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RESUMO

Devido a biodiversidade da Regido Amazbnica e ao potencial enzimatico das
leveduras, o presente trabalho visou O presente trabalho buscou selecionar uma
levedura produtora de L-asparaginase, identificar e avaliar os parametros de
producdo. Além de analisar a influéncia isolada da glicose na producéo de biomassa
e de L-asparaginase, caracterizar bioquimicamente a atividade enzimatica, realizar
pré-purificacdo e avaliar o grau de pureza da enzima e seu potencial como agente
antiacrilamida Foram utilizadas 21 linhagens de leveduras e a levedura com maior
atividade de L-asparaginase foi identificada por sequenciamento de DNA utilizando
os primers NL-1 e NL-4 e utilizada para a avaliagcdo dos parametros de producéo
através de dois planejamentos estatisticos, Plackett-Burman (PB) e Central
Composto (CCD). A glicose foi avaliada variando a concentragdo no meio (0,5%,
1,0% e 5,0%) e através de planejamento fatorial 2% tendo como variaveis glicose (%)
e aeracao (%). A pré-purificacédo foi realizada com sulfato de amdnia avaliada em
SDS-PAGE 12,5%. O Teste como agente aintiacrilamida foi mediante a inibicdo da
formacdo de poliacrilamida de uma solucdo de acrilamida a 30%. A levedura
selecionada foi identificada como Tilletiopsis minor e as variaveis significativas
apresentadas pelo PB foram L-asparagina, extrato de levedura e MgSOy,
apresentando 1975,67 U.mL™ de L-aspraginase através do CCD com 25 g.L™ de L-
asparagina, 40 g.L™ de extrato de levedura, 0,35 g.L™ de MgSO, com meio ajustado
para pH 5,0, a 28°C, durante 72 horas. Os resultados obtidos sobre a influéncia
isolada da glicose revelaram que altos niveis de glicose diminuem a producéo de L-
asparaginase obtendo atividade maxima com glicose a 1,0% e aeracédo de 40%. O
pH e temperatura 6tima da enzima foi 7,0 e 50°C, respectivamente, sendo o Na* o
ion com maior efeito inibitério na atividade de L-asparaginase. A L-asparaginase
produzida apresentou um fator de purificacdo de 7,8 na fracdo de 20-40% de sulfato
de amobnio e inibiu 100% a formacdo de poliacrilamida. O perfil eletroforético
demonstrou uma banda mais acentuada de 80,5kDa. Os resultados obtidos
evidenciam a Tilletiopsis minor estudada como nova fonte produtora de L-
asparaginase.com potencial para aplicacdes na industria de alimentos.

Palavras-Chaves: L-asparaginase; Producdo; Levedura; Tilletiopsis minor;

Acrilamida; Amazo6nia.
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ABSTRACT

Because biodiversity of the Amazon region and the enzyme potential of yeasts, this
study aimed to select a producing yeast L-asparaginase, identify and assess the
production parameters. In addition to analyzing the isolated influence of glucose in
the biomass and L-asparaginase, biochemically characterize the enzymatic activity,
perform pre-purification and to assess the degree of purity of the enzyme and its
potential as an agent antiacrilamida. There were used 21 strains of yeasts and yeast
with increased L-asparaginase activity was identified by DNA sequencing using NL-1
and NL-4 primers and used for evaluation of production parameters using two
statistical planning, Plackett-Burman (PB) and Composite Central (CCD) . Glucose
was evaluated by varying the concentration in the medium (0.5%, 1.0% and 5.0%)
and through a factorial design 2% having as variables glucose (%) and aeration (%). A
pre- purification was performed with ammonium sulfate evaluated on SDS-PAGE
12.5%. The test agent was aintiacrilamida as by inhibiting the formation of a
polyacrylamide of 30% acrylamide solution. The selected yeast was identified as
Tilletiopsis minor and the significant variables were presented by PB L- asparagine,
yeast extract and MgSO;, , presenting 1975.67 U.mL™ through L- aspraginase CCD
25 g.L* of L-asparagine, 40 g.L"* yeast extract, 0.35 g.L* MgSO4 with medium
adjusted to pH 5.0 at 28 °C for 72 hours. The results on the influence of glucose
alone revealed that high levels of glucose decrease the production of L-asparaginase
obtained with maximal activity at 1.0% glucose and aeration of 40%. The pH and
optimum temperature of the enzyme was 7.0 and 50 °C respectively, and the Na* ion
with higher inhibitory effect on the L-asparaginase activity. The L-asparaginase
produced showed a 7.8 purification factor in the fraction of 20-40% ammonium
sulfate and 100% inhibited the formation of polyacrylamide . The electrophoretic
profile showed a sharper band 80.5 kDa . The results show the Tilletiopsis minor
studied as new producer of L-asparaginase source with potential for applications in
the food industry.

Keywords: L- asparaginase, Production, Yeast, Tilletiopsis minor, Acrylamide

Amazon.
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1 Introducéo

A regido amazodnica apresenta uma grande riqueza de espécies e diversidade
de meliponineos, em especial as do género Melipona, onde se encontram as
abelhas de maior porte e producdo de mel (SILVEIRA et al., 2002).

A levedura utilizada nesse trabalho foi isolada a partir de polén coletados de
Melipona spp. da Regido Amazonica.

As leveduras sao fungos predominantemente unicelulares, de forma esférica,
eliptica ou filamentosa, em que a propria célula cumpre as funcdes vegetativas e
reprodutivas. As estruturas microscopicas mais comuns sdo as gémulas, também
denominadas de blastoconidios com formas arredondadas ou ovaladas. Que por sua
vez, sdo brotos ou células-filhas que podem desprender ou ndo, da célula matriz,
formando cadeias denominada de pseudo-hifa, cujo conjunto é o pseudo-micélio
(TORTORA et al., 2012). Esses fungos fazem parte dos mais importantes sistemas
de expressdo eucaridtica disponiveis para a producdo de enzimas de interesse
biotecnoldgico. (BON et al., 2008; CAMPBELL; REECE, 2010.

Entre as enzimas biotecoldgicas destacamos a L-asparaginase (EC 3.5.1.1)
gue esta entre as enzimas terapéuticas mais estudadas mundialmente sendo
considerada um eficaz agente contra a leucemia linfoblastica aguda (LLA). No
entanto, a eficacia do medicamento a base desta enzima para o tratamento de
outras doencas hematolégicas malignas, particularmente a leucemia mieldide aguda,
nao esta bem estabelecida (EMADI et al., 2014; MAKKY et al., 2014).

A capacidade que a enzima L-asparaginase tem de hidrolisar a L-asparagina
no plasma sanguineo em acido aspartico e amonia, € 0 que a torna potente para o
tratamento da leucemia. As células leucémicas séo incapazes de sintetizar L-
asparagina, e a privacdo desse aminoacido causa um colapso metabdlico
acarretando a morte da célula (CHOHAN; RASHID, 2013). Ou seja, 0 mecanismo de
acdo da L-asparaginase esta relacionado com a reducéo rapida e prolongada do
aminoéacido L-asparagina no plasma, que por sua vez, é de suma importancia para a
nutricdo e proliferacdo das células leucémicas (EMADI et al., 2014).

A L-asparaginase € oriunda de varios organismos como plantas, alguns
animais, fungos filamentosos, leveduras, bactérias e arqueobactérias. A L-

asparaginases de Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi sdo consideradas as
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melhores para aplicacdo clinica, por exibirem elevada atividade especifica para
asparagina e um efeito secundario relativamente baixo para glutamina (ZUO et al.,
2014).

Além do poder antitumoral, nos Ultimos anos, a L-asparaginase apresentou
potencial como aditivo alimentar no processamento de alguns alimentos, auxiliando
o setor industrial. A L-asparagina e os agucares redutores presente na matéria-prima
de alguns alimentos, quando submetidos a altas temperaturas formando um potente
carcinbgeno denominado acrilamida. Este tipo de reacdo geralmente acontece em
alimentos a base de amido. A L-asparaginase de Aspergillus oryzae, Aspergillus
niger e Bacillus subtilis B11-06 sdo relatadas como capazes de reduzir a formagao
de acrilamida em alimentos ricos em amido, através da hidrolise do aminoacido L-
asparagina (ZUO et al., 2014; AYVAS; RODRIGUEZ-SAONA, 2015).

A variedade de aplicagdes das enzimas nos mais diversos setores industriais
e o grande desenvolvimento de uso terapéutico, deve-se a identificacdo, purificacéo
e caracterizacdo de enzimas e metabdlitos relevantes, além do processo de
producdo em larga escala, que possibilitam um aumento na producdo enzimatica e
custos mais baixos (BON et al., 2008).

Considerando que muitas fontes de L-asparaginases ndo sao capazes de
serem utilizadas como quimioterapicos e aditivos alimentares contra a formacéo de
acrilamida devidos ao desenvolvimento de hipersensibilidade, o presente trabalho
buscou encontrar uma nova fonte de L-asparaginase para o0 enriqguecimento dos
recursos terapéuticos e alimentares utilizando leveduras nativas isoladas de pdlens

coletados de abelhas silvestres da Regido Amazonica.
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2 Revisdo da Literatura

2.1 Regido Amazdnica e seu potencial

A regido Amazonica ostenta o titulo de maior floresta tropical continua do
planeta, com o Brasil possuindo a segunda maior reserva de floresta do mundo,
sendo duas vezes maior que a do Canada, terceiro colocado, e trés vezes maior que
a do Congo, segundo maior em reservas de florestas tropicais (MACQUEEN, 2004).

A regido Amazonica possui 20% de toda a 4gua doce do planeta, 20 mil km
de vias navegaveis, 68 mil MW de potencial hidroenergético equivalente a 53% do
total brasileiro, 350 milhdes de hectares de florestas virgens, um exuberante
potencial pesqueiro com mais de trés mil espécies e agricola com 25 milhdes de
hectares de varzeas, além de uma extraordinaria biodiversidade e a maior reserva
mineral do planeta (Tavares, 2011).

A producdo cientifica sobre o conhecimento dos varios aspectos da
biodiversidade da Amazonia brasileira vem crescendo de maneira exponencial. Na
mesma direcdo, observa-se que as instituicbes publicas e privadas vém
experimentando, por meio de uma estratégia de parcerias, uma nova fase de
articulacdo institucional. Essas acfes sdo movidas pelo objetivo comum da
necessidade de um avanco rapido do conhecimento cientifico sobre a composicao e

a ecologia das espécies amazonicas (Vieira et al., 2005).

2.2 Abelhas Meliponas

O surgimento e a proliferacdo das abelhas estdo relacionados com o
aparecimento das Angiospermas a milhares de anos. As relacfes entre visitantes
florais e Angiospermas estao baseadas numa troca de recompensas onde o polen e
0 néctar sdo os principais recursos oferecidos pelas flores. Destes, o pdlen é o
alimento essencial a vida das abelhas por ser a Unica fonte de proteina para as
larvas e operarias jovens, fornecendo ainda lipidios, vitaminas e sais minerais
(Oliveira et al., 2009).

As abelhas da subfamilia Meliponinae (Hymenoptera, Apidae) conhecidas
como abelhas indigenas sem ferrdo, destacam-se dentre os principais grupos de

polinizadores, por constituirem o maior componente de biomassa de insetos que se
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alimentam de pdlen e néctar em muitas areas tropicais. A meliponicultura, ou criagéo
de abelhas indigenas sem ferrdo, tem se mostrado como uma excelente alternativa
para a geracdo de renda entre as populacdes interioranas da Amazonia, podendo
enquadrar-se perfeitamente nos preceitos de uso sustentavel dos recursos naturais,
sem necessidade de remocgé&o da cobertura vegetal nativa. As Meliponas podem ser
manejadas de modo racional para a producdo de mel, pélen e para o incremento e a
manutencdo da polinizacdo de espécies silvestres e cultivadas (Venturieri, 2005;
Oliveira et al., 2009).

Varias das espécies de Melipona tém se mostrado dependentes dos
ambientes florestais, ndo sendo encontradas em ambientes abertos (nativos ou
antropogénicos), a ndo ser nas margens de matas. As Meliponas constitui 0 género
de Meliponina com maior niumero de espécies. Ocorre em toda a regido neotropical,
sendo mais diversificado na bacia amazobnica. Suas espécies foram revistas pela
ultima vez por Schwarz em 1932 (Silveira et al., 2002).

A figura representa a morfologia de Melipona referente aos palpos labiais com
os dois palpémeros proximais achatados e alongados e o aparato para transporte de

polen de uma fémea.

Figura 1 - (a) Aparelho bucal de Melipona, com os dois palpdmeros distais pequenos,
cilindricos, semelhantes aos dos palpos maxilares e, em geral, em angulo reto com os
palpdmeros proximais. (b) Detalhe da perna posterior de Melipona, com corbicula (cesta de

pélen) na superficie externa da tibia posterior

(a) (b)

.Fonte: Silveira et al. (2002).
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2.3 Leveduras do género Tilletiopsis

O processo fermentativo das leveduras € amplamente dominado o que
permite o facil scale up de producdo para niveis comerciais. As leveduras tém
elevadas taxas de crescimento e sdo capazes de realizar varias modificacbes pos-
traducionais (CAMPBELL; REECE, 2010; TORTORA et al., 2012).

As leveduras do género Tilletiopsis foram sugeridas por Derx em 1930 a partir
de um fungo formador de blastoconideos sem brotamento de células, sendo
considerado para percecer a familia Sporobolomycetaceae. Em 1948 Derx preveu
um diagnéstico de Tilletiopsis sp. com quatro tipos de género. No entanto, esta
estirpe ndo estaria mais disponivel. Em 1950, Nyland designou o género Tilletiopsis
minor e Tilletiopsis washingtonensis, enquanto que em 1952, Tubaki descreveu duas
novas espécies, Tilletiopsis cremea e Tilletiopsis lilacina, bem como, Tilletiopsis
minor de acordo com a consisténcia de col6nias e os tamanhos de blastoconideos
(BOEKHOUT et al., 1992a; HAMAMOTO et al., 2000).

Em 1952 Tubaki, Gokhale em 1972 e Boekhout em 1991 aceitaram seis
espécies para esse género (Tabela 1) (BOEKHOUT et al., 1992).

Tabela 1 - Espécies aceitas para o género Tilletiopsis

Ordem alfabética Micro-organismo Catalogacéo

1. Tilletiopsis albescens Em 1972 por Gokhale
2. Tilletiopsis flava Em 1991 por Boekhout
3. Tilletiopsis fulvescens Em 1972 por Gokhale
4, Tilletiopsis minor Em 1950 por Nyland

5. Tilletiopsis pallescens Em 1972 por Gokhale
6. Tilletiopsis washingtonensis Em 1950 por Nyland

Fonte: Boekhout e colaboradores (1992).

Espécies de Tilletiopsis sdo reconhecidas com base no tamanho dos
conidios, cor da colbnia e testes nutricionais. A tonalidade das coldnias podem ser
de cor branca, creme, rosa-creme, rosa-amarelo, amarelo-marrom ou castanho
(RAMANI et al., 1997; BOEKHOUT, 1998b).

Tilletiopsis (Figura 2) sao leveduras basidiomicetas frequentemente isoladas a

partir do filoplano das plantas, incluindo representantes com elevado potencial como
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agentes de biocontrole (JANISIEWICZ et al., 1994). O filoplano é formado por
microorganismos presentes na superficie foliar das plantas, os quais podem ser
considerados de antagbnicos a fitopatdbgenos ou indutores de mecanismos de
defesa intrinseco da planta (ARAUJO et al., 2010). De um modo geral, a antibiose
parece ser o principal mecanismo de acdo das Tilletiopsis spp. (URQUHART,;
PUNJA, 1997; KISS et al., 2003).

Figura 2 — (a) Col6nia de Tilletiopsis minor crescida em agar Saboroud, (b) Fotomicrografia do
Tilletiopsis minor
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A literatura descreve que o género Tilletiopsis ja foi associado com o
aparecimento de Haze White (Bruma branca) em pomares, causada pelo elevado
crescimento micelial de fungos sobre a superficie dos frutos formando uma pelicula
fina de cor esbranquicada, acinzentada, que ocasionam perdas econdémicas na
comercializacdo dos frutos (BARIC et al., 2010). Além de casos patoldgicos como
relata Kechkekian et al. (2007) com o primeiro caso descrito de ceratite pos-
operatoria causada por Tilletiopsis minor em ambiente com mofo. E Ramani et al.
(1997) quando isolou um Tilletiopsis minor de uma lesdo cistica em um paciente
imunodeprimido, descrevendo que fungos saprobios ou patégenos de plantas estédo
cada vez mais implicados como agentes etiolégicos em doengas humanas devido ao
uso generalizado de drogas citotOxicas e imunossupressoras, cateteres e
transplantes, entre outros. As micoses subcutaneas sdo causadas pela variedade de

fungos “ambientais” presentes apdés o trauma na pele. O inicio e o progresso da
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doenca estd associado a imunidade do hospedeiro e a capacidade do fungo de
sobreviver.

O presente trabalho descreve o primeiro relato sobre o potencial enzimatico
do género Tilletiopsis minor como produtor de L-asparaginase, enzima de

importancia mundial para o setor biotecnolégico.

2.4 Descoberta da L-asparaginase

Em 1922, Clementi ao estudar o soro de mamiferos, descobriu que soros de
cobaias eram ricas fontes de enzimas L-asparaginase. Em 1953, Kidd descreveu a
regressédo de linfomas transplantados em ratos, tratados com soros de cobaias. Ao
mesmo tempo varias outras observacdes foram feitas: em primeiro lugar, a inibicdo
foi produzida apenas pelo soro de cobaias enquanto que o soro de outras espécies
de animais ndo apresentaram as mesmas caracteristicas; em segundo lugar, apenas
alguns tipos de tumores foram aptos a supressdo do crescimento mediada os soros
de cobaias; e em terceiro lugar e mais curioso, foi a observacdo da inibicdo do
crescimento in vivo de algumas linhas celulares de linfoma, através do soro de
cobaia, e a0 mesmo tempo, a falha do soro, em inibir o crescimento in vitro das
mesmas linhas de células (PATIL et al., 2011).

Em 1960, Broome, correlacionou os resultados de Clementi e Kidd, e
observou que o soro de cobaias recém-nascidas era desprovidos de L-
asparaginases, sendo incapaz de inibir o crescimento dos linfomas. Observacao
realizada mediante a separacdo das proteinas do soro de cobaias adultas,
apresentando atividade anti-linfoma apenas nas fracbes contendo L-asparaginase.
Afirmando que a atividade anti-linfoma devia-se a atividade enzimética da L-
asparaginase (LOUREIRO et al., 2010; PATIL et al., 2011). Ao mesmo tempo varias
outras observacdes foram feitas. McCoy e colaboradores, em 1956, observaram que
0 crescimento e a viabilidade de alguns tumores dependiam de aminoacidos obtidos
de fontes externas as células tumorais e dentre esses estd a L-asparagina
(LOUREIRO et al., 2010; EMADI et al., 2014).

Broome ainda em 1963, verificou que a L-asparaginase é uma enzima
responsavel pela hidrolise do aminoacido L-asparagina. Posteriormente, foi
demonstrado que este aminoacido era necessario para 0 crescimento do

“carcinosarcoma de Walker” e que as células leucémicas tinham L-asparagina como
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total requisito nutricional para o seu desenvolvimento, o que concluiu o importante
papel dessa enzima no tratamento da leucemia linfoblastica aguda (KUMAR;
SOBHA, 2012b).

Em 1966, Yellin e Wriston isolaram duas isoformas de L-asparaginase a partir
do soro de porquinhos da india ou prea da india (cavia porcellus) e conseguiram
demonstrar a atividade antitumoral de uma delas. Com o tempo, as pesquisas
tornaram-se cada vez mais limitadas devido a baixa quantidade de L-asparaginase
obtida do soro de cobaias para a realizacdo de mais testes clinicos. Os estudos
voltaram-se para a busca de novas fontes produtoras de L-asparaginase, e o alvo
passou a ser 0s micro-organismos (LOUREIRO et al., 2010).

Mashburn e Wriston em 1964 e Campbell e Mashburn em 1969 relataram a
purificacdo de L-asparaginase provenientes de Escherichia coli e demonstraram a
sua atividade antitumoral semelhante ao de soros de cobaias. O uso de micro-
organismo foi uma base pratica para a producdo em larga escala da L-asparaginase
e estudos preé-clinicos e clinicos. (ZUO et al., 2014). O interesse em L-asparaginase
surgiu a partir do efeito impressionante que apresentava no tratamento de leucemia.
O que obrigou, os pesquisadores a desenvolver procedimentos para a purificacao da
L-asparaginase com alto grau de pureza, utilizando colunas cromatogréaficas
seguidas de eletroforese em gel de poliacrilamida (ZOU et al,. 2014).

Em 1967, Oettgen e colaboradores foram os primeiros a mostrar a eficacia da
L-asparaginase em seres humanos contra leucemia. Outra observacdo de
importancia contemporanea descreveu uma atividade antitumoral in vivo num
modelo de céo contra lymphosarcoma espontaneo (NARTA et al., 2007). Os ensaios
clinicos realizados em todos os pacientes, utilizando L-asparaginase provenientes
de soro de cobaias e de Escherichia coli apresentaram resultados positivos. O
primeiro uso clinico de L-asparaginase foi relatado em uma crianca de oito anos de
idade com leucemia linfoblastica aguda (ALL) que alcancou uma resposta clinica

com asparaginase parcialmente purificada a partir de cobaias (EMADI et al., 2014).
2.5 L-asparaginase
A L-asparaginase é uma amido hidrolase (EC 3.5.1.1) comumente utilizada

como quimioterapico, ndo sendo encontrada ha espécie humana, mas

frequentemente encontrada em bactérias Gram negativas (em menor frequéncia),
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em bactérias Gram positivas e fungos filamentosos (ARRIVUKKARASAN et al.,
2010, ZUO et al., 2014).

Existem dois tipos de L-asparaginases a partir de E. coli, denominadas de
EC-1 e EC-2 ou asparaginase-| e asparaginase-Il ou ainda tipo | e tipo Il. Esses dois
tipos de enzimas sédo geneticamente e bioquimicamente distintas: a L-asparaginase-|
€ citoplasmatica e a L-asparaginase-Il, periplasmatico. L-asparaginases tipo | sédo
necessarias para o0 crescimento do micro-organismo, enquanto que a L-
asparaginases tipo Il sdo expressas sob condicbes anaerdbicas e sdo amplamente
usadas como agente anti-leucémicos (EMADI et al., 2014).

As asparaginases sao constitutivas na maioria dos microorganismos.
Apresentam atividade antineoplasica e antiacrilamida (em alimentos), embora
poucas possam ser utilizadas como quimioterapicos, por provocarem reacdes
alérgicas durante a quimioterapia (TIZZOT et al., 2005; NARTA et al., 2007; MAKKY
et al., 2014), fator que vem estimulando a décadas, inUmeras pesquisas em busca
de novas fontes produtoras de L-asparaginase com potencial anti-tumoral (TI1ZZOT
et al., 2005; POKROVSKAYA et al., 2012).

A producdo desta enzima depende de varios parametros tais como a
concentracdo de fontes de carbono e de nitrogénio, o pH do meio de cultura,
temperatura, fermentacéo, tempo e taxa de transferéncia de oxigénio (Tabela 2). A
variacdo desses parametros difere para cada organismo e a principal forma de
obtencao, é através de fermentacdo submersa (KUMAR; SOBHA, 2012b).
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Tabela 2 continua - Condi¢des de cultivo para a producédo de L-asparaginase a partir de varias fontes microbiana.

Micro- Requerimentos Condicdes de Fonte de proteina Atividade Referencias
organismos nutricionais % producao recombinante (UmL™)
(whv)
Aspergillus Prolina (2,0) pH 6,2; 30°C; 160 0,058 Sarquis et al. (2004)
terreus I0C 217 rpm; 48h.
Aspergillus L-asparagina (0,5) pH 6,2; 37°C; 250 0,14 Gulati et al. (1997)
oryzae rpm; 96h.
Aspergillus L-asparagina (1,0); pH 6,2; 30°C; 160 33,25 Baskar et al. (2010a)
terreus MTCC Farinha de milho rom; 72h
1782 (1,5);
Glicose (0,2)
Aspergillus L-asparagina (1,0); pH 6,0; tamanho do 24,10 Baskar et al. (2011b)
terreus Ext. levedura (1,0); inoculo (1.5); 35°C;
MTCC 1782 Peptona (0,6); 160 rpm; 72h.
Glicose (0,4)
Aspergillus Farinha de pH 6,0; 35°C; 160 36,97 Baskar et al. (2011c)
terreus castanha com 6leo  rpm; 72h;
MTCC 1782 (3,99); Nitrato de contagem de esporos

sédio (1,04);
L-asparagina (1,84);
Sacarose (0,64)

de2x 10" ~108mL?
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Micro- Requerimentos Condigdes de Fonte de Atividade Referencias
organismos nutricionais % (w/v) producgéo proteina (UmL™)
recombinante
Bacillus sp. Peptona (0,1) pH 8,0; 37°C ; 200 RA Mohapatra et al. (1995)
rpm

Bacillus sp. L-asparagina (0,6); pH 7,0; 37°C; 200 1,122 Vidhya et al. (2010)
DKMBT10 Glicose/maltose (0,3) rpm; 24h
Bacillus KH2PO4 (0,3); pH 6,0; 37°C; 32,26 Mahajan et al. (2012)
licheniformis MgS04.7H20 (0,05); L- 200rpm; 18h

asparagina (4,0); Glicerol

(0,2)
Bacillus subtilis - - E. coli IM109 816" Jia et al. (2013)
B11-6
Bacillus subtilis  L-asparagina (0,3); pH 6,5; 37°C; 150rpm 23,8 Pradhan et al. (2013)

hswx88

Glicose (0,2); NaHPO,
(0,6); KH2PO4 (0,3); NaCl
(0,05); MgSO, (0,05);
CacCl (0,0015); Extrato de
Levedura (0,1); Peptona
(0,2).
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Micro- Requerimentos Condicdes de Fonte de proteina Atividade Referencias
organismos nutricionais % producao recombinante (UmL™)
(whv)
Cladosporium Farelo de milho pH5,8; 30°C; 58 de 3.74° Kumar et al. (2013c)
sp. umidade; 48h
Enterobacter Citrato de sédio (1,0); pH 7,0; 37°C; 24h; 0,60%0,02 Mukherjee et al. (2000)
aerogenes Hidrogénio fosfato de (0,25L);
NCIM 2340 amonia (0,16) Arejamento 1,0 1,2
(vwm); 700 rpm; 6h;
(2L).
Erwinia Triptona (0,05); pH 7,0; 28°C ; 200 rpm; 8h; 12,50 Peterson e Ciegler
aroideae Glicose (0,1); (2.8L); (1969).
NRRL B-138 Extrato levedura pH 7,0; 28°C ; 300 rpm; 24h;
(0,05) arejamento 0,5 (vwm); (20L)
Erwinia Lactose (1,0); pH 7,5; 24°C; 550 rpm; 16h; 4,0 Liu e Zajic (1973)
aroideae Ext. levedura arejamento 1,0 (vvm); antifoam
NRRL B-138 (1,5); 0,02% (v/v); pH 7,5; 24°C; D =
K:HPO4 (0,1) 0,05 h™ ; energia de ativacéo -
8,500 cal mole™

Erwinia Peptona (1,0); pH 5,5 - 7,0; 24°C 2,25 Georgia e Nikolaos
Chrysanthemi Extrato levedura (2007)
3937 (0,5); NaCl (1,0)
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Micro- Requerimentos Condicdes de Fonte de proteina Atividade Referencias
organismos nutricionais % producao recombinante (UmL™)
(whv)
Mucor hiemalis  Czapek Dox pH 7,0; 30°C; 96h 64,43 Thakur et al. (2014)
com 1,25 de L-
asparaginae 0,4
de glicose
Pectobacterium  Glicose (0,52); pH 7,0; 30°C; 180 rpm; 12h; 14,71 Sanjay et al. (2009)
carotovorum L-asparagina pH 7,0; 30 °C; 200 rpm;
MTCC 1428 (0,207) arejamento 1,5 (vwm); 12h; 15,39
(4L).
Penicillium CZapek Dox pH 6,0; estético; 96h. 475+0,51°  Elshafel et al. (2012)
brevicompactum com 2,0 de
NRC 829 glicose
Pichia pastoris BSM 2 pH 5,0; 30°C; arejamento 5 Saccharomyces 85,6 Ferrara et al. (2006)
(1 min™Y); (2L). cerevisiae ASP3
Serratia AYE (Extrato de pH 5,0; 26°C; 250 rpm; 48h; 3,7 Heinemann e Howard
marcescens Levedura 0.5L); em fraco de Erlenmeyer (1969)
ATCC 60 autolisada) (4,0) pH 8,5; 40 - 42h; (4L); em
garrafa 4,0
pH 8,4; 35h; em Fermentador 3,1
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Micro- Requerimentos Condicdes de Fonte de proteina Atividade Referencias
organismos nutricionais % producao recombinante (UmL™)
(whv)
Staphylococcus - E.coli BL21 2,376 Han et al. (2014)
sp. 0j82
Streptomyces Peptona (4,0) pH 8,5 0,01 Peter (1972)
griséus
ATCC 10137
Thermococcus - E. coli BL21 7622° Zuo et al. (2014)
gammatolerans
EJ3
Thermococcus - E. coli DH5a 225494° Chohan e Rashid (2013)
kodakaraensis
Thermus Triptona (0,5); pH 9,2; 70°C 494° Prista e Kyridio (2001)
thermophilus Glicose (0,1);

HB8

Ext. levedura
(0,3)

a, atividade especifica; b, unidade internacional (IU). Fonte: Kumar e Sobha (2012b), modificado pelo acrescimo de trabalhos e coluna..
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2.6 Fontes produtoras de L-asparaginase

A enzima L-asparaginase é oriunda de varios organismos como plantas,
animais, leveduras, fungos filamentosos, bactérias e arqueobactérias, no entanto, as
L-asparaginases de Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi s&o consideradas as
melhores fontes dessa enzima para aplicacao clinica, por exibirem elevada atividade
especifica para asparagina e um efeito secundéario relativamente baixo para
glutamina (SHAH et al., 2010; POKROVSKAYA et al., 2012; ZUO et al., 2014).

Os primeiros relatos de L-asparaginase foram em soros de cobaias, logo
passou alguns tipos de tecidos como: tecidos de peixes, pancreas, figado, cérebro,
ovario, baco, pulmao, testiculos e rins de mamiferos e aves (KUMAR; SOBHA,
2012b). Entre os vegetais e algas sao encontras em Capsicum annuum
(SHANMUGAPRAKASH et al., 2015), Pisum sativum (KUMAR; SOBHA, 2012b) e
Chlorella vulgaris (EBRAHIMINEZHAD et al., 2014). Ja as fontes microbianas séo

inimeras como descritas na Tabela 2.

2.7 Mecanismo de acédo da L-asparaginase como agente antineoplasico

As células cancerigenas apresentam uma divisdo descontrolada se tiverem
um suprimento continuo de nutrientes (CAMPBELL; REECE, 2010), e é justamente
na parte nutricional dessas células que a enzima L-asparaginase vai atuar como
agente antineoplasico (EMADI et al., 2014).

A L-asparaginase atua esgotando os estoques de asparagina plasmatica,
metabdlito essencial para o desenvolvimento de células neoplasicas (NARTA et al.,
2007; BON et al., 2008; KUMAR et al., 2011a). A capacidade que a enzima L-
asparaginase tem de hidrolisar o aminoacido L-asparagina no plasma sanguineo em
acido aspartico e aménia (Figura 3) a torna candidata potente para o tratamento de
leucemia. Uma vez que, as células leucémicas sdo incapazes de sintetizar L-
asparagina, a auséncia desse aminoacido causa um colapso metabdlico nas células
(CHOHAN; RASHID, 2013).

A aplicacao da L-asparaginase como um agente quimioterapéutico é baseada
principalmente na sua propriedade catalitica de hidrélise de L-asparagina. As células
tumorais apresentam uma elevada necessidade pelo aminoacido L-asparagina, mas

devido aos baixos niveis desse aminoacido, sdo completamente dependentes dos
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niveis séricos de asparagina para a sua proliferagdo e sobrevivéncia. A enzima L-
asparaginase causa deplecdo de asparagina no soro sanguineo resultante na morte
das células tumorais, no entanto, as células saudaveis escapam inalteradas, por
serem capazes de sintetizar asparagina com auxilio da L-asparagina sintetase
(SOYER et al., 2009; KUMAR et al., 2011a; KUMAR; SOBHA, 2012b).

Contudo, o mecanismo de acdo da L-asparaginase esta relacionado com a
reducdo rapida e prolongada do aminoacido L-asparagina no soro, o qual é
necessario metabolicamente para a rapida proliferacdo das células leucémicas
(SHAH et al., 2010; EMADI et al., 2014).

A capacidade de reduzir substancialmente o nivel plasmatico de asparagina e
de manté-lo baixo por periodo de tempo prolongado é a caracteristica principal,
responsavel pela atividade antineoplasica da asparaginase (T1ZZOT et al., 2005).

Figura 3 - Hidrélise do aminoacido L-asparagina em acido aspartico e amdnia
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Fonte: Muller e boos, (1998).
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2.8 Cancer e L-asparaginase

As células cancerigenas ndo atendem aos sinais normais que regulam o ciclo
celular. Além de sofrerem divisdes excessivas sao capazes de invadir outros tecidos
e se nao controladas, podem matar o organismo. O comportamento anormal das
células cancerosas pode ser catastroficos quando ocorre no corpo. Os problemas
iniciam-se quando uma Unica célula em um tecido sofre transformacgéo, processo
que converte células normais em células cancerosas. O sistema imune do corpo
normalmente reconhece uma célula transformada como estranha e a destrdi,
entretanto, se a célula se esquiva da destruicdo, ela pode se proliferar e formar um
tumor, uma massa anormal de células dentro de um tecido normal (CAMPBELL,
REECE, 2010).

Se essa massa anormal de células permanecerem no local de origem,
chamamos de tumor benigno, em contraste, se essa massa se tornar invasiva 0
suficiente para prejudicar as fun¢cdes de um ou mais 6rgaos, chamamos de tumor
maligno ou cancer (CAMPBELL; REECE, 2010). Uma das mais importantes
propriedades das células cancerosas € a perda da inibicdo por contato. Ou seja, eles
perdem a capacidade de cometerem suicidios (apoptose), uma propriedade das
células normais (PELCZAR JR et al., 1997).

Células normais reconhecem os limites celulares e limitam a populacdo de
células por meio do processo de inibicdo por contato, que significa inibicdo do
crescimento quando as células se tocam. Ou seja, quando ha formacdo de um
grande numero de células a taxa de apoptose cresce, para eliminar o excesso
celular e manter o equilibrio (ALBERTS et al., 2004). Por essa razao, quando as
células normais sdo propagadas, formam uma monocamada. Enquanto que as
células cancerosas reproduzem-se indefinidamente empilhando-se umas sobre as
outras (Figura 4) (PELCZAR JR et al., 1997).
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Figura 4 - Controle normal (a) e alterado (b) na producéo de células. (al) representa
uma monocamada de células normais inibidas por contato. (b1l) demonstra
monocamada de células cancerosas nao-inibidas

Fonte: Alberts e colaboradores (2004).

2.9 Utilizacdo da L-aspraginase como antineoplasico

A enzima L-asparaginase € amplamente utilizada no tratamento da leucemia
linfoblastica aguda pediatrica (ALL), além do uso contra a leucemia meningea. Sua
utilizacdo contra leucemias é benéfica quando usada em quimioterapia sequencial.
No entanto, a eficacia do medicamento a base desta enzima para o tratamento de
outras doencas hematoldgicas malignas, particularmente a leucemia mieldide aguda,
nao esta bem estabelecida. A L-asparaginase também é aplicada contra alguns
canceres, como o carcinoma de pancreas e o linfossarcoma bovino (EMADI et al.,
2014).

Maiores estudos tém explorado a administracdo da L-asparaginase durante
20-30 semanas como tratamento de consolida¢édo para neoplasias linfoblasticas. Por
estas razoes a L-asparaginase foi estabelecida como componente indispensavel em
processos modernos de quimioterapia de combinacdo (NARTA et al., 2007).

O uso da L-asparaginase € realizado em combinacdo com a quimioterapia
para LLA pediatrica, bem como em regimes multiagentes para LLA em adultos,
embora a enzima tenha provado ser um agente quimioterapéutico eficaz, o seu uso

ainda é limitado devido a manifestacdo clinica de hipersensibilidade em cerca de
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80% dos pacientes quando administracdo com a férmula nativa. Por esta razdo, os
estudos continuam em busca de desenvolver formas alternativas da enzima sem
gue haja a perda da sua atividade anti-tumoral (KUMAR; SOBHA, 2012b; MAKKY et
al., 2014).

ReacOes de hipersensibilidade s&o os efeitos colaterais mais comuns da
adminidtragdo de L-asparaginase. A frequéncia clinica de hipersensibilidade esta
associada a administracdo de L-asparaginase proveniente de E. coli, variando de
0% a 45%. Os fatores de risco para as reacdes alérgicas incluem: doses superiores
a 6000 1U/m?/dia administradas por via intravenosa, repetidos ciclos de tratamentos
e um Uunico agente quimioterapico. Nesse caso, a interrupcdo de E. coli-
asparaginase pode ser substituida pela Erwinia-asparaginase ou pelo polietileno
glicol (PEG)-asparaginase (SOYER et al., 2009).

A PEGuilacdo é o método mais sucedido de modificacdo quimica, uma vez
gue reduz a imunogenicidade sem comprometer a atividade anti-tumoral da enzima.
Estudos pré-clinicos apresentaram eficacia da L-asparaginase contra mais de 50
tumores, incluindo tumores murinos em ratos, linfossarcoma canino, fibrossarcoma
em rato, carcinossarcoma de Walker e sarcoma de Jensen em humanos, leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloblastica aguda (LMA), linfoma nao-Hodgkin
(NHL) e leucemias crbnicas. Sendo que os tumores de origem linféide foram mais
susceptivel a droga PEG-asparaginase do que os tumores solidos (NARTA et al.,
2007; PATIL et al., 2011; MAKKY et al., 2014).

Estudos com PEG-asparaginase foram realizados na etapa de reinducéo da
remissdo e na terapia de manutencdo de pacientes com LLA e foi relatado que
polietileno glicol asparaginase diminui a toxicidade e pode ser administrado por um
longo tempo. Esta forma de L-asparaginase € muito eficaz, uma vez que necessita
apenas de ser administrado uma vez cada 2 semanas, ao contrario da forma nativa
gue tem de ser administrado a cada 2-5 dias. Outra limitacdo da L-asparaginase é
por apresentar um perfil de toxicidade diferente, variando entre hipersensibilidade,
sensibilizacdo imunolégica aguda e hiperglicemia por disfuncdo hepatocelular e
pancreatite (KUMAR; SOBHA, 2012b).
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2.10 Medicamentos a base de L-asparaginase

Desde 2013, o Ministério de Saude brasileiro, vem investindo alto na industria
de farmacos ao inaugurar parcerias entre laboratérios publicos e privados, para
acelerar a producao nacional de 14 novos farmacos, envolvendo o Grupo Executivo
do Complexo Industrial da Saude (GECIS), a Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e o Banco Nacional do
Desenvolvimento Social (BNDES) (MS, 2013).

Os produtos representam um custo de R$ 1,8 bilhdo ao ano e estdo voltados
para o tratamento de cancer de mama, leucemia, artrite reumatoide, diabetes,
oftalmolégicos, além de um cicatrizante, um horménio de crescimento e uma vacina
alergénica. A produgdo nacional da ao Brasil maior autonomia, deixando-o menos
vulneravel a instabilidade e a certos problemas de importacdo. Além de diminuir o
risco do pais ser surpreendido pela suspenséo da producédo de um medicamento por
um laboratério internacional privado, como ocorreu com o farmaco a base de L-
asparaginase. Este € um dos medicamentos contemplados entre as parcerias, que
envolve a Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e os laboratorios privados NT Pharma e
United Biotec (MS, 2013).

Medicamentos a base de asparaginase, estdo surgindo com a L-asparaginase
recombinantes de E. coli, as quais sdo projetadas para terem uma sequéncia de
aminoéacidos idéntica a da asparaginase comercial da Medac. Estudos objetivando
manter a atividade enzimatica e reduzir a formacdo de antiasparaginase pelos
anticorpos, estdo relacionados com a encapsulacdo da enzima em hemoglobinas
homélogas. Além disso, estudos pré-clinicos estdo sendo realizados com uma forma
PEGuilada de asparaginase recombinante de Erwinia e E. coli (KUMAR; SOBHA,
2012b).

PEG-asparaginase  (polietilenoglicol-L-asparaginase) € uma versao
modificada de L-asparaginase conjugacao formada pela ligacdo covalente entre a L-
asparaginase com Monometoxi-polietilenoglicol. A ligacdo a da enzima ao PEG
prolonga a meia-vida da droga. Ou seja, € uma técnica de conjugac¢ao para melhorar
o desempenho das proteinas de farmacos (EMADI et al., 2014).

Uma nova formulacdo de L-asparaginase encapsulada (GRASPA) através de

PEG-asparaginase, resultou em um prolongando tempo de esgotamento do
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aminoacido asparagina e uma reducdo na taxa de reacdes alérgicas em adultos e
criangas (BHOJWANI; PUI, 2013).

A L-asparaginase € utilizada como um farmaco quimioterapéutico no
tratamento de uma variedade de linfoproliferagbes, linfomas e leucemia. Os
farmacos a base de L-asparaginase estdo disponiveis em trés formas: duas sdo
formas nativas purificadas a partir de fontes bacterianas e outra, de uma forma
nativa modificada (Tabela 3). A enzima nativa a partir de Escherichia coli é
comercializada pelo medicamento “Elspar” fabricados pela Merck & CO (EUA) e a
enzima a partir de Erwinia carotovora, encontra-se disponivel como “Erwinia L-
asparaginase” fabricado pelo Ogden Bioservices Pharmaceutical Repository (EUA)
ou “Erwinase” fabricado pelo Porton (Canadd e Europa). Na Europa, ha duas
preparacoes diferentes de L-asparaginase de Escherichia coli, a L-asparaginase
Medac e Crasnitin (KUMAR; SOBHA, 2012b; MAKKY et al, 2010).

Tabela 3 - Medicamentos a base de L-asparaginase para tratamentos clinicos

Fonte Fabricante Nome comercial Pais
E-coli EUSA Pharama Kidrolase® Reino Unido
asparaginase
Ovation Elspar® Estados
pharmaceuticals Unidos

Deerfield, Illinois

Bayer AG, Leverkusen

E-coli Sanofi-Aventis Paris Crasnitin® Alemanha

asparaginase

Kyowa Hakka, Tokyo Leunase® Franca
PEGuilada de Sigma-Tau Asparaginase Japao
E.coli pharmaceuticals Inc., Medac® Estados

Gaithersburg Oncaspar® Unidos
Erwinia EUSA pharma, Oxford  Erwinase® Reino Unido

Fonte: Kumar e Sobha (2012b).
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2.11 Leucemia linfoblastica aguda e L-asparaginase

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € uma neoplasia maligna oriunda por
sucessivos defeitos genéticos em células sanguineas progenitoras da linhagem
linféide, fazendo com que essas células precursoras se multipliguem, sem qualquer
tipo de controle de auto-renovacdo ou de diferenciacdo, dando origem a células
leucémicas denominadas de linfoblastos. A consequéncia da proliferacao
indiscriminada € a supressdo da hematopoese normal devido ao acumulo de
linfoblastos que substituem as células normais do sangue. Geralmente acarreta no
comprometimento da medula 6ssea e do sangue periférico (CAZE et al., 2010;
BHOJWANI; PUI, 2013).

A asparaginase tem mostrado algumas promessas na gestdo de doencas
malignas, mas o foco é principalmente no tratamento contra a leucemia linfoblastica
aguda (LLA), sendo um crucial agente quimioterapico (SOYER et al., 2009; PATIL et
al., 2011). A LLA é a forma mais comum de cancer infantil atingindo cerca de 6
criancas a cada 10 casos. O tratamento da LLA é auxiliado pela enzima L-
asparaginase na inducao da remissédo (KUMAR E SOBHA, 2012b).

Embora a enzima L-asparaginase seja extraida de inUmeras fontes, apenas a
L-asparaginase proveniente de Escherichia coli e Escherichia chrysanthemi foram
aprovadas pela Organizacdo das Nacdes States Food and Drug Administration
(FDA) para utilizacdo clinica no tratamento de pacientes com leucemia linfoblastica
aguda (POKROVSKAYA et al., 2012; EMADI et al., 2014).

Em geral, os pacientes com recidiva de alto risco recebem multidrogas por
guimioterapia seguido de transplante de células-tronco hematopoéticas, enquanto
gue pacientes com baixo risco ou recaida recebem cerca de dois anos de
guimioterapia. Estudos afirmam que quatro doses de asparaginase peguilada (PEG-
asparaginase) administrada uma vez por semana é mais eficaz que duas doses a
cada duas semanas para induzir a remissdo completa, mas nao se sabe a melhoria
na sobrevivéncia de pacientes com recaida de alto risco (BHOJWANI; PUI, 2013).

Na terapia de reinducdo que compreende multiplas secdes de quimioterapia
intensiva, sdo administradas quatro drogas padrdes: Prednisona, Doxorrubicina,
Vincristina e Asparaginase. Terapia para recaidas é composta por secfes intensivas

de reinducéo, seguida de terapia de manutencdo de 1 a 2 anos, incluindo altas
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doses de Metotrexato, Citarabina, Esterdides, Asparaginase, Intratecal e terapia
tripla (BHOJWANI; PUI, 2013).

O uso de medicamentos a base de L-asparaginase no tratamento de LLA, nao
€ administrado isoladamente, necessitando da combinacdo com outras drogas
(Tabela 4). Essa combinacédo varia de acordo com a idade e o estagio da doenca
dos pacientes. A ordem preferencial de infusdo € que a “Asparaginase” seja injetada
primeiro, para que se possa avaliar a ocorréncia de reagao de hipersensibilidade,
seguida de “Vincristina”. E observado um intervalo de 2 horas ap6s a infusdo das
duas primeiras drogas, s6 assim, pode-se fazer a administracdo das demais drogas,
de acordo com o protocolo de tratamento de LLA GBTLI-99 (CAZE et al., 2010).

Tabela 4 - Etapas para o tratamento de LLA seguindo o protocolo GBTLI-99 utilizando
_ L-asparaginase.
ETAPA (DURACAO) MEDICAMENTOS (DOSES)

Inducdo da remisséo L-asparaginase (5000 Ul/m2/dia)

(4 semanas)

Consolidacao tardia L-asparaginase (5000 Ul/m2/dose)

(8 semanas)

Fonte: Gazé et al. (2010), modificado.

2.12 L-asparaginase como aditivo alimentar

Além do potencial antineoplasico da L-asparaginase, ja existe estudos
voltados para o desenvolvimento de biossensores. Mas foi nos ultimos 10 anos, que
a L-asparaginase apresentou potencial como aditivo alimentar, reduzindo ou até
inibindo a formacé&o de acrilamida em determinados alimentos quando submetidos a
altas temperaturas (ARISSETO, 2012b; CHOHAN; RASHID, 2013).

A utilizacdo da asparaginase para reduzir a formacdo de acrilamida em
alimentos fritos e cozidos ainda em muito recente. A acrilamida é considerada uma
molécula téxica com potencial carcinogéneo em humanos (ANESE et at.,, 2011,
MAHAJAN et al., 2012).
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A acrilamida (C3HsON) é uma molécula da familia das “Amidas”, conhecida
como 2-propenamida. Molécula esta, fundamental na sintese das poliacrilamidas
gue apresentam grande variedade de usos, como industria de papel, madeira e
téxtil, no tratamento de &aguas, esgotos e efluentes como agentes floculantes,
clarificantes e purificante, além de cosméticos e artigos de higiene. A acrilamida é
produzida comercialmente pela industria desde 1950, é considerada neurotoxica ao
homem e classificada como possivel carcinbgeno pelo IARC/OMS e pelo
JECFA/Codex Alimentarius (ANVISA, 2007; VACLAVIK et al., 2015).

A agdo carcinogénica da acrilamida ndo atinge apenas humanos. Os demais
mamiferos também sdo vitimas, uma vez que suas ragces contém acrilamida e
aminas heterociclicas. Ambas potentes carcinogénicas, formadas pelos métodos de
processamento comercial das ragdes animais (AYVAZ et al., 2015).

Em abril de 2002, pesquisadores suecos comunicaram a formacao de altos
niveis de acrilamida em alimentos ricos em carboidratos processados em altas
temperaturas, tais como alimentos fritos, assados e torrados, citando Tareke et al.
(2002). O que despertou uma grande preocupacdo mundial em relacdo aos riscos
gue a ingestao de acrilamida pela dieta poderia causar a saude humana, uma vez
gue esta substancia é classificada como um provavel carcinégeno ao homem (IARC,
1994).

Neste periodo, o Comité Conjunto FAO/OMS de Especialistas em Aditivos
Alimentares (JECFA) dirigiu duas avaliagGes do risco da presenca da acrilamida em
alimentos. A primeira foi concluida em 2005 ao observarem que a margem entre a
ingestdo de acrilamida estimada para a populacdo e as doses que provocaram
cancer em animais experimentais era baixa para um substancia potencialmente
genotdxica e carcinogénica, indicando preocupacdo a saude humana. A segunda
avaliacdo realizada em fevereiro de 2010, s6 fez confirmar tais conclusdes
(FAO/WHO, 2011). Diante destas evidéncias, o Comité ressaltou a importancia de
esforcos para a reducao do teor de acrilamida em alimentos (ARISSETO, 2012b).

A Comissdao do Codex Alimentarius desenvolveu e adotou um coédigo de
praticas para a reducdo de acrilamida em alimentos, no qual, disponibiliza
orientacdes para prevenir e reduzir a formacgéo de acrilamida em produtos a base de
batata e cereais. A industria também tem tomado medidas voluntarias para
compreender o mecanismo da formacdo de acrilamida e sugerir possiveis

estratégias de mitigacdo em alimentos. Uma dessas acdes foi o desenvolvimento da
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chamada “Acrylamida Toolbox” pela Confederacdo das Industrias Agro-Alimentares
da Europa (CIAA). Essa caixa de ferramentas propde medidas de intervengédo que
poderiam ser voluntariamente aplicadas pelos produtores para reduzir os niveis de
acrilamida em diversos produtos (CIAA, 2011).

A presenca até entdo ndo conhecida da acrilamida em alimentos de consumo
habitual pela populacdo, como batata frita, pdo e café, motivou uma série de
iniciativas internacionais e a realizagdo de inUmeros estudos sobre sua formacao,
métodos analiticos, ocorréncia e riscos a saude, bem como o desenvolvimento de
medidas potenciais para a reducdo de seus niveis (AYVAZ et al., 2015).

Produtos alimenticios derivados de batatas, cereais e café, sdo alguns dos
alimentos capazes de produzir acrilamida quando submetidos a altas temperaturas.
A eficacia da asparaginase na reducdo de acrilamida € comprovada por inUmeros
pedidos de patentes relativos a diferentes alimentos processados, tais como
salgadinhos, batatas fritas, diversos tipos de massas, entre outros (ANESE et al.,
2011; PEDRESCHI et al., 2011).

A asparaginase comercial utilizada para a inibicdo de acrilamida é produzida
através da clonagem realizada em Aspergillus oryzae, técnica reconhecida e
aprovada pelos Estados Unidos através da avaliacdo favoravel pela Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA, 2007), ou seja, avaliacdo do comité cientifico
internacional de especialistas no qual, € administrado conjuntamente pela
Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura das NacgOes Unidas (FAO) e da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

A utilizacdo da L-asparaginase comercial como aditivo alimentar, € permitida
nos Estados Unidos, Australia, Nova Zelandia e Dinamarca (MAHAJAN et al., 2012).
Além de estratégias aplicadas pela industria e pelas agéncias regulamentadoras, €
importante que a populacdo seja orientada em relacdo a forma de preparo dos
alimentos, uma vez que a acrilamida também pode ser formada durante as praticas
domeésticas de cozimento. Evitar a estocagem refrigerada de batatas que serao fritas
ou assadas, preferir uma coloracdo amarelo dourado ao invés de marrom dourado
para batatas fritas e ndo tostar excessivamente o pao sado recomendacdes possiveis
de serem aplicadas pelo consumidor e que podem resultar em uma menor formacao
de acrilamida no produto final (ARISSETO, 2012b).
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2.13 Mecanismo de acéo da L-asparaginase como agente antiacrilamida

A absorcdo da acrilamida pelo organismo € realizada através das vias
dérmica, respiratdria ou digestéria, seguida de um processo de biotransformacéo,
distribuicdo e por fim, armazenamento e excrecdo. Dados da toxicocinética da
acrilamida em animais indicam uma rapida absorcdo pelo trato gastrointestinal e
distribuicdo pelos tecidos, e metabolizada ao epoxido glicidamida através de uma
reagao catalisada pela enzima citocromo P2E1 (ARISSETO; TOLEDO, 2006a).

O principal metabdlito da exposi¢cdo a acrilamida € a glicidamida (Figura 5)
gue assume o potencial genotdxico provocando danos ao DNA, desencadeando o
processo cancerigeno (ARISSETO; TOLEDO, 2006a).

Figura 5 - Formacéo de glicidamida a partir da acrilamida

O o]
)K Metabolismo )\H
H,N |C|H H,N c
CH, O——CH,
Acrilamida Glicidamida

Fonte: https://comidaviva. wordpress.com/category/acrilamida/

A concentracdo de acrilamida em produtos alimenticios tornou-se um
problema muito serio de saude (BARTKIENE et al., 2013). A maioria dos métodos
para atenuar a formacdo de acrilamida, procura remover 0S Seus precursores
(glicose, frutose e asparagina) ou modificando os processos de producdo, com
intuito de reduzir ou inibir a reacdo de Maillard (PEDRESCHI, 2011; AYVAZ et al.,
2015). Ou seja uma das principais rotas de formacdo da acrilamida € através da
reacao de Maillard, sendo o aminoacido asparagina identificado como seu principal
precursor.

Diversas técnicas analiticas foram e ainda tém sido propostas para a

determinacédo de acrilamida em alimentos, sendo que as mais utilizadas sao aquelas
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baseadas em cromatografia (liquida ou gasosa) acoplada a espectrometria de
massas (ARISSETO, 2012b). Técnicas de pbs-frituras também poderia
eventualmente, serem implantadas para diminuir a formacdo de acrilamida. Mas o
grande desafio é a reducdo dos niveis de acrilamida sem comprometer as
propriedades sensoriais do produto final (PEDRESCHI, 2011).

A utilizacdo da asparaginase € uma Otima alternativa para tal desafio, uma
vez que a utilizagdo dessa enzima nao causa efeitos sobre as propriedades
nutricionais e sensoérias dos produtos alimenticias.

A acrilamida é formada durante o processo de aquecimento dos alimentos
ricos em hidratos de carbono contendo acguUcares redutores (glicose e frutose) e o
aminoacido asparagina (Figura 6) (MAHAJAN et al., 2012). Contudo, a enzima L-
asparaginase atua na disseminacéo do seu precursor, (asparagina) o que impede a
sua reacao junto aos acucares redutores dos alimentos, consequentemente evita a
formacédo da acrilamida (MAHAJAN et al., 2012).

Estudos com L-asparaginases de Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, e
Bacillus subtilis apresentaram capacidade de reduzir a formacdo de acrilamida em

alimentos ricos em amido (ZUO et al., 2014).

Figura 6 - Formacdao de acrilamida a partir da reacdo entre o aminoacido asparagina
com agucares redutores mediante aquecimento
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3. Objetivos

3.1 Geral
Selecionar, produzir, identificar e caracterizar a levedura nativa isoladas de
polen coletados de Melipona spp. da regido Amazbnica como produtora de L-

asparaginase.

3.2 Especificos

» Selecionar leveduras produtoras de L-asparaginase;

» ldentificar a levedura selecionada;

» Obter o extrato bruto enzimatico produzido por fermentacdo submersa da
levedura selecionada;

» Realizar dosagem de proteina;

» Medir a atividade enzimatica para L-asparaginase;

» Avaliar os parametros de producdo para melhorar o desenvolvimento
enzimatico;

» Avaliar a influéncia da glicose na producéo de biomassa e de L-asparaginase;

» Caracterizar bioquimicamente a atividade enzimatica em relacdo ao pH e
temperatura Otimos e estabilidade ao pH e a temperatura, além de analisar a
influéncia de ions metéalicos sobre a enzima;

» Realizar pré-purificacdo da L-asparaginase através de precipitacdo com
sulfato de amdnia;

» Avaliar o grau de pureza da enzima através de eletroforese utilizando SDS-
PAGE;

» Realizar testes com L-asparaginase obtida, contra a formacdo de

poliacrilamida.
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Consideracfes Finais

O presente trabalho selecionou e identificou uma levedura nativa isolada de
polen coletados de abelhas na regido Amazénica como uma nova fonte produtora de
L-asparaginase. Foi possivel encontrar parametros de producdo capaz de elevar a
atividade enzimatica, além de avaliar a fonte de carbono a ponto de livrar a
repressao catabolica. O trabalho obteve uma pré-purificacdo enzimatica satisfatoria
comprovada em gel de SDS-PAGE para L-asparaginase com um potencial contra a
formacé&o de poliacrilamida a partir de uma solugéo de acrilamida a 30%.
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RESUMO

O objetivo foi selecionar uma levedura produtora de L-asparaginase e avaliar os
parametros de producdo com intuito de elevar a producdo enzimatica. Foram
utilizadas 21 linhagens de leveduras e a levedura com maior atividade de L-
asparaginase foi identificada por sequenciamento de DNA utilizando os primers NL-1
e NL-4, também foram avaliados os parametros de producdo através de dois
planejamentos estatisticos, Plackett-Burman (PB) e Central Composto (CCD). As
variaveis analisadas foram L-asparagina, glutamato monossoédico, peptona, extrato
de levedura, glicose, triptona, K;HPO,4, MgSOy, pH, temperatura e tempo. A levedura
selecionada foi uma Tilletiopsis minor e as variaveis significativas apresentadas pelo
PB foram L-asparagina, extrato de levedura e MgSO,4. Nas melhores condicdes
encontradas para a producdo a partir dos planejamentos estatisticos foi possivel
obter uma atividade de asparaginase de 1975,67 U.mL? com 25 g.L? de L-
asparagina, 40 g.L™ de extrato de levedura, 0,35 g.L™ de MgSO, com meio ajustado
para pH 5,0, a 28°C, durante 72 horas. A Tilletiopsis minor estudada demonstrou

potencial como nova fonte produtora de L-asparaginase.
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Palavras-Chaves: L-asparaginase; producéao; levedura; Tilletiopsis minor.

1 Introducéo

As leveduras estdo entre 0s mais importantes sistemas de expressao
eucaridticos disponiveis para a producdo enzimatica de interesse biotecnolégico,
devido a facil manipulagédo genética que permite a introducdo de mdltiplas copias de
genes heterélogos de forma estével, elevando os niveis de expressdo. Além dos
seus processos fermentativos serem amplamente dominaveis, o que permite um facil
escalonamento para os niveis de producao comercial (Bon et al., 2008).

Leveduras do género Tilletiopsis sao fungos basidiomicotas com ID
taxondmica NCBI374295, sugeridas em 1930 por Derx, seus estudos ainda séo
escassos com apenas 48 publicacdes de acordo com o catalogo global de micro-
organismos, sem nenhum relato na literatura de pesquisas voltadas para a producéo
de L-asparaginase.

L-asparaginase é uma amidohidrolase (CE 3.5.1.1) sendo uma das principais
enzimas de uso terapéutico. Sua acao € catalisar a hidrélise de L-asparagina a acido
aspartico e amoénia (Mahajan et al., 2012; Chohan e Rashid, 2013). A L-asparagina é
um aminoacido importante no requisito nutricional das células normais e cancerosas.
A administracdo da enzima, L-asparaginase, destréi a fonte livre de L-asparagina
induzindo as células cancerosas a um colapso metabdlico acarretando sua morte.
Sua aplicacéo esta destinada principalmente, ao tratamento de leucemia linfoblastica
aguda (LLA) (Kenari et al., 2011; Emadi et al., 2014).

O potencial antitumoral da L-asparaginase tem sido bem documentado
(Abdel-Fattah et al., 2002). A L-asparaginase com aplicacdes biolégicas sé&o
produzidas a partir de Escherichia coli, Serratia marcescens, Erwinia carotovora,
Pseudomonas acidivoras e Pseudomonas geniculata sob condicbes aerdbicas
(Verma et al., 2007; Thenmozhi et al., 2011; Zuo et al., 2014). A descoberta de uma
nova L-asparaginase sorologicamente diferente, mas com potencial terapéutico é
altamente desejada (Abdel-Fattah et al., 2002; Makky et al., 2014).

A enzima L-asparaginase pode ser obtida de plantas, animais e dos mais
variados micro-organismos, mas as enzimas comercializadas para o uso clinico séao
provenientes de Erwinia chrysanthemi e Escherichia coli (Kumar et al., 2011; Zuo et
al., 2014).
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Considerando que cada organismo tem suas préprias condi¢cdes especificas
para a producdo maxima da enzima, sdo poucas as informacgdes disponiveis sobre a
otimizacdo estatistica das condi¢cdes do meio para a producdo de L-asparaginase
(Kenari et al.,, 2011). A avaliacdo e selecdo dos parametros de producdo de um
micro-organismo s&o etapas importantes para desenvolver e determinar a
viabilidade econdémica global de bioprocessos (Abdel-Fattah e Olama, 2002; Venil et
al, 2009; Shah et al., 2010; Kumar e Sobha 2012).

O uso de métodos convencionais para analisar e selecionar inlmeras
variaveis objetivando otimizar o processo de producdo, sdo métodos demorados e
de custos elevados (Singh e Satyanarayana, 2008). No desenvolvimento de um
processo em busca de um produto, € comum 0s pesquisadores apresentarem um
grande numero de variaveis a serem analisadas. Sendo assim, o planejamento
fatorial fracionario € uma importante ferramenta para analisar até 8 variaveis. Acima
deste namero, pode-se fazer o uso do método desenvolvido por Plackett e Burman,
através do planejamento estatistico. Este planejamento, se bem utilizado, € muito
valioso para o direcionamento de pesquisas. (John, 1996; Rodrigues e lemma,
2005).

O objetivo deste estudo foi identificar uma nova fonte de L-asparaginase entre
leveduras nativas e avaliar parametros de producdo, através dos planejamentos
estatisticos Plackett-Burman e Central Composto, potencializando a producao de L-

asparaginase.

2 Materiais e métodos

2.1 Micro-organismos e Manutencao

As leveduras utilizadas foram isoladas de pdolen de Meliponas spp. na regido
Amazonica por representantes do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal do Amazonas - DPUA/UFAM e gentilmente cedidas para este trabalho, pela
colecao de cultura do referido Departamento.

As 21 culturas de leveduras foram mantidas em agar Sabouraud
acondicionadas a 4°C. A reativacdo foi feita em frascos de Erlenmeyer contendo
caldo glicosado (peptona de carne 10 g.L™, extrato de carne 3,0 g.L™ e glicose 20

gL™), incubadas a 28°C, 140 rpm, por 24 horas.
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2.2 Condigdes de cultivo e selegdo do micro-organismo

Para a selecao da melhor levedura produtora de L-asparaginase utilizou-se o
meio sabouraud liquido adicionado de MgSQO, (1,0 g.L™) e L-asparagina (10 g.L™),
autoclavado a 121°C durante 20 minutos. O meio foi inoculado ap6s a padronizacéo
do in6culo em espectrofotbmetro a 600 nm, seguido de incubacdo em agitador
orbital a 28°C, 140 rpm durante 72 horas. Ap6s o periodo de fermentacdo, as
culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos e 0 seu sobrenadante
foi utilizado nos demais ensaios enzimaticos para sele¢do de leveduras produtoras
de L-asparaginase. A escolha da levedura levou em consideragéo uma alta atividade
para L-asparaginase e uma baixa dosagem de proteina. A levedura selecionada foi
identificada através de sequenciamento genético pela BIOPREMIER — Inovacéo e
Servicos em Biotecnologia, SA. Lisboa - Portugal.

2.3 ldentificacdo taxondmica por sequenciamento genético

A identificacdo do micro-organismo selecionado foi realizada através de
sequenciamento de DNA em parceria com a empresa de Inovacdo e Servicos em
Biotecnologia, S.A. — BIOPREIMER, Lisbhoa — Portugal. O método utilizado, foi
descrito por Kurtzman e Robnett (1997) através do sequenciamento da regido D1/D2
do 28S do rDNA para reconhecimento da espécie. Os “primers” utilizados foram os
iniciadores externos NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) e NL-4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGAC GG).

2.4 Dosagem de Proteina

O teor de proteina total foi realizado conforme metodologia descrita por
Bradford (1976), utilizando o corante Coomassie Brilliant Blue G 250, mediante a
curva de calibracéo realizada a partir de solucbes estoques de soroalbumina bovina
(BSA) em diferentes concentracdes (0-100 ug/mL) submetidas a leitura de

absorbancia a 595nm em espectrofotémetro.
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2.5 Atividade de L-asparaginase

A L-asparaginase foi quantificada de acordo com o método descrito por
Shinfrin et al. (1974). A reacao foi composta por 0,1 mL do extrato enzimatico, 1 mL
de solucdo tampéao Tris-HCI 0,05 M (pH 8,6), 0,9 mL de agua deionizada e 0,1 mL
de solucdo de L-asparagina (0,189 M), os quais, foram homogeneizados e
incubados a 37°C durante 30 minutos. Apdés incubacgdo, a reacdo foi interrompida
pela adicdo de 0,1 mL de acido tricloroacético (1,5 M) e centrifugada a 5.000 rpm por
10 minutos. 0,2 mL do sobrenadante foram diluidos em 4,3 mL de agua deionizada,
acrescido de 0,5 mL de reagente de Nessler’s. A densidade Optica foi mensurada no
comprimento de onda de 405 nm em espectrofotometro. Onde, uma unidade (U) da
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 umol de amdnia por minuto a 37°C.

2.6 Planejamento experimental Plackett-Burman

Apos a selecdo da melhor cultura de levedura produtora de L-asparaginase, 0
planejamento Plackett-Burman, foi aplicado com a ajuda do software estatistico
Statistica 8.0, para analisar a significancia das variaveis investigadas neste estudo.
Os intervalos e niveis de variaveis investigadas estdo apresentados na Tabela 1. O
planejamento PB é adequado para investigar os efeitos de um grande numero de
parametros de um ensaio experimental, sendo utilizado para determinar os fatores
gue tém contribuicdes significativas e uma abordagem linear é considerada

suficiente para a selecao:

Y = Bo+ TBXi (i=1,2,3,...K

Onde Y é a resposta, X; € uma variavel e B; sdo os coeficientes de regressao.
O efeito de cada variavel € a diferenca entre a média das medicdes realizadas com
0 nivel elevado do fator e com a média das medi¢cdes com o nivel baixo do fator,

determinada pela seguinte equacao:

Efeito = 2[S Py - PN
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Onde P;. refere-se a todas as respostas quando o componente for em um dos

niveis elevados. Ja P;. indica todas as respostas quando o componente for em um

dos niveis baixos, e N € o numero total de interagdes.

Tabela 1 - Nivel de cada variavel analisada pelo planejamento experimental Plackett-Burman para
avaliar a producdo de L-asparaginase.

Variaveis Fontes Menor nivel (-1) Maior nivel (+1)
g.L? g.L?
A — L-asparagina Carbono 2,5 15,0
B - GM®@ Nitrogénio 5,0 20,0
C — Peptona Nitrogénio 0,0 1,0
D — Ext. de Lev.® Nitrogénio 2,5 20,0
E — Glicose Carbono 50 30,0
F — Triptona Nitrogénio 0,0 5,0
G — K,HPO, K" e PO, 0,0 1,0
H — MgSO, Mg** 0,0 1,0
| — pH 5,0 8,0
J — Temperatura (°C) 28 36
K —Tempo (h) 72 120

@ Glutamato monossaédico e ™ Extrato de levedura.

2.7 Planejamento Central Composto

Para estudar as interacfes entre as variaveis significantes apresentadas pelo

planejamento Plakett-Burman, foi aplicado um planejamento Central Composto

objetivando para melhorar a producéo de L-asparaginase. As variaveis significativas

foram estudadas em cinco niveis diferentes como apresentado na Tabela 2.

Foi realizado um planejamento central composto, incluindo seis pontos axiais

e seis repeticbes no ponto central, totalizando 20 ensaios. Para a analise dos dados

experimentais obtidos foi utilizado o software estatistico Statistica 8.0.
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Tabela 2 - Niveis das variaveis independentes utilizadas no planejamento central composto para
producéo de L-asparaginase.

Variaveis Niveis (g.mL™)

Independentes a 1 0 +1 +a
L-asparagina 10,0 17,50 25,00 32,50 40,00
Extrato de Levedura 15,0 21,25 27,50 33,75 40,00
MgS04.7H,0 0,00 0,175 0,350 0,525 0,70

3 Resultados e discussao

3.1 Selecao de leveduras produtoras de L-asparaginase

Todas as 21 leveduras selvagens isoladas de polen de Melipona spp. da
Amazonia, apresentaram producdo enzimatica para L-asparaginase (Figura 1). No
entanto, a L19, L20 e L21 apresentaram as maiores atividades para L-asparaginase.
Entre as trés leveduras com maior atividade, a selecionada foi a linhagem L20.

Na composicao do meio de cultivo utilizado na selecdo do micro-organismo
foi adicionado 10 g.L™ de L-asparagina e 0,5 g.L™ de MgSO,4 com objetivo de induzir
a producao enzimatica. De acordo com o estudo de Chow e Ting (2014), foram
utilizadas as mesmas concentracdes de L-asparagina e MgSO4 no meio de cultivo
para a selecdo do melhor micro-organismo produtor de L-asparaginase.

Foi possivel realizar com precisdo a identificacdo da espécie de levedura
selecionada nesse trabalho, com base na sua sequéncia de nucleotideos,
identificada como sendo uma Tilletiopsis minor. De acordo com Agustini (2014), é
comum a variabilidade intraespecifica podendo levar ao insucesso na identificacédo
das linhagens por PCR-RFLP. Desta forma, a técnica de sequenciamento é

fundamental para garantir a correta designacao das linhagens.
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Figura 1 - Niveis de atividade de L-asparaginase (==) e de proteina total (—) apresentados pelas
leveduras isoladas de pélen coletados de abelhas da Regido Amazdnica.
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3.2 Influéncia das variaveis na producéo de L-asparaginase utilizando Plackett-

Atividade Total (U.mL"")
Proteina Total (mg.mL"!

L21

Burmam

A levedura Tilletiopsis minor foi cultivada em meios de producdo com
diferentes condi¢cBes. A Tabela 3 apresenta resultados obtidos do planejamento PB
tendo como resposta a atividade de L-asparaginase (U.mL™). A maior atividade de L-
asparaginase, foi apresentada pelo ensaio 10. Os resultados obtidos variaram de
57,61 U.mL™ a 1044,83 U.mL?, demonstrando a influéncia que as variaveis tém
sobre a producédo de L-asparaginase. Deste modo, corroboramos que 0s parametros
de producdo e as condi¢cdes de cultivo sdo essenciais para a biossintese da L-
asparaginase e podem variar de um micro-organismo para outro (Barnes et al.,
1978; Kumar e Sobha, 2012).

De acordo com relatos descritos por Kumar e Sobha (2012), as fontes de
nitrogénio e de carbono estdo relacionadas ao desenvolvimento de biomassa e a
presenca de glutamato monossodico nado influenciaria na producdo enzimatica.
Embora, o estudo realizado por Arrivukkasan et al. (2010) apresenta o glutamato
monossédico (20 g.L ™) na composicdo do meio otimizado para a producdo de L-

asparaginase por Pectobacterium carotovorum.
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As variaveis significantivas indentificadas pelo Plackett-Burman para
producédo de L-asparaginase quando tem efeitos positivos, indicam que em
concentra¢gfes mais elevadas a atividade de L-asparaginase foi maior, enquanto que
as variaveis significativas com efeitos negativos apresentaram maiores valores de
atividade de L-asparaginase em concentra¢cdes mais baixas da variavel em questéo.

O planejamento Plackett-Burman indentificou a L-asparagina, o extrato de
levedura e 0 MgS0,.7.H,O como as variaveis significativas, sendo as duas primeiras
com efeito positvo e o MgSO, com efeito negativo (Figura 2). Resultados
semelhantes foram apresentados por Kumar et al. (2010) ao realizar um
planejamento fatorial 2° identificando L-asparagina e extrato de levedura como

variaveis significativas para a producao de L-asparaginase.

Figura 2 - Efeito das variaveis analisadas pelo Plackett-Burman, sobre a atividade de L-asparaginase
produzida por Tilletiopsis minor.
Pareto Chart of Effects; Varnable: AT
11 Factor Screening Design
DV: AT

(1)asparagina 12,621

(4)ext. de lev. 11,5104
(8)MgS04

-5,07308

(3)peptona
(5)glicose -4.17187

(2)glutamato 2,975063
(9)pH

(10)temp. °C 2,34922

2,453206

(6)triptona 2,262565
(7)) K2HPO4 -,26969
(11)tempo (h) -,054785
-2 0 2 4 6 8 10 12 14




Tabela 3 - Matriz do Planejamento Plackett-Burman utilizado para avaliar a produgéo de L-asparaginase.
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AT®
Ensaio L-asp.?  GM® Ppeptona EL®  Glicose Triptona K,HPOs MgSO, pH °c@ h®  (U.m™
1 15(+) 50(—) 10(+) 25(-) 50(—=) 00(-) 1,0(+) 1,0(+) 80(+) 28(-) 120(+) 35872
2 15(+) 20(+) 00(=) 20(+) 50(=) 00(=) 0,0(=) 1,0(+) 80(+) 36(+) 72(-) 672,33
3 25(=) 20(+) 10(+) 25(-) 30(+) 00(-) 0,0(-=) 00(=) 80(+) 36(+) 120(+) 249,00
4 15(+) 50(-) 10(+) 20(+) 50(-) 50(+) 00(-) 00(-) 50(-) 36(+) 120(+) 708,72
5 15(+) 20(+) O00(-) =20(+) 30(+) 0O0O(-) 10(+) O0O(-=) 50(-) 28(-) 120(+) 969,83
6 15(+) 20(+) 10(+) 25(-) 30(+) 50(+) 0,0(-) 10(+) 5,0(-) 28(-) 72 (-) 385,39
7 25(-) 20(+) 10(+) 20(+) 50(-) 50(+) 10(+) O00(-) 80(+) 28(-) 72 (-) 580,94
8 25(-) 50(-) 10(+) 20(+) 30(+) O00(-) 20(+) 210(+) 50(-) 36(+) 72 (-) 932,06
9 25(=) 50(=) 00(—=) 20(+) 30(+) 50(+) 00(—=) 1,0(+) 80(+) 28(—) 120(+) 407,33
10 15(+) 50(=) 00(—=) 25(—) 30(+) 50(+) 1,0(+) 00(=) 80(+) 36(+) 72(—) 1044,83
11 25(=) 20(+) 00(-=) 25(-) 50(—) 50(+) 1,0(+) 1,0(+) 50(-) 36(+) 120(+) 57,61
12 25(-) 50(-) 00(-) 25(-) 50(—) 00(-) 0,0(-) 00(-) 50(-) 28(-) 72(-) 119,83

(a) L-asparagina, (b) Glutamato Monossédico, (c¢) Extrato de Levedura, (d) temperatura em grau Celsius, (e) hora de cultivo e (f) Atividade Total. As
concentracdes estdo em g."™.
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3.3 Otimizacdo do meio de cultura para producdo de L-asparaginase através do

Planejamento Central Composto

As varidveis significativas foram combinadas pelo Planejamento Central
Composto para avaliar o efeito e a contribuicdo de cada variavel para a producao de
L-asparaginase. Porém apenas duas variaveis por vez podem ser combinadas para
analise de superfice de resposta.

ApoOs as analises foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 4 com
atividade méxima para L-asparaginase de 1975,67 U.mL™ descrita pelo ensaio 12
nas seguintes condicdes em g.L™": 25 de L-asparagina, 40 de extrato de levedura,
0,35 de MgS0,4.7H,0 e 5,0 de glicose, com pH 5,0, a 28°C, 140 rpm, durante 72
horas, em agitador orbital. Estudo com producéo de L-asparaginase por Aspergillus
terreus, apresentaram melhores condi¢cdes de cultivo em pH 6,0, 30°C e 160 rpm
durante 72 horas (Baskar et al., 2010a).

Os resultados estatisticos obtidos apos a analise de variancia (ANOVA) estdo
descritos na Tabela 5. A relacdo da variacao de Fisher (valor-F) e valor-p de ANOVA
foram usadas para confirmar a significancia das variaveis estudadas. O maior valor-
F encontrado aponta que as variaveis explicam adequadamente a variagdo nos
dados sobre sua média, e que os efeitos das variaveis estimadas foram reais.

Observou-se que o extrato de levedura e a interacdo entre L-asparagina e
MgSO, foram significativos considerando p < 0,05. As variaveis analisadas foram
significativas e com efeito positivo, indicando que os maiores niveis das variaveis
foram melhores para atividade de L-asparaginase. A interacdo (1x3) entre L-
asparagina (1) e a concentracdo de MgSO, (3) também foi significativa, indicando
gue os maiores niveis combinados da L-asparagina e do MgSO, apresentaram
maiores valores de atividade. Resultados semelhantes foram descritos por Mahajan
et al. (2012), concluindo que o aumento da L-asparaginase e do sal MgSO,
aumentaram a producdo de L-asparagina com atividade méaxima com 40 g.mL™ de

L-asparagina e 0,5 g.mL™* de MgSO.,
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Tabela 4 - Matriz do planejamento Central Composto para atividade de L-asparaginase como

variavel resposta.

AT*

Ensaios L-asparagina  Extrato Levedura MgSO, (U.mL™)

1 1,75 (-1) 2,125 (-1) 0,0175 (-1) 34,83
2 1,75 (-1) 2,125 (-1) 0,0525 (+1) 6,22
3 1,75 (-1) 3,375 (+1) 0,0175 (-1) 231,78
4 1,75 (-1) 3,375 (+1) 0,0525 (+1) 229,83
5 3,25 (+1) 2,125 (-1) 0,0175 (-1) 84,00
6 3,25 (+1) 2,125 (-1) 0,0525 (+1) 640,67
7 3,25 (+1) 3,375 (+1) 0,0175 (-1) 154,56
8 3,25 (+1) 3,375 (+1) 0,0525 (+1) 1344,00
9 1,00 (-a) 2,750 (0) 0,035 (0) 194,00
10 4,00 (+a) 2,750 (0) 0,035 (0) 154,83
11 2,50 (0) 1,500 (-a) 0,035 (0) 154,56
12 2,50 (0) 4,000 (+a) 0,035 (0) 1975,67
13 2,50 (0) 2,750 (0) 0,000 (-a) 227,89
14 2,50 (0) 2,750 (0) 0,070(+a) 105,67
15 2,50 (0) 2,750 (0) 0,035 (0) 425,67
16 2,50 (0) 2,750 (0) 0,035 (0) 68,17
17 2,50 (0) 2,750 (0) 0,035 (0) 413,72
18 2,50 (0) 2,750 (0) 0,035 (0) 579,00
19 2,50 (0) 2,750 (0) 0,035 (0) 286,50
20 2,50 (0) 2,750 (0) 0,035 (0) 520,67

* Atividade Total. A unidade utilizada esta em %.

Tabela 5 - Analise de variancia para as variaveis significativas das condi¢des de producéo de L-

asparaginase pela levedura selvagem Tilletiopsis minor.

Fatores Ss8 df° MS° F-value p-value
(1) L-asparagina (L) 200484 1 200484 594691  0,058753
L-asparagina (Q) 148815 1 148815 4,41425 0,089638
(2) Extrato de levedura (L) 1327066 1 1327066  39,36442  0,001510
Extrato de levedura (Q) 655606 1 655606  19,44708  0,006957
(3) MgSO, (L) 166957 1 166957 4,95241 0,076606
MgSO4 (Q) 156830 1 156830 4,65201 0,083519
1L x 2L 15606 1 15606 0,46290 0,526492
1L x 3L 394568 1 394568 11,70397 0,018816
2L x 3L 54358 1 54358 1,61242 0,260039
Falta de ajuste 990871 5 198174 5,87839 0,037158
Erro Puro 168562 5 33712

Total SS 4385621 19

% soma dos quadrados;

® grau de liberdade; © media quadratica.
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Os resultados experimentais foram representados na forma de grafico
tridimensional (Figura 3). A resposta da analise evidenciou a existéncia de uma
melhor regido para a atividade de L-asparaginase, em que ha a combinacao entre as
faixas de 1,0% — 4,0% de L-asparagina e 1,5% — 4,0% de extrato de levedura.

Embora as variaveis tenham apresentado influéncia sobre a producédo da
enzima a analise estatistica demonstrou que existiu falta de ajuste para explicar o
fenbmeno de producdo de L-asparaginase por um modelo matematico. Devido a
isso nao foi possivel otimizar a producdo e uma superficie de resposta ndo pode ser
construida. Porém a Figura 3 apresenta a relacdo entre as variaveis L-asparagina e
extrato de levedura sobre a producdo da enzima, o que demonstra claramente a

melhor producéo da L-asparaginase no ensaio 12.

Figura 3 - Representacgéo tridimensional dos ensaios em funcdo das concentracdes de extrato de
levedura e L-asparagina para a producdo de L-asparaginase por Tilletiopsis minor.




67

4 Concluséao

O trabalho apresenta uma levedura nativa do género Tilletiopsis minor como
uma nova fonte produtora de L-asparaginase. A técnica de sequenciamento genético
foi necesséria para a identificacdo da levedura selecionada e através da avaliagédo
dos parametros de producdo, a levedura selecionada teve sua atividade de L-
asparaginase elevada em 89% quando cultivada nas melhores condicdes
encontradas para L-asparagina, extrato de levedura e MgSO4.7H,0. A escassez na
literatura de leveduras produtoras de L-asparaginase e 0s poucos estudos de forma
geral, com o género Tilletiopsis, demonstra o potencial cientifico do presente
trabalho.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a capacidade da levedura Tilletiopsis
minor na producdo de L-asparaginase, analisando o efeito da concentracdo de
glucose (0,5%, 1,0% e 5,0%) e do arejamento (variando a razdo volume do meio de
cultura/volume do matraz entre 20 e 40 %) na atividade enzimatica obtida. Apés uma
purificacdo preliminar da enzima, foi efetuada a sua caracterizacdo bioquimica e
avaliado o seu potencial como agente antiacrilamida. Os melhores resultados para a
producdo de L-asparaginase foram obtidos para uma concentracdo de glucose de
1% e uma aeracdo a 40%. A caracterizacdo bioquimica da enzima purificada foi
realizada com sulfato de aménia, com um fator de purificacdo de 7,8 na fracdo de
20-40%. O pH e temperatura 6tima da enzima s&o 7,0 e 50°C, sendo o Na* o ion
com maior efeito inibitério na atividade de L-asparaginase. O perfil eletroforético
obtido em SDS-PAGE demonstrou a existéncia de uma banda mais acentuada de

80,5kDa, correspondente a presenca da L-asparaginase. Verificou-se também que o
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extrato bruto de L-asparaginase inibiu totalmente a formacdo de poliacrilamida
(numa solucao de acrilamida a 30%, evidenciando o potencial da L-asparaginase
produzida por Tilletiopsis minor para aplicagfes na industria de alimentos.

Palavras-Chaves: L-asparaginase, acrilamida, Tilletiopsis, levedura.

1 Introducéo

A enzima terapéutica L-asparaginase (EC.3.5.1.1) além do potencial
antitumoral vem sendo utilizada para reduzir a formagao de acrilamida em alimentos
fritos, de forno ou cozidos. A acrilamida é considerada um "potente” carcinogéno em
seres humanos, potencial este, ativado quando alimentos ricos em carboidratos
contendo acgucares redutores e 0 aminoacido asparagina, sao submetidos a
temperaturas acima dos 100°C, devido a reagdo de Maillard entre o aminoacido
asparagina e uma fonte de carbono (Anese et al., 2011; Pedreschi et al., 2011). A
Reacdo de Maillard € responsavel pela cor marrom e sabor dos alimentos fritos,
torrados e assados. Estudos descrevem que tal reacdo é a principal via para a
formacdo de acrilamida em produtos alimentares aquecidos (Lineback & Jones,
2011; Pedreschi et al., 2011; Mahajan et al., 2012; Bartkiene et al., 2013).

A concentracdo de acrilamida em produtos alimenticios processados tornou-
se um sério problema de saude (Bartkiene et al., 2013). No entanto, a desaminacéo
da asparagina impede a formacao da acrilamida (Ciesarova et al, 2006; Mahajan et
al., 2012), que pode ser realizada pela asparaginase (JECFA, 2007).

A maioria dos métodos utilizados com o intuito de atenuar a formacédo da
acrilamida, estdo associados a remocao dos seus precursores (glicose, frutose e
asparagina) e na reducdo ou até inibicdo das reacfes de Maillard através de
modificacdes no processamento dos alimentos. Técnicas de poés-fritura também
poderiam ser implementadas para diminuir a formacao da acrilamida. Entre todos os
alimentos possiveis de formacao de acrilamida, o maior desafio é reduzir seus niveis
em batatas fritas, sem comprometer as propriedades sensoriais do produto
(Pedreschi, 2011). Uma alternativa descrita por Hendriksen e colaboradores (2009)
seria a utilizacdo da enzima L-asparaginase, uma vez que sua aplicacdo sobre os

alimentos, nao prejudica as propriedades nutricionais e sensoriais dos mesmos.
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Comercialmente a L-asparaginase vem sendo utilizada como aditivo em
alimentos e é produzida por Aspergillus oryzae geneticamente modificado, o qual
recebeu reconhecimento com status de seguro pelo GRAS pela FDA (Generally
Recognized As Safe and Food and Drugs Admisnistration) e avaliagéo favoravel pela
FAO/WHO (Food and Agricultural Organization and World Health Organization)
(JECFA, 2007). Este aditivo € permitido nos Estados Unidos, Australia, Nova
Zelandia e Dinamarca. Enquanto que no Canada, onde as enzimas usadas em
aplicacbes de alimentos podem ser consideradas aditivos alimentares, ja receberam
propostas para alterarem o0s seus regulamentos objetivando a liberacdo do uso de
asparaginase como mais uma enzima aplicada como aditivo (Health Canada, 2009).
O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da glicose e arejamento na producéo
de L-asparaginase por Tilletiopsis minor, efetuar a caracterizagcdo bioquimica da

enzima produzida e avaliar o seu potencial contra a formacéo de acrilamida.

2 Materiais e métodos

2.1 Micro-organismo e manutencao

A Tilletiopsis minor utilizada foi obtida da colecdo de culturas do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas -
DPUA/UFAM. As culturas foram mantidas em meio agar Sabouraud e armazenadas
a 4°C. A reativacdo das culturas foi realizada em caldo glicosado composto por
peptona de carne 1% (p/v), extrato de carne 0,3% (p/v) e glicose 4% (p/v),

autoclavados a 121°C durante 20 minutos.

2.2 Producdo de L-asparaginase

A producdo de L-asparaginase foi realizada em meio liquido composto por L-
asparagina 2,5% (p/v), extrato de levedura 4,0% (p/v), MgSO, 0,035% (p/v) e glicose
0,5% (p/v) autoclavados a 121°C durante 20 minutos. O indculo foi padronizado em
espectrofotdbmetro a 600nm e o cultivo submerso foi realizado em Erlenmeyer (250
mL) contendo 50 mL de meio, incubado em agitador orbital a 28°C e 140 rpm

durante 72 horas. O liquido metabdlico produzido, foi submetido a centrifugagdo em
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10.000 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante obtido, denominado de extrato

enzimatico bruto, foi utilizado nos demais ensaios analiticos para L-asparaginase.

2.3 Avaliacdo do efeito da glicose sobre a producédo de L-asparaginase e a

biomassa.

O efeito da glicose foi avaliada em trés etapas envolvendo o cultivo submerso
da Tilletiopsis minor: na etapa 1, foi utilizado trés meios a partir do meio descrito no
item 2.2, variando apenas a concentracao inicial da glicose em 0,5%, 1,0% e 5,0%
os quais, foram cultivados durante 120 horas. O crescimento foi avaliado de acordo
com a metodologia descrita por Rodrigues e colaboradores (2006), através da
densidade optica padronizada em espectrofotdmetro a 600 nm. Ao longo de todo o
tempo de cultivo foram coletadas amostras em diferentes intervalos de tempo para
avaliar a concentracdo de biomassa (g.L") e quantificar a atividade de L-
asparaginase.

Na etapa 2, a Tilletiopsis minor foi submetida a uma nova fermentacdo em
meio descrito no item 2.2, exceto pela glicose. Nesse caso, foi utilizada como
concentragdo inicial concentracdo selecionada na etapa 1 (1%) como sendo a
melhor para a producéo de L-asparaginase. Nessa etapa, foi feita uma adicdo extra
de glicose as 48 horas de cultivo, afim de avaliar se a adicédo de glicose por partidas
teria efeito na producéo da enzima.

A etapa 3 foi feita para avaliar o efeito combinado da glicose e da aeracédo na
producdo de L-asparaginase através de um planejamento fatorial. Durante essa
etapa foram coletadas amostras a cada 24 horas durante 120 horas (tabela 1). As
variaveis independentes glicose e aeracao foram avaliadas em trés niveis diferentes:
-1, 0, +1. Todos os ensaios envolvendo as trés etapas descritas foram realizados em
Erlenmeyer de 500 mL submetidos a 28°C e 140 rpm em agitador orbital durante
120 horas.

Tabela 1 Niveis das variaveis independentes utilizadas no planejamento fatorial.

Variaveis
Independentes -1 0 +1
Glicose (%) 1 3 5

Aeracao (%)* 20 30 40
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* Razao entre a quantidade do meio de cultivo pela capacidade do Erlenmeyer.

2.4 Dosagem de Proteina

O teor de proteina total foi realizado conforme metodologia descrita por
Bradford (1976), utilizando o corante Coomassie Brilliant Blue G 250 e a curva de
calibracao foi realizada a partir de solugbes estoques de soroalbumina bovina (BSA)
em diferentes concentracdes (0-100 ug/mL) submetido a leitura de absorbancia a
595nm em espectrofotdmetro.

2.5 Determinacédo da atividade de L-asparaginase

Para o0 ensaio enzimatico foi utilizado o método descrito por Shinfrin et al.
(1974). No qual, 0,1 mL da solugéo enzimatica, 1,0 mL de Tris-HCI (0,05M e pH 8,6),
0,9 mL de agua deionizada e 0,1 mL de solugédo de L-asparagina (0,189 M ) foram
misturados e incubados a 37°C durante 30 minutos. Apos incubacédo, a reacao foi
interrompida pela adicdo de 0,1 mL de &cido tricloroacético (1,5 M), seguido de
centrifugacéo a 5000 rpm por 10 minutos. 0,2 mL do sobrenadante foram diluidos
em 4,3 mL de agua deionizada e adicionado de 0,5 mL do reagente de Nessler. A
densidade optica foi determinada no comprimento de onda de 405 nm, considerando
gue uma unidade (U) da atividade enzimatica € definida como a quantidade de

enzima que libera 1 umol de aménia por minuto a 37°C.

2.6 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade e a estabilidade da enzima L-

asparaginase

O efeito do pH na atividade para L-asparaginase foi determinada pela reacao
enzimatica realizada com diferentes pHs variando de 4,0-10,0 para obtencédo do pH
o0timo. Para a estabilidade ao pH, o extrato enzimatico bruto foi submetido a
incubacdo nos tampdes citrato-fosfato (50 mM, pH 4,0-7,0), Tris-HCI (50 mM, pH
7,0-9,0) e glicina NaOH (50 mM, pH 9,0-10,0) durante 3 horas na auséncia de

substrato e a atividade residual foi determinada sob condi¢cdes descritas
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anteriormente no item 2.5. Para avaliar o efeito da temperatura na atividade de L-
asparaginase, a reacdo enzimatica foi realizada em diferentes temperaturas (25-
90°C) para obtencdo da temperatura 6tima. Para a estabilidade a temperatura, o
extrato enzimético bruto foi incubado em diferentes temperaturas 25°C, 37°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C, 80°C e 90°C, durante 3 horas sendo coletadas amostras a cada

30 minutos, seguido do teste quantitativo para L-asparaginase descrito no item 2.5.

2.7 Efeito de ions sobre a atividade de L-asparaginase

Para determinar os efeitos da adicdo de ions sobre a atividade de L-
asparaginase presente no extrato enzimatico bruto, foram utilizados os seguintes
sais: sulfato de zinco, sulfato de magneésio, sulfato de cobre, sulfato ferroso I, cloreto
ferroso lll, Cloreto de calcio, cloreto de sédio e cloreto de potassio. Os efeitos das
solugdes idnicas foram avaliadas em trés concentragbes: 2,5 mM; 50 mM e 10,0
mM, as quais foram descritas como inibidores ou ativadores da atividade de L-
asparaginase. O extrato enzimatico bruto foi incubado junto com cada solucéo de
sais (1:1) a 37°C, durante 1 hora, em seguida o extrato enzimatico foi submetido a

atividade para L-asparaginase.

2.8 Precipitacdo do extrato enzimatico bruto com sulfato de amdnio

Diferentes concentracdes de sulfato de aménio em p6 (0-20, 20-40, 40-60, 60-
80 e 80-100) foi adicionado ao extrato enzimatico bruto, incubado a 4°C, durante 4
horas, seguido de centrifugacdo em 10.000 rpm durante 10 minutos. O precipitado
foi dissolvido em tampéo Tris-HCI 0,01M (pH 8,6) e dialisado durante 24 horas sobre

refrigeracéo de 4°C.

2.9 Perfil eletroforético

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com o método
de Laemmli (1970), utilizando gel de concentracdo a 4% e de separacdo a 12,5%.
Os géis foram corados por duas horas em solucdo de Comassie briliant blue R-250 e
descorados em solucédo de metanol 45%, acido acético 10%, até a visualizacdo das

bandas. A massa molecular das bandas foi determinada através do software
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Lablmage 1D (Loccus Biotecnologia) utilizando como padréo: fosforilase (97 kDa),
albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de
tripsina (21,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa).

2.10 Teste antiacrilamida

O teste de inibicdo da acrilamida na formacéo do gel de poliacrilamida foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Mahajan e colaboradores.
(2012) modificada na concentracao da solucdo de acrilamida e persulfato de amdénio
(APS) para obtenc&o do branco da amostra polimerizado. Foi utilizado 5,0 mL de
solucdo de acrilamida a 30%, 2,5 mL de agua deionizada e 2,5 mL de tampdao Tris-
HCI (pH 8,5, 1,5 M) para formagdo do branco polimerizado. A utiizagdo do extrato
enzimatico em diferentes volumes (0,5, 1,0, 2,0, e 3,0) substitui a agua da mistura
reacional, seguida de incubacédo a 45°C durante 30 minutos. ApOs este periodo,
adiciona 0,2 mL de APS a 20% e 0,02 mL de Tetrametiletilenodiamina (TEMED). Os

tubos foram mantidos a temperatura ambiente e marcado o tempo de poimerizacao.

3 Resultados e discussao

3.1 Avaliacdo dos efeitos da glicose sobre a biomassa e a producao de L-

asparaginase

A producdo da biomassa e de L-asparaginase do Tilletiopsis minor foram
realizadas utilizando diferentes concentracbes de glicose (Figura la e 1b). Foi
observado que nas trés concentracdes utilizadas. A maior concentracdo de
biomassa foi obtida pelo meio contendo a maior concentracéo de glicose (5,0%) com
3,23 g.L™! as 120 horas de cultivo, enquanto que nos meios com glicose a 0,5% e
1,0% o crescimento terminou as 48 horas e 108 horas atingindo-se concentracdes
de biomassa de 2,83 g.L™! e 2.98 g.L™ respectivamente.

Ao avaliar essas concentracfes de glicose sobre a producdo de L-
asparaginase (Figura 1b), observou-se que durante todo o periodo (120 horas) de
cultivo, o meio contendo glicose a 1,0% apresentou maior atividade em relacdo aos
outros meios, com atividade maxima de 1921,39 U.mL™, o que corrobora com a

atividade maxima de L-asparaginase relatada por Shah et al. (2010), que ao
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estudarem o extrato enzimatico de Citrobacter sp. para L-asparaginase, obtiveram
uma atividade méaxima de 650 U.mL™ com glicose a 1,0%.

Ao avaliar a atividade de L-asparaginase do meio fermentado pelo Tilletiopsis
minor, com menor concentracao de glicose (0,5%), observamos atividade minima de
14,44 U.mL™? e maxima de 637,33 U.mL?, enquanto que Kumar et al. (2010a) ao
estudarem a producado de L-asparaginase a partir de Pectobacterium carotovorum,
variaram a concentracdo de glicose de 0,1 a 1,0% e obtiveram uma atividade
méaxima de apenas 9,52 U.mL™*. com glicose a 0,2% e Thakur et al. (2014)
conseguiram a maior atividade de L-asparaginase a partir de Mucor hiemalis
utilizando glicose a 0,4%.

Em relagdo ao comportamento da Tilletiopsis minor cultivada no meio com
maior concentracdo de glicose (5,0%), foi observado a auséncia de atividade de L-
asparaginase durante as primeiras 24 horas, com menor atividade em relagdo aos
outros meios cultivados com glicose a 0,5% e 1,0%, até as 84 horas. Entendemos
gue a maior concentracao de glicose utilizada, aumentou a fase de adaptacdo da
Tilletiopsis minor, as condicdes fisicas de cultivo e aos nutrientes disponiveis. E que,
a medida que a Tilleiopsis minor tornou-se adaptada ao meio comeca a metabolizar
0s nutrientes e a realizar sintese celular.

De acordo com Shah e colaboradores (2010), os componentes do meio de
fermentacdo devem ser fornecidos numa quantidade suficiente para o crescimento

do micro-organismo e sua sintese enzimatica.
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Figura 1 Efeito da concentracao inicial de glicose, sobre a producéo de biomassa (a)
e L-asparaginase (b) do T. monir. Glicose 0,5% (e), glicose 1,0% (o) e glicose 5,0%
(A).

A fim de elevar a atividade de L-asparaginase, foram realizados outros dois
testes envolvendo glicose, por ser a principal fonte de energia para as células. Apos
avaliar a influéncia da concentracéo inicial da glicose no meio de cultivo para a
producédo de L-asparaginase, o presente estudo submeteu a Tilletiopsis minor a uma
nova fermentacdo na melhor concentracdo de glicose apresentada no processo
anterior, modificada por uma adicdo extra de glicose no decorrer da fermentacédo ao

atingir 48 horas.
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Observamos que a adicdao extra de glicose elevou a producdo de L-
asparaginase quando comparado ao meio fermentado apenas com glicose inicial
(Figura 2). ApGs as 72 horas de cultivo, observa-se que o meio que nao levou pulso
de glicose apresentou diminuicdo da producdo de L-asparaginase por Tilletiopsis
minor, provavelmente pelo esgotamento de nutrientes no meio.

Na fermentacdo efetuada com o meio que foi submetido ao pulso de glicose
durante a fermentacdo, observou-se ap6s uma primeira fase de producdo
sobreposta com o0 ensaio sem adicdo de glicose, um periodo de 12 horas de fase
estacionaria como tempo necessario para a Tilletiopsis minor adaptar-se as novas
condicdes nuticionais fornecida ao meio. ApOs este periodo, a producdo de L-
asparaginase foi retomada, tendo sido obtida uma a atividade méaxima de L-
asparaginase de 1786,11 U.mL™ enquanto que no meio cultivado apenas com
glicose inicial a atividade foi de 1110,50 U.mL™.

2000,00 -
1800,00 -
1600,00 -
1400,00 -
1200,00 -
1000,00 -
800,00 -
600,00 -
400,00 -
200,00 -

Ativiade (U/ml)

0 24 48 72 96 120
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Figura 2 Comportamento do T. minor na producdo de L-asparaginase com adi¢cao

extra de glicose (m) ao meio com 48 horas de cultivo. (o) meio sem adigao extrato de
glicose.

Foi efetuado mais um conjunto de ensaios que através de um planejamento
fatorial 2 permitiu avaliar o efeito das variaveis independentes, glicose e aeracdo no
meio de cultivo na producédo de L-asparaginase. Cada variavel foi testada em trés

niveis diferentes (Tabela 1). A tabela 2 apresenta o planejamento entre 0s 4 ensaios
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gerados e os 3 pontos centrais tendo como respostas a atividade de L-asparaginase
em U.mL™. Os resultados foram obtidos a cada 24 horas durante 120 horas de
cultivo e a melhor atividade foi apresentada com 72 horas nas condi¢Oes descritas

pelo ensaio 3.

Tabela 2 Planejamento fatorial variando a aeracéo e a concentracédo de glicose na

producéo de L-asparaginase por Tilletiopsis minor ao longo do tempo.

Glicose Aeracao*

Ensaios (%) (%) Atividade de L-asparaginase (U.mL™)
24h 48h 72h 96h 120h
1 1,0 20 803,56 1333,00 1333,11 1115,22 971,06
2 5,0 20 223,50 254,78 432,17 834,50 572,17
3 1,0 40 724,72  1308,44  1759,17 1715,89 1689,56
4 5,0 40 457,22 686,28  1180,72 1247,06 1368,17
5 3,0 30 461,89 913,44  1345,78 1453,06 1592,33
6 3,0 30 433,67 972,89 1411,89 1564,11 1596,22
7 3,0 30 498,50 846,11 1417,56  1426,28 1445,72

* Razao entre a quantidade (mL) do meio de cultivo pela capacidade do Erlenmeyer.

O ensaio 3 com glicose a 1,0% e aeracdo a 40% foi o que levou a melhor
producédo de L-asparaginase, evidenciando a maior atividade de U.mL1 com 72
horas de cultivo (Tabela 2). O maior e o menor valor de atividade encontrados no
planejamento estatistico apresentaram-se de forma inversamente proporcional, ou
seja, a maior atividade (ensaio 3) foi apresentada com a menor concentracdo de
glicose e maior aeracao, enquanto que o menor atividade (ensaio 2) foi apresentada
nas condicbes com maior concentracdo de glicose e menor aeracdo. Pode-se
observar ainda que o ensaio 4 com maior concentracdo de glicose (5,0%) e a maior
aeracao apresentou uma perda acentuada na atividade, o que podemos concluir que
a aeracdo ndo apresenta influéncia tao significativa na producao de L-asparaginase
como a glicose.

Os resultados encontrados, mas uma vez apresentam o 6timo de atividade
para L-asparaginase com glicose a 1,0%. Enquanto que a menor atividade foi

representada pelo ensaio 2 com glicose a 5,0% como demonstra a Figura 3. Kumar
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e Sobha, (2012c) relataram que a glicose provoca uma reducdo significativa na
atividade de asparaginase, quando utilizada a 3,0% no meio basal.

Em todos os testes realizados para avaliar o efeito da glicose sobre a
producao de L-asparaginase por Tilletiopsis minor, observa-se perda acentuada na
atividade de L-asparaginase quando submetido a cultivos com 5,0% de glicose. De
acordo com Baskar e Renganathan (2011), a diminuicdo da atividade enzimatica
pode esta relacionada com a repressdo catabdlica na producdo de L-asparaginase
inibida pelo excesso de glicose.

Desde o século XX, os primeiros estudos relataram que a glicose inibe a
sintese de L-asparaginase em Escherichia coli, Erwinia carotovora e Serratia
marcescens e Serratia aroideae devido a repressdo catabdlica (Cedar e Schwartz,
1967; Heinemann e Howard, 1969; Peterson e Ciegler, 1972) o que € também
confirmado em Tilletiopsis minor no presente trabalho.

A tabela 3 descreve os efeitos dos fatores glicose e aeracdo e suas
significancias. Os resultados demonstram que a variavel glicose apresentou efeito
significativo na producéo de L-asparaginase durante 96 horas de cultivo. Enquanto
gue a significAncia do fator aeracdo, foi apresentada a partir das 72 horas. A
aeracdo passa a ser sigificativa com o passar do tempo provavelmente, pelo
consumo dos nutrientes do meio e as interacfes entre as variaveis s6 foram
significativa nas primeiras 24 horas.

O interesse de avaliar o fator aeracdo na producdo de L-asparaginase por
Tilletiopsis minor esta relacionado ao fato de que o arejamento faz parte dos
parametros criticos para a producdo da L-asparaginase de acordo com Kumar e
Sobha (2012c) afirmacao que diverge com os resultados encontrados e descritos na
Tabela 2. Os resultados encontrados nesse trabalho sobre aeracdo, também véao
contra os apresentados por Geckil e Gencer (2014) ao avaliarem a producéo de L-
asparaginase, sob diferentes condi¢es de cultura, verificaram que a maior atividade
apresentada foi em culturas com baixa aeracédo. Nesse contexto, o presente trabalho
apresenta a importancia de se estudar os parametros de produc¢éo, concordando
com a observacdo feita por Shah e colaboradores (2010) ao falarem que a
importancia de avaliarmos os parametros de producdo de uma biomolécula esta
entre as principais exigéncias para um alto rendimento do micro-organismo

auxiliando na aplicacéo de processos biotecnoldgicos.
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Figura 3 Parametros de producdo para L-asparaginase de Tilletiopsis minor e a
maior atividade encontrada pelo planejamento fatorial 2.

Tabela 3 Valores referentes a graficos de Pareto gerados para cada 24 horas de
cultivo durante 120 horas do planejamento fatorial 2°.

24h 48h 72h 96h 120h
Glicose -13,03* - 13,40* -18,53* -5,13* -4,20
Volume 2,38 3,21 14,71* 6,93* 8,82*
1x2 4,81* 3,59 4,04 -1,28 0,45
*Significancia.

3.2 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade e estabilidade da L-
asparaginase

O pH 6timo encontrado para a atividade de L-asparaginase produzida por
Tilletiopsis minor foi 7,0 (Figura 4a). Resultado semelhante ao de Pokrovskaya et al.

(2012) ao estudarem a produgdo de L-asparaginase a partir de Yersinia
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pseudoturberculosis encontrando pH 6,8 como 6timo e idéntico ao apresentado por
Basha et al. (2009). Estudos com Thermococcus gammatolerans e Thermococcus
kodakaraensis para a producdo de L-asparaginase relataram uma atividade étima
em pH alcalino de 8,5 e 9,5, respectivamente (Chohan e Rashid, 2013; Zuo et al.,
2014).

Ao avaliarmos a estabilidade ao pH (Figura 4b) da L-asparaginase produzida
pelo Tilletiopsis minor com 180 horas de incubac&o nos diferentes tampdes e pHSs,
observamos uma ativacdo da enzima em pH 6,0 com 115% de atividade residual.
Durante toda a faixa de pH avaliada a L-asparaginase estudada apresentou
estabilidade com atividade acima dos 88% exceto pelo pH 10,0 com perda de 47%
de atividade. Estudos com Pseudomonas aeruginosa e E. coli descrevem uma
estabilidade para L-asparaginase entre pH 6,0 a 9,0 com cerca de 80% da atividade
(Pokrovskaya et al., 2012). Outro estudo a partir de L-asparaginase produzida por
Pectobacterium carotovorum apresentaram estabilidade a pH alcalino de 8,0 a 10,0
e uma queda acentuada na atividade em pH 6,5 (Kumar et al., 2011b).

Os resultados apresentados em relacdo ao efeito do pH sobre a atividade de
L-asparaginase por Tilletiopsis minor, demonstra um grande potencial de aplicacéao
devido a sua alta atividade em pH tanto acido como alcalino. De acordo com Kumar
et al. (2011b), a asparaginase comercializada provem da modificacdo genética de
Erwinia sp. com maior atividade em pH éacido, e com E. coli com atividade maxima

em pH alcalino.
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Figura 4 Efeito do pH sobre a atividade de L-asparaginase. (a) pH 6timo e (b)

estabilidade da L-asparaginase ao pH.

Ao analisar o efeito da temperatura (Figura 5a) sobre a atividade de L-
asparaginase, pode-se observar que até os 50°C a atividade néo sofreu grandes
alteracdes, sendo considerada como 6tima. Acima dos 50°C foi observada uma
diminuicdo de 10% na atividade e entre 60°C - 90°C a enzima se mostrou
termotolerante com atividade de 85% - 90%. O estudo relatado por Kumar et al.
(2011b) com L-asparaginase purificada, apresentou temperatura 6tima de 40°C com

perda acentuada na atividade acima dos 45°C. Enquanto que outros estudos com L-
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asparaginase provenientes de Thermococcus gammatolerans e Thermococcus
kodakaraensis relataram temperatura 6tima de 85°C (Chohan e Rashid, 2013; Zuo et
al., 2014).

Ao analisarmos a L-asparaginase de Tilletiopsis minor em relagdo a
estabilidade a temperatura, foi observado que aos 37°C a enzima sofreu ativagao
apresentando 141,00% de atividade. A L-asparaginase de Tilletiopsis minor
apresentou um perfil termoestavel ao longo de todo o tempo de incubacédo (180
horas), mantendo-se acima de 80% de atividade residual (Figura 5b). Estudo de
estabilidade a temperatura com L-asparaginase a partir de Yersinia
pseudotuberculosis, apresentou atividade acima de 80% entre 57 — 73°C
(Pokrovskaya et al., 2012).

De acordo com Zuo et al. (2014), a termoestabilidade é uma propriedade
importante na selecdo de enzimas para aplicagdes industriais, o0 que demonstra
potencial da L-asparaginase produzida pela Tilletiopsis minor isolada de pdlen
apicula da regido Amazonica. A termotolerancia apresentada pela L-asparaginase
estudada, pode esta diretamente relacionada ao seu habitat natural, considerando

ser uma levedura selvagem propicia a condi¢cdes extremas de temperatura.



%]
e

1100

=
[}
L=
[}

20,0

80,0

Atividade Relativa (%)

70,0

Atividade Residual (%)

88

20

Temperatura ("C)

20

Temperatura (°C)
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3.3 Efeito de ions metalicos sobre a atividade de L-asparaginase

Na analise dos efeitos apresentados pelos ions sobre a atividade de L-

asparaginase, as atividades residuais foram calculadas em relacdo ao controle na

auséncia de sais (Tabela 4). Foi observado que os ions Ca’, Zn® e Na’,

apresentaram efeitos inibitorios em todas as concentracdes testadas, sendo o Na* o
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de maior efeito negativo quando testado a 10 mM. Enquanto que o Cu®, Fe™" e Fe
foram os Unicos que ndo apresentaram inibicdo da L-asparaginase em nenhum das
concentracdes. O efeito do K* foi inibitério apenas com 10mM e o Mg® quando
utilizado com 5,0mM e 10mM também agiu inibindo a L-asparaginase do Tilletiopsis
minor. Estudo avaliando o efeito de ions sobre a L-asparaginase apresentaram o ion
Ca’ e Zn" como inibidores corroborando com os nossos resultados (Basha et al.,
2009), enquanto que o Na* demostrou efeito inverso ao desse trabalho, agindo como
ativador na atividade de L-asparaginase (Kumar et al., 2011b). Outro estudo que
avaliou o comportamento da L-asparaginase na presenca de ions foi descrito por
Chohan e Rashid (2013), no qual descrevem que a enzima ndo sofreu maiores
influéncias na sua atividade em relacdo a todos os ions avaliados, incluindo Cu”,
Zn*, Mg* e Ca".

Tabela 4 Efeito de ions sobre a atividade de L-asparaginase

Atividade Residual (%)

lons
2,5 mM 5,0 Mm 10,0 mM

Controle* 100,0 100,0 100,0
K* - 54,0 32,0
Ca' 27,8 28,8 24,1
Zn* 30,4 27,9 27,1
Mg+ 62,0 45,9 49,6
Cu’ - 54,0 66,7
Fe™ 60,1 64,0 59,4
Fe™™ 99,4 72,5 72,9
Na* 20,0 30,1 11,1

* Extrato enzimatico sem adicdo de ions considerado como 100% de atividade e

utilizados para os demais célculos. (-) ndo foi possivel detectar a atividade.

3.4 Pré-pruficacdo de L-asparaginase

Entre as fracOes avaliadas na precipitacdo com sulfato de amobnia, a
saturacdo de 20-40% apresentou melhor fator de purificacdo de 7,8 e maior
atividade especifica de 2334,58 (U.mg™) (Tabela 5, Figura 6). Enquanto que estudos

com pré-purificacdo de L-asparaginase de Streptomyces gulbargensis (Amena et al.,



90

2010) e Pectobacterium carotovorum MTCC 1428 (Kumar et al., 2011b) utilizando
sulfato de amodnia, apresentaram como melhor fator de purificagéo (FP) e atividade
especifica 1,8 e 6,8 (FP) e 45 U.mg™ e 192,12 U.mg*, em saturacdes de 40-60% e
60-80%, respectivamente.

Tabela 5 Precipitacdo enzimatica com sulfato de aménia.

Amostras Atividade PT Atividade FP AR
Total (mg.mL™) Especifica (%)
(U.mL™ (U.mg™)
Extrato Bruto 747,50 4.98 150,10 10 100
0-20 96,93 011 908,55 6.1 13
20-40 46,03 004  1167,29 78 6
40-60
80,52 008 104820 70 11
60-80
84,93 0.40 213,24 1.4 11
80-100 203,13 0.43 445.17 3.2 27

PT (proteina total), FP (fator de purificacéo) e AR (atividade recuperada).

3.5 Perfil eletroforético do extrato enzimatico pré-purificado

A avaliacado eletroforética por SDS-PAGE (Figura 6) representa o perfil
protéico do extrato enzimatico precipitado nas diferentes concentracdes de sulfato
de amoénio. O perfil em gel demonstra melhor purificacdo justamente para as trés
fracOes que apresentaram melhor fator de purificacdo como descrito na tabela 4. A
linha 4 representa a melhor fracdo encontrada na pré-purificacdo confirmando a
baixa quantidade de proteina e o alto fator de purificacdo. A banda apresentada na
linha 4 representa uma massa molecular de 80,5 kDa de acordo com o programa
Lablmagem 1D da Loccus Biotecnologia. Semelhantes ao estudo realizado por
Amena et al. (2010) que apresentou uma L-asparaginase com massa molecular de
85 kDa a partir de Streptomyces gulbargensis. Kavitha e Vijayalakshmi (2010) ao
analisarem L-asparaginase de Streptomyces tendae TK-VL333 encontraram massa
molar de 97,4 kDa.

Resultados diferentes ao nosso, com massa molar de L-asparaginase inferior
foram apresentados por Zuo et al. (2014) e Kumar et al. (2011b) que ao purificarem
L-asparaginase de Thermococcus gammatolerans e Pectobacterium carotovorum

MTCC 1428, respectivamente, encontraram uma enzima com peso molecular de
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36,5 kDa. Chorhan e Rashid et al. (2013) ao avaliar a massa molecular da L-
asparaginase produzida por Thermococcus kodakaraensis, encontrou 35,6 kDa.

A massa molecular encontrada de 80,5 kDa referente a banda destacada no
gel de SDS-PAGE pela fracdo 20-40 pode ser explicada pelo fato da L-asparaginase
ser tetrameérica com subunidades que variam de 32-38 kDa (Kumar e Sobha, 2012c).

Este valor pode ser explicado pela perda de alguma subunidade da molécula
referida.
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Figura 6 Perfil eletroforético por SDS-PAGE do extrato enzimatico bruto e pré-
purificado com sulfato de amoénia. Padrdo (linha 1 e 8), extrato bruto (linha 2),
concentragfes 0-20 (linha 3), 20-40 (linha 4), 40-60 (linha 5), 60-80 (linha 6) e 80-
100 (linha 7).

3.6 Efeito da L-asparaginase na formacéao de poliacrilamida

A inibicdo da polimerizacdo da acrilamida foi avaliada na presenca de uma
solucdo de acrilamida a 30% utilizando o extrato enzimatico bruto em diferentes
volumes em substituicdo da agua utilizada na reacdo (Tabela 6). Na auséncia da
enzima, o tempo necessario para a polimerizacao da solucdo de acrilamida foi de 8

minutos. As amostras referentes aos numeros 2 e 3 retardaram a polimerizagdo em
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22 minutos. Enquanto que a amostra 4 retardou a polimerizagdo durante 24 horas. A
polimerizagdo n&o ocorreu quando o ensaio foi realizado utilizando somente o
extrato enzimatico. Estudos semelhantes (Mahajan et al., 2012) com a mesma
variacado de volume do extrato enziméatico, mas com a concentracao da solucédo de
acrilamida inferior (10%), apresentaram solidificacdo imediata na auséncia da
enzima, e quando, testado os 3 mL do extrato, equivalente a nossa amostra de
namero 5, apenas retardou a polimerizacdo em 25 minutos, e mesmo assim teve
resultados positivos quando testada contra a formacdo de acrilamida em batatas
fritas. Tais ensaios demonstram o potencial da L-asparaginase proveniente de

Tilletiopsis minor como agente antiacrilamida.

Tabela 6 Inibicdo da polimerizacao da acrilamida diante diferentes niveis de enzima.

Solucéo de Extrato H20 da Tempos de

Amostra acrilamida Enzimatico reacao (mL) solidificacéao

(30%) em mL (mL) da acrilamida
1 5,0 - 2,5 8 minutos
2 5,0 0,5 2,0 30 minutos
3 5,0 1,0 1,0 30 minutos
4 5,0 2,0 0,5 24 horas
5 5,0 3,0 - N&o polimerizou

4 Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que a levedura Tilletiopsis minor
apresenta um elevado potencial para ser utilizada na producdo de L-asparaginase
tendo sido obtidos, nas condicbGes avaliadas, valores de atividade bastante
superiores aos descritos na literatura. Foi também verificado que a concentracéo
otima de glucose para a producao de enzima é 1 % (p/v) e que é importante que a
producdo ocorra com aeracdo. A estabilidade ao pH e termotolerancia da L-
asparaginase obtida bem como a sua capacidade para inibir a polimerizacdo da
acrilamida indicam que reuni 0s requisitos necessarios para aplicacdes no setor

industrial como aditivos alimentares contra a formacéo de poliacrilamida.
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