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RESUMO 
 

A enzima L-asparaginase (L-asparagina amidohidrolase, EC 3.5.1.1) promove a 
hidrólise do aminoácido L-asparagina em ácido aspártico e amônia. Esta enzima é 
utilizada atualmente para o tratamento de leucemias, principalmente a Leucemia 
Linfoide Aguda (LLA), e na indústria de alimentos para minimizar a formação de 
acrilamida. Apesar de sua importância, a L-asparaginase tem alto custo de mercado 
e requer elevado grau de pureza para aplicação terapêutica. Além disso, a L-
asparaginase disponível para uso terapêutico é de origem bacteriana, o que causa 
uma série de efeitos adversos, diminuindo a eficácia do tratamento. Neste contexto, 
o objetivo deste estudo foi a obtenção de L-asparaginase a partir do cultivo de 
fungos filamentosos utilizando diferentes métodos de fermentação (submersa e 
estado sólido), selecionando as melhores condições para a sua produção e 
caracterizando a atividade da L-asparaginase presente no extrato bruto. A partir do 
rastreamento em meio solidificado em placa de Petri, o maior índice de hidrólise (IH 
= 2,8) foi obtido com o fungo Aspergillus niveus, o qual foi selecionado para conduzir 
a produção de L-asparaginase em fermentação submersa (FSbm) e em estado 
sólido (FES). A FES foi a fermentação selecionada uma vez que não foi detectada 
atividade L-asparaginolítica no filtrado obtido da FSbm. Desta forma, as influências 
de diferentes parâmetros (substrato, solução umidificante e tempo de cultivo) sobre a 
produção enzimática em FES foram analisadas. A mistura M1 constituída de farelo 
de trigo, soja moída e casca de laranja (1:0,5:1 m/m/m), umidificada com solução de 
sais Czapek Dox na proporção 1:0,5 (m/v) proporcionou maior produção enzimática 
(0,22 U/g de substrato), em 48 h de cultivo. A L-asparaginase presente no extrato 
bruto apresentou maior atividade na faixa de pH de 4,0-5,0 e de temperatura de 30-
45ºC. A enzima foi estável por 2 h quando mantida no pH 5,0 e em uma ampla faixa 
de temperatura (30-65ºC) por 50 min. Alguns compostos favoreceram a atividade 
enzimática como CoCl2 e os solventes butanol, etanol, isopropanol e metanol. Já o 
surfactante SDS causou total inibição da atividade enzimática. Com este estudo foi 
possível constatar que o fungo A. niveus é uma potencial fonte de L-asparaginase, 
indicando que a FES pode ser utilizada para selecionar uma enzima mais específica 
e estável, a qual pode beneficiar tanto a indústria alimentícia, quanto a farmacêutica. 
 
Palavras-chave: L-asparaginase, fermentação em estado sólido, Aspergillus, fungos 
filamentosos, mistura de substratos. 

 



ABSTRACT 
 

The L-asparaginase enzyme (L-asparagine amidohydrolase, EC 3.5.1.1) promotes 
the hydrolysis of the L-asparagine amino acid in aspartic acid and ammonia. This 
enzyme is currently used in the treatment of leukemias, mainly acute lymphoblastic 
leukemia (ALL), and in food industry to prevent the formation of acrylamide. Despite 
its importance, L-asparaginase has a high market cost and a high degree of purity is 
required for its therapeutic application. In addition, the L-asparaginase available for 
therapeutic use comes from bacteria which causes a number of adverse effects, de-
creasing the effectiveness of the treatment. In this context, the aim of this study was 
the obtainment of a L-asparaginase from filamentous fungi culture using different 
fermentation methods (submerged and solid state), selecting the best conditions for 
its production and the characterization of the L-asparaginase activity present in the 
crude extract. After screening on solid medium in Petri dishes, the highest hydrolysis 
index (HI = 2.8) was obtained with the fungus Aspergillus niveus, which was selected 
for the production of L-asparaginase using both submerged fermentation (SF) and 
solid state fermentation (SSF). The SSF was the chosen fermentation since no L-
asparaginolytic activity was detected in the SF. Thus, the influences of some parame-
ters (as substrate, moisturizing solution and incubation time) on the enzymatic pro-
duction in SSF were analyzed. The M1 mixture consisting of wheat bran, ground 
soybeans and orange peel (1:0.5:1 w/w/w), humidified with Czapek Dox salts solution 
in the ratio of 1:0.5 (w/v) provided the highest enzymatic activity (0.22 U/g of sub-
strate) with 48 h of fermentation. The L-asparaginase present in the crude extract 
showed a higher activity in the pH range of 4.0-5.0 and temperature of 30-45ºC. The 
enzyme was stable at pH 5.0 for 2 h of incubation and under temperatures ranging 
from 30 to 65ºC for 50 min. Some compounds increased the enzyme activity such as 
CoCl2 and the solvents: butanol, ethanol, isopropanol and methanol. However, the 
SDS surfactant caused total enzymatic inhibition. It was possible to verify with this 
study that the fungus A. niveus is a potential source of L-asparaginase, indicating 
that the SSF can be used to select a more specific and stable enzyme, which can 
benefit both the food industry and the pharmaceutical industry. 
 

Keywords: L-asparaginase, solid state fermentation, Aspergillus, filamentous fungi, 

mixture of substrate. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 L-asparaginase 

 

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

com significante importância na área médica, farmacêutica e alimentícia. 

Pertencente ao grupo das amidases, sua principal ação consiste na hidrólise da L-

asparagina em ácido L-aspártico e amônia. Porém, a L-asparaginase também pode 

hidrolisar a L-glutamina em ácido L-glutâmico e amônia. (SARQUIS et al., 2004). 

Esta enzima tem sido encontrada em plantas, como Capsicum annuum L 

(SHANMUGAPRAKASH et al., 2015) e Withania somnifera L. (OZA et al., 2009), 

alguns animais, como porquinhos da índia (SHRIVASTAVA et al., 2016), em 

bactérias como Escherichia coli,  Erwinia chrysanthemi e Bacillus cereus (FENG et 

al., 2019), em leveduras como Saccharomyces cerevisiae (COSTA et al., 2016) e 

Candida utilis (RAJA et al., 2016), e em fungos filamentosos como Aspergillus 

terreus (BALASUBRAMANIAN et al., 2012), Aspergillus niger (ZIA et al., 2013; DIAS 

et al., 2015), Rhizomucor miehei (HUANG et al., 2014) e Aspergillus oryzae (DIAS et 

al., 2017). Foi a primeira enzima terapêutica com propriedades antineoplásicas a ser 

extensivamente estudada ao redor do mundo (BATOOL et al., 2016). As 

investigações sobre as propriedades terapêuticas da L-asparaginase tiveram início 

em 1953, quando Kidd constatou que a injeção de soro de porquinhos-da-índia tinha 

a capacidade de causar a regressão de linfomas em camundongos. Mas foi somente 

em 1961 que Broome comprovou que a propriedade antitumoral do soro de 

porquinho-da-índia era devido à presença da L-asparaginase (BATOOL et al., 2016). 

Além da sua função antitumoral, também desempenha importante papel na 

indústria alimentícia, pois hidrolisa a acrilamida, um composto produzido quando 

alguns alimentos são submetidos a altas temperaturas de processamento, trazendo 

riscos à saúde (CIESAROVÁ; KISS; BOEGL, 2006). 

O mecanismo de ação da L-asparaginase, ilustrado na Figura 1, ocorre em 

duas etapas. Na primeira, o alvo é o carbono amida da L-asparagina, o qual sofre 

um ataque do resíduo nucleofílico da enzima, ativado por uma base forte. É gerado 

então, um intermediário β-acil-enzima. Na segunda etapa da reação, o ataque ocorre 

no carbono éster, desta vez, feito por um nucleófilo ativado por uma molécula de 

água (CACHUMBA et al., 2016; SOLER, 2015). 
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Este mecanismo de ação se assemelha ao mecanismo clássico das serina-

proteases, visto que suas atividades dependem de um grupo de aminoácidos 

conhecidos como tríade catalítica. Esta tríade catalítica é composta por um 

aminoácido nucleofílico, serina (Ser), um aminoácido de característica básica, 

histidina (His) e um aminoácido com caráter ácido, ácido aspártico (Asp), todos 

conectados por ligações de hidrogênio (CACHUMBA et al., 2016; SOLER, 2015). 

 

Figura 1. Mecanismo de ação da L-asparaginase. 

 

 
 

Fonte: adaptado de Cachumba et al., 2016. 

 

1.1.1 Estrutura molecular da L-asparaginase 

 

As L-asparaginases obtidas de Escherichia coli e de Erwinia crysanthemi já 

têm suas estruturas moleculares bem estabelecidas, devido ao fato de já terem sido 

estudadas extensivamente. A L-asparaginase pode apresentar-se de diversas 

formas, tais como hexaméricas, diméricas e monoméricas, dependendo da fonte da 

qual a enzima foi obtida (BATOOL et al., 2016). Entretanto, o tetrâmero de 

subunidades idênticas é a forma na qual a enzima funcional é encontrada, sendo 

sua massa molecular em torno de 140-160 kDa. Cada sítio ativo está localizado 

entre os domínios N-terminal e C-terminal de dois monômeros adjacentes. Portanto, 

a L-asparaginase pode ser considerada um dímero de dímeros (KOTZIA; LABROU, 
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2007). Na Figura 2 é possível observar as estruturas das L-asparaginases 

produzidas por Escherichia coli (A) e Erwinia crysanthemi (B). 

 

Figura 2. Estrutura da L-asparaginase II periplasmática de Escherichia coli (A) e 

estrutura da L-asparaginase de Erwinia chrysanthemi (B). 
 

 

Fonte: (A) Swain et al., 1993 (código PDB 3 ECA) e (B) Lubkowski et al., 2002 (código PDB 1O7J). 
 

 

Já na Figura 3 é apresentada a estrutura da L-asparaginase produzida por 

Aspergillus terreus. Saeed e colaboradores (2018) observaram que a enzima possui 

um total de 376 aminoácidos e uma massa molecular estimada em 42 kDa. A 

estrutura da L-asparaginase de A. terreus pode ser descrita como um 

homotetrâmero com quatro monômeros idênticos, semelhante a de E. coli  e a de 

Erwinia chrysanthemi. 
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Figura 3. Estrutura 3D prevista de L-asparaginase recombinante de Aspergillus 

terreus. (A) estrutura homo tetramérica, (B) resíduos do sítio de ligação da ASN 
(asparagina). 

 

Fonte: adaptado de Saeed et al., 2018. 

 

A estrutura primária da L-asparaginase de A. terreus, também permitiu aos 

autores concluírem que a enzima possui resíduos de aminoácidos catalíticos 

conservados para o substrato L-asparagina, sendo eles Thr60, Tyr74, Thr141, 

Asp142 e Lys214. Resíduos catalíticos também foram encontrados para a L-

glutamina, o que explica o fato da L-asparaginase também ser capaz de hidrolisar a 

L-glutamina (SAEED et al., 2018). 

Através de análises filogenéticas Saeed e colaboradores (2018) constataram, 

com relação aos aminoácidos e nucleotídeos, que a L-asparaginase obtida de A. 

terreus, possui grande similaridade com outras L-asparaginases produzidas por 

Aspergillus sp.. Com relação as L-asparaginases bacterianas foi constatado que 

estas possuem uma linha evolutiva diferente das enzimas fúngicas. 

1.1.2 Utilização da L-asparaginase na indústria farmacêutica 

 

O mercado global de enzimas de aplicação industrial foi avaliado em $ 4,61 

bilhões em 2016, e estima-se que chegará em $ 6,30 bilhões em 2022 (MARKETS 

AND MARKETS, 2016). O interesse econômico nestas proteínas cresce cada vez 

mais, devido a processos de produção mais baratos, de novas aplicações e 

descobertas de novas enzimas (VIMAL; KUMAR, 2019). 
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A aplicação de enzimas para fins farmacêuticos teve início há mais ou menos 

cinco décadas. São duas as razões pelas quais a utilização de enzimas na indústria 

farmacêutica é um sucesso: sua ação catalítica na conversão de inúmeras 

moléculas-alvo no produto desejado e sua alta especificidade pelo substrato (VIMAL; 

KUMAR, 2019). Atualmente, enzimas têm sido aplicadas na remoção de pele morta, 

em queimaduras (enzimas proteolíticas), no rebentamento de coágulos (enzimas 

fibrinolíticas) e na produção do L-DOPA, precursor da dopamina utilizada no 

tratamento da doença de Parkinson (tirosinase) (SINGH et al., 2016). Algumas 

destas enzimas ainda podem ser usadas no tratamento de câncer. É previsto que 

nas duas próximas décadas, a ocorrência de câncer no mundo aumente em 70% 

(FERNANDES et al., 2016), o que reforça a importância de enzimas como a 

glutaminase e a L-asparaginase. 

Atualmente, a L-asparaginase de utilização terapêutica provem das bactérias 

Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi. São variados os efeitos adversos do 

tratamento com a L-asparaginase disponível no mercado, como anafilaxia, 

hiperglicemia, trombose, disfunção hepática, pancreatite, distúrbios de coagulação e 

disfunção cerebral, entre outros. As principais causas desses efeitos adversos são a 

produção de anticorpos anti-asparaginase e a atividade glutaminásica da L-

asparaginase (DORIYA; KUMAR, 2016; VAN DEN BERG, 2011).  

A produção de anticorpos se dá devido ao fato de que quanto maior e mais 

complexa for uma proteína/enzima, maior imunogenicidade ela poderá causar em 

outro organismo. Neste caso, a L-asparaginase utilizada clinicamente, de origem 

bacteriana, possui uma massa molecular de 140 kDa ou mais, e sua estrutura é 

complexa, sendo formada por quatro subunidades idênticas. Isso aumenta a 

possibilidade de a enzima ser reconhecida como estranha ao organismo e ativar o 

sistema imune para a produção de anticorpos (MÜLLER; BOSS, 1998). Este 

processo agrava a degradação da enzima, o que aumenta sua inativação e 

diminuição da atividade do fármaco. Quando há reação imunológica contra o 

medicamento, uma alternativa é trocar a droga utilizada, mas este método nem 

sempre funciona (DORIYA; KUMAR, 2016; VAN DEN BERG, 2011). Quanto à 

atividade glutaminásica da L-asparaginase, esta se dá devido à semelhança 

estrutural dos aminoácidos asparagina e glutamina, que faz com que suas hidrólises 

sejam semelhantes (CACHUMBA et al., 2016). 
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Observa-se ainda que, as formulações contendo L-asparaginase, 

comercializadas atualmente, são compostas de amidohidrolases e, não apenas, de 

L-asparaginase. A presença de glutaminase e urease nestas preparações leva à 

hidrólise da glutamina e ureia presentes no sangue, causando toxicidade. Neste 

sentido, estudos buscam L-asparaginases com maior afinidade pela L-asparagina, 

além da ausência de atividade de glutaminase e urease, com o intuito de produzir 

um medicamento com um índice terapêutico maior (DORIYA; KUMAR, 2016; 

CACHUMBA et al., 2016).  

A L-asparaginase tem sido empregada no tratamento do câncer, 

principalmente de leucemias, como a leucemia linfoide aguda (LLA) infanto-juvenil. 

Esta enzima, como pode ser observado na Figura 4, hidrolisa toda a asparagina 

presente na circulação sanguínea em ácido aspártico e amônia, o que causa uma 

depleção na síntese proteica das células tumorais, prejudicando a proliferação das 

mesmas. Isto porque estas células necessitam de grande quantidade de asparagina 

para manter seu ritmo de crescimento, porém, não possuem, ou possuem em baixa 

quantidade, a enzima L-asparagina sintetase, capaz de sintetizar este aminoácido, 

sendo dependentes da L-asparagina presente na corrente sanguínea (CACHUMBA 

et al., 2016; DORIYA; KUMAR, 2016). As células saudáveis, por sua vez, não sofrem 

danos, visto que demandam baixa quantidade de L-asparagina, que é suprida pela 

enzima asparagina sintetase (VERMA et al., 2007; KOTZIA; LABROU, 2007). 
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Figura 4. Atuação da L-asparaginase na corrente sanguínea no tratamento da LLA. 

 

Fonte: adaptado de Cachumba et al., 2016. 

 

1.1.2.1 Contexto da L-asparaginase no mercado farmacêutico 

brasileiro 

 

Sendo a L-asparaginase uma enzima de importância tanto na indústria 

farmacêutica, quanto na alimentícia, seu mercado global vem crescendo ao longo 

dos anos e é liderado pela América do Norte, seguida da Europa Ocidental 

(Transparency Market Research). 

A L-asparaginase vem ocupando espaço na mídia brasileira há algum tempo, 

devido aos problemas encontrados para sua aquisição pelos hospitais. Até 2012, a 

L-asparaginase era adquirida do laboratório Bagó, que detinha o registro no Brasil, 

com o nome comercial de Elspar. Porém, em dezembro de 2012, a Bagó perdeu o 

registro sanitário do Eslpar na ANVISA, e em março de 2013 a mesma empresa 

solicitou o registro de outro medicamento, o Aginasa/Medac, nunca antes utilizado 

no Brasil. A SOBOPE (Sociedade Brasileira de Oncologia Pediátrica), já vinha 

alertando, desde janeiro de 2013, para a dificuldade de adquirir a L-asparaginase, 

sendo que esta já estava em falta em diversos hospitais do país. Devido a este 

caráter emergencial, a ANVISA liberou, mesmo sem o registro sanitário, a 
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importação da Aginasa/Medac, fornecida pela Bagó, para abastecer os hospitais até 

dezembro de 2014. Já em maio de 2015, a ANVISA negou o pedido de registro do 

Aginasa/Medac, dois anos após sua solicitação, devido a pendências como, falta de 

certificado de boas práticas, registro no país de origem e ausência de relatórios dos 

estudos clínicos. Então, uma licitação foi aberta e o medicamento Leuginase, 

fornecido pelo laboratório Beijing/Xetley, foi selecionado. Além de mais barato, 

possui todos os documentos exigidos para a sua importação. A diferença entre os 

preços é gigantesca. Enquanto o preço do Leuginase é USD 38 a unidade, o 

Medac/Bagó custa USD 582,17 e o da Sigma-Tau/Baxter (PEG-asparaginase) USD 

1.619,10 a unidade. Desta maneira, o Ministério da Saúde importou, em janeiro de 

2017, o Leuginase (GADELHA, 2017). 

A partir deste momento, a atenção da mídia se voltou para a L-asparaginase, 

já que havia críticas ao medicamento por parte de hospitais como o Boldrini, 

principalmente pelo fato de não existirem estudos clínicos do mesmo. Entretanto, o 

medicamento utilizado anteriormente também não possuía estudos clínicos, e a 

própria SOBOPE dispensa os estudos clínicos e consolida a eficácia da L-

asparaginase, baseada em dados da literatura nacional e internacional. Diversas 

reportagens surgiram na mídia, na tentativa de invalidar o uso do medicamento 

chinês, com acusações quanto à sua qualidade. Todavia, a análise do Leuginase por 

6 diferentes laboratórios, dentre eles INCQS/Fiocruz, não demonstrou a presença de 

contaminantes que possam causar danos aos pacientes e a ação enzimática está 

dentro do esperado para o tratamento de câncer (GADELHA, 2017). 

Como pode ser observado, questionamentos vêm sendo levantados a 

respeito da L-asparaginase em uso no Brasil. Além disso, a baixa produção destes 

medicamentos não supre sua demanda, o que causa aumento nos custos e reforça 

a necessidade de melhorar as condições de produção desta enzima (VIMAL; 

KUMAR, 2017). No mercado estão disponíveis até o momento três tipos de L-

asparaginase: L-asparaginase nativa, L-asparaginase peguilada (PEG-

asparaginase), ambas obtidas de Escherichia coli e a L-asparaginase proveniente de 

Erwinia chrysanthemi (Crisantaspase) (KAWEDIA; RYTTING, 2014). Como citado 

acima, o valor da L-asparaginase é alto, devido ao elevado custo de sua produção. 

Sendo assim, diminuir os custos para a produção desta enzima é algo muito positivo 

para viabilizar a produção da mesma no Brasil, para que no futuro não seja 

necessária a sua importação.  
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Neste sentido, faz-se necessária a exploração de novas técnicas de produção 

de L-asparaginase, bem como novos microrganismos capazes de produzi-la, na 

tentativa de obterem-se maiores quantidades de enzima em um processo mais 

barato e eficaz. 

1.1.3 Utilização da L-asparaginase na indústria alimentícia 

 

Outra aplicação das enzimas é na indústria de alimentos e bebidas, sendo 

esperada neste segmento, uma arrecadação de $ 2,3 bilhões até 2020 (MARKETS 

AND MARKETS, 2016). Neste setor, as enzimas podem ser utilizadas na fabricação 

de pães, desde o aprimoramento da farinha até para manter o pão fresco por mais 

tempo, em laticínios, melhorando as características organolépticas do produto, e na 

fabricação de bebidas para a clarificação de sucos (amilases) e produção de 

cervejas de maior qualidade (SINGH et al., 2016). 

Para a indústria alimentícia, a importância da L-asparaginase é impedir a 

formação da acrilamida, um composto tóxico formado em alimentos submetidos a 

altas temperaturas e baixa umidade, devido à conversão incompleta ou aquecimento 

de matéria orgânica (TAREKE et al., 2002). A L-asparaginase hidrolisa a L-

asparagina naturalmente presente em alimentos ricos em amido, minimizando a 

formação de acrilamida, sem afetar outros aminoácidos, o que, geralmente, mantém 

intactas as características e qualidade do alimento (DORIYA; KUMAR, 2016). Mais 

detalhadamente, o aminoácido L-asparagina é o precursor da Reação de Maillard 

(Figura 5), reação esta que proporciona as características de coloração marrom e 

crocância aos alimentos fritos e assados. Todavia, a acrilamida também é formada 

neste processo, a partir da reação da L-asparagina com açúcares redutores. Sendo 

assim, a aplicação da L-asparaginase em alimentos ricos em amido, antes de serem 

assados, grelhados ou fritos, diminui significativamente a formação de acrilamida, 

sem interferir nas características sensoriais desejáveis dos alimentos (EL-NAGGAR; 

EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014). 

Apesar da diminuição dos níveis de asparagina ter um impacto favorável em 

minimizar a formação de acrilamida, as quantidades relativas dos precursores 

também influenciam. Ou seja, se a quantidade de açúcares redutores totais for 

superior à quantidade de asparagina em um alimento, eliminar a asparagina terá um 

efeito mais vantajoso para impedir a formação de acrilamida e vice-versa. Desta 
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maneira, trabalhos abordam que em batatas, a formação de acrilamida é 

proporcional à quantidade de açúcares redutores. Já para alguns cereais, a 

formação de acrilamida depende da concentração de asparagina presente (XU; 

ORUNA-CONCHA; ELMORE, 2016). 

 

Figura 5. Formação da acrilamida na reação de Maillard. 
 

 

 

 Fonte: adaptado de El-Naggar; El-Ewasy; El-Shweihy, 2014. 

 

A formação de acrilamida é uma preocupação para a indústria de alimentos, 

visto que a mesma apresenta efeito neurotóxico e carcinogênico (ROSÉN; 

HELLENÄS, 2002; TAREKE et al., 2002; CIESAROVÁ; KISS; BOEGL, 2006). Sendo 

assim, a indústria alimentícia tem usado há anos a L-asparaginase recombinante 

obtida de Aspergillus oryzae e Aspergillus niger para reduzir a formação de 

acrilamida em alimentos (PEDRESCHI et al., 2011). Estão disponíveis no mercado 

duas L-asparaginases utilizadas na indústria de alimentos. A primeira, lançada em 

2007, foi a PreventAse™, da empresa DSM. A segunda é o Acrylaway®, da empresa 
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Novozymes. O PreventAse™ é composto de L-asparaginase recombinante de 

Aspergiullus niger, a qual possui pH ótimo ácido, na faixa de 4 – 5, e temperatura 

ótima de 50ºC. Já o Acrylaway® é composto por L-asparaginase recombinante 

proveniente de Aspergillus oryzae, a qual tem atividade ótima em pH 7,0 e 

temperatura de 37ºC (XU; ORUNA-CONCHA; ELMORE, 2016). 

Utilizar a L-asparaginase como pré-tratamento em alimentos mostrou-se uma 

maneira efetiva de mitigar a formação de acrilamida. Pedreschi, Kaack e Granby 

(2008) observaram que as batatas incubadas durante 20 min a 40ºC com a enzima 

(antes de serem fritas) obtiveram redução de 30% de acrilamida. Em contrapartida, 

quando as batatas foram submetidas à técnica de branqueamento e só depois 

incubadas com a enzima, a redução dos níveis de acrilamida nas batas fritas foi de 

60% (PEDRESCHI; KAACK; GRANBY, 2008). A técnica do branqueamento consiste 

em cozinhar as batatas em água à alta temperatura, por um curto período de tempo 

(em torno de 3 min). O fato de a utilização do branqueamento antes da aplicação da 

enzima, ser mais efetivo em reduzir a formação de acrilamida em batatas, gera a 

hipótese de que o branqueamento altera a microestrutura do tecido da batata, o que 

facilita a interação da L-asparaginase com o aminoácido L-asparagina (PEDRESCHI 

et al., 2011). 

Dias et al. (2017) aplicaram L-asparaginase nativa de A. oryzae em batatas, 

antes destas serem fritas, e obtiveram uma redução de 72% na formação de 

acrilamida, enquanto que a L-asparaginase recombinante disponível no mercado, 

promoveu redução de 92%. Por outro lado, a L-asparaginase nativa não apresentou 

atividade L-glutaminásica, enquanto que a recombinante diminuiu 25% os níveis de 

L-glutamina. Ademais, Meghavarnam e Janakiraman (2017) aplicaram L-

asparaginase proveniente do fungo Fusarium culmorum (ASP-87) em batatas, antes 

de serem fritas, e pão doce, obtendo redução na formação de acrilamida de 94% e 

86%, respectivamente. Em outro trabalho, Huang et al. (2014) obtiveram L-

asparaginase produzida pelo fungo Rhizomucor miehei e realizaram a clonagem do 

gene que codifica a produção da enzima neste fungo e expressaram em E. coli. Esta 

L-asparaginase foi capaz de minimizar a formação de acrilamida em biscoitos e pães 

em 81,6% e 94,2%, respectivamente. 

 A L-asparaginase também vem sendo utilizada na indústria do café, o qual é 

um alimento amplamente utilizado no mundo (AKILLIOGLU; GÖKMEN, 2014). A L-

asparaginase pode ser aplicada no café antes da torrefação dos grãos, para mitigar 
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a formação de acrilamida. Hendriksen, Budolfsen e Baumann (2013) utilizaram o 

Acrylaway® para analisar sua eficiência em minimizar a formação de acrilamida em 

café, sendo obtida redução de 70 – 80%. 

 

1.2 Fungos filamentosos 

 
Os fungos filamentosos são microrganismos eucariotos, multicelulares e 

quimio-heterotróficos, que necessitam de matéria orgânica para obter energia e fonte 

de carbono para se desenvolverem (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Muito da 

biologia de suas células é comum em animais, plantas e protistas, pois estes 

também são organismos eucariotos (WATKINSON; BODDY; MONEY, 2016). 

Os fungos filamentosos são formados por longos filamentos de várias células 

conectadas, chamados de hifas. As hifas podem ser septadas, contendo paredes 

cruzadas que separam a hifa em unidades celulares uninucleadas, ou cenocíticas, 

sem septos. O alongamento das extremidades promove o crescimento das hifas, até 

o momento em que estas se tornam visíveis a olho nu, formando o que chamamos 

de micélio. Existem ainda hifas especializadas na obtenção de nutrientes, as 

chamadas hifas vegetativas, e aquelas responsáveis pela reprodução do fungo, que 

são as hifas aéreas ou reprodutivas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).  

Já é vastamente conhecida e difundida na literatura a importância dos fungos 

filamentosos na produção de compostos de interesse econômico e tão necessários 

para o bem estar do ser humano (como antibióticos e enzimas). Estes 

microrganismos desempenham papel importante na indústria alimentícia, 

farmacêutica, têxtil, de papel e de biocombustível. Além disso, são superiores às 

bactérias e leveduras no que diz respeito à versatilidade metabólica e capacidade 

secretora. Desta maneira, apesar de já serem vastamente estudados, os fungos 

filamentosos possuem uma diversidade de mais de 6 milhões de espécies, o que 

significa que ainda há muito o que aprender sobre eles e sua capacidade 

metabólica, o que pode sinalizar para novas aplicações e processos mais 

sustentáveis (MEYER et al., 2016). Dentre as moléculas produzidas por estes 

microrganismos, as enzimas estão entre as de maior interesse econômico e 

biotecnológico. 
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1.2.1 Produção de L-asparaginase por fungos filamentosos  

 

Apesar da importância da L-asparaginase tanto na indústria farmacêutica 

quanto na alimentícia, sua produção em larga escala ainda enfrenta desafios para 

suprir a demanda do mercado (VIMAL; KUMAR, 2017). No cenário médico, diversas 

pesquisas buscam obter L-asparaginase a partir de microrganismos eucariotos, com 

o intuito de produzir uma enzima com maior especificidade e, portanto, com menos 

efeitos adversos (CACHUMBA et al., 2016). Além disso, procuram-se desenvolver 

novos métodos de produção e purificação, para minimizar as impurezas que podem 

causar reações de hipersensibilidade ao medicamento (SARQUIS et al., 2004). 

Tal busca deve-se ao fato de que as células humanas se assemelham mais 

às células fúngicas do que às células bacterianas (BATOOL et al., 2016). Encontra-

se na literatura relatos de que os fungos filamentosos tais como Aspergillus sp., 

Fusarium sp., Penicillium sp. e Mucor sp. são capazes de produzir L-asparaginase, 

além de leveduras como Candida utilis (RAJA et al., 2016; SARQUIS et al., 2004). 

Há ainda relatos de outros fungos capazes de produzir L-asparaginase. Por 

exemplo, Trichoderma viride Pers: SF Grey foi capaz de produzir L-asparaginase em 

FSbm em um tempo de cultivo de 72 h (LINCOLN; NIYONZIMA; MORE, 2015). Em 

outro trabalho foi utilizado Cladosporium sp. para produzir L-asparaginase em FES, 

utilizando farelo de trigo como substrato, em um tempo de cultivo de 120 h (MOHAN 

KUMAR; MANONMANI, 2013). Por outro lado, Huang et al. (2014) obtiveram 

sucesso na produção de L-asparaginase através da clonagem e expressão do gene 

que codifica esta enzima no fungo Rhizomucor miehei, em Escherichia coli.  

Doriya e Kumar (2016) descreveram em seu trabalho a produção de L-

asparaginase por diversos fungos provenientes do solo. O isolado de maior 

destaque foi o C7, pertencente ao gênero Aspergillus, sendo a maior atividade 

enzimática obtida utilizando glicose como fonte de carbono e asparagina como fonte 

de nitrogênio. A L-asparaginase produzida pelo isolado C7 foi livre de atividade de L-

glutaminase e urease. Há ainda estudos que obtiveram resultados interessantes na 

produção de L-asparaginase utilizando fungos endofíticos dos gêneros 

Colletotrichum, Eupenicillium e Talaromyces, além de fungos isolados de ambientes 

marinhos (CACHUMBA et al., 2016). Balasubramanian et al. (2012) descreveram a 

produção de L-asparaginase por Aspergillus terreus em FSbm, sendo 96 h, o tempo 

de cultivo que proporcionou maior produção enzimática. Já Zia et al. (2013) 
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descreveram produção de L-asparaginase pelo fungo Aspergillus niger, utilizando 

sub produtos agroindustriais em FSbm e um tempo de cultivo de 96 h. Em outro 

estudo, utilizando o fungo Aspergillus niger em FES, a máxima produção de L-

asparaginase, foi obtida utilizando-se uma mistura dos subprodutos farelo de soja, 

farelo de trigo e farelo de semente de algodão (DIAS et al., 2015). 

De acordo com o exposto, fica claro que os fungos filamentosos são fontes 

promissoras de L-asparaginases, as quais podem apresentar as características 

buscadas para uma efetiva aplicação farmacêutica, bem como na indústria de 

alimentos. 

 

1.3  Processos fermentativos para a obtenção de enzimas 

 

As enzimas provenientes de microrganismos são obtidas através do processo 

que chamamos de fermentação. Os métodos de fermentação mais comuns são a 

Fermentação em Estado Sólido (FES) e a Fermentação Submersa (FSbm). A 

principal diferença entre eles é a quantidade de água livre, visto que na FES não há 

água livre no processo, o que o torna mais adequado para o cultivo de fungos 

filamentosos. Já na FSbm o microrganismo cresce solto em um meio líquido, sendo 

este processo, portanto, mais adequado para o cultivo de bactérias e leveduras, mas 

também muito utilizado para fungos filamentosos (MANAN; WEBB, 2017). Outro tipo 

de fermentação, ainda pouco estudada, é a Fermentação por Biofilme (FB), a qual é 

utilizada para o cultivo de fungos filamentosos. A FB alia características tanto da 

FES quanto da FSbm, pois utiliza um suporte inerte para a aderência fúngica e 

também um meio líquido para fornecer os nutrientes necessários para o seu 

desenvolvimento (GUTIÉRREZ-CORREA et al., 2012). 

1.3.1 Fermentação em Estado Sólido (FES)  

 

A fermentação em estado sólido (FES) vem sendo utilizada há anos na 

obtenção de produtos microbianos, geralmente de origem fúngica, e tem como 

vantagem a utilização de subprodutos agroindustriais como substrato, sendo uma 

alternativa sustentável para o reaproveitamento de um produto sub ou não utilizado, 

substituindo produtos químicos mais caros (PANDEY, 2003; RANI, SUNDARAM, 

VASANTHA, 2012).  
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São diversos os fatores que tornam a FES uma alternativa viável para a 

produção de compostos de interesse industrial. Em seu artigo de revisão, Manan e 

Webb (2017) separaram as vantagens proporcionadas pela FES em 4 tipos: 

biológicas, de processamento, ambientais e econômicas. Sobre as vantagens 

biológicas, a FES suporta maiores concentrações de substrato, pois é menos 

suscetível à inibição por este, proporcionando, consequentemente, maiores volumes 

do produto. Há também maior produção, ausência de repressão catabólica, os 

produtos gerados são mais estáveis e utiliza menos água, o que minimiza as 

chances de contaminação por bactérias. Não obstante, as vantagens de 

processamento englobam os biorreatores, que são mais simples e compactos do 

que os utilizados em FSbm, além dos substratos serem de origem natural e 

necessitarem de um pré-tratamento simples. Quanto às vantagens ambientais, 

Manan e Webb (2017) citam uma menor produção de água residual, além de gerar 

menos compostos poluentes para o meio ambiente. Isto porque, de acordo com 

Yazid e colaboradores (2017), o depósito de subprodutos agroindustriais teve um 

drástico aumento ao longo dos anos, pois apesar de uma parte destes produtos ser 

utilizada para alimentação de animais, ainda há muita sobra, que acaba sendo 

incinerada ou depositada em aterros sanitários. O problema da incineração é que, 

além de ser um processo caro, causa poluição do ar. Por outro lado, o depósito 

destes subprodutos em aterros sanitários também é problemático, pois a 

degradação desta matéria orgânica por microrganismos produz o chorume, que 

penetra no solo, causando poluição dos lençóis freáticos. Por fim, as vantagens 

econômicas apresentadas por Manan e Webb (2017) são a utilização de substratos 

naturais, abundantes e baratos, por exemplo, o farelo de trigo (custo de R$ 3,00/Kg, 

no mercado local de Ribeirão Preto) e a soja (R$ 5,00/Kg, no mercado local de 

Ribeirão Preto), como utilizados neste projeto. Além disso, os biorreatores também 

são de baixo custo e fáceis de usar.  

Por outro lado, o difícil controle das condições de cultivo da FES, como 

temperatura, umidade, transferência de oxigênio e o acesso aos nutrientes, entre 

outros, devido à baixa quantidade de água, é uma desvantagem que limita a 

utilização deste tipo de fermentação, principalmente pensando na produção em larga 

escala (HÖLKER; HÖFER; LENZ, 2004; PANDEY, 2003). Pensando na produção de 

enzimas, uma alternativa para driblar estas desvantagens é utilizar a FES como uma 

maneira de selecionar enzimas mais específicas e estáveis e utilizar métodos de 
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clonagem para expressar o gene que codifica a produção da enzima em 

hospedeiros heterólogos, capazes de produzi-la em FSbm, facilitando o controle das 

condições de cultivo. 

Ao contrário da FSbm, na FES os fungos apresentam comportamento 

fisiológico diferente, o que pode levar a uma maior eficiência na produção. As 

condições utilizadas na FES (substrato sólido e pouca umidade) mimetizam o habitat 

natural dos fungos filamentosos, visto que estes têm uma tendência natural de 

crescerem aderidos a uma superfície (HÖLKER; LENZ, 2005). Na Figura 6 é 

possível observar como ocorre a colonização de um substrato por um fungo 

filamentoso. 

 

Figura 6. Esquema de alguns processos que ocorrem durante a Fermentação em 

Estado Sólido. g: fase gasosa; s: substrato; l: líquido; Q: calor gerado; T: 
temperatura. 

 

Fonte: adaptado de Hölker; Lenz, 2005. 

 

Nota-se na Figura 6 a complexidade dos processos que ocorrem para que o 

fungo seja capaz de utilizar uma matéria orgânica como fonte de nutrientes. Para 

tanto, seus esporos devem se desenvolver em hifas até formar um tapete micelial, 

sendo que deste, hifas aéreas se projetam para a superfície, enquanto as hifas 
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penetrativas são responsáveis por adentrar o substrato. Na superfície apical destas 

hifas são produzidas diversas enzimas, capazes de quebrar os polímeros deste 

substrato em subunidades menores (monômeros), sendo então assimilados pelo 

fungo. Enquanto isso, outros processos estão ocorrendo, como trocas gasosas, 

consumo e produção de água e produção de calor, proveniente do metabolismo 

fúngico. Esse último é o responsável pela dificuldade existente em se controlar a 

temperatura durante a FES (HÖLKER; LENZ, 2005). 

Assim, apesar de possuir algumas desvantagens quanto ao controle das 

condições do processo, a FES pode ser uma maneira muito viável para a produção 

de enzimas de interesse econômico, visto que utiliza substratos de baixo custo. 

Ainda, compreendendo-se a anátomo-fisiologia fúngica, mimetizar seu habitat 

natural pode aumentar a produção enzimática, além de gerar enzimas mais estáveis 

(MANAN; WEBB, 2017). 

   

2. OBJETIVOS 

2.1  Objetivo geral 

O objetivo geral foi a seleção de, pelo menos, uma linhagem de fungo 

filamentoso capaz de produzir L-asparaginase, selecionando as melhores condições 

de cultivo para a produção enzimática e caracterizar a atividade da enzima contida 

no extrato bruto. 

2.2  Objetivos específicos 

 Os objetivos específicos foram: i) rastrear fungos produtores de L-

asparaginase em meio sólido e líquido, ii) selecionar a linhagem de maior produção 

de L-asparaginase, iii) avaliar o melhor método de fermentação (fermentação em 

estado sólido ou submersa) para a produção da enzima, iv) selecionar a melhor 

condição de cultivo em FES para produção enzimática, v) caracterizar a atividade de 

L-asparaginase presente no extrato bruto. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
Os experimentos apresentados neste trabalho foram desenvolvidos no 

Laboratório de Microbiologia e Biologia Celular do Departamento de Biologia da 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto (FFCLRP- USP), sob 

orientação do Prof. Dr. Luis Henrique Souza Guimarães. Na Figura 7 são 

apresentados, simplificadamente, os experimentos realizados ao longo do trabalho. 

 

Figura 7. Fluxograma simplificado dos experimentos realizados neste trabalho. 

 

Fonte: autora. 

 

3.1  Microrganismos e manutenção das linhagens em laboratório 

 

 Todos os fungos utilizados neste projeto estão depositados na micoteca do 

Laboratório de Microbiologia e Biologia Celular, da Faculdade de Filosofia, Ciências 

e Letras de Ribeirão Preto (FFCLRP), Universidade de São Paulo (USP). Para o 

rastreamento foram utilizados os fungos Aspergillus labruscus (ITAL 22.223), 

Aspergillus phoenicis, Paecilomyces variotii, Aspergillus caespitosus, Aspergillus 



40 

 

 

niveus, Aspergillus aculeatus, Aspergillus tamarii, Aspergillus parasiticus, Aspergillus 

thermomutatus, Fusarium lateritium, Rhizopus microsporus var. microsporus e 

Metharizium anisopliae IBCB 167. 

Estas linhagens passaram por repiques periódicos em tubos de ensaio 

contendo 10 mL do meio de cultivo BDA (Batata Dextrose Ágar) inclinado, 

previamente autoclavados por 20 min (121ºC; 1,5 atm) e incubados em estufa a 

30ºC por 3-5 dias, sendo em seguida utilizadas ou armazenadas a 4ºC por até 30 

dias. 

3.2  Rastreamento em meio solidificado em placa para fungos produtores de 

L-asparaginase 

 

Inicialmente, para cada linhagem fúngica, foram preparadas duas placas de 

Petri (teste e controle) contendo 20 mL de meio Czapek Dox modificado (pH 6,2) em 

cada uma (GULATI; SAXENA; GUPTA, 1997). O ágar (2%; m/v) e o vermelho de 

fenol (0,009%; m/v) foram adicionados ao meio após o ajuste do pH. Nas placas 

controle não foram adicionados o vermelho de fenol e a L-asparagina, sendo usado 

NH4NO3 (0,2 % m/v) como fonte de nitrogênio. Os meios foram previamente 

autoclavados por 30 min (121ºC; 1,5 atm), vertidos em placas de Petri, deixados a 

temperatura ambiente para polimerização e em seguida utilizados. 

Após a preparação dos meios, o inóculo foi feito depositando-se os esporos 

fúngicos, com o auxílio de uma alça de platina previamente esterilizada, no centro do 

meio contido na placa, com a mesma invertida. As placas foram incubadas a 30ºC 

por 72 h, sendo os halos de hidrólise da L-asparagina  e o diâmetro da colônia 

medidos a cada 24 h. Foram consideradas positivas as placas que apresentaram 

halo avermelhado ou rosado ao redor da colônia, indicando a ocorrência de 

hidrólise. O índice de hidrólise (IH) foi medido como descrito por DORIYA e KUMAR 

(2016): 

 

                      
                             

                   
 

3.2.1 Composição do meio Czapek Dox modificado  

 Glicose ................................................................................................2 g  

 L-asparagina .....................................................................................10 g  
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 NH4NO3 ...............................................................................................2 g 

 KH2PO4 ..........................................................................................1,52 g 

 KCl .................................................................................................0,52 g 

 MgSO4 . 7H2O ................................................................................0,52 g 

 CuSO4 . 7H2O...............................................................................0,001 g 

 ZnSO4 . 7H2O ...............................................................................0,001 g 

 FeSO4 . 7H2O................................................................................0,001 g 

 Água destilada q.s.p. ..................................................................1000 mL 

 Ágar ....................................................................................................2% 

 

3.3  Rastreamento em meio líquido para fungos produtores de L-

asparaginase 

 

Os fungos Aspergillus niveus, Aspergillus thermomutatus, Rhizopus 

microsporus var. microsporus e Fusarium lateritium, para os quais foram obtidos os 

maiores índices de hidrólise, foram submetidos ao crescimento em caldo. A 

metodologia utilizada neste ensaio foi descrita por Mahajan et al. (2013).  Foram 

utilizados 25 mL de caldo Czapek Dox modificado, como descrito anteriormente, em 

frascos Erlenmeyer de 125 mL. Para cada linhagem foram feitos dois cultivos, um 

contendo L-asparagina e outro contendo nitrato de amônio (controle), como fontes 

de nitrogênio. Os frascos contendo o meio foram previamente esterilizados em 

autoclave por 30 min (121ºC; 1,5 atm). Após resfriamento dos meios, foi adicionado 

1 mL da suspensão de esporos (106 esporos/mL, para cada linhagem) e o cultivo foi 

mantido estático a 30ºC, por 72 h. 

 

3.4  Preparo da suspensão de esporos 

 
 As culturas utilizadas para o preparo da suspensão de esporos foram 

provenientes de repiques prévios, tendo sido armazenadas a 4ºC até o momento de 

seu uso. No tubo contendo a cultura do fungo selecionado foram adicionados 10 mL 

de água destilada, previamente autoclavada (30 min, 121ºC, 1,5 atm). Em seguida 

foi feita a raspagem da cultura com o auxílio de uma alça de platina previamente 

esterilizada. Após a raspagem, a suspensão contendo os esporos foi filtrada em 

gaze estéril e em seguida os esporos foram quantificados em contador de células 
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automático (BIORAD TC20). A suspensão de esporos foi utilizada para inocular os 

meios de fermentação. 

 

3.5  Fermentação em Estado Sólido (FES) 

 

3.5.1 Seleção do substrato 

 

As FES foram conduzidas utilizando diferentes subprodutos/produtos 

agroindustriais, isoladamente ou em misturas, como substratos. Os substratos 

isoladamente analisados foram o farelo de trigo, o farelo de arroz, a farinha de 

centeio, a soja moída, a casca de laranja, a casca de mandioca, a farinha de soja e 

flocos de aveia. Para tanto, em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 6 g 

de cada substrato separadamente e umedecidos com 3 mL de água de torneira ou 

solução de asparagina (100 mmol L-1), com exceção da soja moída que foi 

umedecida com 2 mL. Também foram testadas misturas de substratos, tendo como 

base o trabalho de Dias e colaboradores (2015). As seguintes misturas foram 

testadas: M1- farelo de trigo, soja moída e casca de laranja; M2- farelo de arroz, 

casca de laranja e soja moída; M3- casca de mandioca, farelo de trigo e soja moída; 

M4- farinha de soja, flocos de aveia e farelo de trigo; M5- farinha de centeio, flocos 

de aveia e casca de mandioca. A proporção de cada substrato na mistura foi 

mantida em 1:1:1 (m/m/m), totalizando 6 g em cada frasco. As misturas foram 

umidificadas com 3 mL de solução de L-asparagina (100 mM) ou água de torneira.    

Os frascos contendo os substratos foram autoclavados por 30 min (121ºC; 1,5 

atm). Após resfriamento os substratos foram inoculados com 107 esporos/mL, e o 

cultivo foi mantido a 30ºC por 120 h. 

3.5.2 Influência do agente umectante na produção enzimática 

 

Depois de selecionado o melhor substrato, a influência de diferentes soluções 

umectantes (Solução de L-asparagina 100 mmol L-1, água de torneira, água 

destilada, sais Czapek Dox, sais SR, sais de Khanna, sais de Vogel e tampão fosfato 

10 mmol L-1) sobre a produção enzimática foi analisada. O substrato foi umedecido 

com 3 mL de cada solução, separadamente. Após a escolha da melhor solução 

umectante, foi analisada a influência da proporção desta solução na produção 

enzimática. Foi mantida a quantidade de 6 g de substrato, umedecidos com 
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diferentes proporções do agente umectante (1:0, 1:0,083, 1:0,167, 1:0,333, 1:0,5, 

1:0,667, 1:0,833, 1:1, 1:1,167, 1:1,333, 1:1,5, 1:1,667, 1:1,833 e 1:2). Os frascos 

contendo os substratos foram autoclavados por 30 min (121ºC; 1,5 atm), resfriados a 

temperatura ambiente e em seguida adicionados de 1 mL da suspensão de esporos 

(107 esporos/mL). Os cultivos foram incubados a 30ºC por 120 h. 

 

3.5.3 Influência do tempo de cultivo na produção enzimática 

 

Para a análise da influência do tempo de cultivo na produção enzimática em 

FES, as culturas foram mantidas em condição estacionária em estufa com 

temperatura ajustada para 30ºC por diferentes períodos (24 – 240 h).  

 

3.5.4 Influência da proporção dos componentes da mistura de 

substratos na produção enzimática 

 

A influência de diferentes proporções dos componentes da mistura M1 (farelo 

de trigo, soja moída e casca de laranja), sobre a produção enzimática foi analisada. 

As proporções (m:m:m) usadas foram 1:1:1, 0,5:1:1, 1:0,5:1, 1:1:0,5, 2:1:1, 1:2:1 e 

1:1:2, respectivamente. Em cada frasco Erlenmeyer de 125 mL, 6 g da mistura de 

substratos foram adicionadas, obedecendo-se as proporções estabelecidas, e 

umedecidas com 3 mL de solução de sais Czapek Dox. Os frascos contendo as 

misturas de substratos foram esterilizados em autoclave (121ºC; 1,5 atm) por 30 

min, resfriados a temperatura ambiente e inoculados com 107 esporos/mL. Os 

cultivos foram conduzidos a 30ºC por 48 h. 

 

3.5.5 Extração enzimática e obtenção do filtrado extracelular 

 

Após o período de fermentação em estado sólido, os cultivos foram 

adicionados de 50 mL de água destilada gelada, sob agitação a 140 rpm, a uma 

temperatura de 4ºC, por 20 min (RANI; SUNDARAM; VASANTHA, 2012). Em 

seguida, os cultivos foram filtrados à vácuo para a separação do filtrado e do micélio. 

Os micélios foram descartados e os filtrados dialisados contra água destilada por 24 

h, em câmara fria (4ºC), sendo a água trocada três vezes durante este tempo. Após 
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a diálise, o filtrado livre de células foi utilizado para quantificar a atividade enzimática 

extracelular. 

3.6  Fermentação Submersa (FSbm) 

 

 Foram utilizados frascos Erlenmeyers de 125 mL aos quais foram adicionados 

25 mL de caldo Czapek Dox modificado (descrito anteriormente), contendo L-

asparagina como fonte de nitrogênio e glicose como fonte de carbono, com pH inicial 

ajustado para 8,5. Os frascos contendo o meio de cultivo foram autoclavados por 30 

min (121ºC; 1,5 atm), resfriados e adicionados da suspensão de esporos (107 

esporos/mL) do fungo selecionado. A fermentação foi mantida a 30ºC, com 100 rpm 

de agitação, por 96 h. 

Após este primeiro experimento, as influências das fontes de nitrogênio e de 

carbono, bem como do tempo de cultivo (24 a 240 h) sobre a produção da L-

asparaginase em FSbm foram analisadas. Para a análise da influência da fonte de 

nitrogênio, a L-asparagina do meio Czapek Dox modificado foi substituída por L-

prolina 2% (m/v). A influência da fonte de carbono na produção enzimática foi 

testada substituindo-se a glicose do meio por sacarose 1% (m/v), mantendo-se a L-

asparagina como fonte de nitrogênio. 

 

3.6.1 Utilização de etapa pré-fermentativa na FSbm 

 

 Para a FSbm foi também realizada uma etapa de indução do crescimento 

fúngico (etapa pré-fermentativa) antes da fermentação. A metodologia utilizada foi 

descrita por Dange e Peshwe (2015), com modificações. Para a etapa de indução do 

crescimento fúngico foram utilizados frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL 

do meio Czapek Dox modificado (descrito previamente), sendo a L-asparagina 

substituída por NH4NO3. O pH inicial foi ajustado para 8,0 e o inóculo de 107 

esporos/mL, sendo os cultivos mantidos a uma temperatura de 30ºC, com agitação 

de 100 rpm, por 24 h. Após o tempo de indução, o micélio foi separado do caldo por 

filtração à vácuo em ambiente estéril e inoculado em 25 mL do meio fermentativo 

Czapek Dox modificado (com L-asparagina), com pH inicial 8,5. Estes frascos foram 

então mantidos a uma temperatura de 30ºC, com 100 rpm de agitação, por 96 h. 

 



45 

 

 

3.6.2 Influência da composição de diferentes meios de cultivo na 

produção enzimática em FSbm 

 

 Foi também analisada a influência da composição de diferentes meios de 

cultivo (Czapek, Czapek Dox Modificado, SR, Khanna e Vogel), como descritos 

abaixo, sobre a produção enzimática. Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram 

adicionados 25 mL de cada meio, separadamente, sendo o pH inicial ajustado para 

6,5. A fonte de carbono utilizada foi glicose 0,2% (m/v). Os frascos contendo os 

meios foram autoclavados por 30 min (121ºC; 1,5 atm), resfriados e adicionados de 

1 mL da suspensão de esporos (107 esporos/mL) do fungo selecionado. A 

fermentação foi mantida a 30ºC, com 100 rpm de agitação por 72 h. 

3.6.2.1 Composição dos meios de cultivo 

 

Meio Khanna (KHANNA; SUNDARI; KUMAR, 1995): 

 Solução de sais de Khanna [20 x] ....................................................5 mL 

o NH4NO3 ....................................................................................2 g  

o KH2PO4 .................................................................................1,3 g 

o MgSO4 . 7H2O....................................................................0,326 g 

o KCl .....................................................................................0,098 g 

o ZnSO4 . H2O ......................................................................0,007 g 

o MnSO4 . H2O ...................................................................0,0138 g 

o FeCl3 . 6H2O.....................................................................0,0066 g 

o CuSO4 . 5H2O..................................................................0,0062 g 

o Água destilada q.s.p. .........................................................100 mL 

 Extrato de levedura ..........................................................................0,1 g 

 Fonte de carbono 

 Água destilada q.s.p. ....................................................................100 mL  

 

Meio Vogel (VOGEL, 1964): 

 Solução de sais de Vogel [50x] ........................................................2 mL 

o Citrato de sódio pentahidratado ............................................1,5 g 

o KH2PO4 .................................................................................2,5 g 

o NH4NO3..................................................................................1,0 g 

o MgSO4 . 7H2O........................................................................0,1 g 
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o CaCl2 . 2H2O........................................................................0,05 g 

o Água destilada q.s.p...........................................................100 mL 

 Solução de biotina...........................................................................20 µL 

o Biotina..................................................................................0,05 g 

o Etanol 50%.........................................................................100 mL 

 Solução de traços de elementos....................................................0,5 mL 

o Ácido cítrico . H2O.....................................................................5 g 

o Fe2(NH4)2 . (SO4)2 . 6H2O.......................................................1,0 g 

o ZnSO4 . 7H2O............................................................................5 g 

o CuSO4 . 5H2O......................................................................0,25 g 

o H3BO3...................................................................................0,05 g 

o MnSO4 . H2O........................................................................0,05 g 

o Na2MoO4 . 2H2O...................................................................0,05 g 

o Clorofórmio.............................................................................1 mL 

o Água destilada q.s.p...........................................................100 mL 

 Fonte de carbono 

 

Meio Czapek (WISEMAN, 1975): 

 NaNO3...............................................................................................2,0 g 

 K2HPO4.............................................................................................1,0 g 

 MgSO4 . 7H2O...................................................................................0,5 g 

 KCl....................................................................................................0,5 g 

 FeSO4 . 7H2O..................................................................................0,01 g 

 Extrato de levedura...........................................................................1,0 g 

 Fonte de carbono 

 Água destilada q.s.p....................................................................1000 mL 

 

Meio SR (RIZZATTI et al., 2001): 

 Solução de sais SR [20x]...............................................................5,0 mL 

o MgSO4 . 7H2O......................................................................0,24 g 

o KH2PO4 .................................................................................0,3 g 

o NH4H2PO4 .............................................................................1,0 g 

o Água destilada q.s.p. .........................................................100 mL 
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 Peptona ..........................................................................................0,02 g 

 Extrato de levedura.........................................................................0,45 g 

 Fonte de carbono 

 Água destilada q.s.p......................................................................100 mL 

 

3.6.3 Obtenção da enzima extracelular 

 

Após terem sido realizadas as fermentações, os cultivos foram filtrados à 

vácuo para a separação do filtrado e do micélio. Os micélios da FSbm foram 

utilizados para a obtenção da enzima intracelular. Os filtrados foram dialisados 

contra água destilada, por 24 h, em câmara fria (4ºC), sendo a água trocada três 

vezes durante este tempo. Após a diálise, o filtrado livre de células foi utilizado para 

quantificar a atividade enzimática extracelular. 

 

3.6.4 Obtenção da enzima intracelular 

 

Após os caldos fermentativos terem sido separados do micélio, estes foram 

submetidos à maceração, utilizando areia tratada com ácido clorídrico, para o 

rompimento das células, em banho de gelo. Em seguida foram adicionados 10 mL 

de água destilada e as amostras levadas então para a centrifugação à 4ºC 

(12.000xg por 10 min). O sobrenadante foi utilizado como fonte da enzima 

intracelular e o pellet descartado. 

 

3.7  Determinação da atividade enzimática da L-asparaginase 

  

A atividade da L-asparaginase foi avaliada descontinuamente pela formação de 

β-hidroxamato aspártico a partir de asparagina e hidroxilamina, de acordo com 

Drainas e colaboradores (DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977). A mistura de 

reação foi constituída de 300 µL de tampão Tris-HCl 20 mmol L-1, pH 8,0; 100 µL de 

L-asparagina 100 mmol L-1; 100 µL de hidroxilamina 1M e 500 µL da amostra 

enzimática. A mistura foi incubada em banho-maria a 37ºC, por 15 min, sendo a 

reação interrompida com adição de 250 µL de solução constituída de HCl (2,4%), 

cloreto férrico (10%) e TCA (5%). O branco foi preparado como descrito acima, 

entretanto a amostra foi adicionada após a solução de parada (ácido clorídrico e 
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cloreto férrico). A reação enzimática entre o hidroxamato aspártico e cloreto férrico 

produz uma coloração avermelhada, cuja absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 500 nm. A curva analítica foi feita utilizando-se uma solução de 

β-hidroxamato aspártico (0,1 µmol/mL a 3 µmol/mL). Uma unidade de atividade de L-

asparaginase (U) foi definida como a quantidade de enzima necessária para formar 

um μmol de β-hidroxamato aspártico por minuto, nas condições de ensaio. A 

atividade específica da L-asparaginase foi expressa como μmol de β-hidroxamato 

aspártico formado por minuto por miligrama de proteína. 

 

3.8  Quantificação de proteínas 

 

 A quantificação de proteínas foi feita de acordo com a metodologia de 

Bradford (1976), a qual baseia-se na interação entre o Coomassie Brilliant Blue G-

250 com aminoácidos contendo grupos aromáticos das proteínas, formando um 

complexo colorido que possui máxima absorção de cor na faixa de 595 nm. A curva 

analítica foi feita utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como padrão, variando 

sua concentração de 1-20 µg. A concentração proteica foi expressa como mg de 

proteína por mL de amostra. 

 

3.9  Caracterização da atividade da L-asparaginase presente no extrato 

bruto 

 

3.9.1 Influência do pH na atividade e na estabilidade enzimática 

 

 Para a determinação do pH ótimo aparente de reação foi utilizada uma faixa 

de pH de 3 a 10, sendo todos os tampões preparados na concentração de 20 mmol 

L-1. Foram utilizados os seguintes tampões: tampão ácido cítrico (pH 3-5), tampão 

acetato de sódio (pH 5-7), tampão Tris-HCl (pH 7-9) e tampão glicina (pH 9-10). A 

reação foi realizada seguindo o protocolo descrito no item 3.7, sendo o tampão Tris-

HCl, normalmente utilizado, substituído pelos tampões mencionados. Para a 

determinação da estabilidade ao pH da L-asparaginase, as amostras do extrato 

bruto foram incubadas em diferentes valores de pH (3-10), em banho de gelo, 

utilizando-se os mesmos tampões descritos acima na concentração de 3 mmol L-1. 

As amostras foram adicionadas na proporção 1:1 (v/v) e incubadas por diferentes 
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períodos (30 min, 60 min e 120 min). A atividade enzimática residual foi determinada 

como descrito no item 3.7. 

 

3.9.2 Influência da temperatura na atividade e na estabilidade 

enzimática 

 

 Para a determinação da temperatura ótima aparente de atividade, a reação 

enzimática foi conduzida em diferentes temperaturas, de 30ºC a 80ºC, com variação 

de 5ºC. A reação foi realizada de acordo com o protocolo descrito previamente. Para 

a determinação da termoestabilidade da L-asparaginase, as amostras do extrato 

bruto foram incubadas em diferentes temperaturas (30ºC, 40ºC, 50ºC e 65ºC) por 

diferentes períodos (5-50 min), sendo retiradas alíquotas em 5, 10, 30 e 50 min para 

determinação da atividade residual como descrita no item 3.7. 

 

3.9.3 Efeito de diferentes compostos na atividade L-asparaginásica 

 

A influência de diferentes compostos sobre a atividade enzimática foi 

analisada adicionando-se sais (AgNO3, BaCl2, CaCl2, CoCl2, CuCl2, CuSO4, 

Fe2(SO4)3, FeCl3, MgCl2, MgSO4, MnCl2, MnSO4, NaCl, NH4Cl, ZnSO4), EDTA, ureia 

e β-mercaptoetanol na concentração final de 1 mmol L-1, detergentes (SDS 

concentração final de 1 mmol L-1 e Tween-20 0,01% (v/v)), e solventes orgânicos 

(1%, v/v) (acetona, acetonitrila, butanol, etanol, isopropanol e metanol). A reação foi 

conduzida como descrito no item 3.7. 

 

3.10 Análise dos experimentos 

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Para as análises estatísticas foi 

utilizado o programa BioEstat 5.0®, considerando-se três repetições. Foi feita análise 

de variância e teste de Tukey para a comparação das médias, com intervalo de 

confiança de 95%. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1  Rastreamento em meio solidificado em placa para fungos produtores de 

L-asparaginase 

 

Como pode ser observado na Tabela 1, os fungos Aspergillus niveus, 

Fusarium lateritium, Aspergillus thermomutatus e Rhizopus microsporus var. 

microsporus foram os que possibilitaram a obtenção dos maiores índices de 

hidrólise, respectivamente, considerando 72 h de crescimento, indicando seus 

potenciais para a produção de L-asparaginase. Em contrapartida, dos 12 fungos 

testados, não foram observados os crescimentos de Aspergillus labruscus, 

Aspergillus caespitosus, Aspergillus aculeatus, Aspergillus tamarii, Aspergillus 

parasiticus e Metharizium anisopliae IBCB167. Para os fungos Aspergillus phoenicis 

e Paecilomyces variotii, os índices de hidrólise foram menores que 1. 

 

Tabela 1. Índices de hidrólises (IH) obtidos em meio solidificado contendo L-
asparagina (1%) para diferentes espécies de fungos filamentosos. 

FUNGO  IH 24 h IH 48 h IH 72 h 

Aspergillus labruscus  - - - 

Aspergillus phoenicis  - - 0,625 

Paecilomyces variotii  - 0,5 0,714 

Aspergillus caespitosus  - - - 

Aspergillus niveus  1,67 2,125 2,8 

Aspergillus aculeatus  - - - 

Aspergillus tamarii  - - - 

Aspergillus parasiticus  - - - 

Aspergillus thermomutatus  - 1,4 1,5 

Fusarium lateritium  - - 1,82 

Rhizopus microsporus var. microsporus  0,78 1,3 1,33 

Metharizium anisopliae IBCB167  - - - 

(-) não houve crescimento 
Condições: meio Czapek Dox modificado, suplementado com vermelho de fenol 0,009%; 30ºC; 72 h 
de cultivo. 
Fonte: autora. 
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A utilização de vermelho de fenol para o rastreamento de microrganismos 

produtores de L-asparaginase e outras amidohidrolases (L-glutaminase e urease) é 

amplamente descrita na literatura. Podemos citar como exemplos os trabalhos de 

Sarquis et al. (2004), Shrivastava et al. (2010), Vivekanandha, Sankareswaran e 

Prabhavathi (2013), Rani, Sundaram e Vasantha (2012), Vipina e Chitra (2016), 

Bedaiwy et al. (2016), Hermanto e Ting (2016), e Vimal e Kumar (2017), os quais 

utilizaram o vermelho de fenol como indicador para a seleção de fungos produtores 

de L-asparaginase. Ainda, Raja et al. (2016) utilizaram o vermelho de fenol para a 

seleção de actinobactérias marinhas produtoras de L-asparaginase. 

Ainda que A. tamarii tenha sido negativo para a produção de L-asparaginase 

no teste em placa (Tabela 1), já foi reportada a produção desta enzima por este 

fungo no trabalho de Bedaiwy et al. (2016). No trabalho de Doriya e Kumar (2016) o 

maior índice de hidrólise (1,56) foi obtido com o isolado Curvularia sp. e, 

consequentemente, a maior atividade enzimática. Já no presente estudo, o maior 

índice de hidrólise obtido foi de 2,8 para o fungo A. niveus. Isto pode ser um indício 

positivo para uma maior produção de L-asparaginase quando o fungo for utilizado no 

processo de fermentação, visto que há correlação entre o diâmetro da zona de 

hidrólise e a atividade enzimática (GULATI; SAXENA; GUPTA, 1997). 

 

4.2  Rastreamento em meio líquido para fungos produtores de L-

asparaginase 

 

Considerando os maiores valores de IH obtidos, os fungos A. niveus, A. 

thermomutatus, F. lateritium e R. microsporus var. microsporus foram cultivados em 

caldo Czapek Dox modificado por 72 h, a 30ºC em condição estacionária (Figura 8). 
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Figura 8. Rastreamento em caldo Czapek Dox modificado. A1: A. niveus controle; 

A2: A. niveus teste; B1: A. thermomutatus controle; B2: A. thermomutatus teste; C1: 
F. lateritium controle; C2: F. lateritium teste; D1: R. microsporus var. microsporus 
controle; D2: R. microsporus var. microsporus teste. 

 

 

 

Fonte: autora. 

 

A coloração vermelha observada para os cultivos apresentados na Figura 8 

pode ser um indicativo de produção de L-asparaginase, a qual atua sobre a 

asparagina presente no meio, liberando amônia. A amônia, por sua vez, alcaliniza o 

meio levando a viragem do indicador (vermelho de fenol) de amarelo (pH ácido) para 

vermelho (pH básico). Observa-se ainda que os cultivos de A. niveus, A. 

thermomutatus e R. microsporus var. microsporus proporcionaram uma coloração 

rosa mais intensa em comparação com F. lateritium. Entretanto, Mahajan et al. 

(2013) discutiram em seu estudo a dificuldade de diferenciar, no teste em caldo, 

linhagens com baixa produção de L-asparaginase daquelas nas quais a produção é 

ausente. Isto porque, produções mais baixas da enzima levam o meio a uma 

coloração menos rosa, mas próxima ao vermelho/alaranjado, que pode ser 

facilmente confundida com a tonalidade do meio sem hidrólise de asparagina 

(amarelo/alaranjado).  Considerando que a única fonte de nitrogênio disponível era a 

asparagina espera-se que, para se desenvolver, o fungo precise produzir L-

asparaginase. Porém, não se pode descartar a possibilidade de outro composto, 

resultante do próprio metabolismo fúngico, ter causado a viragem do indicador por 

alcalinizar o meio. 

Soler (2015) observou em seu estudo a falta de correlação entre o 

rastreamento em meio sólido e a quantificação enzimática em meio líquido para 

leveduras produtoras de L-asparaginase. Isto porque leveduras que formaram halos 
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no teste em placa, não produziram, em meio líquido, quantidades detectáveis de L-

asparaginase pelo método da hidroxilamina. O contrário também ocorreu, já que 

algumas leveduras que produziram a enzima em meio líquido, não formaram halos 

no teste em placa. 

Desta maneira, por apresentar o maior índice de hidrólise no teste em placa e 

uma coloração rosa intensa no rastreamento em meio líquido, o fungo Aspergillus 

niveus foi selecionado para a continuidade do estudo. 

4.3  Produção de L-asparaginase em FSbm 

 

Foi avaliada a produção enzimática em FSbm sob diferentes condições de 

cultivo, variando-se fonte de nitrogênio, fonte de carbono, meio de cultivo, com ou 

sem etapa pré-fermentativa. Apesar de o ensaio qualitativo em caldo ter indicado 

uma possível produção de L-asparaginase em meio líquido, não foi detectada 

atividade L-asparaginolítica extracelular a partir da FSbm, apesar do 

desenvolvimento fúngico nesta condição (dados não apresentados). Considerando 

que para a maioria dos microrganismos a produção de L-asparaginase é intracelular 

(CACHUMBA et al., 2016), foi avaliada a atividade enzimática em extratos 

intracelulares. Todavia, também não foi detectada atividade enzimática de L-

asparaginase (dados não apresentados). 

Uma explicação para não ter sido detectada atividade de L-asparaginase em 

FSbm é o fato de que o método do ácido L-aspártico β-hidroxamato (AHA), utilizado 

para a quantificação da atividade de L-asparaginase neste trabalho, subestima a 

atividade L-asparaginolítica. Magri et al. (2018) analisaram  diferentes métodos 

colorimétricos para determinação da atividade da L-asparaginase, dentre eles o 

método AHA. Os autores constataram que o método AHA subestima a atividade 

enzimática para todas as concentrações de L-asparaginase analisadas. Ainda, para 

o método AHA, a atividade enzimática de L-asparaginase foi 67% menor do que a 

determinada por HPLC, através da quantificação de L-Asp. Desta maneira, o método 

AHA pode não ter sido capaz de detectar a atividade enzimática da L-asparaginase 

no filtrado obtido da FSbm, uma vez que a produção da enzima pelo fungo pode ter 

sido baixa. 

A quantificação de L-Asp pelo método AHA depende de duas reações. Na 

primeira, a L-asparaginase irá hidrolisar a L-asparagina, gerando o L-Asp como 

produto. Na segunda, o L-Asp irá se complexar com a hidroxilamina para formar o 
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ácido L-aspártico β-hidroxamato, que então será quantificado. O problema é que 

estas duas reações não ocorrem na mesma razão e, como a atividade de L-

asparaginase é calculada pelo tempo de reação, os valores obtidos serão inferiores 

aos obtidos através de outros métodos. Além disso, a L-asparaginase é capaz de 

utilizar o AHA como substrato, ocasionando a reação reversa, liberando L-Asp e 

hidroxilamina, o que levará a diminuição da atividade enzimática, visto que diminuirá 

os níveis de L-Asp (MAGRI et al., 2018). 

Por outro lado, Magri et al. (2018) também discutiram em seu estudo que o 

método AHA é ideal para a quantificação de atividade de L-asparaginase em 

extratos brutos, uma vez que não sofre interferência de amônia residual, ao contrário 

do método de Nessler. 

 

4.4  Produção de L-asparaginase em FES 

 

Ainda que a L-asparaginase seja produzida, na maioria das vezes, por FSbm, 

já é amplamente descrito na literatura as vantagens de se usar FES, pois este tipo 

de fermentação necessita de um baixo custo de investimento, não gera grandes 

quantidades de efluente de águas residuais, além de ter um maior rendimento de 

produção quando comparado com a FSbm (DORIYA et al., 2016). Além disso, como 

foi citado anteriormente, o depósito de resíduos agroindustriais vem aumentando 

radicalmente ao longo dos anos, sendo a FES uma alternativa ecologicamente 

sustentável para solucionar este problema (YAZID et al., 2017). 

Sendo assim, como na FSbm não foi possível detectar atividade de L-

asparaginase, diversos substratos foram testados na FES, objetivando a maior 

produção de L-asparaginase. Como pode ser observado na Figura 9, além de 

substratos isolados, foram utilizadas misturas de substratos. 
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Figura 9. Influência de diferentes subprodutos agroindustriais usados como 

substrato na produção de L-asparaginase por A. niveus em FES umidificados (1:0,5; 
m/v) com solução de asparagina (A e C) ou água de torneira (B e D). Os cultivos 
foram mantidos a 30ºC por 120 h. M1- farelo de trigo, soja moída e casca de laranja; 
M2- farelo de arroz, casca de laranja e soja moída; M3- casca de mandioca, farelo 
de trigo e soja moída; M4- farinha de soja, flocos de aveia e farelo de trigo; M5- 
farinha de centeio, flocos de aveia e casca de mandioca. Médias seguidas por letras 

minúsculas iguais são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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 Como apresentado nas Figuras 9A e 9C, dentre os substratos umidificados 

com solução de asparagina destacam-se, em termos de produção enzimática, os 

cultivos contendo casca de mandioca (0,15 U/g de substrato e 3,11 U/mg de 

proteína) e a mistura M1 (0,12 U/g de substrato e 0,79 U/mg de proteína). Em 

contrapartida, os substratos que induziram a produção das menores quantidades de 



56 

 

 

L-asparaginase foram o farelo de trigo, a farinha de soja, a soja moída, a farinha de 

centeio, e as misturas M3 e M5. Já o substrato flocos de aveia e as misturas M2 e 

M4 não proporcionaram produção enzimática quando umidificados com solução de 

asparagina, indicando que tanto a composição do substrato, quanto a composição 

do agente umectante interferem na produção da enzima. 

Destaca-se ainda que, a atividade enzimática e específica obtida com o 

substrato casca de mandioca, umidificado com solução de asparagina, difere 

estatisticamente de todas as outras. O mesmo ocorre com a atividade enzimática 

obtida com a mistura M1, que difere estatisticamente das demais. Por outro lado, a 

atividade enzimática obtida com o substrato farelo de arroz é estatisticamente igual à 

obtida com casca de laranja e a obtida com a mistura M5, porém, a atividade 

enzimática obtida com casca de laranja difere estatisticamente da obtida com a 

mistura M5. Já os substratos soja moída, farelo de trigo, farinha de soja, farinha de 

centeio, e as misturas M3 e M5, também proporcionaram médias estatisticamente 

iguais. Ainda, as médias obtidas com farelo de trigo e farinha de soja são também 

consideradas iguais às médias obtidas com o uso de flocos de aveia, e as misturas 

M2 e M4. 

  A Figura 9B por sua vez, ilustra a influência dos diferentes substratos na 

produção de L-asparaginase quando umidificados com água de torneira. Nesta 

figura é possível observar que os substratos casca de mandioca (0,16 U/g de 

substrato e 4,24 U/mg de proteína), as misturas M1 (0,15 U/g de substrato e 0,81 

U/mg de proteína) e M2 (0,13 U/g de substrato e 0,68 U/mg de proteína) e casca de 

laranja (0,13 U/g de substrato e 0,74 U/mg de proteína) possibilitaram a maior 

produção de L-asparaginase. Ao contrário, os substratos soja moída, farelo de trigo, 

farinha de soja, farelo de arroz, e as misturas M3 e M5 proporcionaram as menores 

atividades enzimáticas quando umedecidos com água de torneira. Já os substratos 

flocos de aveia, farinha de centeio e a mistura M4 não possibilitaram produção de L-

asparaginase quando umedecidos com água de torneira, mostrando, mais uma vez, 

a importância que a composição do substrato e do agente umectante desempenha 

na produção da enzima. 

É possível observar ainda que as atividades enzimáticas obtidas com o uso 

de casca de mandioca e da mistura M1 são estatisticamente iguais, sendo a média 

obtida com a mistura M1 estatisticamente igual às médias de atividade enzimática 

obtidas com a mistura M2 e casca de laranja. Ainda, as atividades enzimáticas 
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obtidas com soja moída, farelo de trigo, farinha de soja, farelo de arroz, e as mistura 

M3 e M5 são estatisticamente iguais, sendo a atividade enzimática proporcionada 

por soja moída também estatisticamente igual às médias obtidas com flocos de 

aveia, farinha de centeio e a mistura M4. Assim, é possível afirmar que o substrato 

casca de mandioca e a mistura M1 foram os que possibilitaram a maior produção 

enzimática de L-asparaginase, quando umidificados com água de torneira. 

Sendo assim, dentre os substratos usados, apenas casca de mandioca e as 

misturas M1 e M2 foram escolhidos para dar continuidade aos estudos. Apesar da 

atividade enzimática obtida com casca de laranja ser estatisticamente igual às 

obtidas com as misturas M1 e M2, este substrato produz um filtrado extracelular de 

coloração marrom muito escura, o que pode interferir na determinação da atividade 

enzimática. 

Os substratos utilizados na FES servem, não só como fonte de nutrientes, 

fornecendo os componentes necessários para o desenvolvimento do microrganismo, 

mas também como suporte para o crescimento destes. Geralmente estes substratos 

são subprodutos agroindustriais e diferem entre si na sua composição (MANAN; 

WEBB, 2017). Dentre os subprodutos agroindustriais utilizados neste projeto, os 

farelos são ricas fontes de fibras, mas também possuem em sua composição, 

minerais, vitaminas, tiamina, folato e compostos fenólicos (STEVENSON et al., 

2012). O farelo é a parte do grão que compreende os revestimentos externos, a 

camada de aleurona e remanescentes de endosperma amiláceo (MAES; DELCOUR, 

2002). Por exemplo, o farelo de trigo possui em sua composição 58% de 

carboidratos não-amiláceos, 19% de amido, e 18% de proteína bruta (SUN et al., 

2007). Os carboidratos são hidrolisados pelos fungos (e outros microrganismos) em 

açúcares menores, mais facilmente assimilados. Por outro lado, a soja é rica em 

proteínas, as quais são importantes fontes de nitrogênio, composto essencial para o 

crescimento dos microrganismos. Já a casca de laranja é rica em açúcares solúveis, 

os quais são importantes fontes de carbono, assim como os substratos amiláceos, e 

também facilmente assimilados pelos microrganismos (MANAN; WEBB, 2017). Por 

sua vez, a casca de mandioca é constituída majoritariamente de material 

lingocelulósico e pobre em proteínas (5,5% aproximadamente) (KORTEI; 

DZOGBEFIA; OBODAI, 2014; MORGAN; CHOCT, 2016) Desta maneira, a 

composição do substrato utilizado na FES é um fator determinante, o qual irá 
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interferir na produção da enzima que se almeja obter, como pôde ser observado 

pelos resultados apresentados até o momento. 

A utilização de FES para a produção de L-asparaginase já foi reportada na 

literatura em diversos estudos. Por exemplo, Dias et al. (2015) utilizaram uma 

mistura de farelo de trigo, soja moída e semente de algodão moída para o fungo 

Aspergillus niger, que resultou em uma produção de 89,22 U/g. Mohan Kumar, 

Ramasamy e Manonmani (2013) utilizaram farelo de trigo como substrato para 

Cladosporium sp. e obtiveram atividade específica de 83,3 U/mg de proteína, após a 

purificação. No trabalho de Ghosh et al. (2013) foi utilizado o substrato torta vegetal 

de óleo de coco para a produção de L-asparaginase pela bactéria Serratia 

marcescens, sendo obtidas 3,87 U/gds (grama de substrato seco). Doriya e Kumar 

(2018) por sua vez, obtiveram produção de L-asparaginase com a utilização de uma 

torta vegetal composta de sementes de algodão, farelo de trigo e casca de grama 

vermelha, com o fungo Aspergillus sp. Varalakshmi e Raju (2013) utilizaram farinha 

de semente de Bajra como substrato para o fungo Aspergillus terreus, obtendo uma 

produção de L-asparaginase de 273,3 U/gds.  

 

4.5  Influência de diferentes agentes umectantes na produção de L-

asparaginase em FES 

 

 A influência de diferentes agentes umectantes sobre a produção de L-

asparaginase foi também analisada. Nas Figuras 10, 11 e 12 pode-se observar a 

produção de L-asparaginase obtida quando utilizados diferentes agentes umectantes 

para os substratos casca de mandioca, e as misturas M1 e M2, respectivamente. 

A produção enzimática obtida utilizando o substrato casca de mandioca, que 

pode ser observada na Figura 10, foi semelhante para todos os agentes umectantes 

utilizados. A análise estatística confirma que a diferença entre as médias das 

atividades obtidas não foi significativa. Também é observado que, as atividades 

enzimáticas obtidas com os diferentes agentes umectantes para o substrato casca 

de mandioca são consideravelmente menores em relação às obtidas com o 

substrato M1 (Figura 10).  
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Figura 10. Influência de diferentes agentes umectantes (1:0,5; m/v) sobre a 

produção de L-asparaginase em FES, utilizando casca de mandioca como substrato, 
por A. niveus. Os cultivos foram mantidos a 30ºC por 120 h. A: atividades 
enzimáticas; B: atividades específicas. Médias seguidas por letras minúsculas iguais são 
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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Já na Figura 11, onde se observa a produção enzimática obtida com a mistura 

M1, nota-se que o agente umectante sais Czapek Dox foi o que proporcionou maior 

atividade enzimática (0,30 U/g de substrato) e específica (3 U/mg de proteína) para 

este substrato. Depois dos sais Czapek Dox, os agentes umectantes sais SR (0,22 

U/g de substrato e 2,04 U/mg de proteína), sais de Khanna (0,22 U/g de substrato e 

2,26 U/mg de proteína), água destilada (0,22 U/g de substrato e 1,79 U/mg de 

proteína) e tampão fosfato (0,22 U/g de substrato e 1,74 U/mg de proteína) foram os 

que possibilitaram maior produção de L-asparaginase. Ademais, a menor produção 

enzimática foi obtida com solução de asparagina, água de torneira e sais de Vogel. 
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Figura 11. Influência de diferentes agentes umectantes (1:0,5; m/v) sobre a 

produção de L-asparaginase em FES por A. niveus utilizando a mistura M1 como 
substrato. Os cultivos foram mantidos a 30ºC por 120 h. A: atividades enzimáticas; 
B: atividades específicas. Médias seguidas por letras minúsculas iguais são estatisticamente 
iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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Assim, a atividade enzimática obtida com o substrato M1 umidificado com sais 

Czapek Dox, foi 2 vezes maior do que a obtida com esse substrato umedecido com 

sais de Vogel. 

Por sua vez, a Figura 12 apresenta os resultados das atividades enzimáticas 

e específicas obtidas com o uso da mistura M2 como substrato, umedecido com 

diferentes agentes umectantes. Observa-se que os agentes umectantes que 

proporcionaram maior produção de L-asparaginase por A. niveus foram, 

respectivamente, sais de Khanna (0,21 U/g de substrato e 1,17 U/mg de proteína), 

sais Czapek Dox (0,18 U/g de substrato e 1,02 U/mg de proteína), sais SR (0,18 U/g 

de substrato e 0,97 U/mg de proteína), água de torneira (0,17 U/g de substrato e 

0,97 U/mg de proteína) e tampão fosfato (0,17 U/g de substrato e 0,93 U/mg de 

proteína). Já as menores produções enzimáticas foram obtidas com o uso de água 

destilada e sais de Vogel, sendo que a solução de asparagina não proporcionou 

produção de L-asparaginase nas condições testadas. 
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Figura 12. Influência de diferentes agentes umectantes (1:0,5; m/v) sobre a 

produção de L-asparaginase em FES por A. niveus utilizando a mistura M2 como 
substrato. Os cultivos foram mantidos a 30ºC por 120 h. A: atividades enzimáticas; 
B: atividades específicas. Médias seguidas por letras minúsculas iguais são estatisticamente 
iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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Após a análise dos resultados foi possível definir a solução de sais Czapek 

Dox como o agente umectante mais adequado para a produção de L-asparaginase 

em FES, pelo fungo A. niveus. Este foi o agente umectante que mais se destacou, 

em termos de produção enzimática, para os três substratos analisados (casca de 

mandioca, e as misturas M1 e M2). Também foi possível notar que o uso da mistura 

M1 como substrato proporcionou as maiores produções enzimáticas, não só com 

sais Czapek Dox, mas também com os outros agentes umectantes. A mistura M1, 

umidificada com sais Czapek Dox, propiciou produção enzimática 1,6 vezes maior 

que a obtida com M2 e 3 vezes maior do que a obtida com casca de mandioca, 

utilizando o mesmo agente umectante. 

Como já comentado, os resíduos agroindustriais utilizados na FES, além de 

servirem como suporte para o crescimento fúngico, também fornecem nutrientes 

(fontes de carbono e nitrogênio) necessários para o seu desenvolvimento. 

Entretanto, dependendo das condições, faz-se necessário utilizar suplementos, 

como ferro, fósforo, zinco, magnésio, entre outros, para que todos os nutrientes 

sejam disponibilizados ao microrganismo (SOCCOL et al., 2017).  
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Dentre os agentes umectantes testados, sais Czapek Dox e sais de Khanna 

são os que possuem a maior variedade de sais, diferindo na concentração de alguns 

deles. Além disso, a água de torneira também é rica em diversos sais, presentes em 

pequenas quantidades, o que favorece o crescimento de microrganismos e sua 

produção enzimática (GONÇALVES; JORGE; GUIMARÃES, 2016). Isto indica, 

juntamente com os resultados apresentados nas Figuras 11 e 12, que não só os sais 

presentes na solução umectante, mas também a concentração em que estão 

presentes, interferem na produção enzimática.  

Ademais, a composição do substrato utilizado com o agente umectante 

também parece desempenhar papel importante na produção enzimática, como foi 

discutido anteriormente, já que a única diferença entre as misturas M1 e M2 é que 

na M1 está presente o farelo de trigo e na M2 o farelo de arroz. Apesar de se 

tratarem de dois farelos e sua composição ser parecida, a concentração dos 

componentes constituintes pode diferir entre os dois, interferindo na produção da 

enzima de interesse. Então, fica claro que a combinação substrato + agente 

umectante atua como importante condição para a produção de enzimas de 

interesse. 

Assim, após a análise dos resultados obtidos, foi selecionada a mistura M1 

como substrato, pois esta proporcionou a maior produção enzimática com todos os 

agentes umectantes utilizados, comparado com a produção enzimática obtida com 

os mesmo agentes umectantes, para os substratos casca de laranja (Figura 10) e 

mistura M2 (Figura 12). Quanto ao agente umectante, os sais Czapek Dox foi o 

selecionado, pois propiciou a maior atividade enzimática utilizando a mistura M1 

como substrato.  

Então, após a seleção de sais Czapek Dox como agente umectante, a 

influência da sua proporção em relação ao substrato M1, sobre a produção 

enzimática foi analisada, como ilustrado na Figura 13. Observa-se que há grande 

influência da proporção do agente umectante na produção de L-asparaginase, visto 

que apenas 4 (1:0,333, 1:0,5, 1:0,667 e 1:0,833) das 14 proporções testadas 

possibilitaram a produção enzimática.  
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Figura 13. Influência da proporção de sais Czapek Dox, em relação ao uso da 

mistura M1 como substrato, sobre a produção de L-asparaginase por A. niveus em 
FES. Os cultivos foram mantidos a 30ºC por 120 h. A: atividades enzimáticas; B: 
atividades específicas. Médias seguidas por letras minúsculas iguais são estatisticamente iguais 
pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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De acordo com a análise estatística, a maior produção enzimática (0,24 U/g 

de substrato e 1,28 U/mg de proteína) foi obtida com a proporção 1:0,5 (m/v) entre 

substrato e agente umectante, a mesma utilizada nos experimentos anteriores. A 

segunda maior produção enzimática foi obtida com as proporções 1:0,333 (0,20 U/g 

de substrato e 1,29 U/mg de proteínas) e 1:0,667 (0,17 U/g de substrato e 0,84 U/mg 

de proteína), cujas médias de atividade enzimática foram consideradas 

estatisticamente iguais. Já a menor produção de L-asparaginase foi obtida com a 

proporção 1:0,833. 

A proporção 1:0,5 (m/v) possibilitou produção enzimática 3,3 vezes maior do 

que a proporção 1:0,833 (m/v), 1,4 vezes maior do que a proporção 1:0,667 (m/v) e 

1,2 vezes maior do que a proporção 1:0,333 (m/v). Por este motivo, esta foi a 

proporção de agente umectante selecionada para dar continuidade ao estudo. A 

proporção de 1:2 (m/v) foi limítrofe para caracterização da FES. Acima deste valor 

ocorre a presença de água livre. A FES é definida como um processo no qual o 

microrganismo se desenvolve com uma quantidade mínima de umidade no meio 

(substrato), ou seja, sem água livre (SOCCOL et al., 2017). 

 A determinação do nível ideal de umidade é um fator de grande importância 

na FES. Isto porque cada microrganismo, seja ele bactéria, fungo filamentoso ou 
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levedura possui uma necessidade diferente de umidade para se desenvolver, o que 

é expresso de forma quantitativa como atividade de água (aw). As bactérias, por 

exemplo, necessitam de um alto valor de aw para se desenvolverem, enquanto que 

os fungos filamentosos conseguem crescer em valores mais baixos de aw. Então, 

microrganismos como os fungos filamentosos, com o metabolismo adaptado a 

manter sua atividade em baixos valores de aw, são ideais para serem utilizados na 

FES (MANAN; WEBB, 2017). Todavia, se a umidade disponível na FES for muito 

alta, a probabilidade de ocorrer uma contaminação por bactérias é maior. 

 Conquanto, a contaminação com bactérias não é o único problema a ser 

enfrentado quando há uma alta umidade na FES. A alta umidade facilita a 

agregação das partículas do substrato, o que dificulta a transferência de oxigênio no 

meio, podendo causar uma diminuição na produção enzimática. Por outro lado, a 

falta de umidade também pode ser prejudicial para o microrganismo. Se há falta de 

umidade no início da fermentação, o substrato pode ficar muito seco, o que 

atrapalhará o crescimento do microrganismo, podendo levar a uma produção 

enzimática diminuída (MANAN; WEBB, 2017). Assim, é de extrema importância 

determinar e manter o nível de umidade ideal a ser utilizado na FES, pois este é um 

parâmetro difícil de ser monitorado e que pode afetar a produção de metabólitos 

pelos microrganismos. 

4.6  Influência de diferentes proporções dos componentes da mistura M1 na 

produção de L-asparaginase em FES 

 

Após a análise de diferentes proporções do agente umectante, foi verificada 

também a influência da proporção dos componentes da mistura M1 na produção 

enzimática. A ordem destes componentes nas proporções (m/m/m) descritas é 

sempre farelo de trigo: soja moída: casca de laranja. A partir da Figura 14, pode-se 

observar que as proporções 1:1:1, 1:0,5:1, 1:1:0,5, 2:1:1 e 1:2:1 renderam atividades 

enzimáticas semelhantes, sendo a maior produção enzimática obtida com a 

proporção 1:0,5:1 (0,22 U/g de substrato e 1,47 U/mg de proteína), seguida da 

proporção 1:1:1 (0,19 U/g de substrato e 1,17 U/mg de proteína). O uso da 

proporção 0,5:1:1 proporcionou a menor produção enzimática. Os componentes na 

proporção 1:1:2, por sua vez, não propiciaram a produção de L-asparaginase, 

apesar do microrganismo ter se desenvolvido. 
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Figura 14. Influência de diferentes proporções dos componentes farelo de trigo, soja 
moída e casca de laranja, utilizados na mistura M1, sobre a produção de L-
asparaginase pelo fungo A. niveus em FES umidificada com sais Czapek Dox (1:0,5; 
m/v). Os cultivos foram mantidos a 30ºC, por 48 h. Médias seguidas por letras minúsculas 

iguais são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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 A partir dos dados apresentados, apesar das proporções 1:1:1, 1:0,5:1, 

1:1:0,5, 2:1:1 e 1:2:1  não apresentarem muita diferença quanto a produção de L-

asparaginase, a proporção 1:0,5:1 (m/m/m) propiciou atividade enzimática 

ligeiramente maior que as demais e, visto que o objetivo é selecionar as condições 

de cultivo que possibilitem a maior produção enzimática, a proporção 1:0,5:1 

(m/m/m) foi selecionada para dar continuidade aos estudos. Ainda é possível afirmar 

que a segunda maior produção enzimática foi obtida com a proporção 1:1:1 (m/m/m), 

a qual vinha sendo utilizada até o momento. 

O substrato a ser utilizado em FES é uma variável que depende não só da 

enzima que se almeja produzir, mas principalmente do microrganismo utilizado, pois 

cada um tem suas próprias necessidades nutricionais. O fato de, neste estudo, a 

proporção 1:0,5:1 (m/m/m) ter sido a que proporcionou a maior produção de L-

asparaginase, indica que o fungo utilizado A. niveus necessita de maiores 

quantidades de substratos ricos em carboidratos e açúcares solúveis, do que outros 

compostos. O farelo de trigo, por exemplo, possui amido em sua composição, cuja 

quebra resulta na liberação de açúcares simples, facilmente absorvidos por 

microrganismos. Além disso, já foi abordado anteriormente que o aminoácido L-

asparagina está naturalmente presente em alimentos amiláceos, o que também 
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pode justificar a participação deste substrato da mistura na produção de L-

asparaginase. A casca de laranja, presente na mistura M1, é outra potente fonte de 

açúcares, como comentado anteriormente. Já a soja moída, requerida em menor 

quantidade por A. niveus, é rica em proteínas, poderosas fontes de nitrogênio, o qual 

juntamente com o carbono, é de extrema importância na via biossintética do 

metabolismo de microrganismos. Além disso, a casca que reveste o grão da soja 

possui grandes quantidades de celulose e lignocelulose, que também podem ser 

degradadas para formar açúcares simples (MANAN; WEBB, 2017). 

 

4.7  Influência do tempo de cultivo na produção de L-asparaginase em FES 

 

Além dos parâmetros já analisados, o tempo de cultivo é outra variável de 

grande importância para a produção enzimática. A Figura 15 apresenta a produção 

enzimática em função de diferentes tempos de cultivo (24-240 h) utilizando a mistura 

M1 umedecida com sais de Czapek Dox. Nota-se que, de acordo com a análise 

estatística, a produção enzimática atingiu seu pico em 48 h de fermentação (0,16 

U/g de substrato e 1,24 U/mg de proteína) e manteve-se assim até o 5º dia (120 h). 

Com 144 h de cultivo houve redução na produção enzimática. Contudo, novo pico de 

produção foi atingido em 192 h (0,12 U/g de substrato e 1,18 U/mg de proteína), com 

posterior redução, chegando a zero em 240 h. 

 



67 

 

 

Figura 15. Influência do tempo de cultivo sobre a produção de L-asparaginase pelo 

fungo A. niveus em FES utilizando a mistura M1 (1:1:1;  m/m/m) umedecida com sais 

Czapek Dox (1:0,5; m/v). Os cultivos foram mantidos a 30ºC. (——) Atividade 

Enzimática (U/g de substrato); (—∆—) Atividade Específica (U/mg de proteína). 
Médias seguidas por letras minúsculas iguais são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey 
(p>0,05). 
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Fonte: autora. 
  

Existem diversas explicações para a ocorrência destas duas faixas de maior 

produção enzimática (48 – 120 h e em 192 h). Uma hipótese é a presença de 

isoformas da L-asparaginase. Estas isoformas, ou isoenzimas, têm a capacidade de 

catalisar a mesma reação, porém, podem possuir características cinéticas diferentes, 

como o valor de Vmax e Km. Além disso, podem ser sintetizadas em condições 

diferentes, como por exemplo, tempos de cultivo diferentes. Apesar das isoformas 

terem as sequências de aminoácidos muito parecidas, elas não são idênticas 

(NELSON; COX, 2014). 

Outro argumento seria o ritmo com que o fungo consome os substratos de 

acordo com sua necessidade nutricional. O fungo irá degradar os substratos 

disponíveis ao longo do tempo de fermentação de acordo com as necessidades 

fisiológicas para o seu desenvolvimento, liberando metabólitos como consequência. 

Então, o pico da produção enzimática pode ser considerado um momento de intenso 

metabolismo fúngico. Caso não haja necessidade de adquirir mais nutrientes em 
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determinado período, o fungo diminuirá o consumo do substrato, resultando na 

queda da produção de metabólitos, ou seja, queda na produção enzimática. 

Na literatura é possível encontrar diferentes tempos de cultivo para a 

produção de L-asparaginase, dependendo do microrganismo utilizado e do tipo de 

fermentação. Zia et al. (2013) obtiveram em seu trabalho produção enzimática 

máxima em 96 h de cultivo, utilizando licor de maceração de milho como substrato 

para FSbm com o fungo Aspergillus niger. Já Gurunathan e Sahadevan (2012) 

constataram produção máxima de L-asparaginase em um tempo de cultivo de 58,5 h 

em FSbm, utilizando Aspegillus terreus. Por sua vez, Thakur et al. (2013) verificaram 

que o melhor tempo de cultivo para a produção de L-asparaginase por Mucor 

hiemalis em FSbm foi de 96 h. Foi afirmado ainda que, um tempo de cultivo menor, 

diminui a probabilidade da L-asparaginase ser degradada por alguma enzima 

proteolítica proveniente do metabolismo fúngico, ou até mesmo de sofrer inibição por 

outro composto (THAKUR et al., 2013).  

Já em FES, produção máxima foi obtida com 6 dias de incubação utilizando 

grão de soja moído como substrato para Fusarium culmorum (ASP-87) 

(MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017). Em outro trabalho, Ghosh et al. (2013) 

utilizaram o período de 96 h para produzir L-asparaginase em FES, utilizando torta 

de óleo de coco como substrato para Serratia marcescens (NCIM 2919). Em 

contrapartida, no trabalho de Cunha et al. (2018), foi determinado que o tempo de 48 

h de cultivo possibilitou a máxima produção de L-asparaginase, utilizando farinha de 

casca de maracujá como substrato para Aspergillus niger em FES. 

4.8  Caracterização da atividade da L-asparaginase presente no extrato 

bruto 

 

4.8.1 Influência do pH e da temperatura na reação enzimática 

 

A influência do pH na reação enzimática pode ser observada na Figura 16. A 

atividade enzimática da L-asparaginase foi maior em pH mais ácido, sendo o pH 5,0, 

utilizando o tampão ácido cítrico, o que proporcionou maior atividade. Observa-se 

ainda que a composição do tampão utilizado na reação interferiu na atividade 

enzimática, já que, para o mesmo valor de pH (5,0), o tampão ácido cítrico 

possibilitou maior atividade relativa do que o tampão acetato de sódio. Ainda, é 

possível observar novamente a influência da composição do tampão no pH 9,0, visto 
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que o tampão Tris-HCl neste pH, proporcionou atividade maior do que a observada 

em tampão glicina. Através da análise estatística foi possível comprovar que o pH 

ótimo para a L-asparaginase presente no extrato bruto ficou na faixa de 4,0-5,0. 

 

Figura 16. Influência do pH na atividade da enzima L-asparaginase obtida de A. 

niveus em FES. 100% corresponde a 0,032 U/mL. Médias seguidas por letras minúsculas 
iguais são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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Fonte: autora. 

   

Diversos trabalhos publicados descrevem valores de pH ótimos de reação 

para a L-asparaginase produzida por diferentes fungos. Valor de pH ótimo de 6,3 foi 

obtido para a L-asparaginase produzida por  Cladosporium sp. em FES utilizando 

farelo de trigo como substrato (MOHAN KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 

2013). Para a L-asparaginase produzida por Aspergillus terreus, o pH ótimo de 

atividade foi 5,8 após purificação (HASSAN; FARAG; BELTAGY, 2018). Já para o 

fungo endofítico Talaromyces pinophilus, cultivado em FSbm, foi obtida melhor 

atividade da enzima purificada em pH 8,0 (KRISHNAPURA; BELUR, 2016). Por 

outro lado, Dange e Pashwe (2015) determinaram que o pH ótimo de atividade para 

a enzima purificada obtida de Aspergillus niger em FSbm foi 9,0. Thakur e 

colaboradores (2013) por sua vez, verificaram que para a enzima produzida por 

Mucor hiemalis, cultivado em FSbm, o pH ótimo de atividade foi 7,0, mesmo valor 
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observado para a L-asparaginase do fungo Aspergillus niger AKV-MKBU (Vala et al., 

2018). 

É importante ressaltar que para o uso na indústria de alimentos, a L-asparaginase 

deve ser capaz de manter sua atividade alta em uma ampla faixa de pH 

(KRISHNAPURA; BELUR, 2016). Como foi descrito, a L-asparaginase produzida 

neste trabalho é capaz de atuar em uma ampla faixa de pH, favorecendo seu uso na 

indústria alimentícia. Ressalta-se ainda que a L-asparaginase presente no extrato 

bruto é capaz de manter atividade de 40-65% em pH alcalino. 

Nota-se que há uma grande variação do pH ótimo para as L-asparaginases 

descritas por diferentes autores. Isto porque as características da enzima produzida 

estão intimamente relacionadas com o microrganismo que a produziu e as condições 

para sua produção como, por exemplo, o tipo de fermentação. Em um trabalho 

conduzido por Abbas Ahmed et al. (2015), o fungo endofítico marinho Aspergillus sp. 

ALAA-2000 produziu duas L-asparaginases com características diferentes. A AYA-1, 

exibiu máxima atividade em pH 6,0 e 47ºC, enquanto que AYA-2 teve máxima 

atividade em pH 10,0 e 67ºC. Outro ponto importante é o fato de que, a grande 

maioria dos trabalhos disponíveis na literatura, faz a caracterização apenas da 

enzima purificada, o que dificulta a comparação com os resultados obtidos neste 

trabalho, com o extrato bruto. Isto é explicado pelo fato de que o perfil de atividade 

da enzima purificada pode ser diferente do perfil da mesma no extrato bruto. 

 

Quanto à temperatura ótima aparente de reação, os resultados podem ser 

observados na Figura 17. 
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Figura 17. Influência da temperatura na atividade da enzima L-asparaginase obtida 

do cultivo de A. niveus em FES. 100% corresponde a 0,033 U/mL. Médias seguidas por 
letras minúsculas iguais são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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Fonte: autora. 

 

De acordo com esta figura, a faixa de temperatura que melhor favoreceu a 

atividade enzimática foi de 30ºC a 45ºC. A partir de 50ºC a atividade enzimática vai 

reduzindo, mas atinge novo pico em 65ºC, com uma atividade relativa em torno de 

60%. Estes dois picos podem indicar a presença de isoformas da L-asparaginase. 

Resultado semelhante foi observado no trabalho de Abbas Ahmed et al. (2015), 

mencionado anteriormente, em que duas L-asparaginases foram produzidas pelo 

fungo Aspergillus sp. ALAA-2000, uma com temperatura ótima de 47ºC e a outra de 

67ºC. Nota-se, ainda, que a L-asparaginase foi capaz de manter sua atividade 

relativa em 56% a 65ºC. Desta maneira é possível constatar que a temperatura de 

37ºC, utilizada nas reações enzimáticas até então, está dentro da faixa de 

temperatura ótima aparente. A maioria dos trabalhos descreve uma temperatura 

ótima de atividade para as L-asparaginases na faixa de 30ºC a 50ºC (SOUZA et al., 

2017), especialmente na temperatura de 37ºC, como reportado por Thakur et al. 

(2013) para a enzima de Mucor hiemalis, Elshafei et al. (2012), para a enzima de 

Penicilliium brevicompactum NRC 829 e Lincoln, Niyonzima e More (2015) para a de 

Trichoderma viride. No trabalho de Dange e Pashwe (2015), a temperatura ótima 

descrita foi de 40ºC, para a enzima purificada de Aspergillus niger. 
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4.8.2 Estabilidade ao pH e a temperatura 

 

Na Figura 18 é possível observar o comportamento da L-asparaginase 

presente no extrato bruto quanto à estabilidade ao pH (A) e a temperatura (B). 

Para os pH 3,0 e 5,0, a L-asparaginase sofreu ativação, tendo atividade 

relativa de 159% e 145%, respectivamente, em 30 min. Neste mesmo período, para 

o pH 7,0, a atividade relativa caiu para 74%, enquanto que para o pH 8,0 quase não 

houve diminuição, sendo a atividade relativa de 99%. Com 60 min de incubação, a 

atividade relativa para o pH 5,0 continuou aumentando, chegando a 154%. O 

mesmo aconteceu no pH 7,0, com atividade relativa da L-asparaginase de 98%. Já 

para os pH 3,0 e 8,0, no tempo de 60 min, houve queda na atividade relativa para 

111% e 59% respectivamente. Com 120 min de incubação a atividade relativa 

apresentou queda nos pH 5,0, 7,0 e 8,0 para 132%, 61% e 50% respectivamente. Já 

para o pH 3,0, a atividade relativa subiu para 125%. A partir destes dados, é 

possível afirmar que a L-asparaginase presente no extrato bruto apresentou maior 

estabilidade em pH 5,0, valor ótimo para atividade enzimática. Também foi 

observada melhor estabilidade da L-asparaginase de Aspergillus terreus na faixa de 

pH de 4-5,8 (Hassan, Farag e Beltagy, 2018). No trabalho de Huang et al. (2014), foi 

observada estabilidade da L-asparaginase produzida por Rhizomucor miehei em 

uma ampla faixa de pH (4,0-8,0). O mesmo foi obtido para a L-asparaginase 

produzida pela planta Capsicum annuum L no trabalho de Shanmugaprakash et al. 

(2015), sendo a enzima estável em uma faixa de pH de 5,0-9,0. 
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Figura 18. Estabilidade da L-asparaginase produzida por A. niveus em FES em 

diferentes valores de pH (A) e diferentes temperaturas (B).  
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Fonte: autora. 

 

Quanto à estabilidade térmica (Figura 18 B), nota-se que a L-asparaginase 

manteve atividades relativas de 63-76% nas temperaturas avaliadas, com 50 min de 

incubação. Elshafei et al. (2012) observaram que a L-asparaginase proveniente de 

Penicilliium brevicompactum NRC 829 foi mais estável na faixa de temperatura de 

50ºC-60ºC por 60 min. Outro trabalho demonstrou que a L-asparaginase de 

Aspergillus terreus foi capaz de manter-se estável até temperatura de 70ºC por 60 

min (HASSAN; FARAG; BELTAGY, 2018).  

 Para a L-asparaginase obtida de Talaromyces pinophilus em FSbm, foi 

observada melhor estabilidade na faixa de pH de 7,0-9,0, sendo que a enzima 

manteve alta atividade em pH 8,0 durante 8 h. Neste mesmo trabalho, a L-

asparaginase demonstrou estabilidade na faixa de temperatura de 25-37ºC durante 

8 h (KRISHNAPURA; BELUR, 2016). Outro trabalho descreveu que a L-

asparaginase produzida por Aspergillus niger em FSbm foi capaz de manter 100% 

de atividade na temperatura de 40ºC por 120 min (DANGE; PASHWE, 2015). Já 

Vala et al. (2018) reportaram que a L-asparaginase produzida por Aspergillus niger 

de origem marinha foi mais estável em uma faixa de pH de 6,0-9,0 e em uma faixa 

de temperatura de 20ºC-40ºC. 
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4.8.3 Influência de diferentes compostos na atividade enzimática 

 

Analisando-se a influência de diferentes compostos na atividade enzimática 

da L-asparaginase produzida por A. niveus e dialisada (Tabelas 2 e 3), é possível 

observar que a maioria dos compostos utilizados não interferiu na enzimática. Dentre 

os sais (Tabela 2), as maiores atividades relativas foram obtidas com a utilização de 

CoCl2 (+36%), NaCl (+31%) e AgNO3 (+23%). A ativação da L-asparaginase por 

NaCl indica que esta enzima não tem sua atividade catalítica impedida por este sal, 

portanto não será afetada pelo NaCl presente no sangue humano na concentração 

de 0,9% (m/v), pensando-se na aplicação farmacêutica desta enzima 

(KRISHNAPURA; BELUR, 2016).  Outros sais não alteraram a atividade enzimática, 

como BaCl2, MgCl2, MgSO4, MnCl2, MnSO4 e ZnSO4. Já CuCl2 proporcionou a maior 

redução na atividade relativa (-34%), seguido de CuSO4 (-31%). O efeito negativo do 

cobre sobre a atividade L-asparaginásica foi observado também por outros autores 

como Huang et al. (2014), Dias et al. (2016), Hassan, Farag e Beltagy (2018) e 

Kumar e Manonmani (2013). O íon Cu2+, assim como outros íons de metais 

pesados, como Hg2+ e Ag+, pode inibir irreversivelmente uma enzima, devido a sua 

capacidade de reagir com grupos sulfidril para formar mercaptonas, as quais agem 

como redutores das ligações dissulfeto (NELSON; COX, 2014). Pensando-se na 

aplicação industrial da L-asparaginase, é necessário determinar o efeito de íons 

metálicos nesta enzima, já que eles podem atuar aumentando ou diminuindo a 

atividade enzimática. Íons metálicos, como cálcio, sódio, ferro e zinco, estão 

presentes na corrente sanguínea, onde a L-asparaginase será administrada para o 

tratamento de leucemias, e em alimentos, para minimizar a formação de acrilamida 

(KRISHNAPURA; BELUR, 2016). 
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Tabela 2. Influência de diferentes sais na atividade enzimática da L-asparaginase 

obtida do cultivo de A. niveus em FES. 100% corresponde a 0,036 U/mL. 
  

Sais (1 mmol L-1) Atividade Relativa (%) 

Controle 100 
  AgNO3 123,7 ± 2,2 

BaCl2 104,3 ± 6,2 
CaCl2 92,4 ± 7,6 
CoCl2 136,6 ± 9,7 
CuCl2 66,8 ± 4,8 
CuSO4 69,5 ± 2,0 
FeCl3 88 ± 3,8 

Fe2(SO4)3 97,8 ± 10,1 
MgCl2 103,2 ± 5,9 
MgSO4 110,9 ± 6,7 
MnCl2 110,4 ± 6,9 
MnSO4 107,6 ± 5,4 
NaCl 131,3 ± 6,5 

NH4Cl 117 ± 1,8 
ZnSO4 108,4 ± 4,3 

 
Fonte: autora. 

 

Quanto aos detergentes (Tabela 3), o Tween-20 atuou como ativador da 

atividade da L-asparaginase (+34%), enquanto que o SDS reduziu a atividade, 

chegando à completa inibição. Vala et al. (2018) observaram que para a L-

asparaginase produzida por Aspergillus niger AKV-MKBU, o SDS também atuou 

como forte inibidor, enquanto que Tween-80 e Triton X-100 aumentaram a atividade 

da enzima. No trabalho de Krishnapura e Belur (2016), o SDS também interferiu 

negativamente na atividade da L-asparaginase obtida de Talaromyces pinophilus. O 

SDS é um surfactante que interage com as regiões hidrofóbicas da proteína, 

podendo causar desnaturação, ou induzir à formação de agregados proteicos, já que 

interfere na estrutura terciária de proteínas (NELSON; COX, 2014; CHATURVEDI et 

al., 2015). Assim, já que resíduos ligados por ligações dissulfeto apresentam 

característica altamente hidrofóbica (NELSON, COX, 2014), a inibição por SDS 

sugere que as ligações dissulfeto desempenham papel importante na atividade da L-

asparaginase. 

Os solventes orgânicos são compostos que alteram as interações 

hidrofóbicas entre as cadeias laterais apolares dos aminoácidos. Além disso, os 

solventes solubilizam substratos hidrofóbicos, facilitando a hidrólise enzimática 

(DACHURI et al., 2016).  Com relação aos diferentes solventes analisados (Tabela 
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3), apenas a acetona causou diminuição da atividade relativa (-22%). Os outros 

solventes, metanol (+46%), isopropanol (+46%), etanol (+42%) e butanol (+42%) 

atuaram como ativadores da atividade enzimática. A acetonitrila por sua vez, 

praticamente não interferiu na atividade enzimática. De acordo com Agrawal et al. 

(2018), a L-asparaginase imobilizada em pellets de óxido de alumínio, teve sua 

atividade aumentada na presença de acetona (+38%), enquanto que acetonitrila, 

etanol e metanol pouco interferiram na atividade enzimática. O etanol e metanol são 

comumente utilizados na precipitação da L-asparaginase (TUNDISI et al., 2017). Em 

seu trabalho, Mohan Kumar e Manonmani (2013) constataram que o metanol foi o 

melhor solvente para a precipitação da L-asparaginase produzida por Cladosporium 

sp..  

Tratando-se de outros compostos, pode se observar na Tabela 3 que EDTA 

(+20%) e ureia (+35%) afetaram positivamente a atividade da enzima. O EDTA é 

conhecido por ser um agente quelante, formando complexos estáveis com íons 

metálicos. Estes íons metálicos podem atuar como grupos funcionais catalíticos em 

algumas enzimas, ativando o substrato para a reação através da formação de 

ligações covalentes transitórias (NELSON; COX, 2014).  Assim, a ativação da L-

asparaginase pelo EDTA, demonstra que a enzima produzida por A. niveus não é 

uma metaloproteína, não dependendo de íons metálicos para exercer sua atividade 

catalítica (HUANG et al., 2014). Trabalhos como o de Vala et al. (2018), Huang et al. 

(2014) e Radha, Arumugam e Gummadi (2018) relatam inibição da atividade da L-

asparaginase por EDTA. Por outro lado, foi observada baixa ou nenhuma 

interferência do EDTA na atividade enzimática nos trabalhos de Shanmugaprakash 

et al. (2015), Mohan Kumar e Manonmani (2013), Krishnapura e Belur (2016), Abbas 

Ahmed et al. (2015) e Hassan, Farag e Beltagy (2018). 

Com relação à ureia, este composto age como desnaturante, alterando a 

conformação nativa das proteínas (SU; DIAS, 2016). Shanmugaprakash et al. (2015) 

e Vala et al. (2018) relataram uma ação inibitória deste composto na atividade da L-

asparaginase, ao contrário do resultado obtido neste trabalho. 

Quanto ao β- mercaptoetanol (Tabela 3), este ocasionou diminuição na 

atividade da L-asparaginase (-18%), o que reforça a importância das ligações 

dissulfeto na atividade catalítica desta enzima (MOHAN KUMAR; MANONMANI, 

2013). Isto porque o β- mercaptoetanol é um reagente tiol que atua como redutor 

das ligações dissulfeto (NELSON; COX, 2014). Foi observada a inibição, em 
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diferentes graus, da atividade L-asparaginásica por β- mercaptoetanol como descrito 

por Mohan Kumar e Manonmani (2013), Radha, Arumugam e Gummadi (2018), 

Huang et al. (2014) e Vala et al. (2018).  

 

Tabela 3. Influência de diferentes compostos na atividade enzimática da L-

asparaginase obtida do cultivo de A. niveus em FES. 100% corresponde a 0,036 
U/mL. 

Outros Compostos Atividade Relativa (%) 

Controle 100 

Detergentes   

SDS (1 mmol L-1) 0 

Tween-20 (0,01%) 134,8 ± 6,0 

Solventes (1%)  

acetona 78,1 ± 10,2 

acetonitrila 119,2 ± 6,9 

butanol 141,8 ± 7,5 

etanol 141,8 ± 6,7 

isopropanol 145,7 ± 4,1 

metanol 146 ± 5,3 

Outros   

EDTA (1 mmol L-1) 119,8 ± 9,2 

Ureia (1 mmol L-1) 134,9 ± 6,2 

β- mercaptoetanol  
(1 mmol L-1) 

81,7 ± 1,1 

Fonte: autora. 

 

5. CONCLUSÕES 

 

A partir dos resultados apresentados neste trabalho é possível observar que, 

dentre os fungos testados, o A. niveus mostrou-se uma fonte promissora para a 

obtenção de L-asparaginase em FES, utilizando subprodutos agroindustriais como 

substrato, umidificados com sais de Czapek Dox, em curto período de tempo.  A L-

asparaginase produzida por A. niveus foi estável em ampla faixa de pH e 

temperatura. A atividade da L-asparaginase produzida por A. niveus não sofreu 

grande interferência de íons metálicos, mas foi completamente inibida por SDS e 

ativada por alguns solventes. Ainda, o uso de subprodutos agroindustriais mostrou-

se uma alternativa para diminuir o custo da produção enzimática, agregar valor a um 
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material muitas vezes descartado e ainda minimizar o impacto ambiental que o 

acúmulo ou a destruição destes resíduos pode causar. Sendo assim, a FES 

apresenta-se como um método promissor para selecionar enzimas mais específicas 

e estáveis, as quais podem ser obtidas a partir de sistemas de expressão 

heterólogos na tentativa aumentando a produção enzimática para utilização da 

enzima na indústria farmacêutica e de alimentos. 
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