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RESUMO

A enzima L-asparaginase ¢ um dos tratamentos para a leucemia linfoide aguda (LLA),
e atualmente suas fontes desta enzima sdo as bactérias Escherichia coli e Erwvinia
carotovora. Com os anos, alguns efeitos adversos provindos dessa enzima foram notados, o
que aumentou o interesse por novas fontes de L-asparaginase. Ela pode ser encontrada em
animais, plantas e microrganismos. Além disso, a L-asparaginase também ¢é utilizada na
industria alimenticia, com o fim de reduzir uma substancia cancerigena nos alimentos, a
acrilamida. Os fungos sdo fontes promissoras dessa enzima, e este trabalho teve como
objetivo triar 9 basidiomicetos isolados do cerrado e quantificar a sua producdo de
L-asparaginase. Esse filo, Basidiomycota, ¢ amplamente conhecido na gastronomia, como
shitake e champignon de Paris, e, além disso milenarmente utilizados na medicina chinesa.
Seu uso mais recente ¢ na bioconversdo de residuos agricolas em produtos de valor agregado.
A producdo de L-asparaginase de 9 basidiomicetos foi avaliada qualitativamente, desses, trés
apresentaram resultado positivo, FPB 102, FPB 104 e¢ FPB 119. Foram feitas analises
quantitativas da enzima e do teor de proteina. Com esses valores, foi possivel calcular a
atividade especifica de L-asparaginase em cada um dos isolados. Um fungo expressou a
enzima em maior quantidade que os outros fungos avaliados e foi escolhido para ser aplicado
no cultivo submerso com a casca de soja como residuo agricola, adicionado como fonte de
carbono. Observou-se que a atividade especifica no meio contendo casca de soja foi maior do
que nos meios usados sem residuo, demonstrando ser um substrato promissor para a obtengdo
de L-asparaginase. Novos estudos devem ser feitos para aprimoramento do meio de cultivo

para obtencdo de melhores resultados.



ABSTRACT

The enzyme L-asparaginase is one of the treatments for acute lymphoblastic leukemia
(ALL), and the sources of this enzyme are the bacteria Escherichia coli and Erwvinia
carotovora. Over the years, some adverse effects from this enzyme were noticed, which
increased interest in new sources of L-asparaginase. It can be found in animals, plants, and
microorganisms. Furthermore, L-asparaginase is also used in the food industry, to reduce a
carcinogen substance in food, acrylamide. Fungi are promising sources of this enzyme, and
this work aimed to screen 9 basidiomycetes isolated from the cerrado soil and quantify their
production of L-asparaginase. This phylum, Basidiomycota, is widely known in gastronomy,
such as shitake and Paris mushrooms, and, in addition, has been used for thousands of years in
Chinese medicine. Its most recent use is the bioconversion of agricultural waste into
value-added products. The production of L-asparaginase in 9 basidiomycetes was evaluated
qualitatively, and three of them showed a positive result, FPB 102, FPB 104, and FPB 119.
Quantitative analysis of the enzyme and protein content was evaluated. With these values, it
was possible to calculate the specific activity of L-asparaginase in each of the isolates. A
fungus expressed the enzyme in greater quantities than the other fungi evaluated and was
chosen to be applied in submerged cultivation with soybean hulls as an additional carbon
source. It is noted that the specific activity in the soybean hulls was higher than what was
measured before, demonstrating that it is a promising substrate for obtaining [-asparaginase.

New studies must be carried out to improve the cultivation to obtain the best results.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia linfoide aguda

A leucemia é um tipo de cancer que ¢ originado na medula 6ssea, e ¢ considerada uma
doenca maligna do sangue. Existem varios tipos de leucemia, e elas podem ser consideradas
agudas ou cronicas. As agudas acontecem quando células do sangue ndo sdo capazes de
chegar no seu estado maduro, e hd uma proliferacdo dessas células imaturas no organismo. Ja
nas cronicas, as células hematologicas chegam ao estado maduro, mas sdo anormais tanto
funcionalmente quanto morfologicamente (ABREU et al., 2021). Além disso, ainda sdo
categorizadas em mieloides ou linfoides, de acordo com a linhagem celular que foi acometida
(WEBER et al., 2021). No acometimento das células progenitoras linfoides, que originam as
células de defesa, como linfocitos B e T, ocorre a leucemia linfoide, enquanto a falha nas
células mieloides, que originam as células vermelhas, grande parte das células brancas e
células progenitoras das plaquetas, causam a leucemia mieloide (ABREU et al., 2021).

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) ¢ a neoplasia maligna que mais ocorre em
criangas (VAN BEURDEN-TAN et al., 2022; PEDROSA, 2002), e uma das principais causas
de mortes, principalmente nos casos de recidiva (VAN BEURDEN-TAN et al., 2022). Essa
doenca ¢ caracterizada pela presencga de linfoblastos que ndo t€ém a capacidade de chegar ao
seu estado de maturacdo por conta de um erro genético, causando um aciimulo dessas células
imaturas na medula 6ssea.

O tratamento da doenca é feito em trés etapas, e sdo elas a indu¢do, a consolidagéo e a
manutencdo. Na indugdo o objetivo € eliminar as células leucémicas do organismo, causando
a remissdo completa, e sdo utilizados, por exemplo, antibidticos antitumorais, enzimas que
impedem a sobrevivéncia das células, como a L-asparaginase, medicamentos que impedem a
divisdo celular, corticoides e imunoterapia. Na consolidagdo, sdo utilizados quimioterapicos
em doses maiores para eliminar as células leucémicas restantes. J4 na terceira fase,
quimioterapicos em doses menores sdo usados para evitar recidiva nos pacientes (ABREU et

al., 2021).

1.2 L-asparaginase

Um dos tratamentos para a LLA é o uso da L-asparaginase, também chamada

L-asparagina amido hidrolase, de classificagdo enzimatica EC 3.5.1.1 (ARDILA, 2017;
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CARDOSO, 2018), uma enzima que hidrolisa a L-asparagina em acido aspartico e amonia,
reduzindo a concentragdo desse aminoacido no plasma.

Em um organismo leucémico, as células malignas ndo possuem a enzima asparagina
sintetase em niveis regulares, ¢ assim ndo conseguem sintetizar a [.-asparagina, precisando
utilizar a asparagina livre no plasma para completar o seu ciclo celular. Como medicamento, a
L-asparaginase tem a fun¢@o de hidrolisar estes aminodcidos livres e impedir que as células
leucémicas os utilizem, travando, assim, o ciclo dessas células e induzindo-as a apoptose
(BARBA et al., 2017; FREITAS et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2020).

A L-asparaginase pode ser encontrada nos tecidos de animais, em microrganismos e
plantas. Atualmente, as fontes de L-asparaginase utilizadas para medicamentos sao
provenientes de cepas de Escherichia coli e Erwvinia carotovora (FREITAS et al., 2021). As
formulagdes existentes de L-asparaginase procaridtica sdo frequentemente toxicas e contém
residuos de L-glutaminase e urease, aumentando assim as etapas de purificagdo. Com o
tempo, percebeu-se os efeitos adversos no tratamento de criancas, como choque anafilético,
disturbios de coagulacdo, trombose, e, em alguns casos, a presenga de anticorpos anti-Erwinia
asparaginase também foi notada (FREITAS et al., 2021; SAEED et al., 2017). Isso levou a um
interesse na busca de novas fontes de [-asparaginase que poderiam apresentar menos efeitos
adversos, como organismos eucariotos (SARQUIS et al., 2004).

Na industria alimenticia, a L-asparaginase tem uma funcdo importante para reduzir a
acrilamida em produtos que passaram por um tratamento térmico. Essa substancia foi
classificada como provavel carcinégeno humano, no Grupo 2A, pela Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer da Franga (FREITAS et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2020; NERI et al.,
2004), ela ¢ formada pela reducdo de aglicares e asparagina, entdo a fungdo enzimatica da
L-asparaginase, quanto a industria alimenticia, é remover um dos precursores da acrilamida
(OLIVEIRA et al., 2020). Atualmente, a enzima comercializada é a Acrylaway® da
Novozymes A/S, obtida a partir do fungo Aspergillus oryzae (XU et al.; 2016).

1.3 Basidiomicetos

Em 2008, Kirk et al registraram 29.914 espécies do filo Basidiomycota, divididos em
177 familias, 52 ordens e 16 classes, e esses sdo caracterizados morfologicamente pela
produgdo de esporos de origem sexuada em estruturas denominadas basidios, pela presencga de

micélios dicaridticos e hifas septadas que podem formar ansas. Em sua maioria sdo saprobios,
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que dependem de matéria organica para seu desenvolvimento. (KIRK et al., 2008;
ABRAHAO, 2010).

Os basidiomicetos também tém grande participacdo na alimentacdo. Nomes como
shitake (Lentinula edodes) e champignon de Paris (Agaricus bisporus) pertencem ao filo
Basidiomycota e s@o amplamente conhecidos e utilizados na gastronomia mundialmente.
Além disso, esses fungos estdo sendo cada vez mais utilizados para a producdo de ragdo
animal, tanto para alimentacdo direta de aves (BEDERSKA-LOJEWSKA et al., 2017), quanto
para enriquecimento da ra¢io que seria dada aos animais (GALUCIO et al., 2018). Isso se
deve pela capacidade antioxidante, imunoestimulante, anti-inflamatdria, antibacteriana,
antiviral e hipocolesterolémica destes fungos. Ademais, eles conseguem realizar a
bioconversdo de compostos complexos e os tornar mais disponiveis para os animais
absorverem (BEDERSKA-LOJEWSKA et al., 2017; GALUCIO et al., 201 8).

Espécies de basidiomicetos tém histérico milenar na medicina chinesa, e os fungos que
produzem asparaginase, além do seu beneficio terapéutico de poder causar menos efeitos
adversos quando se utiliza dele como fonte (FREITAS et al., 2021; SARQUIS et al., 2004),
possuem uma importante contribui¢do para tornar o planeta mais sustentavel, ja que tém a
capacidade de enriquecer biomassas que seriam descartadas pela agroindustria,
transformando-as em produto de valor agregado, como biocombustiveis. (CONCEICAO et
al., 2022; PINTO et al., 2022; DE SALVI, 2011).

Estudos que relacionam L-asparaginase com fungos pertencentes ao filo Basidiomycota,
os principais em degradar os residuos lignoceluldsicos do meio ambiente, ainda sdo poucos.
Dois artigos foram encontrados sobre o tema. Eisele et al. (2011) estudaram a L-asparaginase
proveniente de Flammulina velutipes, e os resultados mostraram que ¢ uma fonte da enzima
atrativa para a industria alimenticia. Chakraborty et al. (2021) estudaram o Ganoderma
australe, onde foi relatado, pela primeira vez, G. australe como fonte potencial de

L-asparaginase livre de urease.

1.4 Residuo agroindustrial como substrato

A industria agricola produz muitos residuos que sdo desperdigados, e por conta das
politicas de descarboniza¢do que vém surgindo, biomassas lignocelulésicas como cascas de
frutas, cascas de castanhas, bagago de cana-de-agucar, cascas de arroz e feijdo, tém ganhado
um enorme interesse para a obten¢do de produtos de valor agregado, como, por exemplo,

biocombustiveis e moléculas bioativas (PINTO et al., 2022; FERNANDES et al., 2020). Além



12

disso, a aplicabilidade desses residuos em fungos pode melhorar e aumentar a produgdo de
enzimas, como proteases em farelo de trigo, amilases em casca de mandioca (CRUZ et al.,
2011) e xilanases em bagaco de cana e casca de soja (CUNHA, 2016).

A relagdo carbono/nitrogénio ¢ um dos pilares mais importantes para a produgdo e
atividade das enzimas (ALONSO et al., 2007). Além disso, também interfere diretamente no
crescimento e esporulagdo dos fungos. Uma alta concentracdo de nitrogénio limita a
esporulacdo (CUTRIM et al., 2006), assim como uma relagdo carbono nitrogénio elevada
como 10:1, pode contribuir para obtengdo de proteinas no meio de cultura, um excesso,
porém, como 50:1, pode tornar o meio favoravel para a producdo de metabdlitos secundarios
(CARDOSO, 2018), que sdo indesejados.

A casca de soja, por sua vez, possui uma relacdo carbono/nitrogénio de 24,27
(CARDOSO, 2018), se mostrando ser uma otima fonte de carbono para a produgdo de
enzimas em um meio de cultura, além de ser uma fonte de carbono economicamente viavel
(CUNHA, 2016).

Acerca da atividade terapéutica, alimenticia e sustentdvel dos basidiomicetos e da
L-asparaginase, este trabalho busca avaliar a presenga da enzima nesses fungos e a aplica¢do
deles em residuos agroindustriais. Além disso, a L-asparaginase usada atualmente no Brasil
para tratamento da leucemia linfoide aguda nf3o € nacional e ¢ de origem bacteriana,
apresentando algumas desvantagens ja citadas anteriormente. Novos trabalhos devem ser
feitos para avaliar e fortalecer o uso dessa fonte fingica em varias areas, ja que na literatura

encontram-se poucos estudos correlacionando basidiomicetos e L-asparaginase.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar a atividade enzimatica de L-asparaginase de

basidiomicetos em cultivo submerso com a adi¢do de casca de soja como residuo.

2.2 Objetivo especifico

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

- Screening qualitativo de 9 espécies de basidiomicetos;

- Screening qualitativo em placa das espécies selecionadas;
- Cultivo submerso em meio pré-definido;

- Quantificagdo da L-asparaginase do fermentado liquido;

- Cultivo submerso com residuo agroindustrial.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo dos meios de cultura

e Agar Batata Dextrose

o

O

Agar Batata Dextrose - 39 g
Agua destilada q.s.p. - 1 L

e Meio indutor de crescimento

@)

O

o

Agar Batata Dextrose - 2.4%
Extrato de levedura — 1%

Agua destilada q.s.p- 1L

e Meio Czapek Dox modificado (GULATTI et al. 1997)

o

@)

o

O

o

Glicose — 0,2%

L-asparagina ou nitrato de sddio - 1%

Fosfato de potassio bibasico (K,HPO,) - 0,152%
Cloreto de potassio (KCI) - 0,152%

Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) - 0,052%
Nitrato de Cobre (CuNO;.3H,0) - 0,001%
Sulfato de zinco (ZnS0O,.7H,0) - 0,001%
Sulfato de ferro (FeSO,.7H,0) - 0,001%

Agar Bacteriologico Europeu — 2%

Agua destilada q.s.p. - 1L

Vermelho de fenol em etanol (2,5 %) pH 7 - 360 pL.
Ajustar pH para 6,2 com HCI ou NaOH 1M

e (Caldo Czapek Dox modificado (BASKAR et al. 2012)

o

@)

o

L-prolina — 1,71%

L-asparagina - 1,38%

Nitrato de sddio - 1,99%

Glicose — 0,65%

Fosfato de potassio bibasico (K,HPO,) - 0,0152%
Cloreto de potassio (KCI) - 0,052%

Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) - 0,052%

14
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o Ajustar pH para 6,5 com HCl ou NaOH 1M
e Cultivo submerso com residuo agricola (CARDOSO, 2018)
o Fosfato de potassio bibasico (K,HPO,) - 0,15%
o Cloreto de potassio (KCI) - 0,052%
o Sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0) - 0,052%
o Sulfato de ferro (FeSO,) - 0,001%
o Sulfato de zinco (ZnSOs) - 0,001%
o Sulfato de cobre (CuSOs) - 0,001%
o Sacarose —0,1%
o Extrato de levedura — 0,2%
o Residuo agricola (casca de soja) - 0,5%
o L-asparagina —2,8%
o L-prolina —4,0%
o Caldo batata dextrose — 0,75%

3.2 Preparo do residuo

A casca de soja foi cedida gentilmente pela Damha Agronegocios, localizada na
Fazenda Menina, em Itapura, Sdo Paulo. O residuo foi autoclavado por 2 horas a 121°C e
pressdo 1 atm, para a quebra da lignocelulose. Apds esse processo, foi lavado em agua
corrente. Em seguida, a casca de soja foi seca em estufa de circulagdo de ar a 60°C por 72
horas.

Para o cultivo em estado liquido, as cascas foram moidas com um moedor de café e

tamisado para obtencdo de um p6 fino de 710 um.

3.3 Reativacao dos fungos

Este trabalho foi realizado a partir de cepas de basidiomicetos pertencentes a colegéo
de fungos da Embrapa Agroenergia, fornecidas gentilmente pelo Dr. Felix Gongalves
Siqueira, pesquisador da Embrapa Agroenergia. Primeiramente, as cepas cedidas foram
reativadas em meio Agar Batata Dextrose (BDA). Os basidiomicetos inoculados foram
repicados posteriormente em meio indutor de crescimento (Agar Batata Dextrose + 1% de
extrato de levedura). Permaneceram em estufa a 28°C por 7 dias. Os fungos foram: FPB 102,

FPB 104, FPB 109, FPB 115, FPB 116, FPB 117.2, FPB 117.2, FPB 119 e E2RC.
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3.4 Analise qualitativa em placa

A analise qualitativa foi realizada com o meio Agar Czapek-Dox modificado,
conforme descrito por Gulati em 1997 (GULATI et al., 1997). O 4gar utilizado contém
vermelho de fenol, um indicador de pH. Se alcalino, o meio se apresenta rosa avermelhado,
sugerindo a presenca de L-asparaginase e se acido, se apresenta amarelado. Isso se da porque
a producdo de L-asparaginase quebra a L-asparagnina em d4cido aspartico e amonia,
alcalinizando o meio de cultura.

O ensaio foi realizado em triplicata. Um disco do fungo repicado a partir do meio
indutor de crescimento foi colocado no centro das placas de Czapek-Dox modificado e das
placas controle, incubadas a 28°C e observadas apos 48h para a avaliagdo da coloragdo. Foram
feitos dois tipos de controle negativos, um contendo nitrato de sédio para substituir a
L-asparaginase e outro sem vermelho de fenol. Os dois tipos ndo devem apresentar a zona
avermelhada, j& que um ndo terd o indicador de cor e o outro ndo terd a enzima a ser
quebrada.

As placas que apresentaram coloragdo avermelhada sugerem a presencga da enzima, e
entdo o indice da zona dessas placas foi medido por meio da divisdo do didmetro da zona

colorida pelo didmetro da colonia fingica, como indica a equagdo abaixo.

didmetro da zona
diametro da colonia

indice de zona =

3.5 Cultivo submerso

Um disco de cada fungo que apresentou atividade de L-asparaginase foi transferido
para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio Czapek-Dox modificado, descrito
por Baskar et al. em 2012 (BASKAR et al, 2012) incubado a 28°C, a 120 r.p.m. em agitador
rotativo durante 14 dias.

Apbs esse periodo, os cultivos foram filtrados utilizando o funil de Biichner acoplado
ao kitassato, bomba de vacuo e papel filtro. A biomassa foi separada para a produgdo do

extrato enzimatico e o sobrenadante descartado.
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3.6 Obtencio do extrato enzimaitico

A biomassa separada da filtracdo foi preparada a uma concentracdo de 0,5 mg/mL
com tampdo Tris-HCl 50 mM de pH 8,6 pelo método de agitagdo com barra magnética, nas
condi¢des de 700 r.p.m. por 1 h, em temperatura ambiente (MUSSAGY et al., 2022).. Apos
esse tempo, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante coletado e reservado para a

quantificagdo de L-asparaginase e teor de proteinas.

3.7 Teor de proteina

A quantificacdo de proteinas dos extratos enzimaticos foi realizada com o kit Pierce
BCA (Thermo Scientific). Essa metodologia ¢ baseada na reduc¢do de Cu™ a Cu'' e na
detecgdo colorimétrica do cation do cobre por acido bicinconinico (BCA).

Em uma microplaca, 25 pl. das amostras foi colocado em triplicata nos pogos e 200
uL. do reagente foi adicionado a essas amostras. Para o branco, também feito em triplicata, foi
adicionado 25 pL do tampao Tris-HCl a 50 mM pH 8,6 substituindo as amostras. A
microplaca foi levada para a leitora de microplacas e foi incubada a 37°C por 30 minutos, e
posterior leitura a 562 nm.

A curva padrio (Figura 1) foi feita em triplicata em microplaca, com concentragdes
diferentes dos reagentes do kit Pierce BCA e o tampao Tris-HCI a 50 mM pH de 8,6. A

microplaca foi entdo incubada a 37°C por 30 minutos na leitora.

"
-

i hiincin

Al

Concentragio v =10001x + (0313

Figura 1 — Curva padréo do teor de proteina de autoria propria.
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3.8 Quantificacdo de L-asparaginase

A quantificacdo da L-asparaginase foi realizada por meio do método do acido
L-aspartil-beta-hidroxamico (AHA), segundo Drainas et al. (1977). Conforme a Figura 2, na
presenga de L-asparaginase, quando o &cido aspartico reage com a hidroxilamina, o
beta-hidroxamato-aspartico € formado. Ao adicionar o 4cido tricloroacético, &cido cloridrico e
cloreto férrico essa reacdo ¢ parada e o cloreto férrico age com o beta-hidroxamato-aspartico,
formando o beta-hidroxamato aspartico férrico, sendo o agente colorimétrico dessa reagdo.
Sendo assim, com essa reag¢do colorimétrica, é possivel quantificar a L.-asparaginase por meio

da leitura a 500 nm no espectrofotometro.

0
HM L-asparagi HO
OH asparaginase OH + NH,
0 NH, NH2
asparagina acido aspartico
0 L")H 0
L-asparaginase
O NH; 0 NH,
acido aspartico hidroxilamina B-hidroxamato aspartico
OH 0 o) 0
Hfl\l HCI Hh[l +3
OH + FeCI3 WLOH Fe
O N, TCA | ® B [

f-hidroxamato aspartico

(-hidroxamato aspartico férrico

Figura 2 - Mecanismo de reacdo da asparagina com hidroxilamina mediado pela L-asparaginase para a formag&o

do complexo B-hidroxamato aspartico férrico, segundo Freitas (2019).

O célculo da quantidade de L-asparaginase € feito a partir da equagéo abaixo.

(umol B—hidroxamato aspartico)
(volume da amostra) x (tempo de reagado)

LASNase =
mL
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A atividade especifica de L-asparaginase em U/mg,qeina € calculada a partir da

equacdo abaixo.

. L U
Atividade enzimatica em ——

U
——ASNase = - .
mg Teor de proteinaem-—_ -

A atividade especifica de U/g € calculada a partir da equagdo abaixo.

.. L U
Atividade enzimética em -

U
—ASNase = -~
g Concentragio de células em— -

A curva padrio (Figura 3) foi feita em triplicata, com concentra¢des diferentes da
solug¢do padrdo de beta-hidroxamato 5 mM/L com o tampao Tris-HCl a 50 mM pH de 8,6 e
solugdo de cloreto férrico, tricloroacético e acido cloridrico. As misturas de solugdes foram

transferidas para cubetas e lidas no espectrofotometro a 500 nm.

Abaorbineta

Figura 3 — Curva padrio para quantificagcdo de L-asparaginase de autoria propria.

3.9 Peso seco

Para definir o peso seco das amostras, os fungos que foram filtrados para a
quantificagdo de L-asparaginase foram pesados em balanga de umidade. Sabendo-se a

umidade presente em cada cultivo, foi possivel avaliar o peso seco dos fungos em grama.
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3.10 Cultivo em residuo agroindustrial

O basidiomiceto que apresentou maior quantidade de L.-asparaginase e atividade
especifica, além de um crescimento satisfatorio foi selecionado para o cultivo submerso com
residuo agroindustrial. O residuo a ser utilizado foi a casca de soja.

Em triplicata, 50 mL do meio de cultura foi transferido para o Erlenmeyer de 250 mL,
e um disco do fungo escolhido, FPB 104, foi inoculado em cada uma das vidrarias. Os
cultivos permaneceram sete dias em shaker a 120 rpm e 28°C.

Apds os 14 dias, os cultivos foram retirados do shaker, filtrados com papel filtro e

reservados para os testes de quantificagdo de L-asparaginase e teor de proteina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise qualitativa em placa

O método qualitativo em placa mostrou a formacéo da zona avermelhada em 3 dos 9
fungos isolados apos 48 horas de incubacdo em estufa a 28°C (Figura 4). Nenhuma das placas
controle apresentou a formacdo da zona avermelhada, indicando a validacdo dos controles
negativos. Os indices de zona estdo apresentados na Tabela 1.

Um estudo feito por Freitas (2021) revelou a zona avermelhada nos controles
contendo nitrato de soédio no lugar da asparaginase, e isso pode ser explicado pela
possibilidade de os fungos terem transformado esse sal em amonia, elevando o pH e
alcalinizando a placa (FREITAS, 2021).

Chakraborty et al. (2021) encontrou um indice de zona de 5.58 apds 120 horas,
significativamente maior, provavelmente por conta do tempo de incubacdo.
(CHAKRABORTY et al., 2021).

Ashok et al. (2019) obteve o maior valor de indice de zona de 5,8 cm ap6s 96 horas de
incubagdo para Trichosporon asahii IBBLAI1, enquanto Freitas (2021) teve os melhores
resultados na cepa Aspergillus sp. DCFS1 em 48 horas de incubagéo, apresentando um indice
de zona de 4,55 cm. Alguns isolados de Penicillium sp. também apresentaram resultados
préximos ao méaximo encontrado. No presente estudo, o fungo com o maior indice de zona foi

o FPB 104, com 2,75.

FPB
102

FPB |
104

112

Figura 4 - Triagem qualitativa da producfio de L-asparaginase. A imagem esta dividida em trés linhas, sendo a
primeira referente ao FPB 102, a segunda ao FPB 104 e a terceira do FPB 119. Controles com nitrato de sédio
substituindo a asparagina (A) e controles que ndo possuem o indicador vermelho de fenol (B).

Fonte: Imagem de autoria propria.
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Tabela 1 — Valores de indice de zona dos basidiomicetos FPB 102, FPB 104 e FPB 119 apos
48h de incubacéo a 28°C.

Média do diametro da Média do diametro da

Basidiomiceto indice da zona
zona (mm) coldnia (mm)
FPB 102 56,33 26,75 2,11
FPB 104 58,74 21,39 2,75
FPB 119 40,57 23,38 1,74

4.2 Analise quantitativa de L-asparaginase em cultivo submerso

A atividade de L-asparaginase nos trés fungos selecionados foi analisada, e os
resultados variaram de 0,52 a 0,84 U/g, referentes ao FPB 102 e FPB 104, respectivamente.
A atividade da enzima também foi medida em U/mL e U/mg,;yin, (Tabela 2).

Nos estudos de Freitas (2019), Mucor sp. DCFTP7 apresentou um resultado de 2,29
U/g.» consideravelmente maior do que os resultados encontrados no presente estudo. Em
2018, Padua (2018) encontrou 2,41 U/g.4 na cepa de Diaporthe sp. URM7793, valor superior
ao de Freitas (2021).

Os dois estudos citados foram feitos com fungos do filo Ascomiceto, diferentemente
do presente trabalho. Filos diferentes podem interferir no resultado final, o que pode explicar
o resultado consideravelmente maior dos dois estudos.

Eisele et al. (2011), quantificou a atividade hidrolisante de L-asparaginase de 16
U/mL, com gene de Flammulina velutipes expresso em Escherichia coli. J4 em 2021,
Chakraborty et al. (2021) encontrou uma atividade enzimatica de 1,57 U/mL, pelo método de
Nessler, o qual quantifica a amodnia liberada na reagéo.

Segundo a Tabela 2, o peso seco variou de 0,45 a 0,62 g. O FPB 102 teve um resultado
maior no peso seco, indicando que em 50 mL de meio de cultura, ele se destaca na quantidade
de crescimento de células, enquanto o FPB 104 apresentou o menor resultado.

O teor de proteina foi avaliado, e os valores variaram de 2,25 a 2,69 mg/mL (Tabela 2).
O fungo FPB 102 apresentou o maior teor de proteinas, e o FPB 104 apresentou o menor. A
atividade especifica variou de 0,12 a 0,17 U/mg > apesar do alto valor de proteinas, a
atividade mostra que ha varias outras presentes além da L-asparaginase. Essas proteinas sdo
derivadas do metabolismo secundario, que ocorre apds a baixa de fontes de nutrientes

primarias (SOUZA, 2009).
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Tabela 2 - Quantificag@o de L-asparaginase, proteina e peso seco dos basidiomicetos FPB
102, FPB 104 ¢ FPB119.

L-ASNase Proteina Peso seco
Basidiomiceto
U/ mL U/ mgpmteina U/ el (mg/mL) (g)
FPB 102 0,33 + 0,01 0,12+ 0,004 0,52 +0,02 2,69 0,62 + 0,04
FPB 104 0,38+0,03 0,17+0,01 0,84 +0,06 2,25 0,45+ 0,07
FPB 119 0,30+0,03 0,16+0,01 0,49 +0,06 2,29 0,61 +0,08

O teor de proteina foi avaliado, e os valores variaram de 2,25 a 2,69 mg/mL (Tabela 2).
O fungo FPB 102 apresentou o maior teor de proteinas, e o FPB 104 apresentou o menor. A
atividade especifica variou de 0,12 a 0,17 U/mgyeine» apesar do alto valor de proteinas, a
atividade mostra que ha varias outras presentes além da L-asparaginase. Essas proteinas sdo

derivadas do metabolismo secunddrio, que ocorre apds a baixa de fontes de nutrientes

primarias (SOUZA, 2009).

4.3 Triagem do basidiomiceto para cultivo submerso

Para definir o fungo a ser aplicado no residuo, os trés basidiomicetos que
apresentaram producdo de L-asparaginase foram comparados. Os parametros utilizados foram
a média do peso de células secas (g) (Figura 5), atividade especifica em U/g. (Figura 6) e em

U/ mgproteina (F igur a 7)

(= %

Peso seco (g)
=]
=

FPB 102 FPB104 FFPB119

Figura 5 - Média do peso seco (g) dos basidiomicetos FPB 102, FPB 104 e FPB 119 cultivados em meio Czapek
Dox modificado por 14 dias a 28 °C.
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Alividade especifica (L{g)

Figura 6 - Média da atividade especifica em U/g, dos extratos aquosos de FPB 102, FPB 104 e FPB ,119

cultivados em meio Czapek Dox modificado por 14 dias a 28 °C.
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FFB 102 FPB104 FPB119

Atividade especifica (Lfmg)

Figura 7 - Média da atividade especifica em U/mgyein, d0s extratos aquosos de FPB 102, FPB 104 e FPB 119

cultivados em meio Czapek Dox modificado por 14 dias a 28 °C.

Em relag¢do ao peso seco (Figura 5), o FPB 102 obteve o maior resultado, seguido do
FPB 119, e o FPB 104 por ultimo. O fungo FPB 104 apresentou a maior atividade especifica
em U/g., seguido pelo FPB 102 e FPB 119, como demonstra a Figura 6. Na atividade
especifica de U/mg,,qin, mostrada na Figura 7, o FPB 104 obteve o maior resultado, enquanto
o FPB 102 apresentou o menor. O basidiomiceto FPB 104 se destacou nos resultados de

atividade especifica, apesar de apresentar baixo peso seco comparado as outras espécies.

4.4 Cultivo submerso em residuo agroindustrial

Os meios utilizados contém como fonte de nitrogénio somente a L-asparagina ¢ a

L-prolina. A asparagina possui dois nitrogénios em sua composi¢do (C,HgN,O;), enquanto a
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prolina possui um (CsHsNO:). Em cada meio a relagcdo carbono/nitrogénio se modifica por
conta da quantidade dos aminodacidos e de fontes de carbono em cada meio. No Czapek dox
modificado, a alteragdo para o meio tradicional é justamente a adi¢do de L-asparagina e
L-prolina, que além de quantificar a produ¢do da enzima L-asparaginase, tem a funcdo de
obter essa relagdo carbono/nitrogénio. A adi¢@o da casca de soja no meio de cultivo submerso
tem o objetivo de adicionar mais uma fonte de carbono para o crescimento fungico.

Os meios de cultura utilizados nos outros testes contém outras fontes de carbono,
como a glicose, o extrato de levedura e o caldo batata dextrose. O meio utilizado para cultivo
submerso com residuo agricola contém a casca de soja como fonte adicional de carbono,
segundo Cardoso (2018), a casca de soja possui o valor de 24,27 dessa relacdo. A relagdo

carbono/nitrogénio nesse meio foi de 5,15.

Tabela 3 — Quantificagdo de L-asparaginase e proteina do basidiomiceto FPB 104.

L-ASNase
Basidiomiceto Proteina (mg/mL)
U/ mL U/ mgproteina

FPB 104 0,14+0,01 0,30+0,03 0,447

Como indicado na Tabela 3, a atividade especifica em U/mg i, foi de 0,30
U/mg otein» quase o dobro do encontrado anteriormente. A casca de soja teve um papel
importante nisso, e a relagdo carbono/nitrogénio possivelmente reduziu a producdo de
metabolitos secundarios. Estes resultados demonstram o potencial do uso de casca de soja
como fonte de carbono para a produgdo de L-asparaginase em basidiomicetos.

O peso seco, assim como a atividade especifica em U/g.y ndo foram mensurados, pois
ndo foi possivel separar as células fungicas da biomassa de casca de soja, ja que o fungo se
liga diretamente a ela.

Para a produ¢do de L-asparaginase em cultivo submerso, Cardoso (2018) obteve
melhores resultados utilizando o farelo de trigo (CARDOSO, 2018). Em 2016, Pereira
encontrou que a casca de soja € um 6timo substrato na producdo de xilanase, mananase,
carboximetilcelulase e B-glicosidase, sendo as atividades mais expressivas para xilanase, 13,4

U/mL (PEREIRA, 2016).
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5 CONCLUSAO

Em relacdo a quantificagdo de L-asparaginase nos basidiomicetos avaliados, o FPB
104 expressou a enzima em maior quantidade que os outros fungos avaliados, € quando foi
cultivado em casca de soja, se observou um aumento na atividade especifica em U/mg;oeina
para a enzima de interesse. O resultado foi de 0,17 U/mgoeina para o cultivo submerso em
meio Czapek Dox modificado e 0,30 U/mgin, para o cultivo submerso com casca de soja.

Os estudos encontrados, que relacionam basidiomicetos a produgdo de L-asparaginase,
ndo aplicam residuo agricola. Muitas pesquisas ainda sfo necessarias para avaliar se essa

fonte € realmente viavel, em questdes econdmicas, farmacoldgicas, biologicas e produtivas.
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