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Resumo

A enzima L-asparaginase tem sido utilizada com sucesso no tratamento de
neoplasia maligna, como a leucemia linfoblastica aguda. Porém, com o
desenvolvimento tecnoldgico, a busca por novas fontes de L-asparaginase tem
se tornado cada vez mais atraente. Nesta direcao, o objetivo deste trabalho foi
estudar a producéo e purificacdo de uma L-asparaginase fungica através de um
sistema micelar de duas fases aquosas (Triton X-114/Tampéo). O fungo
codificado como 2DSST1 foi isolado do solo do Cerrado. Um delineamento de
Plackett-Burman foi utilizado para determinar os efeitos de 11 variaveis na
producdo de L-asparaginase, seguido por um planejamento com composto
central e um planejamento fatorial 2* completo. As variaveis avaliadas foram L-
asparagina (X1), L-prolina (X2), farelo de trigo (X3), caldo de batata-dextrose (X4),
sulfato de aménio (Xs), temperatura de incubacao (Xs), tempo de fermentacao
(X7), pH inicial do meio de cultura (Xs), extrato de levedura (Xo), sacarose (X1o) €
concentracéo de glicose (X11). O ensaio de asparaginase foi realizado avaliando
a formacgao de B-hidroxamato aspartico. Um delineamento com composto central
para os sistemas micelares de duas fases aquosas foi realizado em dois niveis
(+1 e -1), utilizando-se a concentracdo de Triton X-114 (p/v), a temperatura da
fase de separacdo e a concentracdo do extrato bruto (p/v). O coeficiente de
particdo de L-asparaginase (K) foi considerado como variavel dependente
(resposta) do planejamento experimental. 64 corridas foram realizadas e a
atividade maxima (2,33 Ul/mL) foi encontrada no ponto central do planejamento
fatorial. As variaveis positivas significativas em um nivel de confianga de 95% (L-
asparagina, L-prolina, caldo de dextrose de batata e sacarose) foram avaliadas
em 2 niveis (+1 e -1) com triplicatas no ponto central. Foram preparados 16
sistemas, 3 pontos centrais, 5 pontos axiais e 10 pontos fatoriais. O sistema 8 foi
considerado 0 mais promissor, considerando o fator de purificacdo de 1,4 e o
rendimento de 100%, indicando que ndo houve perda enzimatica. Além disso, 0
valor de K de 0,07 indica a migracao da L-asparaginase principalmente para a
fase pobre em micelas do sistema. Este € o primeiro relato de um sistema micelar
aplicado na pré purificacdo de uma L-asparaginase fungica. Palavras-Chave: L-
asparaginase, fungo, residuo agroindustrial, purificacdo, sistema micelar de duas

fases aquosas



Abstract

L-asparaginase has been successfully used in the treatment of malignant
neoplasia, such as acute lymphoblastic leukemia. However, with technological
development, the search for new sources of L-asparaginase has become
increasingly attractive. Thus, the objective of this work was to study the
production and purification of a fungal L-asparaginase through an aqueous two-
phase micellar system (Triton X-114/Buffer). The fungus coded as 2DSST1 was
isolated from the Cerrado soil. A Plackett-Burman design was used to determine
the effects of 11 variables on the production of L-asparaginase, followed by a
central composite design and a complete 2* full factorial design. The variables
evaluated were L-asparagine (X1), L-proline (X2), wheat bran (X3), potato-
dextrose broth (X4), ammonium sulfate (X5), incubation temperature (X6) (X7),
the initial pH of the culture medium (X8), yeast extract (X9), sucrose (X10) and
the glucose concentration (X11). The asparaginase assay was performed by
evaluating the formation of B-aspartyl hydroxamate. A central compound design
for aqueous two-phase micellar systems was performed at two levels (+1 and -
1), using the concentration of Triton X-114 (w / v), the temperature of the
separation phase and concentration of the crude extract (w / v). The partition
coefficient of L-asparaginase (K) was considered as the dependent variable
(response) of the experimental design. 16 systems, 3 central points, 5 axial points
and 10 factorial points were prepared. 64 runs were performed and the maximum
activity (2.33 IU / mL) was found at the central point of factorial planning.
Significant positive variables at a 95% confidence level (L-asparagine, L-proline,
potato dextrose broth and sucrose) were evaluated at 2 levels (+1 and -1) with
triplicates at the central point. System 8 was considered the most promising,
considering the purification factor of 1.4 and the yield of 100%, indicating that
there was no enzymatic loss. In addition, the K value of 0.07 indicates the
migration of L-asparaginase mainly to the micelle-poor phase system. This is the
first report of a micellar system applied in the pre-purification of a fungal L-
asparaginase. Keywords: L-asparaginase, fungus, wheat bran, purification,

agueous two-phase micellar system
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1. Introducéo

A L-asparaginase (ASNase) também denominada L-asparagina amido
hidrolase, EC 3.5.1.1, é uma enzima que catalisa seletivamente a reacdo de
hidrolise do aminoacido L-asparagina em amonia e acido aspartico (Figura 1).

Células neoplésicas sintetizam em pequenas quantidades a enzima
asparagina L-sintetase e por isso sao incapazes de produzirem L-asparagina em
niveis regulares. Enquanto isso, células normais do organismo possuem essa
capacidade de producao. Essa diferenca metabolica entre células neoplasicas e
células normais torna viavel o uso de L-asparaginase no tratamento de cancer,
uma vez que, a ASNase esgota rapidamente os niveis extracelulares de
asparagina blogueando o metabolismo normal das células neoplasicas e
impedindo a sintese de proteinas, de DNA e RNA, inibindo a proliferacdo celular
(Brunton et al., 2012).
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Figura 1: Reacdo catalisada pela L-asparaginase. Fonte: Narta et al. (2007) com

modificagdes.

Em 1962 a ASNase foi incluida no tratamento da leucemia linfoide aguda.
A combinacdo da L-asparaginase, corticoides e quimioterapicos tem se
mostrado eficaz para a remissdo da doenca (Quintanilla-Flores et al., 2014). A
Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna de origem linfocitaria
caracterizada pelo acumulo de células imaturas na medula 6ssea (Kebriaei et
al., 2002). Em pacientes adultos a taxa de cura ainda é de cerca de 40% o que
pode ser considerada baixa. Pui (2006) atribui esse desempenho ruim a fatores
como: resisténcia aos medicamentos, ma adesdo ao tratamento e a relutancia

em aceitar efeitos colaterais temporarios (Pui e Evans, 2006).



A ASNase produzida por Escherichia coli é a mais aplicada no tratamento
de LLA. Esta enzima comercial é administrada por via intramuscular ou por via
endovenosa nas doses de 6.000 a 10.000 Ul a cada trés dias durante 3 a 4
semanas (Moghrabi et al., 2007). J& a PEG-ASNase, pegaspargase, que € uma
enzima conjugada com polimeros de polietileno glicol, também ja produzida em
escala industrial, € administrada em doses menores de 5.000 Ul e geralmente é
aplicada a cada 14 dias. A Tabela 1 mostra as L-asparaginases disponiveis no

mercado para tratamento de LLA.

Tabela 1: L-asparaginases comerciais disponiveis para o tratamento de

leucemia linféide aguda.

Micro-organismo

Nome Comercial Empresa Farmacéutica
produtor
Kidrolase EUSA pharma Escherichia coli
Elspar Merck Sharp & Dohme Escherichia coli
Crasnitin Bayer AG Escherichia coli
Leunase Sanofi-Aventis Escherichia coli
Asparaginase o o _
Kyowa Hakko Kirin Escherichia coli
Medac
Sigma-Tau o _
Oncaspar _ Escherichia coli
Pharmaceuticals

Erwinase EUSA Pharma Erwinia chrysanthemi

Leuginase Bejin SL Pharmaceutical Escherichia coli

Fonte: Pieters et al. (2011) adaptado e atualizado.

O tratamento com L-asparaginase de origem bacteriana apresenta alguns
efeitos colaterais importantes como: crises neurolégicas, anafilaxia, disttrbios de
coagulacéo, leucopenia, trombose, pancreatite, hiperglicemia e
hepatotoxicidade (Saeed et al., 2017) e como pode ser visto na tabela 1, as
enzimas presentes hoje no mercado, para o tratamento de LLA, s&o obtidas por
meio de organismos procariotos como Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi
(Batool et al., 2015).



A partir de 2012, o cenario nacional para a importagdo do medicamento
aumentou exponencialmente, situacdo provocada pela falta de abastecimento
do mercado nacional que era suprido somente pelo Laboratério Bago. Até o final
do ano 2015 o Brasil gastou cerca 1,4 milhdes de ddlares na importacdo da L-
asparaginase. Segundo a base de dados AliceWeb2 do Ministério de Industria,
Comeércio, Exterior e Servigcos até outubro de 2017 ja foram gastos certa de 370
mil dolares com importacao de L-asparaginase (Brasil, 2018)

Em junho de 2017, a ANVISA aprovou a comercializacdo da Oncaspar®
pela empresa Baxalta Brasil Biociéncia LTDA. A solucdo injetavel de
pegaspargase de E.coli contendo 750 Ul/mL para o tratamento de LLA esta
disponivel no Brasil até 2022.

No cenario mundial, € de grande importdncia a producdo de L-
asparaginase de origem eucariota. Uma vez que existe a possibilidade de
diminuicdo nos efeitos adversos quando o uso é comparado ao medicamento
proveniente de organismos procariotos.

A busca por novas fontes de L-asparaginase para o tratamento de leucemia
linfoide aguda tem se tornado cada vez mais interessante. A utilizagdo de
métodos alternativos de cultivo e purificacdo que visam a diminui¢cdo nos custos
de producédo desta enzima também sao pontos relevantes a serem observados.
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo otimizar a produgdo de L-
asparaginase a partir do cultivo fangico utilizando residuos agroindustriais e

aplicar o meio otimizado a uma técnica ndo cromatogréfica de purificacéo.



2. Revisao Bibliografica

2.1 Leucemia

As leucemias sdo um grupo de patologias neoplasicas provenientes da
proliferacdo descontrolada de células sanguineas. Podem ser classificadas em
agudas ou crdnicas a depender da velocidade de crescimento das células, ou
ainda, sédo classificadas de acordo com as linhagens das células em: mielbides,
quando as células sdo da linhagem da medula 6ssea, ou linfoide se as células
leucémicas séo de origem linfocitaria (Sabath, 2013).

Em 2016 Organizacdo Mundial da Saude (OMS) inseriu novas
classificagdes em tumores dos tecidos hematopoéticos e linfoides. Estas foram
atualizadas em: neoplasias mieloproliferativas e mielodisplasicas, neoplasias
mieloides com predisposicdo germinativa, leucemias agudas de linhagem
ambigua, leucemia linfoblastica de linfécitos B, e leucemia linfoblastica de
linfécitos T (Arber et al., 2016).

Alguns fatores genéticos descritos na literatura podem ser citados como
fatores que influenciam na manifestacdo positiva da LLA, sdo exemplos: o
aparecimento de LLA juntamente com a sindrome de Down (Hertzberg et al.,
2010), a presenca de neurofibrimatose (Stiller et al., 1994) e a sindrome de
Bloom (Passarge, 1991). Além dos fatores genéticos, o National Insitute of
Cancer (NCI) apresenta que exposicdo a altas doses de radiacédo no periodo pré-
natal e tratamentos quimioterapicos prévios sdo fatores de risco para o
desenvolvimento da LLA.

O diagndstico € primeiramente realizado através de microscopia Optica. A
doenca é caracterizada apés o resultado da contagem de células anormais.
Outros exames diagnosticos podem ser descritos, como exames imunologicos e
coloracdes histoquimicas (Sabath, 2013).

O tratamento ira depender da origem da célula neoplasica. A linhagem
celular geralmente é caracterizada por citometria de fluxo. Uma técnica em que
os anticorpos marcados com fluorescéncia se ligam especificamente a superficie
celular de células leucémicas, e logo ap0s esse processo a fluorescéncia €

medida através de um aparelho (Sabath, 2013).



Segundo o INCA foram estimados cerca de 10.000 casos de leucemia no
Brasil em 2016 (Inca, 2016). Belson (2007) define a leucemia como um cancer
raro, porém esta patologia € responsavel por 30% das neoplasias diagnosticadas
em criangas menores que 15 anos. Dentre estas, aproximadamente 75% s&o

diagnosticadas com Leucemia linféide aguda (Belson et al., 2007; Onciu, 2009).

2.1.1. Leucemia Linféide Aguda

A Leucemia Linféide Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna de origem
linfocitaria caracterizada pelo acumulo de células imaturas na medula éssea
(Kebriaei et al., 2002). A LLA possui um pico de incidéncia em criancas com
idade entre 2 e 5 anos. Entretanto so representa cerca de 20% das leucemias
agudas diagnosticas em adultos (Kebriaei et al., 2002; Onciu, 2009). Em 2015 a
taxa de sobrevida em criancas era de até 80%. Os sintomas mais comuns
referentes a LLA incluem: astenia, palidez e cansaco. Além de serem bastante
varidveis estao também relacionados aos graus de anemia, neutropenia e
trombocitopenia (Kebriaei et al., 2002; Onciu, 2009; Almeida, 2015).

A terapia de remissdo da LLA consiste em duas fases: 1) inducdo e
remissao; 2) fase de intensificacdo ou consolidacdo. Na fase de inducédo e
remissdo busca-se afetar 99% das células leucémicas e restaurar a
hematopoese do paciente com o uso de glicocorticoides, vincristina e um agente
antineoplasico, geralmente a L-asparaginase. Na fase seguinte, depois de
restaurado o processo de renovacdo das células sanguineas, o tratamento
continua com altas doses de L-asparaginase, metotrexato e mercaptopurina (Pui
e Evans, 2006).

Desde 1962 diversas drogas sdo administradas no tratamento de LLA. A
combinacdo da L-asparaginase, corticoides e quimioterapicos tem se mostrado
eficaz para a remisséo da doenca (Quintanilla-Flores et al., 2014). O transplante
com células hematopoiéticas pode ser realizado naqueles pacientes que nao
respondem bem ao tratamento quimioterapico. Esse procedimento consiste em
um transplante de células extraidas da medula 6ssea, do sangue periférico ou

do corddo umbilical de um doador compativel (Almeida et al., 2015).



2.2. L-asparaginase

A ASNase foi inicialmente descoberta por Lang (1904) em tecidos de
carne bovina. Em 1953, Kidd observou pela primeira vez o efeito antitumoral da
enzima em soro de cobaia Cavia porcellus, esses resultados foram confirmados
por Broome (1961). Anos depois Oettgen et al. (1967) estudou a atividade anti-
leucémica em humanos.

Cedar e Schwartz (1967) identificaram 2 isoformas da L-asparaginase: L-
asparaginase | e L-asparaginase Il (Cedar e Schwartz, 1967). A primeira
isoforma encontra-se majoritariamente no citosol celular e tem menor afinidade
pelo substrato L-asparagina, enquanto a segunda isoforma com maior afinidade
pelo aminoacido, encontra-se no espaco periplasmatico de bactérias e fungos
(Yun et al.,, 2007). L-asparaginases de origem bacteriana possuem peso
molecular variado de 34 a 200 KDa. Sua conformacéo varia de homodimero a
homotetramero. O ponto isoelétrico dessa enzima € encontrado entre pH 5,5 e
8,5 (Manna et al., 1995; Pritsa e Kyriakidis, 2001; Khushoo et al., 2004;
Krasotkina et al., 2004; Kumar et al., 2011; Sudhir et al., 2014)

A cristalizagdo da L-asparaginase Il comercial (Elspar®) revelou um
homotetramero, com 2 subunidades enzimaticas e dois dominios em cada
subunidade. Cada dominio possui um sitio ativo responsavel pela catalise dos
substratos. Possivelmente o mecanismo de acdo desta enzima esta relacionado
a um ataque nucleofilico no grupo amida da L-asparagina. Com base na
proximidade das cadeias laterias do aspartato, tem-se como nucleodfilos
potenciais a Thr-12, Tyr-25, Ser-58 e Thr-89. A partir da analise da posicao e
orientacdo do produto formado pode-se afirmar que o residuo de aminoéacido
com maior probabilidade de atuar como nucleofilo é a Thr-89 (Swain et al., 1993).

Apesar dos 40 anos de pesquisa, 0s mecanismos moleculares associados
a acdo catalitica da L-asparaginase e os efeitos secundarios do tratamento ainda
nao estao plenamente elucidados (Borek et al., 2014).

Existem trés formas de tratamento para LLA utilizando L-asparaginase na
pratica clinica: a enzima nativa derivada de Escherichia coli, a enzima pegilada
e uma ASNase isolada de Erwinia chrysanthemi.

Alteracdes bioquimicas em pacientes usando L-asparaginase para o
tratamento de LLA, como a reducéo dos niveis de L-glutamina, ja séo esperadas.

O que é justificado pelo mecanismo de acdo de enzima e pela afinidade que



pode apresentar pelo substrato L-glutamina. Alteracdes hematologicas ja séo
bem descritas na literatura. O uso de ASNase para o tratamento de leucemia
linfoide aguda é geralmente relacionado com a reducéo dos niveis séricos de
antitrombina 111, fibrinogénio e o aparecimento de tromboembolismo e acidentes
hemorragicos. A reducdo dos niveis de antitrombina Il é a alteracdo mais
estudada (Johnston, P. G. et al., 1974; Anderson, N. et al., 1979; Priest, J. R. et
al., 1982; Gugliotta, L. et al., 1990; Risseeuw-Appel et al., 1994; Kirschke, R. et
al., 1998; Beinart, G. e Damon, L., 2004; Athale, U. H. et al., 2005; Appel, I. M.
et al., 2006; Merryman, R. et al., 2012; Merlen, C. et al., 2015; Huang et al.,
2017a). Além disso, alguns estudos apresentaram alteracfes bioquimicas, com
destaque para alterac6es na funcéo de tireoide (Heidemann, P. H. et al., 1981;
Pui et al., 1981b; Fadilah, S. A. et al., 2000; Bodmer, M. et al., 2006; Kearney, S.
L. et al., 2009; Van Der Sluis, I. et al., 2013; Misgar, R. A. et al., 2015). A Tabela
2 mostra os principais efeitos adversos encontrados na literatura no tratamento

de LLA com L-asparaginase.

Tabela 2: Principais alteracfes bioquimicas e hematoldgicas encontradas no

tratamento com a utilizacdo de L-asparaginase.

Referéncia Tipo de Estudo Princip~al Origem da Caracteri_sticas
alteracéo L-asparaginase da enzima
Anderson, Reducéo dos
Norwood et al. Estudo de casos niveis de E col NR
(1979) antitrombina Ill
Reduc¢éo dos .
Appell, |2n(?086M Cego randomizado niveis de E chIrE.s(z:acr):Ithemi NR
etal ( ) plasminogénio -ehry
Aé?ile’(g(;gg)H NR Tromboembolismo NR NR
Beinart, Garth Ri?ﬁgiodzos \R
e Damon, NR fibrinogénio/ NR
Lloyd (2004) Tromboembolismo
Elevacao nos
Bodmer, paramentros de NR
Michael et al. Estudo de caso Fosfatase Alcalina, NR
(2006) Bilirrubina, TGO,
TGP e Amonia
; Redugéo
Fac:”azhdoso' et Estudo de casos temporaria nos NR NR
al. ( ) niveis de T3




Tabela 2: Principais altera¢des bioquimicas e hematoldgicas encontradas no

tratamento com a utilizacéo de L-asparaginase (Continuacao).

oo Origem da ot
Referéncia Tipo de Estudo Pr|n0|p~al Caracteqsucas
alteracéao L-asparaginase da enzima
; . Reducédo dos
GUQII?ttiéléglgl rand%?ic;ado niveis de E. coli NR
etal. ( ) antitrombina lll
Heidemann, P Redugao dos NR
| 198i ’ NR niveis de TBG e T3 NR
etal. ( ) temporariamente
Anemia,
Trombocitopenia,
Huzggll;'g al. Randomizado Leucocitopenia, NR NR
( ) Aumento de
transaminases
Johnston, P. et Estudo de caso Neutrofilia E. coli NR
al. (1974)
Kearney, Elevacdo dos
Susan L et al. Randomizado niveis de lipase e E. coli ASNase + PEG
(2009) amilase
Kirschke, Ralf . .
! NR Tromboembolismo E. coli NR
et al. (1998)
Reducao dos
Merlen, niveis de E col
Clémence et al. NR antitrombina Il e E. chrysanthemi ASNase + PEG
(2015) fibrinogénio
Merryman, E coli
Reid et al. NR Mielossupresséo E. chrysanthemi ASNase + PEG
(2012)
Misgar, Raiz
Ahmad et al. Estudo de caso Hipoglicemia NR NR
(2015)
Reduc¢éo dos
Priest, John R ) niveis de
et al. (1982) Randomizado antitrombina 11l e NR NR
fibrinogénio
Pui et al. Estudo . N
(1981a) retrospectivo Hiperglicemia NR NR
Risseeuw- Redugéo nas E coli
Appel et al. Randomizado concentraces de E. chrysanthemi NR
(1994) fibrinogénio
Van Der Sluis, Reducg&o dos
Inge et al. NR niveis séricos de NR NR
(2013) glutamina

NR: nao relatado.



Diversos exemplos de producéo da ASNase sdo encontrados na literatura.
Badoei-Dalfard (2015), purificou, otimizou e caracterizou uma L-asparaginase de
origem bacteriana de uma cepa de Pseudomonas aeruginosa. Neste estudo, o
autor utilizou métodos estatisticos para a otimizacao da produgédo onde foram
avaliados parametros como: pH, concentracao de L-asparagina, glicose, extrato
de levedura, sulfato de magnésio, fosfato de potassio, e cloreto de sédio. Apos
clonagem e purificacdo, a atividade maxima encontrada utilizando o método
proposto por Imada e colaboradores (1973) para a quantificagdo de amonia livre
foi identificado 785 Ul. O SDS-PAGE revelou uma Unica banda de 34 KDa. As
caracteristicas encontradas nesse estudo, como baixo peso molecular e pouca
afinidade pela L-glutamina, tornam interessante o uso desta ASNase para
aplicacdes medicinais.

Outro estudo demonstrou a producdo da enzima em Pseudomonas
fluorescens como estrutura homotetrameérica e peso molecular total de 140 KDa.
A ASNase purificada apresentou uma atividade de 26 Ul/mg de proteina e meia
vida maior que a L-asparaginase comercialmente disponivel de E.coli. Além
disso, a melhor resposta de catélise enzimética foi encontrada em temperatura
e pH fisiolégicos, um bom indicativo de uso na terapéutica (Sindhu e Manonmani,
2018).

Souza e colaboradores identificaram 19 estudos relacionados a producao de
L-asparaginase de origem fungica. Dos 19 estudos selecionados, somente 6
apresentaram total purificacdo da enzima. O que demonstra mais uma vez a
necessidade de producdo desta enzima por micro-organismos eucariotos. Os
estudos de purificacdo de asparaginase selecionados nessa revisao sistematica
apresentaram enzimas com pesos molecular variando de 35 para 133 kDa
(Souza et al., 2017)

2.3. Fungos

O reino Fungi é formado por uma variedade de micro-organismos. Até
2014 cerca 110.000 fungos foram descritos no mundo, porém sao estimadas de
500 mil a 5 milhdes de espécies. Sao seres uni ou pluricelulares, eucariotos
(Wasser, 2014). Possuem a capacidade de se reproduzirem assexuadamente

pela fragmentacdo de hifas ou formagéo de esporos. O tipo de esporos € uma
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das formas de identificagdo desses organismos, além disso a reproducdo
sexuada também pode ocorrer pela propagacdo dessas microestruturas (Tortora
et al., 2009). Os fungos podem ser classificados em quatro grupos: Ascomicetos,
Basidiomicetos, Zigomicetos e Deuteromicetos (Kanagawa, 2011).

A principal fonte de carbono desses organismos € a glicose, no entanto,
sdo raros 0s casos onde pode-se observar glicose livre para obtencdo e
conversdo em energia. O reino Fungi possui individuos com enzimas capazes
de quebrar a maioria dos polimeros de carbono transformando-os em glicose. A
absorcdo de moléculas de acucares pode acontecer por difusédo facilitada ou
difusdo ativa (Watkinson et al., 2015).

O crescimento desses organismos passa por quatro etapas, iniciando por
uma fase de adaptacdo ao meio de cultivo (fase lag), seguida de uma fase de
crescimento exponencial (fase logaritima). Na fase logaritima observa-se a
producdo de metabdlitos primarios como macromoléculas de proteinas,
polissacarideos, DNA e RNA. Em seguida, observa-se um nivelamento na
populacdo total de micro-organismos (fase estacionaria) onde nota-se a
presenca de metabdlitos secundéarios - antibidticos, toxinas, pigmentos e
horménios. Posteriormente, observa-se o esgotamento de nutrientes no meio,
originando a fase de declinio onde acontece a reducao de células viaveis (Brock
et al., 1994).

Os fungos podem reagir a diversos estimulos extracelulares como
temperatura, intensidade da luz, pH, composicédo espectral, gravidade, toque e
até mesmo niveis de nutrientes disponiveis no meio. Fungos termotolerantes séo
aqueles capazes de crescer a temperaturas de 50°C ou mais. Fungos terméfilos
sao reconhecidos pela sua incapacidade de crescimento abaixo de 20°C, no
entanto podem se adaptar a temperaturas de até 75°C. A grande maioria dos
fungos que ndo sdo nem termotolerantes nem termofilicos, sdo denominados
mesofilos e possuem capacidade de crescimento em temperaturas entre 15°C e
40°C (Watkinson et al., 2015). O crescimento fungico em varias temperaturas
nao depende apenas de fatores genéticos intrinsecos de cada espécie, mas
também de outros parametros fisicos de crescimento e da disponibilidade de
nutrientes (Kavanagh, 2017).

Os fungos néo sao diazotroficos, ou seja, hdo possuem a capacidade de

fixar nitrogénio, no entanto, essa molécula € ideal para a formacdo de
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aminoacidos e precisa ser fornecida através de compostos contendo azoto, quer
sob a forma inorganica como os sais de amoénio ou sob a forma organica, tais
como aminoacidos. O sulfato de amonio € comumente utilizado como fonte de
nitrogénio em meios de crescimento de fungos (Kavanagh, 2017).

Os fungos filamentosos representam um rico reservatorio de produtos
naturais nas quais muitas vezes encontram-se atividades biolégicas potentes
com aplicacdes em diferentes campos. Os produtos naturais com alto valor
comercial podem ser produzidos por metabolismo microbiano primério ou
secundério (Watkinson et al., 2015).

Em regra, fungos filamentosos sdo conhecidos pela capacidade de
secretar em grandes quantidades metabdlitos primarios e secundarios no meio
extracelular. A maioria das enzimas secretadas sao hidroliticas e desempenham
papel importante na nutricao celular (EI-Enshasy, 2007).

Vérias espécies de fungos filamentosos foram exploradas em processos
industriais para a producdo de metabdlitos e enzimas industriais. Espécies do
género Aspergillus, Penicillium e Fusarium sdo altamente conhecidas pelas suas
capacidades de producdo de diferentes moléculas. Esses organismos tém
grande importancia industrial na producdo de enzimas de interesse
farmacéutico, B-galactosidase (Cardoso et al., 2017; Niu et al.,, 2017), L-
asparaginase (Dias et al., 2016; Saeed et al., 2018) proteases alcalinas (Salihi
et al.,, 2017; Sharma et al., 2017). Além disso, ainda s&o responsaveis pela
producdo de uma grande variedade de compostos tais como: antibiéticos
(Barbosa et al., 2017; Ziemons et al., 2017), agentes anticancerigenos (Evidente
et al., 2014; Liu et al., 2017b), estatinas (Boruta e Bizukojc, 2017; Subhan et al.,
2017), imunossupressores (Ismaiel, 2017; Lu et al., 2017), entre outros.

Enzimas microbianas possuem a vantagem de serem produzidas em
grande quantidade por técnicas de fermentacao e cultivo ja estabelecidas. Além
disso, 0 uso de biologia molecular auxilia na modificacdo do aparato genético e
cria novas e mais simples possibilidades de producédo de biofarmacos em micro-
organismos quando comparados com organismos mais complexos como plantas
e animais (Stanbury et al., 2013).

A liberagédo de enzimas é regulada em tempo e espaco de acordo com
disponibilidade de substrato e as condicfes de crescimento em que o fungo se

encontra. O mercado global de enzimas geradas por fermentacdo excede US$
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5 bilhdes, e a fermentacdo por filamentos fungos representam metade dessa
producado (Watkinson et al., 2015).

2.3.1. Processos de cultivo de micro-organismos

A fermentacdo é um processo realizado ha milhares de anos, sua
definic&o é originaria do verbo em latim fervere que significa ferver, um conceito
referente ao estado observado nas bebidas que eram submetidas a esse
processo. A definicdo restrita consiste na formagdo de produtos através de
processos anaerobios. No entanto, a fermentacdo passou a ter diferentes
significados para bioquimicos e microbiologistas industriais. O significado
bioguimico tem relacdo com a geracdo de energia pelo catabolismo de
compostos organicos como por exemplo a glicose, enquanto seu significado na
microbiologia industrial se estendeu para qualquer processo capaz de produzir
algum produto pela reproducao da cultura de micro-organismos (Stanbury et al.,
2013).

Processos de fermentagdo ou de cultivo tem como objetivo principal a
producdo de biomassa como produto final, de enzimas microbianas, de
metabdlitos primarios e secundarios, de produtos recombinantes, além da
finalidade em se obter modificacdes quimicas em um composto adicionado ao
processo (Stanbury et al., 2013).

A fermentacdo submersa se caracteriza pelo crescimento microbiano em
meio de cultivo liquido e sob agitacdo. Esse processo oferece uma série de
vantagens como a facilidade de controle de parametro fisico-quimicos, maior
eficiéncia de absorc¢éo de nutrientes diminuindo o tempo de processo e gerando
altos rendimentos. A fermentacdo submersa pode ser conduzida em biorreatores
aerados com capacidade de 20 a 1000 litros (Elba, 2008).

Divide-se o processo de fermentacdo submersa em trés modelos: 1)
batelada simples: aonde, no frasco de cultivo ou no biorreator, o processo de
fermentacdo acontece de forma Unica e direta, sem a adi¢cao ou retirada do meio
reacional. A dificuldade encontrada nessa técnica é a supressao do micro-
organismo pela alta concentracao de produto e baixa concentracéo de substrato.
2) batelada alimentada: processo definido pela adicdo de um ou mais substratos
ao decorrer do tempo. 3) batelada continua: método no qual existe a adi¢cdo de

substrato e a retirada de produto ao longo do tempo. Esse método € o mais
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utilizado pela indastria, no entanto enfrenta problemas de contaminacdo e
alteracdes genéticas que podem ocorrer nos micro-organismos (Elba, 2008;
Stanbury et al., 2013).

J4 a fermentacdo em estado sélido é uma técnica utilizada hd muitos
séculos e tem se tornado cada vez mais importante. O conceito refere-se
basicamente no crescimento de micro-organismos em substratos solidos umidos
ou na auséncia de agua (Botella et al., 2005).

A fermentacdo em estado soélido torna-se mais atraente do que a
fermentacdo submersa pois possui maior simplicidade, baixo custo, producao de
niveis elevados de enzimas além de permitirem a possibilidade do uso de
residuos agroindustriais de baixo custo e amplamente disponiveis como
substratos (De Castro et al., 2015). A Tabela 3 mostra comparativamente as

diferencas existentes entre fermentacdo submersa e fermentacdo em estado

solido para cada fator existente no processo.

Tabela 3: Comparacéo entre as fermentagcdes submersas e em estado sélido.

Fermentacdo em estado

Fator Fermentacdo Submersa "
solido
o Matriz complexa de
Substrato Substratos soluveis \piexa de
substratos insolaveis
Condicdes Esterilizac&o por calor e e
L e Esterilizag&o por vapor
asseépticas controle asséptico
Adua Grande volume de agua Consumo pequeno de
9 consumido agua
Limitacdo de oxigénio
Aeracédo soluvel. Alto nivel de -

oxigénio necessario

Aguecimento

Facil controle de

Dificil controle de

metabdlico temperatura temperatura
Controle de pH Facil controle de pH Substratos adltzlonados de
tampao

Agitacéao

Boa e necesséria
homogeinizacéo

Condicdes estaticas

Escalonamento

Equipamentos industriais
disponiveis

Equipamentos industriais
disponiveis

In6culo

Inéculo facil e possibilidade
de processo continuo

Producdo em batelada e
inoculacéo de espéros

Contaminacgéo

Alto risco de contaminacéo

Baixo risco de
contaminacao

Consideracgéo
energeética

Alto consumo de energia

Baixo consumo de energia
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Tabela 3: Comparacéo entre as fermentagfes submersas e em estado sélido

(Continuagéo).
Fator Fermentacdo Submersa Fermentasc;;(i)dﬁm estado
Volume do Grande volume e tecnologia  Baixos volumes e baixos
equipamento de médio/alto custo custos de equipamentos
Eque_nEe © Alto volume de efluentes Baixa taxa de poluigdo
poluicéo

Fonte: Raimbault (1998) com modificacdes.

Diversas enzimas sao produzidas a partir da fermentacdo em estado
solido. Novelli et al. (2016) demonstraram a producéo de proteases a partir de
diferentes espécies de Aspergillus em fermentacdo em estado soélido em
residuos de farelo de trigo e soja. A exploracdo de celulases de fungos
filamentosos do género Aspergillus, Penicillium e Trichoderma para a industria
de papel e celulose a partir de fermentacdo em estado sdlido de residuos de
trigo, de café, de soja e bagaco de cana também é bem descrita na literatura (Hu
et al., 2011, Cerda et al., 2017; Idris et al., 2017; Santos et al., 2017). No setor
de alimentos e detergentes também pode-se citar a aplicacdo de lipases obtidas
por meio de fermentacdo em estado solido (Hu et al., 2011; Cerda et al., 2017;
Idris et al., 2017).

Além disso, a producdo de etanol, bioetanol (Talebnia et al., 2010;
Canabarro et al., 2017), e biogas (Yahmed et al., 2017) é uma realidade. O uso
de residuos agroindustriais como casca de soja e farelo de trigo podem ser uma
grande estratégia para a producdo de compostos bioativos com atividade
antioxidante, anti-inflamatdria e antitumoral (Divate et al., 2017; Meghavarnam e
Janakiraman, 2017). Os residuos industriais sdo reconhecidos como importantes
fontes renovaveis de biocombustiveis e outros produtos de valor agregado.
Estes residuos sdo compostos por polimeros de celulose, hemicelulose e lignina.
Devido a sua heterogeneidade, varias enzimas microbianas séo utilizadas para
catalisar a hidrolise destes polimeros. A composicdo dos materiais
lignoceluldsicos utilizados como indutores enzimaticos tem diferentes efeitos na
producdo de enzimas por culturas fangicas (Rodrigues et al., 2017).

Residuos do tratamento da soja e do trigo sdo amplamente utilizados para

a producdo de diversas enzimas extracelulares. De Castro et al. (2015)
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observaram a producéo de protease de Aspergillus niger de 262,78 U/g apés 48
horas de fermentacao utilizando farelo de trigo e graos de soja em estado sdlido.
Esse estudo mostra a relacao sinérgica do uso de diferentes residuos com um
aumento de 581,7% na producédo desta enzima quando o cultivo foi comparado
com residuos individuais como farelo de trigo, farelo de soja, farelo de algodao
e casca de laranja.

O uso de farelo de trigo também foi estudado por Couri e colaboradores
na producdo de xilanases, proteases e poligalacturonases através da
fermentacao em estado sdlido do fungo Aspergillus niger durante 42 horas (Couri
et al., 2000).

Deste modo, o uso de residuos agroindustriais para o desenvolvimento de
processos biotecnolégicos é uma O6tima estratégia para a obtencdo de
biomoléculas através de fermentacdo em estado sélido como a obtencéo de
enzimas com alto valor agregado e baixo custo de producao (De Castro et al.,
2015).

2.4. Biofarmacos

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) os
medicamentos bioldégicos sdo macromoléculas de alto peso molecular
produzidos a partir do emprego de tecnologia microbiana, ou de origem animal.
A legislacéo brasileira, na Resolucgéo Diretoria do Colegiado n°55 de 16/12/2010
abrange seis categorias de produtos: alérgenos, anticorpos monoclonais,
biomedicamentos, hemoderivados, probidticos e vacinas (Anvisa, 2011).

Esses biofarmacos podem ser produzidos por meio de cultivo e
fermentacdo de células microbianas. Outra vertente para a producdo de
medicamentos biolégicos é a utilizacdo de engenharia recombinante onde
buscam-se alteracdes no DNA celular para a producdo de moléculas especificas.

A terapia com medicamentos biolégicos é um grande avanco da medicina
nas Utlimas décadas. Existem mais de 250 produtos comercialmente disponiveis
e mais da metade das terapias oncologicas em desenvolvimento sdo de origem
bioldgica (Gifoni et al., 2017)..

Segundo a International Alliance of Patient’s Oganizations (IAPO) em seu
“Guia rapido sobre Medicamentos bioldgicos e biossimilares” os medicamentos

biolégicos possuem maior probabilidade de causarem reacdes imunoldgicas
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devido ao tamanho da molécula. Outra caracteristica € que esses medicamentos
geralmente sdo administrados por via endovenosa ou intramuscular e sdo
geralmente utilizados para doencas mais graves. O que difere da maioria dos
medicamentos sintéticos, que sdo administrados por via oral, com menor
probabilidade de causarem reacfGes imunoldégicas por serem moléculas
pequenas (lapo, 2013). No entanto, os biofarmacos agem de forma mais
especifica que os medicamentos sintéticos usados para o tratamento de cancer.
Por serem mais seletivos tendem a destruir somente as células malignas. Em
consequéncia pode-se observar uma diminuigao nos efeitos adversos (De Sousa
Brandao e De Souza, 2016).

Em 2016, a ANVISA registrou 882 novos medicamentos, sendo 25
medicamentos bioldgicos. Foi registrado um aumento de mais de 200% referente
aos registros de 2014. Os medicamentos biologicos registrados encontram-se

na Tabela 4.

Tabela 4: Medicamentos biologicos disponiveis no Brasil aprovados pela
ANVISA em 2016.

Medicamentos bioldgicos
aprovados pela ANVISA em 2016

Betainterferona 1A

Principio Ativo

Bexsero® Vacina adsorvida meningocdécica B
recombinante
Cyramza® Ramucirumabe
Eloctate® Alfafmoroctocogue
Elprolix® Alfaeftrenonacogue
Hepatect® Imunoglobulina humana anti
hepatite B
Hexaxim® Vacina adsorvida difteria, tétano,
pertussis
Intratect® Imunoglobulina humana
Keytruda® Pembrolizumabe
Kollagenase® Colagenase
Menveo® Vacina meningocoécica ACWY
conjugada
Opdivo® Nivolumabe

Plegridy® Betapeginterferona 1A
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Tabela 4: Medicamentos biolégicos disponiveis no Brasil aprovados pela
ANVISA em 2016 (Continuacéo).
Medicamentos bioldgicos
aprovados pela ANVISA em 2016

Principio Ativo

Praluent® Alirocumabe

Prolia® Denosumabe

Repatha® Evolocumabe
Saxenda® () Liraglutida

Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis (acelular)

Vacina adsorvida hepatite a (inativada)

Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada)

Vacina hepatite B (recombinante)

Vacina poliomielite 1, 2 e 3 (inativada)

Vacina poliomielite 1, 3 atenuada

Xgeva® Denosumabe

Zarzio® Filgrastim
Fonte: Anvisa (2017).

No documento publicado pela ANVISA referente ao ano de 2016 nenhum
medicamento biolégico registrado é de origem flingica, encontram-se somente
medicamentos provenientes de E.coli, Clostridium histolyticum, Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenza, hemoderivados e algumas linhagens
celulares como células de murino (NS0). Todos os medicamentos séo fabricados
a partir de técnicas de DNA recombinante. Neste contexto, faz-se necessario a
exploracdo de medicamentos produzidos através de organismos eucariotos. A
Tabela 5 traz exemplos de fungos produtores de biofarmacos e suas aplicacoes

em diversos tratamentos.
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Tabela 5: Biofarmacos produzidos por fungos e suas aplicagdes.

Composto Micro-organismos Aplicagéo Referéncia
. Aspergillus aculeatinus (Stierle et al,
Paclitaxel perg Tratamento de 1993; Elavarasi et

Taxomyces andrenae
Fusarium oxysporum

carcinoma
avancado de ovario

al.,, 2012; Qiao et
al., 2017)

B-Galactosidase

Aspergillus foetidus

Intolerancia a
Lactose

(Martarello, 2016)

Lovastatina

Aspergillus terréus
Aspergillus fumigatus

Hipercolesterolemin
a

(Mouafi et al.,
2016; Rahim et
al., 2017)

L-asparaginase

Aspergillus terréus
Aspergillus oryzae
Fusarium culmorum
Fusarium sp.
Flammulina velutipes

Tratamento de
Leucemia
Linfoblastica Aguda

(Nakahama et al.,
1973; Eisele et al.,
2011; Baskar e
Renganathan,
2012; Dias et al.,
2016;
Meghavarnam e

Janakiraman,

2017)
. . . Tratamento de (Tudzynski et al.,
Ergotamina Claviceps purplrea Enxagueca 1999)
Anfotericina B Penicillium nalgiovense Antifingico (2%\1615?” et al,

Fonte: Jozala et al. (2016) com modificacdes

2.5. Sistema micelar de duas fases aquosas

O sistema micelar de duas fases aquosas (SMDFA) é uma variagcao de
um sistema tradicional entre um polimero e uma fase aquosa contendo certa
concentragcdo de um sal, esse sistema tradicional € conhecido como sistema de
duas fases aquosas (SDFA). O SMDFA é um método mais eficiente para a
recuperacdo de biomoléculas e € mediado pela separacao de fases com o uso
de tensoativos (Nadar et al., 2017). Esse sistema tem despertado bastante
interesse para purificar e concentrar moléculas como albumina (Shiomori et al.,
1998; Pawar et al., 2017), antibioticos (Rundlett e Armstrong, 1995; Soto et al.,
2005), enzimas (Rangel-Yagui, 2003; Jaramillo et al., 2013; Duarte et al., 2015;
Liu et al., 2017a), acido clavulanico (Guedes De Andrade et al., 2011; Santos et
al., 2011; Haga et al., 2013) e compostos organicos (Saitoh e Hinze, 1991).

Métodos tradicionais para a purificacdo de biomoléculas envolvem vérias
etapas como cromatografias, métodos de dialises, ultrafiltracdo ou até mesmo
meétodos ndo cromatograficos. No entanto, a utilizacdo de um sistema de duas
fases pode ser uma boa estratégia para antecipar uma das etapas do processo
(Mazzola et al., 2008).
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O SMDFA baseia-se na concentracdo de micelas na fase superior do
sistema e na fase inferior ap6s o aumento da temperatura (Figura 2). Essa
diferenca de concentracao € a base para separacao de biomoléculas, visto que
existe uma diferenca fisico quimica em cada fase do sistema (Mazzola et al.,
2008; Becker et al., 2009).

%’ Aumento da ‘ﬁ ase fcd
%&?? % emperatura %‘ﬁ 3 3 :rn micelas

%m % | [omeporre
ame e

Solugao micelar
homogénea

Figura 2: Representacéo de um sistema micelar de duas fases aquosas. (Liu et
al., 1996)

Uma molécula de tensoativo consiste basicamente de duas partes
qguimicas distintas: 1) a porgao hidrofilica, comumente conhecida como “cabeca
polar”; e 2) a por¢ao hidrofébica referida como "cauda". Devido a esta estrutura
quimica quando as moléculas de tensoativos sédo dissolvidas em agua além de
uma concentracdo minima conhecida como concentracdo de micelas criticas
(CMCQ), eles formam espontaneamente estruturas agregadas conhecidas como
micelas na solucéo aquosa.

Os tensoativos podem ser enquadrados em 3 diferentes classificagdes: 1)
ibnicos: moléculas que apresentam carga elétrica na porgao polar, podendo ser
negativa (tensoativo aniénico) ou positiva (tensoativo catiénico). Sdo exemplos
de tensoativos i6nicos o dodecil sulfato de sédio (SDS) e o brometo de
cetiltrimetilaménio (CATB). 2) ndo ibnicos: sdo moléculas que nao fornecem ions
em solucdo aquosa e a sua solubilidade em agua se deve a presenca de
grupamentos funcionais que sao extremamente hidrofilicos. Como exemplo de
tensoativo ndo-idnico pode-se citar o polioxietileno p-t-octil fenol (Triton X-114).
3) zwiteridnicos: essas moléculas em condicdes normais apresentam um

momento dipolo em meio aquoso, também s&o conhecidos como tensoativos
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anféteros. Um exemplo de tensoativos zwiteridnico é o dioctanoilfosfatidilcolina
(C8-lecitina) (Rossi et al., 2006).

As principais forcas que regem a montagem de estruturas micelares tem
origem na interacdo hidrofébica na interface hidrocarboneto-agua, que induz as
moléculas a repulséo hidrofilica, a for¢a ibnica ou estérica das cabecas polares
gue impde a exigéncia oposta de que eles permanecem em contato com a agua
(Israelachvili, 2011).

Existem diversos fatores que influenciam na particdo entre duas fases. O
principal fator € o tamanho da molécula ou a area de superficie, outra condi¢do
importante € o potencial elétrico entre as fases que auxilia na separacao de
moléculas através das suas cargas. Outras condi¢des a serem avaliadas sao, as
propriedades hidrofébicas do sistema e a conformacgéo das moléculas (Asenjo,
1990). O comportamento da enzima em um sistema micelar de duas fases
aguosas pode ser definido pelo coeficiente de particdo (K) que é determinado
pela razdo entre a atividade enzimatica encontrada na fase pobre em micelas e
a fase rica em micelas.

Lopes e colaboradores (2014) estudaram a influéncia da adicao de sais
em sistemas de micelares de duas fases aquosas utilizando tensoativos néo
ibnicos. A escolha do sal e a sua concentracdo possuem grande importancia
guando avaliada a particdo de compostos em condi¢des extremas. A adicao de
sal em SMDFA diminui a temperatura de particdo do ponto de névoa, facilitando
a extracdo das biomoléculas. Um exemplo é a diminuicdo do coeficiente de
particdo de uma proteina pouco hidrofilica, o que implica na migracdo mais
eficiente desta proteina para a fase pobre em micelas (Lopes et al., 2014).

A separacéo de fases pode ser representada por uma curva em forma de
sino, denominada curva binodal com concavidades para cima ou para baixo a
depender do aumento ou diminui¢cdo da temperatura. A curva binodal representa
graficamente a relagcéo entre a concentracao de tensoativo e temperatura na qual
existe ou ndo a separacao das fases (Nikas et al., 1992). A Figura 3 representa
uma curva binodal para o sistema micelar de duas fases aquosas do tensoativo
Triton X-114/Tampéo. A curva binodal para esse tipo de sistema apresenta
concavidade voltada para cima, onde o ponto inferior € denominado ponto critico
que esta relacionado diretamente com a temperatura critica e a concentracao

minima de agente tensoativo (Rangel-Yagui, 2003).



21

T°C

Sistema Bifasico

A2 Y ererregrrerrassrrnnnns Linha de a-ma_rragéﬂ

Sistema Monofasico

02 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30
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Figura 3 : Representacdo da curva binodal de solugdo aquosa do tensoativo
Triton X-114 obtida experimentalmente por (Lopes, 2010).

Onde, Vc: volume da fase concentrada; VVd: volume da fase diluida

A particdo de uma biomolécula também pode ser mais seletiva quando
utilizado um sistema de micelas mistas consistindo em tensoativos carregados,
ou de ligantes de afinidade de tipo surfactante, misturados com tensoativos nédo
i6nicos (Mazzola et al., 2008; Chuo et al., 2014; Liu et al., 2017b)

A primeira aplicacdo do SMDFA na literatura foi apresentada por Bordier
(1981) Este estudo apresenta a migracdo de proteinas hidrofilicas como
albumina, catalase e mioglobina para a fase pobre em micelas, enquanto
proteinas hidrofébicas como acetilcolinesterase e citocromo ¢ oxidase migraram
para a fase rica em micelas do sistema (Bordier, 1981).

Caprara (2016) estudou a purificacéo de proteases utilizando o SMDFA.
Proteases menores que 100 KDa foram capazes de migrar para a fase aguosa
do sistema, o que foi representado pelo coeficiente de particdo menor que 1. O
sistema contendo 10% de Triton X-114, 10% do caldo fermentado e submetido
a 31°C apresentou um balangco de massa de 80% e rendimento de
aproximadamente 138%. A purificacdo parcial das proteases presentes na
amostra foi confirmada por zimograma onde as bandas proteicas com atividade
proteolitica apresentaram pesos moleculares de aproximadamente 19 e 30 KDa
(Caprara, 2016).
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A particdo de uma lipase produzida por levedura foi estudada por Duarte
e colaboradores (2015). Neste caso o coeficiente de particdo maior que 1 indica
migracdo desta enzima para a fase rica em micelas. O SMDFA construido
através de diferentes concentragdes de Triton X-114 e tampé&o foi capaz de
apresentar um fator de purificacdo de 1,7 e 73% de rendimento (Duarte et al.,
2015).

Malpiedi e colaboradores (2014) utilizaram um SMDFA com Triton X-114
para avaliar a particdo de um fragmento de anticorpo obtido diretamente do
sobrenadante da fermentacdo de Pichia pastoris. O melhor desemprenho foi
alcancado com 4% de tensoativo e 60% do caldo fermentado. O sistema ainda
apresentou um rendimento de 88% e um fator de purificacdo de 2 (Malpiedi et
al., 2014). Lopes e colaboradores (2011) foram capazes de separar proteinas na
fase pobre em micelas e remover contaminantes como lipopolissacarideos para
a fase rica em micelas (Lopes et al., 2011). Esses resultados demonstram a

potencial aplicabilidade destes sistemas.
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3. Objetivos
O presente trabalho tem como objetivo principal estudar a producéo de L-

asparaginase de origem fungica utilizando residuos agroindustriais.

Para isso, objetivos secundérios foram tracados:

1. Produzir e otimizar a enzima L-asparaginase em cultivo solido
utilizando residuos agroindustriais;

2. Producdo e otimizar a enzima L-asparaginase em cultivo
submerso utilizando residuos agroindustriais;

3. Utilizar uma metodologia para a pré-purificacdo da enzima.
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4. Materias e Métodos

4.1. Preparo de Solugdes
Tampéo Tris-HCI 0.05M

O tampao Tris-HCI 0,05M foi preparado por meio da solubilizacéo de 6,05
g de trisaminometano (CsH11NO3) em 800 mL de agua purificada. O pH foi
ajustado para 8,6 com solugédo 1,0 M de HCI, apés o ajuste foi completado o

volume para 1 L.
Solugéo de L-asparagina 0,1 M

Para o preparo da solucdo de L-asparagina, 0,132 g de L-asparagina
foram solubilizadas em 10 mL de agua purificada. A solucao foi preparada nos

dias de uso, em momentos antes da realizacdo dos ensaios enzimaticos.
Solucéo de cloridrato de hidroxilamina 2 M

O preparo da solugéao estoque de hidroxilamina 2 M ocorreu a partir da
dissolucéo de 13,89 g em 100 mL de agua purificada. A solucéo foi mantida sob
refrigeracdo a 4 °C. No momento do uso, a solucéo foi diluida na proporcéo de

1:1 com uma solugéo de NaOH 2 M.
Solucéo de FeCls/TCA/HCI

Solucao A — Foi solubilizado 16,48 g de FeCl3.6H20 em 100 mL de agua
purificada.

Solugéo B - Em um baldo volumétrico de 100 mL foram adicionados 7,00
mL de HCI 37 % e 20 mL de TCA 6,1 M (100% p/v). O volume do balédo foi

completado com agua purificada.

Ao final, as duas solu¢des foram unidas e armazenadas sob refrigeracéo.

4.2. Residuos Agroindustriais

4.2.1. Tratamento dos residuos

A casca de soja e o farelo de trigo foram gentiimente cedidos apos
processos realizados na safra de cultivo da regido do Programa de
Assentamento Dirigido do Distrito Federal. Os residuos foram previamente

autoclavados por 2 horas a 121°C e pressao a 1 atm. Em seguida lavados em
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agua corrente. Os residuos foram entdo secos em estufa de circulacdo de ar a
60°C durante 48 horas. Para o cultivo em estado liquido a casca de soja foi

pulverizada com um auxilio de um liquidificador até a obtencao de um poé fino.

4.2.2. Composicao dos residuos

A casca de soja, o farelo de trigo, o caldo batata dextrose e o extrato de
levedura que foram utilizados neste trabalho foram enviados para a Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade Paulista (IQ-USP) e analisados

guanto a sua composicdo em massa de carbono, nitrogénio e hidrogénio.

4.3 Selecao dos micro-organismos produtores

Para identificacdo dos possiveis fungos produtores de L-asparaginase foi
utilizada a metodologia proposta por Gulati (1997) com modificacées. No meio
contendo 0,2% glicose, 1% L-asparagina, 0,15% KH2PO4, 0,052% KCI, 0,052%
MgS04.7H20, 0,001% CuNOs 3.H20, 0,001% 2ZnS04.7H20, 0,001%
FeS04.7H20 e 2% agar (p/v), pH 6,2 e suplementado com vermelho de fenol
(0,009% concentracéo final) foi inoculado um disco de micélio com 5mm de
didmentro. As amostras permaneceram incubadas por 48 horas a 30°C. Depois
desse periodo avaliou-se o aparecimento de um halo rosado ao redor das
colénias. Esse experimento foi realizado pelo grupo do laboratério onde
selecionou-se diversos fungos produtores de L-asparaginase, entre eles, o fungo

utilizado nesse trabalho codificado como 2DSST1.

4.4. Quantificacdo de Proteinas Totais

O teor de proteinas totais foi determinado por meio da utilizacdo do Kit
Pierce™ BCA Protein Assay. Onde 25 uL da amostra foram submetidos a reagéo
com 200 pL (solucéo Kit 50:1) durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente ao
tempo de reacédo a leitura foi realizada a 570 nm em leitor de microplacas. Uma
curva de calibragéo foi construida utilizando albumina nas concentragbes de 2 a
2000 pg/mL.
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4.5. Preparo do Meio de Cultivo em Estado soélido

Em frascos tipo ernlenmeyer de 125 mL adicionaram-se 5 g de residuo
agroindustrial, casca de soja ou farelo de trigo. O in6culo do material biolégico
foi realizado com discos de 5 mm de diametro do fungo 2DSST1 cultivado em
meio Batata Dextrose Agar (BDA). A atividade enzimética foi avaliada apés 7

dias de cultivo para ambas as amostras.

4.5.1. Determinacao da atividade enzimatica em meio sélido

A torta contendo residuo e o fungo 2DSST1 foi filtrada apds 10 minutos
em contato com tampao Tris/HCI| 0,05M pH 8,6 sob agitacdo a 25°C. Para
realizacdo da atividade enzimética, foi utilizado 0,1g da torta filtrada. O cultivo foi

realizado em duplicata, no entanto o ensaio enzimatico foi realizado em triplicata.

4.6. Obtencdo de L-asparaginase no cultivo em estado soélido.

Como triagem inicial o fungo 2DSST1, identificado pelo grupo do
laboratério em colaboracdo com o Laboratério de Genética e Biologia da
Embrapa Agroenergia foi cultivado em casca de soja e testado para 3 métodos
de extracdo da enzima. Em um primeiro momento foram adicionados 50 mL de
tampéo Tris-HCI 0,05M pH 8,6, antes da filtracdo, as amostras foram submetidas
a agitacdo apo6s determinados periodos de tempo (10 a 60 minutos) e condicdes
diferentes: 1) agitador magnético; 2) sonicador. A atividade foi analisada tanto na
torta quanto no filtrado.

Um dltimo ensaio independente foi realizado para observar a extracédo
enzimatica mecanica através da maceracdo por gral e pistilo. As amostras
submetidas aos processos de extracdo por maceracao foram congeladas por 24
horas a -80°C e entdo maceradas até a obtencédo de um pé fino. Este ficou em
contato com tampéo Tris-HCI 0,05M pH 8,6 durante 10 minutos sob agitacéo.
ApOs esse processo, a mistura foi centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos a

4°C. A atividade enzimatica foi avaliada no sobrenadante da amostra.

4.7. Otimizacdo da producédo em cultivo sadlido.
Foram adicionados 5 g de residuo em frascos tipo erlenmeyers de 125

mL. Um disco de 5mm de diametro foi inoculado em cada frasco. O residuo foi
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umedecido com 5 mL de solugcdes em diferentes valores de pH contendo
diferentes concentracbes de L-asparagina, L-prolina e glicose. Para a
identificacdo dos fatores mais importantes na producdo em meio solido foi
proposto um delineamento experimental Plackett—Burman Design (PBD) onde
foram realizados 15 ensaios. Optou-se por adicionar um namero reduzido de
variaveis e induzir a producdo enzimatica de L-asparaginase utilizando como
maior parte o residuo disponivel para o crescimento da biomassa. pH,
temperatura, tempo, L-prolina, L-asparagina e glicose, foram as variaveis
definidas em dois niveis: superior (+1) e inferior (-1) (Tabela 6)

Apos analise do delineamento por PBD optou-se por um planejamento
fatorial do composto central. Para esse planejamento, houve a variacdo somente
das variaveis significativas definidas pelo PBD. Decidiu-se entdo pela exclusdo

de variaveis nao significativas segundo a andlise de variancia.

Tabela 6: Niveis e valores das variaveis independentes do processo
experimental para o estudo da producdo de L-asparaginase em cultivo solido
sob influéncia de diferentes valores de pH, temperatura, tempo, L-prolina, L-

asparagina, glicose.

Niveis e valores

Variaveis
_ Simbolos
independentes
-1 0 +1
pH X1 55 75 95
Temperatura (°C) X2 25 30 35
Tempo (horas) X3 48 72 96
L-prolina (%) X4 0,5 10 15
L-asparagina (%) Xs 0,5 10 15
Glicose (%) Xe 05 125 20

4.8. Determinacgéo da atividade enziméatica
A atividade enzimatica foi determinada segundo o método proposto por
Drainas e colaboradores (1977) com modificacbes (Figura 4). Onde, uma

unidade de L-asparaginase € definida como a quantidade de enzima que formou
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1 umol de B-hidroxamato aspartico em 1 minuto. 0,5 mL da amostra foram
incubados na presenca de 0,2 mL de L-asparagina 0,1M e 0,2 mL de cloridrato
de hidroxilamina 1M. O volume da reacao foi completado com 1,1 mL de tamp&o
Tris-HCI 0,05M pH 8,6. A reac¢do foi incubada a 37°C durante 30 minutos. Apds
o tempo de incubacdo a reacdo foi interrompida com 0,5 mL da solucdo
FeClIs/TCA/HCI. A mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos sucedida
da leitura a 500 nm em espectrofotdmetro (Biomate 3S Thermo Scientific). Foi
construida uma curva padrdo variando as concentracdes de B-hidroxamato
aspartico de 0 a 3,0 uM. O calculo da atividade enzimatica foi determinada a
partir da seguinte equacao (Equacgéao 1):

umol de f—hidroxamato aspartico x 2,5mL
VA XTempo

Atividade de L — asparaginase (%) =

Equacéao 1

VA = volume da amostra.

(|’ 0
HoN oK L-asparaginase ~ HO |
| - - I OH + NH3
0]

NH, O NH,
asparagina acido aspartico
] ™o
HO L-asparaginase | |
I OH + HN—OH HNWOH
0 NH, O NH,
4cido aspartico hidroxilamina B-hidroxamato aspartico
OH 0 o)
N | el X (l) °
” OH + FeCI3 , ” OH Fe
NH2 TCA 0] NH2 3
B-hidroxamato aspartico B-hidroxamato aspartico férrico

Figura 4: Reacdo catalisada pela L-asparaginase para determinacdo da
atividade enzimética
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4.9. Otimizacao da producéo de L-asparaginase em cultivo submerso.

Os cultivos em condicdes submersas foram realizados em frascos
erlenmeyrs de 250 mL contendo 50 mL de meio minimo (0,15% K2HPO4; 0,052%
KCI; 0,052% MgSOs4; 0,001% FeSOa4; 0,001% ZnSO4; 0,001% CuSOs, p/v).
Foram inoculados 3,7x107 esporos. Foi proposto um delineamento experimental
Plackett—Burman design (PBD) com triplicata no ponto central para avaliar a
interacao de 11 variaveis independentes na producdo enzimatica. Farelo de trigo
foi utilizado como residuo agroindustrial. Os niveis inferiores (-1) e superiores
(+1), assim como os valores do ponto central (0) estdo descritos na Tabela 7.

Apos realizado o PBD, as variaveis significativas com efeitos positivo
foram submetidas a metodologias de superficie de resposta através do Design
do Composto Central (CCD) e planejamento fatorial 2%, As variaveis no
significativas foram excluidas do planejamento. As variaveis significativas com

efeito negativo foram mantidas no menor nivel.

Tabela 7: Niveis e valores codificados das variaveis independentes do processo
experimental para o estudo da producéo de L-asparaginase.

Niveis e valores

Variaveis independentes Simbolos -1 0 +1
L - asparagina (%) X1 0,40 0,90 1,40
L - prolina (%) X2 0,50 1,75 3,00
Residuo (%) X3 1,00 3,00 5,00
Caldo batata dextrose (%) Xq 1,00 3,00 5,00
Sulfato de aménia (%) Xs 0,50 1,50 2,50
Temperatura (°C) Xe 25 30 35
Tempo (h) X7 48 72 96
pH Xg 5 7 9
Extrato de Levedura (%) Xo 0,50 1,00 1,50
Sacarose (%) X10 0,20 0,70 1,20

Glicose (%) X1 0,20 0,70 1,20
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4.10. Sistemas Micelares de Duas Fases Aquosas (SMDFA)

Os SMDFA foram construidos através de diferentes concentracfes de
Triton X-114. Todos os sistemas continham 3 g, onde variou-se as
concentragcbes do tensoativo, do caldo enzimatico e a temperatura a qual os
sistemas eram submetidos. Uma curva de coexisténcia entre Triton-
X114/Tampéao Tris-HCI foi estabelecida segundo o ponto de névoa (Van Der
Meeren et al., 2002) variando as concentracdes de triton X-114 em: 2,4, 6, 8 e
10 % (p/p), na qual determinou-se em quais regides o sistema se tornaria
bifasico. Os sistemas foram submetidos a determinadas temperaturas em banho
maria durante 1 hora, em seguida permaneciam em temperatura ambiente por
30 minutos. As fases eram separadas e submetidas ao ensaio de determinacao

enzimaética.

4.10.1 Célculo do coeficiente de particdo, balanco de massa, razao
volumétrica, rendimento, fator de purificacéo e seletividade.
O coeficiente de particdo (K) foi determinado através das atividades

enzimaticas definidas para casa fase do sistema (Equagéo 2):

Ac ~
K= v Equacéo 2

Os balancos de massa (BM) foram calculados para identificar possiveis
perdas da enzima durante o processo. A Equacdo 3 determina como foram
calculados os balan¢os de massa:

AcVc+Advd
_ 0 X
BM = oo X 100% Equacéo 3

Onde, Ao refere-se as atividades da L-asparaginase no caldo fermentado
inicialmente adicionada ao sistema, Ac e Ad referem-se as atividades nas fases
com alta concentracdo de micelas e baixa concentracdo de micelas,
respectivamente. Vc, Vd e Vo sdo os volumes das fases concentrada (c), diluida
(d) e da solugdo estoque (0) inicialmente adicionada ao sistema,

respectivamente.
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A razéo volumétrica (R) foi determinada através do volume de ambas as
fases, segundo a seguinte expressao (Equacéao 4):

_vd

= Ve Equacao 4

Onde Vd = volume da fase diluida e Vc = volume da fase concentrada.

O rendimento (n) foi determinado a partir da Equacéo 5.

__ (VtxArt)

= 0 3
70 <C0) X 100% Equacéo 5

Sendo que, Vt = volume da fase em que a L-asparaginase foi extraida na maior
proporgdo; Art = Atividade enzimética na fase onde h& maior propor¢édo de
extracdo. Vo= volume de caldo sujeito a extracao; Co= atividade da enzimatica
da amostra original.

O fator de purificacdo (PF) foi calculado através da raz&o da atividade
especifica (Ul/mg de proteina) na fase superior e no caldo fermentado (Equacao
6).

_ Aed

PF = Equacédo 6

Aec

Em que: Aed = Atividade especifica (Ul/mg de proteina) na fase pobre em
micelas

AeC = Atividade especifica (Ul/mg de proteina) no caldo fermentado.

A seletividade (S) foi calculada pela razao do coeficiente de particédo (K) e

o coeficiente de particdo das proteinas totais (Kp) (Equacéo 7).

S =— Equacéo 7

4.11. Analise Estatistica
A andlise estatistica e os planejamentos experimentais foram realizados
com o auxilio do Design-Expert® Software Version 7.0 - Stat-Ease. A analise de

variancia (ANOVA) tem como objetivo revelar o quanto de variancia total existe
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entre e dentro dos grupos avaliados. Se a maior parte de variancia estiver entre
0S grupos, entado, provavelmente, existe um efeito significativo. Entretanto, se a
maior parte da variancia esta dentro dos valores do mesmo grupo, ndo existe,
provavelmente, um efeito significativo.

A ANOVA foi calculada a partir da média dos ensaios realizados em
triplicata. O desvio padrdo de todos os ensaios foi menor que 5%; Foram

considerados significativas as variaveis com valor de p > 0,05.



33

5. Resultados e Discusséo
5.1. Composicéo dos residuos

Os resultados da composicéo dos residuos utilizados neste trabalho como
substrato para o meio de cultivo para o crescimento do fungo 2DSST1 estéo

presentes na Tabela 8.

Tabela 8: Resultados obtidos quanto a composicao de residuos e substratos

Residuo Carbono Hidrogénio Nitrogénio Relacao
(%) (%) (%) e
Farelo de Trigo 41,15 5,65 2,92 14,04
Casca de Soja 42,96 6,41 1,77 24,27
Caldo Batata Dextrose 39,41 6,83 4,20 9,38
Extrato de Levedura 39,38 6,09 11,76 3,34

Pode-se observar maior quantidade de nitrogénio no farelo de trigo
guando comparado a casca de soja. O extrato de levedura apresentou maior
guantidade de nitrogénio, consequentemente menor relacao Carbono/Nitrogénio
foi calculado para esse substrato. Os valores das quantidades de cada elemento
presente nos substratos foram utilizados para posterior célculo da relacao
Carbono/Nitrogénio presente em cada meio de cultivo.

O carbono e nitrogénio sao subtancias elementares de uma célula
fungica. O carbono é uma fonte imprescindivel para a geracdo de energia. O
nitrogénio participa da formagdo de duas macromoléculas importantes: as
proteinas e os acidos nucleicos. Moléculas essas, essenciais para o crescimento
fungico. Uma relacao carbono nitrogénio elevada (10:1) pode garantir o contetdo
proteico no meio de cultura, entretanto, um excesso (50:1) pode favorecer a
producdo de metabdlitos secundarios (Esposito e Azevedo, 2004). Visto isso, €
de extrema importancia controlar a relacdo carbono nitrogénio nos meios de

cultura visando uma melhor producéo da enzima de interesse.
5.2. Obtencao de L-asparaginase no cultivo em estado solido

Apos 7 dias de cultivo do fungo 2DSST1 em meio solido contendo casca
de soja ou farelo de trigo pode-se observar o crescimento fungico, e a atividade

da enzima L-asparaginase pode ser quantificada no micélio. Foi encontrada uma
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atividade de 0,017 Ul/g no cultivo contendo casca de soja. No entanto, estes
valores sao inferiores ao encontrado na literatura por diversos autores.
Meghavarnam e Janakiraman (2017) trabalharam com uma cepa de Fusarium
culmorum (ASP-87) e quantificaram 18,91 Ul/g quando avaliado crescimento no
meio contendo 50% de farelo de trigo e 50% de casca de soja (Meghavarnam e
Janakiraman, 2017). Kumar e Manonmani (2013) identificaram 9,67 Ul quando
avaliaram a producédo de L-asparaginase em farelo de trigo a partir do fungo
Cladosporium sp (Kumar e Manonmani, 2013). A Figura 5 mostra o crescimento

micelial.

Figura 5: Cultivo do fungo 2DSST1. A — crescimento da biomassa apos 24

horas; B — crescimento da biomassa ap6s 96 horas

0,02 0,017

Atividade L-asparginase

Trigo Soja
Residuo Agroindustrial

Figura 6: Atividade enzimatica da L-asparaginase para diferentes residuos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818117302189
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818117302189
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5.3. Avaliagcdo da metodologia de rompimento celular na atividade
enzimatica

Considerando que a L-asparaginase encontra-se no espaco
periplasmatico da membrana celular, foi necessario o estudo do rompimento da
parede e liberagdo da enzima. O fungo 2DSST1 foi cultivado em casca de soja
e ensaios foram realizados buscando obter a maior atividade de L-asparaginase.
Independentemente do método o ensaio para quantificacdo de L-asparaginase
foi realizado no filtrado e na torta.

Na&o foi possivel determinar a atividade no filtrado de cada amostra, dado
que era esperado, devido a localizacdo da enzima no espaco periplasmatico
(Cedar e Schwartz, 1967). Foi entdo determinado que deveria ocorrer um
rompimento da membrana celular para a liberacdo da enzima. A atividade
enzimatica na torta de 0,05 Ul/g foi aumentada em cerca de 2 vezes (0,103 Ul/g)
guando a extracdo com gral e pistilo foi utilizada. Os resultados obtidos para

cada etapa da extracdo estdo disponiveis na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados apds diferentes métodos de extracdo para L-asparaginase

produzida por cultivo em estado sélido em casca de soja.

Atividade L- Atividade L-
asparaginase asparginase

Método no filtrado miceélio
(Ullg) (Ullg)
Sonicador
Tempo 30 min 0,00 0,05
60 min 0,00 0,04
Agitador Magnético
10 min 0,00 0,04
Tempo 30 min 0,01 0,05
60 min 0,01 0,01
Extracdo com gral e pistilo - 0,103

A partir desde resultado, todas as amostras foram submetidas a
maceracdo com gral e pistilo antes de serem submetidas ao ensaio para

determinacao da atividade enzimatica.

5.4. Otimizacao da producéo de L-asparaginase em cultivo solido.
Foram realizadas 15 corridas no design Plackett—-Burman para a

identificacdo das variaveis significativas na producdo de L-asparaginase em



36

cultivo sdélido utilizando casca de soja ou farelo de trigo como residuos (Tabela

10). A maior atividade encontrada foi determinada com a utilizacéo de casca de

soja, corrida 2 com 0,31 Ul/mL. Porém a ANOVA (Tabela 10) identificou somente

uma variavel significativa, o tempo de cultivo (X3, p=0,03). O R?= 0,61 indica que

esse modelo ndo pode ser utilizado para determinar a atividade enzimética.

Quando analisada a producdo com farelo de trigo, a atividade méaxima foi

encontrada na corrida 5 com 0,25 Ul/mL.

Tabela 10: Matriz do Design experimental Plackett—Burman com triplicata no

ponto central para producédo de L-asparaginase em cultivo solido. Resultados da

atividade de L-asparaginase utilizando farelo de trigo casca de soja como

residuo.

Atividade L-  Atividade L-
. asparaginase asparaginase
Corrida X1 Xz Xa Xa Xs Xo b e e s
trigo (Ul/mL) soja (Ul/mL)

1 95 35 48 15 15 2 0,134 0,075

2 56 35 96 05 15 2 0,17 0,31

3 95 25 96 15 05 2 0,215 0,285

4 556 35 48 15 15 05 0,127 0,091

5 56 25 96 05 15 2 0,256 0,13

6 556 25 48 15 05 2 0,111 0,04

7 95 25 48 05 15 05 0,14 0

8 95 35 48 05 05 2 0,098 0,069

9 95 35 96 05 05 05 0,15 0,225

10 55 3 9 15 05 05 0,144 0,109

11 95 25 9 15 15 05 0,198 0

12 55 25 48 05 05 05 0,087 0,049

13 75 30 72 1 1 125 0,136 0,063

14 75 30 72 1 1 125 0,167 0,114

15 75 30 72 1 1 125 0,141 0,183

X1: pH; X2: Temperatura (°C); X3: Tempo de incubacao (horas); Xa4: L-prolina (%);

Xs: L-asparagina (%); Xe: Glicose

Kumar e colaboradores (2013) analisaram a resposta de atividade de L-

asparaginase para o fungo Cladosporium sp. em funcéo das variaveis umidade,

temperatura, pH, concentracdo do inoculo e tempo de incubacéo. O fungo obteve

maior atividade em farelo de trigo (3,74 Ul). Segundo a analise de variancia,

todas as variaveis estudadas apresentaram efeitos significativos na producao de
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L-asparaginase. No planejamento proposto por este trabalho para a produgéo de
L-asparaginase em farelo de trigo, a ANOVA (Tabela 11) apresentou
significAncia nas variaveis temperatura (p=0,03), tempo de incubacéo (p=0,0003)

e concentracéo de L-asparagina (p=0,01) (Kumar et al., 2013).

Tabela 11: Analise de variancia (ANOVA) para PBD da producdo de L-

asparaginase em casca de soja e farelo de trigo.

Casca de Soja Farelo de Trigo

Fonte F-value p-value F-value p-value

Modelo 1,86 0,2178 9,81 0,0025

X1: pH 0,06 0,8034 0,32 0,5867

X2: Temperatura 1,67 0,2370 6,79 0,0314

X3: Tempo de 6,42 0,0390 38,1 0,0003
cultivo

X4: L-prolina 0,40 0,5481 0,16 0,7022

X5: L-Asparagina 0,35 0,5740 9,7 0,0143

X6: Glicose 2,25 0,1773 3,82 0,0865

Falta de Ajuste 2,31 0,3297 1,67 0,4211

Atividade L-asparaginase em farelo de trigo = +0.062500 + 1.66667 E-003*X1 -
3.06667E-003*X2 +1.51389 E-003*X3 + 4.66667E-003*Xs4 + 0.036667*Xs +
0.015333*Xs

Atividade L-asparaginase em casca de soja = - 0.23398 - 3.12500 E-003* X1 +
6.25000 E-003* X2 + 2.55208 E-003* X3 - 0.030500* X4 - 0.028500* Xs +
0.048333* Xe

szarelo de trigo = 0,88. R2 casca de soja = 0,61. Nivel de significéncia de 95%.

Dias e colaboradores determinaram uma atividade de L-asparaginase de
89,22 U/g utilizando uma combinacédo de 3 residuos, farelo de trigo, farelo de
soja e farinha de algodao. Essa atividade foi determinada em 96 horas o que se
assemelha ao tempo de incubagdo necessario para gerar as melhores atividades
presentes no cultivo em estado solido presente neste trabalho (Dias et al., 2015).

No entanto, € valido ressaltar que os resultados presentes na literatura
avaliam a producao de L-asparaginase através do método proposto por Imada e
colaboradores (1973). Esse método quantifica a liberacdo de am6nia no meio de
cultivo como produto da reacéo catalisada pela L-asparaginase. Entende-se que,

amonia pode ser um produto de metabolismo de diversos substratos presente
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no meio de cultivo, logo, pode haver alteragdes que superestimem a atividade
enzimatica quando determinada por esse meétodo. Essa hipotese ja foi avaliada
em trabalho anterior pertencente ao grupo do laboratério (Almeida, 2015). E por
considerarmos a amonia presente no meio um interferente na metodologia
apresentada por diversos autores, n0s questionamos estes altos valores de L-
asparaginase relatados na literatura e passamos a estudar a producdo da
enzima de interesse pela metodologia proposta por Drainas e colaboradores
(1977), que por fundamentar-se na quantificacdo de B-hidroxamato aspartico
liberado no meio pela presenca da enzima L-asparaginase, diminui a
interferéncia na quantificacdo pela metodologia proposta por Imada e
colaboradores (1973), quando utilizada para avaliar a atividade enzimatica em
meio liquido. E importante dizer que a metodologia proposta por Imada et al.
(1973) pode ser corretamente aplicada na quantificagdo da L-asparaginase
purificada, onde ndo existe mais a interferéncia da aménia no método.

Além da interferéncia da aménia na metodologia inicial utilizada para
quantificar a enzima de interesse presente no caldo fermentado e no micélio,
observou-se que apos o processo de fermentacdo em estado solido néo era
possivel separar o micélio do residuo agroindustrial 0 que ocasionava posterior
interacdo do residuo da soja ou do trigo presentes no meio com 0 ensaio
enzimatico. O macerado resultante da extracdo enzimatica possuia micélio
fungico e residuo agroindustrial, impedindo a leitura fidedigna da atividade
enzimatica presente no meio. A quantificacdo da atividade enzimatica no meio
de cultivo, filtrado e sem residuo agricola ndo solucionava esta inferéncia, uma
vez que se sabe que a L-asparaginase permanece no espaco periplasmatico.

Desta forma, com o objetivo de eliminar estes interferentes, optou-se por
utilizar os residuos em cultivo submerso visando a diminuigdo dessas interacdes

e 0 aumento da atividade de L-asparaginase.

5.5. Avaliagcdo da producao de L-asparaginase em cultivo submerso
utilizando farelo de trigo.

Foram realizadas 64 corridas para determinar a atividade maxima de L-
asparaginase nas condi¢Oes propostas. Primeiramente, a matriz apresentada na
Tabela 12 para o planejamento em Plackett—-Burman estabeleceu 15 corridas

para a avaliacdo de 11 variaveis independentes. A corrida 1 apresentou maior
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resposta (1,27 Ul/mL) ao modelo proposto. Pode-se observar que a menor
resposta, corrida 12 (0,06 Ul/mL) ocorreu quando todos os fatores analisados

apresentavam menor nivel. (Tabela 12).

Tabela 12: Matriz do planejamento experimental Plackett—Burman com triplicata
no ponto central para producdo de L-asparaginase em cultivo submerso.

Resultados da atividade de L-asparaginase utilizando farelo de trigo como

residuo.
X; X2 X3 X4 Xs Xe X7 Xe Xo X0 Xu All Vll_d_ ade
Corrida (% (% (% % % &% % @ % % (% .
PNV)  pN)  pN) pi) pN) pi) pN) pi) pN) pi) ph) aSp(aL‘Jrl";‘r?]'C)ase
1 1,4 30 10 50 25 35 48 50 05 12 0.2 1,27
2 04 30 50 10 25 35 9 50 05 02 1,2 0,15
3 1,4 05 50 50 05 3 96 90 05 02 0.2 0,33
4 04 30 10 50 25 25 9 90 15 02 0,2 0,49
5 04 05 50 1,0 25 35 48 90 15 1,2 0,2 0,00
6 04 05 10 50 05 35 9 50 15 1,2 1,2 0,14
7 1,4 05 10 10 25 25 9 90 05 12 1.2 0,59
8 1,4 30 10 10 05 35 48 90 15 02 1.2 0,81
9 1,4 30 50 10 05 25 9 50 15 12 0.2 0,43
10 04 30 50 50 05 25 48 90 05 12 12 0,41
11 14 05 50 50 25 25 48 50 15 02 12 0,09
12 04 05 1,0 1,0 05 25 48 50 05 02 02 0,06
13 09 1,75 3,0 30 15 30 72 70 10 07 07 0,29
14 09 1,75 30 30 15 30 72 70 10 07 07 0,36
15 09 1,75 30 30 15 30 72 70 10 07 07 0,37

X1: L-asparagina (%); Xz: L-Prolina (%); X3: Residuo agroindustrial (%); X4: Caldo
Batata Dextrose (%); Xs: Sulfato de Aménia (%); Xe: Temperatura (°C); X7:
Tempo (h); Xs: pH; Xo: Extrato de levedura (%): Xio0: Sacarose (%); X11: Glicose
(%);

A falta de ajuste do modelo foi considerada nao significativa (p > 0,05) o
gue indica que o modelo pode ser utilizado para prever o efeito de cada variavel
na resposta (Rodrigues e lemma, 2005). As variaveis L-asparagina (X1), L-
prolina (X2), caldo batata dextrose (X4) e sacarose (X1o) apresentaram valor de p
< 0,05 e efeito positivo (Tabela 13), entdo foram selecionadas para a continuagéo
do processo de otimizacdo. As variaveis que nao expressaram significancia (p >
0,05) foram excluidas do planejamento experimental. Quanto as variaveis
significativas com efeito negativo, o residuo e o extrato de levedura, essas foram
mantidas no nivel minimo até o final do planejamento. O efeito apresentado pela

ANOVA no primeiro planejamento representa a tendéncia de cada variavel em
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influenciar na resposta. Quando o efeito é positivo conclui-se que no aumento
dos valores de determinada variavel, até certo nivel pode haver uma melhora
positiva ha resposta. Quando o resultado do efeito € negativo, entende-se que o
decréscimo dos valores de cada variavel analisada pode aumentar a resposta

esperada.

Estudos analisando a otimizacdo da producédo de L-asparaginase
utilizando PBD j& definiram a L-asparagina como fator significativo com influéncia
positiva. O que corrobora com resultados presentes neste trabalho (Baskar e
Renganathan, 2009; Heba et al., 2014; Farag et al., 2015).

Tabela 13: Analise de variancia (ANOVA) e efeito para PBD da producéo de L-

asparaginase em farelo de trigo em estado submerso.

Fonte SQ GL MQ F-value p-value Efeito
Modelo 147 11 013 31,87  0,0079 i
X1: L-asparagina 0,43 1 0,43 101,90 0,0021 0,38
X2: L-prolina 0,47 1 047 110,90 0,0018 0,39
Xs: Residuo 0,31 1 031 74,08 00033  -0,32
)[ggxt(r:oaslgo Batata 40 1 040 952 00539 004
;ﬁ; Onisa“”ato e 9013 1 0013 3,09 01768 0,066
Xe: Temperatura 0,032 1 0,032 7,65 0,0698 0,10
X7: Tempo 0021 1 0,021 506 01101  -0,084
Xs: pH 0020 1 0,020 4,74 01176 0,081
o drato d® 0060 1 0060 1436 00322 -0,14
X10: Sacarose 0069 1 0069 1631 00273 0,15
X11: Glicose 0012 1 0,012 294 01850 -0,064
Faltade Ajuste  8,809'10° 1 8,809'10° 4,64  0,1642 i
Erro puro 3,80010° 2 1,900'103 -

SQ= soma dos quadrados; GL= grau de liberdade; MQ= meia do quadrado; R?=
0,9915.* Nivel de significancia de 95%.

Atividade Asparaginase = - 0.36782 + 0.37783"X1 + 0.15767 Xz - 0.080542"X3 +
0.028875'X4 + 0.032917"Xs + 0.010350°Xs - 1.75347E-003"X7 + 0.020375 Xg -
0.14183"Xg + 0.15117"X10 - 0.064167 X11
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Analisando o gréfico de superficie de resposta (Figura 7) pode-se
observar a tendéncia em se obter uma regido 6tima em relacédo a resposta de
atividade de L-asparaginase. Portanto, um modelo de design do composto

central foi proposto para a otimiza¢édo da producdo enzimética.

Atividade Asparaginase

3.00 1.4
238 115
175 09

1.13 0.85 A: L-asparagina
050 04

B: L-prolina
Figura 7: Grafico de superficie resposta para atividade de L-asparaginase
utilizando farelo de trigo como residuo em funcdo das varidveis X1 (L-
asparagina) e X2 (L-prolina).

Outras 30 corridas (6 pontos centrais, 8 pontos axiais e 16 pontos fatorais)
(Tabela 14) foram propostas utilizando planejamento de design do composto
central. A atividade maxima experimental foi de 1,46 Ul/mL. A relacdo C:N
disponivel no meio de cultura na corrida 3 foi de 4,82, uma relacédo considerada
distante da relacdo C:N apresentada para a enzima L-asparaginase de 3 (Swain
et al., 1993) .

Tabela 14: Matriz do planejamento design do composto central com triplicata no

ponto central para producao de L-asparaginase. Resultados da atividade de L-
asparaginase utilizando farelo de trigo como residuo.

Atividade L-  Atividade L-

Corrida ((yxllv) (O/XZ/V) (()/X4/V) (O/X“}V) Recl:a.lﬁléo asparaginase asparaginase
°P °P °p °p ' Experimental Prevista
1 0,4 0,5 1,0 0,2 5,41 0,65 0,72
2 14 0,5 1,0 0,2 3,81 1,33 1,34
3 0,4 3,0 1,0 0,2 4,82 1,46 1,18
4 1,4 3,0 1,0 0,2 3,99 1,42 1,56
5 0,4 0,5 5,0 0,2 6,93 0,48 0,41
6 14 0,5 5,0 0,2 5,24 0,77 0,77
7 0,4 3,0 5,0 0,2 5,85 0,47 0,57
8 1,4 3,0 5,0 0,2 4,94 0,42 0,68
9 0,4 0,5 1,0 1,2 7,74 0,50 0,28
10 1,4 0,5 1,0 1,2 5,11 0,81 0,85
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Tabela 14: Matriz do planejamento design do composto central com triplicata no
ponto central para producao de L-asparaginase. Resultados da atividade de L-

asparaginase utilizando farelo de trigo como residuo (Continuacéo).

Atividade L-  Atividade L-

. X1 Xa X4 X10 Rela(;éo . .
Corrida 0 0 0 : asparaginase asparaginase
(ophv) - Cepi)  (opi) (% plV) CN Experimental Prevista

11 0,4 3,0 1,0 1,2 5,92 0,82 0,96
12 1.4 3,0 1,0 1,2 4,79 1,18 1,29
13 0,4 0,5 5,0 1,2 6,99 0,32 0,33
14 1,4 0,5 5,0 1,2 6,21 0,33 0,64
15 0,4 3,0 5,0 1,2 5,88 0,67 0,70
16 1,4 3,0 5,0 1,2 5,59 0,69 0,77
17 0,0 1,75 3,0 0,7 7,02 0,09 -
18 1,9 1,75 3,0 0,7 4,44 1,36 -
19 0,9 0,0 3,0 0,7 5,95 0,27 -
20 0,9 4,25 3,0 0,7 5,02 1,08 -
21 0,9 1,75 0,0 0,7 4,36 1,27 -
22 0,9 1,75 7,0 0,7 6,24 0,81 -
23 0,9 1,75 3,0 0,0 4,91 1,35 -
24 0,9 1,75 3,0 1,7 6,07 1,13 -
25 0,9 1,75 3,0 0,7 6,06 0,48 0,69
26 0,9 1,75 3,0 0,7 6,06 1,01 0,69
27 0,9 1,75 3,0 0,7 6,06 0,84 0,69
28 0,9 1,75 3,0 0,7 6,06 0,65 0,69
29 0,9 1,75 3,0 0,7 6,06 0,74 0,69
30 0,9 1,75 3,0 0,7 6,06 0,45 0,69

Xi1: L-asparagina (%); Xz2: L-Prolina (%); X4: Caldo Batata Dextrose (%); Xuio:

Sacarose (%).

A ANOVA (Tabela 15) identificou 3 variaveis significativas (p < 0,05), L-
asparagina (X1), L-prolina (X2) e caldo Batata dextrose (X4). A sacarose (X10) ndo
obteve significancia na resposta (p > 0,05). Nao foi observado relagdo entre as
variaveis, confirmando assim, a hip6tese de que nesses valores observados
essas variaveis possuem efeito independente na atividade de L-asparaginase. E
importante ressaltar que a analise estatistica indica que variagbes quadraticas

da concentracéo de sacarose podem ser significativas.
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Tabela 15: Analise de variancia (ANOVA) para o CCD da producédo de L-

asparaginase em farelo de trigo. Incluindo as variaveis independentes.

Fonte SQ GL MQ F-value p-value
Modelo 3,34 14 0,24 3,75 0,0079
Xi: L-asparagina 0,71 1 0,71 11,10 0,0046
X2: L-prolina 0,53 1 0,53 8,29 0,0115
X4: Caldo Batata 1,02 1 1,02 15,95 0,0012
Dextrose

Xi0: Sacarose 0,19 1 0,19 2,94 0,1071
X1X2 0,063 1 0,063 0,98 0,3377
X1X4a 0,068 1 0,068 1,06 0,3194
X1X10 2,025*10° 1 2,025*10° 0,032 0,8609
X2Xa 0,096 1 0,096 1,51 0,2384
X2X10 0,046 1 0,046 0,73 0,4078
XaX10 0,13 1 0,13 1,98 0,1800
X1? 8,400*10° 1  8,400*10° 0,13 0,7216
X2? 0,025 1 0,025 0,39 0,5430
Xa? 0,10 1 0,10 1,61 0,2232
X102 0,34 1 034 5,33 0,0357
Falta de Ajuste 0,96 15 0,064 1,57 0,3221
Erro puro 0,73 10 0,073

SQ= soma dos quadrados; GL= grau de liberdade; MQ= meia do quadrado; R?=
0,77. Nivel de significancia de 95%.

Atividade Asparaginase =+ 0,70 + 0,17*X1 + 0,15* X2 — 0,21* X4 — 0,088* X10 —
0,063* X1* X2 — 0,065* X1* X4 — 0,011* X1* X10— 0,077* X2* Xa + 0,054* Xo* X10 +

0,089* X4* X10 — 0,017* X1° — 0,030* X5° + 0,061* X4 + 0,11* X10°

A falta de ajuste no modelo novamente ndo apresentou significancia.
Porém, o R?= 0,77 esta abaixo do preconizado de 0,85. Nesse momento, visando
o melhoramento da produg&o, foi proposto um planejamento fatorial 2% com base

nos valores obtidos.

Foram realizadas 19 corridas com planejamento fatorial 2 (16 pontos
fatoriais, 3 pontos centrais). Obteve a melhor resposta no ponto central do
planejamento (corrida 17, 2,33 Ul/mL) onde observou-se que a relagdo C:N era
proxima da relacdo proposta para esta enzima pela literatura. A atividade de L-
asparaginase encontrada no planejamento fatorial foi de aproximadamente 1,6
vezes maior quando comparada com a maior atividade encontrada no design do

composto central (Tabela 16).
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Tabela 16: Matriz do planejamento fatorial 2% com triplicata no ponto central para
producdo de L-asparaginase. Resultados da atividade de L-asparaginase

utilizando farelo de trigo como residuo.

Corrida - - o~ X10 Relagdo aAstI;Iria(ijls aI;-e aitl\;ria(ijr? alge
(% piv) (% piv) (%ephv) (% ph) CN Ex%erirgnental Fl)3rev9i]sta
1 1,4 3,0 0,5 0,0 3,73 0,06 0,20
2 4,2 3,0 0,5 0,0 2,85 0,70 0,72
3 1,4 5,0 0,5 0,0 3,86 0,91 0,80
4 4,2 5,0 0,5 0,0 3,08 1,05 0,98
5 1,4 3,0 1,0 0,0 3,88 0,75 0,77
6 4,2 3,0 1,0 0,0 2,18 1,48 1,28
7 1,4 5,0 1,0 0,0 3,87 1,18 1,11
8 4,2 5,0 1,0 0,0 3,22 1,04 1,27
9 1,4 3,0 0,5 0,2 3,82 0,91 0,89
10 4,2 3,0 0,5 0,2 2,91 1,87 1,72
11 1,4 5,0 0,5 0,2 3,94 1,36 1,33
12 4,2 5,0 0,5 0,2 3,13 1,64 1,83
13 1,4 3,0 1,0 0,2 3,99 1,17 1,02
14 4,2 3,0 1,0 0,2 3,01 1,52 1,84
15 1,4 5,0 1,0 0,2 3,93 1,01 1,20
16 4,2 5,0 1,0 0,2 3,27 2,05 1,68
17 2,8 4,0 0,75 0,1 3,37 2,33 2,07
18 2,8 4,0 0,75 0,1 3,37 2,05 2,07
19 2,8 4,0 0,75 0,1 3,37 1,83 2,07

Xi1: L-asparagina (%); Xz2: L-Prolina (%); X4: Caldo Batata Dextrose (%); Xuio:

Sacarose (%).

A andlise de variancia (Tabela 17) revelou significancia para L-asparagina
e sacarose. Entretanto, pode-se observar a auséncia de significancia para as
variaveis L-prolina e caldo batata dextrose. O valor do coeficiente de correlagédo
(R? = 0,9915) indica grande possibilidades de os valores apresentados

corresponderem ao predito pelo modelo.
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Tabela 17: Analise de variancia (ANOVA) para o segundo CCD da producédo de

L-asparaginase em farelo de trigo. Incluindo as variaveis independentes.

Fonte SQ GL MQ F-value p-value
Modelo 252 11 2,29 5,20 0,0191
X1: L-asparagina 319 1 3,19 7,23 0,0312
X2: L-prolina 1,42 1 1,42 3,22 0,1160
X4: Caldo Batata Dextrose 134 1 1,34 3,03 0,1253
X10: Sacarose 6,38 1 6,38 14,5 0,0067
X1X2 0,18 1 0,18 0,40 0,5464
X1X4 0,07 1 0,07 0,15 0,7136
X1X10 0,84 1 084 1,89 0,2113
X2Xa 063 1 0,63 1,57 0,2509
X2X10 033 1 0,33 0,74 0,4182
XaX10 141 1 141 3,19 0,1173
X1? 940 1 9,40 21,3 0,0024
X2? 0

X42 0

X102 0

Falta de Ajuste 257 5 0,3707
Erro puro 052 2

SQ= soma dos quadrados; GL= grau de liberdade; MQ= meia do quadrado; R?=
0,9915. Nivel de significancia de 95%.

Atividade Asparaginase = - 0.36782 + 0.37783'X1 + 0.15767 X2 - 0.080542°X3
+0.028875'X4 + 0.032917°X5 + 0.010350°X6 - 1.75347E-003"X7 + 0.020375'X8
-0.14183°X9 + 0.15117°X10 - 0.064167°X11

O grafico de superficide de resposta (Figura 8) em funcéo das variaveis
significativas, L-asparagina e sacarose, apresenta uma regido Otima para a

atividade de L-asparaginase.
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Figura 8: Grafico de superficie resposta para atividade de L-asparaginase
utilizando farelo de trigo como residuo em funcdo das variaveis X1 (L-

asparagina) e X10 (Sacarose).
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Baskar e Renganathan (2012) determinaram uma ativiade de 40,86 Ul/mL
com uma cepa de Aspergillus terreus através de um deliniamento do composto
central onde identificou-se a relagdo positiva da concentracdo de L-asparagina
e L-prolina, esses resultados se assemelham com os que foram apresentados
neste trabalho.

Outra espécie do género Aspergillus também foi estudada por Dias e Sato
(2016). O estudo apresentou um prévio desing Plackett-Burman para selecéo de
variaveis significativas com a variacdo de temperatura, agitacdo, concentracao
de indculo, pH inicial, concentracédo de L-prolina, concentracédo de L-asparagina,
concentracdo de glicose e concentracdo de extrato de levedura e concentracao
de aveia. No entando, somente a temperatura, concentracéo de inéculo, e o pH
do meio de cultivo apresentaram significancia e efeito positivo para o modelo
proposto. O autor entdo propds uma design do composto central com a variacao
do pH e da concentracdo de inéculo. Nao houve a inclusdo da temperatura no
segundo planejamento. Apesar do efeito positivo a temperatura foi mantida em
30°C, ao contréario deste trabalho que apresentou um cultivo a 35°C. Apesar de
ser uma temperatura incomum para o cutlivo de micro-organismos, outros
estudos ja apresetarama producédo de L-asparaginase através de fungos a partir
de 30°C (Gurunathan e Sahadevan, 2012; Huang et al., 2014; Farag et al., 2015;
Shafei et al., 2015)

A andlise de variancia inicial para o PBD (tabela 13) apontou significancia
para o residuo (p = 0,0033), no entanto o efeito apresentado para essa variavel
foi negativo (-0,32) indicando que, em menores concentracdes de residuos
tende-se a haver um aumento na atividade de L-asparaginase. Considerando
que ainda ha residuo presente em todas as etapas de producéo, entende-se que
assim como apresentado para o cultivo em meio sélido, o residuo ainda
apresenta interferéncia negativa na producéo de L-asparaginase.

Entretanto, observando todas as etapas da otimizacdo observa-se que a
utilizacao de farelo de trigo pode ser uma alternativa viavel para a producéo de
L-asparaginase. O planejamento apresentado contou com a utilizacdo de 7
reagentes, 1 residuo agroindustrial e 3 fatores externos facilmente controlados,
0 uso desse tipo de metodologia pode reduzir os custos de producédo desta

enzima.
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5.6. Sistema Micelar de Duas Fases Aguosas
5.6.1. Curva de coexisténcia

Foi construida uma curva de coexisténcia variando as concentragées de
Triton X-114 e a temperatura do sistema (Figura 9). Foi avaliado a interferéncia
do extrato bruto quanto a diminuicdo ou o aumento da temperatura para a
particdo do sistema. A interferéncia foi determinada a partir da adicdo de
diferentes concentra¢des de extrato bruto a sistemas contendo 4 e 8% de Triton
X-114. A presente tem semelhanca com a curva Triton X-114/tampao
apresentada por Lopes (2010).

33
32
31

{; 20 Regido bifasica
g 29
2 28 A
§ 27
26 X
25 Regido monofasica
24
0 2 4 6 8 10 12
Triton X 114 (%)
% (p/p) Triton X-114 60 % Extrato Bruto ~ X 30 % Extrato Bruto 10 % Extrato Bruto

Figura 9: Curva de coexisténcia obtida experimentalmente para o SMDFA Triton
X-114/ Tampéao Tris/HCI 0,05M pH 8,6.

Pode-se observar que com o aumento da concentracédo do extrato bruto
existe uma tendéncia na diminuicdo da temperatura que ira provocar a particao
do sistema. Todos os sistemas realizados na otimizacdo da particdo liquido-
liguido estavam acima da curva proposta e, portanto, atingiram a estabilidade
em duas fases. Para o planejamento experimental determinou-se as
temperaturas de 28°C a 32°C.
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5.6.2 Aplicacao do sistema micelar de duas fases aquosas na purificagéo
de L-asparaginase

O coeficiente de particdo (K) da L-asparaginase foi considerado como a
varidvel dependente (resposta) do planejamento experimental. Os valores
obtidos no desenho experimental para o coeficiente de particdo de enzima (K),
o coeficiente de particdo de proteinas totais (Kp), o balanco de massa (BM),
razao volumétrica (R), rendimento (n), fator de purificagao (Pf) e seletividade (S)
estdo mostrados na Tabela 18.

Arazdo volumétrica é inversamente proporcional & concentragdo de Triton
X-114. Para o modelo observado obteve-se uma otimizacdo no coeficiente de
particdo no ponto central do planejamento (K= 0,05). No entanto, ainda observa-
se valores de K proximos ao ponto central para sistemas com 6 % de triton X-
114 (Sistemas: 7 e 8). Esses valores sdo dependentes da concentracdo de
extrato bruto presente no sistema.

O coeficiente de particdo de todos sistemas foi menor que 1 o que indica
a migracao preferencial da ASNase para a fase pobre em micelas, ou seja, fase
superior do sistema. No entanto, o coeficiente de particdo de proteinas totais
(Kp) também foi menor que um para a maioria dos sistemas indicando que a
maiorias das proteinas presente na amostra possuem maior afinidade pela fase
pobre em micelas.

O sistema 8 apresentou um fator de purificacéo (Pf) de 1,4, além de um
coeficiente de particdo baixo (K), demonstrando que a L-asparaginase migrou
preferencialmente para a fase pobre em micelas. O valor de rendimento para
esse sistema indica que ndo houve perda enzimatica. Entretanto, o coeficiente
de particdo de proteinas totais (Kp = 0,4) estabelece uma maior preferéncia de
todas as proteinas presentes na amostra migrarem para a fase hidrofilica do

sistema.
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Tabela 18: Resultados obtidos para o Design de composto central para a
extracdo liquido-liquido com variacdo dos parametros como temperatura,
concentracdo de triton X-114 e concentracdo de extrato bruto de L-

asparaginase.

Sistemas Valores reais Valores codificados

X1 X2 Xs X1 X2 X3 K BM RV n Kp Pf S

1 29 2 20 -1 -1 -1 031 789 22 60 09 02 03
2 31 2 20 1 -1 -1 033 754 15 57 09 03 03
3 29 6 20 -1 1 -1 021 04 08 38 10 06 0,2
4 31 6 20 1 1 -1 032 568 08 43 26 10 01
5 29 2 60 -1 -1 1 037 882 12 64 10 0,7 04
6 31 2 60 1 -1 1 021 104 38 8 11 0,7 0.2
7 29 6 60 -1 1 1 009 70,2 07 64 08 08 01
8 31 6 60 1 1 1 0,07 1465 1 100 04 14 0,2
9 28 4 40 -1,68 0 0 057 29 11 2 04 O 13
10 32 4 40 1,68 0 0 060 12 11 1 01 O 37
11 30 7,4 40 0 1,68 0 019 17 o7 1 05 O 04
12 30 4 6,3 0 0 -1,68 0 - 1 o 0,7 - 0
13 30 4 73,6 0 0 168 009 527 12 48 05 0,7 0,2
14 30 4 40 0 0 0 0,06 10 11 10 09 01 01
15 30 4 40 0 0 0 005 104 11 10 09 01 02
16 30 4 40 0 0 0 005 96 16 9 09 0 01

X1: Temperatura (°C); X2: Triton X-114 (% p/p); Xs: Extrato bruto (% p/p);

K: coeficiente de particdo da enzima; BM: balanco de massa; RV: razao
volumétrica; n: rendimento; Kp: coeficiente de particdo de proteinas totais; Pf:

fator de purificacdo; S: Seletividade. *Pontos axiais.

A ANOVA para a resposta (coeficiente de particao da enzima, K) revelou
significancia para o modelo em nivel de confianca de 95% (p < 0,05). A tabela
abaixo apresenta os valores de p calculados para cada variavel, aléem dos
valores estabelecidos para a interacdo entre as variaveis e interacdes

quadraticas (Tabela 19).
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Tabela 19: Andlise de variancia (ANOVA) para Design do composto central do

coeficiente de particdo da enzima (K).

Fonte SQ GL MQ F- Value p-value
Modelo 0,46 9 0,051 8,29 0,0091
Xi:Temperatura 1,01*10* 1 1,01*10% 0,016 0,9021
X2: Triton 0,023 1 0,023 3,79 0,0994
Xs:Extrato Bruto 5,55*10° 1 5,55*10°3 0,90 0,3795
X1 X2 5,51*10% 1 5,51*103 0,89 0,3812
X1 X3 0,012 1 0,012 1,95 0,2125
X2 X3 0,011 1 0,011 1,70 0,2398
X142 0,32 1 0,32 51,57 0,0004
X22 0,017 1 0,017 2,74 0,1492
X32 3,97*10% 1 3,97*103 0,64 0,4531
Falta de Ajuste 0,037 4 9,26*102 3968,75 0,0003
Erro puro 4,66*10° 2 2,33*10°3

SQ= soma dos quadrados; GL= grau de liberdade; MQ= meia do quadrado; R?=
0,98; R? ajustado = 0,95. Nivel de significancia de 95%.

K = 18.09 + 0.24*X1 + 2.08*Xz + 2.70%Xs - 3.750*10°%*X1*Xo + 0.91*X1*Xs + 1.97
*Xo*Xs - 5.54*X1” - 3.09%Xs" - 4.16%Xs"

Nenhuma variavel avaliada demonstrou significancia para o modelo
proposto. Do mesmo modo a ANOVA nao verificou efeito significativo na
interacdo entre as variaveis. No entanto, a avaliagdo quadratica da temperatura
foi significante (p = 0,0004) o que implica que o modelo deve ser reajustado para
variagdes maiores do fator temperatura.

A falta de ajuste no modelo foi significativa, o que é rerpesentado pela
Figura 10. Quando a falta de ajuste é significativa ndo é possivel afirmar que o
modelo descreve bem os dados. No entanto, a variagcdo aleatoria em torno da
reta é pequena visto que a média dos quadrados do erro puro é de 4,66*107..
Sabendo que a soma dos quadrados total € igual a soma dos quadrados do
modelo mais a soma dos quadrados dos residuos, isto é, falta de ajuste e erro

puro. Pode-se afirmar que o erro esta na falta de ajuste do modelo, por isso nédo
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pode-se rejeitar a hipotese de que o0 os dados ndo se ajustam ao

modelo.(Rodrigues e lemma, 2014)

0.60 —
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Valores de K preditos

003 —
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-0.03 013 029 0.44 0.60

Valores de K experimentais
Figura 10: Gréfico de Tendéncia. Resultados dos valores experimentais (eixo X)

x valores preditos pelo modelo (eixo y), para cada corrida numerada.

Onde, os numeros indicados sédo os sistemas propostos pelo planejamento do

Composto Central.

O grafico de superficie de resposta (Figura 11) para o coeficiente de
particdo em funcdo da concentracdo de extrato bruto e triton X-114 mostra a

melhor regido com resposta para o modelo proposto.

6.00 Py 31.00

5,05\ 30.50
4.00 . 30.00
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200 29.00

Figura 11: Grafico de superficie de resposta em funcéo das variaveis Triton X-

114 e Temperatura para a resposta K.
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N&o ha relatos na literatura de sistemas micelares de duas fases aquosas
para a particdo liquido-liquido de L-asparaginase. Porém, este sistema vem
sendo aplicado para purificacdo da enzima ja ha alguns anos, conforme mostra
revisdo do estado da arte (Rangel-Yagui et al., 2004; Mazzola et al., 2008).

Duarte e colaboradores (2015) verificaram que a utilizacdo de um SMDFA
foi mais eficiente de que um SDFA quanto a purificacdo de uma lipase produzida
por L. scottii L117. Nesse estudo, observou-se um rendimento de 93.85% e um
coeficiente de particdo de 7,76 indicando que a enzima se encontrava
majoritariamente na porcao rica em micelas do sistema, isto porque lipases
possuem muitos residuos hidrofébicos em sua estrutura. Esses resultados foram
obtidos a 25°C com cerca de 10% de Triton X-114. Duarte e colaborarodes
(2015) em um planejamento experimental, variaram a temperatura dos
experimentos de 23 a 33 °C, isto por que, a curva de coexisténcia utilizada com
tampéao Mcllvaine possui uma temperatura da linha de amarracdo menor do que
foi a utilizada no presente trabalho. Esse estudo corrobora a avaliagdo de que
poderiam ser utilizadas maiores variagdes de temperatura (Duarte et al., 2015).

Jaramillo e colaboradores aplicaram um SMDFA Triton X-114/Tampé&o
fosfato de sédio para a purificacdo de uma pectinase produzida por Aspergillus
oryzae. Neste trabalho, foi produzido um planejamento fatorial 23 que
demonstrou um sistema com rendimento de 375% a 30°C, 6% Triton X-114 e
15% de extrato bruto. Os autores ainda definem que os coeficientes de particdo
foram todos menores que 1, o que indica que a pectinase migrou
preferencialmente para a fase pobre em micelas do sistema. O SMDFA foi capaz
de extrair pigmentos para a fase rica em micelas e a biomolécula alvo para a
fase oposta. A temperatura utilizada e a concentracdo de tensoativo se
assemelham a utilizada para a purificagdo de L-asparaginase no sistema 8
(Tabela 18), no qual obteve-se o melhor rendimento (Jaramillo et al., 2013).

Considerando estes resultados e 0 baixo custo do processo de purificacao
utiizando SMDFA, entendemos ser relevante para a ciéncia o estudo da
purificacdo da enzima L-asparaginase atraves de técnicas ndo cromatograficas

como parte do processo.
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6. Conclusao

O presente trabalho apresentou a otimizacdo da producdo de L-
asparaginase em cultivo submerso utilizando farelo de trigo como residuo. A
atividade méxima encontrada foi realizada em um meio composto de 0,15%
K2HPO4; 0,052% KCI; 0,052% MgSOa; 0,001% FeSOa4; 0,001% ZnSO4; 0,001%
CuSO04, 0,5% Glicose; 0,2% Extrato de levedura, 0,5% de residuo e 2,8% L-
asparagina, 4,0% L-Prolina, 0,75% caldo batata dextrose, 0,1% sacarose (p/v).
A melhor producdo enzimética foi encontrada em 48 horas de cultivo a 35°C.
Pode-se concluir que a utilizacdo do farelo de trigo como residuo é uma boa
estratégia para a producdo desta enzima e ainda precisa ser mais estudada.
Outros estudos necessitam ser realizados afim de obter melhores atividades com
a utilizacao de outros residuos.

O SMDFA apresentou 6timo rendimento e fator de purificacdo razoavel.
Essa metodologia pode ser utilizada como um pré tratamento para a reducao de
contaminantes e eliminacdo de uma das etapas do processo de purificacao.
Novos sistemas precisam ser estudados com diferentes tensoativos e diferentes
temperaturas de separacdo visando um aumento no fator de purificacdo da
enzima.

A producédo da enzima em estado soélido apresentou resultados inferiores
aos relatados na literatura. A utilizacdo de metodologias para a quantificacao de
amonia livre no meio reacional pode alterar os resultados. No entanto, entende-
se que utilizando a metodologia para a quantificacao de B-hidroxamato aspartico
pode-se obter valores mais reais de atividade nesse tipo de cultivo. No presente
trabalho, ndo foi possivel a otimizacdo da producdo em estado sélido visto que
os residuos utilizados interferiram na metodologia proposta e ndo houve a
possibilidade de retira-los do contato com o micélio anteriormente.

Porém, entende-se que a utilizacdo dos residuos agroindustriais como o
farelo de trigo na suplementacdo de meios de cultivo, e a utilizagcdo de
metodologias alternativas para a purificacdo de biomoléculas, assim como o
SMDFA e o SDFA, podem reduzir os custos de producdo da L-asparaginase

comercial.
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