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RESUMO

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadoras de reagdes quimicas, e por
isso sdo utilizadas em diversas aplicagdes industriais, como nas industrias
alimenticia e farmacéutica. A L-asparaginase € a enzima que realiza a catalise da
reagcao de hidrolise da asparagina em 4acido aspartico e amdnia. Esta enzima é
caracterizada como agente antineoplasico que vem sendo utilizada no tratamento da
leucemia linfoblastica aguda (LLA), doenca de Hodgkin, linfossarcoma e
melanossarcoma, pois seu mecanismo de acao leva a morte das células tumorais.
Na industria alimenticia é utilizada para a reducdo dos niveis de acrilamida dos
alimentos ricos em carboidratos e fritos, pois existe forte correlacéo entre a formagao
de acrilamida e a concentragdo de asparagina livre, onde a redug&o de asparagina
implica em um teor reduzido de acrilamida nos produtos finais. O género Aspergillus
€ de grande interesse, ndo apenas pela aplicagao biotecnoldgica, mas também pela
sua importancia econbmica devido as suas propriedades metabdlicas. Este estudo
teve como objetivo selecionar fungos do género Aspergillus, secado Terrei
depositados na Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco, quanto a
capacidade de produzir a enzima L-asparaginase em meio sélido e sob fermentagao
submersa. Para detectar a produgdo da enzima em meio solido, 12 isolados de
Aspergillus foram selecionados utilizando o meio de cultura sélido Agar Czapek
Dox’s modificado (ACDM) suplementado com vermelho de fenol. Todas as placas de
Petri inoculadas com os fungos foram incubadas durante 120 horas a 30°C. Apés
esse periodo, o indice Enzimatico (IE) foi calculado para verificar a capacidade de
producao da enzima pelos isolados. Em seguida, foi realizada uma fermentagao
submersa em meio Czapek Dox’s modificado (CDM), com todas cepas testadas
anteriormente em meio solido. Nesta etapa, foi inoculado 1 mL de suspensao de
esporos, em frascos de Erlenmeyer contendo 50 mL do meio CDM, sendo incubados
em pré-fermentacdo durante 4 dias, e em fermentacao por 5 dias, a 120 rpm numa
temperatura de 30 °C. Apds esse periodo, o micélio foi separado do caldo de cultura

por filtracdo, e utilizado para a verificagcdo da atividade enzimatica, onde foram



adicionados solugoes tampao e cloreto férrico para leitura em espectrofotometro a
500 nm. Todas as cepas testadas apresentaram um halo de degradagéo enzimatica
em meio solido, os melhores IE (4,5) foram verificados por A. terreus URM 5896, A.
terreus URM 3571 e A. neoafricanus URM 5922. Ja na fermentagcdo submersa, as
cepas apresentaram atividade enzimatica entre 0,70 e 2,04 U/g. Outros estudos
também verificaram producédo de L-asparaginase em cepas do género Asperqillus.
No presente estudo, podemos concluir que isolados de Aspergillus segao Terrei
depositados na Micoteca URM sido promissores para a producdo da enzima
L-asparaginase. Aspergillus alabamensis URM 5255 e A. hortai URM 5256
apresentaram maior potencial para sintese da L-asparaginase em meio liquido A.
alabamensis URM 5255 é indicado para estudos posteriores mais detalhados de

producao e otimizagao desta enzima de importancia industrial.

Palavras-chaves: Biotecnologia; Enzima intracelular; Fungos filamentosos;

Producgao enzimatica



ABSTRACT

Enzymes are proteins that act as catalysts for chemical reactions, and therefore are
used in various industrial applications, such as in the food and pharmaceutical
industries. L-asparaginase is the enzyme that catalyzes the hydrolysis reaction of
asparagine into aspartic acid and ammonia. This enzyme is characterized as an
antineoplastic agent that has been used in the treatment of acute lymphoblastic
leukemia (ALL), Hodgkin's disease, lymphosarcoma and myelosarcoma, because its
mechanism of action leads to the death of tumor cells. In the food industry, it is used
to reduce acrylamide levels in foods rich in carbohydrates and fried foods, as there is
a strong correlation between the formation of acrylamide and the concentration of
free asparagine, where the reduction of asparagine implies a reduced content of
acrylamide in the products finals. In this work, different species of filamentous fungi
were tested in the production of important metabolites for the industry and obtained
positive results. The genus Aspergillus is of great interest, not only for its
biotechnological application, but also for its economic importance due to its metabolic
properties. This study aimed to select fungi of the genus Aspergillus, Terrei-section
deposited at the Micoteca URM of the Federal University of Pernambuco, regarding
the ability to produce the enzyme L-asparaginase in solid medium and under
submerged fermentation in order to detect the production of the enzyme for 12
Aspergillus isolates that were selected using modified Czapek Dox's Agar solid
culture medium (DMCA) supplemented with phenol red. All Petri dishes inoculated
with the fungi were incubated for 120 hours at 30°C. After this period, the Enzyme
Index (El) was calculated to verify the enzyme production capacity by the isolates.
Then, a submerged fermentation was performed in Czapek Dox's modified medium
(CDM), with most of the strains tested previously in solid medium. In this step, 1 mL
of spore suspension was inoculated into Erlenmeyer flasks containing 50 mL of CDM
medium, being incubated in pre-fermentation for 4 days, and in fermentation for 5
days, at 120 rpm at a temperature of 30 °C. After this period, the mycelium was

separated from the culture broth by filtration, and used to verify the enzymatic activity



in a spectrophotometer at 500 nm. All strains tested showed a halo of enzymatic
degradation in solid medium, with A. terreus URM 5896, A. terreus URM 3571 and A.
neoafricanus URM 5922 being the best IE (4.5). In the submerged fermentation, the
strains showed enzymatic activity between 0.70 and 2.04 U/g. Other studies also
verified the production of L-asparaginase in strains of the Aspergillus genus. In the
present study, we can conclude that isolates of Aspergillus section Terrei deposited
at Micoteca URM are promising for the production of the enzyme L-asparaginase. A.
alabamensis URM 5255 and A. hortai URM 5256 showed greater potential for the
synthesis of L-asparaginase in liquid medium, with A. alabamensis URM 5255 being
indicated for further detailed studies of production and optimization of this enzyme of

industrial importance.

Keywords: Biotechnology; Filamentous fungi; Intracellular enzyme; Enzyme

production
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1 INTRODUGAO

As enzimas sao proteinas que atuam como catalisadoras de reacdes
quimicas, sendo essenciais para o sistema metabdlico de todos os organismos vivos
(Lehninger et al., 2014). A capacidade catalitica das enzimas torna-as adequadas
para diversas aplicacdes industriais, sendo essas proteinas muito utilizadas nas
areas de cosméticos, alimentos, bebidas, téxteis, como também, assim como na
industria farmacéutica (Orlandelli et al., 2012). Além disso, a grande eficiéncia e
especificidade desse grupo de proteinas as torna agentes de grande potencial para
uso terapéutico (Lehninger et al., 2014).

A L-asparaginase é uma enzima responsavel pela catalise da reacado de
hidrélise da asparagina em acido aspartico e amoénia (Nomme et al., 2012). Esta
enzima € caracterizada como agente antineoplasico que vem sendo utilizada no
tratamento da leucemia linfoblastica aguda (LLA). Além da LLA, tem sido aplicada no
tratamento da doenca de Hodgkin, leucemia mielocitica aguda, linfossarcoma e
melanoossarcoma (Wietchorek et al., 2013). A pratica terapéutica mais comum é
injetar a enzima livre por via intravenosa, buscando diminuir a concentracdo
sanguinea de asparagina. Sua agao catalitica transforma o aminoacido asparagina
em acido aspartico e amdnia, privando as células malignas do nutriente essencial e
inibindo a sintese de proteinas constitutivas, além de proteinas regulatérias
fundamentais como as do ciclo celular, e proteinas anti-apoptéticas, resultando em
morte celular (Patro & Gupta, 2012). Essas enzimas quando provenientes das
bactérias como Echerichia coli e Erwinia crysanthemi possuem atividade
antineoplasica contra LLA, todavia, possuem efeitos colaterais para os pacientes
como alergias que com o passar do tempo podem neutralizar o efeito da mesma
(Richa et al., 2012). Deste modo, busca-se microorganismos eucarioticos para
obtencdo de uma enzima com menores efeitos adversos e diferentes caracteristicas
que sejam mais vantajosas para a sua aplicacdo farmacoldgica (Sarquis et al.,
2004).
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Além da importancia da L-asparaginase para a industria farmacéutica, ha uma
crescente demanda desta enzima na industria alimenticia, para a redugao dos niveis
de acrilamida dos alimentos ricos em carboidratos e fritos (Kumar et al., 2013).
Devido a forte correlagdo entre a formacdo de acrilamida e a concentragdo de
asparagina livre, a redugdo de asparagina nos alimentos implica em um teor
reduzido de acrilamida nos produtos finais (Keramat et al., 2011). Os métodos mais
eficazes para reduzir a formacado de acrilamida sao baseados na remocao de
precursores como O aminoacido L-asparagina (Fao/Who, 2011). A autoridade
europeia em seguranga alimentar (EFSA) publicou uma avaliagdo do risco da
presenca de acrilamida nos alimentos, no qual concluiram que a ingestao de
acrilamida aumenta potencialmente o risco de desenvolvimento de cancer para os
consumidores em todos os grupos etarios (Efsa, 2015).

Diversas espécies de fungos filamentosos s&o conhecidas como fontes
de compostos bioativos e as pesquisas que destinam-se ao isolamento desses
produtos sao relevantes em todo o mundo (Sun et al., 2011). Estudos afirmam que
diferentes espécies de fungos filamentosos foram testadas na produgdo de
metabdlitos de importadncia para a industria farmacéutica e obtiveram resultados
promissores, incluindo a enzima L-asparaginase (Abreu, 2015; Padua et al., 2019;
Silva et al., 2018).

O género Aspergillus ¢ um dos maiores géneros dentre os fungos
filamentosos, geralmente possuem colénias com coloragéo inicialmente branca,
amarela, passando para a cor marrom ou para O negro, apresentando um
crescimento rapido e abundante. A taxonomia reconhece mais de 300 espécies do
género Aspergillus. Estas espécies sao de grande interesse, ndo apenas pela
aplicacdo biotecnoldgica, mas também pela sua importancia econdmica devido as
suas propriedades metabdlicas (Amorim, 2011). Diversos trabalhos vém relatando o
potencial enzimatico de Aspergillus na produgao de L-asparaginase como Almeida,
2015; Dhale et al., 2014; Loureiro et al., 2012; Mirsha, 2006; Peshwe, 2015; Sarquis
et al., 2004; Santos, 2014; Soares, 2010).
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De acordo com Loureiro et al. (2012) e Sarquis et al. (2004), fontes
alternativas de L-asparaginase, como 0s micro-organismos eucarioticos, podem
levar a descoberta de uma enzima com menores efeitos adversos. Tendo em vista a
importancia dos usos da enzima L-asparaginase, se faz necessario mais estudos
sobre esta enzima para contribuir nas pesquisas das industrias farmacolégica e
alimenticia (JHA et al., 2012). Esta pesquisa teve como objetivo selecionar
fungos do género Aspergillus secao Terrei depositados na Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco quanto a capacidade de produzir a enzima

L-asparaginase em meio solido e sob fermentacdo submersa.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Enzimas

As enzimas sao proteinas formadas por aminoacidos unidos covalentemente
por ligagdes peptidicas (TORRES, 2001). Sendo biomoléculas protéicas, as enzimas
sdao altamente especializadas e essenciais para realizacdo dos processos
bioquimicos, catalisando reagdes nos sistemas bioldgicos, apresentando alto grau
de especificidade por seu substrato (SOARES et al., 2010). Sdo amplamente
utilizadas, apresentando grande importancia na pesquisa cientifica, nos diagnosticos
clinicos, na industria e nos processos biotecnoldgicos em geral. Podem ser obtidas a
partir dos vegetais, animais e microorganismos de origem fungica ou bacteriana, e

podem ser utilizadas para diversas finalidades (LIMA et al., 2001).

“O significativo desenvolvimento dos processos biotecnolégicos aumentou a
importdncia das enzimas produzidas por micro-organismos, pois estas enzimas podem
substituir as de origem animal e vegetal por apresentarem vantagens, como: o curto tempo de

produgdo, a continua produgdo, o processo fermentativo ndo demanda muito espaco e a

possibilidade de utilizagdo de substratos de baixo custo” (MACIEL, 2010).
2.2 L-asparaginase

A L-asparaginase ¢é utilizada como agente anticancerigeno para o tratamento
da leucemia linfoblastica aguda (LLA) (VERNA et al., 2007) e também ¢é aplicada no
tratamento da leucemia linfocitica cronica, leucemia mielocitica aguda, doenga de
Hodgkin, melanossarcoma, reticulossarcoma e linfossarcoma (DEVI e AZMI, 2012;
LOUREIRO, 2012).

A L-asparaginase (L-asparagina amidohidrolase E.C.3.5.1.1) € uma enzima
utilizada como catalisador na reacdo de hidrélise do aminoacido L-asparagina
resultando em acido aspartico e aménia (THEANTANA et al., 2009). No tratamento
quimioterapico, a enzima age na remoc¢ao da L-asparagina do sangue, privando as
células tumorais de serem nutridas, controlando, assim, o crescimento do tumor de

forma eficaz, uma vez que € um aminoacido essencial para proliferacao de células
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malignas (CHOW; TING, 2014). A degradacdo da L-asparagina bloqueia a sintese
proteica, ocasionando a morte celular por apoptose (KEATING et al. 1993). A
L-asparaginase € encontrada em varios organismos, como: plantas, animais,
leveduras, fungos, bactérias e arqueobactérias (IMADA et al., 1973).

Existe duas fontes clinicas conhecidas de L-asparaginase, a Escherichia coli
e Erwinia chrysanthemi (ambas bactérias), estas dao origem aos trés tipos de
asparaginases que sao usadas para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda
(LLA), duas derivadas de E. coli, asparaginase peguillada (PEG-asparaginase) e
nativa, e uma derivada de E. chrysanthemi a crisantaspase (DUVAL et al., 2002;
RIZZARI et al., 2013).

Com a administragcao prolongada da L-asparaginase, alguns anticorpos sao
produzidos no corpo, provocando efeitos colaterais. Por isso, existe uma
necessidade de encontrar organismos com finalidade de obter linhagens que
produzam L-asparaginase com rendimento elevado e que reduzem os efeitos
colaterais (AMENA et al., 2010). Microrganismos eucariéticos podem produzir
L-asparaginase com menores efeitos adversos (SARQUIS et al., 2004; LOUREIRO
et al., 2012). De acordo com Patil et al. (2012) a produgdo de L-asparaginase por
fungos é mais promissora que a bacteriana por n&o causar reagao alérgica. Existem
estudos relatando a produgado da enzima L-asparaginase por fungos e os principais
géneros produtores dessa enzima foram Colletotrichum, Fusarium, Penicillium,
Eupenicillium, Tallaromyces, Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Chaetomium,
Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Pestalotiopsis, Phomopsis e Torulomyces
(THEANTANA et al., 2009; NAGARAJAN et al., 2014).

2.3 Género Aspergillus e sua importancia

As espécies de Aspergillus estdo entre os fungos mais diversos do mundo.
Eles ndo sdo muito seletivos as condigdes abioticas de crescimento, podendo assim,
crescer ao longo de uma grande escala de temperaturas e uma umidade
relativamente baixa. Além disso, a nutricdo dessas espécies se da numa grande
diversidade de substratos (BENNETT, 2010).
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Muitas espécies de Aspergillus sdo utilizadas para obtengédo de enzimas, na
biossintese quimica e na transformacédo de compostos, este género em particular,
tem sido utilizado com muito sucesso para a producdo de asparaginase, por
exemplo, L-asparaginases fungicas de Aspergillus oryzae e Aspergillus niger
recombinantes sdo utilizados na industria de alimentos para reduzir os niveis de
acrilamida formada em alguns alimentos (PEDRESCHI et al., 2011; PEDRESCHI;
KAACK; GRANBY, 2008).

Nos ultimos anos, devido ao aumento na demanda de L-asparaginase e o
interesse em suas aplicagdes, fungos eucaridticos dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, tém sido investigados como fontes desta enzima (DANGE;
PESHWE, 2015; MISHRA, 2006; SARQUIS et al., 2004; SONIYAMBY et al., 2011;
VIJAY; JAYA RAJU, 2015; WADE; ROBINSON; PHILLIPS, 1971).
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3 METODOLOGIA DO TRABALHO

3.1 Microorganismos

As culturas de fungos utilizadas neste trabalho foram procedentes da
Micoteca URM, do Departamento de Micologia, Centro de Biociéncias, Universidade
Federal de Pernambuco. Para selecdo quanto a produgdo da enzima
L-asparaginase, foram utilizadas 12 culturas de Aspergillus segcao Terrei, sendo trés
linhagens de Aspergillus neoafricanus, trés de A. hortai, uma de A. alabamensis e

cinco de A. terreus.

3.2 Produgéao de L-asparaginase em meio sélido

A L-asparaginase foi produzida em meio Czapek Dox’s modificado
(CDM) (Gulati et al., 1997). Este meio é composto por Agar (10,0 g/L) L-asparagina
(10,0 g/L), glicose (2,0 g/L), KH,PO, (1,52 g/L), KCI (0,52 g/L), MgS0O,.7H,0 (0,52
g/L), CuNO;.3H,0 (0,01 g/L), ZnSO,.7H,O (0,01 g/L), FeSO,.7H,O (0,01 g/L), pH
6,2. Adicionadas a placas de petri

3.3 Produgéao de L-asparaginase em meio liquido

A L-asparaginase foi produzida em meio Czapek Dox’s modificado (CDM)
(Gulati et al., 1997). Este meio € composto por L-asparagina (10,0 g/L), glicose (2,0
g/L), KH,PO, (1,52 g/L), KCI (0,52 g/L), MgS0O,.7H,0 (0,52 g/L), CuNO;.3H,0 (0,01
g/L), ZnS0O,.7H,0O (0,01 g/L), FeSO,.7H,0O (0,01 g/L), pH 6,2. Na pré-fermentacéo
foram utilizados 50 mL do meio CDM contidos em frascos de Erlenmeyer (250 mL),
nesta etapa o meio difere do descrito anteriormente pelo aumento da quantidade de
glicose (14,0 g/L) e acréscimo do (NH,),SO, (2,0 g/L). Estes frascos foram
inoculados com 1 mL de suspensao de esporos e incubados a 30°C, a 120 rpm por
96 horas. Apds o periodo de incubacéao, todas as culturas foram filtradas utilizando

papel de filtro Whatman n°® 1 e o micélio foi utilizado na etapa de fermentacgao.



22

Na fermentacdo, o micélio obtido na pré-fermentacéao foi inoculado em frascos
de Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL do meio CDM. Em seguida, estes frascos
foram incubados a 30°C, a 120 rpm por 120 horas. Apos o periodo de incubagao, as
culturas foram filtradas utilizando papel de filtro Whatman n° 1. O micélio obtido foi

utilizado para quantificar a atividade enzimatica (Loureiro et al., 2012 modificado).

3.4 Atividade da L-asparaginase

A atividade enzimatica foi determinada de acordo com Drainas et al.
(1977) modificado. A solugédo para determinacédo da atividade foi composta de 1,5
mL Tris-HCI (20 mM, pH 8,6), 0,2 mL solugdo de L-asparagina (100 mM), 0,2 mL
solugéo de hidroxilamina pH 7,0 (1 M) e 0,1 g de biomassa fungica. Foi adicionado o
tampéao Tris-HCI na biomassa de cada cultura, a qual foi agitada no vértex. Foram
adicionadas nas amostras as solug¢des de L-asparagina e hidroxilamina.

As amostras e os brancos (biomassa e Tris-HCI) foram incubados por 30
minutos a 37 °C e 150 rpm. Posteriormente, foi adicionado a mistura, 0,5 mL de
solugéo de cloreto férrico/TCA/HCI [10% (w/v) de FeCl; mais acido tricloroacético a
5% (p/v) em 0.66 mM de HCI].
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A diversidade de microrganismos é um fator importante para busca por
produtos naturais e, portanto, no desenvolvimento de novas drogas (Siqueira et al.,
2008).0s diversos estudos ja publicados sobre a atividade da L-asparaginase em
meio sélido com fungos filamentosos, destacaram a grande importancia de estudos
com novas espécies para verificar sua capacidade de produzir a enzima
antileucémica L-asparaginase (Lapmak et al., 2010). O ensaio em placa de Petri é
considerado vantajoso porque € um meétodo rapido em que a produgdo de
L-asparaginase pode ser visualizada diretamente do halo e a zona de atividade
enzimatica pode ser calculada (Arima et al., 1972; De Jong, 1972). Segundo Gulati
et al. (1997), ha uma correlagéao direta entre o didmetro do halo rosa em torno da
colénia e a atividade enzimatica produzida em meio liquido. A deteccdo da
capacidade de producdo desta enzima em meio sdlido é frequentemente utilizada
quando ha um grande numero de isolados (Dhale & Mohan-Kumari, 2014).

Todos os isolados utilizados neste estudo apresentaram halo de degradagéo
enzimatica (figura 1), com indice enzimatico variando de 2,0 a 4,5, como mostrado
na tabela 1. Sendo Aspergillus terreus URM 3571, A. terreus URM 5896 e A.
neoafricanus URM 5922 os melhores produtores de L-asparaginase. Segundo
Thirunavukkarasu et al. (2011), fungos do género Aspergillus sdo em geral indicados
como produtores de L-asparaginase. Em seu estudo, entre os géneros fungicos
testados, cepas de Aspergillus apresentaram capacidade de produzir
L-asparaginase. Gulati et al. (1997), considerou A. oryzae, como bom produtor de
L-asparaginase, apresentando um indice enzimatico de 1,08. No entanto, neste
estudo foram verificados indices enzimaticos maiores do que o encontrado por
esses autores.

Sarquis et al. (2004) analisaram em sua pesquisa 26 culturas de fungos
pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, e verificaram que
apenas espécies de Aspergillus produziam um halo enzimatico. Santos et al. (2015)

testaram 14 cepas de Aspergillus, e verificaram um indice enzimatico de 3,34 em A.
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terreus. Este resultado se assemelha a média dos indices enzimaticos do atual
estudo, que variou entre 2,4 e 4,5 entre os isolados, indicando que Aspergillus é um
género promissor para produgao de L-asparaginase.

Quanto a producédo da enzima L-asparaginase em fermentagdo submersa, as 12
cepas selecionadas em meio soélido, também foram testadas quanto a producao da
enzima em meio de cultura liquido, no entanto, A. hortai URM 4602 e A.
neoafricanus URM 6197 nao produziram biomassa suficiente apds o periodo de
fermentagdo, o que impossibilitou a verificagcdo da sua atividade enzimatica.Os
valores de atividade enzimatica variaram entre 0,70 U/g e 2,04 U/g (Tabela 2).
Sendo A. alabamensis URM 5255 (2,04 U/g) o isolado que obteve o melhor
desempenho de produgao da enzima, seguido por A. hortai URM 5256 (1,45 U/g).

Santos et al. (2015) em seu estudo sobre endéfitos na produgédo de
L-asparaginase extracelular, analisaram o potencial de 14 isolados de Asperqgillus, e
verificaram que 9 apresentaram atividade enzimatica (6,66 a 29,02 U/mL), sendo A.
terreus o melhor produtor; o que difere do atual estudo onde o isolado com melhor
resultado foi A. alabamensis.

Em sua pesquisa, Almeida (2015) obteve uma atividade enzimatica de 0,089
U/mL em A. terreus. No presente estudo, isolados de A. terreus apresentaram um
desempenho melhor, variando de 0,70 U/g a 1,27 U/g, entretanto, vale ressaltar que
a metodologia utilizada na pesquisa citada, para determinagcdo da atividade
enzimatica, ndo foi a mesma deste trabalho.

Semelhante a metodologia deste estudo, Rocha et al. (2019) testaram uma
cepa de A. terreus, e obtiveram uma atividade de 1,58 U/g, sendo este resultado
maior do que o obtido para as cepas de A. terreus neste trabalho. No entanto, o
resultado deste estudo para a cepa A. alabamensis URM 5255 foi maior do que o

resultado de Rocha et al. (2019) para A. terreus.
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Figura 1 — Producédo de L-asparaginase em meio solido por espécies de Aspergillus secao Terrei

(a) - Aspergillus (b) —Aspergillus terreus  (c) - Aspergillus terreus (d) - Aspergillus
neoafricanus terreus

- -

(e)- Aspery.-'.f:‘us (f) —Aspergillus hortai (g) - Aspergillus {h) - Aspergillus
alabamensis neoafricanus neoafricanus

i

(i) - Aspergillus terreus (i) —Aspergillus hortai (k) - Aspergillus terreus (1) - Aspergillus hortai

Can = Y LA

Fonte: A autora (2019)



26

Tabela 1 - Produgéo de L-asparaginase (indice Enzimatico = IE) por cepas de Aspergillus segéo Terrei
em meio de cultura solido.

URM Isolado IE
3571 Aspergillus terreus 4,5
4602 Aspergillus hortai 3,5
5255 Aspergillus alabamensis 4,5
5256 Aspergillus hortai 2,6
5279 Aspergillus hortai 3,6
5513 Aspergillus neoafricanus 2,0
5606 Aspergillus terreus 2,6
5896 Aspergillus terreus 4,5
5922 Aspergillus neoafricanus 4,5
6197 Aspergillus neoafricanus 2,0
6614 Aspergillus terreus 2,8
7214 Aspergillus terreus 3,6

Fonte: A autora (2019)

Tabela 2 - Atividade enzimatica média (U/g) de L-asparaginase produzida por cepas de Aspergillus
secao Terrei em meio de cultura liquido.

URM Isolado Atividade Enzimatica
Média (U/g) * dp*
3571 Aspergillus terreus 0,86+0,06
5255 Aspergillus alabamensis 2,04+0,06
5256 Aspergillus hortai 1,4510,10
5279 Aspergillus hortai 0,84+0,03
5513 Aspergillus neoafricanus 1,08+0,13
5606 Aspergillus terreus 1,23+0,54

5896 Aspergillus terreus 0,7040,03



URM

5922
6614
7214

*dp= desvio padréo

Isolado

Asperqgillus neoafricanus
Aspergillus terreus

Aspergillus terreus

Fonte: A autora (2019)

Atividade Enzimatica
Média (U/g) * dp*

0,79+0,06
1,01+0,08
1,27+0,21

27
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5 CONCLUSOES

Espécies de Aspergillus da secédo Terrei da Micoteca URM séao capazes de produzir
a enzima L-asparaginase tanto em meio soélido quanto em meio liquido. O processo
de selecdo de espécies produtoras da enzima mostrou-se importante durante o
estudo, pois se pode observar a possivel mudanca de comportamento dos isolados
em diferentes condi¢des, possibilitando a verificagdo do melhor isolado e a variagao
da produgdo enzimatica nas condigdes diferentes (meios de cultura solido e liquido)
em que foram submetidos. Os isolados A. alabamensis URM 5255 e A. hortai URM
5256 apresentam maior habilidade para sintese da L-asparaginase em meio liquido,
sendo A. alabamensis URM 5255 indicado para estudos mais detalhados de

producao e otimizacao desta enzima de importancia industrial.
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