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RESUMO

SANTANA, Samara Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2024.
Producao de L-asparaginase fiingica para aplicacao biotecnologica. Orientadora: Valéria
Monteze Guimaries.

s

A L-asparaginase catalisa a hidrdlise de L-asparagina em &4cido aspértico e amodnia. E
comumente empregada na inddstria farmacéutica como agente antitumoral contra leucemia e
na industria de alimentos para reduzir a acrilamida, substancia téxica formada em alimentos
ricos em agucares e L-asparagina, quando processados acima de 120 °C. H4 uma crescente
demanda por esta enzima e os fungos filamentosos apresentam-se como fontes eficazes e de
menor custo para sua producao. Dessa forma, com o objetivo de produzir uma L-asparaginase
fungica com propriedades adequadas para sua aplicacao biotecnoldgica, 25 fungos filamentosos
foram previamente selecionados e submetidos a uma triagem em placas para produgdo de L-
asparaginase. Os fungos foram cultivados em meio dgar Czapek Dox contendo vermelho de
fenol e L-asparagina durante 5 dias em BOD a 28 °C. Treze isolados apresentarem halo
avermelhado ao redor de suas colonias, indicativo da atividade da L-asparaginase. Estes foram
selecionados e cultivados em meio liquido contendo caldo Czapek Dox suplementado com L-
asparagina (10 g/L) a 28 °C e 150 rpm e, apés 7 dias, o extrato bruto foi utilizado para
quantificar a atividade asparaginolitica. O ensaio enzimatico foi realizado a 37 °C, pH 7,2, por
1 h utilizando L-asparagina 0,04 M como substrato e a amonia liberada no sobrenadante foi
determinada espectrofotometricamente pelo método de Nessler. C. subuliforme foi o fungo
capaz de produzir a enzima de interesse com a maior atividade dentro das condig¢des
estabelecidas. Apds a caracterizagdo da atividade da L-asparaginase presente no extrato bruto,
e com a padronizagdo das condi¢des do ensaio enzimadtico, a atividade enzimadtica passou de
0,38 U/mL para 1,048 U/mL. As condigdes do ensaio padrdo foram entdo definidas como sendo
pH 6,0; 50 °C; 0,08 M de L-asparagina e 30 minutos de rea¢do. Por meio da cromatografia de
troca idnica, a enzima foi purificada 10,62 vezes, com rendimento de quase 40 %, sendo a
atividade especifica de 13,64 U/mg. A analise da fracdo purificada em SDS-PAGE revelou uma
banda intensa de 56 kDa, que, ao ser analisada por LC-MS/MS, apresentou homologia com a
enzima Acetamidase/Formamidase. A falta de informacdes em banco de dados sobre a proteina
alvo e o C. subuliforme podem ter dificultado a identificagdo da enzima purificada. O maximo
desempenho da L-ASNase foi observado nas condicdes de pH 8,0 e temperatura de 50 - 60 °C.
A enzima foi bastante termoestdvel e apresentou tempos de meio vida de 49,51 h; 46,21 h e

7,29 h a 37 °C, 50 °C e 60 °C, respectivamente. Além disso, a enzima manteve mais de 80 % da



atividade quando pré-incubada em pH 7 a 12 e mais de 60 % da atividade em pH 3 a 6. O efeito
inibitério reduzido dos agentes desnaturantes SDS, DTT e ureia sobre a atividade da L-
asparaginase também contribuiu para indicar que a enzima possui propriedades bioquimicas
interessantes para o setor industrial, podendo se tratar de uma provavel enzima com alta
estabilidade. Em adicdo, a enzima mostrou baixa afinidade por L-glutamina, comparada a
atividade asparaginolitica, sendo o valor de Ky para L-asparagina de 0,024 M. A técnica de
HPLC foi utilizada para quantificar acrilamida presente em amostras de um modelo de alimento
tratado com a enzima purificada, para avaliar a capacidade da enzima em reduzir os niveis de
acrilamida. Embora a padronizac¢do do ensaio de quantificagdo de acrilamida e L-asparagina
por HPLC tenha sido realizada, os resultados de aplicacdo da enzima foram inconclusivos,
sendo necessdria a padronizagdo dos parametros de ensaio do tratamento térmico para producao
de acrilamida. Este € um dos primeiros estudos sobre a atividade asparaginolitica de C.
subuliforme e os resultados sugerem que este fungo pode ser um potente candidato para a
obtencdo de uma L-asparaginase com propriedades adequadas e promissoras para sua aplicacao

no setor alimenticio e com perspectivas para o setor terapéutico.

Palavras-chave: L-asparaginase; Acrilamida; Fungos filamentosos; Cladosporium subuliforme.



ABSTRACT

SANTANA, Samara Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2024.
Production of fungal L-asparaginase for biotechnological application. Adviser: Valéria
Monteze Guimaries.

L-asparaginase catalyzes the hydrolysis of L-asparagine to aspartic acid and ammonia. It is
commonly used in the pharmaceutical industry as an antitumor agent against leukemia and in
the food industry to reduce acrylamide, a toxic substance formed in foods rich in sugar and L-
asparagine, when processed above 120 °C. There is a growing demand for this enzyme and
filamentous fungi present themselves as effective and lower-cost sources for its production.
Thus, with the aim of producing a fungal L-asparaginase with properties suitable for its
biotechnological application, 25 filamentous fungi were previously selected and subjected to
plate screening for the production of L-asparaginase. The fungi were cultivated on Czapek Dox
agar medium containing phenol red and L-asparagine for 5 days in BOD at 28 °C. Thirteen
isolates presented a reddish halo around their colonies, witch indicates L-asparaginase activity.
These ones were selected and cultivated in liquid medium containing Czapek Dox broth
supplemented with L-asparagine (10 g/L) at 28 °C and 150 rpm and, after 7 days, the crude
extract was used to quantify asparaginolytic activity. The enzymatic assay was carried out at
37 °C, pH 7.2, for 1 h using 0.04 M L-asparagine as substrate and the ammonia released in the
supernatant was determined spectrophotometrically using Nessler’s method. C. subuliforme
was the fungus capable of producing the enzyme of interest with the highest activity within the
established conditions. After characterizing the activity of L-asparaginase present in the crude
extract, and with the standardization of the enzymatic assay conditions, the enzymatic activity
increased from 0.38 U/mL to 1.048 U/mL. Standard assay conditions were then set to pH 6.0;
50 °C; 0.08 M L-asparagine and 30 minutes of reaction. Using ion exchange chromatography,
the enzyme was purified 10.62 times, with a yield of almost 40 %, with a specific activity of
13.64 U/mg. Analysis of the purified fraction in SDS-PAGE revealed an intense band of 56
kDa, which, when analyzed by LC-MS/MS, showed homology with the enzyme
Acetamidase/Formamidase. The lack of information in the database about the target protein and
C. subuliforme may have made it difficult to identify the purified enzyme. The maximum
performance of L-ASNase was observed under conditions of pH 8.0 and temperature of 50 - 60
°C. The enzyme was quite thermostable and had half-lives of 49.51 h; 46.21 h and 7.29 h at 37
°C, 50 °C and 60 °C, respectively. Furthermore, the enzyme maintained more than 80 % of

activity when pre-incubated at pH 7 to 12 and more than 60% of activity at pH 3 to 6. The



reduced inhibitory effect of the denaturing agents SDS, DTT and urea on enzyme activity L-
asparaginase also contributed to indicating that the enzyme has interesting biochemical
properties for the industrial sector, and may be a probable enzyme with high stability. In
addition, the enzyme showed low affinity for L-glutamine, compared to the asparaginolytic
activity, with the Kwm value for L-asparagine being 0.024 M. The HPLC technique was used to
quantify acrylamide present in samples of a food model treated with the purified enzyme, to
evaluate the enzyme's ability to reduce acrylamide levels. Although the standardization of the
acrylamide and L-asparagine quantification assay by HPLC was carried out, the results of
applying the enzyme were inconclusive, requiring the standardization of the heat treatment
assay parameters for acrylamide production. This is one of the first studies on the
asparaginolytic activity of C. subuliforme and the results suggest that this fungus may be a
powerful candidate for obtaining an L-asparaginase with suitable and promising properties for

its application in the food sector and with prospects for the therapeutic sector.

Keywords: L-asparaginase; Acrylamide; Filamentous fungi; Cladosporium subuliforme.
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1 INTRODUCAO

A enzima L-asparaginase (L-asparagina amidohidrolase, EC 3.5.1.1) catalisa a reacdo
de hidrélise do residuo de aminoécido L-asparagina em amonia e dcido aspértico. Ela pode ser
encontrada em diferentes organismos como as bactérias, fungos, leveduras, actinomicetos,
algas, plantas e alguns animais (MUNEER et al., 2020).

Atualmente é amplamente aplicada no setor alimenticio e terapéutico. Na industria de
alimentos, a L-asparaginase é empregada no pré-tratamento de alimentos que possuem L-
asparagina e actcares redutores em sua composicao (JIA et al., 2021). Esses alimentos, ao
serem processados termicamente acima de 120 °C, s@o suscetiveis a reacao de Maillard, reacao
nio enzimatica que pode resultar na formacgdo final de acrilamida, onde a L-asparagina atua
como a principal precursora para a sua formag¢do (CUNHA er al., 2019). A substincia
acrilamida é classificada como provavel carcindgeno humano pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1994) e sua reducdo € necessdria para garantir alimentos
seguros para os consumidores. O uso de L-asparaginase tem se mostrado eficiente em reduzir
os niveis de acrilamida, uma vez que atua reduzindo a quantidade de L-asparagina e ndo altera
as propriedades sensoriais e nutricionais do produto final (WANG et al., 2021).

Ja na 4rea farmacéutica, essa enzima atua como principal agente antitumoral contra a
leucemia linfoblastica aguda. Ao ser injetada na corrente sanguinea, a L-asparaginase hidrolisa
a L-asparagina tornando-a indisponivel para as células cancerosas que obtém esse importante
aminodcido para suas necessidades metabdlicas somente por essa via. Dessa forma, as células
tumorais, por privagdo de aminodcidos, sofrem apoptose (NUNES et al., 2020).

As L-asparaginases comerciais disponiveis sdo oriundas de fontes bacterianas
(Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi) e de fontes fungicas (Aspergillus niger e Aspergillus
oryzae). Porém, elas ndo sdo suficientes para atender a demanda do mercado e aquelas de
origem bacteriana sdo relatadas por causarem efeitos colaterais que comprometem a saide
humana como reacdes de hipersensibilidade, trombose, sangramento, choque anafilatico,
pancreatite, disfuncdo hepdtica, imunossupressdo e resisténcia geral a L-asparaginase
(LUBKOWSKI e WLODAWER, 2021; SOUZA et al., 2017).

Diante deste cenario, fontes alternativas para obtencdo de L-asparaginase se mostram
necessdarias e os isolados fingicos vem ganhando notoriedade nao somente por causarem menos
danos a saude, mas também por possuirem algumas vantagens em relacao as bactérias. Dentre

elas, destaca-se a capacidade dos fungos de crescer facilmente em matrizes s6lidas com menor
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atividade de dgua, possibilitando o uso de diferentes residuos agro industriais no meio de
cultivo, o que diminui o custo para a produg¢do enzimadtica e gera um menor impacto ambiental
(BATOOL et al., 2016). Além disso, a maior parte das enzimas produzidas por fungos sdo
extracelulares, facilitando o processo de extracao e purificagao dessas enzimas.

Visto que os fungos se apresentam como 6timas fontes de L-asparaginase, nota-se a
importancia de se realizar estudos que visem a exploracdo de variados isolados flingicos com
intuito de encontrar espécies com potencial de produ¢do desta enzima. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi produzir uma L-asparaginase fingica que apresentasse as propriedades

adequadas para sua aplicacdo biotecnoldgica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Produzir uma L-asparaginase flingica com propriedades adequadas para ser explorada

na industria alimenticia e terapéutica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o potencial de fungos filamentosos para a producdo de L-asparaginase;

e Selecionar um fungo promissor para a produgdo de L-asparaginase;

e Determinar as melhores condi¢des de cultivo do fungo para a produgdo de L-
asparaginase;

e (Caracterizar parcialmente o extrato bruto obtido a partir do fungo selecionado;

e Purificar a L-asparaginase;

e (Caracterizar a enzima purificada;

e Avaliar a eficiéncia da L-asparaginase na reducdo da acrilamida em um modelo de

alimento.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 L-asparaginase: reacao catalisada e fontes produtoras

A L-asparaginase (L-asparagina amidohidrolase, EC 3.5.1.1) € a enzima responsavel
pela catdlise da hidrélise do aminodcido L-asparagina em amodnia e dcido aspdrtico. Essa
hidrélise ocorre por meio do ataque ao dtomo de carbono ligado ao grupo amino presente na
cadeia lateral da L-asparagina por um residuo nucleofilico presente na L-asparaginase, que leva
a formacgdo de uma beta-acil-enzima. Esse intermedidrio € posteriormente alvo de uma molécula
de 4gua que atua atacando o 4tomo de carbono do éster, gerando os produtos da reagdo (Figura
1). Essa enzima esté ausente nos seres humanos, mas presente em uma variedade de organismos
e microrganismos como bactérias, leveduras, fungos, actinomicetos, algas, plantas e alguns

animais (CUNHA et al., 2019).

Figura 1 - Mecanismo de reacdo da L-asparaginase (*Nuc: residuo nucleofilico)
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Fonte: Adaptado de NUNES et al. (2020).
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Mesmo diante de variadas fontes de L-asparaginases, sdo os microrganismos oS mais
profundamente explorados devido ao seu baixo custo e baixa complexidade para obtencdo,
purificagdo e otimizag¢ao do produto de interesse (FAZELI et al., 2021).

As L-asparaginases (L-ASNases) sdo classificadas em trés familias de acordo com suas
proximidades em relacdo as suas sequéncias de residuos de aminodcidos, estrutura e fungdo.
Podem ser do tipo bacteriano (subdivididas em tipo I e II), do tipo vegetal (tipo III) e do tipo
rizobio. As do tipo bacteriano, as mais bem estudadas, sdo classificadas dependendo da sua
localizagdo e afinidade para o substrato L-asparagina. Em Escherichia coli a ASNase tipo |
(EcA 1) é encontrada na forma homodimérica no citosol da célula e possui maior afinidade para
0 aminodcido L-glutamina do que para a L-asparagina. J4 a ASNase tipo II (EcA II), geralmente
€ encontrada no periplasma na sua forma homotetramérica e, diferentemente da EcA I, possui
maior afinidade para o aminodcido L-asparagina. Devido a sua maior afinidade especifica para
L-asparagina, a EcA II é a mais comumente usada como agente antitumoral (CASTRO et al.,
2021; JIA et al., 2021; MUNEER et al., 2020). Sua primeira aplicacdo na drea medicinal
aconteceu em 1978 apods ter seu uso aprovado e liberado pela agéncia “Food and Drug
Administration” (FDA). A L-ASNase foi a primeira enzima a ser utilizada no tratamento contra
o cancer (LUBKOWSKI e WLODAWER, 2021).

As L-ASNases do tipo vegetal podem depender de K* para sua funcionalidade e por
essa razao sdo subdivididas em dependentes e independentes de K* (JIA et al., 2021). Ja as do
tipo rizobio sdo incluidas nesse grupo em especifico devido ao fato de que suas sequéncias
possuem homologia com a L-ASNase tipo II de Rhizobium etli, encontrada em leguminosas
(MORENO-ENRIQUEZ et al., 2012).

Em se tratando das L-ASNases flingicas, com base na sequéncia de seus aminoacidos,
afinidade pelo substrato e homologia estrutural, geralmente sdo classificadas dentro da familia
das bactérias. As L-ASNases de Fusarium proliferatum e Saccharomyces cerevisiae, por
exemplo, j4 foram estudadas e classificadas dentro do grupo bacteriano como L-ASNases do

tipo II (CARDOSO et al., 2023; SOUZA, 2019).
3.2 Aplicacao industrial da L-ASNase
Devido a sua propriedade hidrolitica, a ASNase € alvo de diferentes dreas industriais

sendo mais comumente empregada na industria de alimentos, farmacéutica e como biossensor,

principalmente para diagndstico clinico.
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3.2.1 Indastria farmacéutica

Na drea farmacéutica, essa enzima atua no tratamento de cincer, mais precisamente a
leucemia linfoblastica aguda (LLA), que afeta principalmente criancas até os 14 anos de idade.
Sua a¢do como farmaco antitumoral se baseia na priva¢do de aminoécidos. Isso acontece porque
diferente das células normais, as células cancerosas carecem da enzima L-asparagina sintetase
e por essa razdo, dependem da L-asparagina exdgena presente na corrente sanguinea, residuo
de aminodcido essencial para o seu metabolismo, sobrevivéncia e proliferacdo. Sendo assim,
ao administrar ASNase no corpo do paciente, a L-asparagina, necessdria para sintese de RNA
e proteinas, se torna indisponivel no sangue, levando a parada do ciclo celular e consequente

morte das células cancerosas (Figura 2) (PARASHIVA et al., 2023a).

Figura 2 - Mecanismo de ag¢do da L-ASNase como agente antitumoral
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Fonte: Adaptado de PARASHIVA et al. (2023a).

3.2.2 Industria de alimentos

Alguns alimentos ricos em carboidratos e que possuem L-asparagina em sua

composi¢do, quando sdo processados em temperaturas acima de 120 °C, sdo suscetiveis a reacao
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de Maillard e podem apresentar altos teores de acrilamida. Dessa forma, o uso de L-ASNase
ocorre com o intuito de atenuar os niveis de acrilamida por meio da mitigacdo dos niveis de L-
asparagina, principal precursor para formacao dessa substancia téxica ao organismo (CUNHA
etal.,2019).

Na industria alimenticia, o comité de especialistas da FAO/OMS (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) recomenda o uso de somente duas preparacdes enzimaticas
de L-ASNase como aditivos alimentares (JIA et al., 2021). Essas prepara¢des sao advindas de
fontes fungicas consideradas GRAS (geralmente reconhecidas como seguras): PreventASe® (a

partir de Aspergillus niger) e Acrylaway® (a partir de Aspergillus oryzae) (ALAM et al., 2019).

3.2.3 Biossensor

Além das aplicacOes na industria alimenticia e farmacé€utica, a L-ASNase vem sendo
explorada como biossensor, principalmente para diagndstico clinico. A atuag¢do do biossensor
¢ baseada na mudanca de pH ocasionada pela liberacdo da amonia, produto da hidrdlise de L-
asparagina. Em comparagdo com outros métodos de deteccdo ja utilizados, como os
espectroscopicos, a ASNase se mostra como uma tecnologia simples, direta, promissora e
especifica para monitorar e quantificar tanto os niveis de L-asparagina presente em varios
alimentos quanto os niveis de L-asparagina presente em amostras de sangue de pacientes
portadores de LLA e linfossarcoma (NUNES et al., 2020). A sensibilidade dos biossensores a
base de ASNase microbiana permite que uma ampla faixa de detec¢do de L-asparagina entre

107'%¢ 107! M seja possivel de ser alcangada (NUNES et al., 2021).

3.3 L-ASNases comerciais

O aumento da demanda por L-ASNase no setor industrial em todo o mundo pode torné-
la um importante insumo no mercado de enzimas (SANTOS, 2014). Segundo o relatério
realizado por “Global Asparaginase Sales Market Report” (2018), em 2017 a demanda global
de asparaginase foi de 380 milhdes de ddlares e hd uma previsdo de que este valor possa
alcangar 420 milhdes de ddlares até 2025. As ASNases atualmente disponiveis no mercado

podem ser conferidas na Tabela 1.
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3.4 Reducao da acrilamida em alimentos

A acrilamida é considerada carcinogénica, genotéxica e neurotéxica em testes com
animais (PENNISI er al., 2013) e, em 1994, foi classificada como provdvel carcinégeno
humano pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1994). Ela é formada
durante cozimento, grelha e/ou fritura de alimentos que apresentam em sua composi¢ido L-
asparagina e agucares redutores. Em condi¢des de baixa umidade e temperaturas acima de 120
°C, esses dois compostos, por meio da reagdo de Maillard, formam acrilamida por uma rota que
inclui formacdo de uma base de Schiff, descarboxilacdo e B-eliminacdo (Figura 3A). Os
principais fatores que influenciam na formagdo de acrilamida sdo a presenca de aminodcidos
livres, em especial a L-asparagina, acticares redutores e as condi¢des de processamento como:
umidade, temperatura e tempo de cozimento. De acordo com a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos, os produtos de panificacdo, aqueles a base de batata e o café sio os

maiores responsaveis pela exposi¢do humana a acrilamida (EFSA, 2015; TAVARES, 2015).
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Figura 3 - Mecanismo de formacao de acrilamida e atenuagdo da acrilamida através da L-
ASNase: (A) Acrilamida gerada entre acucares redutores e L-asparagina; (B) Reducdo da
acrilamida em alimentos por meio da conversdo de L-asparagina em dcido L-aspartico pela L-
ASNase
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Os primeiros relatos sobre a existéncia de acrilamida em alimentos foram realizados por
pesquisadores da Universidade de Estocolmo, na Suécia, em 2002. Eles determinaram a
quantidade dessa substancia em diferentes matrizes alimentares como batatas, paes, biscoitos e
café, e chegaram a conclusdao de que, dependendo da dieta da pessoa, esta poderia estar
ingerindo algumas dezenas de microgramas de acrilamida por dia (TAREKE ez al., 2002). Ap6s
essa data, varios 6rgaos responsaveis pela segurancga alimentar se empenharam em mobilizar as
inddstrias de alimentos para que buscassem alternativas que pudessem contornar essa situagao.
Agéncias europeias estabeleceram que a dose de acrilamida em alimentos é de 25 - 35 pg de
acrilamida por dia para uma pessoa com cerca de 68 kg (ALAM et al., 2019). Em complemento,
em 2017 a Comissdo Europeia tornou a publico os niveis de referéncia aceitaveis para os

principais géneros alimenticios (Figura 4) (REGULAMENTO (UE), 2017). Atualmente, o

estado da Califérnia, Estados Unidos, € o tnico local do mundo em que hd uma legislacao que
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determina que valores acima de 275 ppb de acrilamida para distintas matrizes alimentares
devem ser expostos no rétulo do produto informando ao consumidor a presenca da substancia

(IGNACIO, 2022; FOOD SAFETY BRAZIL, 2014).

Figura 4 - Niveis de referéncia de acrilamida estabelecidos para os alimentos

Gé ; 7 Nivel de referéncia
FENETD a]lmemmo Ik
[ng/ke]
Batatas fritas (prontas a comer) 500
Batatas fritas de pacote fabricadas com batatas frescas e com massa de batata 750
Bolachas salgadas 4 base de batata
Outros produtos de batata i base de massa de batata
Pio [resco
a) Pdo a base de trigo 50
b) Pdo fresco excluindo pdo i base de trigo 100
Cereais para pequeno-almoco (exceto papas)
— produtos i base de farelo e cereais integrais, grios tufados pelo processo de gun puffing 300
— produtos a base de trigo e de centeio (') 300
— produtos i base de milho, aveia, espelta, cevada e arroz (1) 150
Bolachas e wafers 350
Bolachas salgadas com excegdo das bolachas a base de batata 400
Pio estaladico (knickebrot) 350
Pio-de-espécie 800
Produtos semelhantes aos outros produtos desta categoria 300
Café torrado 400
Café instantineo (soldivel) 850
Sucedaneos do café
a) Sucedineos do café exclusivamente a partir de cereais 500
b) Sucedineos do café obtidos a partir de uma mistura de cereais e chicoria %)
¢} Sucedaneos do café obtidos exclusivamente a partir de chicoria 4 000
Alimentos para bebés, alimentos i base de cereais transformados destinados a lactentes e 40
criancas pequenas, exceto bolachas e tostas ()
Bolachas e tostas para lactentes e criancas pequenas (°) 150

(!} Cereais ndo integrais e/ou ndo a base de farelo. O cereal presente em maior guantidade determina a categoria.

() O nivel de referéncia a aplicar aos sucedineos do café obtidos a partir de uma mistura de cereais e chicéria tem em conta a
proporcio relativa destes ingredientes no produto final.

(") Conforme definidos no Regulamento (UE) n." 609{2013.

Fonte: Regulamento Europeu (2017).

Estratégias de atenuacdo da acrilamida foram recomendadas, como por exemplo: a
mudanca da composi¢do do produto, a adicao de inibidores de acrilamida, a sele¢do de matérias-
primas, a diminui¢do da temperatura durante o processamento térmico, além de alguns outros
procedimentos de pré-tratamento. Porém, aquele que melhor atendeu a industria de forma
simples e eficaz, sem comprometer as propriedades nutricionais e sensoriais dos alimentos, foi

o tratamento enzimatico com L-ASNase, em uma etapa que antecede o processamento térmico

(WANG et al., 2021). Sendo assim, com a atuagdo da ASNase, a L-asparagina € hidrolisada e
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o 4cido aspartico formado, diferente da L-asparagina, ndo é capaz de desencadear a formacao

de acrilamida (Figura 3B).

3.5 Fungos produtores de L-ASNase

Grande parte das ASNases acessiveis comercialmente sdo de origem bacteriana e ja
estdo ha mais de 40 anos no mercado (LUBKOWSKI e WLODAWER, 2021). Porém, relatos
de efeitos colaterais como reagdes imunogénicas graves, reagdes de hipersensibilidade,
trombose, sangramento, choque anafilatico, pancreatite, disfungcdo hepatica, imunossupressao
e resisténcia geral a ASNase tem sido reportados (NUNES et al., 2020; SOUZA et al., 2017,
WANG et al., 2021). Em contraste, as L-ASNases de origem fiingica ndo sao notificadas como
causadoras de tais efeitos adversos. Isso porque, ao contrario das bactérias, as células fingicas
conseguem glicosilar proteinas como as células humanas e, por essa razao, imagina-se que as
enzimas isoladas de fungos provoquem menos imunogenicidade (CASTRO et al., 2021).

Por essa razdo, devido ao esforco de se encontrar fontes alternativas para obtencio de
L-ASNase, os fungos vém ganhando notoriedade nao somente por causar menos danos a saude,
mas também por se apresentarem como fontes de menor custo ja que crescem facilmente em
matrizes s6lidas, com menor atividade de dgua, possibilitando o uso de diferentes residuos agro
industriais, causando menor impacto ambiental. Além disso, a grande maioria das enzimas
produzidas por fungos sdo extracelulares, simplificando o processo de extracdo e purificacdo
dessas enzimas (BATOOL et al., 2016).

Por se mostrar uma excelente fonte alternativa as bactérias, varios estudos buscaram
explorar o potencial dos fungos para sua aplicacdo biotecnologica. Segundo CUNHA et al.
(2019), GARCIA et al. (2023) e PATEL et al. (2022), os principais géneros fingicos
conhecidos por serem produtores desta enzima sdo Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Trichoderma e Cladosporium, com énfase em Aspergillus e Penicillium, géneros ja bem
conhecidos por sua vasta variedade de enzimas extracelulares (GOLGERI M. et al., 2024).

Os fungos pertencentes ao filo Ascomycota sdo os mais reportados pela produgio
considerdvel de L-ASNase. Além de A. niger e A. oryzae, que sdo os microrganismos fonte das
L-ASNases comerciais usadas como aditivo alimentar (JIA et al., 2021), pode-se destacar
Aspergillus terreus (ROCHA et al., 2019), Aspergillus fumigatus (DUTTA et al., 2015),
Aspergillus tamarii (BEDAIWY et al., 2016), Penicillium crustosum (KHALIL et al., 2021),
Penicillium  brevicompactum (ELSHAFEL et al., 2012), Penicillium digitatum
(SHRIVASTAVA et al., 2012), Fusarium oxysporum (ALI et al., 2018), Fusarium equiseti
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(EL-GENDY et al., 2021), Fusarium culmorum (MEGHAVARNAM e JANAKIRAMAN,
2017), Trichoderma viride (LINCOLN et al., 2015), Cladosporium tenuissimum (HAMED et
al., 2021) dentre outras espécies.

Os fungos do filo Basidiomycota sdo menos explorados e, por essa razdo, carecem de
pesquisas que foquem exclusivamente nessa classe de microrganismos. Em 2011, EISELE e
colaboradores detectaram pela primeira vez a atividade de L-ASNase de um basidiomiceto, o
Flammulina velutipes (EISELE et al, 2011). Mais tarde também foram descritos trabalhos
envolvendo Pleurotus ostreatus (BEDAIWY et al., 2019) e Ganoderma australe
(CHAKRABORTY e SHIVAKUMAR, 2021). Muito comuns na cultura asiatica, esses isolados
sdo comumente empregados na culindria e na drea medicinal, devido as suas propriedades
nutricionais e farmacoldgicas, respectivamente e, por essa razao, tornam-se alvos atrativos para
area industrial (BERGER e ERSOY, 2022; DERKACH e KLYMENKO, 2023).

Com a crescente demanda de L-ASNase no setor industrial, os fungos filamentosos se
apresentam como fontes eficazes para sua producdo. Sendo assim, estudos mais aprofundados
podem levar a exploracdo e a descoberta de novas espécies flingicas com potencial de produgdo
de L-ASNase para sua aplicacdo tanto na industria de alimentos quanto na industria

farmacéutica.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Selecao do fungo

4.1.1 Coleta de dados e pré-selecao de fungos filamentosos

Um levantamento de dados foi realizado com o intuito de averiguar quais sdo os
principais fungos filamentosos ja conhecidos na literatura que produzem a L-ASNase em niveis
considerdveis para sua aplicacdo na édrea industrial. Para uma maior cobertura da pesquisa,
géneros fungicos conhecidos, mas pouco estudados quanto a sua producdo de L-ASNase, foram
verificados pela plataforma “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) e foram
selecionados aqueles que contém o gene com a sequéncia predita da enzima a ser estudada. Ao
todo, foram pré-selecionados 25 fungos filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota e

Basidiomycota (Tabela 2).

Tabela 2 - Fungos pré-selecionados para o ensaio qualitativo para a produ¢do de L-ASNase

Fungos
FILO ASCOMYCOTA
Aspergillus caespitosus
Aspergillus elegans
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus tamarii
Cladosporium pseudocladosporioides (CCF 330)
Cladosporium pseudocladosporioides (CCF 333)
Cladosporium subuliforme
Cladosporium tenuissimum (CCF 102)
Cladosporium tenuissimum (CCF 131)
Colletotrichum karstii
Fusarium oxysporum
Penicillium brevicompactum
Penicillium crustosum
FILO BASIDIOMYCOTA
Flammulina velutipes
Ganoderma sp.
Lepista sp.
Pleurotus djamor
Pleurotus eryngii (PLE 01)
Pleurotus eryngii (PLE 05)
Pleurotus eryngii (PLE 117)
Pleurotus ostreatus
Trametes sp. (J2)
Trametes sp. (J5)

Fonte: A autora.
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4.1.2 Obtencao dos isolados fiingicos

Os fungos previamente selecionados foram fornecidos pelo Laboratdrio de Associacdes
Micorrizicas, Laboratério de Genética Molecular de Fungos e pelo Laboratério de Micologia e
Etiologia de Doencas Fungicas de Plantas, todos localizados na Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Esses isolados fungicos foram repicados em placas de Petri estéreis contendo batata
dextrose dgar (BDA) e foram mantidos de 7 - 15 dias em BOD a 28 °C. Apd6s o crescimento das

coldnias fungicas, as placas foram mantidas sob refrigeracdo até seu uso nos experimentos.

4.1.3 Ensaio qualitativo para a producao de L-ASNase

Todos os fungos crescidos em meio BDA foram submetidos a uma triagem em placas
contendo agar Czapek Dox modificado (ACDM) (SAXENA e SINHA, 1981) para selecionar
os possiveis fungos produtores de L-ASNase. As placas continham os seguintes componentes:
L-asparagina (10,0 g/L), glicose (2,0 g/L), KH2PO4 (1,52 g/L), MgS04.7H20 (0,52 g/L), KCl
(0,52 g/L), ZnS0O4.7H20 (0,001 g/L), FeSO4.7H20 (0,001 g/L), CuNO3.3H20 (0,001 g/L) e
vermelho de fenol 0,009 % (indicador de pH). Antes de ser autoclavado a 121 °C por 15
minutos, o meio foi aferido para pH 6,2. Um disco de 7 mm de micélio fungico foi transferido
para essas placas e foi verificada a produ¢do de L-ASNase pela mudanca de cor do meio de
cultura. A amoénia, um dos produtos gerados a partir da reacdo catalisada pela L-ASNase,
quando € liberada basifica 0 meio. Dessa forma, devido a presenca do vermelho de fenol, o
meio passard de amarelo (condi¢c@o 4cida) para rosa (condi¢@o bdsica) indicando producao da
L-ASNase (SANTOS, 2014). Todas as placas foram incubadas em BOD a 28 °C por 7 dias,
sendo que a mudanga de cor do meio de cultura foi monitorada no quinto e sétimo dia. Trés
controles negativos foram feitos: controle A, contendo o meio de cultura sem indculo flingico;
controle B, meio de cultura com indculo fingico sem a presenca de L-asparagina e controle C,
meio de cultura com inéculo fingico sem a presenga de vermelho de fenol (MOHARRAM et

al., 2016). O ensaio foi feito em triplicata.

4.1.4 Ensaio quantitativo: obtenc¢iao do extrato bruto

Os fungos que testaram positivo para o ensaio qualitativo foram submetidos ao ensaio

quantitativo que foi realizado por cultivo submerso. Dois discos de 7 mm de micélio flingico
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foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de caldo Czapek Dox
modificado (CDM), que se difere do meio ACDM pela presenca de caldo em vez do dgar e
auséncia do vermelho de fenol. Os frascos foram mantidos a 28 °C sob agitacio a 150 rpm por
7 dias. Passado esse periodo, o contetido do frasco foi filtrado em filtro de Nylon e centrifugado
a 10000 g durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado como extrato bruto no ensaio

de reacdo enzimatica.

4.1.5 Ensaio quantitativo: atividade de L-ASNase

A atividade de L-ASNase foi determinada segundo IMADA et al. (1973) com algumas
modificagdes. Para o ensaio enzimdtico, microtubos de 1,5 mL contendo 100 pL de 0,04 M de
L-asparagina, 100 pL de extrato bruto (extrato enzimatico), 100 pL de tampao Tris-HCI 0,05
M, pH 7,2 e 100 pL de 4gua destilada foram mantidos em banho-maria a 37 °C. Apés 1 hora
de ensaio, 100 pL de 4cido tricloroacético (TCA) 1,5 M foi adicionado para paralisar a reagao.
Para o controle negativo (branco), 0 mesmo ensaio enzimatico foi realizado, exceto que o TCA
foi adicionado antes da incubacdo por 1 h. Os microtubos foram centrifugados a 6000 g a 4 °C
por 5 minutos (SANTOS, 2014). O volume de 20 pL. do sobrenadante foi coletado e transferido
para outro microtubo contendo 40 pL do reagente de Nessler e 740 pL de agua destilada. Apds
20 minutos de reacdo em temperatura ambiente, a amoOnia liberada foi mensurada em
espectrofotometro a 450 nm (MEGHAVARNAM e JANAKIRAMAN, 2017). O ensaio foi
realizado em triplicata.

Uma curva padrao previamente construida com diferentes concentracoes de (NH4)2SO4
foi utilizada para estimar a quantidade de amonia produzida (Tabela 3) (FARAG et al., 2015).
Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz de gerar 1
pumol de amodnia por minuto, nas condigdes do ensaio. O fungo que apresentou a maior atividade
de L-ASNase presente em seu extrato bruto diante das condigdes estabelecidas foi selecionado

para as proximas etapas.
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Tabela 3 - Construcio da curva analitica de (NH4)2SO4

Solucao de (NH4)2SO4 | Reagente de Agua destilada | Volume | Quantidade de
0,5 g/L (uL) Nessler (pL) (nL) total (nL) | NH3 (pmol)

0 40 760 800 0,00

10 40 750 800 0,08

20 40 740 800 0,15

40 40 720 800 0,30

60 40 700 800 0,46

80 40 680 800 0,61
100 40 660 800 0,76

Fonte: A autora.

4.2 Padronizacao do meio de cultivo

Para definir as melhores condi¢des de cultivo para producdao da L-ASNase, o fungo
produtor selecionado foi cultivado em meio liquido e em meio contendo farelo de trigo como
substrato sélido. Para o cultivo em meio liquido, 2 discos de 7 mm de micélio fungico foram
transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio CDM. Os frascos
foram mantidos sob agitacdo a 150 rpm e a 28 °C. Aliquotas foram coletadas do dia 5 ao dia 10
de cultivo, centrifugadas a 10000 g durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado como
extrato bruto no ensaio de reagdo.

J4 no cultivo em meio com substrato sélido, 1 disco de 7 mm de micélio fingico foi
transferido para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 5 g de farelo de trigo acrescido de 7,5
mL de meio mineral (correspondente a 60 % de umidade). O meio mineral era composto por
extrato de levedura (2,0 g/L), KH2PO4 (1,5 g/L), NH4NO3 (1,0 g/L), CuSOs (0,25 g/L), MgSOq4
(0,5 g/L), ZnSO4 (3,5 mg/L), FeCls (1,0 mg/L), MnClz (0,1 mg/L), H3BO3 (0,075 mg/L) e
Na>xMoOs4 (0,02 mg/L) (MORGAN, 2018). Os frascos foram mantidos em BOD a 28 °C e o
extrato bruto foi coletado do dia 5 ao dia 10 de cultivo. O extrato bruto foi obtido a partir da
adi¢do de 50 mL de agua destilada (propor¢do 10:1, agua/farelo de trigo) nos meios de cultivo
dos frascos Erlenmeyer. Os frascos permaneceram sob agitacdo a 150 rpm e 28 °C por 1 he o
conteudo dos frascos foi filtrado em filtros de Nylon e posteriormente centrifugado a 10000 g
durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado como extrato bruto no ensaio de reagao.

A partir da andlise da atividade de L-ASNase foi determinado o melhor meio de cultivo

e o melhor tempo para o crescimento do fungo e para a producdo da enzima de interesse.
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4.3 Padronizacao do ensaio de reacao

O ensaio de L-ASNase, utilizando o extrato bruto, foi padronizado, a partir das variagdes
de concentracdo de L-asparagina, temperatura, pH e de tempo de reacdo, com a finalidade de
padronizar os parametros do ensaio enzimatico e avaliar as condi¢des para obtencdo da maior

atividade.

4.3.1 Efeito da concentracao de L-asparagina na atividade de L-ASNase

O ensaio de atividade de L-ASNase foi realizado de acordo com o item 4.1.5 alterando
somente o parametro concentracdo de substrato para avaliar seu efeito sobre a atividade
enzimatica. As solugdes de L-asparagina testadas foram: 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,20; 0,24; 0,28;
0,32; 0,36 € 0,40 M.

4.3.2 Efeito da temperatura na atividade de L.-ASNase

O ensaio de atividade de L-ASNase foi realizado de acordo com o item 4.1.5, alterando
0 parametro temperatura para avaliar seu efeito sobre a atividade enzimética. Foram testadas as

seguintes temperaturas: 28, 37, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 e 80 °C.

4.3.3 Efeito do pH na atividade de L-ASNase

O ensaio de atividade de L-ASNase foi realizado de acordo com o item 4.1.5, alterando
o parametro pH para avaliar seu efeito sobre a atividade enzimatica. Para isso, diferentes
tampdes com diferentes faixas de pH foram testados: pH 2,2; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 com o
tampao de Mcllvaine (tampao feito com solugdes de Na,HPO4 0,2 M e 4cido citrico 0,1 M); pH
7,2; 8,0; 8,6 € 9,0 usando o tampao Tris-HCI1 0,1 M e pH 8,0; 9,0 e 10,0 utilizando o tampao
glicina-NaOH 0,1 M.

4.3.4 Efeito do tempo de reacao na atividade de L-ASNase

O ensaio de atividade de L-ASNase foi realizado de acordo com o item 4.1.5, alterando

o tempo do ensaio de reacdo. Para isso, a reacdo foi paralisada em diferentes intervalos de tempo
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com intuito de avaliar seu efeito sobre a atividade enzimdtica. Os intervalos de tempo testados

foram 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos.

4.4 Purificacdo da L-ASNase

O extrato bruto obtido foi ultrafiltrado com o auxilio de Amicon® Ultra-15 30 kDa
Millipore em centrifuga refrigerada (4 °C) a 4000 g. Esse processo foi realizado para concentrar

a amostra 10 vezes antes de prosseguir para etapa de purificacao.

4.4.1 Cromatografia de troca ionica

O extrato bruto concentrado foi submetido a cromatografia liquida de proteina rapida
(FPLC - AKTAprime plus), empregando a coluna de troca idnica HiTrap™ DEAE FF 5 mL.
Aplicou-se 5 mL da amostra enzimadtica na coluna previamente equilibrada com tampao fosfato
de potdssio 50 mM, pH 6,0 a um fluxo de 4 mL/min. Apés a eluicdo das proteinas nio aderidas
na coluna, foi aplicado um gradiente salino de 0 a 1 M de NaCl, para elui¢do diferencial das
proteinas aderidas a coluna.

Ao final da cromatografia, todas as fragdes coletadas foram analisadas quanto a
concentracao proteica, por meio de espectrofotometria a 280 nm (PATRO e GUPTA, 2012) e
quanto a atividade de L-ASNase, de acordo com o ensaio padrao.

As fracdes contendo maior atividade de L-ASNase foram reunidas e a amostra

purificada foi avaliada quanto a concentracdo de proteinas e atividade de L-ASNase.

4.5 Quantificacao de proteinas

Na amostra purificada contendo a L-ASNase, foi feita a determinagdo da atividade
enzimatica, de acordo com o ensaio padrao definido, e a quantificacdo de proteinas seguindo a
metodologia descrita por Bradford (1976), a fim de determinar a atividade especifica da enzima
e avaliar se a purificac¢ao foi bem sucedida. Uma curva padrao foi precedentemente feita usando
diferentes concentragdes de soro albumina bovina (BSA) e a leitura de cada amostra analisada

foi feita em espectrofotometro a 595 nm.
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4.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras do extrato bruto concentrado e da enzima purificada foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (gel de separacdo 12 % e gel de empilhamento 5 %),
segundo LAEMMLI (1970), em condi¢des desnaturantes utilizando dodecil sulfato de sédio
(SDS). Apds aproximadamente 3 horas de corrida a 80 volts, o gel foi fixado em solucdo
contendo 50 mL de metanol 95 %, 12 mL de 4cido acético e 38 mL de dgua destilada. Apds 3
lavagens consecutivas em etanol 50 % por 10 minutos, o gel foi incubado por 1 minuto em
solucdo de tiossulfato de sddio 0,02 %, lavado rapidamente 3 vezes em dgua destilada e deixado
por 20 minutos em solucdo de nitrato de prata. As bandas foram visualizadas apds adicao da
solucdo contendo 2 g de carbonato de sédio, 1 mL de solugdo de tiossulfato de sédio 0,02 %,
0,025 mL de formaldeido e 48,975 mL de dgua destilada. Quando as bandas atingiram o padrao
necessdrio, adicionou-se 3 mL de 4cido acético a mistura a fim de paralisar a reagdo de
revelacdo das bandas (adaptado de GOLDBERG e WARNER, 1997). Por meio da andlise das
bandas oriundas do marcador de peso molecular (Bio-Rad, faixa de peso molecular de 10 a 250
kDa) e das amostras, foi possivel fazer uma relagdo entre log da massa molecular (log MM) e

a distancia percorrida no gel e, assim, estimar o peso molecular da L-ASNase purificada.

4.7 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)

A amostra coletada na cromatografia de troca idnica contendo a maior atividade
especifica foi usada para andlise em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS). Previamente, a amostra foi digerida por tripsina em solug@o pelo método FASP
(Filter Aided Sample Preparation) (adaptado de WISNIEWSKI e al., 2009) e dessalinizada por
cromatografia liquida de fase reversa usando ziptip C18 (Milipore, Darmstadt, Alemanha)
seguindo as orientacdes do fabricante. Apds essa preparacdo, 4 uL. da solu¢do de peptideos
tripticos gerados foi injetada no sistema LC-MS/MS (Waters Corporation, Massachusetts,
USA) e os solventes dgua acidificada com acido férmico 0,1 % e acetonitrila acidificada com
dcido férmico 0,1 % foram usados como fases moéveis. Utilizou-se nanoAcquity UPLC®
Peptide BEH C18 1,7 pm; 100 pum x100 mm como fase estaciondria e um fluxo de 14 pL/min.

O espectrometro de massas Ion Trap, modelo Amazon (Bruker Daltonics, Bremen,

Alemanha), fonte eletrospray foi utilizado para aquisi¢do de dados de MS1 e MS2 com faixa
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de deteccao de 100 a 3000 m/z. O programa DataAnalysis, versdao 4.0 (Bruker Daltonics,
Alemanha) foi utilizado para processamento dos dados obtidos na andlise.
Um controle positivo usando BSA foi utilizado na mesma concentragao e preparado

conforme a amostra em analise.

4.8 Caracterizacao da L-ASNase purificada

A amostra da enzima purificada foi submetida a testes que avaliaram os efeitos de pH,
temperatura e de ions e efetores sobre a atividade enzimatica. Foram mensurados os parametros
cinéticos e, além disso, a termoestabilidade e a estabilidade ao pH foram investigados com a
finalidade de averiguar as condi¢des ideais para atuacdo da enzima. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.8.1 Efeito da temperatura na atividade da L-ASNase purificada

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi verificado a partir da realizagdo
do ensaio padrdo de reacao definido em diferentes temperaturas: 28, 37, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75 e 80 °C.

4.8.2 Avaliacido da termoestabilidade

Para investigar a termoestabilidade, 8 mL de L-ASNase purificada foi pré-incubada nas
temperaturas de 37, 50 e 60 °C. Aliquotas de 100 pL foram retiradas em diferentes intervalos
de tempo para realizar o ensaio padrao de atividade enzimética, até que fosse verificada a perda
significativa da atividade da enzima. O tempo de meia vida, definido como o tempo em que a
enzima atinge 50 % de sua atividade a partir da atividade inicial, foi mensurado. A atividade

inicial (100 %) foi determinada no tempo zero de incubagdo.

4.8.3 Efeito do pH na atividade da L-ASNase purificada

O efeito do pH sobre a atividade enzimética foi aferido a partir da realizagao do ensaio
padrdo de reacdo definido em diferentes tampdes com diferentes faixas de pH: pH 2,2; 3,0; 4,0;

5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 com o tampao de Mcllvaine; pH 7,2; 8,0; 8,6 € 9,0 usando o tampao Tris-HCI
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0,1 M; pH 8,0; 9,0 e 10,0 utilizando o tampao glicina-NaOH 0,1 M e pH 11,0; 12,0 e 13,0 com

o tampao fosfato de potassio 0,1 M.

4.8.4 Avaliaciao da estabilidade ao pH

Para investigar a estabilidade da enzima ao pH, 250 uL de L-ASNase purificada foram
mantidos por 1 hora em banho de gelo contendo diferentes tampdes em diferentes valores de
pH: pH 2,2; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 (tampao de Mcllvaine); pH 7,2; 8,0; 8,6 € 9,0 (tampao
Tris-HCI1 0,1 M); pH 8,0; 9,0 e 10,0 (tampao glicina-NaOH 0,1 M) e pH 11,0; 12,0 e 13,0
(tampao fosfato de potassio 0,1 M). A proporcao enzima/tampao foi 1:1. Aliquotas de 100 pL

foram retiradas para realizar o ensaio de atividade padrao nas condi¢des pré-estabelecidas.

4.8.5 Influéncia de ions, efetores e agentes desnaturantes na atividade de L-ASNase

Diferentes agentes desnaturantes, fons e efetores foram avaliados quanto a sua
influéncia sobre a atividade de L-ASNase. Para isso, foram adicionados ao ensaio de reagdo, a
uma concentragcdo final de 5 mM, os seguintes compostos: FeSO4, CaClz, MnCl2, MgSOy,
CoCly, CuSOq4, KI, ZnSO4, AICI3, NaCl, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), ditiotreitol
(DTT), sédio dodecil sulfato (SDS), e ureia (JIAO et al., 2020; SIMAS et al, 2021). A atividade
de L-ASNase foi comparada com a atividade realizada na auséncia de efetores, considerada

como 100 %.

4.8.6 Especificidade da L.-ASNase ao substrato

Para verificar a especificidade da enzima purificada, determinou-se a atividade
enzimatica de acordo com o ensaio padrdo, utilizando os substratos L-asparagina 0,08 M e a

outro ensaio, L-glutamina na mesma concentracao.

4.8.7 Determinacao dos parametros cinéticos Km € Vmax

Os parametros Km € Vmax foram determinados medindo as atividades enzimadticas de
acordo com o ensaio padrdo, em diferentes concentra¢des de substrato L-asparagina: 0,04; 0,06;

0,08; 0,10; 0,12; 0,16 e 0,20 M. A partir da obtencdo dos valores de velocidade da reacdo (Vo)
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e da concentracdo do substrato [S], uma curva menteliana foi construida com auxilio do
software “SigmaPlot 15” usando como modelo matematico a equagdo proposta por Michaelis-
Menten.

Os valores de Vmax € Ky foram determinados por meio da equagao de Michaelis-Menten

e também pelo grafico duplo reciproco proposto por Lineweaver e Burk (1934).

4.9 Avaliacao da eficiéncia da L.-ASNase

Um modelo de alimento, definido como uma mistura contendo solu¢dao de amido 2 %
(p/v) e solug¢do de L-asparagina 2 % (p/v) na propor¢do 1:1, foi empregado para avaliar a
eficiéncia da L-ASNase em reduzir os niveis de acrilamida. Assim sendo, um pré-tratamento
do modelo de alimento foi realizado utilizando tubos com 1 mL da mistura amido/L-asparagina
e 2 mL da enzima purificada (1 U) que foram mantidos em banho maria a 50 °C por 60 min.
Foram feitos um controle negativo, contendo 1 mL da mistura amido/L-asparagina e 2 mL de
dgua destilada e um controle positivo contendo 1 mL da mistura amido/L-asparagina e 2 mL da
enzima comercial (L-ASNase de E. coli, Sigma-Aldrich) (1 U). Apds os 60 minutos de pré-
tratamento, prosseguiu-se para o tratamento térmico, onde os tubos foram aquecidos a 180 °C
em bloco digestor, por 5 minutos, para formacao de acrilamida (ALAM et al., 2018). O ensaio

foi feito em triplicata.

4.10 Quantificacao de acrilamida

Posteriormente, as amostras foram filtradas em vials com filtros de 0,45 um e um
volume de 20 uL foi injetado em um cromatégrafo liquido de alta performance (HPLC —
Shimadzu) acoplado a um detector UV/VIS. Foi utilizada a coluna VP-ODS C-18 (150 x 4,6
mm). O processo ocorreu utilizando dgua/acetonitrila:/metanol (90:5:5) como fase mével, a um
fluxo de ImL/min. A acrilamida foi detectada pelo detector UV/VIS a 203 nm (ALAM et al.,
2018; OROIAN et al., 2015). A quantidade de acrilamida foi determinada por meio da
constru¢do de uma curva analitica variando a concentragdo de acrilamida de 0,5 pg/mL a 10

pg/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Selecao do fungo

5.1.1 Ensaio qualitativo para a producao de L-ASNase: Triagem em placa

O resultado da triagem em placa pode ser conferido na Tabela 4. O simbolo “-”
representa resultado negativo e o simbolo “+” representa resultado positivo, sendo que a

quantidade de “+” estd relacionado com a intensidade da cor rosa verificada na placa.

Tabela 4 - Resultado do ensaio qualitativo a partir do cultivo de 25 fungos em placas contendo
o meio dgar Czapek Dox e vermelho de fenol, por 5 e 7 dias em BOD a 28 °C

ASCOMYCOTA
Fungos Dia5 | Dia7
Aspergillus caespitosus + ++
Aspergillus elegans - -
Aspergillus flavus + ++
Aspergillus niger - -
Aspergillus oryzae +++ |+
Aspergillus tamarii + ++
Cladosporium pseudocladosporioides (CCF 330) - -
Cladosporium pseudocladosporioides (CCF 333) ++ ++++
Cladosporium subuliforme ++++ |+
Cladosporium tenuissimum (CCF 102) ++++ | +++++
Cladosporium tenuissimum (CCF 131) ++++ |+
Colletotrichum karstii + ++
Fusarium oxysporum +++++ |+
Penicillium brevicompactum + ++
Penicillium crustosum +++++ [+
BASIDIOMYCOTA
Fungos Dia5 | Dia7
Flammulina velutipes + ++

Ganoderma sp. - -
Lepista sp. - -
Pleurotus djamor - -
Pleurotus eryngii (PLE 01) - -
Pleurotus eryngii (PLE 05) - -
Pleurotus eryngii (PLE 117) - -
Pleurotus ostreatus - -
Trametes sp. (J2) - -
Trametes sp. (J5) - -

Fonte: A autora.
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Dos 25 isolados testados, 13 forneceram resultados positivos a partir do ensaio
qualitativo, realizado em placa (Figura 5): A. caespitosus, A. flavus, A. oryzae, A. tamarii, C.
pseudocladosporioides (CCF 333), C. subuliforme, C. tenuissimum (CCF 102), C. tenuissimum
(CCF 131), C. karstii, F. oxysporum, P. brevicompactum, P. crustosum e F. velutipes. Quando
comparado a placa controle sem a presenca de L-asparagina, foi possivel observar que esses
fungos apresentaram diferentes intensidades da cor rosa na placa teste, indicando resultado
positivo para a produgdo de L-ASNase. A amonia, um dos produtos gerados a partir da reagdo
catalisada pela L-ASNase, basifica o meio e, na presenca do vermelho de fenol, o meio passara
de amarelo para rosa, o que indica a producdo da L-ASNase (SANTOS, 2014). Os 12 fungos
que forneceram resultados negativos (Figura 6) foram: A. elegans, A. niger, C.
pseudocladosporioides (CCF 330), Ganoderma sp., Lepista sp., P. djamor, P. eryngii (PLE 01),
P. eryngii (PLE 05), P. eryngii (PLE 117), P. ostreatus, Trametes sp. (J2) e Trametes sp. (J5).
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Figura 5 - Resultado positivo para producdo de L-ASNase, a partir da triagem em placa
contendo dgar Czapek Dox modificado e vermelho de fenol, apds cultivo dos fungos por 5 e 7
dias a 28 °C. De cima para baixo: placa teste, placa controle B (meio de cultura com inéculo
fiingico e sem L-asparagina) e placa controle C (meio de cultura com indculo fingico sem a
presenca de vermelho de fenol) e em (n) controle negativo A (meio de cultura sem indculo
fiingico). (a) F. velutipes, (b) C. tenuissimum (CCF 102), (c) C. tenuissimum (CCF 131), (d) C.
subuliforme, (e) C. pseudocladosporioides (CCF 333), (f) A. flavus, (g) A. tamarii, (h) A.
caespitosus, (1) C. karstii, (j) P. brevicompactum, (k) F. oxysporum, (1) P. crustosum e (m) A.
oryzae
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Figura 6 - Resultado negativo para producdo de L-ASNase, a partir da triagem em placa
contendo dgar Czapek Dox modificado e vermelho de fenol, ap6s cultivo dos fungos por 5 e 7
dias a 28 °C. De cima para baixo: placa teste, placa controle B (meio de cultura com inéculo
fungico e sem L-asparagina) e placa controle C (meio de cultura com indculo fingico sem a
presenca de vermelho de fenol). (a) A. elegans, (b) A. niger, (¢c) C. pseudocladosporioides (CCF
330), (d) Ganoderma sp., (€) Trametes sp. (J2), (f) Trametes sp. (J5), (g) Lepista sp., (h) P.
eryngii (PLE 01), (1) P. eryngii (PLE 05), (j) P. eryngii (PLE 117), (k) P. ostreatus e (1) P.
djamor

i

Fonte: A autora.
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O ensaio de selecao em placa € considerado um ripido método de deteccao da producao
de L-ASNase fiingica. A atuacdo da L-ASNase leva ao aumento do pH do meio de cultura,
devido a liberagcdo da amonia, produto da reacdo catalisada pela enzima, promovendo a
mudanca da coloragdo amarela (condi¢ao 4cida) para rosa (condicdo alcalina), o que pode ser
visualmente detectado pela presenca do indicador de pH vermelho de fenol.

Com 5 dias de cultivo dos fungos em placa, ja foi perceptivel a mudanca da coloracdo
do meio de cultura, que foi ainda mais evidente apds 7 dias de cultivo. Do filo Basidiomycota,
somente F. velutipes testou positivo. Essa espécie em questao ja foi reportada por sua produgdo
tanto de L-ASNase quanto de L-glutaminase (EISELE et al, 2011). Ja do filo Ascomycota, 12
dos 15 isolados testados apresentaram resultado positivo.

Segundo RANI e al. (2012), trinta e oito isolados de fungos do solo foram cultivados a
30 °C e, a partir de 48 h, foi evidenciado um halo rosado ao redor das colonias de 23 fungos,
sendo Aspergillus sp. aquele que apresentou o maior didmetro do halo. A. caespitosus, A. oryzae
e Penicillium solitum também foram selecionados por FERNANDES et al. (2021) devido ao
seu resultado satisfatrio na triagem em placa. JA HATAMZADEH et al. (2020) destacou 38
dos 84 isolados inicialmente avaliados que exibiram zona rosada nas placas contendo meio
Czapek Dox. Dentre eles Fusarium sp., F. oxysporum e C. tenuissimum foram mencionados.
Os fungos endofiticos Penicillium chrysogenum, P. brevicompactum e C. cladosporioides
também apresentaram mudanca de coloracdo da placa quando estudados por SANTOS (2014).
Um outro género identificado como produtor de L-ASNase no ensaio qualitativo em placa foi
o Colletrotrichum (CHOW e TING, 2015). Esses achados demonstram que todas as espécies
que se mostraram provaveis fontes de L-ASNase no estudo aqui realizado pertencem a géneros

jé reportados como produtores dessa enzima.

5.1.2 Ensaio quantitativo para a producao de L-ASNase: cultivo em meio liquido

Os 13 isolados fungicos que testaram positivo no teste qualitativo foram cultivados em
meio liquido (caldo Czapek Dox). Transcorridos 7 dias de cultivo a 28 °C e 150 rpm, o extrato
bruto obtido foi utilizado no ensaio de reacdo para deteccao da atividade de L-ASNase, pelo
método de Nesslerizagdo. Foi possivel detectar a atividade de L-ASNase nos extratos brutos
produzidos por 9 fungos (Figura 7). O fungo C. subuliforme se destacou quanto a produgdo da
enzima e apresentou a maior atividade enzimética, aproximadamente 0,11 U/mL, mais que o
dobro da atividade verificada pelo segundo maior produtor, C. tenuissimum (0,05 U/mL),

seguido de F. oxysporum (0,04 U/mL). Sendo assim, C. subuliforme foi selecionado para ser
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investigado sobre seu potencial como fonte de producdo de L-ASNase com propriedades

interessantes para aplicacao industrial.

Figura 7 - Ensaio quantitativo da atividade de L-ASNase detectada nos extratos brutos dos
fungos cultivados sob fermentacao submersa por 7 dias, a 28 °C e 150 rpm
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Penicillium crustosum =
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Fonte: A autora.

O género Cladosporium é amplamente distribuido em todo o mundo, podendo ser
encontrado em distintos tipos de hospedeiros. Algumas espécies desse género, devido a sua
capacidade de causar podriddes pos-colheita, manchas nas folhas e outras doengas de plantas,
sdo geralmente associadas a perdas de numerosas culturas agricolas e consequente perda
econdomica (ROSADO et al., 2019). Algumas espécies sdo endofiticas, saproéfitas e outras ainda
sdo capazes de infectar insetos e, desse modo, sdo usadas como agentes de controle de pragas
por causa de seu potencial bioinseticida (BENSCH et al., 2012; BENSCH et al., 2015;
NICOLETTI et al., 2024; WANG et al., 2023).

Dentro do contexto industrial, espécies de Cladosporium sao descritas como produtoras
de importantes metabdlitos bioativos (ALMATAR e MAKKY, 2016) e antibioticos com acao
inibitdria para as bactérias E. coli, Bacillus subtilis e Candida albicans (GALLO et al., 2004).
Ademais, enzimas lipoliticas (CHINAGLIA et al., 2014), proteases, amilases, pectinases,
celulases (SAHA et al., 2023), lacases, peroxidases de manganés e peroxidases de lignina (LIU
et al.,2019), além de outras, vem sendo relatadas.

HATAMZADEH et al. (2020) identificaram dezenas de fungos endofiticos produtores
dessa enzima, isolados a partir da raiz, caule, folha e flor de algumas plantas medicinais. A acao

asparaginolitica foi avaliada e os pesquisadores salientaram Cladosporium limoniforme,
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Cladosporium ramotenellum e C. tenuissimum como algumas espécies de Cladosporium
capazes de produzir L-ASNase.

C. subuliforme, usado neste estudo, foi isolado de maracujds provenientes de um
mercado local de Vigcosa - MG, Brasil, que estavam aparentemente infectados por fungos
(ROSADO et al., 2019). Essa espécie, em especifico, € pouco estudada quanto a sua habilidade
de produzir enzimas extracelulares e, até o momento, ndo foram relatados na literatura estudos
sobre a produg¢do de L-ASNase por C. subuliforme e nem a caracterizagdo da atividade
asparaginolitica nesse fungo. Essas caracteristicas fomentam ainda mais a necessidade de se
explorar o potencial desse fungo, especialmente quanto a producido de L-ASNase, visto sua

importancia biotecnoldgica.

5.2 Caracterizacio parcial do extrato bruto obtido de C. subuliforme

5.2.1 Padronizacao do meio de cultivo para C. subuliforme

Ao ser selecionado, C. subuliforme foi investigado quanto a sua forma de crescimento
em dois tipos de meios de cultivo: o primeiro, em meio liquido (CML), utilizando o caldo
Czapek Dox e, o segundo, em meio contendo substrato s6lido (CMSS), utilizando o farelo de
trigo acrescido de solucao de L-asparagina. Essas sdo as duas maneiras comumente empregadas
no cultivo de fungos para a produ¢do de enzimas e cada uma delas trazem consigo vantagens e
desvantagens em relacdo ao seu uso para essa finalidade (MATHEW et al., 2024).

O CML possibilita uma melhor difusdo dos nutrientes e disseminagdo do
microrganismo, podendo ser desenvolvido em escala laboratorial e industrial  MATHEW et al.,
2024). Como os parametros fisicos € quimicos sdo mais faceis de controlar, € possivel usar
desta técnica como uma forma de otimizar algumas condi¢des do processo biotecnoldgico.
Além disso, o pré-tratamento do substrato, que muitas vezes € uma etapa envolvida no CMSS,
nao € necessdrio. Em contrapartida, como € imprescindivel controlar a aeracdo e outras
condi¢des como pH e temperatura, o processo € laborioso e de alto custo e hd uma consideravel
quantidade de residuos gerados (CASTRO et al., 2021).

O caldo Czapek Dox é um meio muito utilizado para o cultivo de diferentes
microrganismos. Por possuir L-asparagina como principal fonte de nitrogénio, o caldo se torna
atraente para ser aplicado como fonte de nutriente para o crescimento de microrganismos
produtores de L-ASNase (PATEL et al., 2022).

O CMSS ¢ usualmente destinado para fungos, uma vez que esses microrganismos

exigem uma menor atividade de 4dgua para se desenvolverem. Esse fato permite que a
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contaminag@o microbiana seja drasticamente reduzida. E considerado uma técnica simples, de
baixo custo e com menor impacto ambiental, uma vez que o uso de distintos residuos agricolas
¢ possibilitado (PATEL et al., 2022). Ademais, o final do CMSS fornece solucdes mais
concentradas da enzima de interesse. As principais limitagdes encontradas para o CMSS sdo a
dificuldade de se ampliar a escala e controlar o crescimento microbiano homogéneo e os
parametros do processo (DORIYA et al., 2016; FRAGA, 2018).

Dentre os substratos sélidos aplicados, o farelo de trigo é um dos mais usualmente
empregados. Possui caracteristicas interessantes como baixo custo e riqueza de nutrientes como
carboidratos, lignina e proteinas, que favorecem a produgdo de diversas enzimas de interesse
industrial (LEITE et al., 2021; USMAN et al., 2021). Devido a baixa quantidade de lignina e a
maior abundancia de proteinas, o farelo de trigo se torna atraente para a producdo de L-ASNase
quando comparado a outros substratos (KUMAR et al., 2013).

Como pode ser observado na Figura 8, a maior atividade de L.-ASNase foi detectada
quando C. subuliforme foi cultivado em meio liquido, cerca de 0,38 U/mL. J4 no CMSS, a
atividade foi de 0,02 U/mL, mostrando que a producdo de L-ASNase por C. subuliforme
ocorreu preferencialmente quando o fungo foi cultivado em meio liquido utilizando o caldo
Czapek Dox. O farelo de trigo suplementado com L-asparagina ndo se mostrou um bom indutor

da producao de L-ASNase por C. subuliforme, nas condi¢des testadas.

Figura 8 - Atividade de L-ASNase detectada no extrato bruto de C. subuliforme cultivado em
meio liquido contendo caldo Czapek Dox (meio CCD) e cultivado em meio contendo o
substrato solido farelo de trigo acrescido de solu¢do com L-asparagina 0,05 % (meio FT)
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Fonte: A autora.

Para verificar qual o melhor tempo, em dias, para obtencdo de uma maior atividade de

L-ASNase, C. subuliforme foi cultivado em meio liquido contendo caldo Czapek Dox e a
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atividade enzimatica foi medida do quinto ao décimo dia. A maior atividade asparaginolitica
foi detectada no sétimo dia de cultivo (Figura 9). Dependendo da forma como € cultivado, cada
fungo apresentard uma maior atividade enzimdtica em diferentes tempos de incubagdo
(BEDAIWY et al., 2019). O tempo de maior atividade de L-ASNase encontrado para C.
subuliforme esta dentro do esperado e se iguala a outros fungos como F. equiseti (EL-GENDY

et al., 2021) e Fusarium foetens (PARASHIVA et al., 2023b).

Figura 9 - Atividade de L-ASNase detectada no periodo de 5 a 10 dias de cultivo de C.
subuliforme em caldo Czapek Dox
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Fonte: A autora.

5.2.2 Padronizacao dos parametros do ensaio enzimatico

E sabido que indmeros fatores podem influenciar o ensaio de atividade enzimética e que
cada enzima comportard de uma forma diante desses determinados fatores. No trabalho em
questdo, com o intuito de conhecer as condi¢des 6timas da L-ASNase de C. subuliforme, que
proporcionam os melhores valores de atividade asparaginolitica, os parametros efeito de pH,
efeito de temperatura, tempo de reacdo e concentragdo de substrato foram avaliados e podem
ser conferidos na Figura 10.

De acordo com a Figura 10A a faixa de pH 5 - 7, utilizando o tampao de Mcllvaine, foi
a que propiciou uma atividade acima de 80 %, sendo o pH 6,0 o que garantiu o maior
desempenho da enzima. Percebe-se ainda que valores de pH mais bésicos (7-10), independente
do tampado utilizado, garantiram uma atividade acima de 50 % e que nos valores de pH 2,2 —

4,0 a enzima provavelmente se encontrava desnaturada.
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Figura 10 - Caraterizacdo parcial da L-ASNase presente no extrato bruto de C. subuliforme.
(A) efeito de pH, (B) efeito da temperatura, (C) tempo de reacao e (D) concentrag¢io de substrato
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Fonte: A autora.

Na Figura 10B foram observados dois picos de maior atividade da L-ASNase, a 50 e 70
°C. Este resultado pode indicar a presenca de duas isoformas que se diferem em relagcao a melhor
temperatura para sua atuacao. Uma possivel explicacdo seria que a primeira isoforma, quando
exposta a temperatura acima da sua ideal (50 °C) poderia iniciar sua desnaturacao (NELSON e
COX, 2021) e por isso houve um decaimento da atividade observada em 55 °C. Com o aumento
da temperatura, a outra isoforma estaria mais ativa, e alcancaria seu desempenho maximo em
70 °C, sendo logo depois desnaturada, devido as altas temperaturas, acima de 75 °C. Essa
hipétese € fomentada quando se analisa a Figura 10C, na qual a atividade de L-ASNase foi
avaliada em diferentes tempos de reac¢do. Foi observado que nos 30 minutos iniciais houve um
aumento linear da atividade em fun¢do do tempo, e que depois a atividade ficou estabilizada
entre 40 e 60 min. Isso seria esperado, considerando que uma das isoformas, de menor

estabilidade, estaria ativa nos tempos iniciais, € apds sua desnaturacdo, provavelmente entre 40
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e 60 min de reacdo, ndo haveria formacdo de produto e assim, a atividade nao seria alterada,
como foi observado. Entretanto, também foi observado que a atividade enzimdtica voltou a
aumentar linearmente dos 60 aos 90 minutos, o que pode ser indicativo de uma outra suposta
isoforma mais estdvel, que exigiria um maior tempo para atuar adequadamente. Apds os 90 min
de reacdo, a segunda isoforma provavelmente estaria desnaturada, e assim ndo haveria mais
formacdo de produto e a atividade novamente ficaria constante, como também foi observado.

Para assegurar que o fornecimento do substrato L-asparagina estava sendo adequado
para a performance da L-ASNase, diferentes concentragdes desse substrato foram utilizadas no
meio reacional. Como mostrado na Figura 10D, 0,08 M de L-asparagina foi suficiente para
possibilitar uma boa atividade da enzima. Acima desses valores, por mais que houvesse um
leve aumento na atividade, provavelmente toda a enzima ja estaria complexada com o substrato
e um platd de atividade seria alcancado, como observado. Neste caso, o fornecimento de mais
L-asparagina ndo seria necessario e condi¢des muito saturadas desse substrato ndo seriam
vidveis, além de mais onerosas. Portanto, a concentracio de 0,08 M de L-asparagina foi definida
para padronizacdo das condi¢des do ensaio.

Com esses estudos, foi possivel realizar a padronizacdo dos parametros do ensaio
enzimdtico da L-ASNase presente no extrato bruto de C. subuliforme e definir as condi¢des do
ensaio padrdo. Além disso, realizar essa investigacdo com a enzima ainda em extrato bruto
permite conhecer antecipadamente o seu comportamento diante de diferentes fatores e evitar o
uso de condi¢des muito distantes da ideal que poderiam levar a conclusdes equivocadas sobre
a enzima em estudo.

Assim, as condi¢des do ensaio padrdo foram definidas: pH 6,0; 50 °C, 30 minutos de
reacdo e 0,08 M de L-asparagina. A temperatura de 50 °C foi escolhida ao invés de 70 °C,
porque atualmente, na industria alimenticia, os ingredientes alimentares sdo processados a 37
°C e 50 °C durante o tratamento enzimdatico com as L-ASNases comerciais disponiveis no
mercado (WANG et al., 2021; XU et al., 2016). Nessas condi¢des padronizadas a atividade da
L-ASNase presente no extrato bruto de C. subuliforme foi de 1,048 U/mL, sendo que nas
condi¢Oes do ensaio enzimatico, antes da padronizacio, a atividade detectada era de 0,38 U/mL.
Esse resultado confirma que as andlises para determinagdo das condi¢des 6timas de atuagdo da
enzima foram eficientes e que o ensaio padrao definido estd adequado para deteccdo da

atividade da L-ASNase presente no extrato bruto de C. subuliforme.
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5.3 Purificacdo da L.-ASNase de C. subuliforme

5.3.1 Cromatografia de troca ionica

Antes de ser submetido a etapa de purificac@o por cromatografia liquida, o extrato bruto
foi concentrado por ultrafiltracdo usando Amicon® Ultra-15 30 kDa Millipore. Sabe-se que
durante a cromatografia liquida, a amostra aplicada € diluida devido a passagem da fase mével
durante o processo e, por essa razdo, concentrar a amostra evita que ela se dilua
significativamente a ponto de ndo ser possivel a deteccdo da atividade enzimatica (ACIKARA,
2013).

Na cromatografia de troca i0nica, variadas moléculas ionizédveis sdo separadas com base
em suas diferencas de carga. E considerada uma das mais versiteis e utilizadas dentre as
cromatografias liquidas conhecidas, sendo uma técnica de referéncia para avaliacdo da
heterogeneidade de carga de proteinas (CUMMINS et al., 2017). Seu principio se baseia no uso
de uma fase movel, que normalmente é um tampao com pH especifico, e uma fase estaciondria,
usualmente representada por resinas com carga negativa (trocadoras de citions) ou com carga
positiva (trocadoras de anions). Em determinado valor de pH podemos encontrar tanto
moléculas com carga liquida positiva quanto moléculas com carga liquida negativa. Desse
modo, um gradiente salino linear (método classico) é aplicado e a medida que a concentracao
de sal é aumentada, fons Na* ou CI" comecam a interagir com a fase estaciondria. Se alguma
molécula estiver ligada a essa fase estacionaria, uma competi¢ao entre molécula e fons Na* ou
CI ¢ iniciada até o momento que a concentracdo de sal se torna tdo alta que as proteinas ligadas
se desconectam da resina e sao eluidas (CUMMINS et al., 2017; FEKETE et al., 2015).

Como podemos visualizar no perfil do cromatograma da Figura 11, foram detectados
dois picos proteicos com atividade de L-ASNase. O primeiro pico, contendo as proteinas nao
ligadas a resina, foi eluido no inicio da corrida cromatografica e poderia ser decorrente do
excesso de proteinas aplicadas, ou poderia conter uma possivel isoforma da L-ASNase, de
menor atividade e com carga positiva, em pH 6,0. Com a aplicacdo do gradiente salino, que
teve inicio no tubo 19 e se estendeu até os tubos 57 e 58, foi verificado que nos tubos 26 e 27,
foi eluido um segundo pico com atividade enzimadtica, e nestes, as proteinas determinadas por
Bradford estavam em baixa concentragdo. Nesses tubos, portanto, foram determinadas as
maiores atividades especificas, indicando que ali a enzima de interesse estava em maior
abundancia em relac@o as outras proteinas presentes. Como a maior concentracdo de proteinas

foi eluida nos primeiros tubos coletados, pode-se constatar que a cromatografia de troca idnica
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usando a coluna DEAE foi eficiente para obtencdo de um extrato proteico enriquecido com a
enzima de interesse.

Também, devido ao fato de a enzima ter sido eluida apds o gradiente salino, pode-se
concluir que no valor de pH 6,0 (pH do tampao eluente) a L-ASNase interagiu com a resina
positiva DEAE, se ligando a ela. Sendo assim, a enzima apresentava carga liquida negativa em

pH 6,0, indicando que seu ponto isoelétrico se encontra abaixo deste valor de pH.

Figura 11 - Perfil de eluicdo da L-ASNase de C. subuliforme em cromatografia liquida de
proteina rdpida (FPLC), empregando 5 mL de amostra na coluna de troca iénica HiTrap™
DEAE FF, em pH 6,0
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Fonte: A autora.

Baseando-se nos resultados de quantificagdo de proteinas e atividade de L-ASNase, uma

tabela de purificacdo (Tabela 5) foi construida para se avaliar a eficiéncia da purificacao.

Tabela 5 — Tabela de purificacdo de L-ASNase de C. subuliforme

Amostra/Etapa Proteinas | Atividade Atividade Fator de Rendimento
P totais (mg) | total (U) |especifica (U/mg) | purificaciio (x) (%)
Extrato bruto 11,05 14.19 128 : 100
concentrado
Troca ionica
(DEAE) 0,40 542 13,64 10,62 38,23

Fonte: A autora.
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Por meio de uma tnica etapa de purificagdo obteve-se um rendimento de 38,23 % e um
fator de purificacdo de quase 11 vezes, ou seja, a enzima foi enriquecida ao longo do processo
e inimeras proteinas indesejdveis foram removidas.

O fator de purificagdo estd relacionado com o grau de pureza da proteina, portanto,
quanto maior seu valor, mais pura ela se encontra. Um recente estudo, mostrou que a enzima
L-ASNase de Colletotrichum gloeosporioides foi purificada por meio de duas técnicas,
ultrafiltracdo e cromatografia de exclusdo molecular, que resultou em um fator de purificacdo
de 6,12 vezes e rendimento de 34,63 % (YAP et al., 2023). Em outro trabalho sobre a enzima
L-ASNase de P. crustosum foi conseguido um rendimento de 36,3 % e fator de purificacao de
6,47 quando a enzima foi purificada por meio da precipitacdo com sulfato de amonio (80 %)
seguida da cromatografia de troca i6nia e de gel filtracdo (KHALIL et al., 2021). J4 AL
YOUSEF (2022) submeteu o extrato bruto obtido de Fusarium sp. ao procedimento de
precipitacao com (NH4)2SO4 e cromatografia de gel filtragao e obteve um fator de purificagdao
da L-ASNase de 6,30 vezes com rendimento de 42,65 %.

Ademais, DIAS et al. (2016) adotou a estratégia de precipitar o extrato bruto contendo
L-ASNase de A. oryzae CCT 3940 em sulfato de amonio, executando, posteriormente, a
cromatografia de troca idnica trés vezes consecutivas utilizando diferentes resinas (Q-
Sepharose seguida de SP-Sepharose e CM-Sepharose) e obteve um fator de purificacao
considerdvel de 28,6 vezes, mas com um rendimento de apenas 6 %. Percebe-se ainda que o
pico de atividade enzimatica encontrado por DIAS et al. (2016) € acompanhado de um alto pico
de proteinas, isso explica o porqué do uso de quatro etapas de purificacdo. Esse comportamento
de pico de atividade enzimatica acompanhado de alto pico de proteinas também foi observado
por HASSAN et al. (2018) que usou da precipitacdo com (NH4)2SO4 (65 %), cromatografia de
exclusdao molecular e cromatografia de troca i0nica para obter uma L-ASNase de A. terreus
com 14,22 % de rendimento e fator de purificacio de 11,96 vezes. Outros pesquisadores, apesar
de terem obtido valor de 48 % de rendimento de L.-ASNase de F. equiseti AHMF4, acabou
obtendo um pequeno fator de purificacdo, de apenas 2,67 vezes, mesmo aplicando precipitacdao
com (NH4)2SO4 (80 %), cromatografia de troca idnica e cromatografia de exclusdo molecular
(EL-GENDY et al., 2021).

Assim, os resultados descritos no presente trabalho mostraram que o rendimento de
38,23 % e o grau de pureza alcancado para L-ASNase foram consideraveis, estando acima de
varios relatos da literatura. Além disso, o uso de uma unica etapa de purificacdo para obtencao
desses valores € relevante, além de que o uso de precipitacdo salina como uma das primeiras

etapas de purificacdo, visualizada em vdrios trabalhos ja discutidos, foi evitado. Isso é
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interessante porque a precipitacdo com sal requer etapas adicionais para sua retirada e o
aumento dos estdgios para purificacdo, que pode resultar em baixo rendimento enzimédtico

(NELSON e COX, 2021).

5.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O método clédssico proposto por LAEMMLI (1970) pressupde que ao utilizar o
detergente SDS todas as proteinas adquirem carga negativa. Dessa forma, ao aplicar uma
corrente elétrica, elas serdo migradas pela malha do gel de poliacrilamida do polo negativo ao
polo positivo de acordo com o seu tamanho: proteinas maiores percorrem uma menor distancia
no gel, enquanto proteinas menores percorrem uma distancia maior. Sendo assim, as proteinas,
em condicdes desnaturantes, sdo separadas por massa.

As L-ASNases possuem uma diversidade estrutural muito grande e por essa razao, sao
descritos variados pesos moleculares para essas enzimas produzidas por diferentes
microrganismos (KRISHNAPURA et al., 2016). A partir do SDS-PAGE, a L-ASNase
purificada de Talaromyces pinophilus se apresentou como um heterodimero com 62 kDa e 39
kDa (KRISHNAPURA e BELUR, 2016) enquanto que a encontrada em Cladosporium sp.
(KUMAR e MANONMANI, 2013) se apresentou como um heterotrimero com duas
subunidades de 37 kDa e uma com 47 kDa. Outros pesquisadores ainda descreveram uma L-
ASNase de Penicillium sp. de 66 kDa (PATRO e GUPTA, 2012), uma hexamérica de F.
velutipes de 85 kDa (EISELE et al., 2011) e uma homodimérica de Rhizomucor miehei, cada
subunidade com 72 kDa (HUANG et al., 2014). Quando o somatdrio das massas das
subunidades € feito, € possivel identificar L-ASNases com o tamanho variando de 66 kDa a
aproximadamente 140 kDa.

A andlise das bandas proteicas presentes no gel SDS-PAGE (Figura 12A), e a
visualiza¢@o de apenas uma banda mais evidente apds a etapa cromatogréfica, reforcam o alto
grau de purificacdo da enzima L-ASNase de C. subuliforme, e confirmam os resultados obtidos
na tabela de purificacdo. O peso molecular da L.-ASNase purificada foi estimado em gel,
relacionando as propriedades log da massa molecular e distancia percorrida no gel, a partir das
proteinas padrdo (Figura 12B). A banda mais intensa, que possivelmente representa a L-
ASNase, possui cerca de 56 kDa de peso molecular. Caso ela seja homodimérica, esse valor

passa a ser de 112 kDa, valor préximo a outras L.-ASNases flingicas.
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Figura 12 - (A): Eletroforese em gel SDS-PAGE (12 %) das amostras contendo a L-ASNase
de C. subuliforme. 1—Marcador de peso molecular; 2 — Extrato bruto concentrado; 3 — Amostra
apos a etapa de purificacdo por cromatografia de troca idnica, DEAE; (B): Regressao linear
para estimar a massa molecular da enzima purificada (ponto em destaque)
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Fonte: A autora.

5.3.3 LC-MS/MS para identificacio de L-ASNase de C. subuliforme

A amostra que apresentou maior atividade especifica, coletada na cromatografia de troca
i0nica, foi devidamente preparada para andlise em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS). A partir do software PEAKS, versio 7.0
(Bioinformatics Solutions Inc., Canadd) e do método PEAKS DB (ZHANG et al., 2012) os
dados brutos coletados pelo espetrdmetro de massas foram processados para identificar as
proteinas presentes na amostra.

As sequéncias dos peptideos detectados foram devidamente dispostas no programa
BLASTP contra o banco de dados do NCBI. O resultado da pesquisa apontou homologia com
a enzima Acetamidase/Formamidase, ou seja, as sequéncias que produziram pares de
segmentos com a mais alta pontuacdo foram apontadas como pertencentes a enzima
Acetamidase/Formamidase. Com base no “BRENDA Enzyme Database” a enzima
Acetamidase/Formamidase e a L-ASNase sdo da mesma classe de enzimas: amidohidrolases.

Vale ressaltar que o C. subuliforme carece de informagdes sobre suas proteinas € nao
tem seu genoma depositado, o que dificulta a busca da proteina alvo independentemente do
banco de dados utilizado. Sendo assim, apesar dos indicios de atividade enzimdtica de que ha
uma forte possibilidade de ser a enzima de interesse, o método de anélise utilizando LC-MS/MS
ndo possibilitou confirmar se a proteina purificada e visualizada no gel SDS-PAGE de fato

corresponde a L-ASNase. A confec¢do de um gel nativo (zimograma) e/ou sequenciamento da
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regido N-terminal (CANTU et al., 2008) podem ser estratégias que possibilitario um resultado

conclusivo em relacdo a identidade da proteina aqui estudada.

5.4 Caracterizacao da L-ASNase purificada
5.4.1 Avaliacao da termoestabilidade, estabilidade ao pH, efeito da temperatura e

efeito do pH na atividade da L.-ASNase purificada

O efeito da temperatura do ensaio de reacdo sob a atividade da L-ASNase foi avaliado
em uma faixa de 28 a 80 °C (Figura 13A). A enzima apresentou 60 % da atividade méxima a
28 °C e, com o aumento da temperatura, a atividade enzimética também aumentou. Entre 50 e
60 °C, o desempenho enzimético foi o melhor, e por isso, conclui-se que foi a melhor condi¢c@o
para atuagdo asparaginolitica. Em temperaturas acima de 60 °C, a atividade foi reduzida, até
que em 80 °C, a atividade foi nula.

Analisando o efeito da estabilidade térmica sobre a enzima, percebe-se que ela
apresentou uma termoestabilidade expressiva diante das temperaturas avaliadas (Figura 13B).
Em 37 e 50 °C, o comportamento da enzima foi muito semelhante, sendo que a 37 °C a atividade
se manteve acima de 90 % nas primeiras 6 h, enquanto que a 50 °C ela se manteve acima de 90
% mnas primeiras 2 h e acima de 80 % até 6 h de incubacdo. Por outro lado, quando a
termoestabilidade foi avaliada na temperatura de 60 °C, houve um decaimento mais rapido da
atividade. Mesmo assim, a atividade enzimdtica se manteve acima de 80 % com um pouco mais
de 1 h de incubacdo, o que € muito relevante para fins de aplicacao biotecnoldgica da enzima.
Os valores de tempo de meio vida da L-ASNase foram de 49,51; 46,21 e 7,29 h nas temperaturas
de 37, 50 e 60 °C, respectivamente.
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Figura 13 — (A) Efeito da temperatura na atividade da L-ASNase de C. subuliforme e (B)
Avaliacdo da termoestabilidade da L-ASNase de C. subuliforme
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Fonte: A autora.

O efeito do pH na atividade da L-ASNase purificada foi avaliado utilizando diferentes
tampdes: pH 2,2 a 8,0 (tampao de Mcllvaine); pH 7,2 a 9,0 (tampao Tris-HCI 0,1 M); pH 8,0 a
10,0 (tampao glicina-NaOH 0,1 M) e pH 11,0 a 13,0 (tampao fosfato de potassio 0,1 M). A
maior atividade de L-ASNase foi observada ao utilizar o tampao Tris-HCI pH 8,0, sendo que
na faixa de pH de 6 — 12 foi observada mais de 80 % da atividade residual (Figura 14A). Esse
resultado € bastante promissor, uma vez que a enzima mostrou atividade considerdvel em uma
ampla faixa de pH.

Os ensaios de estabilidade da enzima em variados valores de pH foram realizados
incubando-se previamente a L-ASNase purificada em diferentes tampdes por 1h. A enzima
revelou ser bem resistente a variacdes do pH do meio externo, conseguindo se manter ativa
apos a realizacdo do ensaio padrdo nas condi¢Oes ideais. Foi observado mais de 80 % da
atividade na faixa de pH 7- 12 e mais de 60 % em pH 3- 6 (Figura 14B). Essa ampla faixa de
estabilidade ao pH permite que essa enzima possa ser explorada em meios com valores de pH

diversos para distintas finalidades.
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Figura 14 - (A) Efeito do pH na atividade da L-ASNase de C. subuliforme e (B) Avaliacdo da
estabilidade ao pH da L-ASNase de C. subuliforme
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Fonte: A autora.

Grande parte das L-ASNases de microrganismos apresentam melhor atuagdo quando
sujeitas a temperaturas de 37 e 40 °C e em valores de pH de 6,0 — 10,0 (MUNEER et al., 2020).

DIAS et al. (2019) descreveram que diferentes isolados de Aspergillus exibiram
atividade 6tima de L-ASNase a 50 °C e pH 9,0 (A. niger LBA 02),240e 50°Ce pH 7,0 - 8,0
(A. oryzae CCT 3940) e a 40 °C e pH 7,0 (A. oryzae LBA 01). De acordo com OSAMA et al.
(2023), ao testar diferentes valores de temperatura e pH na atividade de L-ASNase, a méxima
atuacdo enzimatica foi observada em 40 °C e pH 8,0 para L-ASNase produzida por Fusarium
solani. NURCE et al. (2023) também encontraram as condi¢des de 40 °C e pH 8,0 como
temperatura e pH ideias para L-ASNase purificada de A. flavus, porém, ao pré-incubar a enzima
por 1 h em diferentes temperaturas e em diferentes tampdes com valores de pH variados, os
resultados de estabilidade enzimdtica ndo foram tao satisfatérios. Foi verificado que a enzima
apresentou estabilidade a 20 °C, mas sua atividade caiu drasticamente com o aumento da
temperatura e, em relacdo ao pH, a faixa de estabilidade foi pequena, englobando somente os
valores de pH 7,0 e 8,0. Outros estudos de caracterizacdo de atividade asparaginolitica
mostraram pH 7,0 e 45 °C como parametros ideais para L-ASNase de R. miehei. A estabilidade
térmica foi verificada apenas em valores abaixo de 50 °C e com um tempo de incubagdo curto
de 30 minutos. J4 a estabilidade do pH foi significativa em pH 4,0 — 8,0, mantendo mais de 80
% de sua atividade residual (HUANG et al. 2014).

De acordo com os trabalhos discutidos, percebe-se uma preferéncia das L-ASNases por
valores mais basicos de pH, assim como foi observado no presente estudo. Além disso, a

expressiva termoestabilidade da L-ASNase de C. subuliforme a 50 e a 37 °C, que sdo as
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temperaturas usualmente utilizadas para sua aplicacdo no processamento de alimentos e para
fins medicinais, respectivamente, (NURCE et al., 2023) sugerem que essa enzima purificada

consegue atender os principais critérios para sua aplicacdo biotecnoldgica.

5.4.2 Efeito de ions, efetores e agentes desnaturantes na atividade de L-ASNase

purificada

Para investigar o comportamento da L-ASNase purificada, diante de variados
compostos, ions, efetores e agentes desnaturantes, estes foram adicionados ao ensaio de reacao
na concentracao final de S mM e o efeito dessas substincias sobre a atividade foi determinado
(Figura 15). Em comparacdo com o controle, MnCl, FeSO4 e MgSQO4 foram capazes de
estimular a atividade enzimatica, enquanto que CoClz e CuSo4 inibiram quase 50 % e 20 % da
atividade, respectivamente. Os compostos ZnSO4, CaCl,, KI e AICl3 promoveram a
manuten¢do de mais de 80 % da atividade residual e a presenca NaCl ndo afetou a atividade da
enzima. O agente EDTA promoveu a redu¢do de mais de 80 % da atividade, sugerindo que a
sua presenca pode estar quelando fons metalicos, importantes para atuacio e/ou estabilidade da
L-ASNase (HUANG er al., 2014). Esse resultado é coerente ao se observar o resultado ativador
de MnCl,, FeSO4 e MgSOy4, sugerindo que a presenca desses fons possa estar contribuindo para

a atividade enzimatica, e o efeito quelante do EDTA estaria retirando fons da soluc@o.

Figura 15 - Efeito de ions, efetores e agentes desnaturantes na atividade de L-ASNase de C.
subuliforme

¢ O > 9 O SRS I :
g & &Q 0\o o’% Obo S <‘g‘,o @Q& BN @Q?o § @ R P

250

200

150

10

(=)

Atividade relativa (%)

5

=]

=]

“©

fons, efetores e agentes desnaturantes (5 mM)

Fonte: A autora.
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Os agentes desnaturantes SDS, ureia e DTT, na concentra¢io de 5 mM, ndo promoveram
qualquer efeito inibitério na atividade asparaginolitica. Por conta disso, maiores concentra¢des
dessas substincias foram testadas, para conhecer o grau de estabilidade da enzima frente a estes
agentes desnaturantes (Figura 16). Como notado, somente na concentracio de 20 mM foi
observada reduc¢do na atividade enzimadtica, aproximadamente 30 % com SDS e um pouco mais

de 40 % com ureia, enquanto DTT foi o Gnico que resultou em inibi¢do total da enzima.

Figura 16 - Efeito de agentes desnaturantes na atividade de L-ASNase de C. subuliforme
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Fonte: A autora.

Pesquisas relataram resultados parecidos com os que foram aqui encontrados. HUANG
et al. (2014) demonstraram que o desempenho da L-ASNase de R. miehei foi inibido pela
presenca de fons Co™ e estimulado por Mn?*. Enquanto isso, KUMAR e MANONMANI (2013)
encontraram um aumento considerdvel da atividade na presenca de FeSO4, quando avaliaram
as propriedades bioquimicas da enzima purificada de Cladosporium sp. Ja DIAS et al. (2016),
ao usarem separadamente MgSO4 € MnSO4 no ensaio de reagdo, na concentracao final de 5
mM, perceberam um aumento de atividade, enquanto que o decréscimo foi observado para
CuSOs. O agente EDTA foi capaz de reduzir expressivamente a atividade da L-ASNase de F.
foetens (PARASHIVA et al., 2023b), de P. crustosum (KHALIL et al., 2021) e de Fusarium
sp. (AL YOUSEF, 2022). Ademais, a L-ASNase de diferentes espécies de Aspergillus
estudadas por DIAS et al. (2019), ndo tiveram suas atividades inibidas pela presen¢a de NaCl,
caracteristica considerada relevante para aplicagdo na industria de alimentos, para mitigar os
teores de acrilamida.

Sendo assim, os resultados da termoestabilidade, estabilidade ao pH e dos efeitos dos

agentes desnaturantes SDS, DTT e ureia na L-ASNase de C. subuliforme, indicam que a enzima
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aqui trabalhada apresenta uma grande estabilidade em diferentes temperaturas, faixas de pH e
na presenca de diversos compostos, indicando que a enzima possui caracteristicas bioquimicas

atrativas para o setor industrial (CUNHA et al., 2022).

5.4.3 Especificidade da L-ASNase purificada ao substrato

E sabido que algumas L-ASNases microbianas possuem atividade de L-glutaminase,
que as vezes pode até ser maior do que a propria atividade de L-ASNase (LUBKOWSKI e
WLODAWER, 2021). Esse aspecto em questdo, quando se trata do setor farmacéutico, nio €
desejado, uma vez que a atividade de L-glutaminase € geralmente acompanhada por efeitos
colaterais indesejdveis para pacientes em tratamento oncoldgico (MATHEW et al., 2023).
Sendo assim, a busca por fontes de L-ASNase com baixa afinidade pela glutamina € requerida
(EL-SHANSHOURY et al., 2023).

Para avaliar se a enzima purificada de C. subuliforme apresentava acdo sobre a L-
glutamina, um ensaio de especificidade foi realizado usando L-asparagina e L-glutamina nas
mesmas concentragdes como substratos. Como pode ser visto na Figura 17, foi possivel detectar
atividade de L-glutaminase, porém essa se encontrava mais de 5 vezes abaixo da atividade
asparaginolitica, indicando que a especificidade pela L-asparagina era bem maior, como
esperado. Essa especificidade baixa para L-glutamina também foi verificada para L-ASNase de
R. miehei (HUANG et al., 2014), de P. crustosum (KHALIL et al., 2021) e de alguns fungos
endofiticos isolados por ANDRADE et al., (2023).

Figura 17 - Especificidade da L-ASNase de C. subuliforme ao substrato L-asparagina 0,08 M
e L-glutamina 0,08 M
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5.4.4 Determinacao dos parametros cinéticos Km € Vmax

Os parametros Km € Vimax s@0 usados para avaliar a eficiéncia da atividade enzimaética.
Para uma mesma enzima, oriunda de um mesmo microrganismo, o valor de Vmsx pode ser
variado, dependendo da carga enzimadtica aplicada durante o ensaio de reacdo, diferente de Kwm,
definida como constante de Michaelis e Menten, que é uma constante especifica de uma enzima
por um dado substrato, usada normalmente para definir a afinidade da enzima pelo substrato.
Dessa forma, quanto menor o valor de Kyv maior € a afinidade, ja que com pouco substrato
presente no meio reacional a enzima consegue atuar e alcancar niveis considerdveis de
velocidade (NELSON e COX, 2021).

Com o intuito de determinar esses valores, concentragdes de 0,04 a 0,2 M de L-
asparagina foram aplicados no ensaio de reacdo asparaginolitica. A velocidade de reacdo
enzimatica foi aferida e os valores de Km € Vmax puderam ser calculados tanto com o auxilio do
software “SigmaPlot 15” quanto pelo grafico de Lineweaver-Burk. O perfil da curva gerada
pode ser consultado na Figura 18.

Pelo grifico de Lineweaver-Burk, os valores obtidos para Km € Vimax foram 0,025 M e
0,98 pmol/mL/min, respectivamente. Usando o software “SigmaPlot 157, observou-se que a
enzima segue a cinética de Michaelis- Menten (NELSON e COX, 2021) e os valores de Km e
Vmax foram 0,024 M e 0,97 pmol/mL/min. Pode-se notar que utilizando os dois métodos, os
valores foram bem préximos, indicando que os parametros cinéticos aqui avaliados foram

determinados com precisao.

Figura 18 - (A) Gréfico de Michaelis-Menten e (B) Lineweaver-Burk para determinacido dos
parametros cinéticos Km e Vmax da L-ASNase de C. subuliforme, usando L-asparagina como
substrato
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Na literatura sdo descritos valores de Km para L-ASNase fungica que divergem na
grandeza de 10* M a 10" M (GARCIA et al, 2023; MUNEER et al, 2020). Algumas L-
asparaginas de espécies fungicas foram caracterizadas quanto as suas propriedades cinéticas e
foram obtidos os seguintes valores de Km: 0,024 M (F. foetens); 0,031 M (Fusarium sp.);
0,0315M (A. terreus); 0,100 M (Cladosporium sp.) e 0,444 M (Fusarium sp.) (AL YOUSEF,
2022; ASHA e PALLAVI, 2012; HASSAN et al., 2018; KUMAR e MANONMANI, 2013;
PARASHIVA et al., 2023b). Esses valores de Ky corroboram com aquele encontrado para a
L-ASNase de C. subuliforme apontando que a afinidade dessa enzima para com L-asparagina

esta dentro dos niveis conhecidos.

5.5 Avaliacao da eficiéncia da L-ASNase purificada na reducao de acrilamida

Para se avaliar a eficiéncia da L-ASNase purificada em reduzir os niveis de acrilamida
em alimentos, foi utilizado um ensaio de um modelo de alimento (solu¢do de amido + solucao
de L-asparagina). ApoOs pré-tratar o modelo de alimento com a L-ASNase purificada de C.
subuliforme, a amostra foi termicamente tratada a 180 °C por 5 min para avaliar a redu¢do da
producdo de acrilamida nas amostras tratadas enzimaticamente. O teor de acrilamida foi
determinado por HPLC, e os cromatogramas gerados, incluindo as amostras do controle
negativo (amostra 1) e positivo (amostra 2), estdo dispostos nas Figuras 19, 20 e 21.

Uma amostra padrao de acrilamida 10 ug/mL e de L-asparagina 0,5 g/L. foram aplicadas
separadamente no HPLC, utilizando dgua/acetonitrila/metanol como fase mével, com o intuito
de determinar o tempo de retencdo de cada um desses compostos. Por meio da andlise dos
cromatogramas gerados (Figura 19) foi determinado que o tempo de retencdo da acrilamida e
da L-asparagina foi de aproximadamente 2,5 e 1,7 minutos, respectivamente.

A partir destes dados, pudemos observar nos cromatogramas da Figura 20,
correspondentes as amostras em estudo, que o provavel pico de acrilamida se encontrava
baixissimo e muito proximo da linha de base. Com base no limite de deteccio (LD) e no limite
de quantificacdo (LQ) determinados, foi observado que o valor da drea do pico de acrilamida
realmente estava abaixo desses parametros, sendo impossivel a sua quantificacdo de forma
precisa e confidvel. Esse resultado indica que o tratamento térmico no tempo realizado, ndo foi
suficiente para a reacdo de formacdo de acrilamida, a partir do amido e L-asparagina. Isso,
porque o pico de L-asparagina se encontrava elevado, indicando que provavelmente a L-
asparagina nao foi adequadamente convertida no composto acrilamida. Neste caso, a realizacdo

do tratamento térmico por mais tempo, poderd melhor assegurar que todo o processo de
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hidrélise do amido em actcares redutores, reacdo de Maillard e consequente geracdo de
acrilamida aconteca devidamente.

Para afirmar que de fato o pico que foi visualizado pr6ximo ao tempo de 2,5 minutos
pertencia realmente ao composto alvo acrilamida, adicionou-se o padrao de acrilamida (10
pg/mL) nas amostras 1 e 2. E como esperado, a drea do pico correspondente foi aumentada
(Figura 21).

Diante disso, foi observado que em todas as amostras a L-asparagina estava presente,
indicando que possivelmente esta ndo foi convertida em acrilamida durante o processo de
tratamento térmico. Portanto, o resultado da eficiéncia da L-ASNase de C. subuliforme em
mitigar os niveis de produg¢do de acrilamida foi inconclusivo, sendo necessdria a padronizagao
dos parametros de ensaio do tratamento térmico para garantir a conversao da L-asparagina em

acrilamida.

Figura 19 - Andlise dos padrdes de (A) acrilamida (10 ug/mL) e (B) L-asparagina (0,5 g/L.) por
HPLC
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Figura 20 - Anélise de acrilamida por HPLC da (A) amostra 1 (controle negativo: modelo de
alimento + dgua), (B) amostra 1 com resolu¢do aumentada, (C) amostra 2 (controle positivo:

modelo de alimento + L-ASNase comercial) e (D) amostra 3 (modelo de alimento + L.-ASNase
purificada de C. subuliforme)
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Figura 21 - Andlise de acrilamida por HPLC apds adi¢do de 10 pg/mL de acrilamida na (A)
amostra 1 (controle negativo: modelo de alimento + d4gua), e na (B) amostra 2 (controle positivo:
modelo de alimento + enzima comercial)
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6 CONCLUSAO

A avaliagdo de fungos filamentosos como fontes alternativas para producdao de L-
ASNase com potencial de aplicagdo biotecnoldgica mostrou que dos 25 isolados flingicos
avaliados, 13 apresentaram resultado positivo para a triagem em placa, sendo que C.
subuliforme se destacou no ensaio quantitativo, devido sua maior capacidade de produgdo da
enzima dentro das condicdes estabelecidas. O fungo C. subuliforme € pouco relatado quanto a
sua habilidade de produzir enzimas extracelulares e um dos primeiros estudos sobre sua
atividade asparaginolitica foram aqui relatados.

A maior producdo de L-ASNase de C. subuliforme foi observada quando o fungo foi
cultivado em meio liquido contendo caldo Czapek Dox a 28 °C e 150 rpm por 7 dias. A enzima
produzida foi purificada atingindo um grau de pureza de mais de 10 vezes e rendimento de
quase 40 % com a aplicacdo de uma tnica etapa de purificacdo, o que evita maiores perdas da
proteina alvo ao longo dos estagios de purificagdo.

As condi¢des Otimas para o ensaio padrao com a enzima purificada foram a 50 — 60 °C
e pH 8,0. Os ensaios de termoestabilidade, estabilidade ao pH e efeito dos agentes desnaturantes
SDS, DTT e ureia revelaram caracteristicas bioquimicas surpreendentes, sugerindo que a
enzima aqui trabalhada apresenta uma alta estabilidade. Ademais, a enzima mostrou baixa
afinidade por L-glutamina, incrementando ainda mais suas caracteristicas atrativas para o setor
industrial.

Apesar do resultado do ensaio de aplicagdo da L-ASNase de C. subuliforme na reducao
de acrilamida ter sido inconclusivo, os pardmetros para detec¢do de L-asparagina e acrilamida
por HPLC foram padronizados, como por exemplo, o uso da fase movel e o tempo de retencao.
Deste modo, conclui-se que a técnica de HPLC foi eficaz para detectar e quantificar acrilamida
e que ajustes nas condicdes do tratamento térmico, como aumento do tempo e/ou temperatura
do processo, permitirdo confirmar o potencial do uso da enzima estudada na industria de
alimentos.

Portanto, os resultados sugerem que C. subuliforme pode ser um candidato potente para
a obtencdo de L-ASNase com propriedades adequadas e promissoras para sua aplicacio
biotecnoldgica, onde estudos adicionais mais aprofundados permitirdo ampliar sua aplicacdo

nos setores alimenticio e terapéutico.
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