambiente sob
tensdo de 120 V e uma corrente elétrica de 20 mA. Foi utilizado marcador de peso
molecular Thermo Scientific™ PageRuler™ Plus de 10 a 250 kDa. ApGs a corrida, o

gel foi revelado com coloracao de nitrato de prata.

3.15 Caracterizacdo bioguimica da L-asparaginase parcialmente purificada
3.15.1 Efeito do pH e temperatura na atividade enzimatica

A influéncia do pH foi avaliada através da reacdo conduzida com o substrato
asparagina 0,1 mol L' com tampéo citrato-fosfato 0,1 mol L* (MCILVAINE, 1921),
na faixa de pH entre 4,0 e 8,0. O efeito do pH na estabilidade enzimatica foi avaliado
pela incubac&o da enzima sem substrato no mesmo tampé&o e pH a 4 °C durante 24
horas. Apds esse periodo, a atividade enzimatica residual (A. IMADA, S. IGARASI,
1973) foi determinada no pH 6timo.

A temperatura Otima da L-asparaginase foi avaliada através da dosagem da
atividade enzimatica em diferentes temperaturas, que variaram de 30 a 100 °C. A
estabilidade térmica foi determinada pela incubacdo da enzima pura sem adicao de
substrato a 85, 90 e 95 °C por 180 minutos, seguido da verificacdo da atividade
enzimatica residual (A. IMADA, S. IGARASI, 1973) na temperatura e pH 6timos da

enzima.
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3.15.2 Especificidade ao substrato

A especificidade da L-asparaginase parcialmente purificada foi analisada pela
incubacéo da enzima com os substratos L-asparagina, L-prolina, L-glutamina e glicina
a 0.1 mol. L™, seguida pela quantificagdo da atividade relativa nas condi¢cdes 6timas

de reacéo.

3.15.3 Efeito de ions e outros compostos na atividade da L-asparaginase

O efeito dos compostos &cido etilenodiaminotetracético (EDTA); ditiotreitol
(DTT) e 2-mercaptoetanol e ions metalicos: BaClz, CuClz, CoClz, FeClz, KCI, MgClz,
MnClz2, NaCl, AgNOs, L-cisteina, K2SOs4, MnSO4, NH4NOs, HgCl e HgCl2 foram
avaliados adicionando-se ao substrato L-asparagina 0,1 mol. L™ em tampé&o citrato-
fosfato 0,1 mol. L™* pH 7 nas concentracées 5 e 10 mM, seguido da dosagem de
atividade enzimatica (A. IMADA, S. IGARASI, 1973).

3.15.4 Determinacao dos parametros cinéticos

Os valores aparentes da constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade
méxima da reacdo (Vmax) da L-asparaginase foram determinadas através da
incubacédo da enzima com o substrato L-asparagina nas concentracfes de 0,02 a 0,3
mmol. L™ nas condicdes ideais de temperatura e pH, os resultados foram obtidos
através do programa Enzyplot (LEONE; BARANAUSKAS, 1995).

3.16 Analise estatistica

Todos os resultados apresentados representam a média dos experimentos em
triplicata + desvio padrdao (DP). As analises estatisticas foram obtidas utilizando
GraphPad Prism verséo 10.3.1 e, quando necessario, os valores encontrados foram
comparados a partir do teste one-way ANOVA, com analise de multipla comparacéo,
seguido pelo teste de analise de Tukey, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente
significativo. Os graficos foram plotados no programa Origin 6.1. As constantes
cinéticas foram obtidas através do software Enzyplot (LEONE; BARANAUSKAS,
1995).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Screening enzimatico em meio solido
Na Figura 3, sdo exibidos os 5 isolados de fungos filamentosos avaliados que

demonstraram atividade enzimatica em meio solido ap6s 48 horas de inoculacéo de
esporos na placa de Petri.

O ensaio qualitativo em placa é considerado vantajoso pelo fato de identificar
de forma rapida a producao de L-asparaginase a partir do halo de hidrolise e céalculo
do indice enzimético (ARIMA et al., 1972).

Figura 3. (a) Controle Negativo; (b) PA2S7MM; (c) PA3S12MM; (d) PA2S4MY; (e) PA3S17MC; (f)
PA1S2MV

Em estudo que verificou a capacidade de producdo de asparaginase por
fungos, observou-se teste positivo em placa para as espécies de Aspergillus,
Fusarium, Penicilium, Mucor e Basidiomycetes (RANI; SUNDARAM; VASANTHA,
2012). lgualmente, ao realizar o ensaio qualitativo empregando o indicador de pH
vermelho de fenol, foi possivel constatar a formacédo de um halo vermelho ao redor
das col6nias de varias espécies distintas de Aspergillus, Penicillium e Fusarium
(THIRUNAVUKKARASU et al., 2011).

Para identificagdo qualitativa em meio solido da producdo de L-asparaginase,
todas as cinco linhagens de fungos filamentosos testadas apresentaram halo de
degradacéo, com indice enzimatico variando 0,67 a 2,1 (Figura 4).
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Figura 4. indice enzimatico dos fungos testados quanto a producéo de L-asparaginase em meio solido

4.2 Selecdo de fungos quanto a producdo de L-asparaginase extracelular e

intracelular em meio liguido

Foram avaliados cinco fungos filamentosos em meio liquido para determinar a

curva de producdo de L-asparaginase extracelular durante um periodo de 120 horas

por meio de fermentagcdo submersa. Os resultados revelaram uma atividade

enzimatica variando entre 4,79 U/mL para o fungo PA3S12MM e 1,79 para o fungo

PA2S7MM em cultivo submerso. A atividade enziméatica obtida do cultivo submerso

dos extratos intracelulares foi verificada apds 120 horas de cultivo e apresentada nos

graficos a seguir.
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Figura 5. Producédo de L-asparaginase pelos fungos estudados. (a) Screening enzimatico extracelular.
(b) Screening enzimatico intracelular. Simbolos: (m) PA1S2MV, (¢) PA2S7MM, (A) PA3S17MC, (V)

PA2SAMY2, (¢) PA3S12MM.
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E possivel observar que o fungo PA3S12MM, previamente identificado como
Cunninghamella echinulata PA3S12MM (RASBOLD et al., 2021), exibiu atividade
enzimatica tanto no extrato extracelular (4,79 mL™) quanto no intracelular (2,70 mL™).
Em estudo que explorou a L-asparaginase intracelular do fungo Chaetomium sp.,
obteve-se atividade enzimatica de 33,6 U mL?' no extrato bruto intracelular
(ARUMUGAM; THANGAVELU, 2022) e no filtrado atividade enziméatica reduzida para
6,42 U mL1 (ARUMUGAM; SHANMUGAM; THANGAVELU, 2021). Nota-se que nesse
rastreio inicial através de fermentacdo submersa, o fungo C. echinulata teve

superioridade no filtrado extracelular.

4.3 Otimizacdes de cultivo
4.3.1 Efeito do meio de cultura sobre a producao enzimatica de L-asparaginase
extracelular

O fungo C. echinulata PA3S12MM cultivado em meio Czapek sob fermentacao
submersa em regime estacionario teve um aumento progressivo da atividade
enzimatica a partir de 24 horas de cultivo, enquanto no meio Adams e Klausen néo se
identificou atividade enzimatica na primeira aliquota de 24 horas e nas subsequentes
obteve-se menor atividade enzimatica quando comparado ao meio Czapek, que

atingiu 2,43 U mL* com 144 horas de cultivo.
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asparaginase. Simbolos: (m) Adams, ( ») Czapek, (A) Klausen
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Nas investigacdes que abordaram a sintese de L-asparaginase por meio de
fungos, € evidente que, em grande parte, ao empregar a técnica de fermentacéo
submersa, o meio de cultura preferencial foi o Czapek Dox Modificado (SILVA et al.,
2018) sendo explorado diferentes fontes de carbono e nitrogénio, bem como,

otimizacado dos componentes desse meio através de delineamentos estatisticos.

4.3.2 Efeito de diferentes fontes de carbono na producéo de L-asparaginase
Em relag&o aos substratos analisados como fonte de carbono para a produgéo
enzimatica, pode-se observar, que os valores maximos de atividade de L-
asparaginase foram obtidos com glicose 1% suplementada diariamente (2,73 U mL™?),
seguida pelo residuo agroindustrial farelo de trigo (1,55 U mL™) e farinha de soja (1,17
U mL1). Em relagdo aos outros residuos utilizados como substrato, a o valor maximo

de atividade de L-asparaginase nao foi superior a 0,75 U mL.

Sorgo

Palha de soja
Cra-pro-nodbis
Lactose

Farinha de soja
Farelo de trigo
Casca de mandioca
Casca de laranja
Casca de batata
Casca de banana
Bagaco de cana
Glicose

——t———————— T ————
0,0 0,5 1.0 15 2,0 2,5 3.0

Atividade enzimatica (U/mL})

Figura 7. Producdo de L-asparaginase por fermentacdo submersa a 28 °C por 120 horas, utilizando
diferentes residuos agroindustriais como fonte de carbono (controle positivo: glicose). Os dados sao
expressos como médias + desvio padréo de trés réplicas e as diferentes letras (a—d) indicam diferencas
significativas no teste de Tukey (P < 0,05).

De modo semelhante, em investigacao envolvendo Fusarium equiseti AHMF4
(EL-GENDY et al., 2021) a glicose se destacou como a melhor fonte de carbono para
producdo de L-asparaginase em cultivo submerso, o que pode ser atribuido ao fato
dos fungos preferirem acucares simples em vez de complexos. Resultados analogos
foram constatados em estudo com Aspergillus terreus (COSTA-SILVA et al., 2019),
Aspergillus sp. ALAA-2000 (MORSY et al., 2015).
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Dentre os residuos incluidos nesse estudo, os farelos séo fontes ricas em
fibras, mas também possuem em sua composicao, carboidratos, minerais, vitaminas,
tiamina, folato e compostos fendlicos que sdo hidrolisados pelos fungos em acgucares
menores, mais facilmente assimilados (STEVENSON et al., 2012).

Por outro lado, a soja é rica em proteinas, as quais sdo importantes fontes de
nitrogénio, composto essencial para o crescimento dos microrganismos. Ja a casca
de laranja é rica em agucares solluveis, 0s quais sdo importantes fontes de carbono,
assim como o0s substratos amilaceos, de facil assimilagdo pelos microrganismos
(MANAN; WEBB, 2017). Por sua vez, a casca de mandioca € constituida
majoritariamente de material lingocelulésico e pobre em proteinas (5,5%
aproximadamente) (MORGAN; CHOCT, 2016).

4.3.3 Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na producéo de L-asparaginase
Ao investigar diferentes fontes de nitrogénio, observou-se que o residuo
agrondmico de pena de galinha induziu a maior atividade enzimatica (5,1U mL™}),
seguido por aspargo, extrato de carne e triptona (4,2 U mL?) como apresentado na
Figura 8. Dados na literatura sugerem que a atividade asparaginolitica esta
diretamente associada a regulacdo de nitrogénio (SARQUIS et al.,, 2004). Nesse
sentido, em pesquisa que avaliou diferentes fontes de nitrogénio para producéo de L-
asparaginase por Fusarium proliferatum, observou-se que a suplementacdo de
peptona (3,72 U mL™?), extrato de carne (3,2 U mL?), extrato de levedura (2,33 U mL-
1) e nitrato de sédio (0,79 U mL™1), resultaram em atividades enzimaticas
significativamente inferiores em comparacdo com a atividade obtida com
suplementacdo de L-asparagina (17,44 U mL1) (YAP; LEE; TING, 2021).
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Figura 8. Produgéo de L-asparaginase por fermentacdo submersa a 28 °C por 120 horas, utilizando
diferentes fontes de nitrogénio. Os dados séo expressos como médias + desvio padrao de trés réplicas
e as diferentes letras (a—b) indicam diferencgas significativas no teste de Tukey (P < 0,05).

4.3.4 Influéncia da suplementacdo de aminoacidos na inducdo da producéo
enzimatica de L-asparaginase

Foram avaliadas as producdes enzimaticas por meio da adicdo de alguns
aminoacidos ao meio de cultura Czapek, utilizando glicose 1% como fonte de carbono
e pena de galinha 0,4% como fonte de nitrogénio. Observou-se superioridade na
producdo enziméatica de L-asparaginase ao suplementar o meio de cultivo com L-
prolina (11 U mLt) seguido por L-arginina (6,61 U mL™?) e L-asparagina (5,73 U mL™).
De maneira semelhante, resultados mais favoraveis na atividade enzimatica da L-
asparaginase produzida por A. terreus foram observados em meio Czapek Dox

modificado suplementado com 1% L-prolina (COSTA-SILVA et al., 2019).

-
H

— -

Atividade enzimatica (U/mL)

Figura 9. Influéncia da suplementacdo de aminoacidos ao meio de cultura sob a producdo de L-
asparaginase

4.3.5 Influéncia do tempo de cultivo na producéo de L-asparaginase
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A avaliacdo da influéncia do tempo de cultivo, revelou que 120 horas resultaram
na maior producdo enzimatica de C. echinulata (16,8 U/mL) e que apés 144 horas
teve uma reducéo de 39,3 % na atividade. De modo semelhante, L-asparaginase de
Aspergillus caespitosus CCDCA 11593 teve maior producdo com 120 horas em
fermentacdo submersa (1,49 U/mL) (RABELO, 2021).

Atividade enzimatica (U/mL)

24 48 72 96 120 144
Horas

Figura 10. Influéncia do tempo de cultivo na producéo de L-asparaginase

4.3.6 Selecao de variaveis dependentes para producéo de L-asparaginase por C.
echinulata PA3S12MM através de planejamento experimental Plackett-Burmann

Nessa pesquisa foi utilizada a estratégia estatistica em duas etapas,
combinando planejamento experimental Plackett-Burmann (PB) seguido do
delineamento composto central rotacional (DCCR) com analise de superficie de
resposta. Inicialmente, uma pré-selecdo das variaveis foi conduzida, envolvendo
glicose (X1), pena de galinha (X2), L-asparagina (X3), L-prolina (X4), L-arginina (X5),
temperatura °C (X6) e tempo de cultivo em horas (X7) através de 12 ensaios e 3
repeticdes do ponto central. A produgdo maxima de L-asparaginase foi alcancada no
ensaio 2 (5,32 mL') e a menor no ensaio 11 (0,36 mL™?), conforme observado na
tabela abaixo.

Tabela 5. Matriz do planejamento experimental Plackett-Burman para produc¢éo de L-asparaginase em
cultivo submerso

Ensaios X1 X2 X3 Xa Xs Xe X7 eAr;tzl;/rIndz;(ijcea
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 3,581
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 5,322
3 -1 1 -1 1 -1 -1 1,823
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 2,576
5 1 1 -1 1 1 -1 1 4,621
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6 1 1 1 -1 1 1 -1 2,988
7 -1 1 1 1 -1 1 1 2,142
8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1,946
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1,52
10 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,445
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 0,36
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1,027
13 0 0 0 0 0 0 0 2,214
14 0 0 0 0 0 0 0 2,626
15 0 0 0 0 0 0 0 1,895

Glicose (X1), pena de galinha (X2), L-asparagina (X3), L-prolina (X4), L-arginina (X5), temperatura °C
(X6) e tempo de cultivo em horas (X7)
Valores codificados: -1; 0 e 1. Ensaios 13 a 15 correspondem aos pontos centrais.

As variaveis glicose (%) como fonte de carbono, temperatura (°C), prolina (%)
e pena de galinha (%) como fonte de nitrogénio apresentaram maior influéncia sobre
a producéo de L-asparaginase por C. echinulata PA3S12MM conforme apresentado

através do diagrama de Pareto, considerando p-valor <0,05

(1)Glicose (%) - 5.4723

(6)Temperatura (°C) Jl-a,zsasr

(4)L-prolina 4,036233

(2)Pena de galinha (%) 3,146556

(7)Tempo (horas) -1,10367

(3)L-asparagina (%) 8993807

(5)L-arginina -,850351

p=.05

Figura 11. Variaveis significativas no delineamento de Plackett-Burmann — Diagrama de Pareto

As variaveis que nao influenciaram significativamente na producdo enziméatica
(asparagina 0,2% e arginina 0,2%) foram adicionadas no experimento seguinte,
DCCR, com concentracdo correspondente a do ponto central (0). Quanto a
temperatura °C (X6), variavel significativa com efeito negativo, foi mantida no nivel
correspondente ao ponto central até o final do planejamento.

O efeito apresentado pela ANOVA no planejamento representa a tendéncia de

cada variavel em influenciar na resposta. Quando essa influéncia € positiva, € possivel
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inferir que, ao aumentar os valores de uma variavel especifica até o limite do intervalo
testado, pode ocorrer uma melhora positiva na resposta. Em contrapartida, se o
impacto for negativo, isso sugere que a diminuicdo dos valores de cada variavel
analisada pode resultar em um aumento na resposta esperada (CARDOSO, 2018).

Em estudos que exploraram a otimizacdo da producdo de L-asparaginase
utilizando PBD, ao contrario dos resultados obtidos, identificaram a L-asparagina
como sendo um fator significativo com influéncia positiva (CARDOSO et al., 2020; PR;
PD, 2016).

4.3.7 Otimizacédo da producéo de L-asparaginase por C. echinulatta PA3S12MM
utilizando Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O melhor resultado para a producao de L-asparaginase foi observado no ensaio
13, no qual o fungo foi cultivado durante 120 horas a 28 °C e suplementado com
glicose 7%, prolina 0,15% e pena de galinha 1,5% (Tabela 7). Em contraste, os
ensaios 2 e 6 apresentaram baixa atividade enzimatica, cujas concentracdoes das
variaveis foram glicose 3%, prolina 0,15% e pena de galinha 4,5%. No ensaio 21, que
demonstrou o menor resultado do delineamento, as concentra¢des de glicose, prolina
e pena de galinha corresponderam ao valor do ponto central, enquanto a temperatura

correspondeu ao ponto axial de 10 °C.

Tabela 6. Planejamento experimental para otimizacdo da producéo de L-asparaginase por C. echinulata
utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

X1 X2 X3 X4 Atividade
Ensaio  Glicose Temperatura Prolina  Penade galinha enzimatica
(%) C) (%) (%) (UmL™)
1 -1 -1 -1 -1 1,409
2 -1 -1 -1 1 0,873
3 -1 -1 1 -1 1,415
4 -1 -1 1 1 1,261
5 -1 -1 -1 1,050
6 -1 1 -1 1 0,673
7 -1 1 1 -1 1,061
8 -1 1 1 1 1,386
9 1 -1 -1 -1 4,638
10 1 -1 -1 1 3,463
11 1 -1 1 -1 4,775
12 1 -1 1 3,723
13 1 1 -1 -1 7,137
14 1 1 -1 1 3,355
15 1 1 1 -1 2,482
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16 1 1 1 1 3,566
17 0 0 -2 3,657
18 0 0 0 2 4,673
19 0 0 -2 0 3,320
20 0 0 2 0 4,039
21 0 -2 0 0 0,154
22 0 2 0 0 3,714
23 -2 0 0 0 1,398
24 2 0 0 0 5,528
25 0 0 0 0 1,609
26 0 0 0 0 1,563
27 0 0 0 0 1,849

A equacéo de regressao obtida ap6s analise da variancia (ANOVA) prevé os
niveis de L-asparaginase em funcao das variaveis glicose, temperatura, prolina e pena
de galinha. A producédo enziméatica pode ser predita pelo modelo codificado com 95%
de confianca:

Y (U mL?Y) =1,67+0,26 X1-0,046 X12+0,062 X2+0,39 X3-0.046X3?+0,323 X4 0,28 +
0,010 X3X4+0,38 X4?

Onde Y é a atividade de L-asparaginase (U mL™?), X1 é a concentracdo de
glicose, X2 é a temperatura (°C), X3 € a concentracdo de prolina e X4 é a concentracéo
de fonte de carbono (%).

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos pela analise de variancia (ANOVA).
O Fcal (5,56) da regresséo foi 2,21 vezes maior que o Ftab (2,51), indicando que a
regressao € significativa. O valor do coeficiente de determinacéo (R?) foi de 0,787, isto
demonstra que o modelo quadréatico consegue explicar 78,7% da variabilidade dos
dados experimentais. A falta de ajuste no modelo apresentou significancia estatistica.
O modelo quadratico ndo apresentou falta de ajuste, pois o Fcal (0,22) foi menor do
Ftab (19,41). Portanto, este modelo é preditivo e estatisticamente significativo em um

intervalo de confianca de 95%.

Tabela 7 — Tabela ANOVA para producdo de L-asparaginase

Fontes de Teste F
L GL SS QM R2
variagéo Fcal Ftab
Regresséo 8 57,330 7,166272 5,56 2,51 78,7
Residuo 18 23,179 1,287747
Falta de ajuste 16 23,132 1,44578 0,22 19,41

Erro puro 2 12,99 6,495
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Total 26 80,510

Na Figura 12, o gréafico de Pareto ilustra as variaveis que foram significativas e
que influenciaram de forma positiva no aumento da produgéo enziméatica. Entre essas
variadveis, destacam-se a concentracdo da fonte de carbono (X1) - tanto na forma
linear quanto quadratica, a concentracdo de prolina (X3) - na forma quadratica, e a
concentracdo da fonte de nitrogénio (X4) - também na forma quadratica. Esses
resultados indicam que o aumento desses fatores contribui para o aumento na
producdo da enzima, dentro de um modelo de confianca de 95%. Pode-se observar
qgue as variaveis Prolina (%) e Fonte de nitrogénio (%) tiveram uma interacéo

significativa positiva na producao de L-asparaginase no modelo linear.

Fonte de carbono (%) ( L)
Fonte de nitragénio (%) { Q)}
Prolina (%) { Q)

|15.51075

|11,85631

Fonte de carbono (%) (Q)
Prolina (%] (L} X Fonte de nitrogénio (%) (L)

|10,22257

|9,908723

Temperatura C) (L) |8, 766858
Fonte de carbono (%) (L) X Prolina (%) (L) |-8.4287
Temperatura (*C) (L) X Prelina (%) (L) }-7.35824
Fonte de carbono (%) { L) X Fonte de nitrogénio (%) (L) |-6.82765

Fonte de nitrogénio (%) (L)
Prolina (%) (L)
Temperatura (*C) ( Q)

|-4.84514

-1,98746
-1,88006

-y

Fonte de carbono (%) ( L) X Temperatura ("C) (L) 1,186813
Temperatura (°C) (L) X Fonte de nitrogénio (%] (L) 2745959

p=,05

Figura 12. Gréafico de Pareto para os parametros estimados do DCCR para a producdo de L-
asparaginase

Os graficos de superficie de resposta descritos através da equacgéao polinomial
de segunda ordem para a producao desta enzima indicam que 0s pontos axiais
apresentam melhores valores para a produgéo de L-asparaginase por C. echinulata
PA3S12MM. A Figura 13a evidencia aumento da atividade enzimatica com um
aumento da concentragao de prolina e pena de galinha. Na Figura 13b, observou-se
gque maior concentragdo de glicose em relagdo a aumento da temperatura
proporcionou maior atividade enzimatica. Enquanto a Figura 13c, evidenciou que
independente da concentracdo de pena de galinha (seja alta ou baixa) juntamente

com a maior concentracdo de glicose resultou na maior atividade de L-asparaginase.
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Figura 13. Grafico de superficie de resposta para producéo de L-asparaginase (U mL1): (a) Fonte de
nitrogénio X Prolina; (b) Fonte de carbono X Temperatura; (c) Fonte de nitrogénio x Fonte de carbono.
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Em outro estudo focado na otimizacdo da producdo de L-asparaginase por

Fusarium proliferatum, nota-se que, contrariamente aos resultados obtidos em nosso

DCCR, a concentracao de glicose demonstrou efeito linear negativo sob a atividade

enzimatica e, de modo semelhante obteve valor de R? baixo equivalente a 0,77. (YAP;

LEE; TING, 2021)

(b)

30
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Apos otimizacéao do cultivo, houve um aumento de 40% na producéo enzimatica
(7,14 U mL1) guando comparado a producéo inicial antes da otimizacdo que era de
5,1 U mL1. Esses resultados ressaltam a utilidade das estratégias estatisticas para
maximizar as atividades enzimaticas, a fim de simplificar os processos produtivos e,

consequentemente, reduzir os custos associados a esses procedimentos.

4.4 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade de L-asparaginase produzida
por C. echinulata presente no extrato bruto

Os resultados relativos ao efeito do pH sobre a atividade da L-asparaginase
presente no extrato bruto indicaram que a atividade maxima (11,3 U mL?) foi
alcancada em pH 5,0 (Figura 14a). Esse achado se assemelha ao resultado
encontrado para enzima parcialmente purificada de A. oryzae (DA CUNHA MC et al.,
2022).

Em relacdo a temperatura, verificou-se que em 50 °C a L-asparaginase
presente no extrato bruto apresentou melhor desempenho catalitico, alcancando 11,5
U mL%, seguida pela temperatura de 60 °C com 10,9 U mL™1, sem diferenca estatistica
significativa entre ambas pelo teste de Tukey (Fig 14b).
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Figura 14. L-asparaginase produzida por C. echinulata PA3S12MM presente no extrato bruto. a) Efeito
do pH. b) Efeito da temperatura

Esse resultado é semelhante ao encontrado para a enzima purificada de
Trichoderma asperellum (ELSABA; SALAMA; SOLIMAN, 2022). Temperaturas 6timas
na faixa de 50 e 60 °C foram reportadas para a L-asparaginase de varias cepas de
Aspergillus spp. (DUTTA; GHOSH; PRAMANIK, 2015; MORSY et al., 2015).
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4.5 Purificacdo da L-asparaginase

Primeiramente o extrato bruto extracelular foi concentrado através de
liofilizacdo e aplicado na coluna de exclusdo molecular Sephacryl S-100 HR (Figura
15a) onde € possivel avaliar um pico de atividade enzimética na faixa das fracées 70
a 85. Posteriormente, essas fracdes foram liofilizadas e aplicadas na coluna Sephacryl
TM S-200 HR, onde se observa a presenca de 4 picos, o que indica que a enzima foi

parcialmente purificada (Fig. 15b).
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Figura 15.a) Perfil cromatogréafico obtido apds aplicacdo do extrato bruto liofiizado em coluna
cromatogréafica Sephacryl S-100 HR 19. Legenda: (-e-) Atividade enzimatica (450 nm); (-o-) Proteina
(280 nm); (b) Cromatograma da L-asparaginase parcialmente purificada em coluna Sephacryl TM S-
200 HR.

Os dados referentes as etapas de purificagdo encontram-se sumarizados na
Tabela 8.

Tabela 8 - Etapas da purificac@o da L-asparaginase extracelular de C. echinulata PA3S12MM

Etapas da Volume  Atividade Proteina Atividade Recuperacao Purificacao
purificagdo  (mL) total (U) total (mg) especificaUmg? (%) (fator)
Extrato 415 1.194,8 138,84 8,61 100 1
bruto
Sephacryl 5, 324,60 23,40 13,87 27 1,61
S-100 HR ' ' ' '
Sephacryl
TM S-200 4,30 11,40 0,13 89,3 0,2 10,4
HR

Ao fim do processo, a enzima foi purificada 10,4 vezes, com uma atividade

especifica de 89,3 U mg, valor préximo ao obtido da asparaginase de Cladosporium
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sp, na Ultima etapa de purificacdo com coluna Sepharose 6b, com 83,3 U mg* (NS;
HK, 2013). Em purificacdo parcial da enzima de A. oryzae (DA CUNHA MC et al.,
2022), foi observada uma recuperacéo de apenas 0,30% a partir de cromatografia em
Sephadex G100, o que evidentemente demostra que em nossa pesquisa, alcangcamos

um resultado semelhante e inferior com 0,2%.

4.6 Andlise da pureza por eletroforese

O gel de eletroforese evidenciou a presenca de quatro proteinas menores ou
igual a 35 kDa no extrato bruto ultracentrifugado através da membrana de 10 kDa, o
gue sugere que a enzima L-asparaginase possa ser alguma dessas bandas. (Fig. 16).
Em comparacdo, na literatura ha enzimas ja relatadas com pesos moleculares
menores que 35 kDa, como a L-asparaginase de Fusarium sp. com 22,5 kDa (SA,
2022) e 20,8 kDa a partir de A. oryzae spp (DA CUNHA MC et al., 2022).
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Figura 16. Analise por SDS-PAGE 10% da L-asparaginase de C. echinulata PA3S12MM (1) Marcador
de peso molecular; (2) L-asparaginase semipurificada.

4.7 Caracterizacdo bioquimica da L-asparaginase parcialmente purificada
4.7.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade enzimatica

Os resultados obtidos através da reacdo enzimatica demonstram que a enzima
obteve alta atividade em pH 7 (171,24 U mL1) e uma atividade relativa de 84.8% em
pH 8 (Fig. 17a), semelhante ao relatado para as enzimas de Mucor hiemalis,
Penicillum  digitatum.e  Chaetomium sp (ARUMUGAM; SHANMUGAM;
THANGAVELU, 2021; SHRIVASTAVA et al., 2012; THAKUR et al., 2014). J4 em pH
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mais acido, a enzima demonstrou uma atividade relativa na faixa de 99,3 — 93,5%. Em
relacdo a estabilidade enzimatica, a L-asparaginase foi estavel na faixa de pH 4-6,
apés 24 horas de incubacao reteve 74% da atividade em pH 6. Em pH 3 reteve
somente 50% de atividade residual (Fig. 17b). Similarmente, a asparaginase de A.
oryzae IOC 3999 reteve de 81,7 a 85,7 % de atividade residual na faixa de pH de 4,0—
6,0 (DA CUNHA MC et al., 2022).
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Figura 17. Efeito do pH na atividade da L-asparaginase: (a) pH étimo. (b) Estabilidade ao pH. Os dados
sdo expressos como médias + desvio padrdo de trés réplicas e as diferentes letras (a—d) indicam
diferencas significativas no teste de Tukey (P < 0,05).

A temperatura 6tima para atividade enzimatica foi alcancada a 85 °C (231,3 U
mL1) (Fig. 18a), analogamente ao descrito para a enzima recombinante da arqueia
hipertermofilica Thermococcus kodakarensis KOD1, onde os autores avaliaram a
clonagem, expressdo e caracterizagdo da L-asparaginase em Escherichia coli
BLR(DE3) e a enzima foi designada como hipertermoestavel, com temperatura 6tima
de 90 °C (HONG et al., 2014). Os ensaios de estabilidade térmica indicam que a L-
asparginase de C. echinulata PA3S12MM foi estavel no tempo e temperaturas
avaliadas (85, 90 e 95 °C). A 95 °C apresentou ativacdo térmica aos 30 min de
incubacéao (Fig. 18b). Apos 180 min de incubacdo a 90 °C a enzima reteve cerca de
94% de sua atividade inicial, também similarmente a asparaginase clonada de
T.kodakarensis KOD1 que manteve 90 % de atividade residual a 90 °C pelo periodo
de até 32 horas (HONG et al., 2014). Tendo em vista a aplicabilidade da L-
asparaginase na industria alimenticia para mitigacdo da formacdo de acrilamida em
alimentos processados em altas temperaturas, a enzima produzida pela C. echinulata

PA3S12MM demonstra alto potencial, por sua caracteristica de hipertermozima.
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Figura 18. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da L-asparaginase: (a) Temperatura 6tima.
(b) Estabilidade térmica (m) 85 °C; () 90 °C e (A) 95 °C. Os dados séo expressos como médias *
desvio padrao de trés réplicas e as diferentes letras (a—f) indicam diferengas significativas no teste de
Tukey (P < 0,05).

4.7.2 Especificidade ao substrato

A L-asparaginase purificada demonstrou afinidade a todos os aminoacidos
avaliados, porém, maior atividade enzimatica com o substrato L-asparagina, quando
comparado aos demais (Fig. 19). A caracteristica de alta afinidade para L-asparagina
e baixa atividade para o substrato L-glutamina (32,9 %) confere potencial para seu
uso na indastria farmacéutica e alimenticia. Porém, a enzima apresentou em torno de
75 % de atividade sobre prolina e glicina. Em estudos que avaliaram esta enzima de
origem fangica, observou-se também maior afinidade para L-asparagina (KHALIL;
RODRIGUEZ-COUTO; EL-GHANY, 2021).
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Figura 19. Especificidade ao substrato pela L-asparaginase de C. echinulata.
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4.7.3 Efeito de diferentes compostos na atividade da L-asparaginase

O efeito de diferentes compostos nas concentracfes de 5 e 10 mM sobre a
atividade enzimatica pode ser observado na Tabela 10. A L-asparaginase incubada
com o agente redutor beta-mercaptoetanol teve um aumento em 72,1% na sua
atividade. Este efeito pode ser explicado pela quebra de ligacdes dissulfeto préximas
ao sitio ativo a enzima pelo beta-mercaptoetanol, levando a exposi¢ao de grupos tidis
altamente reativos e favorecer a atividade catalitica pelo relaxamento da rigidez
conformacional da proteina (TRIVEDI; LAURENCE; SIAHAAN, 2009). Este resultado
corrobora com o trabalho relatado para a L-asparaginase de A. oryzae I0C 3999, que
mostrou o aumento de 185,8 % na atividade enzimatica (DA CUNHA MC et al., 2022).

O EDTA demonstrou influéncia negativa na concentracédo de 10 mmol=?, pois
reduziu cerca de 51,4% da atividade enzimética, o que poderia justificar estar se

tratando de uma metaloproteina.

Tabela 9. Efeito de diferentes compostos na atividade da L-asparaginase
Atividade relativa (%)

Composto

5 mmol 10 mmol
Controle 100 100
CoCl; 54,6 £ 0,02 46,6 + 0,06
BaCl, 55,3+ 0,04 68,9 + 0,03
CuCl; 64,8 £ 0,03 88,8 + 0,06
DTT 36,6 £ 0,01 12,2 + 0,05
EDTA 79,7 £ 0,07 48,6 + 0,05
FeCl; 35,8 £0,02 60,7 + 0,07
NaCl 59,8 £ 0,03 75,1+ 0,09
MgCl, 45,6 £ 0,01 49,2 + 0,05
AgNO3 45,6 + 0,05 64,2 + 0,05
MnCl; 222+0 20,3+ 0,26
KCI 0,8+0,01 3,6 £0,02
L-cisteina 23,2 + 0,06 20,1+0,14
K2SO4 59,3+ 0,05 69,3 + 0,08
MnSO4 30,2+0,12 0
R-mercaptoetanol 166 + 0,06 172,1 + 0,06
NHsNO3 49 £ 0,04 21,5+ 0,05
HgCl> 50 + 0,04 30,4 + 0,08

Conforme visto na Tabela 9, o composto DTT 10 mmol* reduziu a atividade da
enzima em 87,8%. Além disso, o composto MnSO4 10 mmol* inibiu completamente a
atividade da enzima parcialmente purificada. Dentre os ions metalicos estudados, 0s

ions de FeClz e KCIl demonstraram efeito negativo.
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4.7.4 Parametros cinéticos da L-asparaginase

A constante de Michaelis (Km) obtida para a degradacdo de asparagina pela
enzima foi de 0,011 mmol L* (Figura 20), resultado inferior ao encontrado para as
enzimas de A. niger (Km 0,8141 mM) e de Chaetomium sp (Km 257,1 mM)
(ARUMUGAM; THANGAVELU, 2022; VALA et al., 2018). A velocidade maxima (Vmax)
observada de 126,5 mmol L* min, foi cerca de 28,7 vezes mais elevada que ao
encontrado para asparaginase de Cladosporium sp. (Vmax: 4,44 pmol mLmin 1) (NS;
HK, 2013).
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Figura 20. Cinética da L-asparaginase parcialmente purificada de C. echinulata PA3S12MM para o
substrato asparagina.

5. CONCLUSAO

Essa prospeccgao revelou o fungo C. echinulata PA3S12MM isolado de um
fragmento da mata Atlantica do Oeste do Parana, com potencialidade para producéo
de L-asparaginase. A enzima parcialmente purificada demonstrou caracteristicas
bioguimicas favoraveis para possivel aplicacdo na industria de alimentos, a fim de
mitigar a formacdo de acrilamida, tendo em vista sua atividade em temperatura
elevada e termoestabilidade. Além disso, pode ter sua capacidade antitumoral
investigada, visto que apresenta pH 6timo neutro e um Km baixo, o que indica que essa
enzima é capaz de esgotar a L-asparagina em concentragfes reduzidas, o que para
industria farmacéutica permitiria o uso de doses menores para alcance do efeito
desejado.
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RESUMO

A L-asparaginase catalisa a hidrolise da asparagina em acido aspartico e amonia. Esta enzima tem
aplicacdes biotecnoldgicas significativas, servindo como um agente antitumoral na industria
farmacéutica e como uma ferramenta para mitigar a formacao de acrilamida na inddstria alimenticia.
Este estudo teve como objetivo identificar um fungo capaz de produzir L-asparaginase e caracterizar
bioquimicamente a enzima encontrada. Entre os fungos filamentosos analisados por meio de triagem
em placas e cultura liquida, a cepa PSIMM foi identificada como uma promissora produtora de L-
asparaginase. A maior indugdo enzimatica foi observada ao utilizar 5% (p/v) de glicose como fonte de
carbono e 0,4% (p/v) de pena de frango como residuo agroindustrial e fonte de nitrogénio, incubados
por 120 horas. Os valores aparentes de Ky € Vimax para a hidrélise da L-asparagina foram 0,011 mmol
L*e 126,5 mmol L™ min™%, respectivamente. A enzima parcialmente purificada exibiu atividade étima

em pH 7,0 e temperatura de 85 °C. Em relacao a especificidade do substrato, a enzima mostrou 100%
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de atividade relativa em relagdo a L-asparagina e 32,9% em relacdo a L-glutamina. Sua atividade foi
aumentada por B-mercaptoetanol e inibida por Mn?*, L-cisteina e ditiotreitol (DTT). Os resultados
indicam que PS1MM tem potencial para bioprocessamento em larga escala de L-asparaginase e
possiveis aplicacBes na industria alimenticia.

PALAVRAS-CHAVE: L-asparaginase, fungos filamentosos, industria farmacéutica, industria

alimenticia.



