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RESUMO 

A L-asparaginase destaca-se como um importante biofármaco utilizado no 
tratamento de leucemia, além da sua utilização na indústria alimentícia. Seu 
alto custo de produção se deve principalmente às etapas de purificação, que 
correspondem em geral a mais de 70% do valor do produto final. Assim, novos 
processos de extração líquido-líquido, como a aplicação de Sistemas Aquosos 
Bifásicos (SABs), surgem como técnicas alternativas de extração/purificação 
mais econômica e biocompatível. Nesse sentido, este trabalho avaliou um 
processo alternativo para a purificação de baixa resolução da enzima L-
asparaginase (ASNase) utilizando-se SABs com polímeros e sais ou líquidos 
iônicos (LIs). Inicialmente, foi realizado um estudo comparativo de diferentes 
metodologias de quantificação da atividade da ASNase comercial, a fim de 
compreender as interferências dos métodos em diferentes condições, e assim 
estabelecer um método de quantificação adequado para determinação da 
atividade de ASNase nos SABs. A seguir, a estabilidade da ASNase foi 
avaliada frente aos diferentes componentes de fases dos SABs. Dessa forma, 
LIs derivados de colinas e polímeros foram testados como solventes 
alternativos na biocatálise, e a fim de compreender o efeito do tamanho da 
cadeia do ânion dos LIs sob a estabilidade da enzima, foram testadas soluções 
aquosas contendo as colinas com os seguintes ânions: cloreto ([Ch]Cl); acetato 
([Ch][Ac]); propanoato ([Ch][Pro]); butanoato ([Ch][But]) e hexanoato 
([Ch][Hex]). O aumento da cadeia alquílica do ânion teve um efeito negativo na 
atividade enzimática devido à maior afinidade desses compostos pela proteína, 
portanto, [Ch]Cl e [Ch][Ac] foram selecionados como os melhores solventes 
alternativos, mantendo a estabilidade e aumentando a atividade enzimática da 
ASNase. Estes LIs foram então avaliados como agentes formadores de fase 
em diferentes SABs. Quanto aos polímeros, avaliou-se a estabilidade e 
atividade da ASNase em soluções aquosas de polietilenoglicol de massa 
molecular média 600 g.mol-1 (PEG 600) e polipropilenoglicol de massa 
molecular média 400 g.mol-1 (PPG 400), e constatou-se que a ASNase se 
manteve estável e ativa, podendo esses polímeros serem também utilizados 
como agentes formadores de fase em diferentes SABs. Dessa forma, foram 
avaliadas inicialmente as capacidades extrativas de sistemas polímeros-sal/LIs 
usando como modelo a ASNase comercial. Os SABs testados foram capazes 
de concentrar a ASNase comercial, com eficiências de extrações > 95%, 
podendo a partição da mesma ser totalmente controlada pela escolha 
apropriada da natureza do polímero ou sais/LIs utilizados. Por fim, os melhores 
SABs se mostraram plataformas promissoras para extração da ASNase a partir 
de lisado celular de E. coli. O conjunto de resultados mostraram que os SABs 
podem ser eficientemente aplicados na extração e purificação de biomoléculas 
complexas de interesse farmacêutico, com capacidade para serem utilizados 
como plataformas de integração dos processos upstream e downstream em 
modo contínuo e/ou semi-contínuo. Além disso, foi demonstrado que os LIs 
derivados de colinas podem ser utilizados como solventes alternativos na 
estabilização/ativação da ASNase, com grande potencial para serem utilizados 
em meios reacionais catalíticos ou sintéticos, para outras enzimas e moléculas, 
em processos industriais. 
 
Palavras-chaves: L-asparaginase; líquidos iônicos; estabilidade; extração; 
purificação; sistemas aquosos bifásicos. 



 

 

 

ABSTRACT 

L-asparaginase (ASNase) is an important biopharmaceutical used in the 
treatment of leukemia, as well in industrial food processes. Its high production 
costs are mainly due to purification steps, in general, up to 70% of the final 
product value. Therefore, new liquid-liquid extraction processes, such as 
Aqueous Biphasic Systems (ABS), have appeared as more economical and 
biocompatible extraction/purification alternatives. In this work an alternative 
process for the purification of the enzyme L-asparaginase (ASNase) using ABS 
composed of polymers and salts or ionic liquids (ILs) was evaluated. In the first 
stage, a comparative study of different activity quantification methods of the 
commercial ASNase was carried out. This study intended to determine the 
interferences of the quantification methods and to establish the most adequate 
method for the quantification of ASNase activity after the extraction with 
different ABS. Further, the stability of the ASNase in the presence of different 
type and concentration of phase-forming agents, namely cholinium based-ILs 
([Ch]+-ILs) and polymers, was evaluated. Thus, in order to understand the effect 
of the increase of anion alkyl chain length of the ILs in the enzyme stability, 
aqueous solutions of [Ch]+-ILs, with the following anions, were tested: chloride 
([Ch]Cl), acetate ([Ch][Ac]), propanoate ([Ch][Pro]), butanoate ([Ch][But]) and 
hexanoate ([Ch][Hex]). The increase of the anion alkyl chain length had a 
negative effect on the enzymatic activity due to the affinity of these compounds 
to the protein structure. [Ch]Cl and [Ch][Ac] were selected as the best 
alternative solvents, because of their ASNase stability aptitude, as well 
enzymatic activity enhancing effect. The stability and activity of ASNase in 
aqueous solutions of polyethylene glycol of average molecular weight 600 
g.mol-1 (PEG 600) and polypropylene glycol of average molecular weight 400 
g.mol-1 (PPG 400) was also evaluated, in which ASNase remained stable and 
active, being these polymers selected as ABS phase forming agents. Therefore, 
the partition and extraction of commercial ASNase (used as model) using 
different ABS composed of polymer/salts or polymer/[Ch]+-ILs was evaluated. 
All ABS were able to concentrate the commercial ASNase, exhibiting extraction 
efficiencies > 95%. Furthermore, it was obtained a full control of the ASNase 
partition by the appropriate choice of the polymer nature or salts/ILs used as 
phase forming agents. To end, it was demonstrated the excellent aptitude of the 
best ABS to act as promising platforms for the extraction of ASNase from E. coli 
cell lysate. The set of results shown that the ABS can be efficiently applied in 
the extraction and purification of complex pharmaceutical biomolecules, with 
high capability to be used as continuous and/or semi-continuous upstream-
downstream integrative platforms. Moreover, it was demonstrated that [Ch]+-ILs 
can be used as alternative ASNase stabilizing/activating solvents, which may be 
promising candidates for composing catalytic or synthetic reactive media used 
in industrial processes, not only for ASNase but also for other enzymes and 
biomolecules. 
 
 
Keywords: L-asparaginase; ionic liquids; stability; extraction; purification; 
aqueous biphasic systems. 



 

 

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 

 

13C RMN Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de Carbono  

1H RMN Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de Próton 

ADT Auto Dock Tools software 

AE Atividade específica (U.mg-1) 

AHA Ácido β-hidroxamato L-aspártico 

ASNase L-asparaginase 

BSA Albumina de soro bovino, do inglês “bovine serum albumin” 

CDV Calorimetria Diferencial por Varredura 

CLAE Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

CLAE  Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

DC Dicroísmo circular 

DO600 Densidade ótica a 600 nm 

EDTA Ácido Etilenodiaminotetracético 

EE  Eficiência de extração 

IPTG Do inglês “isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside” 

L-Asn L-asparagina 

L-Asp Ácido L-aspártico 

LB Meio de cultivo Luria-Bertani 

L-Gln L-glutamina 

L-Glu Ácido L-glutâmico 

LI Líquido Iônico 

NADH Nicotinamida Adenina Nucleotídeo reduzido 

nm Nanômetros 

OPA o-Ftaldeído 

PDB Protein Data Bank: https://www.rcsb.org/ 

PEG Polietilenoglicol 

MM Massa Molecular 

PPG Polipropilenoglicol 

RMN Ressonância magnética nuclear 

SABs Sistemas Aquosos Bifásicos 

SDS Dodecil Sulfato de Sódio 



 

 

 

SDS-PAGE Eletroforese de Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de 

Sódio (do inglês “sodium dodecyl sulfate 

acrylamide gel electrophoresis”) 

TCA Ácido tricloro acético 

TEMED N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamina 

THR Treonina 

Tir Tirosina 

Trp Triptofano 

 



 

 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

[Ch][Ac] Acetato de colina 

[Ch][But] Butanoato de colina 

[Ch][DHP] Dihidrogenofosfato de colina 

[Ch][Hex] Hexanoato de colina 

[Ch][Pro] Propanoato de colina 

[Ch]Cl Cloreto de colina 

Å Ångström (10-10 m) 

g Força centrífuga 

K Coeficiente de Partição 

kDa Quilodaltons 

Tf Temperatura de fusão (“melting point”) 

U Unidade Enzimática (μmolsubstrato min-1 ml-1) 

ΔCp Variação do calor específico a pressão constante 

θ Elipticidade (miligraus) 

μL Microlitros (10-3 mL) 

 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Principais diferenças entre os fármacos sintéticos e os biofármacos.

 ......................................................................................................................... 33 

 

Tabela 2. Composição dos sistemas ternários utilizados para partição da 

ASNase. ........................................................................................................... 62 

 

Tabela 3. Comparação da atividade da ASNase (U.mL-1) obtida de diferentes 

fontes e relatadas na literatura versus valores estimados da atividade da 

ASNase (U.mL-1) com base nas correlações lineares da Figura 8. .................. 78 

 

Tabela 4. Variação das unidades de absorbância da amônia em função do 

tempo de reação de coloração com reagente de Nessler (em min) para 

diferentes comprimentos de onda. ................................................................... 82 

 

Tabela 5. Energias de afinidade de ancoragem e átomos interagentes previstos 

pelo programa AutoDock para a ASNase e os cátions dos sais. ................... 106 

 

Tabela 6. Propriedades físico-químicas e parâmetros de extração (K e EE (%)) 

dos sistemas polímero/sal ou LI utilizados na extração da ASNase comercial.

 ....................................................................................................................... 114 

 

Tabela 7. Resultados da extração de ASNase a partir de lisado celular 

utilizando SABs compostos por polímeros/sal ou LI. ...................................... 128 

 

Tabela 8. Propriedades obtidas a partir da análise de Superfície Ativa 

Acessível ao Solvente (do inglês “Solvent Accessible Surface Active - SASA)” 

obtidas pela resolução da equação Poisson–Boltzmann. .............................. 130 

 

Tabela 9. Composição dos SABs compostos por PPG 400/[Ch]X e atividade 

relativa (%) da ASNase comercial no final do processo de partição. ............. 160 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Reação de hidrólise do aminoácido L-asparagina catalisada pela 

enzima ASNase. ............................................................................................... 25 

 

Figura 2. Representação do cristal de L-asparaginase de E. coli mostrando a 

simetria da enzima e suas subunidades. ......................................................... 28 

 

Figura 3. Fluxograma representando os objetivos específicos agrupados por 

fases do trabalho desenvolvido. ....................................................................... 48 

 

Figura 4. Estrutura química dos compostos estudados como estabilizadores da 

estrutura proteica da ASNase: a) Cloreto de colina; b) Colina 

dihidrogenofosfato; c) Acetato de colina; d) Propanoato de colina; e) Butanoato 

de colina; f) Hexanoato de colina; g) Polietilenoglicol e h) Polipropilenoglicol. 51 

 

Figura 5. a) Reação principal da enzima ASNase; e diferenças entre as 

reações químicas dos métodos de quantificação colorimétricos para a atividade 

da ASNase: b) Nessler; c) AHA; d) Indooxina. ................................................ 53 

 

Figura 6. Esquema para obtenção da ASNase a partir de lisado celular de E. 

coli BL21+ASNaseII. Fonte: a própria autora. .................................................. 66 

 

Figura 7. a) Atividade da ASNase (U.mL-1) a 37°C das diferentes 

concentrações da enzima (mg.mL-1) e b) Regressão linear ajustada e 

respectivos coeficientes (R2) dentro do intervalo de 0 a 0,2 mg.mL-1, 

determinado utilizando os seguintes métodos: CLAE (●); Nessler (■); Indooxina 

(♦); e AHA (●). Os valores correspondentes à média de três ensaios 

independentes e desvio padrão correspondente. As barras de erro representam 

o desvio padrão obtido para cada ponto. ......................................................... 71 

 

Figura 8. Relação de atividade da ASNase (U.mL-1) pelos métodos 

colorimétricos, AHA (●), Nessler (■) e Indooxina (♦) com base na quantificação 

por CLAE (●). As linhas correspondem a análise de regressão linear com base 

no método de mínimos quadrados de cada método de quantificação, de acordo 

com as equações correspondentes e os valores de R2. Os valores 



 

 

 

correspondem à média de três ensaios independentes e desvio padrão 

correspondente. ............................................................................................... 73 

 

Figura 9. a) Espectro de absorção entre 350 e 600 nm da curva de calibração 

de amônia pelo método de Nessler modificado para diferentes soluções: Água 

(cinza); Branco sem amônia (preto); espectros de absorção gradiente crescente 

da concentração de amônia na reação de Nessler (azul claro para escuro), até 

uma concentração de amônia de 1,15 µmol.mL-1. b) Curvas de calibração de 

amônia por reagente de Nessler em diferentes comprimentos de onda, 

respetivos coeficientes angulares e índice de correlação dos coeficientes 

angulares das curvas. ...................................................................................... 82 

 

Figura 10. Efeito da concentração (mol[Ch]Cl.moltotal
-1) de [Ch]Cl a a) 25°C ,b) 

37°C e c) 50°C na atividade enzimática da ASNase comercial. *Valor absoluto 

considerado 100 % = 3,94 ± 0,16 U.mL-1. ........................................................ 86 

 

Figura 11. Efeito da concentração (molsal.moltotal
-1) de NaCl a 25°C na atividade 

enzimática da ASNase comercial em função do tempo (h). As barras de erro 

representam o desvio padrão obtido para cada ponto. *Valor absoluto 

considerado 100 %: 4,01 ± 0,17 U.mL-1. .......................................................... 90 

 

Figura 12. Simulação de ancoragem molecular dos cátions dos sais [Ch]Cl e 

NaCl: a) Na+ e b) [Ch]+, sob a estrutura da 3D da ASNase. (Estrutura ASNase: 

Protein Data Bank, referência1K2X). ............................................................... 91 

 

Figura 13. Posição de menor valor absoluto de afinidade (kcal.mol-1) para o 

ensaio de ancoragem molecular para ASNase e o ânion Cl-. .......................... 92 

 

Figura 14. Espectro de Dicroísmo Circular a 25ºC de ASNase após 6 h de 

exposição a diferentes concentrações de [Ch]Cl (do azul claro a azul escuro de 

menor para maior concentração de [Ch]Cl, respectivamente de 0,001 a 0,050 

mol[Ch]Cl.moltotal
-1) e tampão (linha preta). ......................................................... 93 

 

Figura 15. Efeito de diferentes concentrações de [Ch]Cl (do azul claro a azul 

escuro de menor para maior concentração de [Ch]Cl, respectivamente de 0,001 

a 0,050 mol[Ch]Cl.moltotal
-1, e tampão - linha preta) sob a fluorescência da 



 

 

 

ASNase para uma excitação a 280 nm e emissão em: a) de 300 a 500 nm; e b) 

a 330 nm; a temperatura de 25ºC. ................................................................... 95 

 

Figura 16. Supressão da fluorescência de ASNase na presença de diferentes 

concentrações de [Ch]Cl por acrilamida (Pontos pretos: estrutura nativa 

ASNase em tampão fosfato, e azul claro a escuro aumento da concentração de 

acrilamida: 10, 20, 30, 40 e 50 mM). ................................................................ 97 

 

Figura 17. Estabilidade térmica da ASNase por dois métodos diferentes: a) 

Temperatura de fusão, Tf, (ºC) por CVD na presença de diferentes 

concentrações de [Ch]Cl; b) Monitoramento da estrutura secundária da 

ASNase (222 nm) por DC em tampão fosfato 50 mM pH 7,4 (linha preta) e 

exposta a 0,025 mol[Ch]Cl.moltotal
-1 (linha azul). mdeg: eliptiticidade em miligraus 

(“milidegrees”, do inglês). ................................................................................. 98 

 

Figura 18. Efeito de diferentes concentrações de LIs derivados de colina sob a 

atividade enzimática da ASNase em diferentes temperaturas: a) [Ch][Ac], b) 

[Ch][Pro] e c) [Ch][But]. Foram testadas diferentes concentrações variando de 

0,001 a 0,050 molLI.moltotal
-1 (azul claro a azul escuro, da menor para a maior 

concentração de [Ch]Cl e tampão fosfato 50 mM pH 7,4 (linha preta). As barras 

de erros correspondem ao desvio padrão. *Valor absoluto considerado 100 %: 

5,29 ± 0,03 U.mL-1 para [Ch][Ac]; 5,98 ± 0,25 U.mL-1 para [Ch][Pro] e 5,37 ± 

0,36 U.mL-1 para [Ch][But]. ............................................................................. 101 

 

Figura 19. Efeito da concentração (mol[Ch][Hex].moltotal
-1) de [Ch][Hex] a 25°C na 

atividade enzimática da ASNase comercial em função do tempo (h). *Valor 

absoluto considerado 100 %: 3,73 ± 0,13 U.mL-1. .......................................... 103 

 

Figura 20. Simulação de ancoragem molecular de cátions dos LIs baseados 

em [Ch]+, a) [Ac]-, b) [Prop]-, c) [But]- e d) [Hex]- sob a estrutura da 3D da 

ASNase. (Estrutura ASNase: Protein Data Bank, referência1K2X). ............... 105 

 

Figura 21. Efeito de diferentes valores de pH na atividade enzimática relativa 

da ASNase comercial. a) Efeito do pH na estabilidade ao longo do tempo. b) 

Efeito do pH da reação enzimática.*Valor absoluto considerado 100 %: 3,19 ± 

0,02 U.mL-1. .................................................................................................... 108 



 

 

 

Figura 22. Efeito da concentração (molpolímero.moltotal
-1) de a) PEG 600 e b) PPG 

400 na atividade enzimática da ASNase comercial a 25°C em função do tempo. 

*Valor absoluto considerado 100 %: 1,25 ± 0,06 U.mL-1. ............................... 110 

 

Figura 23. Eficiências de extração da ASNase (EE (%)) nas fases: a) rica em 

polímeros e b) salina a 25°C utilizando os seguintes SABs: PEG/tampão 

fosfato; PEG/tampão citrato; PEG/sulfato de sódio; PEG/colinas; e 

PPG/colinas. As barras de erro representam o desvio padrão obtido para cada 

ponto. ............................................................................................................. 116 

 

Figura 24. Porcentagem de ASNase extraída no precipitado (interface), 

nomeada como eficiência de extração na precipitação (% EEprecipitado) nos SABs 

à base de tampão citrato com PEG 1000, PEG 1500 ou PEG 2000 a 25°C. As 

barras de erro representam o desvio padrão obtido para cada ponto. ........... 117 

 

Figura 25. Forças motrizes que controlam o particionamento da ASNase nos 

diferentes SABs baseados em polímero/sal. .................................................. 124 

 

Figura 26. Eficiência de extração (EE (%)) das proteínas totais obtidas com 

cada SAB usado para extrair a ASNase a partir do lisado celular nas fases: a) 

rica em polímeros e b) salina a 25°C utilizando os seguintes SABs: 

PEG/tampão fosfato; PEG/tampão citrato; PEG/sulfato de sódio; PEG/colinas; e 

PPG/colinas. As barras de erro representam o desvio padrão obtido para cada 

ponto. ............................................................................................................. 127 

 

Figura 27. SDS-PAGE de cada uma das fases dos SABs testados para a 

recuperação da ASNase a partir do lisado celular de E. coli.  *Todas amostras 

tiveram a mesma diluição, sendo diluídas 3 vezes em tampão de dissociação. 

Fonte: a própria autora. .................................................................................. 132 

 

Figura 28. Monitoramento da estrutura secundária da ASNase em cada uma 

das fases dos SABs polímeros/sal ou LI testados para recuperação a partir de 

lisado celular. De a) a j) estão apresentados o espectro de DC para todos os 

SABs testados na concentração real do sistema. De l) a n) estão apresentados 

os sistemas que   tiveram maior desempenho, concentrados 2 vezes. Fonte: a 

própria autora. ................................................................................................ 134 



 

 

 

 

Figura 29. Log do coeficiente de partição (log K) e eficiência de extração (EE 

(%)) da ASNase nos SABs compostos por PPG 400/[Ch]X, onde X corresponde 

aos seguintes ânions: Cl-, [Ac]-, [Pro]-, [But]-, [DHP]-. ..................................... 160 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

SUMÁRIO 

LISTA DE ABREVIAÇÕES ............................................................................... 13 

LISTA DE SÍMBOLOS ...................................................................................... 15 

LISTA DE TABELAS ........................................................................................ 16 

LISTA DE FIGURAS ........................................................................................ 17 

CAPÍTULO 1 .................................................................................................... 26 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................. 24 

1.1 L-asparaginase ........................................................................................... 25 

1.2 Métodos de quantificação da atividade enzimática da ASNase ................. 28 

1.3 Estabilidade proteica na presença de LIs ................................................... 32 

1.4 Extração e Purificação de biofármacos utilizando SABs ............................ 39 

 

2. OBJETIVOS ................................................................................................. 46 

2.1 Objetivos específicos ................................................................................. 46 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS ........................................................................... 50 

3.1 Materiais ..................................................................................................... 50 

3.1.1 Preparo dos Líquidos Iônicos (LIs) .......................................................... 51 

3.2 Avaliação de metodologias de quantificação da ASNase comercial .......... 52 

3.2.1 Método de Nessler .................................................................................. 54 

3.2.1.1 Método de Nessler adaptado ............................................................... 54 

3.2.2 Método do ácido β-hydroxamato L-aspártico (AHA) ................................ 55 

3.2.3 Método da Indooxina ............................................................................... 56 

3.2.4 Método por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) ................. 56 

3.3 Efeito de diferentes compostos na Estabilidade Catalítica da ASNase ...... 57 

3.4 Influência do [Ch]Cl na etabilidade estrutural da ASNase .......................... 58 

3.4.1 Dicroísmo Circular (DC) .......................................................................... 59 

3.4.2 Fluorescência Intrínseca ......................................................................... 59 

3.4.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (CDV) .......................................... 60 

3.5 Influência do pH na estabilidade e atividade da ASNase ........................... 60 

3.7 Estudos da partição da ASNase utilizando SABs ....................................... 62 

3.8 Quantificação da concentração de ASNase nos SABs .............................. 63 

3.9 Manutenção do Microrganismo, meios e condições de cultivo................... 64 

3.10 Rompimento celular e estocagem da ASNase ......................................... 65 



 

 

 

3.11 Recuperação da ASNase a partir de lisado celular .................................. 67 

3.12 Propriedades intrínsecas das fases dos SABs ......................................... 67 

3.13 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sódio (SDS-

PAGE) .............................................................................................................. 68 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................... 69 

4.1 Análise crítica sobre a metodologia de quantificação da ASNase .............. 70 

4.1.1 Comparação dos métodos de quantificação da atividade da ASNase .... 71 

4.1.2 Método de Nessler adaptado .................................................................. 80 

4.2 Efeito de Diferentes Compostos na Estabilidade Catalítica da ASNase .... 85 

4.2.1 Efeito do [Ch]Cl sob a estabilidade catalítica e estrutural da ASNase .... 86 

4.2.1.1 Efeito do [Ch]Cl sob estabilidade e atividade catalítica da ASNase ..... 86 

4.2.1.2 Efeito do [Ch]Cl sob a estrutura proteica da ASNase ........................... 90 

4.2.2 Efeito do aumento da cadeia alquilíca dos ânions de LIs baseados em 

[Ch]+ sob a estabilidade da ASNase .............................................................. 100 

4.2.2.1 Efeito do aumento da cadeia do ânion de compostos baseados em 

[Ch]+ na estabilidade e atividade catalítica da ASNase .................................. 100 

4.2.2.2 Efeito do aumento da cadeia do ânion de compostos baseados em 

[Ch]+ sob a estrutura tridimensional da ASNase ............................................ 104 

4.2.3 Influência do pH na atividade da ASNase ............................................. 107 

4.2.4 Influência de polímeros na estrutura proteica da ASNase..................... 109 

4.3 Controle da partição da ASNase pela seleção da natureza dos SABs à base 

de polímero/sal ou LI ...................................................................................... 112 

4.4 Recuperação de ASNase recombinante a partir de lisado celular de E. coli

 ....................................................................................................................... 125 

 

5. CONCLUSÕES .......................................................................................... 137 

 

6. PERSPECTIVAS FUTURAS ...................................................................... 139 

 

7. REFERÊNCIAS .......................................................................................... 140 

 

CAPÍTULO 2 .................................................................................................. 152 

LISTA DE PUBLICAÇÕES ............................................................................. 153 

 

APÊNDICES .................................................................................................. 155 



 

 

 

APÊNDICE 1. ................................................................................................. 156 

APÊNDICE 2. ................................................................................................. 156 

APÊNDICE 3. ................................................................................................. 157 

APÊNDICE 4. ................................................................................................. 158 

APÊNDICE 5. ................................................................................................. 159 

APÊNDICE 6. ................................................................................................. 160 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

CAPÍTULO 1 



 

 

 

 

1. Introdução



 

24 
 

1. INTRODUÇÃO 

Atualmente, o acentuado crescimento da biotecnologia tem impulsionado 

a indústria farmacêutica na busca de processos de produção e purificação mais 

eficientes, em particular, na melhoria da sustentabilidade e biocompatibilidade 

dos processos químicos convencionais utilizados na separação/purificação dos 

produtos farmacêuticos. Nesse sentido, o desenvolvimento de novos processos 

de biosseparação para a purificação de biofármacos utilizados no tratamento 

onco-hematológico se apresenta como um grande e atual desafio na indústria 

farmacêutica e biotecnológica.  

No Brasil, o atual foco tem sido os medicamentos oncológicos, uma vez 

que o fornecimento de alguns dos biofármacos mais antigos foi (ou tem vindo a 

ser) interrompido [1], por despertarem baixo interesse comercial à indústria 

farmacêutica estrangeira, como é o caso da L-asparaginase (ASNase), um 

importante biofármaco anti-neoplásico [2]. Além disso, recentemente a 

aquisição emergencial, pelo governo brasileiro, de uma ASNase nativa 

produzida pela empresa chinesa Beijing SL Pharmaceutical com menor valor 

de mercado, levantou uma grande polêmica no país a respeito da procedência 

e qualidade do biofármaco [3]. Este medicamento (Leuginase®) apresentou 

diversos contaminantes, menor atividade em plasma de camundongos e maior 

formação de anticorpos anti-ASNase quando comparado ao medicamento que 

era obtido anteriormente (Aginasa®, Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd.) [3], apesar de 

clinicamente não ter sido encontrado relato de danos ou efeitos colaterais nos 

pacientes que receberam o tratamento. 

O alto custo de produção associado aos medicamentos em geral resulta, 

em grande parte, dos processos de downstream, isto é, das etapas de extração 

e purificação. Neste contexto, é importante encontrar e avaliar novas técnicas 

de extração/purificação que possam ser mais rentáveis, biocompatíveis e 

facilmente escalonáveis pelas empresas biofarmacêuticas, como por exemplo 

os sistemas aquosos bifásicos (SABs). Assim, visando reduzir o custo final de 

produtos biofarmacêuticos, sistemas downstream integrados e/ou 

complementares aos convencionais, que possibilitem simultaneamente maior 

rendimento e menor perda de estabilidade, têm sido alvo da indústria 

biotecnológica emergente. De acordo com esses pressupostos, este trabalho 
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visou estudar métodos alternativos para extração/purificação da enzima L-

Asparaginase (ASNase). 
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5.Conclusões 
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5. CONCLUSÕES  

Neste trabalho foi estabelecido uma correlação para conversão dos 

resultados obtidos por diferentes métodos de quantificação da ASNase e 

proposto uma adaptação do método de Nessler para as condições deste 

trabalho. Os estudos de estabilidade demonstraram que os compostos 

derivados de colinas apresentam capacidade para manter a estabilidade e 

atividade enzimática da ASNase. O [Ch]Cl destacou-se dos demais compostos, 

como o maior ativador enzimático sem modificar a estrutura secundária da 

enzima. Os resultados sugeriram que a superativação foi resultado de 

interações específicas ponto a ponto dos íons dos compostos derivados de 

colina e a estrutura proteica da ASNase. Os estudos de estabilidade permitiram 

concluir que o aumento da cadeia alquílica do ânion, tal como o aumento de 

temperatura, não favorecem a manutenção da atividade da ASNase.  

A utilização dos LIs como solventes alternativos estabilizantes foi 

demonstrada para a ASNase, mostrando que estes podem ser candidatos a 

compor meios reacionais catalíticos ou sintéticos utilizados em processos 

industriais, não só para a ASNase mas para outras enzimas e biomoléculas. 

Dessa forma, a utilização dos compostos derivados de colinas (sal e LIs) pode 

viabilizar a construção de biossensores ou até mesmo serem utilizados como 

estabilizantes para armazenamento de diferentes composições 

farmacêuticas/biológicas. 

Embora as interações proteínas-sal/LI ainda não sejam totalmente 

conhecidas, os promissores resultados foram úteis para identificar os 

compostos mais apropriados para compor os SABs. A compreensão dos 

mecanismos de estabilização e separação da ASNase é essencial para projetar 

plataformas de SABs efetivos para recuperar enzimas diretamente de matrizes 

complexas (como extratos vegetais, meios fermentados ou lisados celulares). 

Por fim, e como objetivo principal deste projeto, demonstrou-se que é possível 

controlar a extração/partição da ASNase, comercial e a partir de meios 

complexos, através da escolha apropriada dos polímeros sal/LI utilizados na 

formação dos SABs. Desse modo, concluímos que a utilização dos SABs 
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representa uma ferramenta de grande utilidade na área de extração e 

purificação da ASNase, podendo reduzir o número de etapas de cromatografia 

utilizadas atualmente na sua purificação, além de concentrar a enzima em uma 

solução biocompatível e possibilitar a sua recuperação em menores volume de 

trabalho. A plataforma de extração aqui estudada poderá ainda ser utilizada na 

integração dos processos upstream e downstream, a qual pode se utilizar dos 

sistemas líquido-líquido como etapas intermédias de processos contínuos ou 

semi-contínuos.  

No entanto, devido aos processos cromatográficos estarem bem 

estabelecidos na indústria farmacêutica, torna-se difícil a adição de mais uma 

etapa no processo produtivo de obtenção da ASNase para fins farmacêuticos. 

Assim, acredita-se que a plataforma de extração/purificação aqui estudada seja 

mais aceita e útil em outras áreas, como por exemplo a área alimentícia, onde 

é extensamente utilizada para a redução dos teores de acrilamida, ou ainda na 

indústria de insumos, como é o caso da produção de glutamato, que pode fazer 

o uso da ASNase para sua produção. Nestes casos, como a exigência de 

pureza do produto final é menos rigorosa, em comparação com as da indústria 

farmacêutica, os SABs terão mais margem para expansão e possíveis 

aplicações, do que dentro da área destinada à saúde humana.  
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Futuramente, espera-se adaptar os SABs que tiveram maior 

desempenho na recuperação da ASNase a partir de lisado celular, em sistemas 

de extração/purificação utilizando cromatografia contracorrente (ou 

cromatografia de partição centrífuga), o que poderá permitir a realização do 

processo em modo contínuo ou semi-contínuo. Assim, esta plataforma poderá 

ser aplicada na integração de processos na indústria farmacêutica ou ainda 

como processo de extração/purificação na indústria de alimentos, onde as 

exigências de pureza são menores que as da área farmacêutica.  

Considerando ainda o potencial de utilização dos sais/LIs derivados de 

colinas como solventes alternativos na área alimentícia, poderão ser 

desenvolvidos ensaios futuros em alimentos, como por exemplo a depleção de 

acrilamida em alimentos processados, atentando-se em garantir a qualidade 

final do produto. 

Por fim, para permitir sua larga aplicabilidade serão necessários estudos 

de reciclagem dos componentes formadores de fase, o que permitirá cumprir 

os requisitos de sustentabilidade dos processos de downstream, além de 

reduzir os custos da utilização destes sistemas, viabilizando sua aplicação. 
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