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RESUMO 
 

A enzima L-asparaginase (L-ASNase) foi a primeira enzima terapêutica descoberta e 
é utilizada no tratamento de leucemia Linfoblástica aguda (LLA). Seu mecanismo de 
ação consiste em catalisar a hidrólise da L-asparagina em L-ácido aspártico e amônia. 
Apesar de ser a primeira linha de tratamento para a LLA, ainda não existe produção 
de L-ASNase no Brasil. Além disso, todos as formulações de L-ASNase aprovadas e 
disponíveis no mercado são de origem bacteriana (de Escherichia coli nativa e 
peguilada, e de Dickeya dadantii), entretanto estas formulações podem causar 
toxicidade e hipersensibilidade em alguns pacientes. Visando a produção de uma L-
ASNase com efeitos adversos menores e maior rendimento, este trabalho tem como 
objetivo a investigação da L-ASNase do fungo Penicillium sizovae, isolado a partir do 
solo do cerrado. Duas abordagens foram avaliadas neste trabalho: a enzima nativa e 
a enzima heteróloga, expressa em sistema E. coli BL21(DE3). A produção da enzima 
nativa foi avaliada considerando condições de baixo custo e menor impacto ambiental, 
com uso de sistemas aquosos bifásicos (SABs) para a purificação. O SAB escolhido 
foi composto por PEG-2000/tampão fosfato, com fator de purificação (FP) de 1,63, 
dentre as condições avaliadas. Posteriormente, a cromatografia de troca iônica foi 
empregada, com rendimento de até 33,66% e FP de até 8,49. Em relação à enzima 
recombinante, sua clonagem e expressão em E. coli BL21(DE3) foram confirmadas 
por PCR, SDS-PAGE e Western Blot, ensaios que também confirmaram a presença 
enzima majoritariamente nas frações insolúveis, sugerindo a formação de corpos de 
inclusão (CI). As condições de cultivo, incluindo concentração de indutor, tempo pós-
indução e temperatura de indução foram otimizadas. Ensaios de solubilização com 
hidrocloreto de guanidina (GdnHCl) foram conduzidos, sendo a condição de cultivo de 
0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 ºC e 3 M de GdnHCl se destacou quanto à concentração de 
proteína e tamanho da banda correspondente à L-ASNase em SDS-PAGE. Matrizes 
experimentais com a finalidade de encontrar aditivos adequados para o redobramento 
foram realizadas, obtendo-se a enzima em tetrâmero após a adição de cátions 
divalentes, entretanto, sem atividade catalítica. Avaliações da construção do 
plasmídeo, do vetor, da linhagem celular e da expressão devem ser realizadas para 
que a enzima apresente atividade enzimática. 
  
Palavras chave: L-asparaginase; fungo filamentoso; expressão heteróloga; 
leucemia linfoblástica aguda; sistema aquoso bifásico.  
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ABSTRACT 
 

The enzyme L-asparaginase (L-ASNase) was the first therapeutic enzyme discovered 
and is used in the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL). Its mechanism of 
action involves catalyzing the hydrolysis of L-asparagine into L-aspartic acid and 
ammonia. Despite being the first-line treatment for ALL, there is still no production of 
L-ASNase in Brazil. Additionally, all approved and available L-ASNase formulations on 
the market are of bacterial origin (from native and pegylated Escherichia coli, and 
Dickeya dadantii); however, these formulations may cause toxicity and hypersensitivity 
in some patients. Aiming to produce an L-ASNase with fewer adverse effects and 
higher yield, this work focuses on investigating the L-ASNase from the fungus 
Penicillium sizovae, isolated from Cerrado soil. Two approaches were evaluated in this 
study: the native enzyme and the heterologous enzyme expressed in the E. coli 
BL21(DE3) system. The production of the native enzyme was assessed under low-
cost and environmentally friendly conditions, using aqueous two-phase systems 
(ATPS) for purification. The chosen ATPS was composed of PEG-2000/phosphate 
buffer, yielding a purification factor (PF) of 1.63 among the conditions evaluated. 
Subsequently, ion-exchange chromatography was employed, achieving up to 33.66% 
yield and a PF of up to 8.49. For the recombinant enzyme, its cloning and expression 
in E. coli BL21(DE3) were confirmed by PCR, SDS-PAGE, and Western Blot, which 
also showed the enzyme's presence predominantly in the insoluble fractions, 
suggesting the formation of inclusion bodies (IBs). The cultivation conditions, including 
inducer concentration, post-induction time, and induction temperature, were optimized. 
Solubilization assays with guanidine hydrochloride (GdnHCl) were conducted, with the 
cultivation condition of 0.1 mM IPTG, 2 h, 37 ºC, and 3 M GdnHCl standing out in terms 
of protein concentration and the corresponding L-ASNase band size in SDS-PAGE. 
Experimental matrices were developed to identify suitable additives for refolding, 
obtaining the enzyme in tetramer form after the addition of divalent cations; however, 
it lacked catalytic activity. Further assessments of plasmid construction, vector 
selection, cell strain, and expression conditions are necessary to achieve enzymatic 
activity. 
 

Keywords: L-asparaginase; filamentous fungi; heterologous expression; acute 
lymphoid leucemia; aqueous biphasic system. 
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1 INTRODUÇÃO 

A L-asparaginase (L-asparagina amido hidrolase, EC 3.5.1.1) é uma enzima 

capaz de catalisar a hidrólise da L-asparagina em L-ácido aspártico e amônia. Foi a 

primeira enzima terapêutica a ser descoberta e é atualmente a principal linha de 

tratamento para a leucemia linfoblástica aguda (LLA) (BATOOL et al., 2016). 

O desenvolvimento da LLA ocorre através de mutações genéticas em 

linfoblastos não ocorrendo sua maturação completa. Desta forma, as células mutadas 

apresentam ausência ou pouca produção da enzima L-asparagina sintetase pelas 

células neoplásicas, impedindo desta forma que células neoplásicas produzam L-

asparagina em níveis satisfatórios, ao contrário do que ocorre em células saudáveis. 

Tanto as células saudáveis quanto as leucêmicas necessitam do aminoácido L-

asparagina para seu funcionamento metabólico, portanto, as células leucêmicas 

necessitam de uma fonte exógena para sua sobrevivência. Desta forma, a ação 

quimioterápica da L-ASNase consiste na redução de L-asparagina na corrente 

sanguínea, que é necessária para a síntese proteica, consequentemente induzindo à 

apoptose das células neoplásicas (BRUMANO et al., 2019; KRALL et al., 2016).  

A incidência da LLA é maior em crianças até 5 anos de idade e após essa idade 

o risco declina lentamente até a faixa dos 20 anos, começando a aumentar após os 

50 anos. Cerca de 75% dos casos de LLA ocorrem em crianças e adolescentes, e 

representa 25% dos diagnósticos de leucemia nesta faixa etária, porém a maior taxa 

de mortalidade é em adultos. A maior incidência em crianças e adolescentes se deve 

ao fato de o sistema imunológico ainda estar em desenvolvimento, aumentando a 

vulnerabilidade a alterações genéticas, além do crescimento celular acelerado das 

células sanguíneas. Já a taxa de mortalidade é maior em adultos devido a uma menor 

tolerância farmacológica ao tratamento, devido aos efeitos adversos relacionados ao 

tratamento, a presença de comorbidades, uma baixa resposta ao tratamento, além de 

diagnósticos em estágios mais avançados da doença (INCA, 2020; NATIONAL 

CANCER INSTITUTE, 2018). Desde 1978, medicamentos a base de L-ASNase, 

juntamente com vincristina e dexametasona ou prednisona, já eram aprovados para o 

tratamento de LLA pela Food and Drug Administration (FDA), bem como pelo 

Ministério da Saúde, e este protocolo de tratamento tem proporcionado taxas de 

sobrevivência de até 90% em pacientes pediátricos, e 50% em pacientes adultos 
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(INABA; PUI, 2021; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013; QUINTANILLA-FLORES et al., 

2014). 

 As formulações de L-ASNase disponíveis atualmente são de origem bacteriana, 

de Escherichia coli e Dickeya dadantii (sin. Erwinia chrysanthemi pv. zeae), sendo a 

proveniente de E. coli (tanto nativa, quanto recombinante) considerada o tratamento 

de primeira linha, e de D. dadantii administrada em pacientes que apresentaram 

reações de hipersensibilidade (COSTA-SILVA et al., 2020; LIMA et al., 2020). Uma 

abordagem sendo explorada atualmente com a finalidade de reduzir as reações de 

hipersensibilidade é a produção de L-ASNase a partir de organismos eucariotos, 

baseado no fato de que células eucarióticas possuem maior similaridade com células 

humanas (SARQUIS et al., 2004). Já foram reportados na literatura L-ASNase fúngica 

dos gêneros Aspergillus (GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2012), Penicillium 

(FREITAS et al., 2022; SHRIVASTAVA et al., 2012), Fusarium (TIPPANI; 

SIVADEVUNI, 2014), Cladosporidium (MOHAN KUMAR; RAMASAMY; 

MANONMANI, 2013), Flammulina (EISELE et al., 2011) e Saccharomyces (DUNLOP; 

ROON, 1975) com potencial antileucêmico. Entretanto, a produção fúngica nativa, 

normalmente possui baixo rendimento.  

Explorar métodos de extração a partir de células fúngicas, bem como condições 

de cultivo e a utilização de plataformas que simulam o ambiente celular, além de 

serem amigáveis ao meio ambiente pode ser interessante considerando-se as 

limitações da produção fúngica. 

Outra alternativa para uma melhor resposta na qualidade e produção de L-

ASNase fúngica pode ser explorada em sistemas de expressão heteróloga em 

organismos geneticamente modificados. Além do aumento do rendimento, outras 

características podem ser adicionadas na enzima como maior estabilidade, 

especificidade e feedback de inibição (DEMAIN; VAISHNAV, 2009; TRIPATHI; 

SHRIVASTAVA, 2019). Portanto, a produção L-ASNase fúngica em sistemas de 

expressão heteróloga pode ser uma alternativa para a produção de uma enzima 

menos tóxica e com maior rendimento.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 LEUCEMIAS 

As leucemias consistem em um grupo de neoplasias caracterizadas pelo 

crescimento descontrolado de células sanguíneas e do acúmulo de leucócitos 

imaturos na medula óssea, que substituem as células sanguíneas saudáveis. Existem 

mais de 12 tipos de leucemia, sendo as quatro principais: leucemia mieloide aguda 

(LMA), leucemia mieloide crônica (LMC), leucemia linfoblástica aguda (LLA) e 

leucemia linfoblástica crônica (LLC). O tipo de leucemia varia de acordo com a 

linhagem de glóbulos brancos, sendo mieloide ou linfoblástica, e a depender do seu 

crescimento pode ser caracterizada como aguda ou crônica. Sua principal ocorrência 

é em adultos acima de 55 anos e em crianças de até 15 anos de idade (INCA, 2020, 

2022a). 

No mundo ocorrem anualmente 249 mil novos casos de leucemia em homens, 

sendo a décima neoplasia mais incidente, com risco de 6,5/100 mil. Para mulheres, 

são estimados 187 mil novos casos, com taxa de incidência de 5,0/100 mil, ocupando 

a décima segunda posição de neoplasia mais incidente neste grupo (BRAY et al., 

2018; FERLAY et al., 2013). No Brasil, o número de novos casos para cada ano do 

triênio 2020 – 2022 é de 5920 em homens e 4890 em mulheres (INCA, 2020). Em 

relação à mortalidade, no ano de 2020 no Brasil ocorreram 3703 óbitos com uma taxa 

de bruta de mortalidade de 3,58/100 mil homens e 3035 óbitos com uma taxa bruta 

de 2,8/100 mil mulheres (INCA, 2022b). 

 

2.1.1 Leucemia Linfoblástica Aguda 

A LLA é uma neoplasia causada por uma série de mutações genéticas nas 

células linfoblásticas, gerando proliferação, expansão, diferenciação anormais, e 

redução na capacidade de apoptose, promovendo o acúmulo de células linfoblásticas 

T ou B na medula óssea, corrente sanguínea e sítios extramedulares, substituindo 

células saudáveis. Os principais sintomas são anemia, trombocitopenia e 

granulocitopenia, podendo resultar em meningite leucêmica, anemia, insuficiência 

hepática e renal, podendo levar o paciente a óbito (EMADI; LAW, 2022; 

TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). 
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A LLA apresenta alta incidência entre todas as leucemias, afeta homens e 

mulheres, adultos, crianças e aflige todas as regiões do mundo. Apesar da sua alta 

prevalência, esta leucemia ocorre principalmente em crianças, com seu pico de 

incidência entre 2 a 5 anos de idade, e é o tipo mais comum de leucemia em crianças. 

A LLA corresponde 75% dos diagnósticos de leucemia em crianças e adolescentes e 

20% dos diagnósticos de leucemia em adultos (AVRAMIS, 2012; ONCIU, 2009; 

SOCIETY, 2021). Apesar de apenas 20% dos casos de LLA serem em adultos, esta 

é a população com maior mortalidade da doença. Crianças e adolescentes 

apresentam uma alta resposta ao tratamento, enquanto 30 – 40% dos pacientes 

adultos atingem uma remissão de longo período (JABBOUR et al., 2015; 

TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). 

A introdução da L-ASNase no tratamento da LLA foi considerada um marco na 

medicina devido à sua completa remissão em crianças e adolescentes após sua 

administração (BRUMANO et al., 2019). A ação quimioterápica da L-ASNase consiste 

na redução da replicação de células leucêmicas por reduzir o suprimento de 

aminoácidos necessários para a síntese proteica que permite o metabolismo e 

sobrevivência celular na corrente sanguínea, consequentemente causando apoptose 

das células malignas (KRALL et al., 2016). Tanto células saudáveis quanto células 

leucêmicas necessitam do aminoácido L-asparagina para seu funcionamento 

metabólico. Entretanto, células saudáveis são capazes de sintetizar tanto a L-

asparagina quanto a L-asparagina sintetase, enquanto células leucêmicas não 

possuem esta capacidade de síntese do aminoácido. Desta forma, elas dependem de 

uma L-asparagina exógena para sua sobrevivência. A administração de L-ASNase 

leva à morte de células neoplásicas devido à depleção de L-asparagina na corrente 

sanguínea (BATOOL et al., 2016).  

O diagnóstico da LLA ocorre por meio de hemograma completo, esfregaço de 

sangue, avaliação da medula óssea, estudos histoquímicos, citogenéticos e 

imunofenotipagem. O diagnóstico indica LLA quando blastos de origem linfoblástica 

são maiores que 20% das células nucleadas da medula, ou maiores que 20% das 

células não-eritrócitas, quando o componente eritrócito é > 50% (EMADI; LAW, 2022).  

O tratamento quimioterápico para LLA inclui 4 fases gerais: 1) indução da 

remissão, com a finalidade de obter uma remissão completa; 2) consolidação pós 

remissão, um tratamento intensivo com quimioterápicos diferentes; 3) manutenção e 
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reindução, com o uso dos mesmos medicamentos utilizados na fase 1; 4) manutenção, 

com um tratamento mais brando e mantido por vários meses. Para casos 

diagnosticados em estágios iniciais, o tratamento consiste em 3 ou 4 ciclos de blocos 

quimioterápicos pelos primeiros 9 – 12 meses, seguido de 2,5 – 3 anos de 

quimioterapia de manutenção (EMADI; LAW, 2022). Apesar de longo, o tratamento 

para LLA utiliza baixas doses de quimioterápicos (ACS, 2019). Os principais 

antineoplásicos utilizados no tratamento são inibidores da topoisomerase, 

antraciclinas, antimetabólitos, corticoides e agentes alquilantes (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Lista de medicamentos utilizados no tratamento quimioterápico da LLA. 

Fármaco Classe medicamentosa 
Vincristina Antimitótico 

Daunorubicina 

Doxorubicina 

Idarubicina 

Antraciclina 

Etoposídeo Inibidor da topoisomerase II 

Citarabina 

6-Marcaptopurina 

6-tioguanina 

Metotrexato 

Antimetabólito 

L-asparaginase Inibidor de proteína 

Ciclofosfamida Agente alquilante 

Mitoxantrona Antracediona 

Predinisona 

Predinisolona 

Dexametasona 

Hidrocortisona 

Corticoide 

Fonte: EMADI; LAW (2022). 

 

Os medicamentos quimioterápicos normalmente ocasionam um grande número 

de efeitos adversos, incluindo perda capilar, feridas na mucosa bucal, perda de 

apetite, diarreia, náusea, além do aumento do risco de infecções, redução de 

plaquetas na corrente sanguínea e fatiga. Os principais efeitos de hipersensibilidade 
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relatados em relação à administração da L-ASNase é o risco do aumento de coágulos 

sanguíneos, relativos ao fator de coagulação antitrombina III (EMADI; LAW, 2022).  

A L-asparaginase é considerada o padrão ouro para tratamento de LLA, estando 

listada na 22ª Lista de Medicamentos Essenciais e na 8ª Lista de Medicamentos 

Essenciais Para Crianças da Organização Mundial da Saúde (OMS, 2021).  

 

2.2 L-ASPARAGINASE 

A L-ANSase foi identificada pela primeira vez por LANG (1904), e CLEMENTI 

(1922) observou a presença da L-ASNase no plasma sanguíneo de porcos-da-índia. 

Mais de 20 anos depois, KIDD (1953) fez uma progressão de experimentos para 

provar a habilidade do plasma sanguíneo dos porcos-da-índia funcionarem como 

inibidores de tumores. Nestes estudos, ele testou injetar de forma subcutânea o sérum 

sanguíneo em camundongos com linfossarcoma. Nestes casos, as células 

cancerígenas não se reproduziram, enquanto camundongos não tratados morreram. 

Entretanto, foi apenas em 1961 que BROOME (1961)  identificou a L-ASNase como o 

agente antitumoral encontrado no plasma sanguíneo dos porcos-da-índia.  

O mecanismo de ação da L-ASNase inclui a catálise da reação de hidrólise do 

grupo amino da cadeia lateral do aminoácido L-asparagina, liberando L-ácido 

aspártico e amônia (Figura 1) (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007).  

 

 
Figura 1. Hidrólise da L-asparagina em L-ácido aspártico e amônia pela ação da L-

asparaginase.  

Sua ação antineoplásica ocorre devido à necessidade de L-asparagina tanto em 

células saudáveis quanto leucêmicas para a síntese de proteínas. As células 

saudáveis utilizam a enzima L-asparagina sintetase para a produção deste 

aminoácido. Em humanos, esta enzima usa a glutamina para fornecer uma amina e 

adicioná-la ao aspartato, formando o grupo amida característico da L-asparagina 
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(GOODSELL, 2005). Células leucêmicas, entretanto, exigem um fornecimento 

constante do aminoácido L-asparagina devido à ausência da L-asparagina sintetase, 

obtendo a L-asparagina necessária para seu metabolismo a partir do sangue (Figura 

2).  

 
Figura 2. Mecanismo de ação da L-asparaginase na leucemia linfoblástica aguda.  
Fonte: autoria própria. 

 

Com a presença da L-ASNase, a L-asparagina da corrente sanguínea é 

hidrolisada, e consequentemente ocorre o bloqueio de ciclos metabólicos da célula 

neoplásica, levando-as de maneira seletiva à apoptose (LOPES et al., 2017).  

A L-ASNase pode ser encontrada em vários organismos e já foi reportada em 

animais, plantas e microrganismos (bactérias, fungos, algas, leveduras e 

actinomicetos). Apesar desta grande variedade de fontes, as que tem maior destaque 

na pesquisa são de origem microbiana, devido sua facilidade para produção em larga 

escala e seus métodos de produção (PATRO; SATPATHY; GUPTA, 2011). Pelo 

menos 40 espécies bacterianas já foram reportadas como produtoras de L-ASNase, 

variando entre gram-positivas e gram-negativas (BATOOL et al., 2016).  

A L-ASNase é considerada um biofármaco. De acordo com a legislação 

brasileira, a RDC 55/2010 da Anvisa define que biofármacos (ou biomedicamentos) 

podem ser classificados como medicamentos obtidos a partir de fluidos biológicos ou 

de tecidos de origem animal, ou medicamentos obtidos por procedimentos 

biotecnológicos (ANVISA, 2010). 



 
31 

A estrutura cristalográfica da L-ASNase II comercial de E. coli (Elspar®) realizada 

por SWAIN et al. (1993a) determinou que a enzima é um homotetrâmero, no qual cada 

monômero é formado por 330 aminoácidos (Figura 3). O peso molecular total é de 

139,04 kDa, sendo que possui 4 subunidades de peso molecular 34,8 kDa. As 

subunidades são constituídas por dois domínios a/b conectados pelos aminoácidos 

191-212 da sequência. O tetrâmetro possui 2 subunidades enzimáticas e dois 

domínios em cada subunidade, e cada domínio possui um sítio ativo responsável pela 

catálise dos substratos. Os monômeros são capazes de se associar fortemente, 

formando dímeros unidos por forças de Van der Waals e interações eletrostáticas. Os 

dois dímeros também são ligados da mesma forma, sendo ativos apenas na 

conformação tetramétrica (Figura 3) (SWAIN et al., 1993).  

Além disso, a L-ASNase é uma enzima que se mostra estável estruturalmente 

em uma ampla faixa de pH (4,5 - 11,5), e apresenta um leve aumento na atividade e 

estabilidade em valores de pH alcalinos (STECHER et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A L-ASNase pode ser classificada em 3 famílias, baseada em suas propriedades 

bioquímicas e sequência de aminoácidos (MÜLLER; BOOS, 1998). A família 1, a qual 

pode ser divida em dois tipos, previamente era considerada L-ASNase do tipo 

bacteriana, a família 2 é a L-ASNase do tipo vegetal, e a família 3 é composta pela L-

ASNase rhizobial (BOREK; JASKÓLSKI, 2001; IZADPANAH QESHMI et al., 2022).  

A 

 
A 

 
B 

Figura 3. Estrutura cristalográfica do tetrâmero (A) e de um monômero (B) da L-

ASNase comercial Elspar®. Protein data bank: 3ECA. 
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No sistema de classificação atual, a L-ASNase do tipo bacteriana conserva um 

motivo contendo treonina na sua sequência de aminoácidos, e um resíduo de lisina 

correspondendo à EcAII Lys162. Além de bactérias, arqueas e eucariotos também 

estão incluídos neste grupo (BOREK; JASKÓLSKI, 2001). A L-ASNase tipo bacteriana 

é dividida em dois subgrupos que codificam os genes ansA e ansB que são traduzidos 

como EcAI (tipo 1) e EcAII (tipo 2). Este sistema de classificação é amplamente 

aplicado em bactérias, eucariotos e arqueas (LOCH; JASKOLSKI, 2021). A EcAI é 

citosólica, possui baixa afinidade com a L-asparagina e alta especificidade por L-

glutamina. Por outro lado, EcAII é expressa no espaço periplasmático com alta 

afinidade pela L-asparagina e baixa afinidade pela L-glutamina. Tais propriedades 

enzimáticas são ideais para seu uso terapêutico (CAMPBELL et al., 1967; 

IZADPANAH et al., 2018; LOCH; JASKOLSKI, 2021). A nomenclatura (EcAI e EcAII, 

por exemplo) considera o organismo de origem e o tipo de enzima, com a adição do 

numeral romano, e é utilizada em outras L-ASNases. Alguns exemplos são PfAI 

(Pyrococus furiosus tipo 1), HpAII (Helicobacter pylori tipo 2), ErAII (D. dadantii tipo 2), 

e EwAII (E. carotovora tipo 2) (LOCH; JASKOLSKI, 2021).  

A primeira estrutura cristalográfica em alta resolução obtida de uma L-ASNase 

tipo bacteriana foi da EcAII (Elspar®), o que revelou a presença de um sítio ativo 

contendo a tríade Thr-Lys-Asp, similar com a tríade Ser-His-Asp encontrada em serino 

proteases (SWAIN et al., 1993). 

A segunda família do sistema de classificação atual é conhecida como L-ASNase 

de origem vegetal. Elas foram distinguidas por apresentar conservação absoluta no 

resíduo catalítico de treonina (GUO et al., 1998; LIU; GUAN; ARONSON, 1998; 

OINONEN et al., 1995; XUAN et al., 1998). Altos níveis de atividade enzimática foram 

observados em tecidos do desenvolvimento de plantas, como folhas e raízes 

(MICHALSKA; BUJACZ; JASKOLSKI, 2006). No contexto de plantas altas, duas 

formas distintas de L-ASNase presentes no citosol foram identificadas: potássio 

dependente e potássio independente, que apresentam diferenças imunológicas 

(SODEK; LEA; MIFLIN, 1980). O cDNA da L-ASNase tipo vegetal revela diferenças 

de enzimas tipo bacteriano, e com similaridades às aspartilglicosaminidases (LOUGH 

et al., 1992). Tal enzima apresenta sequencias semelhantes a L-ASNases de plantas, 

leveduras, arquea, Homo sapiens, Drosophila melanogaster, E. coli (EcAIII, a partir do 

gene ybiK), dentre outros. L-ASNases do tipo vegetal catalisam a hidrólise da cadeia 
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lateral da amida na L-asparagina, e pertence à superfamília das hidroláses 

nucleofílicas de N-terminal (IZADPANAH et al., 2018). Estudos demonstraram que a 

variante potássio independente apresenta maior afinidade à L-asparagina, além de 

baixa afinidade à L-glutamina (CHAGAS; SODEK, 2001; MOHAMED et al., 2016).  

A terceira família refere-se à L-ASNase do tipo rhizobial. Rhizobium etli é uma 

bactéria simbiótica fixadora de nitrogênio, hospedeira de plantas leguminosas, e utiliza 

a L-asparagina como sua única fonte de carbono e nitrogênio através da atividade de 

duas L-ASNases, uma constitutiva e uma induzível (HUERTA-ZEPEDA et al., 1997). 

A análise filogenética das sequencias da L-ASNase de R. etli demonstrou que a 

enzima induzível não apresenta nenhuma similaridade às L-ASNases das outras 

famílias (BOREK; JASKÓLSKI, 2001). Entretanto, a sequencia de nucleotídeos da L-

ASNase de R. etli constitutiva apresentou similaridades às de E. coli e D. dadantii, 

sugerindo diferente especificidades imunobiológicas. Além disso, a L-ASNase do tipo 

rhizobial constitutiva demonstrou baixa afinidade à L-glutamina (MORENO-

ENRÍQUEZ et al., 2012).  

O sistema de nomenclatura que inclui a fonte da L-ASNase e o tipo (numeral 

romano) também é aplicado atualmente às L-ASNases do tipo vegetal e do tipo 

rhizobial. EcAI e EcAII pertencem à família tipo bacteriana, EcAII (que também é 

oriunda de E. coli) pertence à família tipo vegetal. Diferentes reinos estão presentes 

nas famílias bacteriana e vegetal, gerando discrepâncias. Em uma revisão da 

literatura, DA SILVA et al. (2021) propuseram um sistema reformulado 

desconsiderando a taxonomia biológica das fontes de L-ASNases (LOCH; 

JASKOLSKI, 2021).  

A L-ASNase tipo II atualmente produzida a partir de E. coli (nativa e peguilada) 

(EcAII) e de D. dadantii (ErAII) são utilizadas como agente antitumoral há de 30 anos 

para o tratamento de LLA, sendo ainda as únicas fontes disponíveis no mercado para 

uso clínico (BOREK; JASKÓLSKI, 2001). As duas se encontram no espaço 

periplasmático, que o é caracterizado como um compartimento separado pelo 

citoplasma, o qual o ambiente redutor permite mecanismos mais eficientes para o 

enovelamento correto das proteínas (MILLER; SALAMA, 2018).  

Uma formulação de L-ASNase com alta estabilidade e tempo de meia-vida são 

cruciais para uma formulação ideal, pois essas características podem evitar a 

necessidade de múltiplas administrações, o que pode ocasionar menos chances de 
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reações de hipersensibilidade nos pacientes (KRISHNAPURA; BELUR; 

SUBRAMANYA, 2015). Uma modificação para prevenir a depleção de L-ASNase na 

corrente sanguínea, aumentando seu tempo de meia-vida, é a conjugação com PEG 

(polietileno glicol). Nestas formulações, unidades de PEG são ligadas às enzimas por 

ligações covalentes (MÜLLER; BOOS, 1998; XIONG et al., 2021; YOSHIMOTO et al., 

1986). 

As principais manifestações clínicas das reações de hipersensibilidade da 

administração da L-ASNase incluem anafilaxia, reações alérgicas, edema, 

broncoespasmo, urticária e erupção cutânea, prurido e inchaço nas extremidades, 

dentre outros (AVRAMIS, 2012).  De 10-15% dos pacientes desenvolvem 

hipersensibilidade, de 5-10% apresentam pancreatite, 5% trombose, além de 

hepatotoxicidade em até 60% dos pacientes. Fatores de risco incluem variações 

genéticas, idade e obesidade (MAESE; RAU, 2022). Além das reações adversas, 

outro fator limitante é que cerca de 70% dos pacientes tratados com EcAII 

desenvolvem anticorpos contra a enzima, o que leva à sua inativação (CHEN et al., 

2010; RODRIGUES et al., 2020). 

Recursos para reduzir reações indesejadas incluem o uso de enzimas 

PEGuiladas, pois a camada contendo moléculas neutras de PEG escondem a enzima 

do sistema imunológico, além de manter a proteína por mais tempo na corrente 

sanguínea. Esta camada tende a induzir uma menor formação de anticorpos, maior 

meia-vida e menos imunogênica que L-ASNases nativas de E. coli e D. dadantii 

(GOODSELL, 2005; KEATING et al., 2009). Entretanto, reações graves são descritas 

na bula do medicamento como anafilaxia, trombose, pancreatite, intolerância à 

glicose, hepatotoxicidade, efeitos no sistema nervoso central, mielossupressão e 

hiperamonemia (SERVIER, 2020). Apesar da L-ASNase PEGuilada possuir 

vantagens para sua utilização na prática clínica, ela também pode ser responsável 

para alta incidência de hiperamonemia em crianças, devido à superprodução de 

amônia no plasma (HEITINK-POLLÉ et al., 2013; VROOMAN et al., 2019).  

A L-ASNase de D. dadantii é normalmente utilizada como segunda linha de 

tratamento, para pacientes que tiveram reações com as L-ASNases de E. coli (nativa 

ou peguilada). No entanto, esta L-ASNase possui um menor tempo de meia vida (0,65 

dia) comparado às de E. coli nativa (1,2 dia) e da peguilada (5,7 dias), desta forma 

sendo necessárias administrações mais frequentes para um efeito adequado. Além 
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disso, o uso de L-ASNase de D. dadantii está relacionado a reações anafilactóides, 

além da formação de anticorpos anti-D. dadantii L-ASNase, gerando alterações na 

farmacocinética durante a administração intravenosa e intramuscular (ALBERTSEN 

et al., 2002; ASSELIN et al., 2016; EVANS et al., 1980). 

A busca de novas fontes microbianas de L-ASNase inclui a busca de enzimas 

com alta afinidade pela L-asparagina, baixa toxicidade e tempo de meia-vida 

prolongada. Organismos eucariotos, como fungos, já vêm sendo considerados como 

alternativa por apresentarem menor toxicidade (SARQUIS et al., 2004). Devido sua 

maior semelhança com células humanas do que seres procariotos, a enzima de 

espécies fúngicas possui maior sucesso para o tratamento em humanos do que de 

outros microrganismos (SHRIVASTAVA et al., 2012). Células fúngicas são capazes 

de glicosilar proteínas e possuem maior termoestabilidade, portanto é esperado que 

causam menos imunogenicidade (CHAND et al., 2020). Além dos fungos 

filamentosos, as leveduras também já demonstraram apresentar menos efeitos 

adversos, mantendo sua atividade antitumoral (NAGARETHINAM et al., 2012). Outras 

fontes com atividade antitumoral de L-ASNase encontradas e investigadas na 

literatura são a partir de actinomicetos e algas (DHEVENDARAN; ANNIE, 1999; PAUL, 

1982). 

O mercado global da L-ASNase é de 778,8 milhões de dólares (em 2023) e a 

previsão é de que cresça anualmente até 2030 numa taxa de 16,7%. Além disso, mais 

de 65% da L-ASNase no mercado é proveniente de E. coli, e o setor farmacêutico ser 

o detentor da maior parte do mercado (MARKETYSERS GLOBAL CONSULTING LLP, 

2021). Na Tabela 2 há as formulações de L-ASNase para o tratamento da LLA 

disponíveis no mercado.  

 

Tabela 2. Lista de formulações de L-asparaginase disponíveis no mercado 

atualmente.  
Nome comercial Laboratório País Microrganismo 
Crasnitin® Bayer AG Alemanha E. coli 

Elspar® Ovation Pharmaceuticals EUA E. coli 

Kidrolase® EUSA Pharma Reino Unido E. coli 

Leunase® Sanofi-Aventis França E. coli 

Medac® Kyowa Hakko Kirin Japão E. coli 

Erwinase® EUSA Pharma Reino unido D. dadantii 
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Leuginase® Beijin SL Pharmaceutical China E. coli 

Spectrila® Rentschler Biopharma SE Alemanha E. coli (recombinante) 

Oncaspar® Exelead, Inc. Alemanha E. coli (pergaspase) 

Asparlas® Servier Laboratories França E. coli (calaspargase pegol) 

Rylaze® Jazz Pharmaceuticals Irlanda D. dadantii (recombinante) 

Hamsyl® Gennova Biopharmaceuticals Índia E. coli (pergaspase) 

Fonte: PIETERS et al. (2011); LI et al. (2020); MARKETYSERS GLOBAL CONSULTING LLP (2021). 

Pergaspase: L-asparaginase de E. coli peguilada; calaspargase pegol: L-ASNase de E. coli conjugadad 

com pegol.  

 

Além das marcas registradas presentes na Tabela 2, já foram aprovadas uma 

série de L-ASNases genéricas na Europa e Índia (SANKARAN et al., 2020; 

SCHNUCHEL et al., 2023).  Todas as formulações se apresentam como pó para 

solução intravenosa, apenas a Rylaze®, recentemente aprovada pela FDA em 2022, 

é uma injeção intramuscular. A formulação do laboratório irlandês também é aprovada 

para o tratamento de linfoma linfoblástico, um câncer raro e agressivo que tem sua 

progressão semelhante à da LLA (MARKETYSERS GLOBAL CONSULTING LLP, 

2021). 

A primeira L-ASNase recombinante é aprovada para uso clínico foi a Oncaspar®, 

obtida a partir da PEGuilação da Elspar® em 1994 (HOLLE, 1997). Outras quatro 

formulações já foram aprovadas para uso clínico, com o uso de estratégias 

biotecnológicas para mitigar as possíveis reações de hipersensibilidades que a 

administração da enzima pode causar nos pacientes, Spectrila®, Asparlas®, Rylaze 

® e Hamsyl®. As abordagens para aprimoramento da L-ASNase usando 

bioengenharia serão discutidas no capítulo III deste trabalho.  

Tendo em vista os crescentes esforços e demanda da uma L-ASNase que tenha 

mínimos efeitos tóxicos, fontes fúngicas se tornam atrativas, porém a enzima precisa 

ter alta especificidade e ser capaz de escalonamento industrial. Frente aos recentes 

avanços tecnológicos no campo de biologia celular e molecular, o uso de 

bioengenharia pode ser relevante para a obtenção de uma L-ASNase com todas essas 

as características desejáveis para a indústria farmacêutica.  
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2.2.1 L-Asparaginase no Brasil 

Apesar da sua importância no tratamento da LLA, especialmente em crianças, a 

L-ASNase não consta na Relação Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) 

do Ministério da Saúde (MS) desde o ano de 2013 (BRASIL, 2022). Entretanto, até o 

ano de 2010 o medicamento era listado na categoria de outros agentes citotóxicos, na 

classe de Medicamentos Utilizados no Manejo das Neoplasias.  

Até 2013 o Ministério da Saúde realizava a compra da L-asparaginase da marca 

Elspar®, fornecida pelo Laboratórios Bagó do Brasil S/A que, por sua vez, detinha os 

direitos de comercialização da Elspar®, original da empresa Merck Sharp & Dohme 

(número de registro 100290146, vencimento em 05/2012) (Tabela 3). Em 2011, a 

Merck Sharp & Dohme transferiu sua tecnologia de produção da Elspar® para a 

empresa Lundbeck, que em seguida terceirizou sua produção para a Oso 

Biopharmaceutical. Em agosto de 2012 a empresa anunciou o fim da produção da 

Elspar®. A partir de janeiro de 2013 houve desabastecimento de L-asparaginase nos 

hospitais do Brasil.  

 

Tabela 3. Todas as formulações de L-ASNase aprovadas para uso no Brasil pela 

ANVISA. 

Nome do Produto Empresa Detentora da Regularização 
Situação da 
Regularização 

Vencimento da 
Regularização 

L-asparaginase Laboratório Químico Farmacêutico Bergamo LTDA Inativo 04/2003 

L-asparaginase Ítaca Laboratórios LTDA Inativo 05/2005 

Elspar® Prodome Química e Farmacêutica LTDA Inativo 05/2007 

Elspar® Organon Farmacêutica LTDA Inativo 05/2012 

Elspar® Laboratórios Bagó do Brasil S/A Inativo 09/2013 

Oncaspar® Baxalta Brasil Biociência LTDA Inativo 06/2022 

Oncaspar® Shire Farmacêutica Brasil LTDA Inativo 06/2022 

Oncaspar® Laboratórios Servier do Brasil LTDA Ativo 06/2027 

Spectrila ® Laboratórios Bagó do Brasil S/A Ativo 01/2029 

Adaptado de ANVISA (2024). 

 

No mesmo ano, o MS realizou uma compra emergencial de 52.300 frascos, com 

o investimento de R$ 17,6 milhões, com a intenção de suprir a demanda nacional por 

um ano (FIOCRUZ, 2013). O MS adquiriu emergencialmente a L-asparaginase 
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Aginasa®, produzida pela Medac Alemanha e fornecida pelos Laboratórios Bagó do 

Brasil S/A, nos anos 2013 e 2014, que também não possuía registro pela Anvisa.  

Em 2013 e 2014 o MS adquiriu a L-asparaginase Aginasa®, produzida pela 

Medac Alemanha representada no Brasil pelos Laboratórios Bagó do Brasil S/A, a 

qual não possuía registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) devido 

à indeferimento desta pela ausência de estudos clínicos para demonstração de 

segurança e eficácia. Diante da indisponibilidade do medicamento no mercado 

brasileiro e do risco de desabastecimento, o MS importou a L-asparaginase conforme 

determina a legislação nacional para atender a uma demanda emergencial de seis 

meses. Na ausência de uma empresa com registro no Brasil, em abril de 2016, uma 

cotação internacional foi realizada, conforme a legislação, para a aquisição 

emergencial do medicamento. A empresa Xetley, representante legal no Brasil do 

laboratório chinês Beijing S L Pharmaceutical Co, venceu a licitação ao oferecer menor 

preço do medicamento Leuginase®, pois apresentou um valor 34,21 % inferior ao da 

última aquisição conforme lei de licitações. Até 2017 o MS repassava mensalmente 

um valor médio da quimioterapia dos pacientes com LLA, que dura cerca de três anos. 

Entretanto, relatos de graves reações adversas ocasionadas pela administração de 

Leuginase® gerou controvérsias acerca da segurança deste fármaco, necessitando 

de estudos para verificar tais aspectos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; ZENATTI et 

al., 2018).  

Somente em 2017, um novo medicamento obteve aprovação do registro pela 

ANVISA, a enzima peguilada Oncaspar®. Atualmente, a Spectrila® da Medac 

Alemanha e fornecida pelos Laboratórios Bagó do Brasil S/A também é aprovada para 

o uso no Brasil (Tabela 3). Além disso, a partir da publicação da RDC Nº 488 em 7 de 

abril de 2021, a ANVISA estabeleceu requisitos para a importação de produtos sujeitos 

à vigilância sanitária. Portanto, em casos de desabastecimento da enzima para o 

tratamento de LLA no Brasil, é possível importá-la.  

Entretanto, os preços no Brasil ainda são altos. A Oncaspar® (L-ASNase 

peguilada) pode chegar a mais de R$ 13.000,00 a ampola (3.750 UI) e a Spectrila® 

(L-ASNase recombinante de E. coli) até R$ 10.800,00 a ampola (10.000 UI). Apesar 

da Spectrila® ser fornecida pelo Sistema Único de Saúde (SUS), desabastecimentos 

podem acontecer. Os protocolos de tratamento para ALL, além de conter uma série 

de medicações indicam altas doses de L-ASNase (EMADI; LAW, 2022). 
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Na fase de indução da remissão são utilizados corticoesteróides, uma 

antraciclina, vincristina, L-ANSase e ciclofosfamida. Se a L-ASNase for nativa, são 

administrados a 5.000 UI/m2, em 8 doses. Caso a L-ASNase for peguilada, são 15 

doses de 2.500 UI/m2. Em caso de alergia, há a troca para a formulação de L-ASNase 

de D. dadantii (20.000 UI/m2, três vezes por semana). Na intensificação, a L-ASNase 

também é administrada, normalmente de 14 doses (1.500 UI/m2), ou a depender dos 

exames laboratoriais. Na fase de intensificação também pode ocorrer a administração 

de 4 doses L-ASNase (5.000 UI/m2), a depender dos exames laboratoriais (EMADI; 

LAW, 2022; KLOOS et al., 2017). Considerando os custos da L-ASNase e dos outros 

medicamentos associados ao tratamento, exames laboratoriais, gastos para a 

administração e o cuidado farmacêutico, os custos para o tratamento de LLA são 

elevados.  

Diante deste cenário, vê-se a necessidade de estudar alternativas para a 

produção de L-ASNase, visando apoiar a produção nacional de L-ASNase, redução 

de custos e de efeitos de hipersensibilidade aos pacientes.  

 

2.2.2 L-Asparaginase de fungos filamentosos do cerrado 

Considerando a alta taxa de imunogenicidade de L-ASNases oriundas de 

bactérias, além da crise de desabastecimento do medicamento ocorrida em 2013 no 

Brasil, a partir de 2015 o grupo de pesquisa “Produção de L-Asparaginase de Origem 

Fúngica em Formulação Estável Para Tratamento Antileucêmico” coordenado pela 

profa. Dra. Pérola Oliveira Magalhães Dias Batista, da Faculdade de Ciências da 

Saúde da Universidade de Brasília vem desenvolvendo estudos acerca de L-ASNases 

tipo II de fungos filamentosos do cerrado. Na literatura, L-ASNases de fungos como 

Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. já haviam apresentado atividade 

catalítica (SARQUIS et al., 2004). L-ASNases de Bipolaris sp. (LAPMAK et al., 2010) 

e Mucor hiemalis. (MONICA et al., 2013) também já haviam sido encontradas. Em 

relação à atividade anti-tumoral realizada in vitro, a L-ASNase de P. cyclopium inibiu 

o crescimento de linhagens celulares de câncer de mama (MCF7), carcinoma 

hepatocelular (Hep-G2) e de câncer de próstata (PC3) (SHAFEI et al., 2015). Além 

disso, considerando que os fungos filamentosos são evolucionariamente mais 

próximos a seres humanos, em comparação com bactérias, uma menor 

imunogenicidade era esperada (SHRIVASTAVA et al., 2012). 
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Inicialmente, 22 isolados fúngicos isolados a partir do solo do cerrado foram 

triados em relação à formação de halo ao redor da colônia, utilizando vermelho de 

fenol como marcador de pH. Os fungos compunham espécies dos gêneros 

Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Mucor, Guignardia, Phaecilomyces e Trichoderma. 

Em todos foi possível observar a presença de halo, porém, apenas em Aspergillus 

terréus e A. flavus foram identificados genes descritos para a produção da enzima. 

Em meio líquido, os fungos Guinardia mangiferae, Aspergillus sydowii, P. crustosum, 

A. terréus, P. decumbens, P. glandicola, A. versicolor, P. aurantiogriseum e Fusarium 

sp. Apresentaram atividade enzimática (U/mL), variando entre 0,019 – 0,610. A maior 

atividade foi encontrada em G. mangiferae (ALMEIDA, 2015). Testes de 

melhoramento de produção foram realizados e a L-prolina foi identificada como a fonte 

de nitrogênio mais adequada para a produção de L-ASNase. 

CARDOSO (2018), avaliou o cultivo submerso do fungo filamentoso do cerrado 

2DSST1 (não identificado) em resíduos agroindustriais (farelo de trigo e casca de 

soja). O meio de cultivo foi otimizado considerando L-asparagina, L-prolina e sulfato 

de amônia como fontes de nitrogênio, e resíduo, caldo batata dextrose, sacarose, 

glicose e extrato de levedura como as fontes de carbono. O meio com a maior relação 

C/N (3,37) apresentou maiores atividades catalíticas (2,33 U/mL), com o farelo de 

trigo. Posteriormente, foi realizada a purificação da L-ASNase obtida a partir deste 

cultivo com sistema micelar de duas fases aquosa, o qual apresentou 1,4 como o fator 

de purificação máximo e rendimento de até 100%. 

ANDRADE (2019) identificou uma nova espécie produtora de L-ASNase do 

cerrado, o P. cerradense, com atividade máxima de 2,36 U/gcél. Este resultado foi 

obtido após otimização do meio de cultivo, com a relação C/N de 1,7, sendo a L-prolina 

e o sulfato de amônio as principais fontes de nitrogênio. FREITAS (2020) realizou 

triagem com 22 fungos filamentosos isolados do solo do cerrado produtores de L-

ASNase. Como a atividade de GLNase está relacionada à presença de efeitos 

adversos, nesta triagem também foi avaliada a atividade enzimática de GLNase 

(FONSECA et al., 2021; FREITAS et al., 2021). Os fungos P. sizovae e F. proliferatum 

foram identificados e apresentaram maiores atividades catalíticas, além de não 

apresentarem atividade de GLNase. Após otimização dos meios de cultivo de cada 

fungo, as maiores atividades obtidas foram de 1,13 U/mgproteína (P. sizovae) e 0,96 

U/mgproteína, sendo as razões C/N de 2,06 e 2,64, respectivamente. No mesmo estudo, 
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o extrato bruto de P. sizovae (obtido por maceração) foi submetido à purificação por 

cromatografia de exclusão de tamanho e de troca iônica, tendo os fatores de 

purificação de 0,36 e 0,32, respectivamente. Os rendimentos foram de 9,22 e 3,48, 

respectivamente (FREITAS et al., 2021).  

A partir destes resultados, foi possível observar que apesar de promissoras as 

L-ASNases dos fungos P. sizovae e F. proliferaturm, suas purificações foram 

ineficazes tanto com cromatografia, quanto com sistemas micelares de duas fases, 

sendo o último o mais promissor por apresentar fator de purificação maior que 1, além 

de um alto rendimento. Entretanto, as atividades enzimáticas foram baixas com as 

duas estratégias de purificação. Como forma de aumentar a produção de L-ASNase 

nas duas espécies fúngicas, técnicas de bioengenharia foram aplicadas visando um 

aumento na atividade catalítica, na purificação e no rendimento. 

A primeira estratégia abordada foi a expressão heteróloga da L-ASNase de P. 

sizovae na levedura Komagataella phafii, por ser um sistema eucarioto, com alto 

rendimento, rápido crescimento, expressar com sucesso proteínas maiores de 50 kDa, 

permitir modificações pós-translacionais (FREITAS, 2020). A expressão da L-ASNase 

foi confirmada por PCR e diferentes meios de cultivo foram avaliados ao longo de 72 

h de incubação. A maior atividade de L-ASNase intracelular (tipo II) foi de 3,05 U/gcél., 

não sendo identificada no meio extracelular (FREITAS et al., 2022).  

O gene da L-ASNase de F. ploriferatum foi clonado também em K. phafii, 

entretanto, utilizando um peptídeo sinal visando uma produção extracelular. Porém a 

expressão ocorreu intracelularmente, atingindo atividade enzimática específica 

máxima de 1,04 U/mgproteína. Foi realizada purificação por cromatografia de troca iônica 

o qual teve fator de purificação de 0,29 e rendimento de 7,25%. Ensaios de 

citotoxicidade contra células da linhagem Jukat foram realizados, observando-se 

redução na proliferação celular (CARDOSO, 2023).  

Paralelamente, ANDRADE (2023) utilizou ferramentas in sílico para caracterizar 

a enzima de P. cerradense, propondo um modelo estrutural e verificando seu grau de 

imunogenicidade compatível ao uso clínico (epítopos de células T e B). A predição de 

imunogenicidade também foi realizada com a L-ASNase de P. sizovae, dentre outras 

espécies Penicillium sp., Aspergillus, devido suas semelhanças filogenéticas, e as 

bacterianas de D. dadantii e E. coli, as que são utilizadas no mercado atualmente. 

Quando avaliados os epítopos de células T, que estão relacionadas a reações 
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alérgicas, a L-ASNase de P. sizovae apresentou uma densidade de epítopos menor 

que a enzima de E. coli e D. dadantii (0,492, 0,526 e 0,653, respectivamente). A 

predição de epítopos de células B avaliou a habilidade da enzima gerar anticorpos. 

Nesta avaliação, dentre as espécies de Penicillium, a L-ASNase de P. sizovae 

apresentou o menor nível de imunogenicidade (0,052), menor que a da enzima de E. 

coli (0,117) e de D. dadandii (0,061) (ANDRADE et al., 2024). 

Avaliando esses estudos, observa-se o potencial clínico da L-ASNase de P. 

sizovae, devido seu grau de imunogenicidade predito, menor que das enzimas 

disponíveis atualmente no mercado, bem como em relação às reações alérgicas. 

Entretanto, é necessária a otimização da expressão, por ela não ter sido satisfatória 

nem com a cepa selvagem, nem com a expressão em levedura. Visando uma maior 

expressão, com maior rendimento e purificação, foi considerado para o presente 

estudo duas abordagens: uma com a enzima nativa e outra com a enzima heteróloga 

de P. sizovae. A enzima nativa foi produzida e purificada com sistemas aquosos 

bifásicos polímero-sal, visto o alto rendimento da L-ASNase de F. proliferatum 

purificada com sistemas micelares de duas fases aquosas. Também foram avaliados 

meios de cultivo, métodos de extração da enzima e solventes. A enzima heteróloga 

foi expressa em sistema de E. coli BL21(DE3) com o vetor pet28a. Este sistema 

promove rápido crescimento celular com meios de cultivo baratos, além da não 

expressão de proteases, e um forte promotor (T7). Todos estes fatores propiciam a 

expressão enzimática na fração insolúvel, em corpos de inclusão. Apesar de não 

possuírem atividade enzimática, os corpos de inclusão possuem vantagens na 

produção de biofármacos, por gerarem produtos com alta pureza, rendimento e fator 

de purificação. A enzima recombinante foi avaliada quanto às condições de cultivo do 

hospedeiro, além de solubilização dos corpos de inclusão e testes de redobramento 

da enzima.  
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CAPÍTULO II 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Produção, extração e purificação da L-asparaginase do fungo Penicillium 
sizovae por sistemas aquosos bifásicos polímero-sal 
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1 INTRODUÇÃO 

A L-ASNase disponível atualmente no mercado para o tratamento de câncer é 

de origem procariótica (Escherichia coli e Dickeya dadantii), apresentando uma série 

de complicações e reações de hipersensibilidade. Além disso, a contaminação com 

glutaminase (GLNase) e uma curta meia-vida são os maiores problemas relacionados 

à ineficiência da L-ASNase bacteriana (EL-NAGGAR; EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 

2014; PARASHIVA et al., 2023). Por outro lado, a L-ASNase fúngica possui menos 

reações adversas por ser de origem eucariótica. Várias espécies vêm sendo 

estudadas, bem como seu potencial anti-tumoral (SARQUIS et al., 2004). Já foram 

reportados na literatura L-ASNase fúngica dos gêneros Aspergillus (GURUNATHAN; 

SAHADEVAN, 2012), Penicillium (FREITAS et al., 2022; SHRIVASTAVA et al., 2012), 

Fusarium (TIPPANI; SIVADEVUNI, 2014), Cladosporidium (MOHAN KUMAR; 

RAMASAMY; MANONMANI, 2013), Flammulina (EISELE et al., 2011), 

Saccharomyces (DUNLOP; ROON, 1975), e Ganoderma (CHAKRABORTY; 

SHIVAKUMAR, 2021) com potencial antileucêmico. 

Após uma triagem entre 40 fungos filamentosos coletados a partir do solo do 

cerrado brasileiro, o fungo Penicillium sizovae se destacou em relação aos outros, 

quanto à sua atividade de L-ASNase, além de apresentar baixa atividade de GLNase 

(FREITAS, 2020; FREITAS et al., 2021). A L-ASNasePS (L-ASNase do fungo P. 

sizovae) é uma enzima formada por 4 monômeros, sendo uma proteína de 139,0 kDa 

em sua conformação tetramérica, sendo assim mais susceptível à degradação 

durante seu processamento. Desta forma, é preciso avaliar os processos upstream e 

downstream que mantenham sua estabilidade e rendimento (MITRAGOTRI; BURKE; 

LANGER, 2014).  

A etapa upstream consiste no seu cultivo celular. Sendo que todas as 

formulações de L-ASNase para uso clínico presentes no mercado são de origem 

bacteriana, e há apenas duas enzimas comercializadas de origem fúngica (Aspergillus 

nigger e Aspergillus oryzae) utilizada na indústria alimentícia. Apesar das diferentes 

origens, a produção em escala industrial ocorre principalmente por fermentação 

submersa. Esta produção é influenciada por uma série de fatores como relação de 

carbono e nitrogênio, bem como suas fontes, pH, temperatura, tempo de fermentação 

e aeração (LOPES et al., 2017).  



 
45 

FREITAS (2020) avaliou diferentes fatores relacionados à produção de L-

ASNase em cultivos de P. sizovae. Os nutrientes foram: L-prolina, L-asparagina, ureia, 

nitrato de sódio, sulfato de amônio, peptona, extrato de levedura, glicose, sacarose e 

extrato de malte. Condições de crescimento como temperatura e tamanho do inóculo 

foram consideradas. Entretanto, apesar de afunilarem as condições de cultivo, não foi 

possível chegar a uma condição final mais favorável à produção de L-ASNase, pois 

os dois meios apresentaram atividades específicas sem diferenças estatísticas (1,02 

e 1,13 U/mgproteína). Desta forma, uma nova avaliação dos meios de cultivo, 

considerando as outras etapas do processo podem ser útil na identificação de 

condições de cultivo que promovem maior produção enzimática. 

O downstream representa todos os processos após o cultivo celular. Estes 

processos levam à purificação da proteína alvo, até o produto final. As etapas 

downstream podem atingir entre 50 – 80% dos custos totais da produção da enzima. 

O downstream inclui o rompimento celular, a precipitação das proteínas (quando 

necessário), seguida da sua purificação. Portanto, uma otimização de todos os 

processos pode resultar na redução de custos totais e maior rendimento enzimático 

(LOPES et al., 2017).  
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2 REVISÃO BIBLIOGÁFICA 

2.1 FUNGOS FILAMENTOSOS COMO FONTES DE BIOMOLÉCULAS 

Dentre os microrganismos não patogênicos capazes de produzir moléculas de 

interesse humano, os fungos filamentosos são particularmente interessantes devido 

sua facilidade de cultivo. Os fungos filamentosos desempenham um papel 

fundamental na natureza degradando matéria orgânica, sendo capazes de degradar 

os mais complexos substratos. Seu modo de crescimento, através dos filamentos, 

permite sua colonização em diversos substratos, além de possuírem uma proporção 

superfície/volume alta, facilitando a absorção de nutrientes (GUIMARÃES et al., 

2006). Desta forma, fungos podem secretar uma série de metabólitos, primários e 

secundários, como ácidos orgânicos, compostos antimicrobianos e uma grande 

variedade de enzimas (WÖSTEN, 2019).  

Os fungos filamentosos possuem alto potencial na indústria por serem eficientes 

e sustentáveis “fábricas celulares” (SUN et al., 2024). O mercado atual exige 

estratégias sustentáveis além de demandar compostos naturais. Fungos filamentosos 

são capazes de produzir, por exemplo, ácido cítrico e kójico, os quais possuem alto 

interesse nas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica. Por outro lado, a 

produção enzimática é uma característica de destaque dos fungos filamentosos. Por 

possuírem um sistema de hidrólise eficiente, podem ser utilizados não só para a 

produção de enzimas como também em processos para a agricultura, biorremediação 

e alimentação (GANDÍA; GARRIGUES, 2024).  

A utilização de enzimas fúngicas sempre esteve presente em nossa sociedade, 

vindo de tradições milenares que incluem a preparação de bebidas, pães e bolos. 

Entretanto, o primeiro registro de patente de uma enzima fúngica data de 1894 com a 

Taka-diastase, uma a-amilase de Aspegillus oryzae cultivada em arroz, registrada por 

KANGO; JANA; CHOUKADE (2019). Evoluindo para os tempos atuais, há um maior 

entendimento sobre suas funções e estrutura, permitindo novas utilizações de 

enzimas industriais. As enzimas fúngicas promovem a catálise de uma série de 

reações químicas, além de oferecer uma série de vantagens econômicas. Desta 

forma, mais da metade das enzimas industriais utilizadas hoje no mundo são de 

origem fúngica (PECIULYTE et al., 2017). Os fungos têm sido importantes em 

processos biotecnológicos tanto ancestrais quanto modernos. Tais processos e 

produtos incluem uma variedade de moléculas e enzimas com as mais diversas 
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finalidades. O uso de células fúngicas para a produção da maior parte das enzimas 

industriais se baseia nas suas características como tolerância ao pH, termo 

estabilidade, rendimento, baixos custos operacionais, processos downstream fáceis e 

baratos, dentre outros. Além disso, enzimas fúngicas são caracterizadas por alta 

produtividade, facilidade na purificação e separação, e eficiente estabilidade de 

catálise em condições severas (KANGO; JANA; CHOUKADE, 2019). 

Dentre as principais enzimas fúngicas do mercado estão as proteases, lipases e 

celulases. Estas enzimas são utilizadas em processos industriais de amido, bebidas, 

alimentos, têxtil, alimentação animal, papel, couro, químicos, produtos biomédicos e 

aplicações no meio ambiente (Figura 4) (GUIMARÃES et al., 2006; WEISS et al., 

2020). 

 

 
Figura 4. Aplicações de enzimas fúngicas nos setores industrial, do meio ambiente e 

biomédico. 
Adaptado de EL-GENDI et al. (2022). 
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Devido a versatilidade de substratos que os fungos são capazes de degradar, 

muitas enzimas fúngicas são robustas o suficiente para resistir a condições de 

escassez de água e altas temperaturas. Especialmente na fermentação em estado 

sólido de substratos complexos, como resíduos agroindustriais, naturalmente é 

favorecido o crescimento fúngico xerofítico, devido à menor biodisponibilidade de 

água (DIAZ et al., 2016; HÖLKER; HÖFER; LENZ, 2004).  

Nas últimas décadas, o mercado de enzimas apresentou um rápido crescimento. 

Em 2017 foi avaliado em 7 bilhões de dólares, e a projeção para 2024 é de 10,5 bilhões 

de dólares. Este crescimento está relacionado à maior demanda de enzimas 

amilolíticas e celulolíticas utilizadas para a geração de biocombustíveis (KANGO; 

JANA; CHOUKADE, 2019). Dentre as principais 260 enzimas comerciais não 

farmacêuticas, 60% são obtidas a partir de 25 gêneros de fungos. Os principais 

microrganismos são Aspergillus sp. (representando 25%), Trichoderma sp., 

Penicillium sp., Rhizopus sp. e Humicola, sp. O mercado de enzimas industriais é 

dominado por hidrolases (85%), oxidoreductases (8%), lipases (4%), transferases 

(2%) e isomerases (1%) (AMFEP, 2015).  

Apesar da maior parte do mercado global da L-ASNase ser de origem bacteriana, 

pelo seu uso no tratamento da LLA, a L-ASNase fúngica também possui importância 

econômica devido seu uso na indústria de alimentos. 

 

2.1.1 L-Asparaginase fúngica na indústria 

Em 2002 foi descoberto que alimentos ricos em carboidratos submetidos a altas 

temperaturas apresentaram altos teores de acrilamida (TAREKE et al., 2002). A 

acrilamida é formada entre um açúcar redutor e a L-asparagina, durante a fritura e 

cozimento do amido a mais de 120 ºC, em baixa umidade, através de um processo 

não enzimático chamado reação de Maillard. O mecanismo envolve a formação de 

uma base de Schiff, seguido da descarboxilação e eliminação da amônia ou de uma 

imina substituída com o calor, formando assim a acrilamida (Figura 5A) (JIA et al., 

2021; ZYZAK et al., 2003). A acrilamida é neurotóxica, genotóxica, carcinogênica e 

tóxica ao sistema reprodutor humano (CORRÊA et al., 2021; TAREKE et al., 2002). A 

Agência Internacional de Pesquisa em Câncer classificou a acrilamida como um 

provável carcinogênico humano (Grupo 2A) (STADLER et al., 2002).  
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Figura 5. Mecanismo da formação da acrilamida e da sua mitigação pela L-ASNase. 

(A): Formação da acrilamida a partir de um açúcar redutor e da L-asparagina. (B): 
Mitigação da acrilamida em alimentos através da conversão da L-asparagina em L-

ácido aspártico pela L-ASNase. 
Adaptado de JIA et al. (2021) 

 

As estratégias de mitigação de acrilamida propostas vão desde a seleção de 

matéria-prima, composição dos produtos, otimizações de condições de 

processamento e pré-tratamentos. Entretanto, o tratamento enzimático é uma 

alternativa mais simples e efetiva para reduzir a acrilamida presente nos alimentos 

sem afetar o sabor e as propriedades nutricionais do alimento (JIA et al., 2021; 

KORNBRUST et al., 2009).  O tratamento dos alimentos ricos em carboidratos antes 

o aquecimento com L-ASNase impede que a reação de Maillard ocorra, devido à 

hidrólise da L-asparagina em L-ácido aspártico, reduzindo em até 99% a formação de 

acrilamida (Figura 5B) (LINDSAY; JANG, 2005). 

L-ASNases obtida a partir de A. oryzae e A. niger são utilizadas atualmente na 

indústria de alimentos sob os nomes comerciais de Acrylaway® e PreventAse®, 

respectivamente (MUNEER et al., 2020). Estas enzimas possuem uso seguro e 
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recomendadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como aditivos alimentares, 

e reconhecida pela Food and Drug Administration (FDA) como generally recognized 

as safe (GRAS), geralmente reconhecido como seguro, tradução livre), além disso, a 

L-ASNase é degradada nos processos de aquecimento, garantindo sua degradação 

após a hidrólise da L-asparagina (CORRÊA et al., 2021; HENDRIKSEN et al., 2009; 

XU; ORUNA-CONCHA; ELMORE, 2016). 

 

2.2 PRODUÇÃO E PURIFICAÇÃO DE L-ASPARAGINASE FUNGICA 

2.2.1 Upstream e downstream 

Os processos para a produção enzimática consistem nos estágios iniciais da 

biotransformação. Estas etapas incluem o planejamento e preparação do meio de 

cultivo do fungo, obtenção da enzima, seleção dos solventes para compor o extrato 

bruto e otimização de metodologias. A escolha dos processos upstream também afeta 

os processos downstream, envolvidos posteriormente na purificação. Por exemplo, 

uma extração com a presença de muitas proteínas contaminantes dificulta a 

purificação da proteína (GUAJARDO; SCHREBLER, 2023; RINALDI et al., 2016). 

Portanto, os parâmetros relacionados à fermentação microbiana são 

determinantes. Extratos enzimáticos obtidos a partir de fungos filamentosos do gênero 

Aspergillus já vem demonstrando resultados interessantes de atividade enzimática 

para a enzima L-ASNase (16,05 – 43,99 U/mL) em meio Czapek-Dox (pH 6,0 – 6,3, 

30 – 35 °C, 140 – 160 rpm, 96 h) suplementado com asparagina, L-prolina e sacarose 

(GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2011, 2012). Por outro lado, resultados com 

menoratividade enzimática foram reportados em cultivos de fungos do mesmo gênero, 

no mesmo meio, porém suplementados apenas com glicose e asparagina, a 35 °C, 

120 rpm e 96 h (ZIA et al., 2013).  

Em outro estudo, foram detectados valores de atividade enzimática entre 404,0 

e 376,0 U/mL em um cultivo submerso de Fusarium semitectum e Fusarium 

moniliforme utilizando L-prolina e glicose como fontes de nitrogênio e carbono, 

respectivamente (TIPPANI; SIVADEVUNI, 2014). Estes resultados demonstram a 

importância da escolha das fontes de carbono e nitrogênio para uma maior produção 

de L-ASNase. 

Além do cultivo submerso, alguns estudos utilizando a fermentação em estado 

sólido e quantificaram elevada atividade enzimáticas (LOPES et al., 2017). UPPULURI 
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et al. (2013) registraram uma produção de 344,0 U/gsubstrato de L-ASNase de A. niger 

em torta de gergelim preto. Cultivos de Aspergillus sp. em casca de laranja e em romã 

produziram 70,67 U/gsubstrato e 253,0 U/gsubstrato, respectivamente (NAIR et al., 2013; 

RANI; SUNDARAM; VASANTHA, 2012). Apesar da alta produção enzimática em 

cultivos em estado sólido, estes cultivos requerem meios complexos e difícil de 

alcançar os parâmetros de pureza necessários para aplicações farmacêuticas 

(LOPES et al., 2017). 

 

2.2.2.1 Lise celular 

A lise celular é a primeira etapa para a obtenção da enzima a partir do 

microrganismo, visando um maior rendimento (GOMES; ZANETTE; SPIER, 2020). 

Especialmente em escala industrial, a escolha da técnica utilizada é um desafio. É 

necessário considerar seletividade, eficiência de energia, custos operacionais e 

facilidade para escalonamento (GECIOVA; BURY; JELEN, 2002; MEVADA; DEVI; 

PANDIT, 2019). 

A primeira etapa para a obtenção da L-ASNase de interesse farmacêutico inclui 

a desintegração da membrana celular (COSTA-SILVA et al., 2018). Esta etapa é 

necessária porque existem dois tipos de L-ASNase de origem microbiana, tipo I e tipo 

II. A L-ASNase tipo II é a enzima de interesse clínico, pois é esta que apresenta alta 

afinidade pela asparagina e, portanto, maior atividade antitumoral (SOUZA et al., 

2017). Este tipo de L-ASNase encontra-se no espaço periplasmático das células, 

portanto a etapa de rompimento celular é crítica para sua recuperação 

(CHAKRAVARTY et al., 2021; SOUZA et al., 2017).  

 Os métodos devem ser avaliados de acordo com a espécie microbiana, tempo 

e temperatura de cultivo, bem como o meio. Em bactérias a maior barreira é a camada 

peptidioglicana, em leveduras a espessa parede celular de β-glucanas e 

manoproteínas fosforiladas, enquanto em fungos filamentosos a parede celular se 

forma em várias camadas de β-glucanas, glicoproteínas e quitina (Figura 6) 

(GECIOVA; BURY; JELEN, 2002; KULA; SCHÜTTE, 1987).  
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Figura 6. Componentes da parede celular fúngica.  
Adaptado de VEGA; KALKUM (2012). 

 

As técnicas utilizadas para o rompimento celular podem ser severas, gentis, ou 

uma combinação das duas. Os métodos mecânicos são os mais severos, devido sua 

não especificidade e, porque além de romper a célula, podem promover a destruição 

de componentes da membrana, e possivelmente das proteínas de interesse 

(GECIOVA; BURY; JELEN, 2002; GOMES; ZANETTE; SPIER, 2020). As principais 

técnicas mecânicas incluem ultrassonicação, homogeneização à alta pressão, e 

prensa francesa (ZHOU et al., 2014). Já as técnicas não mecânicas, as quais são 

menos agressivas às células, possuem alta seletividade e especificidade. Estes 

métodos incluem choque osmótico, congelamento e descongelamento, lise celular, e 

tratamentos com solventes e detergentes (GECIOVA; BURY; JELEN, 2002; GOMES; 

ZANETTE; SPIER, 2020; MANERA et al., 2011). Solventes orgânicos (etanol, 

acetona, tolueno, éter, acetato de etila) são comumente utilizados para a recuperação 

de enzimas e biomoléculas (GOMES; ZANETTE; SPIER, 2020).  

Além dos métodos citados anteriormente, novos métodos vêm sendo 

desenvolvidos considerando o tipo de parede celular de cada microrganismo. Por 

exemplo, pérolas de vidro, ou outros materiais do mesmo formato, são amplamente 

utilizados para a recuperação de biomoléculas de bactérias, fungos, leveduras e 

microalgas (GOLDBERG, 2015; MONTALESCOT et al., 2015).  

A agitação das células fúngicas com barra magnética em solventes promove 

uma permeação celular, sendo capaz de extrair e promover a recuperação de 

biomoléculas de origem fúngica e de leveduras (MUSSAGY et al., 2022b, 2022a). 



 
53 

Pode-se considerar este um método misto, devido ao uso da barra magnética e por 

ser uma extração sólido-líquido, com o uso de solventes. Apesar disso, é um método 

não agressivo, visto que é possível controlar sua temperatura e intensidade, e 

bastante versátil por poder permitir o uso de uma série de solventes orgânicos e 

líquidos iônicos (LIs). LIs e solventes eutéticos profundos são sais que possuem alta 

carga positiva, normalmente ligados em um ânion orgânico ou inorgânico. ILs são 

considerados solventes amigáveis ao meio ambiente, bem como possuem várias 

propriedades físico-químicas de interesse como baixa pressão de vapor, baixa 

inflamabilidade, alta condutividade iônica, alta capacidade de dissolução, e 

estabilidade térmica e química (ZHAO; BAKER, 2013).   

 

2.2.2.2 Solventes 

A escolha do solvente para a extração sólido-líquido na etapa da lise celular é 

fundamental. É importante que o solvente tenha afinidade com a proteína, que não 

degrade a mesma e que também não a precipite. Além dos solventes citados 

anteriormente, misturas ternárias podem ser uma opção a se considerar, visto que já 

apresentam bons rendimentos na extração e recuperação de biomoléculas de fungos 

e leveduras (MUSSAGY et al., 2021, 2023). 

A escolha do solvente deve considerar a polaridade da enzima, o ponto 

isoelétrico, não desnaturar a enzima, além de sua toxicidade ao meio ambiente, a qual 

idealmente deve ser baixa. Além disso, o solvente pode auxiliar na atividade 

enzimática, por aumentar a taxa de conversão e rendimento (GUAJARDO; 

SCHREBLER, 2023). Além do uso de solventes de baixa polaridade amigáveis ao 

meio ambiente, como etanol, solventes eutéticos profundos (SEP) são uma 

possibilidade devido ao seu baixo custo, facilidade de produção e baixa toxicidade 

(LING; HADINOTO, 2022). 

SEPs são formados por um receptor de hidrogênio, como cloreto de colina, e 

um doador de hidrogênio, como álcoois, ácidos orgânicos, ou ureia (ABBOTT et al., 

2003; LING; HADINOTO, 2022). SEPs vem sendo aplicados como meio de reação 

para catálise enzimática, pois permitem reações com substratos de diferentes 

polaridades. Além disso, a adição de uma baixa fração de água reduz efetivamente a 

viscosidade dos SEPs (GUAJARDO et al., 2016, 2017; ROMANO et al., 2023).  
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Devido sua alta presença em células vivas, a água continua sendo o principal 

solvente utilizado para a extração de uma série de componentes celulares como 

ácidos nucleicos, carboidratos e principalmente enzimas (BUTLER, 1979). Entretanto, 

é interessante estudar solventes menos polares que a água, sejam puros ou em 

misturas ternárias com água, especialmente em extrações que visam enzimas 

presentes no espaço periplasmático das membranas, devido aos diferentes graus de 

polaridade das membranas celulares. Além disso, o uso de solventes e misturas 

menos polares que a água também é relevante para o entendimento da enzima em 

questão (BUTLER, 1979; PINHO; PASSOS, 2011). 

Entretanto, um fator crucial a ser analisado é o efeito do solvente orgânico na 

proteína, pois é possível ocorrer a desnaturação da enzima. É importante o 

desenvolvimento de processos extrativos para caracterizar o impacto do solvente 

orgânico na estrutura da proteína, para fins de conhecimento acerca da enzima. 

Existem uma série de enzimas que possuem boa estabilidade e atividade quando 

extraídas por solventes orgânicos a partir de microrganismos, elas enzimas são 

chamadas de enzimas tolerantes a solventes orgânicos (DOUKYU; OGINO, 2010). 

Algumas destas enzimas são proteases, lipases, amilases e tirosinares (DOUKYU; 

KUWAHARA; AONO, 2003; GUPTA; KHARE, 2007; ITO et al., 2001; OGINO et al., 

2004) 

 

2.2.2.3 Sistemas aquosos bifásicos (SABs) 

As técnicas tradicionais de purificação de proteínas incluem precipitação e 

cromatografia em coluna, que normalmente possuem baixos rendimentos e altos 

custos. Novas abordagens vêm sendo utilizadas, como a centrifugação seguida de 

eletroforese, porém esta apresenta dificuldades no escalonamento para a indústria, 

além de altos custos. Uma técnica eficiente, custo-benefício, rápida, fácil e amigável 

ao meio ambiente são os sistemas aquosos bifásicos (SABs) (SINGLA; SIT, 2023).  

SABs são produzidos quando uma combinação de solutos hidrofílicos apresenta 

incompatibilidade acima de concentrações críticas. Podem ser sistemas 

polímero/polímero, polímero/sal, etanol/sal e micelares. No caso dos sistemas com 

polímeros, grandes agregados são formados e os dois polímeros tendem a se separar 

em duas fases diferentes devido à exclusão estérica. Os polímeros mais utilizados são 

polietilenoglicol (PEG), polipropilenoglicol (PPG) e dextran. No caso dos sistemas 
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polímero/sal, o fenômeno de exclusão é observado quando uma alta concentração de 

sal, na presença de um polímero, captura uma grande quantidade de água presente, 

formando duas fases, devido a hidrofobicidade dos polímeros em relação a soluções 

salinas. Sistemas polímero/sal possuem vantagens em relação aos sistemas 

convencionais água/solvente para a separação de moléculas, pois cada fase possui 

mais de 80% de água, e com o uso de tampões adequados, pode-se simular o 

ambiente celular (PETKOVIC et al., 2010). Outras vantagens incluem o equilíbrio 

alcançado rápido, baixo custo, amigável ao meio ambiente e facilidade para 

escalonamento (MAGRI et al., 2020; ULBRICHT; JORDAN; LUXENHOFER, 2014). 

Os sistemas aquosos bifásicos vêm sendo amplamente usados na separação e 

recuperação de biomoléculas, especialmente proteínas, como por exemplo, lipase, 

lacase, protease, colagenase, invertase, penicilina acilase, L-ASNase, dentre outras 

(AGUILAR et al., 2006; KARKAŞ; ÖNAL, 2012; LIMA et al., 2013; MAGRI et al., 2020; 

MAYOLO-DELOISA; TREJO-HERNÁNDEZ; RITO-PALOMARES, 2009; MOREIRA et 

al., 2013; SENPHAN; BENJAKUL, 2014; SOUZA et al., 2015). Além disso, devido ao 

alto teor de água em casa fase, SABs são amplamente utilizados para a recuperação 

de biofármacos como anticorpos monoclonais, DNA, células, fatores de crescimento, 

e hormônios, garantindo alta estabilidade das biomoléculas durante o processo de 

extração (PEREIRA ALCÂNTARA et al., 2013). 

Os eventos físico-químicos envolvidos na formação e separação dos SABs são 

extremamente complexos. Simplificando, tais eventos são baseados na entalpia de 

hidratação e no saldo líquido de entropia. Apesar dos compostos principais de um 

SAB serem primariamente hidrofílicos, a entalpia da hidratação entre estes compostos 

é diferente. Como resultado, dois cenários termodinâmicos são possíveis. Se a 

quantidade de energia no sistema for alta o suficiente para superar a diferença entre 

a entalpia e a diferença de entalpia de hidratação, os dois compostos devem coexistir 

em uma única fase homogênea. Caso contrário, a separação dos dois compostos é 

energeticamente favorecida, promovendo a formação de duas fases. A caracterização 

inicial de um SAB é altamente importante para a determinação da curva binodal, que 

compõe as propriedades mais importantes que abrange a composição da fase e a 

proporção da massa entre as fases topo e fundo (AMRHEIN et al., 2014; RITO-

PALOMARES; BENAVIDES, 2017). 
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No geral, a partição de proteínas é conduzida por ligações de Van der Waals, 

ligações hidrofóbicas e hidrofílicas, interações iônicas entre as biomoléculas, e a fase 

presente. Desta forma, a partição é influenciada pelas concentrações e peso 

molecular do polímero, tipo e concentração do sal, e pH (NAGARAJA; IYYASWAMI, 

2015). A preferência de uma proteína para migrar para uma fase depende de uma 

série de fatores, os quais incluem peso molecular, área da superfície, carga 

eletroquímica, ponto isoelétrico, e o teor de resíduos hidrofóbicos (SEBASTIAO et al., 

1997). Os parâmetros do SAB desempenham um papel importante durante a partição 

da molécula de interesse para uma fase específica. Para obter alto fator de purificação 

e rendimento, é necessário fazer uma seleção do tipo e peso molecular do polímero, 

tipo e concentração de sal, o comprimento da linha de amarração (tie-line), a 

proporção do volume das fases, temperatura, e o pH do sistema (RITO-PALOMARES; 

BENAVIDES, 2017)  

A curva binodal (Figura 7) fornece a composição exata das fases topo e fundo. 

As composições representadas pelos (pontos abaixo da curva binodal são 

homogêneos. Duas fases são formadas apenas nos pontos acima da curva. 

Tradicionalmente, curvas binodais são construídas seguindo o método de ponto de 

névoa. Soluções estoque de polímero ou sal (ou polímero-polímero e álcool-sal) são 

adicionadas à outra por gotejamento até a detecção de uma solução enevoada. Neste 

ponto crítico, o ponto de névoa, a turbidez da mistura é um indicativo para a formação 

de duas fases (DE ARAUJO SAMPAIO et al., 2016). Após isso, a composição da 

mistura pode ser calculada pela quantificação do peso de todos os componentes 

adicionados. Este procedimento deve ser realizado em condições de constante 

agitação e controle de temperatura.  

O comprimento da tie-line (Figura 7), que representa a concentração final dos 

componentes das fases topo e fundo, é normalmente utilizada para expressar os 

efeitos da composição do sistema na partição do material. 
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Figura 7. Curva binodal (ou diagrama de fase) de um sistema polímero-sal. Composto 

da fase do fundo está plotada na abscissa, e o composto da fase topo está plotado na 

ordenada.  
A – B: Comprimento da tie-line; A: composição da fase topo; B: composição da fase fundo; C: ponto 

crítico (ponto de névoa); Vr: proporção dos volumes; ∆C1 e ∆C2: diferença absoluta na concentração 

dos constituintes formadores das fases. Adaptado de RITO-PALOMARES; BENAVIDES (2017). 

 

Os sistemas aquosos bifásicos são tradicionalmente classificados em dois 

grupos principais: sistemas polímero-polímero e polímero-sal. Atualmente, é possível 

classificar SABs em 5 grupos principais, incluindo álcool-sal, micelares, e líquidos 

iônicos (Figura 8). 
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Figura 8. Classificação geral de sistemas aquosos bifásicos e suas principais 

características.  
Adaptado de RITO-PALOMARES; BENAVIDES (2017) 

 

Como demonstrado na Figura 8, os SABs são versáteis, os componentes de 

cada sistema são variáveis, e suas propriedades de partição auxiliam na separação 

de um amplo espectro de moléculas como proteínas, partículas de vírus, células, 

pigmentos, compostos bioativos de baixo peso molecular, metais e alcaloides (RITO-

PALOMARES; BENAVIDES, 2017). Portanto, a seleção do tipo de sistema depende 

das características da molécula de interesse, sua fonte e sua aplicação.  

O número de experimentos necessários para determinar as condições de uma 

extração por SAB pode ser reduzida utilizando os parâmetros do sistema como por 

exemplo, o tamanho da linha de amarração, a razão dos volumes das fases, o pH e a 

massa molar do polímero na partição da proteína (RITO-PALOMARES, 2004). A 

efetividade da partição pode ser avaliada através do coeficiente de partição, fator de 

purificação, seletividade, recuperação e pureza. 

 

2.2.2.3.1 Polímeros 

A definição mais simples de polímero é uma molécula de cadeia longa composta 

por unidades menores chamadas monômeros, repetidas e ligadas quimicamente. A 

estrutura dos polímeros pode variar de acordo com a forma como esses monômeros 

estão conectados. Em uma estrutura linear (unidimensional), os monômeros se 

organizam em cadeias simples. Em um arranjo bidimensional, as cadeias podem 

interagir entre si através de ligações químicas ou interações fracas, formando uma 

rede mais complexa. Já na estrutura tridimensional, as cadeias de polímeros se 

Polímero-polímero

• Sistemas baseados em 
polímeros/eletrólitos, 
ou polímeros/solutos 
de baixo peso 
molecular

• Fracionamento e 
recuperação de 
proteínas, ácidos 
nucleicos, células e 
organelas

• Ambiente adequado 
para proteínas e 
biomoléculas sensíveis 
à força iônica

• Alguns polímeros 
possuem alto custo

Polímero-sal

• Sistemas formados 
com a adição de 
soluções salinas à 
certos polímeros

• Fracionamento e 
recuperação de 
proteínas, ácidos 
nucleicos, 
nanopartículas, e 
compostos de baixo 
peso molecula

• Sistemas de baixo 
custo

• Alta concentração de 
sal, alta força iônica

Álcool-sal

• Sistemas formados 
por ácoois alifáticos e 
soluções salinas 
aquosas

• Fracionamento e 
recuperação de 
compostos de baixo 
peso molecular

• Baixa viscosidade, 
baixos custos e fácil 
recuperação do 
solvente

• Muitas proteínas não 
são compatíveis com a 
fase rica em álcool

Micelar

• Sistemas formados 
por alguns 
surfactantes em 
condições específicas

• Fracionamento de 
produtos sensíveis à 
força iônica

• Os componentes do 
sistema podem ser 
reciclados

• Pode promover um 
ambiente amigável ao 
meio ambiente para 
materiais biológicos

Líquidos iônicos

• Sistemas compostos 
por ILs hidrolíticos e 
sais cosmotrópicos

• Fracionamento de 
macromoléculas 
sensíveis à força iônica

• ILs possuem 
propriedades 
benéficas comparados 
a solventes orgânicos, 
como por exemplo, 
não flamabilidade e 
não volatilidade

• Alguns LIs são 
altamente tóxicos
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entrelaçam, criando uma configuração ainda mais intricada e robusta (BABOORAM, 

2020). 

Os principais polímeros utilizados em SABs para a separação de proteínas 

incluem PEG (variando seu peso molecular entre 300 – 8000), PPG (200 – 600 de 

peso molecular), dextran, UCONTM, PVBAm, poliacrilato de sódio (NaPa), dentre 

outros polímeros sintéticos (RITO-PALOMARES; BENAVIDES, 2017). Neste trabalho, 

os polímeros a serem testados são PEG 400, 1500, 2000 e 4000, e PPG 400 por 

serem biocompatíveis e não-tóxicos (D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016; FRIED, 2014). 

O PEG e o PPG são polímeros amplamente utilizados em diversas aplicações 

industriais e biomédicas devido às suas propriedades químicas e físicas versáteis. O 

PEG é sintetizado a partir da polimerização do óxido de etileno, enquanto o PPG é 

obtido pela polimerização do óxido de propileno. Ambos os polímeros possuem uma 

estrutura de cadeias repetitivas de éteres, o que lhes confere flexibilidade e resistência 

química. No entanto, diferem em sua solubilidade e comportamento hidrofílico: o PEG 

é altamente solúvel em água, o que o torna ideal para aplicações farmacêuticas, como 

transportador de medicamentos e em formulações cosméticas. O PPG, por sua vez, 

apresenta solubilidade reduzida em água, sendo mais utilizado em lubrificantes, 

espumas e adesivos. Outra diferença significativa entre os dois polímeros é a 

biocompatibilidade. O PEG é amplamente biocompatível e não tóxico, o que permite 

seu uso em sistemas de liberação controlada de fármacos, enquanto o PPG, embora 

útil em muitas aplicações industriais, tem menor aplicabilidade em sistemas 

biomédicos devido à sua maior hidrofobicidade (D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016; 

FRIED, 2014). 

 

2.2.2.4 Cromatografia de troca iônica 

A separação de proteínas por sistemas aquosos bifásicos é considerada de 

baixa resolução, especialmente em proteínas nativas, portanto, não é raro a adição 

de pelo menos mais uma etapa cromatográfica após a separação por duas fases (LI; 

BEITLE, 2002; MAGRI et al., 2020). 

A cromatografia de troca iônica (CTI) é uma técnica não desnaturante 

amplamente e historicamente utilizada para a caracterização de proteínas 

terapêuticas, anticorpos monoclonais, aminoácidos, ácidos nucleicos e outras 

moléculas, sendo o método cromatográfico mais utilizado na purificação e 
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caracterização de proteínas terapêuticas (FEKETE et al., 2015). Apesar de ser 

considerada o padrão ouro na análise de proteínas carregadas, parâmetros como tipo 

de coluna, fase móvel, pH e concentração do gradiente de sal precisam ser otimizados 

para cada proteína (REA et al., 2011). 

A separação de proteínas pela CTI se baseia na diferença da carga das 

moléculas, a partir da interação das proteínas com a fase estacionária. A clássica CTI 

utiliza um gradiente de sal linear aplicado na eluição (FEKETE et al., 2015). A CTI 

apresenta alta seletividade, pois pequenas diferenças na carga das moléculas 

permitem tempos de retenção diferentes. Além disso, possui capacidade de purificar 

substâncias complexas, de compostos com cargas semelhantes; escalabilidade, alta 

capacidade de ligação, ser um método rápido e possui facilidade de modulação 

(alterar parâmetros de acordo com a proteína) (FEKETE et al., 2015; REA et al., 2011) 
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3 OBJETIVOS 

Produzir e purificar a L-asparaginase produzida pelo fungo Penicillium sizovae a 

partir de sistemas aquosos bifásicos polímero-sal. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar as etapas downstream e upstream da produção de L-ASNase a partir do 

fungo Penicillium sizovae; 

• Particionar a L-asparaginase através de sistemas aquoso bifásicos polímero-sal; 

• Purificar a L-asparaginase por cromatografia de troca iônica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Neste capítulo, foram realizados uma série de ensaios com a finalidade de 

avaliar o melhor meio de cultivo, o método de extração enzimática (ultrassom ou 

agitação com barra magnética), a concentração da extração sólido-líquido, e o 

solvente (tampão, misturas eutéticas com etanol, acetato de etila e água destilada, e 

solventes eutéticos), visando encontrar as condições para um maior rendimento da L-

ASNase nativa obtida a partir de cultivo do fungo P. sizovae (L-ASNasePS). Ao final, 

uma condição foi escolhida para purificação por um sistema aquoso bifásico 

polímero/sal, seguido de cromatografia por troca iônica. O processo ocorreu conforme 

fluxograma representado na Figura 9. 

 

 
Figura 9. Fluxograma contendo as etapas para a obtenção da L-ASNase purificada 

por sistemas aquosos bifásicos polímero-sal do fungo P. sizovae a partir de um cultivo 

com um meio Czapek-Dox modificado.  

 

4.1 MANUTENÇÃO DO MICROORGANISMO 

O fungo Penicillium sizovae foi obtido a partir de amostras do solo do cerrado, 

coletadas em Água Fria de Goiás – GO (14°58′10.21″S, 48°1′19.43″W). O isolado 

obtido em batata dextrose ágar (BDA) foi depositado no SisBiota Brasil (Sistema 

Escolha de um meio 
Czapek-Dox 
modificados

Comparação dos 
métodos de extração

Extração de proteínas 
por tampão Tris, 

misturas ternárias e 
solventes eutéticos 

profundos

Teste entre 
concentrações de 0,2 
g/mL, 0,3 g/mL e 0,4 
g/mL para extração

Obtenção do extrato 
bruto a ser purificado 

por SAB

Sistemas PEG/PO4 e 
PPG/[Ch]Cl

Ultrafiltração Cromatografia de troca 
iônica

L-ASNase de P. sizovae
purificada
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Nacional de Pesquisa em Biodiversidade – CNPq) de fungos filamentosos com o 

acesso de herança genética de número 010770/2013-5 e autorização do Sistema 

Nacional de Gestão do. Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado (SisGen) de acordo com a lei número 12.123/2015 (registro: AEFBB51). A 

cepa foi mantida no Laboratório de Enzimologia do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade de Brasília, e foram doadas pelo professor Edivaldo Ximenes Ferreira 

Filho. Os isolados foram armazenados a – 80 ºC em meio Castellani (CASTELLANI, 

1967).  

A partir do estoque os fungos foram repicados em placas de BDA, a 28 °C 

durante 7 dias. O pré-inóculo foi repicado a partir dos cultivos em BDA, sendo este o 

meio indutor de crescimento (IC) contendo 2,4% de BDA e 1% de extrato de levedura, 

cultivado a 32 °C por 5 dias. 

 

4.2 MEIOS DE CULTIVO 

Neste trabalho, foram testados três diferentes meios Czapek-Dox modificados, 

a partir do meio descrito por BASKAR; RENGANATHAN (2012), e de meios descritos 

por FREITAS et al., (2021). 50 mL de meio em Erlenmeyers de 250 mL foram 

inoculados com 1 disco de 8 mm de pré-inóculo e cultivados a 32 °C durante 5 dias a 

120 rpm. 

• Meio de Cultura 1 (MC 1): L-Prolina 1,71%; NaNO3 1,99%; L-Asparagina 

1,38%; Glicose 0,65%; Caldo Batata Dextrose 2,4%; Extrato de levedura 1% 

K2HPO4 0,0152%; MgSO4.7H2O 0,052%; KCl 0,052%; elementos traço (C:N 

4,65) (BASKAR; RENGANATHAN, 2012); 

• Meio de Cultura 2 (MC 2): L-Prolina 3%, L-Asparagina 3%, Ureia 1%, Extrato 

de Malte 3%; Extrato de levedura 3%; MgSO4.7H2O 0,052%; KCl 0,052%; 

elementos traço (C:N 2,82) (FREITAS et al., 2021); 

• Meio de Cultura 3 (MC 3): L-Prolina 5%; L-Asparagina 3%; NaNO3 3%; 

NH4SO4 3%; Extrato de levedura 3%; Peptona 5%; MgSO4.7H2O 0,052%; KCl 0,052%; 

elementos traço (C:N 2,06) (FREITAS et al., 2021);  
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• Sendo que, a solução de elementos traço foi composta por ZnSO4 0,001%; 

FeSO4.7H2O 0,001% e CuSO4.5H2O 0,001%. Todos os meios tiveram o pH ajustado 

para 6,5 com KOH 5 M.1 

Ao término dos cultivos, as biomassas foram filtradas em filtro de papel com 

auxílio do funil Büchner em condições de baixa pressão. O meio de cultura foi 

descartado e as biomassas foram mantidas em freezer a – 20°C até as extrações.  

 

4.2.1 Peso seco 

O peso seco foi calculado a partir da filtração de cultivos de 50 mL com papel 

filtro previamente pesados. A biomassa foi seca em estufa com circulação de ar a 70 

°C durante 48 h e pesada juntamente com os filtros. A massa final foi subtraída da 

massa do papel filtro e, assim, foi obtido o peso seco. Este ensaio foi realizado em 

triplicata. 

 

4.3 EXTRAÇÃO SÓLIDO-LÍQUIDO 

As extrações foram realizadas conforme metodologia de MUSSAGY et al., 

(2022b), com adaptações. A biomassa descongelada foi pesada e adicionada de 

solvente (descritos a seguir) inicialmente na concentração de 0,2 g/mL (concentrações 

de 0,3 e 0,4 mg/mL foram testadas posteriormente). Em tubos de vidro, as biomassas 

foram então agitadas a 700 rpm em placa magnética, à temperatura ambiente. Foram 

realizadas quatro extrações seguidas para cada condição. Ao final, os extratos brutos 

foram centrifugados a 12 000 g, 10 minutos e 4 °C. Os extratos foram submetidos à 

quantificação de proteínas e, de atividade enzimática de L-Asparaginase e 

eletroforese em gel de acrilamida.  

 

4.3.3 Sistemas ternários 

Para a extração celular foram utilizados sete sistemas ternários com diferentes 

proporções de acetato de etila (EtOAc), etanol (EtOH) e água destilada (H2O). Os 

 
1 A razão C/N dos meios de cultivo foram quantificadas conforme bibliografia citada referente à cada 

meio. 
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sistemas foram: 1:0:2, 2:0:1, 1:1:1, 2:1:2, 3:0:1, 3:1 (EtOH:EtOAc:H2O), conforme 

demonstrado na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Relação das proporções dos solventes ternários utilizados para a obtenção 

de extratos enzimáticos a partir das células de P. sizovae.  

Etanol (%) Acetato de Etila (%) Água destilada (%) 
33 0 66 

66 0 33 

33 33 33 

40 20 40 

75 0 25 

42,5 15 42,5 

50 0 50 

 

O Tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,6 foi testado como controle positivo, devido o 

pH ótimo da L-ASNase ser entre 6 – 10 (MUNEER et al., 2020). O tampão não foi 

usado nos sistemas ternários pois assim deixariam de serem ternários, devido a 

presença de Tris no tampão além da água. 

 

4.3.4 Solventes eutéticos profundos 

A síntese dos solventes foi realizada conforme descrito por MUSSAGY et al., 

(2022c). As diferentes molaridades do ácido láctico ou ácido butírico (Lac e But, 

respectivamente), ambos doadores de ligações de hidrogênio foram adicionados ao 

receptor de ligações de hidrogênio, cloreto de colina ([Ch]Cl), para formar um líquido 

transparente e homogêneo após 2 horas de agitação a 80 °C. Foram realizadas 

extrações, conforme descrito no tópico 2.3.3, com solventes eutéticos compostos de 

[Ch]Cl com Lac e But nas proporções 1:1 e 1:2 (80% p/v). Os extratos foram 

submetidos à quantificação de proteínas e, de atividade enzimática de L-ASNase. 

 

4.3.5 Lise celular por sonicação 

A lise celular por sonicação foi realizada os sistemas de extração que 

apresentaram melhores resultados. A biomassa foi suspendida nos sistemas de 
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extração na mesma concentração utilizada anteriormente (0,2 g/mL). A mistura foi 

sonicada em ultrassom (Sonics Vibra-Cell VCX-500, Sonics & Materials, inc, Newtown 

CT, Estados Unidos) com 8 ciclos, 45 segundos de pulso e 30 segundos de repouso 

e 40% de amplitude (COSTA-SILVA et al., 2018). Ao final, os extratos foram 

centrifugados 12 000 g, 10 minutos e 4 °C. O sobrenadante foi coletado e denominado 

extrato bruto. 

 

4.4 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNA 

A quantificação de proteína foi realizada conforme BCA Protein Assay Kit 

(Pierce®, Thermo-Fisher Scientific). Este ensaio se baseia na reação de Birueto, que 

consiste na redução de Cu2+ para Cu1+, em condições básicas, e o reagente 

colorimétrico é o ácido bicinconínico. Duas moléculas do ácido reagem com um íon 

de cobre Cu2+, e a coloração produzida pelo reagente é proporcional à concentração 

de proteína. A coloração púrpura é lida no espectrofotômetro a 562 nm (SMITH et al., 

1985)  

O ensaio foi realizado em placa de 96 poços, sendo pipetados 25 μL de amostra, 

ou padrão, em triplicata, e 200 μL do reagente. A placa foi então incubada por 30 

minutos a 37 ºC e lida a 562 nm em leitora de microplaca. A quantidade de proteína 

foi estimada através de uma curva padrão feita com padrão de albumina em nove 

pontos (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 μg/mL), conforme Figura 10. 

Brancos contendo cada sistema ternário e solvente eutético profundo foram 

realizados. 
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Figura 10. Curva padrão de albumina versus a absorbância a 562 nm.   

 

4.5 QUANTIFICAÇÃO DE L-ASPARAGINASE 

A quantificação da L-ASNase foi realizada através do método L-aspartil-β-

hidroxamato (AHA). Esta metodologia se baseia na reação de formação do β-

hidroxamato-aspártico quando o ácido aspártico fica em contato com a hidroxilamina, 

na presença de L-ASNase. Esta reação é parada com o ácido tricloroacético (TCA), 

ácido clorídrico (HCl) e cloreto férrico (FeCl3). O FeCl3 irá se complexar com o β-

hidroxamato aspártico, sendo assim o reagente colorimétrico da reação (DRAINAS; 

KINGHORN; PATEMAN, 1977). A reação, conforme demonstrada na Figura 11, é lida 

em espectrofotômetro a 500 nm. 
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Figura 11. Reação da quantificação da atividade de L-ASNase pelo método de AHA. 

Esta metodologia foi escolhida para a quantificação de L-ASNase pois a 

metodologia de Nessler, além de superestimar a atividade enzimática, pode também 

quantificar amônia presente no extrato bruto produzida pelo metabolismo microbiano 

(FREITAS et al., 2021; MAGRI et al., 2018). 

Cada ensaio foi realizado em triplicata em tubos cônicos de 5 mL. Foram 

adicionados 200 μL de L-asparagina 0,1 mol/L, 200 μL de hidroxilamina 1 molar 

(neutralizada com NaOH), 1,4 mL de tampão Tris-HCl 50 mmol/L e 100 μL de amostra 

(extrato bruto). Foram preparados brancos de cada amostra, compostos de 1,9 mL de 

tampão Tris-HCl 50 mmol/L e 100 μL de amostra, além de brancos de cada solvente 

utilizado e sistema ternário. Todas as amostras foram incubadas a 37 ºC por 30 

minutos em banho-maria. Após os 30 minutos, foram adicionados 500 μL do reagente 

colorimétrico, composto por 5% de FeCl3 (p/v) e 10 % de TCA (p/v) em 0,33 molar de 

HCl. As amostras foram centrifugadas a 10000 g durante 5 minutos, a 4 ºC. A leitura 

foi realizada em espectrofotômetro a 500 nm. Também foram realizados ensaios 

enzimáticos quantificando a L-ASNase a partir de amostras de células fúngicas. Neste 

caso, foram utilizados 100 mg de células, substituindo 100 μL de extrato bruto. 
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Para a quantificação em μmols de β-hidroxamato-aspártico, foi realizada uma 

curva de calibração construída com um padrão de β-hidroxamato (Sigma-Aldrich®) a 

5,0 mmol/L. A curva foi construída conforme descrito na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Construção das soluções padrão utilizadas na curva de calibração. 

Solução 
Padrão 

Moles (μmol) 
β-hidroxamato 

aspártico 
(5,0 mmol/L) (μL) 

Tampão Tris-HCl pH 8,6 
(20 mmol/L) 

(mL) 

FeCl3/TCA/HCl 
(mL) 

Branco 0 0 2,000 0,5 

Padrão 1 0,1 20 1,980 0,5 

Padrão 2 0,25 50 1,950 0,5 

Padrão 3 0,5 100 1,900 0,5 

Padrão 4 0,75 150 1,850 0,5 

Padrão 5 1,0 200 1,800 0,5 

Padrão 6 1,5 300 1,700 0,5 

Padrão 7 2,0 400 1,600 0,5 

Padrão 8 3,0 600 1,400 0,5 

 

Todos os padrões da curva foram feitos em triplicata. Após a adição da 

solução de FeCl3/TCA/HCl, os padrões foram lidos em espectrofotômetro a 500 nm. 

Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 12. 

 
Figura 12. Curva padrão de concentração β-hidroxamato (µmol) versus absorbância 

a 500 nm. 

O cálculo da atividade enzimática foi realizado conforme seguinte equação: 
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!
"#
ASNase = ( (%"&'	)*+,-.&/0"01&	023á.1,5&)

(7&'8"9	-0	0"&21.0)×(19"3&	-9	.90çã&)
)       (2) 

 

Para o cálculo a atividade enzimática específica em U/mgproteína, a o cálculo foi 

realizado conforme seguinte equação: 

 
!

"=!"#$%í'(
ASNase = ( (%"&'	)*+,-.&/0"01&	023á.1,5&)

(19&.	-9	3.&19í?0	×	7&'8"9	-0	0"&21.0)×(19"3&	-9	.90çã&)
)      (3) 

 

Já para a atividade específica expressa em U/gcél., a equação foi a seguinte: 

 
!
=)é+.

ASNase = ( (%"&'	)*+,-.&/0"01&	023á.1,5&)
(5&?59?1.0çã&	-9	5é'8'02	×	7&'8"9	-0	0"&21.0)×(19"3&	-9	.90çã&)

)      (4) 

 

 

4.6 ELETROFORESE EM GEL DE ACRILAMIDA (SDS-PAGE) 

As proteínas dos extratos foram precipitadas com a adição de 5 volumes de 

acetona gelada (- 20°C) (SIMPSON; BEYNON, 2010). As amostras foram então 

incubadas a – 20°C por 24 horas, centrifugadas a 10000 g, 15 minutos, 4°C.  

As amostras foram suspendidas em 20 µL de tampão Laemmni (LAEMMLI, 

1970) (Tris-HCl 0,125 M; SDS 2%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,004%; 2-

mercaptoetanol 10%) e aplicadas em gel desnaturante de acrilamida/bisacrilamida a 

12% (LAEMMLI, 1970). O marcador de massa molecular utilizado foi de baixo peso 

molecular (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, MI, EUA), contendo as proteínas fosforilase 

b (97,0 kDa), soroalbumina bovina (66,0 kDa), ovo albumina (45,0 kDa), anidrase 

carbônica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e α-lactalbumina (14,4 kDa). As 

corridas de eletroforese ocorreram a 150 V e 30 mA para o gel concentrador e 250 V 

e 50 mA para o gel separador. 

Os géis foram corados com coloração de nitrato prata e Azul de Coomassie. A 

coloração de prata foi realizada conforme descrito por Blum, Beier e Gross (BLUM; 

BEIER; GROSS, 1987) com PlusOne Silver Staining Kit™ (GE Healthcare, IL, EUA). 

A coloração com Azul de Coomassie foi realizada conforme descrito por Borejdo e 

Flynn (BOREJDO; FLYNN, 1984), utilizando PhastGelTM Blue R (GE Healthcare, IL, 

EUA). 
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4.7 SISTEMAS AQUOSOS BIFÁSICOS  

Cada sistema foi preparado a partir de uma mistura ternária polímero + sal + 

água, de acordo com a Tabela 6. Foram escolhidos sistemas PEG + tampão fosfato e 

PPG + [Ch]Cl, com a composição de 15% de polímero, 20% de sal e 65% de água 

para os sistemas com PEG, e 30% de polímero, 16% de sal e 54% de água para o 

sistema com PPG (GLYK; SCHEPER; BEUTEL, 2014; MAGRI et al., 2020; NEVES et 

al., 2016). O tampão fosfato foi preparado no pH 7,4 (K2HPO4:KH2PO4 3:1). 

 

Tabela 6. Composição dos sistemas aquosos bifásicos polímero-sal. 

Sistema 
Composição (%) 

Polímero Sal Água 

        PEG + Tampão fosfato 
PEG-400 15 20 65 
PEG-1500 15 20 65 
PEG-2000 15 20 65 
PEG-2000 15 20 65 

PPG + [Ch]Cl   
PPG-400 30 16 54 

 

O polímero, o sal e o extrato de L-ASNase (a 1,5 mg/mL de proteína) foram 

adicionados a vidros graduados de 15 mL, para se obter uma massa total de 10 g, 

fixando a concentração de proteína em cada sistema em 0,25 mg/mL. A seguir, os 

sistemas foram agitados vigorosamente com o auxílio de um agitador de tubos vórtex, 

seguido de um equilíbrio de 1 h a 25 ºC em banho maria. Os sistemas foram 

centrifugados a 2000 g por 30 minutos a 25 ºC para a completa separação das fases. 

As fases (topo e fundo) foram separadas cuidadosamente com o auxílio de pipeta 

Pasteur. Brancos também foram preparados, compostos pelos sistemas com a adição 

de água destilada ao invés do extrato bruto enzimático (MAGRI et al., 2020).  

A partição foi avaliada a partir do coeficiente de partição da atividade enzimática 

da L-ASNase e concentração de proteínas (Ka e Kb, respectivamente), a eficiência de 

extração da L-ASNase [EE (%)], o fator de purificação (FP), e o balanço de massa 

[MB(%)], determinados conforme equações descritas abaixo: 
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Ka=	 [L-ASNase]fase	topo
[L-ASNase]fase	fundo

     (5)

      

 

Kb=	 [CP]fase	topo
[CP]fase	fundo

     (6) 

 

EE	(%)	=		 [L-ASNase]fase	rica	×	Vfase	rica
([L-ASNase]fase	rica	×	Vfase	rica)+([L-ASNase]fase	pobre	×	Vfase	pobre)

	×	100           (7) 

 

FP = 	OP<(=%	">)(
OP>'>)>(+

      (8) 

 

BM	(%) = 	
Q[RS]<(=%	$#!#	×	T<(=%	$#!#U	V([RS<(=%	<?'@#	×	T<(=%	<?'@#)

QT<(=%	$#!#V	T<(=%	$#!#U	×	([RS]>'>)>(+)
	× 	100        (9) 

  

     							AR = !"!"#$	&'("
!"')'('"*

	× 	100                                        (10) 

 

No qual AE corresponde à atividade específica (U/mgproteína), [CP] à 

concentração de proteína (µg/mL), BM a balanço de massa (%), AR à atividade 

relativa (%). A fase rica corresponde à fase rica em L-ASNase e, consequentemente, 

a fase pobre à fase pobre em L-ASNase. 

 

4.7.1 Ensaios físico-químicos  

As fases topo e fundo de todos os sistemas foram submetidas a ensaios físico-

químicos para sua caracterização. Foram calculadas e aferidos densidade, umidade 

(Analisador de Umidade por Infravermelho IV2000, Gehaka, SP, Brasil), e pH 

(pHametro EDGE HI2002-02, Hanna Instruments Woonsocket, RI EUA). 

 

4.8 ULTRAFILTRAÇÃO 

Para a remoção do polímero e sal e concentrar a proteína, as fases ricas em L-

ASNase foram coletadas e ultrafiltradas com membrana de 30 kDa de cut-off, por 

sistema de ultrafiltração tangencial (AmiconTM 8200, MilliporeSigmaTM) antes da 

cromatografia de troca iônica. 
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4.9 PURIFICAÇÃO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA 

Foi utilizada uma coluna HiTrap DEAE FF 5 mL (Sigma-Aldrich®) em sistema 

cromatográfico ӒKTA pure™ (Cytiva™, Danaher Corporation, DC, USA). A coluna foi 

previamente equilibrada com tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,6 numa taxa de 0,5 

mL/min. Para a aplicação das amostras concentradas e sem polímero (previamente 

filtradas a 0,45 µm), foi injetado 2 mL de amostra e a lavagem de coluna foi realizada 

com 5 volumes de coluna. Em seguida, a eluição ocorreu com variações de NaCl de 

0 a 0,5 M e frações de 2 mL foram coletadas, e em seguida foi feito SDS-PAGE 

segundo Laemmli  (LAEMMLI, 1970) (Sessão 4.6). As frações com presença de 

bandas sugestivas de L-ASNase foram liofilizadas e reconstruídas com água 

ultrapura. Após, a atividade enzimática e a concentração de proteína foram medidas 

e o rendimento e o fator de purificação foram calculados. 

Os cálculos de atividade relativa e fator de purificação foram realizados de 

acordo com eqs. 8 e 10, respectivamente, e o rendimento (h) foi calculado conforme 

equação a seguir: 

 

η = 	 (T<>'(+	×	[#*OWX029]<>'(+
(T>'>)>(+	×	[#*OWX029]>'>)>(+)

	× 	100        (11) 

 

Sendo que, Vfinal representa o volume (mL) da fase em que a L-ASNase foi 

extraída na maior proporção; [L-ASNase]final corresponde à atividade enzimática 

(U/mL) onde houve a maior proporção de extração; Vinicial é o volume (mL) do extrato 

bruto inicial; e [L-ASNase]inicial é a atividade enzimática (U/mL) do extrato bruto. 

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os ensaios realizados em triplicata tiveram suas médias submetidas ao teste de 

normalidade Shapiro-Willk, e as médias apresentaram distribuição normal. Para a 

comparação de duas médias foi realizado o teste-t, e para a comparação de três 

médias ou mais foi realizada análise de variância (ANOVA). Em caso de p<0,05, os 

dados foram submetidos a pós-teste de Tukey. As análises estatísticas foram 

realizadas com software RStudio (RSTUDIO TEAM, 2020). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 MEIOS DE CULTIVO 

Os três meios de cultura apresentaram diferentes resultados de peso seco 

(Figura 13). Isso se deve às diferenças da relação C/N entre os meios. Nos meios com 

maior presença de carbono (Meio 1 e Meio 2), com relações de 4,65 e 2,82, 

respectivamente, é possível observar um maior peso seco, devido à maior quantidade 

de carbono disponível para o crescimento fúngico. O mesmo comportamento foi 

observado em cultivos de P. sclerotigenum em meio Czapek-Dox contendo dextrose 

e meio de Aveia, dois meios que possuem alta relação C/N (CUTRIM et al., 2006). 

MONTARROYOS et al. (2007) também identificaram que a presença das fontes de 

carbono maltose, sacarose e dextrose favoreceram o crescimento micelial do fungo 

Mycosphaerella musicola. 

  

 
Figura 13. Biomassa (g/L) e atividade específica de L-ASNase (U/gcél.) dos cultivos 

dos 3 diferentes meios de cultivo de P. sizovae durante 5 dias a 32 °C e 120 rpm. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

Outro fator intrinsicamente ligado à relação de carbono e nitrogênio do meio de 

cultura, diz respeito à produção enzimática do microrganismo. Apesar do MC 1 

apresentar maior crescimento que o MC 2, o último apresentou maior atividade 

específica de L-ASNase. A biomassa de cultivos em MC 2 apresentou, em média, 

maior atividade de L-ASNase (0,75 U/gcél.) do que do MC 1 (0,33 U/ gcél.) (Figura 13).   
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Apesar da biomassa obtida após o cultivo com o MC 3 apresentar atividade de 

L-ASNase maior que do MC1 (0,47 U/mL), este meio apresentou um crescimento 

celular insuficiente para prosseguir com os próximos ensaios (5,7 g/L). O baixo 

crescimento fúngico neste meio pode ser explicado pela sua baixa relação C/N, 

havendo uma disponibilidade reduzida de carbono necessário para o metabolismo 

celular fúngico. Além disso, as fontes de nitrogênio também podem interferir na 

atividade enzimática de fungos filamentosos. Os 3 meios possuem L-prolina e L-

asparagina em comum como fontes de nitrogênio, porém em concentrações 

diferentes. Além disso, outras fontes de nitrogênio estão presentes em cada meio, CM 

1 possui NaNO3 a 1,99%, CM 2 possui ureia a 1% e CM 3 possui NaNO3 e NH4SO4, 

ambos a 3%. LIMA et al. (2013) avaliaram diferentes fontes de carbono e nitrogênio 

na produção de lipases por Penicillium aurantiogriseum. Foi observado que fontes 

inorgânicas de nitrogênio e relações C/N mais baixas (2,5) promoveram uma maior 

atividade específica de lipases, do que cultivos com meios de maior C/N. No presente 

trabalho, CM 1 tem a maior razão C/N, a menor concentração de nitrogênio inorgânico 

e menor atividade específica (Figura 13). 

 

5.2 EXTRAÇÃO POR SISTEMAS TERNÁRIOS ETANOL:ACETATO DE ETILA:ÁGUA 

DESTILADA 

Foram testados 11 sistemas ternários, sendo que 7 consistem em misturas de 

solventes e 4 em solventes eutéticos profundos. Foi realizada quatro ciclos de 

extração para extratos dos dois meios selecionados. A mesma biomassa foi extraída 

4 vezes, tendo seu extrato de cada extração quantificada em relação à sua 

concentração de proteína. Através destes resultados, podemos observar que o 

controle positivo Tris-HCl 50 mM pH 8,6 foi capaz de extrair a maior quantidade de 

proteínas nas células fúngicas obtidas pelos dois meios de cultivo (Figura 14). 
Foi observado também que a concentração de proteína nos extratos com tampão 

do MC 2 foi superior à do MC 1 (1040 µg/mL e 1520 µg/mL, respectivamente). Isso 

pode se explicar devido à maior presença de L-ASNase nos extratos do meio 2, como 

foi observado na quantificação de L-ASNase das biomassas dos cultivos (Figura 14). 

Além disso, os extratos com tampão na quarta extração ainda tinham concentrações 

de proteína mais altas que de outros solventes, portanto o tampão Tris foi capaz de 

extrair a maior quantidade de proteínas.  
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A partir destes resultados, MC 2 foi considerado o mais vantajoso para a 

produção de L-ASNasePS, portanto ele foi o meio escolhido para os próximos ensaios. 

 

 

 
 

Figura 14. Extração de proteína (µg/mL) em ciclos nos diferentes sistemas ternários 

Etanol:Acetato de etila:Água e solventes eutéticos profundos do meio de cultura 1 (A) 

e do meio de cultura 2 (B). 
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Tampão Tris-HCl: Tris-HCl 50 mM pH 8.6; Misturas ternárias: EtOH:EtOAc:H2O;  [Ch]Cl:Lac (1:1): 

[Ch]Cl:Ácido Láctico 1:1; [Ch]Cl:Lac (1:2): [Ch]Cl:Ácido Láctico 1:2; [Ch]Cl:But (1:1): [Ch]Cl:Ácido 

Butírico 1:1; [Ch]Cl:But (1:2): [Ch]Cl:Ácido Butírico 1:2. 

 

Foram testadas as atividades enzimáticas de L-ASNase dos extratos da primeira 

extração dos seguintes sistemas: tampão, etanol 33%, etanol 50%, etanol 66%, etanol 

75%, Lac 1:1, Lac 1:2, But 1:1, e But 1:2 (Figura 15). Os extratos contendo acetato de 

etila foram excluídos deste ensaio devido sua interação com a hidroxilamina presente 

no ensaio de L-ASNase (SCHULZ; WAKIL, 1970).  

Assim como observado na concentração de proteína dos extratos, a maior 

atividade específica de L-ASNasePS foi observada em extratos de tampão tris (Figura 

15). Foi possível observar que a atividade específica foi crescente de acordo com a 

porcentagem de etanol presente no sistema. Também foi observado uma maior 

atividade específica em [Ch]Cl:Ácido butírico 1:2 em relação ao solvente com menor 

quantidade de ácido butírico. 

 

 
Figura 15. Atividade enzimática específica de L-asparaginase (U/mgproteína) em 

extratos (0,2 gcel/mL) obtidos a partir de sistemas ternários Etanol/Acetato de 

Etila/Água e solventes eutéticos profundos. 
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Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Tampão Tris: 

Tris-HCl 50 mM pH 8.6; EtOH 33%: etanol 33%; EtOH 50%: etanol 50%; EtOH 66%: etanol 66%; EtOH 

75%: etanol 75%; Lac 1:1: [Ch]Cl:Ácido Láctico 1:1; Lac 1:2: [Ch]Cl:Ácido Láctico 1:2; But 1:1: 

[Ch]Cl:Ácido Butírico 1:1; But 1:2: [Ch]Cl:Ácido Butírico 1:2. 

 

Através da análise do SDS-PAGE, é possível verificar a presença de bandas 

sugestivas à L-ASNasePS, próximas de 45 kDa, em todos os extratos, exceto no 

sistema 1:0:1 (Etanol 50%) (Figura 16A). Os sistemas com acetato de etila (1:1:1, 

2:1:3 e 3:1:3) também apresentaram bandas sugestivas à L-ASNase, com destaque 

ao sistema 1:1:1 (etanol 33%, acetato de etila 33% e água 33%). Os extratos de etanol 

66% (1:0:2), etanol 33% (2:0:1) e etanol 75% (3:0:1) apresentaram poucas bandas, 

comparando-se aos outros extratos, e bandas próximas a 45 kDa, o que corrobora 

com os resultados da Figura 15 de atividade específica.  

Já a análise do gel de extratos de solventes eutéticos profundos (Figura 16B) 

demonstrou que quanto maior a presença dos ácidos orgânicos (ácido láctico e 

butírico), maior a quantidade de proteínas extraídas. Além disso, nestes extratos é 

capaz de se distinguir poucas bandas, sendo uma delas próxima ao marcador 

molecular de 45 kDa, sugerindo maior atividade específica de L-ASNasePS. 

 

 
Figura 16. Gel desnaturante de poliacrilamida (12%) dos extratos (0,2 g/mL) obtidos 

a partir dos sistemas ternários Etanol/Acetato de etila/Água e solventes eutéticos 

profundos. 
Tampão Tris-HCl: Tris-HCl 50 mM pH 8.6; Misturas ternárias: EtOH:EtOAc:H2O;  [Ch]Cl:Lac (1:1): 

[Ch]Cl:Ácido Láctico 1:1; [Ch]Cl:Lac (1:2): [Ch]Cl:Ácido Láctico 1:2; [Ch]Cl:But (1:1): [Ch]Cl:Ácido 

Butírico 1:1; [Ch]Cl:But (1:2): [Ch]Cl:Ácido Butírico 1:2. 
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Apesar de um ceticismo inicial por parte da comunidade científica no uso de 

solventes orgânicos em proteínas, nos últimos 30 anos vem sendo um tópico de 

pesquisa em biotecnologia em desenvolvimento. Sabe-se que a atividade catalítica de 

enzimas é menor em solventes orgânicos do que em água, porém enzimas em 

solventes orgânicos podem apresentar diferentes propriedades como maior 

seletividade e maior termo estabilidade (KLIBANOV, 1997; YANG; RUSSELL, 1996). 

Além disso, industrialmente o uso de solventes orgânicos na solubilização de 

proteínas pode ser útil devido a facilidade de se obter o produto final e rendimento, 

além de reduzir o risco de contaminação microbiana em reatores (YANG; RUSSELL, 

1996). Neste cenário, a maior atividade específica nos extratos com tampão Tris-HCl 

já era esperada, devido o controle de pH e estabilidade enzimática (SCOPES, 1994).  

Uma das principais questões acerca do uso de solventes orgânicos em enzimas 

é se a proteína vai manter sua conformação nativa, pois estes solventes podem ser 

desnaturantes. Porém, nem sempre isso é reportado (YANG; RUSSELL, 1996). Uma 

hipótese é de que quando propriamente solubilizada em um solvente orgânico, a 

enzima fica cineticamente (mas não termodinamicamente) “presa” na sua 

conformação nativa (ZAKS; KLIBANOV, 1988). Outra possível vantagem do uso de 

solventes durante a extração das células é o rompimento celular ser facilitado devido 

à degradação de moléculas da membrana das células (YANG; RUSSELL, 1996). A 

água é necessária para a manutenção da atividade catalítica enzimática, o que pode 

explicar a presença de atividade em todos os sistemas EtOH:EtOAc:H2O testados 

neste trabalho, pois todos apresentam água. 

Outros possíveis desafios encontrados incluem desestabilização das estruturas 

secundária e terciária causada pelo etanol, pH, mobilidade, bloqueio do sítio ativo, 

dentre outros (KLIBANOV, 1997). Já existem estratégias para contornar todos esses 

problemas, incluindo a otimização da adição de água, liofilização da enzima na 

presença de crioprotetores, uso de detergentes em conjunto com os solventes 

orgânicos e tampões de fase orgânica (MATTOS; RINGE, 2001; TAHA; COUTINHO, 

2016). 

Os solventes eutéticos profundos (SEPs) já são conhecidos por serem solventes 

amigáveis ao meio ambiente, baixa volatilidade, baixa toxicidade, não inflamabilidade 

e baixa pressão de vapor. Portanto, os SEPs são promissores para substituir os 
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agentes tradicionais de extração e já vem sendo usados na extração e separação de 

vários compostos como lignina, pesticidas, flavonoides, proteínas de animais e de 

plantas, enzimas microbianas e aminoácidos (ZHOU et al., 2022). Além disso, já 

demonstraram aumentar a atividade biocatalítica de proteínas e serem usados com 

sucesso na separação de biomoléculas (AZIZI; BATEBI, 2012; MARCHEL; 

COROADINHA; MARRUCHO, 2020; XU et al., 2019). Entretanto, a baixa atividade de 

L-ASNase dos extratos em SEPs comparados aos de tampão Tris-HCl (Figura 15) 

pode ser explicada pelo baixo pH, por serem formados por ácidos orgânicos. O uso 

de tampões de fase orgânica podem ser uma solução para contornar este problema 

(TAHA; COUTINHO, 2016). 

A partir destes resultados, verifica-se que ainda assim os extratos com tampão 

Tris-HCl apresentaram uma maior atividade específica considerável. Entretanto, 

devido as vantagens associadas à extração de proteínas com solventes orgânicos e 

SEPs, a investigação a respeito das condições ótimas pode ser interessante, pois 

através do gel de SDS-PAGE foi possível verificar a presença de L-ASNase em todos 

os extratos (Figura 16).  

 

5.3 EXTRAÇÃO 

A etapa de extração e rompimento celular é crítica para um maior rendimento 

enzimático (GOMES; ZANETTE; SPIER, 2020; SOUZA et al., 2017). Para comparar 

os métodos de extração, foram selecionados os solventes de extração: tampão Tris, 

EtOH 66%, EtOH 33%, [Ch]Cl:Lac 1:1, [Ch]Cl:Lac 1:2, [Ch]Cl:But 1:1 e [Ch]Cl:But 1:2. 

O método mais comumente utilizado para biomassas de até 20 g é a sonicação, 

entretanto, este método pode causar perdas na atividade enzimática devido ao 

aumento de temperatura, além de um maior gasto energético e maiores custos 

(DOPP; REUEL, 2018; WANG; YUAN; HALE, 2016).  

Outros métodos utilizados são prensa francesa, homogeneizador de alta pressão 

e pérolas de vidro. Assim como a sonicação, estes métodos são físicos e severos, e 

sendo otimizados podem atingir altos rendimentos (YAO et al., 2018; ZHANG et al., 

2019). Entretanto, estes métodos possuem algumas desvantagens como falta de 

seletividade através da liberação simultânea de outros componentes do citoplasma. 

Isto pode acarretar um maior número de etapas downstream, formar pequenos detritos 
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celulares. Estes métodos envolvem operações de alto consumo energético e são 

adequados apenas para processos de batelada (MUSSAGY et al., 2020).  

Neste cenário, é importante considerar os custos, especificidade, rendimento e 

impacto ambiental do método de rompimento celular a ser utilizado. MUSSAGY et al., 

(2020, 2022b, 2022a) utilizaram a agitação com barra magnética para a extração de 

biomoléculas de levedura com sucesso. Nesta metodologia não há aumento de 

temperatura, possui baixos custos operacionais, facilidade de escalonamento e um 

maior rendimento que nas extrações das células com ultrassom. 

O mesmo comportamento foi observado neste trabalho, com a concentração de 

proteínas. A partir da Figura 17, observa-se que em todos os solventes testados a 

concentração de proteína foi maior no método por agitação, exceto [Ch]Cl:Lac 1:1, 

que não apresentou diferença estatística. A extração com tampão por agitação se 

destacou, com 1520,0 µg/mL contra 676,0 µg/mL por ultrassom. Também foi 

observado que os SEPs de ácido butírico apresentaram menores concentrações de 

proteína do que os de ácido lático, corroborando com a maior atividade específica dos 

SEPs de ácido butírico (Figura 15).  

 

 
Figura 17. Concentração de proteína (µg/mL) dos métodos de rompimento celular em 

extratos (0,2 g/mL) obtidos a partir da extração de Tampão Tris, EtOH 66%, EtOH 

33%, [Ch]Cl:Lac 1:1, [Ch]Cl:Lac 1:2, [Ch]Cl:But 1:1 e [Ch]Cl:But 1:2. 
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Extratos obtidos a partir de sonicação e agitação diferem entre si pelo teste-t (níveis de significância: 

*** = p<0,001, ** = p<0,01, * = p<0,05. Tampão: Tris-HCl 50 mM pH 8.6; EtOH 66%: etanol 66%; EtOH 

33%: etanol 33%; [Ch]Cl:Lac 1:1: [Ch]Cl:Ácido Láctico 1:1; [Ch]Cl:Lac 1:2: [Ch]Cl:Ácido Láctico 1:2; 

[Ch]Cl:But 1:1: [Ch]Cl:Ácido Butírico 1:1; [Ch]Cl: But 1:2: [Ch]Cl:Ácido Butírico 1:2. 

 

O comportamento das extrações das células fúngicas ser no geral mais 

eficientes pelo método de agitação é explicado provavelmente pelo aquecimento da 

amostra, e a L-ASNase é uma enzima termosensível, sendo que o controle de 

temperatura é fundamental durante o rompimento celular (LI et al., 2018). Com base 

nestes resultados, o método de extração utilizado foi o de agitação com barra 

magnética e o solvente foi o tampão Tris nos próximos ensaios. 

 

5.3.1 Concentração dos extratos 

Outro parâmetro da extração avaliado neste trabalho foi a concentração de 

células úmidas na extração, com tampão Tris. As concentrações testadas foram de 

0,2 g/mL, 0,3 g/mL e 0,4 g/mL e a atividade especifica de L-ASNase de cada extrato 

foi quantificada. Com base na Figura 18, é possível verificar que os extratos a 0,4 

g/mL apresentaram mais que o dobro de atividade específica que as outras extrações, 

sendo 2,4 U/mgproteína em extratos a 0,4 g/mL. Os maiores resultados de atividade 

específica da L-ASNase, extraída por maceração, de P. sizovae por FREITAS et al. 

(2021) foi de 0,87 U/mgproteína, 0,81 U/mgproteína e 1,03 U/mgproteína, após planejamento 

experimental Placket-Burman. Vale ressaltar que o resultado de 1,03 U/mgproteína foi 

obtido a partir de células cultivadas com as mesmas condições deste trabalho, com 1 

disco micelial de inóculo, a 32 ºC, durante 5 dias com o meio Czapek-Dox modificado 

usado no presente trabalho, o MC 2. O método de rompimento celular foi a única 

diferença, sendo a maceração na concentração de 0,5 g/mL de células em tampão 

Tris. No presente trabalho obteve-se mais que o dobro de atividade específica com o 

uso de 0,4 g/mL de células. Estes resultados demonstram vantagens da extração de 

células em relação também à maceração, com maior atividade específica e menor 

concentração de células. 
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Figura 18. Atividade específica em U/mgproteína de extratos obtidos com tampão Tris-

HCl 50 mM, pH 8,6 nas concentrações de 0,2 g/mL, 0,3 g/mL e 0,4 g/mL. 

 

Em resumo, a partir dos resultados obtidos em 4.2 e 4.3, o processo downstream 

da obtenção de L-ASNase de P. sizovae foi definida como: MC 2 (C/N 2,82), 5 dias 

de cultivo a 32 ºC, extração por agitação com barra magnética com tampão Tris-HCl 

50 mM pH 8,6 na concentração de 0,4 g/mL de células úmidas. 

 

5.4 SEPARAÇÃO POR SISTEMAS AQUOSOS BIFÁSICOS POLÍMERO-SAL 

No downstream foram utilizados sistemas aquosos bifásicos (SABs) polímero-

sal para a partição dos extratos de P. sizovae. Para uma melhor compreensão acerca 

dos padrões de migração e mecanismo de partição da L-ASNasePS nestes SABs, 

propriedades físico-químicas e a eficiência de extração foram determinadas. Além 

disso, foram utilizados PEG de diferentes pesos moleculares (400, 1500, 2000 e 4000) 

com tampão fosfato (pH 7,4) para averiguar como o peso molecular do PEG afeta a 

separação da L-ASNasePS. Além disso, o sistema PPG-400/[Ch]Cl também foi 

testado. Já foi reportado que o [Ch]Cl é capaz de manter a estabilidade de proteínas 

e aumentar sua atividade catalítica, portanto este sal foi utilizado para comparar os 

resultados com o tampão fosfato, que é amplamente usado em SABs, e conhecido 

como um ambiente favorável a proteínas (MAGRI et al., 2019; TAHA; COUTINHO, 

2016). MAGRI et al. (2019) demonstraram que líquidos iônicos de [Ch] são aditivos 

biocatalíticos que aumentam a atividade da L-ASNase de E. coli em água. A estrutura 
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não foi afetada com a adição de [Ch]Cl e a atividade relativa da L-ASNase aumento 

250%.  

Todos os SABs do presente trabalho foram avaliados em termos de parâmetros 

de partição, eficiência de extração (EE%), Ka e Kb, atividade enzimática relativa (%), 

pH densidade (g/cm3) e umidade (%) (Tabela 7). 

Pela análise da EE% dos sistemas (Figura 19) é possível confirmar que todos os 

SABs de PEG-fosfato foram capazes de atingir 100% da separação da L-ASNase em 

uma fase, a fase rica em PEG, indicando a preferência da L-ASNasePS nas fases 

ricas em polímero nestes sistemas. Este mesmo comportamento foi observado em 

SABs polímero/sal utilizados na purificação de outras proteínas, como L-ASNase de 

E. coli, proteínas do ovo, proteínas de algas, dentre outras, com EE% de pelo menos 

70% para a fase rica em PEG (BELCHIOR; FREIRE, 2021; MAGRI et al., 2020; 

RAJAKUMAR; MUTHUKUMAR, 2018; SAHA; SARKAR; SEN, 2022).  

 

 

 
Figura 19. Eficiência de extração (%) e fator de purificação (FP) das fases ricas em 

L-ASNase dos SABs polímero-sal. 

O efeito do peso molecular do polímero interfere na partição pois quanto maior o 

peso molecular, maior a hidrofobicidade da fase rica em polímero. O aumento do peso 

molecular do PEG nos sistemas PEG-fosfato correspondeu a um aumento no fator de 

purificação, dos pesos 400, 1500 e 2000. A partir de 4000, entretanto, há uma baixa 
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no fator de purificação (0,2), além de baixo Kb, atividade relativa (5,4%), atividade de 

L-ASNase, concentração de proteína, além de perdas de massa (34,54%) (Tabela 7 

e Tabela 8). Dois fatores determinam estes efeitos: exclusão estérica da proteína e a 

maior hidrofobicidade, desta forma, reduzindo a área da razão entre grupos 

hidrofílicos e hidrofóbicos (FERREIRA; UVERSKY; ZASLAVSKY, 2018; MAGRI et al., 

2020; SUAREZ RUIZ et al., 2018; ZASLAVSKY; UVERSKY; CHAIT, 2016). Como a 

L-ASNase possui caráter moderadamente hidrofílico, sua partição foi desfavorável em 

SAB com PEG-4000, devido a sua diferença na força da interação entre proteína-

polímero. Conforme a cadeia do polímero aumenta, há um aumento no efeito de 

exclusão estérica, fazendo com que interações intramoleculares e aumento da tensão 

interfacial entre as fases, resultando nessa interação fraca entre proteína-polímero 

(CHOW et al., 2015; JOHANSSON et al., 1998). 

 

Tabela 7. Composição, pH, densidade, umidade de sistemas polímero sal PEG + 

tampão fosfato e PPG + [Ch]Cl. 

Sistema 

Composição (%) pH 
Densidade 

(g/cm3) 
Umidade (%) 

Polímero Sal Água Topo Fundo Topo Fundo Topo Fundo 

        PEG + Tampão fosfato 
    

PEG-400 15 20 65 7,6 7,2 0,96 1,09 59,6 67,3 

PEG-1500 15 20 65 8,4 7,4 1,02 1,27 54,9 71,7 

PEG-2000 15 20 65 8,1 7,4 1,02 1,25 56,0 73,3 

PEG-4000 15 20 65 8,6 7,1 1,13 1,3 53,3 69,7 

PPG + [Ch]Cl 
        

PPG-400 30 16 54 5,9 6,5 0,96 1,09 26 75,7 

 

O sistema PPG-400/[Ch]Cl apresentou algumas diferenças dos SABs com PEG. 

A primeira foi a fase rica em L-ASNase, neste sistema foi na fase fundo, a fase rica 

em sal, com uma eficiência de extração de 93,6% para esta fase. A partição da L-

ASNase para a fase rica em [Ch]Cl, resultando num Ka > 0, pode ser explicada devido 

à baixa hidrofobicidade da fase rica em polímero, que pode ser comprovada pela sua 

baixa umidade (12,6%) (Tabela 7). Neste sistema, ambas as fases apresentaram pH 
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menor que dos SABs contendo PEG, mas ainda maior que o pI (ponto isoelétrico) da 

L-ASNasePS, 4,84, maior Ka e menor Kb. Entretanto, foi observada a segunda maior 

atividade relativa entre todos os sistemas, de 21,8% (Tabela 8 e Figura 20). Esta alta 

atividade relativa pode ser atribuída pelo fato de que [Ch]Cl é capaz de preservar a 

estabilidade da proteína e sua atividade catalítica (MAGRI et al., 2019). Apesar da 

atividade relativa considerável, a fase rica em PPG-400 apresentou uma alta 

concentração de proteína (0,68 mg/mL), reduzindo assim seu fator de purificação para 

menor que 1, pois o fator de purificação é calculado com base na atividade específica 

da enzima (U/mgproteína) (Tabela 8). Este resultado demonstra que outras proteínas 

também tiveram afinidade por essa fase, particionando para ela, e reduzindo a 

atividade específica da L-ASNase. 

Através da análise do fator de purificação das fases ricas em L-ASNase, apenas 

os sistemas PEG-1500 e PEG-2000/tampão fosfato purificaram a enzima (PF ³ 1) 

(Tabela 8 e Figura 20). Considerando a hidrofobicidade, era esperado que a L-ASNase 

particionasse preferencialmente pela fase rica em sal dos sistemas PEG/fosfato, pois 

estas fases apresentaram maior umidade que a fase topo, rica em polímero (Tabela 

7). Entretanto, a partição de proteínas em SABs envolve vários outros fatores, é um 

balanço complexo que envolve solubilização, pH, e entropia e entalpia de ligação. 

Todas as fases ricas em PEG apresentaram alto pH (> 8), portanto L-ASNase estava 

negativamente carregada, o que adiciona afinidade da enzima pelo polímero (CHOW 

et al., 2015). 

 

Tabela 8. Parâmetros de partição (K e EE[%], atividade relativa (%) Atividade de L-

ASNase (U/mL, U/mgproteína e U/gcél.), concentração de proteína (mg/mL), fator de 

purificação e balanço de massa (%) dos SABs polímero-sal. 

Sal Polímero 

Fase rica 

FP  BM (%) 
Parâmetros de partição L-ASNase Proteína 

K EE (%) 
Atividade 

relativa (%) 
U/mL U/mgproteína U/gcél. mg/mL 

Tampão 

fosfato 

PEG-400 ∞ 100 16,9 0,176 0,337 0,352 0,522 0,51 95,94 

PEG-1500 ∞ 100 17,2 0,136 0,584 0,382 0,233 1,36 99,41 

PEG-2000 ∞ 100 28,7 0,227 0,656 0,566 0,346 1,63 103,1 
PEG-4000 ∞ 100 5,4 0,1 0,21 0,201 0,479 0,2 65,46 
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[Ch]Cl PPG-400 -0,6 93,6 21,8 0,153 0,225 0,306 0,681 0,5 94,97 

FP: fator de purificação; BM: balanço de massa. 

 

Estes resultados sugerem que uma alta EE% não garante a manutenção da 

atividade de L-ASNase na fase rica, nem um fator de purificação alto (Figura 19). As 

maiores atividades relativas obtidas foram dos sistemas PEG-2000/fosfato (28,7%) e 

PPG-400/[Ch]Cl, demonstrando que apesar de haver perdas na atividade catalítica da 

L-ASNase, são sistemas promissores para a partição desta enzima (Figura 20). 

Entretanto, o sistema PPG-400/[Ch]Cl não foi capaz de purificar a enzima, devido seu 

FP menor que 1. O maior FP obtido foi do sistema PEG-2000/fosfato (FP = 1,63) 

(Tabela 8). Além disso, este sistema não apresentou perdas de massa as maiores 

atividades específica entre todos os sistemas (0,66 U/mgproteína e 0,57 U/gcél.). 

 

 
Figura 20. Balanço de Massa (%) e atividade relativa (%) das fases ricas em L-

ASNase dos sistemas aquosos polímero-sal. 

O sistema PEG-2000/fosfato foi considerado o sistema de partição da L-ASNase 

mais vantajoso e sua fase rica em enzima foi concentrada por ultrafiltração (membrana 

de 30 kDa cut-off) com a finalidade de remover o PEG e o sal presente na amostra, 

para seguir com a cromatografia de troca iônica. É possível verificar a presença de 

muitas bandas na amostra concentrada no gel de eletroforese, o que é esperado pois 
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SABs são plataformas de purificação de baixa resolução. Portanto, pelo menos mais 

uma etapa de purificação é necessária (Figura 21). 

 

 
Figura 21. Gel desnaturante de poliacrilamida (12%) corado com azul de Coomassie 

contendo as amostras: extrato bruto (EB), fase topo, fase fundo, interface (I), 

concentrado após ultrafiltração (C), e filtrado (FT) de um sistema aquoso bifásico PEG-

2000/fosfato. 
EB: extrato enzimático de Tris-HCl 50 mM pH 8,6; C: cut-off de 30 kDa. 

 

5.5 PURIFICAÇÃO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA  

A fase topo do sistema PEG-2000/fosfato concentrada em 10 vezes por 

ultrafiltração com membrana de 30 kDa de cut-off foi submetida a purificação por 

cromatografia de troca iônica (Figura 22). Pela análise do cromatograma (Figura 22A), 

é possível observar um grande pico se iniciando na fração 2 e terminando na fração 

10. Pela análise do gel de SDS-PAGE (Figura 22B) foi possível observar a presença 

de bandas apenas nas frações 6, 7 e 8. Diferente do gel da fase topo concentrada 

(Figura 21), há a presença de poucas bandas nas frações (aproximadamente 8), 

sendo perceptível a presença da banda próxima ao marcador molecular de 45 kDa, 

sugerindo ser a L-ASNasePS. As frações foram liofilizadas e suspendidas em água 

ultrapura, 10 vezes concentrada.  
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Figura 22. Cromatograma da eluição com Tris-HCl 50 mM pH 8,6, de 5 mL da fase 

topo concentrada (30 kDa) no Akta Pure, com uma coluna HiTrap DEAE FF, fluxo 0,5 

mL/min, e tampão de eluição Tris-HCl 50 mM NaCl 500 mM pH 8,6 (A). SDS-PAGE 

(12%) corado com nitrato de prata. Frações 5 a 8 obtidas a partir da corrida 

cromatográfica descrita em A. 

Todas as frações (6, 7 e 8) foram concentradas 10x e após liofilização 

apresentaram atividade de L-ASNase, respectivamente de 2,89, 2,83 e 4,41 

U/mgproteína (Tabela 9). Estas frações apresentaram fatores de purificação de 7,19, 

7,04 e 8,49, respectivamente. O rendimento das frações foi acima de 15%, e as 

frações 7 e 8 apresentaram maior rendimento do que apenas o uso do SAB de PEG-

2000/fosfato, como pode-se observar na Tabela 9. A amostra concentrada após 

ultrafiltração apresentou um baixo fator de purificação devido a possíveis perdas 

durante o processo, que provavelmente promoveu a desnaturação da L-ASNase, pois 

a concentração de proteínas se manteve alta (1,65 mg/mL). Além disso, o rendimento 

acima de 100% é indicativo da concentração da amostra. 

 

A B 
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Tabela 9. Atividade total de L-ASNase (U/mL), concentração de proteína (mg/mL), 

atividade específica (U/mgproteína), fator de purificação e recuperação das etapas de 

purificação da L-ASNasePS. 

Etapa de purificação 
V 

(mL) 

[L-ASNase] 

(U/mL) 

CP 

(mg/mL) 

AE 

(U/mgproteína) 
FP h (%) 

Extrato bruto 10 0,65 1,62 0,40 1,00 100,0 

Fase rica em PEG 60 0,23 0,34 0,66 1,64 26,8 

Concentrado 6 0,44 1,65 0,08 0,21 746,1 

Fração 6 (10x) 2 0,20 0,07 2,89 7,19 15,28 
Fração 7 (10x) 2 0,37 0,13 2,83 7,04 27,93 

Fração 8 (10x) 2 0,45 0,09 3,41 8,49 33,66 

V: volume; [L-ASNase]: atividade enzimática; CP: concentração de proteína; AE: atividade específica; 

FP: fator de purificação; h: rendimento. Fase rica em PEG: obtida a partir do SAB de PEG-2000/fosfato; 

concentrado: fase rica do SAB ultrafiltrada com membrana de 30 kDa. 

  

Estes resultados se assemelham com estudos encontrados na literatura na 

purificação de enzimas com o uso de SABs PEG/sal. TADDIA et al., (2021) reportaram 

rendimentos entre 7,1 – 79,9% e fator de purificação entre 1,9 – 11,1 após 4 etapas 

de purificação de xilanases de A. niger, incluindo SAB PEG/citrato e cromatografia de 

troca iônica. CARDOSO et al. (2023) obtiveram um rendimento de 2,95% e fator de 

purificação de 1,18 de uma L-ASNase expressa em heterologamente. Foram 

realizadas duas etapas de purificação, uma delas sendo CTI. Valores similares foram 

encontrados por ARUMUGAM; THANGAVELU (2022) na purificação de L-ASNase de 

Chaetomium sp., com fator de purificação de 2,45 após duas etapas de purificação, 

incluindo CTI. Estes resultados demonstram que rendimento e fator de purificação 

podem variar e não são proporcionais ao número de etapas de purificação. 

No presente trabalho, após 3 etapas de purificação o FP variou entre 7,04 – 8,49 

ne o rendimento entre 15,28 – 33,66%, das frações que apresentaram atividade 

enzimática de L-ASNase, apesar da presença de outras proteínas como é possível 

observar pelo SDS-PAGE (Figura 22A) das frações coletadas pós CTI. Apesar de mais 

de uma etapa de purificação ser adicionada, o FP das frações aumentou ao menos 4 

vezes em comparação com as fases ricas em L-ASNase do sistema PEG-

2000/fosfato. A combinação dessas duas técnicas inclui a falta de necessidade de pré-

tratamento de materiais e reagentes, baixo custo, rapidez, baixo impacto ambiental e 

a da possibilidade de tratar grandes volumes, facilitando o escalonamento. Além 
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disso, normalmente quando se usa cromatografia para purificar proteínas é necessária 

uma etapa prévia de precipitação com sulfato de amônio e dessalinização, que podem 

reduzir o rendimento. O uso de SAB na purificação de L-ASNase proporcionou um 

pré-tratamento de um extrato rico em diversas proteínas biocompatível, não-tóxico, de 

possuir baixos custos, ser não desnaturante, possuir facilidade no escalonamento e 

curtos tempos de processamento (220).  
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste capítulo, as condições do downstream e upstream da L-ASNase de P. 

sizovae foram avaliadas. A partir de um cultivo em meio Czapek-Dox modificado 

(razão C/N de 2,82) com ureia, L-prolina e L-asparagina como principais fontes de 

nitrogênio obteve-se a atividade específica de L-ASNase de 0,75 U/gcél.. Sistemas 

ternários contendo diferentes proporções de etanol, água e acetato de etila, além de 

solventes eutéticos profundos e tampão Tris foram testados na extração da L-ASNase 

a partir das células do fungo, sendo o tampão Tris o solvente com maio atividade 

específica. 

Após o estudo de sistemas aquosos bifásicos polímero-sal, o sistema PEG-

2000/fosfato demonstrou uma partição total para a fase topo (fase rica em polímero), 

fator de purificação de 1,64, atividade relativa de 28,7% e rendimento de 26,8%. Com 

a combinação de ultrafiltração e cromatografia de troca iônica, o fator de purificação 

aumento 4 vezes, com o rendimento máximo de 33,7%. Sistemas aquosos bifásicos 

polímero-sal seguido de cromatografia de troca iônica é um processo interessante 

para a purificação de produtos biológicos, devido aos baixos custos, baixo impacto 

ambiental, não necessitar da etapa de precipitação, além da possibilidade de purificar 

grandes volumes e tempo reduzido, em comparação com outros processos de 

purificação. Entretanto, ainda é necessário estudos para aumentar o fator de 

purificação e melhorar o grau de pureza da L-ASNase expressa pelo fungo P. sizovae 

de forma nativa.  
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CAPÍTULO III 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Expressão heteróloga da L-asparaginase de P. sizovae em E. coli BL21(De3) 
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1 INTRODUÇÃO 

Um bioprocesso robusto é fundamental para a garantia de que a qualidade do 

produto final cumpra suas especificações, representando um dos maiores obstáculos 

para o desenvolvimento de biofármacos. A partir de pequenas alterações no processo 

como parâmetros de operação, linhagem celular, métodos de produção e etapas de 

purificação, os atributos de uma proteína podem ser afetados, como a estrutura, 

atividade e a presença de contaminantes (SASSI; NAGARKAR; HAMBLIN, 2015).  

Em relação à L-ASNase, a maior parte da literatura científica disponível está 

focada nos processos de otimização, rendimento e maximização do rendimento, sem 

considerar os aspectos a respeito da qualidade do produto final. O estudo sobre o 

desenvolvimento e produção visando viabilidade econômica, eficácia e segurança são 

fundamentais para uma L-ASNase viável e segura (BRUMANO et al., 2019). 

Nos últimos anos uma série de fontes de L-ASNase e estratégias de 

bioengenharia foram testadas, considerando redução de imunogenicidade e reações 

alérgicas, alta atividade catalítica e baixo custo nos processos upstream e downstream 

(PATEL et al., 2022). A L-ASNase tipo II de eucariotos, como fungos e leveduras, vem 

demonstrado menos efeitos adversos, porém possuem baixo rendimento 

(CACHUMBA et al., 2016). Técnicas de expressão heteróloga são empregadas a fim 

de aumentar a recuperação enzimática, além da produção de enzimas recombinantes 

com características desejáveis. Uma série de estratégias moleculares e modificações 

químicas são empregadas para a redução da imunogenicidade, estabilidade contra 

degradação de proteases, baixa L-glutaminase, maior especificidade, maior tempo de 

meia-vida, além de um maior rendimento em relação à enzima nativa (LEFIN et al., 

2023).  

Devido à necessidade de uma L-ASNase para uso terapêutico com maior 

afinidade com substrato, menor tempo de meia vida, baixa atividade de glutaminase, 

estabilidade para às condições fisiológicas do corpo humano, além da redução de 

efeitos imunogênicos, e que seja economicamente viável, o desenvolvimento e estudo 

de técnicas de bioengenharia visando uma otimização da produção enzimática possui 

importância clínica, devido seu impacto tanto econômico quanto social (BRUMANO et 

al., 2019; LEFIN et al., 2023; WANG et al., 2021). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 EXPRESSÃO HETERÓLOGA E PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Em processos de larga escala, a produção de biofármacos a partir de linhagens 

selvagens normalmente é evitada, principalmente devido aos baixos rendimentos e 

altos custos de processamento. Para resolver estes problemas, uma abordagem pode 

ser o uso de tecnologia de DNA recombinante para transferir genes que codificam a 

enzima de um microrganismo a outro. Este processo se chama expressão heteróloga 

(LI et al., 2019). 

A expressão heteróloga consiste na expressão de um gene ou fragmento de um 

gene de um microrganismo em um organismo hospedeiro. Esta técnica surgiu a partir 

da inovação das tecnologias de DNA recombinante nos anos de 1970. Desta forma, é 

possível determinar estabilidade, atividade e especificidade da enzima desejada, 

realizando múltiplas cópias de genes, utilizando fortes promotores e peptídeos sinais 

eficientes, além da adição de marcadores para auxiliar a purificação. O uso da 

expressão heteróloga em organismos de fácil cultivo, como bactérias, aumenta a 

produtividade e reduz os custos de produção (ALESSANDRA et al., 2010; 

PASSAGLIA; ZAHA, 2014).  

Para a produção de biofármacos, células de mamíferos são os sistemas mais 

utilizados atualmente (WALSH, 2018). Proteínas recombinantes expressas em 

levedura apresentam um alto perfil de N-glicosilação tipo manose, além da redução 

do seu tempo de meia vida, o que pode comprometer a eficácia de glicoproteínas 

farmacêuticas (BAGHBAN et al., 2018; WILDT; GERNGROSS, 2005). Uma série de 

estratégias são utilizadas para a produção de sistemas de levedura utilizando 

glicoengenharia, o que aumenta os custos de produção (HAMILTON et al., 2006). Já 

na expressão em plantas, o principal obstáculo presente é a ausência de glicosilação 

humana, sendo necessárias estratégias de glicoengenharia para a retenção de 

proteínas no retículo endoplasmático (HAMORSKY et al., 2015; MUNRO; PELHAM, 

1987).  

Devido os desafios apresentados na produção heteróloga em sistemas de 

levedura e plantas, sistemas de E. coli tornam-se atrativos devido seu baixo custo de 

cultivo, rápido crescimento, alto rendimento, fácil seleção de mutantes e manipulação 

genética, além de uma maior eficiência na incorporação do DNA exógeno (GOPAL; 

KUMAR, 2013).  
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2.2 L-ASNASE GENETICAMENTE MODIFICADA 

O uso de modificações moleculares ou químicas de um produto original com a 

finalidade de melhoramento das características do fármaco são chamados de bio-

betters. Este termo se refere ao aprimoramento de características de biofármacos 

formados por peptídeos ou proteínas (BECK, 2011; SAUNA et al., 2017). Algumas 

dessas estratégias moleculares incluem análise por bioinformática, docking, dinâmica 

molecular e mutagênese sítio dirigida (MAHAVIDYALAYA; MUNDAGANUR; 

KANNARATH, 2014; MUNHOZ COSTA et al., 2022). Através de estratégias 

moleculares é possível reduzir a imunogenicidade da L-ASNase (ANDRADE et al., 

2024; MUNHOZ COSTA et al., 2022). Já as modificações químicas incluem ligação 

C-terminal com uma proteína de fusão de cadeia única (scFv) (aumenta a resistência 

da L-ASNase à tripsina), fusão do domínio TRAIL (induz células tumorais à apoptose), 

PEGuilação, PASilação e bioconjugação (promovem o aumento do tempo de meia-

vida) (BRUMANO et al., 2019; GUO et al., 2000). Neste cenário, proteínas bio-better 

tem ganhado considerável atenção industrial, devido suas inovações e altos valor no 

mercado devido suas vantagens clínicas.  

A primeira L-ASNase produzida por bioengenharia aprovada para uso clínico foi 

a pergaspargase (L-ASNase peguilada), modificada a partir da Elspar®, em 1994 

(HOLLE, 1997). Desde então, várias formulações entraram no mercado com 

tecnologias recombinantes, além de novas patentes (ALVES et al., 2016; TRIEU, 

2015). As outras formulações aprovadas com tecnologia recombinante incluem 

mutagênese dirigida Spectrila® (L-ASNase de E. coli) e Rylaze® (L-ASNase de D. 

dadantii); e Asparlas® e Hamsyl® (ambas de E. coli) com PEGuilação.  

Em relação à expressão, a L-ASNase industrial é produzida heterologamente, 

sendo em sua maioria por E. coli. Na indústria de alimentos a Acrylaway® e 

PreventASeTM são obtidas de Aspergillus nigger e A. oryzae, respectivamente, e 

expressadas em A. oryzae (MUNEER et al., 2020). No sistema de expressão com E. 

coli, a L-ASNase endógena do hospedeiro pode afetar a estabilidade do genoma da 

bactéria e a taxa de retenção do plasmídeo. Desta forma, variantes de E. coli são 

utilizadas para aprimorar os hospedeiros. A variantes BL21 (DE3) é a mais utilizada 

para a produção de proteínas, devido a depleção das proteases Lon e OmpT 

(RATELADE et al., 2009). Além disso, esta variante é frequentemente aplicada com 
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sistemas de expressão baseados no promotor T7, que é caracterizado por alta taxa 

de transcrição (HAUSJELL et al., 2018; ROSANO; CECCARELLI, 2014). Novos 

sistemas de expressão vêm sendo utilizados na literatura como plantas, mamíferos e 

leveduras, na expressão de L-ASNase bacteriana e de levedura (DANTAS et al., 2019; 

DE ALMEIDA PARIZOTTO et al., 2021; EFFER et al., 2019; MOHAMMADI et al., [s.d.]; 

RODRIGUES et al., 2019; SAJITHA et al., 2015).  

Os níveis de secreção de L-ASNase em sistemas heterólogos também estão 

relacionados ao peptídeo sinal. AGHAEEPOOR et al. (2011) substituíram o peptídeo 

sinal nativo numa sequência de L-ASNase II pela sequência líder pelB, o que 

aumentou o rendimento da L-ASNase. Em consequência de altos níveis de produção, 

a L-ASNase em E. coli também pode ser expressa em forma de agregados insolúveis 

parcialmente enovelados, que são chamados de corpos de inclusão (CIs) (HANNIG; 

MAKRIDES, 1998; KELLEY; WINKLER, 1990).  

As principais condições que interferem nos níveis enzimáticos da L-ASNase 

recombinante incluem parâmetros de fermentação, meio de cultivo, temperatura, 

concentração de indutor e tempo pós-indução. Além da construção do vetor e da 

expressão da proteína de forma correta e ativa (WANG et al., 2021). 

Apesar da expressão heteróloga de L-ASNase bacteriana ser amplamente 

estudada e aplicada na indústria, há pouco reportado sobre a expressão heteróloga 

de L-ASNase com origem de fungos filamentosos (RODRIGUES ANDRADE et al., 

2023). Os sistemas de expressão utilizados encontrados atualmente utilizam E. coli, 

Bacillus subtilis e Komagataella phaffii (WANG et al., 2021). Os sistemas de expressão 

heteróloga com genes de origem fúngica encontrados na literatura atual estão 

reportados na Tabela 10.  

 

Tabela 10. Sistemas de expressão heteróloga de L-ASNase com genes de origem 

fungos filamentosos. 
Fungo Hospedeiro Vetor [L-ASNase] Referência 
Sclerotinia borealis E. coli BL21 (DE3) pET-28a 0,6 U/mL DUMINA et al. (2021) 

Flammulina velutipes E. coli BL21 (DE3) pCTP2 16 U/mL EISELE et al (2011) 

Penicillium sizovae K. phaffii X-33 pPICZαA 3,05 U/gcélula FREITAS et al. (2022) 

Rhizomucor miehei CAU432 E. coli BL21 (DE3) pET-28a 1.984,8 
U/mgproteína 

HUANG et al. (2014) 

Aspergillus terreus E. coli BL21 (DE3) pET-28a 69,1 

U/mgproteína 

JEBUR et al. (2019) 
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Aspergillus terreus  E. coli BL21 (DE3) pET-28a 42,46 

U/mgproteína 

SAEED et al. (2018) 

Rhizomucor miehei E. coli BL21 (DE3) pLysS pET-28a 4,1 U/mL ZHANG et al. (2021) 

Rhizomucor miehei B. subtilis 168 pMA5 521,9 U/mL ZHANG et al. (2021) 

Fusarium proliferatum K. phaffii X-33 pPICZαA 2,84 U/gcélula CARDOSO et al. (2023) 

[L-ASNase] = atividade enzimática de L-ASNase. 

 

Uma revisão sistemática realizada em 2023 a partir de 4172 artigos encontrados 

nas bases de dados Scopus, Science Direct, PubMed e Web of Science encontrou 

apenas 8 trabalhos com sobre a expressão heteróloga de L-ASNase tipo II de fungos 

filamentoso (todos os citados na Tabela 10, exceto o F. proliferatum expresso em K. 

phaffi X-33, que foi publicado após a revisão sistemática) (RODRIGUES ANDRADE 

et al., 2023).  

Cinco dos nove sistemas de expressão heteróloga utilizaram E. coli BL21(DE3) 

como hospedeiro, e dentre estes, cinco utilizaram o vetor pET-28a. Este vetor contem 

o promotor T7, um dos promotores mais fortes, ocasionando uma expressão 

considerável de proteína (BACIU et al., 2023).  A escolha da E. coli se dá por ser uma 

bactéria amplamente utilizada na produção de proteínas farmacêuticas, devido seus 

baixos custos operacionais e alto rendimento (SØRENSEN; MORTENSEN, 2005). A 

preferência pela cepa BL21(DE3) se dá pela presença do gene que codifica a T7 RNA 

polimerase, pelo controle do forte promotor lacUV5, deleção dos genes OMPT e LON 

que codificam proteases, reduzindo assim a degradação das proteínas recombinantes 

(ROSANO; MORALES; CECCARELLI, 2019). A cepa BL21(DE3) pLysS utilizada por 

SAEED et al.(2018a), do gene que codifica a T7 RNA polimerase e da deleção dos 

genes que codificam proteases, possui também o gene T7 lisozima, que modula a 

atividade da T7 RNA polimerase, reduzindo o nível basal de expressão do gene de 

interesse, e consequentemente aumentando a tolerância das células de E. coli contra 

toxicidade (PAN; MALCOLM, 2000). Todos os sistemas expressos em bactéria foram 

induzidos com IPTG, exceto DUMINA et al. (2021), que induziram com lactose. 

ZHANG et al. (2021) realizaram a expressão heteróloga de R. miehei em B. 

subtillis, uma cepa segura para alimentação. Foram adotadas modificações na região 

5’ para aumentar o nível de expressão da L-ASNase. Outros dois trabalhos 

expressaram L-ASNase de P. sizovae e F. proliferatum em K. phaffi X-33, os quais 
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usaram o vetor pPICZaA, contendo o promotor AOX1 que permite a expressão em 

alto nível induzível por metanol  (CARDOSO et al., 2023; FREITAS et al., 2022).  

SAEED et al. (2018) reportaram que mais de 60% da expressão de L-ASNase 

foi em corpos de inclusão. Os outros autores não reportaram o mesmo, apesar de três 

dos estudos terem realizado a indução a baixas temperaturas, estratégia utilizada 

comumente para minimizar a formação de corpos de inclusão  (DUMINA et al., 2021; 

EISELE et al., 2011; ZHANG et al., 2021). Os resultados de atividade enzimática foram 

expressos de variadas formas (U/mL, U/mgproteína, U/gcélula) e por diferentes métodos 

(vermelho de fenol, b-hidroxamato aspártico, nessler e quantificação de L-ácido 

aspártico por HPLC), portanto, não há como comparar os resultados. Entretanto, vale 

destacar os resultados de HUANG et al. (2014) e ZHANG et al. (2021), com valores 

de 1.984,8 U/mgproteína e 521,9 U/mL, respectivamente.  

Ensaios in vitro foram realizadas por HUANG et al. (2014) e CARDOSO et al. 

(2023). No primeiro estudo a L-ASNase de R. miehei (RmASNase) expressa em E. 

coli BL21(DE3) combinada com uma lectina de Astragalus membranaceus foi testada 

contra células K562, U937 e Jukart. As células apoptóticas foram quantificadas e os 

resultados sugerem que a RmASNase induziu as células tumorais à apoptose, com 

ou sem lectina. Já no segundo estudo, a L-ASNase de F. proliferatum expressa em K. 

phaffi X-33 foi testada em células Jukart, em comparação com uma L-ASNase 

comercial. Os resultados indicaram que enquanto a L-ASNase comercial não interferiu 

na viabilidade celular nas doses investigadas, a L-ASNase de F. proliferatum foi capaz 

de induzir as células Jukart à apoptose em concentração a partir de 0,005 UI/mL. 

HUANG et al. (2014) também analisaram a redução de acrilamida em alimentos 

cozidos feitos com farinha contendo RmASNase. Com a adição de 10 U/g de farinha 

houve redução de até 80% de acrilamida.  

A partir da análise destes resultados, é possível concluir o potencial do uso de 

L-ASNase de origem de fungos filamentosos em sistemas de expressão heteróloga 

tanto na indústria alimentar quanto na farmacêutica, considerando os hospedeiros de 

origem bacteriana com maior rendimento. 

 

2.3 CORPOS DE INCLUSÃO 

Apesar das vantagens na produção enzimática por expressão heteróloga, alguns 

problemas são frequentemente encontrados, como enovelamento inadequado, alto 
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peso molecular, a presença de vários domínios de membrana na proteína, metabolic 

burden, uso de códons diferentes e sequencias repetitivas após a translação (LEFIN 

et al., 2023). Alguns destes problemas encontrados na expressão heteróloga de L-

ASNase incluem baixa expressão de proteína e atividade enzimática devido à 

regulação transcripcional e translacional, de R. miehei expressa em K. phaffi (ZHANG 

et al., 2021). EFFER et al. (2019) expressaram a L-ASNase de D. dadantii em K. phaffi 

e reportaram que cauda de histidina pode afetar negativamente a conformação 

tetraédrica da enzima, causando enovelamento inadequado. NADERI et al. (2022) 

reportaram o efeito da hidrofobicidade no peptídeo sinal da L-ASNase e a formação 

de CI (E. coli). Em relação à expressão de genes eucariotos em sistemas procariotos, 

a formação de CI e o correto enovelamento da proteína são frequentemente 

observados (KELLEY; WINKLER, 1990). 

Corpos de inclusão são agregados insolúveis de proteínas gerados pelo excesso 

de expressão que pode ocorrer após a indução (VALLEJO; RINAS, 2004). Os CIs são 

considerados o maior obstáculo na produção de proteínas recombinantes ativas e 

solúveis. Apesar do emprego de estratégias moleculares e bioquímicas para evitar 

sua formação, cerca de 80% de proteínas recombinantes são superexpressadas em 

E. coli, formando CIs. Entretanto, cerca de 30% dos biofármacos produzidos 

industrialmente utilizam sistemas de E. coli (JÜRGEN et al., 2010; SLOUKA et al., 

2018; WALSH, 2018).  

Na expressão de L-ASNase, a formação de CIs e enovelamento incorreto são 

cruciais porque a L-ASNase II só é ativa na sua conformação tetraédrica. Portanto, é 

necessário o enovelamento à sua forma nativa para a presença das suas propriedades 

bioativas (MIHOOLIYA et al., 2023). Esforços consideráveis vem sendo realizados no 

downstream envolvendo isolamento, solubilização, renaturação (enovelamento) e 

purificação para a obtenção da proteína bioativa (KANTE et al., 2018). Algumas das 

estratégias utilizadas são o uso de fortes agentes caotrópicos, método de diluição 

pulsativa, congelamento e descongelamento, cromatografia periódica em 

contracorrente, dentre outros (KANTE et al., 2018; RAJENDRAN; PUSHPAVANAM; 

JAYARAMAN, 2022; SINGHVI et al., 2021; UPADHYAY et al., 2014). Esses processos 

são cansativos e exigem um grande número de etapas, especialmente para proteínas 

multiméricas, pois exige inicialmente a solubilização e renaturação dos monômeros, e 

em sequencia o redobramento até a obtenção da sua estrutura tetraédrica (no caso 
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da L-ASNase) em condições fisiológicas (MIHOOLIYA et al., 2023; UPADHYAY et al., 

2014).   

Em escala laboratorial, diálise e diluição são os métodos mais utilizados, 

entretanto, possuem limitações no escalonamento, pois é necessário grandes 

volumes de tampões de redobramento, além dos custos adicionados pela diálise. Para 

reduzir os custos destas técnicas, ultrafiltração tangencial vem sendo utilizada para a 

recuperação da proteína em alta escala (RYŚ et al., 2015). Além disso, a diálise tem 

demonstrado um alto rendimento no redobramento, comparado com o método de 

diluição (CHUA; TAN; LIEW, 2018). O redobramento em coluna é um método que não 

apenas separa os agregados, como também purifica a proteína, reduzindo a 

necessidade de mais etapas. Diferente da diálise e diluição, o redobramento em 

coluna é um processo custo efetivo para escala industrial, porém é um processo mais 

efetivo para monômeros. Recentemente, métodos em coluna vêm sendo 

desenvolvidos, como por exemplo a redobramento em coluna de matriz monolítica. O 

método apresenta alta pureza, alta taxa de redobramento e alto rendimento, além de 

possuir fácil escalabilidade e baixo tempo de processamento (SUSHMA et al., 2012). 

Embora os CIs apresentam desafios em seu enovelamento à conformação 

original, vantagens associadas aos CIs também são atrativas, como resistência a 

proteases, menos toxicidade ao hospedeiro e facilidade na sua purificação. O 

processo de isolamento de CIs é facilitado pelas diferenças no tamanho e densidade 

dos CIs em comparação a proteínas nativas, especificidade, estabilidade mecânica, 

alta expressão, e alguns CIs apresentam atividade biológica (DE MARCO et al., 2019; 

RAMÓN; SEÑORALE-POSE; MARÍN, 2014; SINGHVI et al., 2020). Existem vários 

relatos na literatura a respeito da presença de estruturas secundárias em corpos de 

inclusão (OBERG et al., 1994; PRZYBYCIEN et al., 1994; UMETSU et al., 2004). Além 

da presença de atividade enzimática e estrutura terciária em CIs (FLORES et al., 

2019). Os CIs com atividade biológica significativa são conhecidos como corpos de 

inclusão não-clássicos, e são caracterizados por proteínas que podem ser 

solubilizadas a baixas concentrações de desnaturantes (GARCÍA-FRUITÓS et al., 

2012; UPADHYAY et al., 2012).  

Originalmente considerados indesejáveis e um problema na produção de 

proteínas recombinantes, a partir dos estudos dos últimos 40 anos essa visão já não 

é mais considerada (RAMÓN; SEÑORALE-POSE; MARÍN, 2014; SINGHVI et al., 
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2020). CIs fornecem, praticamente, uma fonte pura de proteínas, e possuem um 

potencial uso de “proteínas prontas para uso”. Neste sentido, o design de estratégias 

e um conhecimento profundo sobre a estrutura e formação dos CI são capazes de 

identificar alvos moleculares que podem aumentar seu rendimento (RAMÓN; 

SEÑORALE-POSE; MARÍN, 2014). 
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3 OBJETIVOS 

Este capítulo tem como objetivo principal expressar uma L-ASNase de um fungo 

isolado do cerrado (Penicillium sizovae) em sistema heterólogo procarioto de 

Escherichia coli.  

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Clonagem e expressão do gene da L-ASNase do fungo P. sizovae em E. coli 

BL21(DE3) 

• Otimização condições de expressão (temperatura de cultivo, concentração de 

indutor e tempo pós-indução); 

• Avaliação da presença de corpos de inclusão nas frações insolúveis, bem como 

técnicas para solubilização, redobramento da enzima e purificação.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 ORIGEM E ISOLAMENTO DA L-ASPARAGINASE FÚNGICA 

O isolamento do gene da L-ASNase do fungo P. sizovae (L-ASNasePS) foi 

descrito por FREITAS et al. (2022). 

Em placas de petri contendo meio de cultura BDA (batata dextrose ágar) o fungo 

foi cultivado por 6 dias a 32 ºC. O micélio foi raspado com cuidado e transferido para 

um microtubo de 2 mL com tampas de cerâmica e agitado vigorosamente em sistema 

disruptor celular. O DNA genômico foi purificado com um Kit de isolamento de 

planta/fungo (Norgen Biotek, Canadá). Dois primers foram utilizados na PCR que 

amplificam regiões do Espaçador Interno Transcrito (EIT), das regiões EIT1 e EIT4, 

respectivamente. A pureza dos produtos da PCR foi verificada por gel de agarose a 

1,2% (m/v). As amostras de gDNA foram armazenadas a -20 ºC. 

 

4.2 CLONAGEM 

4.2.1 Preparo de células competentes 

As linhagens de células competentes de E. coli DH10β e BL21(DE3) utilizadas 

para a transformação foram preparadas conforme o protocolo descrito por GREEN; 

ROGERS 2013), com adaptações.  

A partir de um pré-inóculo de 10 mL crescido overnight a 37ºC em meio LB, 

proveniente de culturas puras estocadas à -80 ºC, 1 mL deste pré-inóculo foi inoculado 

em 100 mL de LB, incubados a 37 ºC sob agitação de 200 rpm até as culturas 

atingirem uma DO600nm de 0,3. Posteriormente, 50 mL de cada uma das culturas foram 

transferidos para tubos cônicos, que foram mantidos em banho de gelo por 10 

minutos, centrifugados por 10 minutos a 4 ºC a 4000 g. O sobrenadante foi descartado 

e as células suspendidas com 30 mL de Tampão A (80 mM de MgCl2 e 20 mM de 

CaCl2), e então incubadas em gelo por mais 15 minutos. Uma nova centrifugação foi 

realizada nas mesmas condições anteriores, o sobrenadante foi descartado e as 

células foram suspendidas em 2 mL de Tampão B (100 mM de CaCl2) e acrescidas 

de glicerol na concentração final de 20%. As suspensões de células foram transferidas 

para criotubos em alíquotas de 200 μL e armazenadas à -80 ºC até sua utilização. 
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4.2.2 Clonagem em pET28a 

A partir da sequência completa do gene de L-ASNasePS, foi retirado o peptídeo 

sinal e realizada a síntese química do gene adicionado aos sítios de restrição NdeI e 

XhoI nas extremidades 5’ e 3’. Também foram adicionados sítios de trombina e cauda 

de histidina (6xHis) (Figura 23). A síntese do gene foi realizada pela empresa Genone 

Biotechnologies (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), tendo sua subclonagem realizada em 

pET28a. 

 

 
Figura 23. Mapa do plasmídeo pET28a contendo o gene L-ASNasePS.  

A construção sintetizada foi suspendida em 20 μL de água ultrapura autoclavada 

e submetida a transformação por choque térmico, juntamente com um vetor pET28 

vazio como controle negativo. Os 20 μL da suspensão da construção foram 

adicionados em um tubo contendo células competentes de E. coli DH10β 

descongeladas. O tubo foi incubado em banho de gelo por 30 minutos, em seguida 

em banho a 42 ºC por 60 segundos, e novamente no gelo por mais 5 minutos. Após o 

choque térmico, foram adicionados 1000 μL de meio LB e a cultura foi incubada a 
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37 ºC por 1 h sob agitação a 200 rpm. Numa placa de meio LB + canamicina (50 

μg/mL), 100 μL do cultivo foi adicionado e a placa foi incubada em estufa a 37 ºC por 

16 – 18 h. Uma colônia foi aleatoriamente e cultivada em caldo LB + canamicina (50 

μg/mL) a 37 ºC por 16 – 18 h, para posterior extração do DNA plasmidial e confirmação 

da clonagem por meio de restrição com as enzimas NdeI (New England Biolabs, MA 

EUA) e XhoI (Promega, WI, EUA). A reação de digestão foi analisada em gel de 

agarose 0,8% (p/v).  

Em seguida, o DNA plasmidial do clone foi transformado pelo mesmo método 

descrito acima em células competentes de E. coli BL21(DE3) para a expressão da 

proteína heteróloga. Após o cultivo em placa contendo meio LB + canamicina (50 

μg/mL), 10 colônias foram selecionadas aleatoriamente e cultivadas em caldo LB 

contendo canamicina a 50 μg/mL, a 37 ºC sob agitação de 200 rpm por 16 – 18 h. 

Alíquotas foram coletadas em criotubos e adicionadas de glicerol a uma concentração 

final de 20% e armazenados em freezer a -80 ºC.  

 

4.3 CONFIRMAÇÃO DA INSERÇÃO DO PLASMÍDEO 

A partir de um cultivo de cada um dos 10 clones em 5 mL de meio LB + 50 

µg/mL de Canamicina overnight, a 37 ºC e 200 rpm, foi realizada a extração do 

plasmídeo com PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Thermo-Fisher 

Scientific, MA, EUA). Em seguida, foi realizada a eletroforese em gel de agarose 

(0,8%) com os plasmídeos e corado com SYBRTM Green (Invitrogen, Thermo-Fisher 

Scientific). O padrão utilizado foi GeneRuler 1 kb DNA Ladder® (Thermo-Fisher 

Scientific). 

Para a confirmação da inserção do gene no plasmídeo, foi realizada PCR 

(Polymerase Chain Reaction) (PCR Master Mix (2X), Thermo-Fisher Scientific) 

utilizando os primers foward e reverse do gene da L-ASNasePS. A PCR foi conduzida 

com a temperatura de anelamento de 56 ºC, e os produtos de PCR foram identificados 

por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v), descrito conforme o 

parágrafo anterior. O padrão utilizado foi GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder® (Thermo-

Fisher Scientific). 
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4.3.1 Desenho dos primers 

A sequência da L-ASNase foi inserida no Primer3Plus® (UNTERGASSER et al., 

2012), em seguida, a sequência foi avaliada quanto à possibilidade de formação de 

homodímeros, heterodímeros e estrutura secundária no OligoAnalyzer Tool(IDT, 

2022). E por fim, a sequência foi confrontada no BLAST (NATIONAL INSTITUTES OF 

HEALTH, 2022) a fim de verificar a especificidade do primer. As sequências dos 

primers forward (5’-TATCTTCGCCACTGGTGGTA-3’) e o reverse (5’-

GTACCGTGCGTAACAACTGC-3’). 

 

4.4 TRIAGEM ENTRE 10 CLONES SELECIONADOS ALEATORIAMENTE 

Os 10 clones selecionados foram cultivados em 20 mL de meio LB + 50 µg/mL 

de Canamicina, a 37 ºC e 200 rpm. Após 4h de cultivo, foram induzidos com 0,5 mM 

de isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) e cultivados por mais 19 h, a 37 ºC e 

200 rpm, conforme descrito no pET System Manual (Novagen, Merck Group, 

Alemanha), com modificações. Após, foram centrifugados a 13 000 g por 15 minutos 

a 4 ºC, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular suspendido em 10 mL de 

tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,6. Em banho de gelo, as células foram sonicadas por 7 

minutos, 30 segundos de pulse on e 45 segundos de pulse off, com amplitude de 30% 

(SONICS Vibra Cell™ VCX 750, Sonics & Materials, Inc.) (COSTA-SILVA et al., 2018). 

As frações solúvel e insolúvel foram separadas por centrifugação a 10000 g por 25 

minutos a 4 ºC. 

 

4.4.1 Concentração de proteína 

A proteína foi quantificada conforme BCA Protein Assay Kit (Pierce®, Thermo-

Fisher Scientific), método descrito na sessão 4.4 do capítulo 2 deste trabalho.  

 

4.4.2 Quantificação enzimática de L-asparaginase 

A quantificação de atividade enzimática de L-ASNase foi executada pelo método 

L-aspartil-β-hidroxamato, descrito na sessão 4.5 do capítulo 2 deste trabalho. 
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4.4.3 Precipitação de proteínas 

A precipitação de proteínas foi realizada com TCA seguindo a proporção de 

0,133 μL de TCA 75% (v/v) para cada 1 mL de amostra. Após a adição do TCA, as 

amostras foram incubadas por pelo menos 1 h, e então centrifugadas a 10.000 g a 

4ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e em seguida foi adicionado 1 mL 

de acetona gelado a -20 ºC. As amostras foram centrifugadas nas mesmas condições 

anteriores, e esta etapa foi repetida mais uma vez, totalizando duas lavagens com 

acetona. Após a evaporação completa de acetona, as amostras foram suspendidas 

em 20 µL de tampão de amostra (contendo Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8; 2% de docecil 

sulfato de sódio, 25% glicerol e 0,01% de azul de bromofenol 0,01%) com 5% b-

mercaptoetanol. Após, as amostras foram fervidas por 5 minutos a 95ºC em banho 

seco para garantir a total desnaturação das proteínas. 

 

4.4.4 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) 

O gel de separação foi preparado com Tris-HCl 1 M pH 8,8, 12% de 

acrilamida/bis-acrilamida (29,2/0,8%),1% de SDS, 0,1% de perssulfato de amônio 

(PSA), 0,2% de tetrametiletilenodiamina (TEMED). O gel empacotador foi preparado 

com Tris-HCl 1,5 M pH 6,8, 4% de acrilamida/bis-acrilamida (29,2/0,8%),1% de SDS, 

0,15% de PSA, 0,3% de TEMED. 
As amostras foram suspendidas em 20 µL de tampão LAEMMLI (1970) (Tris-HCl 

0,125 M; SDS 2%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,004%; 2-mercaptoetanol 10%), 

fervidas a 100 ºC por 5 – 10 minutos, e em seguida aplicadas em gel desnaturante de 

acrilamida/bisacrilamida a 12% (195). O marcador de massa molecular utilizado foi de 

baixo peso molecular (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, MI, EUA), contendo as proteínas 

fosforilase b (97,0 kDa), soroalbumina bovina (66,0 kDa), ovo albumina (45,0 kDa), 

anidrase carbônica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e α-lactalbumina (14,4 

kDa). As corridas de eletroforese ocorreram a 150 V e 30 mA para o gel concentrador 

e 250 V e 50 mA para o gel separador. 

Foi utilizado azul de Coomassie (PhastGelTM Blue R, GE Healthcare) para corar 

os géis. A solução descolorante foi composta de metanol 45%, ácido acético glacial 

10% em água.  
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Para o cálculo do tamanho das bandas foi utilizado o software ImageJ® 

(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). 

 

4.4.5 Western-Blot 

Para a confirmação da L-asparaginase, foi realizado o ensaio de Western-Blot 

que detecta proteínas específicas pela reação com um anticorpo. Como a L-

asparaginase deste estudo possui cauda de histidina, foi utilizado um anticorpo 6x-His 

Tag Polyclonal Antibody, HRP (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific). 

Inicialmente, 40 µg de amostra preparada conforme descrito no tópico acima, 

foram inseridas em gel de SDS-PAGE 12%. O padrão molecular utilizado foi iBright® 

Prestained Protein Ladder (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific), com pesos 

moleculares variando de 250 a 11 kDa. A eletroforese ocorreu nas mesmas condições 

descritas no tópico anterior. A as proteínas contidas no gel de poliacrilamida foram 

transferidas para uma membrana de PVDF de 0,45 µm (Invitrogen, Thermo Fischer 

Scientific) em um sistema semi-seco Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic 

Transfer Cell (Bio-Rad, CA, EUA).  

Para a transferência semi-seca, a membrana de PVDF foi umedecida em água 

destilada e em seguida em metanol. Papéis filtro grossos para western-blot e papéis 

filtro comum foram umedecidos em tampão de transferência (20 mL de metanol, 60 

mL de água destilada e 20 mL de tampão Tris-Glicina 5x). Foi montado um 

“sanduíche” contendo (de cima para baixo): papel filtro grosso, papel filtro, gel de 

poliacrilamida, membrana de PVDF, papel filtro e, por último, papel filtro grosso. O 

sistema foi fechado e a transferência foi realizada durante 1h e 30 minutos, com 

potencial elétrico de 24 V e a amperagem de 400 mA.  

Após, foi realizado o bloqueio da membrana com solução de leite em pó 

desnatado 5% em TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, 0,1% de Tween 20, pH 7,4) 

durante 2 h, em temperatura ambiente, sob agitação. Após o bloqueio, a membrana 

foi incubada com anticorpo his tag durante 1 h, sob agitação, na própria solução de 

bloqueio. Após, foram realizadas 3 lavagens de 10 minutos da membrana, com TBS-

T. 

Para a revelação, foi utilizado o kit SuperSignal® West Pico PLUS 

Chemiluminescent Substrate (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific). A identificação 
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das bandas por quimiluminescência foi realizada em foto documentador (Amersham 

Biosciences, Amersham, Reino Unido).  

 

4.5 TRIAGEM DAS CONDIÇÕES DE CULTIVO 

Para avaliar as condições de cultivo, foram consideradas as variáveis 

concentração de IPTG, tempo pós-indução e temperatura pós-indução. A DO600nm 

(densidade óptica) da indução foi determinada a partir de curva de crescimento. Os 

métodos de lise e as condições de cultivo foram avaliadas por intensidade das bandas 

em gel de eletroforese (SDS-Page) uma vez que a enzima foi expressa em forma de 

corpos de inclusão, não sendo capaz de ser quantificada.  

 

4.5.1 Medidas de crescimento 

4.5.1.1 Curva de crescimento 

Com a finalidade de verificar as DOs600nm das fases mid-log, log e lag, foi 

realizada uma curva de crescimento a 37 ºC do clone que apresentou maior sinal no 

Western Blot. Em triplicata, 100 mL de meio LB + 50 µg/mL de canamicina em 

Erlenmeyer de 500 mL. A absorbância (600 nm) de 0,1 foi considerada o tempo 0. A 

cada 2 h foram retiradas assepticamente alíquotas de 0,8 mL e realizadas leituras em 

espectrofotômetro a cada 2 h, em cubetas de 1 x 1 cm, com o tempo total de 10 h. O 

volume utilizado para as leituras foi menor que 5% do volume do cultivo total.  

 

4.5.1.2 Curva DO ´ Peso Seco 

Para o cálculo da atividade específica de L-ASNase por grama de biomassa, 

expressando o valor em U/gcél., foi realizada uma curva correlacionando o peso em 

gramas versus a densidade óptica a 600 nm. 

A partir de um cultivo de 100 mL em meio LB + 50 µg/mL de canamicina por 16 

h a 37 ºC a 200 rpm, as células foram centrifugadas a 10000 g por 15 min, a 4 ºC. O 

sobrenadante foi descartado e a as células foram suspendidas em 10 mL de solução 

de NaCl 0,85%. Em balões de 10 mL, foram feitas diluições na faixa de 0,1 a 1,5 de 

absorbância a 600 nm, em triplicata. As diluições foram secas em cadinhos de 

porcelana previamente secos e pesados a 70 ºC por 48 h, e subsequentemente 
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pesados. A partir dos resultados foi obtida uma curva de calibração, conforme Figura 

24.  

 

 
Figura 24. Curva de calibração da densidade óptica (600 nm) versus peso seco. 

O cálculo para a atividade enzimática específica foi: 
𝑈
𝑚𝐿𝐴𝑆𝑁𝑎𝑠𝑒 = B

(𝜇𝑚𝑜𝑙	𝛽 − ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑥𝑎𝑚𝑎𝑡𝑜	𝑎𝑠𝑝á𝑟𝑡𝑖𝑐𝑜)
(𝑔	𝑑𝑒	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	 × 	𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒	𝑑𝑎	𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) × (𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜	𝑑𝑒	𝑟𝑒𝑎çã𝑜)W 

 

 

4.5.2 Métodos de lise celular 

Cinco métodos de lise celular foram testados e avaliados por intensidade da 

banda em SDS-Page. Os cinco métodos foram conduzidos por sonicação em banho 

de gelo, em Sonicador Vibra Cell® VC 750, com ponteira 1/4” (6 mm). Os métodos 

testados estão descritos na Tabela 11. 

 

Tabela 11. Métodos de sonicação testados para lise celular. 

Ciclos Pulse on Pulse off Amplitude (%) Referência 

7 30 segundos 45 segundos 30 
COSTA-SILVA et al. 
(2018) 

10 1 minuto 1 minuto 30 UPADHYAY et al. (2014) 

20 1 minuto 1 minuto 30 UPADHYAY et al. *2014) 

y = 0,9741x - 0,0469
R² = 0,9921
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10 (com 1 
minuto de 

espera entre os 
ciclos) 

1 segundo 1 segundo 30 SINGHVI et al. (2021) 

15 1 segundo 1 segundo 30 LIMA (2019) 

 

Os testes foram realizados em tubos de fundo cônico, usando 20 mL de meio LB 

suplementado com 50 μg/mL de canamicina. Os cultivos foram iniciados com uma OD 

600 equivalente a 0,1. Os tubos foram incubados em shaker a 37 ºC, 200 rpm, durante 

4 h. Decorrido este período, foi foram induzidos com 0,5 mM de IPTG e incubados 

novamente por 19 h. Ao final da expressão, foram centrifugados a 8000 g, por 15 

minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 

com 10 mL de tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,6 nas mesmas condições de 

centrifugação. O tampão foi descartado e foi adicionado 10 mL de lise. O tampão de 

lise consistiu em tampão Tris-HCl 50 mM, 1 mM de PMSF e 5 mM de EDTA, pH 8,6. 

Os tubos foram agitados em vortex até completa homogeneização e sonicados em 

banho de gelo. Após a sonicação, os tubos foram centrifugados a 10.000 g, por 15 

minutos a 4 ºC. O sobrenadante coletado foi nomeado como a fração solúvel. O pellet 

insolúvel foi lavado 3 vezes com 20 mL de água ultrapura e suspendido com tampão 

Tris-HCl 50 mM pH 8,6.  

Foram realizados testes de concentração de proteína, quantificação enzimática 

e a avaliação da eficiência da lise celular foi através da intensidade da banda, com 50 

µg de proteína em SDS-Page corada com azul de Coomassie. As bandas foram 

analisadas conforme sua área, pelo software ImageJ® (SCHNEIDER; RASBAND; 

ELICEIRI, 2012). 

 

4.5.2 Otimização das condições de cultivo 

As variáveis consideradas para a realização de uma otimização do cultivo foram 

temperatura pós-indução (37 ºC e 20 ºC), tempo pós-indução (2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 20 h 

e 24 h, sendo o tempo zero o controle negativo) e concentração de IPTG (0,1 mM, 0,5 

mM e 1 mM). A DO600nm para a indução foi de 0,9, totalizando 21 tubos por 

temperatura.  
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Em tubos cônicos de 50 mL, 10 mL de cultivo com absorbância de 0,1 (DO600nm) 

foram cultivados em shaker a 200 rpm, a 37 ºC. Ao atingir a DO600nm de 0,9 (2 horas 

e meia de cultivo), os tubos foram induzidos com as diferentes concentrações. Para 

as amostras com temperatura de pós-indução de 20 ºC, estas foram mantidas em 

shaker até o mesmo atingir 20 ºC, e assim induzidas. Os tubos foram retirados após 

os tempos determinados, sendo centrifugados a 10.000 g por 10 minutos, a 4 ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 10 mL de tampão Tris-HCl 50 

mM pH 8,6 nas mesmas condições de centrifugação. O tampão foi descartado e em 

seguida foi realizada a lise celular, conforme descrito no tópico anterior, pelo método 

escolhido.  

A resposta da melhor condição de cultivo foi analisada por análise da intensidade 

da banda de 50 µg de proteína SDS-Page corado com azul de Coomassie, através do 

software ImageJ® (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012), conforme método 

descrito por OHGANE; YOSHIOKA (2019). 

 

4.6 ISOLAMENTO DOS CORPOS DE INCLUSÃO 

Após a obtenção das frações insolúveis descritas em 4.5.2, as mesmas foram 

submetidas a lavagens para o isolamento dos corpos de inclusão. As frações 

insolúveis foram centrifugadas a 10.000 g, 10 minutos, 4 ºC, e o sobrenadante 

descartado. Foram feitas 3 lavagens com tampão de isolamento de corpos de inclusão 

composto de Tris-HCl 50 mM, EDTA 10 mM, Triton X-100 2%, NaCl 500 mM com pH 

ajustado a 8,6, em tubo previamente pesado. Após o descarte da última lavagem, os 

tubos contendo os CIs isolados foram pesados e subtraída a massa inicial dos tubos, 

obtendo-se assim a massa dos corpos de inclusão isolados.  

 

4.7 TRIAGEM DA SOLUBILIZAÇÃO DOS CORPOS DE INCLUSÃO 

O hidrocloreto de guanidina (GdnHCl) foi utilizado como agente desnaturante em 

diferentes molaridades (de 1 molar a 4 molar) nos corpos de inclusão isolados 

descritos em 4.6 (UPADHYAY et al., 2014). O GdnHCl foi adicionado nas diferentes 

concentrações em tubos cônicos contendo 0,4 mL de fração insolúvel. O controle 

positivo foi com SDS a 2% e o controle negativo os corpos de inclusão purificados, em 

tampão de lise.   
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Os CIs isolados com GdnHCl foram agitados por 1 hora em shaker a 200 rpm a 

25 ºC, e agitados por 20 segundos em vórtex a cada 15 minutos. Após, foram 

centrifugados a 16.000 g por 20 minutos, a 4 ºC. O sobrenadante foi coletado para os 

seguintes ensaios. Adicionalmente, os pellets restantes das solubilizações com ureia 

foram submetidos à lavagem com tampão água destilada e solubilização com SDS 

0,4%. Tanto os sobrenadantes quanto os pellets solubilizados com SDS 0,4% foram 

submetidos à ensaio de quantificação de proteína através do BCA Protein Assay Kit 

(Pierce®, Thermo-Fisher Scientific) e gel desnaturante. 

Devido à incompatibilidade de GdnHCl no gel com SDS, para a eletroforese foi 

realizada uma precipitação com Metanol/Clorofórmio descrito por WESSEL; FLÜGGE 

(1984), para a remoção de GdnHCl. Quatro partes de metanol foram adicionados a 

uma parte do volume da fração solubilizada com GdnHCl, mais uma parte de 

clorofórmio e três partes de água destilada. Após centrifugação a 14.000 g, 4 ºC e 3 

minutos, houve o surgimento de duas fases. Os sobrenadantes foram coletados 

cuidadosamente e descartados, pois, a proteína se encontrava na interface. Após, 

foram adicionados novamente 4 volumes de metanol, centrifugado novamente, os 

sobrenadantes foram descartados e o resíduo de metanol foi seco ao ar. Ao final foi 

adicionado tampão de amostra contendo b-mercaptoetanol (5%) e as amostras 

aquecidas a 65 ºC durante 10 minutos. 

O efeito do GdnHCl na solubilização, tanto nos pellets quanto nos 

sobrenadantes, foi avaliado por intensidade das bandas em SDS-Page corado com 

azul de Coomassie e concentração de proteína.  

 

4.8 REDOBRAMENTO 

O redobramento da enzima foi realizado conforme Pierce™ Protein Refolding Kit 

(Pierce®, Thermo-Fisher Scientific). 

Após a seleção da molaridade de GdnHCl, a fração insolúvel foi solubilizada com 

agitação a 200 rpm, a 4 ºC, por 24 h. A fração solubilizada foi concentrada por 

ultrafiltração (10 kDa de cut-off). A partir daí, foi realizada uma matriz experimental 

primária para a seleção dos tampões que não promoveram agregação e que tiveram 

alta recuperação de proteína. Conforme as instruções do kit, a amostra solubilizada é 

diluída vinte vezes, resultando em concentrações finais entre 50 – 200 µg/mL de 
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proteína por teste. A amostra foi adicionada de 10 µL em 10 µL até atingir a quantidade 

necessária para cada ensaio. 

 

Tabela 12. Matrix primária para seleção de tampão de redobramento, bem como 

ambiente redox. 
Tampão base de 
redobramento* 

GdnHCl (M) 
Fator 1 

L-Arginina (M) 
Fator 2 

Fator 3** 

1 0,2 0 1 

2 0,2 0,44 2 

3 0,2 0,88 3 

4 0,7 0 1 

5 0,7 0,44 2 

6 0,7 0,88 3 

7 1,3 0 1 

8 1,3 0,44 2 

9 1,3 0,88 3 
* Cada tampão de redobramento contém, além da Guanidina e da L-Arginina, Tris 55 mM, NaCl 21 mM, 

KCl 0,88 mM, e EDTA 10 mM, com o pH ajustado em 8,2. 

** A ser definido dentre os aditivos de redobramento. 

 

Sendo que, os aditivos de redobramento incluem: ambiente redox (DTT e 

GSH:GSSG), cátions divalentes (CaCl2 e MgCl2) e PEG em diferentes concentrações. 

 

4.8.1 Quantificação de proteína pelo método de Bradford  

Devido a interação de alguns dos aditivos das matrizes interferirem no método 

de BCA, a quantificação de proteína nos ensaios de redobramento foi realizada por 

método de BRADFORD (1976).  

O reagente de Bradford é composto por Coomassie Brilliant Blue G-250, etanol 

e ácido fosfórico. O ensaio se baseia na ligação do Coomassie Brilliant Blue G-250 às 

proteínas. Em condições ácidas, o corante é avermelhado, e está na sua forma 

catiônica duplamente protonado. Quando se liga à proteína, é convertido em uma 

forma estável azul, não protonada. O azul é formado do complexo proteína-corante, 

que é detectado no ensaio e a leitura é realizada com o comprimento de onda a 595 

nm.  
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Como nos testes de redobramento foram envolviam a diluição dos CIs, este 

ensaio foi realizado a partir de uma curva de calibração com BSA com baixas 

concentrações: 2,5, 5, 10, 15, 20 e 25 µg/mL (Figura 25). Em triplicata, 150 µL de 

amostra ou branco e 150 µL de reagente foram adicionados à uma placa de 96 poços, 

conforme instruções do Pierce™ Bradford Protein Assay Kit (Thermo ScientificTM). A 

placa foi incubada em temperatura ambiente por 10 minutos, e em seguida foi 

realizada a leitura em leitora de microplaca a 595 nm (Perkin Elmer EnSpire 2300 

MultiMode Microplate Reader, PerkinElmer, Inc., CT, EUA). 

 

 
Figura 25. Curva padrão de albumina versus absorbância de (595 nm). 

  

4.8.1 Eletroforese em gel nativo de poliacrilamida (8%) 

Para a avaliação do redobramento da L-ASNase, foi realizada eletroforese de 

gel de poliacrilamida nativo, sem a presença de SDS, em todas as etapas do 

redobramento. 

O gel de separação foi preparado com Tris-HCl 1 M pH 8,8, 8% de acrilamida/bis-

acrilamida (29,2/0,8%), 0,1% de PSA, 0,2% de TEMED. O gel empacotador foi 

preparado com Tris-HCl 1,5 M pH 6,8, 3% de acrilamida/bis-acrilamida (29,2/0,8%), 

0,15% de PSA, 0,3% de TEMED. As amostras foram suspendidas em 20 µL de 

tampão Laemmni sem SDS (Tris-HCl 0,125 M; glicerol 10%; azul de bromofenol 

0,004%; 2-mercaptoetanol 10%) e aplicadas no gel (LAEMMLI, 1970). 
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Como marcador, foi utilizada albumina (Sigma-Aldrich®), com massa molecular 

de aproximadamente 132 kDa. O gel foi corado com nitrato de prata, conforme descrito 

por BLUM; BEIER; GROSS (1987) com o corante PlusOne Silver Staining Kit™ (GE 

Healthcare, IL, EUA). 

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os ensaios realizados em triplicata tiveram suas médias submetidas ao teste de 

normalidade Shapiro-Willk, e as médias apresentaram distribuição normal. Para a 

comparação entre médias foi realizada análise de variância (ANOVA). Em caso de 

p<0,05, os dados foram submetidos a pós-teste de Tukey. As análises estatísticas 

foram realizadas com software RStudio (RSTUDIO TEAM, 2020). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O gene da L-ASNasePS foi sequenciado por FREITAS et al. (2022). A partir dos 

genomas completos das espécies Penicillium citrinum DSM1997, Penicillium citrinum 

JCM22607 e Penicillium steckii MLKD01000003 (espécies genealogicamente 

próximas à espécie P. sizovae), a sequência do gene da L-ASNase destas estirpes foi 

identificada na base de dados GenBank por homologia a outras sequencias do gene 

da L-ASNase já descritas em outras espécies de fungos.  

A sequência predita de nucleotídeos da L-ASNase de P. sizovae nativa 

construída e traduzida em sequencias de aminoácidos foi identificada conforme Figura 

26. 

 

MVSIKSFLVALATFACQSSASPLLYGRGTNGTGFVFTNANGLNFTQMNHTLPNITIFA

TGGTIAGSDSSSTATTGYTSGAVGVRALIDAVPSMLDIANVAGVQTANVGSEDITSDI

LISLSKQINKFVCDDPTMAGAVVTHGTDTLEETAFFLDATINCGKPVIIVGAMRPSTAI

SADGPFNLLESVTVAASPKAKNRGAMIVMNDRIASAYYTTKTNANTMDTFKAMEMG

YLGEMISNTPFFFYPPVQPTGKKDFNIANVTEIPRVDILFSYEDMHNDTLYNAIESGA

KGIVIAGAGAGGVTTSFNYAIEDAINRLGIPIIQSMRTVNGEVPLSDVESTSATHIASG

YLNPQKSRILLGLLLAKSSNITEIASTFSLNTNA 

Figura 26.  Sequência predita de aminoácidos do gene da L-asparaginase nativa de 

P. sizovae.  

Para a clonagem em E. coli BL21(DE3), foi retirado o peptídeo sinal 

(sublinhado na Figura 26) e acrescentado códon de parada da tradução (Figura 26). 

Os sítios de restrição foram NdeI/XhoI. A computação do pI teórico da L-asparaginase 

nativa de P. sizovae é de 4,93, sua massa molecular teórica de um monômero é de 

40073,46 Da, 362 aminoácidos, não possui pontes dissulfeto e triptofano (SIB, 2022). 

Já o peso molecular do monômero da enzima heteróloga é de 41134,36 Da, tendo o 

peso molecular total de 164537,44 Da e pI teórico de 5,98. 

 

5.1 CONFIRMAÇÃO DA CLONAGEM E TRIAGEM DOS CLONES 

A partir de cultivos realizados conforme manual do vetor pET, foi possível 

observar nos resultados da PCR a inserção do gene da L-ASNasePS em todos os 10 
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clones, exceto no clone 7, devido a presença da banda na região de 6 Kpb, o tamanho 

do plasmídeo contendo a L-ASNasePS (Figura 27). 

 

 

 
Figura 27. Gel de agarose 0,8% (m/v) da amplificação dos genes dos 10 clones 

selecionados aleatoriamente. 

A partir da confirmação da inserção do plasmídeo, foi realizado SDS-PAGE das 

frações solúveis e insolúveis dos 10 clones, bem como do controle negativo 

(construção de E. coli BL21(DE3) contendo vetor pET28a vazio). Foram observadas 

bandas de alta intensidade de aproximadamente 40 – 44 kDa nas frações insolúveis 

de todos os clones (Figura 28). Apenas na fração solúvel do clone 10 foi observada a 

presença de uma banda com média intensidade próximo a 45 kDa, indicando a 

expressão solúvel da proteína (Figura 28C).  

Também foram realizados ensaios de AHA e não se obteve atividade enzimática 

em nenhuma fração, tanto solúvel quanto insolúvel. Estes resultados são indicativos 

da presença de corpos de inclusão clássicos, que não possuem atividade enzimática 

(HANNIG; MAKRIDES, 1998).  
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Figura 28. Análise da expressão do gene L-ASNasePS em E. coli BL21(DE3) com 

0,5 mM de IPTG e 19 h de expressão em gel desnaturante de poliacrilamida a 12% 

(m/v) com corante azul de Coomassie. C: controle negativo (E. coli BL21(DE3) 

contendo o plasmídeo pet28a vazio); (s): fração solúvel; (i) fração insolúvel; 1-10: 

clones.  

Devido a presença da cauda de histidina (6xHis-tag), e para a confirmação de 

que a enzima foi expressa, foi realizado Western Blot com anticorpo anti His-tag. 

Foram selecionados três clones com as bandas de maior intensidade para este ensaio 

(clones 2, 6 e 9). As bandas identificadas estão presentes nas regiões que 

correspondem a aproximadamente 45 kDa e novamente nas frações insolúveis 

(Figura 29).  

 

A B 

C 
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Figura 29. Análise da expressão do gene L-ASNasePS em E. coli BL21(DE3) por 

Western-Blot com o uso de anticorpo anti His-tag. (s): fração solúvel; (i): fração 

insolúvel; C: controle negativo; 2, 6 e 9: clones 2, 6 e 9, respectivamente. 

Através dos resultados de cálculo da área das bandas (Figura 30) foi possível 

observar que a banda de maior intensidade estava presente no clone 2, indicando 

maior concentração de L-ASNase. Neste sentido, o clone escolhido para dar 

seguimento aos experimentos foi o clone 2. 

 

 
Figura 30. Área das bandas detectadas pelo anticorpo anti-his tag por Western Blot 

calculadas pelo software ImageJ®. 
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5.2 MEDIDAS DE CRESCIMENTO E PARÂMETROS PARA A TRIAGEM DAS 

CONDIÇÕES DE CULTIVO 

Microrganismos apresentam quatro fases durante seu crescimento celular: 1) 

fase lag (ou fase de adaptação); 2) fase exponencial ou logarítmica (log), quando 

ocorre a divisão celular em velocidade constante devido às concentrações não 

limitantes de carbono; 3) fase estacionária, quando as velocidade de divisão e de 

morte celular são semelhantes, devido o esgotamento do condições para crescimento; 

e 4) fase de morte, quando ocorre o total esgotamento de nutrientes e níveis tóxicos 

de detritos celulares (MOULTON, 2014). 

A curva de crescimento da E. coli BL21(DE3) contendo L-ASNasePS 

demonstrou que a partir de 6 h de cultivo, a DO600nm já se encontra acima de 1,5, 

indicando alta densidade celular (Figura 31). Resultados com tempos e absorbâncias 

semelhantes foram obtidos por MARINESCU et al. (2018). 

 

 
Figura 31. Curva de crescimento da E. coli BL21(DE3) com o gene L-ASNasePS a 

37 º em tempo (h) versus densidade óptica (600 nm).  

Um parâmetro pouco discutido em sistemas de expressão heteróloga é a 

densidade óptica para a indução (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Usualmente, a 

indução de proteínas ocorre em DO de 0,6 – 0,8 (301). Quando o crescimento celular 

estiver no seu máximo, a alta densidade celular pode afetar a expressão de proteínas. 

Além disso, uma expressão em uma alta densidade celular pode aumentar o estresse 

celular, a filamentação celular e até interromper o crescimento microbiano (CHOI; 

KEUM; LEE, 2006). O mid-log é considerado um bom momento para a indução porque 
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a translação de proteínas e o crescimento celular estão em seu máximo (HAYAT et 

al., 2018; ROSANO; CECCARELLI, 2014). Entretanto, algumas evidências apontam 

para o final da fase log/início da fase estacionária como melhores momentos para 

indução. OU et al., (2004) demonstraram que na indução durante a privação de 

carbono, as células de E. coli BL21 (DE3) possuem alta capacidade de adaptação e 

alta expressão celular nesta fase, além de aumentar a expressão de proteínas 

solúveis (OU et al., 2004). A maior expressão de proteína na fração solúvel pode ser 

explicada devido a um crescimento celular reduzido, com uma redução na síntese 

proteica, gerando assim menor formação de CIs (GALLOWAY; SOWDEN; SMITH, 

2018).  

 
Figura 32. Curva logarítmica em ln(DO) do crescimento de E. coli BL21(DE3) com o 

gene L-ASNasePS a 37 º versus tempo (h). 

A partir do gráfico em escala logarítmica (Figura 32), é possível verificar que a 

fase lag/log ocorreu do tempo 0 h (DO600nm = 0,1) ao tempo de 4 h (DO600nm = 1,5), e 

a fase estacionária a partir de 4 h. A partir destes dados, estipulou-se que DO600nm da 

fase mid-log foi de 0,4 de absorbância, o que corresponde a 0,45 g/L de células, 

através do cálculo de peso seco x DO. Considerando que esta ainda é uma 

concentração celular baixa, foi então utilizada uma densidade óptica correspondente 

a 80% da fase exponencial, equivalente a uma DO600nm de 0,9, tempo de 2 h 30 min 

e uma concentração celular de aproximadamente 1 g/L.  

Outros parâmetros cruciais para a expressão proteica são concentração de 

indutor, tempo pós-indução e temperatura de indução (HANNIG; MAKRIDES, 1998; 
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HAYAT et al., 2018; ROSANO; CECCARELLI, 2014). A concentração de indutor é um 

fator crucial para a expressão de proteínas em sistemas heterólogos. Baixas 

concentrações de indutor podem ser insuficientes para a expressão de proteínas, e 

por outro lado, altas concentrações podem gerar altos custos de produção além de 

causar toxicidade nas células, impedindo a expressão. Baixas concentrações de 

indutor também estão relacionadas a uma maior expressão de proteínas na forma 

solúvel (HAYAT et al., 2018). As concentrações usuais de IPTG em expressão 

heteróloga de L-ASNase variam entre 0,1 – 1 mM (EISELE et al., 2011; HUANG et al., 

2014; SAEED et al., 2018; ZHANG et al., 2021). Neste sentido, foram consideradas 

as concentrações de 0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM para a triagem (Tabela 13). 

 

Tabela 13. Planejamento experimental da triagem, considerando diferentes 

concentrações de indutor (IPTG) e tempos pós-indução na densidade óptica (DO) de 

600 nm. 

DO600nm Concentração final de IPTG (mM) Tempo pós-indução (h) 

0,9 

0,1 

0 

2 
4 
8 
12 
20 
24 

0,5 

0 
2 
4 
8 
12 
20 
24 

1 

0 
2 
4 
8 
12 
20 
24 



 
125 

O tempo pós-indução é um dos fatores mais importantes para a expressão e 

solubilidade da proteína. Menores tempos de indução reduzem a síntese proteica, 

consequentemente prevenindo a formação de CIs (HAYAT et al., 2018). Na literatura 

encontram-se uma variedade de tempos pós-indução em sistemas de expressão de 

L-ASNase em E. coli, variando de 3 h a 24 h, em escala laboratorial (DUMINA et al., 

2021; EISELE et al., 2011; HUANG et al., 2014; SAEED et al., 2018; SINGH et al., 

2020; UPADHYAY et al., 2014). É sabido que maiores tempos pós-indução aumentam 

a expressão proteica, mas também aumentam as chances de formação de CIs, além 

de afetar a estabilidade proteica e induzir proteólise, reduzindo assim o rendimento da 

proteína recombinante (TOLIA; JOSHUA-TOR, 2006). Além disso, cada enzima 

possui seu próprio padrão de expressão, portanto, para este estudo foram 

considerados os tempos 0 h (controle negativo), 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 20 h e 24 h pós-

indução (Tabela 13). 

A temperatura pós-indução é outro fator importante para a expressão de 

proteínas em sistemas heterólogos. Altas temperaturas tendem a promover uma maior 

agregação das proteínas, formando corpos de inclusão. Por outro lado, baixas 

temperaturas podem resultar em um baixo rendimento de expressão (HAYAT et al., 

2018). Singh e colaboradores testaram diferentes temperaturas pós-indução de uma 

L-ASNase II expressa em sistema de E. coli BL21(DE3) e observaram que mesmo em 

baixas temperaturas (20 ºC) há uma maior expressão de proteínas na forma de corpos 

de inclusão do que na fração solúvel, indicando um possível padrão de agregação da 

proteína (SINGH et al., 2020). SAEED et al. (2018) também observaram uma maior 

presença de corpos de inclusão (cerca de 60%) na expressão de uma L-ASNase 

fúngica em E. coli BL21(DE3) mesmo com uma temperatura de 22 ºC. Desta forma, o 

planejamento experimental (Tabela 13) foi executado para as temperaturas pós-

indução de 20 ºC e 37 ºC, com a finalidade de verificar qual das duas promove uma 

maior expressão de L-ASNasePS. 

 

5.2.1 Métodos de sonicação 

Antes da execução do experimento testando diferentes condições de expressão 

da L-ASNasePS em E. coli, alguns métodos de sonicação foram testados, uma vez 

que a L-ASNase II se encontra no espaço periplasmático. 
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A sonicação é um método custo-efetivo e conveniente para lisar pequenas 

quantidades de biomassa celular (até 20g) (DOPP; REUEL, 2018; SHRESTHA; 

HOLLAND; BUNDY, 2012). Este método utiliza a oscilação de ondas ultrassônicas 

para lisar a membrana celular por cavitação.  Um transdutor (ponteira) é inserido num 

recipiente contendo a biomassa celular, levando a ondas de pressão que criam bolhas. 

As ondas resultantes do colapso das bolhas são suficientes para romper a membrana 

celular (ISLAM; ARYASOMAYAJULA; SELVAGANAPATHY, 2017). Além disso, o 

colapso das bolhas promove um aumento local de temperatura e pressão, o que pode 

causar danos às enzimas que ali estão sendo liberadas (FERDOUS; DOPP; REUEL, 

2021; WANG; YUAN; HALE, 2016). Desta forma, cinco métodos de sonicação foram 

testados para verificar possíveis diferenças de expressão enzimática por intensidade 

de bandas de SDS-PAGE a partir de um cultivo a 37 ºC de E. coli BL21(DE3) com o 

gene L-ASNasePS induzido com uma DO de 1, 0,5 mM de IPTG e tempo pós-indução 

de 18 h e agitação de 200 rpm (Figura 33).  

 

 
Figura 33. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie referente aos 

diferentes métodos de sonicação testados. A: fração solúvel; B: fração insolúvel. 1: 7 

ciclos, 30 seg ON e 45 seg OFF, amp 30%; 2: 10 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp 

30%; 3: 20 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp 30%; 4: 10 ciclos. 1 ciclo: 1 segundo 

ON e 1 segundo OFF, seguido de 1 minuto de espera, amp 30%; 5: 15 ciclos, 1 seg 

ON e 1 seg OFF, amp 30%. 

A B 
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A partir da observação dos géis de poliacrilamida, é possível observar que não 

houve expressão na fração solúvel, ou expressões baixas em comparação às frações 

insolúveis (Figura 33A e B). Nas frações insolúveis (Figura 33B), é evidente a 

presença de bandas nas regiões próximas a 45 kDa. Os métodos de sonicação que 

apresentaram maior expressão foram 2, e 5, o que pode ser confirmado pelo cálculo 

da área das bandas expresso na Figura 34. O método 2 inclui 10 ciclos de 1 minuto 

ON e 1 minuto OFF, o que pode favorecer ao não aquecimento da ponteira do 

sonicador, reduzindo degradação da proteína. Quando este tempo é aumentado para 

20 ciclos (método 3), ocorre uma redução na presença de proteínas, indicando uma 

perda durante o processo de sonicação, possivelmente devido ao tempo ser mais 

prolongado. O método 1 apesar de ser curto, apresenta a menor banda, podendo ser 

um indicativo de que 7 ciclos não sejam suficientes para o rompimento celular.  

 

 
Figura 34. Área das bandas próximas a 45 kDa das frações insolúveis dos testes de 

sonicação. 1: ciclos, 30 seg ON e 45 seg OFF, amp 30%; 2: 10 ciclos, 1 min ON e 1 

min OFF, amp 30%; 3: 20 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp 30%; 4: 10 ciclos. 1 

ciclo: 1 segundo ON e 1 segundo OFF, seguido de 1 minuto de espera, amp 30%; 5: 

15 ciclos, 1 seg ON e 1 seg OFF, amp 30%. 

 

5.3 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE CULTIVO 

5.3.1 Cultivos a 37 ºC 

5.3.1.1 Frações solúveis 

Em relação aos cultivos a 37 ºC, é possível observar pelos géis desnaturantes 

que não houve expressão nas frações solúveis na maioria das frações, além da 
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ausência de atividade de L-ASNase pelo ensaio de b-hidroxamato aspártico em todas 

as frações (Figura 36). É possível observar apenas a banda de L-ASNase endógena, 

próxima a 45 kDa, presente também no tempo 0 h (Figura 35). 

 

 
Figura 35. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie do tempo zero da 

triagem a 37 ºC. (s): frações solúveis; (i): frações insolúveis. 

 

5.3.1.2 Frações insolúveis 

Já para as frações insolúveis, é possível observar bandas de grande intensidade 

na região de 45 kDa em todas as condições (Figura 37). As menores intensidades de 

bandas são observadas em 20 horas pós-indução com 1 mM de IPTG, e 24 h pós-

indução com 0,1 e 1 mM de IPTG (Figura 38). Isto pode ser ao fato de que após longos 

períodos de indução pode ocorrer instabilidade celular e proteólise (TOLIA; JOSHUA-

TOR, 2006).  
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Figura 36. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das frações solúveis 

cultivadas a 37 ºC. 

Para a seleção de três condições de cultivo, foram considerados área da banda, 

concentração de proteína, concentração de IPTG e tempo pós-indução. Áreas de 

bandas maiores com concentrações de proteína menores indicam uma maior 

concentração de L-ASNase por proteína, indicando maior atividade específica 

estimada (Figura 40). Em contrapartida, longos tempos pós-indução são indesejáveis 

para a indústria, pois tendem a diminuir o rendimento. Concentrações menores de 

IPTG são desejáveis pelo fato de reduzir a toxicidade e baixo custo para grandes 

cultivos.  
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Figura 37. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das frações 

insolúveis dos cultivos da triagem a 37 ºC. 
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Figura 38. Área das bandas (cm2) próximas a 45 kDa das frações insolúveis das 

diferentes condições de cultivo a 37 ºC calculadas pelo software ImageJ®.   

 
Figura 39. Concentração de proteína (µg/mL) das frações insolúveis da triagem a 37 

ºC. 

Considerando intensidade da banda em gel desnaturante (Figura 38), baixa 

concentração de IPTG e baixo tempo de cultivo, a condição 0,1 mM de IPTG com 2 h 

de tempo pós-indução foi escolhida, apesar da sua concentração de proteína estar 

entre os mais baixos (234,9 µg/mL) (Figura 39). A condição 1 mM de IPTG a 4 h pós-

indução também foi escolhida por possuir o menor concentração de proteína entre os 

outros cultivos com 1 mM de IPTG (232,5 µg/mL) (Figura 39), além de apresentar alta 

intensidade da banda de SDS-PAGE e baixo tempo de cultivo (Figura 38). A condição 
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0,5 mM de IPTG a 24 h de tempo pós-indução foi escolhida porque apesar de 

apresentar um longo período de pós-indução, possui uma concentração média de 

IPTG e apresentou uma das menores concentrações de proteína (87,0 µg/mL) (Figura 

39).  

 

  
Figura 40. Cálculo da razão entre a área da banda sobre a concentração de proteína 

das frações insolúveis dos cultivos a 37ºC.  

As condições escolhidas foram submetidas a ensaio enzimático e teste de 

solubilização, com resultados descritos no tópico 5.4. 

 

5.3.2 Cultivos a 20 ºC 

5.3.2.1 Frações solúveis 

Ao contrário do ocorrido com os cultivos a 37 ºC e como esperado com base na 

literatura, através da análise da expressão da proteína por SDS-PAGE é possível 

observar a presença de bandas próximas a 45 kDa nas frações solúveis dos cultivos 

induzidos a 20 ºC (Figura 41).  
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Figura 41. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das frações solúveis 

das diferentes condições de cultivo a 20 ºC. A: 0,1 mM de IPTG; B: 0,5 mM de IPTG; 

C: 1 mM de IPTG. 

Um fato a ser observado é que nesta temperatura também há um indicativo de 

produção de L-ASNase endógena da E. coli BL21 (DE3), visto que no tempo 0 h as 

bandas apresentaram áreas semelhantes de outros pontos de pós indução (Figura 41 

e Figura 42). 

A 

B C 
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Figura 42. Área das bandas próximas a 45 kDa das frações solúveis das diferentes 

condições de cultivo a 20 ºC calculadas pelo software ImageJ®.   

A partir da análise das áreas, a condição de cultivo com a concentração de 

0,1 mM de IPTG com o tempo de indução de 12 h apresentou a maior banda. Os 

cultivos de 20 h de 0,5 mM e 1 mM e de 24 h não apresentaram bandas, o que 

possivelmente indica que a expressão foi em forma de CIs (Figura 42). Como o 

metabolismo celular é mais lento a 20 ºC, apenas em tempos mais prolongados houve 

uma maior expressão enzimática e consequentemente agregação para a fração 

insolúvel.  

 

 
Figura 43. Concentração de proteína (µg/mL) das frações solúveis da triagem a 20 

ºC. 
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Analisando a concentração de proteína, é possível identificar que com uma 

concentração de IPTG de 1 mM há um pico com um tempo de pós-indução de 8 h. Os 

cultivos dos pontos 20 h e 24 h apresentam concentrações semelhantes entre si, do 

ponto 2 h não apresentou proteínas e do ponto de 4 h apresentou concentrações 

baixas.  

A condição de 0,1 mM de IPTG com o tempo de pós-indução de 2 h foi escolhida 

devido a baixa concentração de IPTG, curto tempo pós indução e intensidade da 

banda (Figura 41A). Também foram escolhidos os cultivos com as concentrações de 

0,5 mM e 1 mM de IPTG no ponto de 4 h. Estas condições apresentaram bandas 

intensas no SDS-PAGE (Figura 41B e Figura 41C, respectivamente) e baixas 

concentrações de proteína (Figura 43). Estas condições foram escolhidas para serem 

submetidas a ensaio enzimático. 

No entanto, vale ressaltar que somente após 4 horas de indução de 0,1 mM e de 

1 mM IPTG pôde ser observado um aumento na intensidade das bandas próximas a 

45 kDa (Figura 41A e Figura 41C). Isso pode ser um indicativo da presença da L-

ASNase constitutiva da E. coli, que pode tanto ser a L-ASNase I quanto a L-ASNase 

II (IZADPANAH QESHMI et al., 2022). 

 

5.3.2.2 Frações insolúveis 

Analisando a expressão das frações insolúveis dos cultivos induzidos a 20 ºC 

em gel desnaturante (Figura 44), fica evidente que a expressão de L-ASNase em 

forma de corpos de inclusão nesta temperatura ocorre a partir de maiores tempos pós-

indução. Nas concentrações de 0,1 mM (Figura 44A) e 0,5 mM (Figura 44B) é possível 

identificar, pela intensidade das bandas, que a partir de 12 h inicia-se a formação de 

CIs. Na concentração de 1 mM de IPTG, observa-se poucas bandas, sendo a maior 

no ponto de 20 h (Figura 44C). 
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Figura 44. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das frações 

insolúveis das diferentes condições de cultivo a 20 ºC. A: 0,1 mM de IPTG; B: 0,5 mM 

de IPTG; C: 1 mM de IPTG. 

A análise do cálculo das áreas das bandas (Figura 45), reforça o aumento da 

intensidade das bandas ao longo do tempo, indicando que na indução a 20 ºC há 

expressão de L-ASNase em forma de corpos de inclusão após maiores períodos de 

indução devido o metabolismo celular desacelerado. Isto também foi observado nos 

géis das frações solúveis, os quais apresentavam maiores bandas nos menores 

tempos pós-indução (Figura 41). No geral, todos os pontos da concentração de 1 mM 

apresentaram áreas menores que os outros pontos, sugerindo que a 20 ºC, esta 

concentração possa ser tóxica para a expressão de L-ASNase, visto que também não 

houve bandas expressivas nas concentrações de 1 mM nas frações solúveis  Figura 

42).  

 

A 
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Figura 45. Área das bandas próximas a 45 kDa das frações insolúveis das diferentes 

condições de cultivo a 20 ºC calculadas pelo software ImageJ®.   

Em relação à concentração de proteína (Figura 46), o padrão de concentração 

de proteínas se assemelha com a intensidade das bandas. Isso pode ser explicado 

pelo fato de que na fração insolúvel de um sistema de expressão existe principalmente 

corpos de inclusão da enzima de interesse, devido sua superexpressão em agregados 

insolúveis (SINGH et al., 2020). 

 

 
Figura 46. Concentração de proteína (µg/mL) das frações insolúveis da triagem a 20 

ºC. 
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Uma condição de cultivo foi selecionada para ensaio enzimático e teste de 

solubilização. Neste caso, o ponto de 24 h na concentração de 0,5 mM foi escolhido 

devido a presença de uma banda de maior intensidade e uma concentração de 

proteína médio, resultando em uma razão área da banda/proteína alta, em 

comparação às outras condições (Figura 47). 

 

 
Figura 47. Cálculo da área da banda sobre a concentração de proteína das frações 

insolúveis dos cultivos a 20 ºC. 

 

5.4 PARÂMETROS SELECIONADOS 

Os parâmetros selecionados foram utilizados em novos cultivos, desta vez em 

50 mL de meio LB + canamicina (50 µg/mL) a 200 rpm.  

 

5.4.1 Atividade de L-ASNase pelo método de AHA 

Foi realizada atividade enzimática nas frações solúveis e insolúveis dos cultivos 

pelo método de AHA, expressa em U/mL e U/mgproteína (atividade específica). 

A atividade enzimática (U/mL) foi encontrada apenas as frações solúveis dos 

cultivos a 20 ºC (Figura 48). As atividades variaram entre 0,015 U/mL (ponto 4 h, 

concentração de IPTG 0,5 mM) a 0,020 U/mL (ponto 24 h, concentração de IPTG 0,5 
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mM). Não houve diferença estatística entre a atividade enzimática das frações 

solúveis dos diferentes cultivos. 

 
Figura 48. Atividade enzimática de L-ASNase (U/mL) calculada pelo método AHA 

das frações solúveis dos cultivos selecionados a 20 ºC. 

Em relação à atividade específica, além das frações insolúveis dos cultivos a 20 

ºC, no cultivo do ponto 2 h na concentração de 0,1 mM de IPTG a 37 ºC também 

houve atividade, sendo a mais baixa (0,004 U/mgproteína) (Figura 49). A maior atividade 

específica foi de 0,018 U/mgproteína no ponto de 2 h com a concentração de IPTG de 

0,1 mM a 20 ºC. Não houve diferença estatística entre as atividades específicas. 
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Figura 49. Atividade específica de L-ASNase (U/mgproteína) calculada pelo método 

AHA das frações solúveis dos cultivos selecionados a 20 ºC. 

 

5.4.2 Solubilização de corpos de inclusão purificados 

A formação dos corpos de inclusão podem ser ou não um grande desafio na 

purificação de proteínas recombinantes que usam E. coli como hospedeiro 

(BURGESS, 2009; RUDOLPH’ AND; LILIE, 1996). Necessitam do acréscimo de 

processos envolvendo seu isolamento, solubilização e redobramento para enfim 

serem purificados e possuírem atividade. Apesar do desenvolvimento da 

compreensão estrutural de proteínas, a solubilização e redobramento dos CIs 

geralmente ocorrem de forma empírica, gerando baixo rendimento. Entretanto, após 

seu redobramento a enzima de interesse encontra-se praticamente pura (SINGH et 

al., 2015). Métodos se solubilização eficientes para a recuperação de corpos de 

inclusão reduzem a necessidade de extensivos passos de cromatografia. Além disso, 

existem corpos de inclusão que já demonstraram possuir a conformação da enzima, 

possuindo significante atividade biológica (SINGH et al., 2020). 

A solubilização dos CIs ocorre com o uso de altas concentrações de agentes 

caotrópicos, como ureia e hidrocloreto de guanidina, resultando na completa 

desnaturação das estruturas secundárias da proteína (SINGH et al., 2020). Desta 

forma, descobrir a molaridade necessária de ureia para cada cultivo torna-se o 
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primeiro passo para a solubilização dos agregados proteicos e consequente 

redobramento.  

Os ensaios de solubilização foram conduzidos considerando solubilização com 

SDS 2% o controle positivo, e a fração insolúvel com tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,6 

como controle negativo. As concentrações de hidrocloreto de guanidina (GdnHCl) 

utilizadas variaram de 1 – 4 M, com a finalidade de identificar a partir de qual 

molaridade é possível observar a solubilização da L-ASNase. Tanto os pellets quanto 

os sobrenadantes da solubilização foram analisados.  

A partir da observação dos pellets das solubilizações das frações insolúveis dos 

cultivos selecionados, é possível observar que em todas as frações há uma queda na 

concentração de proteínas conforme aumenta-se a molaridade de GdnHCl utilizada 

na solubilização. Isso se deve ao fato de que as proteínas solubilizadas são 

transferidas para o sobrenadante.  
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Figura 50. Concentração de proteína (µg/mL) dos pellets resultantes da solubilização 

com diferentes concentrações de GdnHCl (1 - 4 M). CP: controle positivo (SDS a 2%); 

CN: controle negativo (corpos de inclusão purificados). A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20 

ºC; B: 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 ºC; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 ºC; D: 0,5 mM de IPTG, 

24 h, 37 ºC.  

Os géis desnaturantes dos pellets confirmam o que é observado pela análise da 

concentração de proteínas. As bandas mais intensas próximas a 45 kDa confirmam a 

presença de L-ASNase principalmente nos controles e nas menores molaridades de 

GdnHCl (Figura 51).  
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Figura 51. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie dos pellets obtidos 

a partir da solubilização dos corpos de inclusão com diferentes molaridades de 

GdnHCl (1 - 4 M). CN: controle negativo (corpos de inclusão purificados).  CP: controle 

positivo (SDS a 2%); A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20 ºC; B: 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 ºC; 

C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 ºC; D: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 37 ºC. 

Já nos sobrenadantes, o comportamento dos gráficos é o inverso a dos pellets. 

Como pode-se ver na Figura 52, há um aumento gradativo na concentração de 

proteína conforme a molaridade de ureia utilizada para a solubilização aumenta. Pode-

se observar que em todos os pontos há um aumento na concentração de proteínas 

próximo ao controle positivo. 
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Figura 52. Concentração de proteína (µg/mL) dos sobrenadantes resultantes da 

solubilização com diferentes concentrações de GdnHCl (1 - 4 M). CP: controle positivo 

(SDS a 2%); CN: controle negativo (corpos de inclusão purificados). A: 0,5 mM de 

IPTG, 24 h, 20 ºC; B: 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 ºC; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 ºC; D: 
0,5 mM de IPTG, 24 h, 37 ºC. 

Para os corpos de inclusão do ponto 2 h, com a concentração de 0,1 mM de 

IPTG, a 37 ºC, a partir de 3 M de GdnHCl pode-se observar sua maior solubilização, 

e próxima ao controle positivo (Figura 52B). Nos pontos 4 h com a concentração de 

IPTG a 1 mM e a 37 ºC e 0,5 mM de IPTG, 24 h, 37 ºC (Figura 52C e D), os resultados 

da concentração de proteína indicam que os corpos de inclusão possivelmente são 

solubilizados também a partir de 3 M de GdnHCl. O ponto 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20 

ºC, apresentou solubilização em 4 M (Figura 52A). Estes resultados demonstram que 

a solubilização dos CIs na expressão a 20 ºC é menor. 
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Figura 53. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie dos sobrenadantes 

obtidos a partir da solubilização dos corpos de inclusão com diferentes molaridades 

de GdnHCl (1 - 4 M). CN: controle negativo (corpos de inclusão purificados).  CP: 

controle positivo (SDS a 2%); A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20 ºC; B: 0,1 mM de IPTG, 2 

h, 37 ºC; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 ºC; D: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 37 ºC. 

Observando os géis de eletroforese dos corpos de inclusão solubilizados, é 

possível verificar que o comportamento foi semelhante aos resultados de 

concentração de proteína das amostras de 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 ºC e 1 mM de 

IPTG, 4 h, 37ºC (Figura 53B e Figura 53C). A molaridade com maior banda foi a de 3 

M, nos dois casos. O mesmo é visto na concentração de proteína destas amostras, 

que é maior com o uso de 3 M de GdnHCl. No ponto 24 h com a concentração de 0,5 

mM de IPTG, a 37 ºC a análise pelo gel de eletroforese indicou que com 2 M de 

GdnHCl é possível obter uma solubilização semelhante ao controle positivo. 
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Além das observações acerca da molaridade de GdnHCl necessária para a 

solubilização das frações, é possível observar que o ponto 2 h, 0,1 mM de IPTG, a 37º 

C apresentou a maior concentração de proteínas, de 1000 µg/mL com 3 M de GdnHCl 

(Figura 52C). 

 

5.4.3 Redobramento 

A partir dos resultados da solubilização com GdnHCl, a fração insolúvel obtida 

no ponto de 2 h, 0,1mM de IPTG, a 37 ºC foi previamente solubilizada com 3 M de 

GdnHCl e ultrafiltrada com membrana de 3 kDa, para o uso nos próximos ensaios.  

O redobramento foi avaliado a partir de uma matriz contendo 9 tampões com 

diferentes concentrações de GdnHCl (0,2 M, 0,7 M e 1,3 M) e L-arginina (0 M, 0,44 M 

e 0,88 M), com a diluição da fração solubilizada 20 vezes (Tabela 14). A concentração 

de proteína foi mantida em menos de 50 µg/mL, com a finalidade de evitar a agregação 

proteica (NABIEL et al., 2023).  A presença de desnaturantes é desejável durante o 

redobramento pois estes são capazes de desestabilizar as interações que geram 

agregação, porém em altas concentrações promove desnaturação da enzima. 

Portanto, a concentração ótima de GdnHCl depende das propriedades físicas da 

proteína alvo, e deve ser estabelecida testando-a, geralmente com concentrações de 

até 1,4 M (ALIBOLANDI; MIRZAHOSEINI, 2011).  

A L-arginina é responsável por aumentar a solubilidade da proteína, além de 

prevenir agregação durante o redobramento. Em comparação com GdnHCl, os grupos 

amino e carboxil da L-arginina formam fracas pontes de hidrogênio com proteínas 

solúveis e, portanto, atuam como inibidor de agregação. As concentrações efetivas 

variam entre 0,4 – 1 M (NABIEL et al., 2023; YAMAGUCHI; MIYAZAKI, 2014).  

  
Tabela 14. Matrix primária para seleção de tampão de redobramento, bem como 

ambiente redox. 
Tampão base de 
redobramento* 

GdnHCl (M) 
Fator 1 

L-Arginina (M) 
Fator 2 

Ambiente Redox (mM) 
Fator 3 

1 0,2 0 5 (DTT) 

2 0,2 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 

3 0,2 0,88 2:0,4 (GSH:GSSG) 

4 0,7 0 5 (DTT) 

5 0,7 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 
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6 0,7 0,88 2:0,4 (GSH:GSSG) 

7 1,3 0 5 (DTT) 

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 

9 1,3 0,88 2:0,4 (GSH:GSSG) 
* Cada tampão de redobramento contém, além da Guanidina e da L-Arginina, Tris 55 mM, NaCl 21 mM, KCl 0,88 

mM e EDTA 1 mM, com pH ajustado em 8,2. 

 

O primeiro fator da matriz foi o ambiente redox. O rendimento de proteínas com 

pontes dissulfeto dependem fortemente do redobramento na presença de um 

ambiente redox adequado (DE BERNARDEZ CLARK et al., 1998). Foi utilizado nesta 

matriz glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) com duas proporções de 

molaridade: 2:0,2 (GSH:GSSG) e 2:0,4 (GSH:GSSG) na concentração final dos 

ensaios. No caso de proteínas sem pontes de sulfeto, agentes redutores como 2-

mercaptoetanol ou DTT são capazes de manter as cisteínas no seu estado reduzido, 

e prevenir a formação de pontes dissulfeto, e sua presença é recomendada no 

redobramento também de proteínas que não contem pontes dissulfeto. Foi utilizada a 

concentração final de 5 mM de DTT na triagem devido a falta de conhecimento da 

presença ou ausência de pontes dissulfeto (MALEKI et al., 2020). 

 

Tabela 15. Concentração de proteínas (µg/mL) de proteínas e recuperação (%) da 

matriz primária. 
Tampão Proteína (µg/mL) Recuperação (%) Precipitou? 

Controle negativo 47,5 a - Sim 

1 28,0 cd 59,0  Sim 

2 22,3 de 47,0  Não 

3 24,5 cd 51,6 Não 

4 19,1 e 40,3 Sim 
5 26,2 cd 55,1 Não 

6 25,5 cd 53,7 Não 

7 38,6 b 81,2 Não 

8 29,5 c 62,1 Não 

9 18,6 e 39,2 Não 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

O efeito dos três primeiros fatores (GdnHCl, L-arginina e ambiente redox) foi 

avaliado pela concentração de proteína, a recuperação, a precipitação (Tabela 15) e 
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o gel desnaturante de eletroforese (Figura 54). O tampão 7 possuiu a maior 

recuperação de proteínas, de 81,2% seguido pelo tampão 8 de 62,2% (Tabela 15). 

Pela observação do gel de eletroforese (Figura 54), o tampão 7 apresenta de fato uma 

banda superior às outras. Os tampões 7 e 8 tem em comum a maior molaridade de 

GdnHCl dos tampões (1,3 M), demonstrando a importância de um agente 

desnaturante nesta molaridade na para evitar agregação de proteínas. O tampão 7 

não possui L-arginina, além de apresentar 5 mM de DTT. O tampão 8 possui 0,44 M 

de L-arginina e o ambiente redox formado pela proporção 2:0,2 mM de GSH:GSSG. 

Os tampões 1 e 4 apresentaram precipitados, sugerindo a formação de agregados 

proteicos, desfavorecendo o redobramento da L-ASNasePS. O tampão 1 possui 0,2 

M de GdnHCl e 5 mM de DTT, e o tampão 4 0,7 M de GdnHCl e 5 mM de DTT (Tabela 

14). Portanto, é possível observar que baixas concentrações de agentes 

desnaturantes desfavorecem o enovelamento da enzima. E, apesar do tampão com a 

maior recuperação possuir o ambiente redox de DTT, na presença de baixas 

molaridades de desnaturantes ele não interfere no redobramento. Os tampões 7 e 8 

foram considerados para uma matriz secundária com PEG. 

 

 
Figura 54. Gel de desnaturante de poliacrilamida (12%) referente aos testes de 1 a 9 

da matriz primária. 
1: 0,2 M de GdnHCl, 0 M de Arg, 5 mM de DTT, 1 mM de EDTA; 2: 0,2 M de GdnHCl, 0,4 M de Arg, 2 
mM de GSH:0,2 mM de GSSG, 1 mM de EDTA; 3: 0,2 M de GdnHCl, 0,8 M de Arg, 2 mM de GSH:0,4 

mM de GSSG, 1 mM de EDTA; 4: 0,7 M de GdnHCl, 0 M de Arg, 5 mM de DTT, 1 mM de EDTA; 5: 0,7 

M de GdnHCl, 0,4 M de Arg, 2 mM de GSH:0,2 mM de GSSG, 1 mM de EDTA; 6: 0,2 M de GdnHCl, 
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0,8 M de Arg, 2 mM de GSH:0,4 mM de GSSG, 1 mM de EDTA; 7: 1,3 M de GdnHCl, 0 M de Arg, 5 

mM de DTT, 1 mM de EDTA; 8: 1,3 M de GdnHCl, 0,4 M de Arg, 2 mM de GSH:0,2 mM de GSSG, 1 

mM de EDTA; 9: 1,3 M de GdnHCl, 0,8 M de Arg, 2 mM de GSH:0,4 mM de GSSG, 1 mM de EDTA. 

 

O PEG pode interferir no redobramento da proteína de duas formas: interagindo 

com as regiões hidrofóbicas de proteínas solúveis, estabilizando seu redobramento, e 

induzindo à formação da estrutura proteica, inibindo a agregação (NABIEL et al., 

2023). Na matriz secundária (Tabela 16), os tampões base de redobramento 7 (1,3 M 

de GdnHCl e 5 mM de DTT) e 8 (1,3 M de GdnHCl, 0,44 M de L-arginina e 2:0,2 mM 

de GSH:GSSG) foram testados com diferentes razões da concentração de 

PEG/proteína de 2:1, 4:1 e 6:1, além da ausência de PEG. 
 

Tabela 16. Matriz secundária realizada com os tampões base de redobramento 7 e 8, 

e a razão PEG/proteína como quarto fator de redobramento. 
Tampão base de 
redobramento* 

GdnHCl (M) 
Fator 1 

L-Arginina (M) 
Fator 2 

Ambiente Redox (mM) 
Fator 3 

Razão PEG/Proteína 
Fator 4 

7 1,3 0 5 (DTT) 0 

7 1,3 0 5 (DTT) 2:1 

7 1,3 0 5 (DTT) 4:1 

7 1,3 0 5 (DTT) 6:1 

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 0 

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 2:1 

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 4:1 

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 6:1 
* Cada tampão de redobramento contém, além da Guanidina e da L-Arginina, Tris 55 mM, NaCl 21 mM, KCl 0,88 

mM e EDTA 1 mM, com pH ajustado em 8,2. 

 

Apesar da presença de bandas em todos os testes (Figura 55), as concentrações 

de proteína foram baixas, < 10 µg/mL, não havendo rendimento. Desta forma, o PEG 

foi considerado desfavorável para o redobramento da L-ASNasePS, não sendo 

utilizado na matriz terciária.  
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Figura 55. Gel desnaturante de poliacrilamida dos ensaios da matriz secundária. 
C7 (controle 7): 1,3 M de GdnHCl, 0 M de Arg, 5 mM de DTT, 1 mM de EDTA. C8 (controle 8): 1,3 M de 

GdnHCl, 0,4 M de Arg, 2 mM de GSH:0,2 mM de GSSG, 1 mM de EDTA. 

 

O fator 4 incluído na matriz terciária foram cátions divalentes (CaCl2 e MgCl2), 

que podem tanto ser favoráveis ou desfavoráveis ao enovelamento de uma proteína. 

Foram testadas as concentrações de 1, 2 e 4 mM de CaCl2 e MgCl2, nestas condições 

não houve presença de EDTA no tampão base, devido sua natureza quelante. 

Portanto, nos ensaios sem cátions divalentes há EDTA (1 mM) (Tabela 17). Os cátions 

divalentes podem reduzir a agregação proteica como também causar precipitação nas 

proteínas, devido seu efeito de salting-out. O efeito dos cátions divalentes no 

redobramento de uma enzima depende da sua concentração e de características 

bioquímicas da proteína (LÓPEZ-LAGUNA et al., 2020). Altas concentrações de 

cátions divalentes podem promover agregação (ANTOSOVA et al., 2022). 

Apesar de ainda ser pouco esclarecido o efeito de cátions divalentes no 

redobramento/agregação de proteínas, há estudos que sugerem alguns mecanismos. 

LIU et al. (2020) investigaram a influência de Mg2+ na desnaturação e agregação da 

albumina de soro bovino, e concluíram que a presença do cátion houve menor 

agregação. Foi demonstrado que o ion Mg2+ foi capaz de prevenir a transformação de 

a-hélices em estruturas agregadas/enoveladas incorretamente, e o íon foi capaz de 

se ligar multivalentemente aos grupos carboxilados dos resíduos Asp e Glu da 

albumina, servindo com “pontes dissulfeto” para estabilizar as estruturas secundárias 
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e terciárias. ANTOSOVA et al. (2022) destacaram a importância de Mg2+ e Ca2+ na 

estabilização das estruturas secundária e terciária da a-lactalbumina, na redução de 

folhas-b. Uma série de estudos demonstraram o efeito dos cátions divalentes na 

estabilização e redobramento de proteínas (ARAKAWA; TIMASHEFF, 1984; BUELL 

et al., 2013; KANG et al., 2020; WANG et al., 2023). Outro mecanismo proposto inclui 

o fato de que Mg2+ e Ca2+ são cátions fortemente hidratados e possuem tamanho 

pequeno, aumentando a solubilidade de proteínas devido interação com cadeias 

hidrofóbicas (TANFORD, 1963; VON HIPPEL; SCHLEICH, 1969).  

 

Tabela 17. Matriz terciária realizada com os tampões base de redobramento 7 e 8, e 

a cátions divalentes (CaCl2 e MgCl2) como quarto fator de redobramento. 
Tampão base  GdnHCl (M) 

Fator 1 
L-Arginina (M) 
Fator 2 

Ambiente Redox (mM) 
Fator 3 

CaCl2 e MgCl2 (mM) 
Fator 4 

7 1,3 0 5 (DTT) 0  

7 1,3 0 5 (DTT) 1 

7 1,3 0 5 (DTT) 2 

7 1,3 0 5 (DTT) 4 

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 0  

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 1 

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 2 

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 4 
* Cada tampão de redobramento contém, além da Guanidina e da L-Arginina, Tris 55 mM, NaCl 21 mM, KCl 0,88 

mM, com pH ajustado em 8,2. 

 

Pelos resultados apresentados na Tabela 18, é possível verificar a recuperação 

total de proteína nas condições: tampão base 7 (GdnHCl 1,3 M, DTT 5 mM) com a 

adição de 2 mM e 4 mM de CaCl2 e MgCl2; e no tampão base 8 (GdnHCl 1,3 M, L-

arginina 0,44 M, 2:0,2 GSH:GSSG) com a adição de 1 mM de cátions divalentes.  

O redobramento da L-ASNasePS foi avaliado através de Native-PAGE (Figura 

56A), para verificar a formação da estrutura tetraédrica da L-ASNasePS. Sabendo que 

a L-ASNasePS na sua forma nativa apresenta tamanho molecular de 

aproximadamente 152 kDa, pode-se verificar a formação de banda em região 

ligeiramente acima do marcador molecular albumina (132 kDa), sugerindo a formação 

da estrutura nativa da L-ASNasePS. Entretanto, não houve atividade de L-ASNase 

pelo método b-hidroxamato aspártico. 
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Tabela 18. Concentração de proteína (µg/mL) e rendimento dos ensaios da matriz 

terciária. 
Tampão Ensaio Proteína (µg/mL) Recuperação (%) 

Tampão 7 C7 41,5 - 
 

1 36,3 87,2 
 

2 45,9 100,0 
 

3 46,0 100,0 
Tampão 8 C8 24,7 - 
 

4 25,2 100,0 
 

5 20,6 83,4 
 

6 15,6 63,1 

C7: Tampão base 7 (GdnHCl 1,3 M, DTT 5 mM, EDTA 1 mM); 1, 2 e 3: Tampão base 7 (sem EDTA) 

com CaCl2 e MgCl2 nas concentrações de 1 mM, 2 mM, 4 mM, respectivamente. C8: Tampão base 8 

(GdnHCl 1,3 M, L-arginina 0,44 M, 2:0,2 GSH:GSSG, EDTA 1 mM); 4, 5 e 6: Tampão base 8 (sem 

EDTA) com CaCl2 e MgCl2 nas concentrações de 1 mM, 2 mM, 4 mM, respectivamente. 

Considerando a baixa concentração de proteína presente nos testes, foi 

realizada ultrafiltração com membrana de 30 kDa de cut-off (Vivaspin ®). Foram 

escolhidas uma condição de cada tampão base, considerando a recuperação de 

proteína, que foram os ensaios 3 e 4 (Tabela 18). Foi realizado novamente Native-

PAGE das amostras concentradas (Figura 56B) e foi observada as bandas sugestivas 

de L-ASNasePS em conformação tetraédrica, entretanto ainda sem atividade. A fim 

de se remover os aditivos dos tampões, que poderiam possivelmente estar interferindo 

no ensaio de atividade enzimática, foi realizada diálise com tampão Tris-HCl 5 mM pH 

8,6, a 4 ºC durante 24 h. Mesmo após dialisada, e a presença de bandas sugestivas 

à L-ASNasePS nativa por Native-PAGE (Figura 57) a enzima não apresentou 

atividade, que pode ser explicado pela cauda de histidina presente nas porções C-

terminal e N-terminal da construção plasmidial. 

 



 
153 

 
Figura 56. Native-PAGE (corado com nitrato de prata) dos testes da matriz terciária 

(A) e de amostras ultrafiltradas (30 kDa cut-off) da matriz terciária (B). Marcador 

molecular: albumina (132 kDa). 
A: C7: Tampão base 7 (GdnHCl 1,3 M, DTT 5 mM, EDTA 1 mM); 1, 2 e 3: Tampão base 7 (sem EDTA) 

com CaCl2 e MgCl2 nas concentrações de 1 mM, 2 mM, 4 mM, respectivamente. C8: Tampão base 8 

(GdnHCl 1,3 M, L-arginina 0,44 M, 2:0,2 GSH:GSSG, EDTA 1 mM); 4, 5 e 6: Tampão base 8 (sem 

EDTA) com CaCl2 e MgCl2 nas concentrações de 1 mM, 2 mM, 4 mM, respectivamente. B: T.7 (4M): 

Tampão base 7 (sem EDTA) com CaCl2 e MgCl2 nas concentrações de 4 mM, C: concentrado após 

ultrafiltração; FT: flow-through; T.8 (1M): Tampão base 8 (sem EDTA) com CaCl2 e MgCl2 nas 
concentrações de 1 mM, C: concentrado após ultrafiltração; FT: flow-through. 

 

 

 
Figura 57. Native-PAGE das amostras dialisadas após triagem por matriz 

experimental. Marcador: L-asparaginase. 
S: Tampão base sem aditivos. 1: Tampão base 7 (sem EDTA) com CaCl2 e MgCl2 nas concentrações 
de 4 mM, C: concentrado após ultrafiltração; FT: flow-through. 2: Tampão base 8 (sem EDTA) com 

CaCl2 e MgCl2 nas concentrações de 1 mM, C: concentrado após ultrafiltração; FT: flow-through. 

 

Apesar de mais de 90% das proteínas recombinantes experimentais possuírem 

cauda de histidina devido seu baixo peso molecular e sua facilidade de purificação por 

resinas de Ni-NTA, seu uso é controverso (DEREWENDA, 2004; ZHAO; HUANG, 



 
154 

2016). A cauda de histidina presente na construção do plasmídio do sistema de 

expressão da L-ASNasePS em E. coli e pode explicar a falta de atividade enzimática 

mesmo em sua conformação nativa. HORCHANI et al. (2009) reportaram que a cauda 

de histidina presente na porção N-terminal pode afetar negativamente a atividade 

específica, a seletividade e a termoestabilidade. A redução da atividade catalítica de 

enzimas recombinantes foi observada em outros estudos, após a incorporação da 

cauda de histidina, tanto na porção N-terminal, quanto da C-terminal (ARAÚ et al., 

2000; BOOTH et al., 2018; EMOND et al., 2008; HORCHANI et al., 2010; MAJOREK 

et al., 2014). Uma solução seria a retirada da cauda de histidina após a purificação, 

pela clivagem no sítio de trombina (ARAÚ et al., 2000). 

Os sistemas de expressão procarióticos, em especial E. coli, produzem há 

décadas proteínas terapêuticas em escala industrial. A preferência por E. coli como 

hospedeira se dá devido aos baixos custos das fontes de carbono para seu 

crescimento, rápido crescimento celular, receptividade à fermentação de alta 

densidade celular e simples processos de escalonamento (SAHDEV; KHATTAR; 

SAINI, 2007). Entretanto, a expressão de enzimas eucarióticas em sistemas de E. coli 

apresentam comumente a falta de modificações pós-translacionais da proteína alvo. 

Processos como glicosilação e fosforilação são fundamentais para a atividade e 

estabilidade da enzima heteróloga (ECCLES, 1992). Genes heterólogos de eucariotos 

com códons abundantes, raramente usados na E. coli, podem não ser expressados 

de forma eficiente em E. coli, ocasionando erros de translação. O viés de uso de códon 

(codon bias) se torna um problema prevalente quando códons raros na forma 

transcrita formam dubletos ou tripletos que se acumulam em altas quantidades. Os 

erros pós-translacionais ocasionados por viés de uso de códon incluem substituições 

de aminoácidos, recodificação traducional ou terminação translacional prematura 

(KHOW; SUNTRARACHUN, 2012; SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2007).  

Outro desafio de proteínas eucarióticas expressas em E. coli é a formação de 

pontes dissulfeto. A formação das pontes dissulfeto ocorrem no espaço periplasmático 

pelo sistema Dsb onde a tioredoxina e a glutredoxina facilitam a redução de cisteínas. 

Entretanto, estas duas moléculas são mantidas na forma reduzida, tioredoxina 

redutase (trxB) e glutationa redutase (gor). A formação de pontes dissulfeto ocorrem 

quando há degradação dos genes trxB e gor. Portanto, a co-expressão de linhagens 

com o sistema Dsb com trxB e gor (DsbC) podem aumentar o redobramento e reduzir 
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a formação das pontes dissulfeto (BESSETTE et al., 1999; LEVY et al., 2001; MAYER 

et al., 2004). Além do sistema Dsb, a proteína dissulfeto isomerase (PDI) e peptídios 

contendo o sítio ativo da PDI são utilizados como catalizadores para a não formação 

das pontes dissulfeto. A adição de agentes redutores como DTT e 2-mercaptoetanol 

são utilizados durante a solubilização, juntamente como glutationa reduzida e oxidada 

para a não formação de pontes dissulfeto durante o redobramento (SAHDEV; 

KHATTAR; SAINI, 2007). 

Uma série de estratégias são utilizadas para superar esses desafios da 

expressão de proteínas eucarióticas em E. coli, como modificações na linhagem de E. 

coli, otimização do meio e das condições de cultivo, expressão a baixas temperaturas, 

co-expressão de chaperonas moleculares, dentre outras (SAHDEV; KHATTAR; 

SAINI, 2007). Estratégias biotecnológicas estão descritas na Tabela 19. 

 

Tabela 19. Estratégias biotecnológicas para a produção heteróloga de proteínas 

eucarióticas ativas em sistemas de E. coli. 

Desafios na expressão em E. coli Estratégias Referências 

1.    Viés de uso de códon E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RP; (YU; JIN, 2007) 

Aumento da dosagem do gene do 

respectivo tRNA; 

(CAMBRIDGE et al., 2018) 

Combinações de plasmídeos. (KIRIENKO et al., 2004; 

ROSENBERG et al., 1993; 

SAHDEV; KHATTAR; 
SAINI, 2007; SHARP; 

DEVINE, 1989) 

2.    Formação de pontes dissulfeto Co-expressão de linhagens DsbC; (BESSETTE et al., 1999; 

MAYER et al., 2004) 

Proteína dissulfeto isomerase. (LEVY et al., 2001) 

3.    Fosforilação da proteína Fosforilação da proteína recombinante por 

quinases endógenas; 

(MIJAKOVIC et al., 2006) 

Expressão da proteína quinase de um ou 

dois plasmídeos diferentes na mesma E. 

coli. 

(GOSSE et al., 1993) 

4.   Enovelamento inadequado Glicosilação não enzimática; (EL-BATTARI et al., 2003) 

Síntese co-translacional por aminoácidos 

modificados geneticamente. 

(ZHANG et al., 2004) 
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Os códons preferencialmente usados em genes de E. coli revelam um número 

de códons que são menos representados que em outros organismos. Há baixa 

expressão de genes de baixo uso [AGA, AGG e GCA (Arg); AUA (Ile) e CUA (Leu)] 

menos de 8% dos seus códons pares, e nos códons GGA (Gly), CGG (Arg) e CCC 

(Pro) caem para menos de 2% dos seus respectivos pares (SAHDEV; KHATTAR; 

SAINI, 2007). Neste caso, o uso da linhagem de E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RP, a 

qual é geneticamente modificada pela adição de tRNAs que reconhecem os códon de 

eucariotos (AGA, AGG e CCC) pode ser recomendado (CAMBRIDGE et al., 2018; YU; 

JIN, 2007) Outra alternativa que já demonstrou aumento no rendimento em sistemas 

de E. coli é a adição dos códons de eucariotos na dosagem genética dos seus 

respectivos tRNAS (CAMBRIDGE et al., 2018; KIRIENKO et al., 2004). Por fim, para 

otimizar a expressão genes ricos em AT e GC, várias combinações de plasmídeos 

(pRIG, pRARE, pACYC, pCT1, entre outros) que encodam genes raros de tRNA sob 

o controle dos seus promotores nativos (KIRIENKO et al., 2004; ROSENBERG et al., 

1993; SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2007; SHARP; DEVINE, 1989). 

A falta de modificações pós-translacionais como a fosforilação em E. coli, ocorre 

devido a ausência da maquinaria de eucariotos, incluindo proteínas 

serina/treonina/tirosina quinases. Isto pode ser contornado pela expressão endógena 

de proteínas quinases utilizando adenosina trifosfato como um doador fosforil 

(MIJAKOVIC et al., 2006). Outra estratégia é a introdução e expressão de proteínas 

quinases de um ou dois vetores separados na mesma E. coli (GOSSE et al., 1993). A 

ausência de modificações pós-translacionais relacionadas à glicosilação, podem levar 

à formação de glicanas celulares ligadas a proteínas e lipídeos. A glicosilação é 

realizada pelas enzimas glicosiltransferases e glicosidases, raros em procariotos e 

comum em eucariotos, e são capazes de alterar significativamente a dimerização, a 

digestão proteolítica, secreção e processos de autoglicolização (EL-BATTARI et al., 

2003). A glicosilacão não enzimática (glicação) é uma alternativa para solucionar este 

problema, e ocorre naturalmente em procariotos, com as condições específicas do 

crescimento celular (MIRONOVA et al., 2005). Além deste processo, a glicosilação 

pode ser atingida pela co-translação de aminoácido geneticamente modificados 

(ZHANG et al., 2004).  

Neste cenário, vê-se que as possibilidades de resolução dos problemas 

relacionados à atividade da enzima são variados e necessitam ser explorados, no 
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caso da L-ASNasePS expressa em E. coli BL21(DE3). Devido sua alta expressão e 

formação de corpos de inclusão, que apesar de desafiantes possuem vantagens para 

a indústria, como a obtenção do produto final em poucas etapas, a investigação sobre 

a escolha da linhagem de E. coli, bem como da construção do plasmídeo, deve ser 

considerada (RODRIGUES ANDRADE et al., 2023; UPADHYAY et al., 2014). 
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6 CONCLUSÃO  

 

A clonagem e expressão do gene da L-ASNase do fungo P. sizovae em E. coli 

BL21 (DE3) foi confirmada, sendo que a expressão inicial foi observada apenas nas 

frações insolúveis, indicando a formação de corpos de inclusão. De dez clones, um foi 

escolhido, sendo avaliado em diferentes condições de cultivo a 20 ºC e a 37 ºC, 

diferentes concentrações de indutor e tempos pós-cultivo. Apesar da presença da L-

ASNasePS nas frações solúveis em cultivos a 20 ºC, as atividades catalíticas foram 

baixas (até 0,02 U/mL). 

A partir dos cultivos que apresentaram maior expressão enzimática nas frações 

insolúveis, foram-se obtidos os corpos de inclusão isolados, seguida solubilizados 

com hidrocloreto de guanidina. A condição de cultivo 0,1 mM de IPTG, a 37 ºC 

coletados com 2 h pós-indução e solubilização realizada com 3 M de hidrocloreto de 

guanidina apresentou as maiores concentrações de proteína.  

O redobramento foi efetuado a partir de matrizes experimentais considerando 

fatores de ambiente redox, relação PEG:proteína e presença de cátions divalentes. 

Foi observado que tampões com maior concentração de GdnHCl (1,3 M) promoveram 

menor agregação. Com a adição de cátions divalentes, foi possível obter a 

conformação tetramérica da L-ASNasePS, entretanto, sem atividade enzimática. Tais 

resultados demonstram a necessidade de uma compreensão maior acerca da 

construção do plasmídeo, bem como da linhagem celular. Considerando as vantagens 

e os desafios relacionados à expressão de proteínas eucarióticas em sistemas 

procariotos (em especial E. coli), já existem técnicas bem estabelecidas para 

contornar e resolver os problemas relacionados a esse tipo de expressão. 

Neste trabalho, foi reportado que a L-ASNase do fungo filamentoso P. sizovae 

foi expressa em sistema heterólogo de E. coli com baixas concentrações de IPTG, 

poucas horas de indução e com um meio de cultivo com fontes de carbono baratas, o 

que torna o processo mais econômico e rápido. Além disso, a presença de corpos de 

inclusão indica uma alta expressão, e é considerada uma vantagem na recuperação 

de proteínas de interesse farmacêutico devido a necessidade de poucas etapas 

downstream para a obtenção do produto final, com maior pureza e rendimento. Desta 

forma, este estudo pavimenta o caminho para a expressão heteróloga da L-ASNase 
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de P. sizovae em sistema de E. coli, indicando a necessidade de ajustes na construção 

do vetor, e possivelmente da linhagem celular. 
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