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RESUMO

A L-asparaginase € utilizada em alimentos para diminuir o contetido de acrilamida,
um carcindégeno formado em alimentos contendo L-asparagina e agtcares redutores submetidos
a tratamento térmico a altas temperaturas, sem comprometer os aspectos sensoriais €
nutricionais. O objetivo deste trabalho foi selecionar uma linhagem de Aspergillus sp. produtora
de L-asparaginase, otimizar os componentes do meio de fermentacao e as condic¢des de cultivo,
para posterior produgdo, purificacdo, caracterizacao e aplicacdo da L-asparaginase em graos de
café para reducao do teor de acrilamida. Quatro linhagens de fungos, A. niger IOC 2016, A.
niger I0C 0203, A. oryzae 10C 3924 e A. oryzae I0C 3999, apresentaram teste qualitativo
positivo indicativo de producdo da L-asparaginase. No entanto, verificou-se que somente as
linhagens de A. oryzae IOC 3999 e A. niger I0C 0203 produziram L-asparaginase, 448,0 U/mL
e 85,1 U/mL, respectivamente, por fermentacdo submersa. Para aumentar a atividade
enzimatica do processo fermentativo foi utilizado uma estratégia sequencial de otimizacdo dos
parametros de fermentacdo obtendo-se 1443,57 U/mL para L-asparaginase de A. oryzae 10C
3999 apds 48h e 1960,14 U/mL para L-asparaginase de A. niger I0C 0203 apds 24h de
fermentacdo. As L-asparaginases de A. oryzae IOC 3999 e A. niger I0C 0203 foram purificadas
2,11 e 2,43 vezes, respectivamente utilizando ultrafiltracio por membrana de 30 kDa e
cromatografia em coluna de exclusdao molecular Sephadex G100. A L-asparaginase purificada
de A. oryzae 10C 3999 apresentou atividade especifica de 739,73 U/mg de proteina e massa
molecular de 25,1 kDa, enquanto a enzima purificada de A. niger IOC 0203 apresentou 2304,18
U/mg de proteina e massa molecular de 37,7 kDa estimada por SDS-PAGE. Em relagdo as
caracteristicas bioquimicas, a L-asparaginase de A. oryzae 10C 3999 apresentou atividade
6tima a 60 °C e pH 5, enquanto que a enzima de A. niger IOC 0203 apresentou atividade 6tima
a 50 °C e pH 7. Ambas as enzimas apresentaram elevada afinidade com a L-asparagina. Entre
os fons metdlicos testados, Mg?*, Fe?*, Fe**, Co** e Min>*, na concentragio final de 1 mMol/L,
ativaram a L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999, enquanto que Mn?*, Fe?*, Hg**, Mg?* e Zn**,
na concentragdo de 1 mMol/L, ativaram a L-asparaginase de A. niger IOC 0203. No estudo da
aplicacdo das L-asparaginases, os graos de café ardbica foram submetidos a um pré-tratamento
térmico sob vapor a 100°C por 35 minutos. Apds o tratamento térmico, as amostras de graos de
café foram misturadas com solu¢@o de 80 U/mL de L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999 e A.
niger IOC 0203, separadamente, e incubadas por 60 minutos a 50 °C. Em seguida, os graos

foram secos e torrados. A porcentagem de reducao de acrilamida em graos de café tratados com



as preparacoes de L-asparaginases purificadas de A. oryzae I0C 3999 e A. niger IOC 0203

foram de 9,08% e 7,03%, respectivamente.

Palavras-chaves: L-asparaginase, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, acrilamida, café



ABSTRACT

L-asparaginase is used in foods to decrease the content of acrylamide, a carcinogen
formed in foods containing L-asparagine and reducing sugars subjected to heat treatment at
high temperatures, without compromising sensory and nutritional. The objective of this work
was to select a strain of Aspergillus sp. producer of L-asparaginase, optimize the components
of the fermentation medium and the cultivation conditions, for later production, purification,
characterization and application of L-asparaginase in coffee beans to reduce the acrylamide
content. Four fungal strains, Aspergillus niger 10C 2016, A. niger IOC 0203, Aspergillus oryzae
IOC 3924, and A. oryzae 10C 3999, presented positive for the qualitative test, indicating
possible L-asparaginase production. However, under submerged fermentation, only A. oryzae
IOC 3999 and A. niger 10C 0203 produced L-asparaginase presenting 448.0 U/mL and 85.1
U/mL, respectively. To increase the enzymatic activity of the fermentation process, a sequential
strategy of optimization was performed. L-asparaginase from A. oryzae IOC 3999 and A. niger
I0C 0203 produced 1443.57 U/mL (after 48 h of fermentation) and 1960.14 U/mL (after 24 h
of fermentation), respectively. The L-asparaginases from A. oryzae IOC 3999 and A. niger IOC
0203 were purified 2.11 and 2.43 fold, respectively using 30 kDa ultrafiltration membrane and
Sephadex G100 molecular exclusion column chromatography. The purified L-asparaginase of
A. oryzae 10C 3999 showed specific activity of 739.73 U/mg protein and molecular mass of
25.1 kDa, while the purified enzyme of A. niger IOC 0203 presented 2304.18 U/mg protein and
molecular mass of 37.7 kDa estimated by SDS-PAGE. Regarding the biochemical
characteristics, the purified enzyme of A. oryzae 10C 3999 showed optimal activity at 60 °C
and pH 5, while the L-asparaginase from A. niger IOC 0203 showed optimal activity at 50 °C
and pH 7. Both enzymes showed high affinity for L-asparagine. Among the metal ions tested,
Mg?*, Fe?*, Fe**, Co**, and Mn?*, in concentration of 1 mMol/L, activated L-asparaginase from
A. oryzae I0C 3999, while Mn**, Fe**, Hg2+, Mg2+, and Zn**, in concentration of 1 mMol/L,
activated L-asparaginase from A. niger IOC 0203. In the application study, arabica coffee beans
were subjected to a thermal pre-treatment under steam at 100 °C for 35 min. After heat
treatment, the coffee beans samples were separately mixed with 80 U/mL of purified enzyme
solutions and incubated for 60 min at 50 °C. Then, the beans were dried and roasted. The
percentage of acrylamide reduction in coffee beans treated with the preparations of purified L-
asparaginases from A. oryzae I0C 3999 and A. niger 10C 0203 was 9.08% and 7.03%,

respectively.
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1. INTRODUCAO

A acrilamida (AC) é conhecida como uma substancia neurotdxica, genotdxica e
carcinogénica em testes em animais (PENNISI et al., 2013) e foi classificada como um provavel
carcinégeno humano (IARC, 1994). Esta substincia é formada pela reacdo de Maillard em
alimentos contendo L-asparagina e actcares redutores, como glicose e frutose, aquecidos em
altas temperaturas e baixa umidade. Esta reacdo também forma compostos desejaveis de cor,
sabor e aroma em alimentos cozidos ou fritos (THOMAS; THOMAS, 2014). Os principais
alimentos que contém altos teores de acrilamida sdo: batatas fritas com concentracdo variando
de 272 a 570 ng/Kg de AC, produtos de panificacdo com variacdo de 75 a 1044 ug/Kg de AC
e café variando de 229 a 890 ng/Kg de AC (HU et al., 2015).

Devido as caracteristicas sensoriais e comprovados beneficios a satide, o café ¢ uma
das bebidas mais consumidas pelo mundo (ANESE, 2016). De acordo com o Relatério sobre o
Mercado de Café, o Brasil é o maior produtor de café com uma produc¢do estimada em 58,5
milhdes de sacas, responsdvel por 35% da produgdo mundial, seguido do Vietna (18%),
Colombia (9%), Indonésia (5,6%) e Etidpia (5%) (ABIC, 2019). Considerado o segundo maior
consumidor de café no mundo, o Brasil apresenta um consumo per capita de 4,82 Kg/ano de
café torrado e moido (ABIC, 2018). No entanto, seu consumo didrio representa uma fonte
significativa de exposi¢do a acrilamida (SENYUVA; GOKMEN, 2005).

O uso da enzima L-asparaginase apresenta alto potencial tecnoldgico para reduzir
o teor de acrilamida em alimentos termicamente tratados, sem comprometer seus aspectos
sensoriais e nutricionais (HENDRIKSEN et al., 2009). A L-asparaginase (L-asparagina amido-
hidrolase EC 3.5.1.1) é uma enzima capaz de catalisar a hidrélise da L-asparagina em acido L-
aspartico e amonia, reduzindo assim o contetido de L-asparagina, o aminoécido precursor deste
composto toxico (CAPUANO; FOGLIANO, 2011).

As L-asparaginases sdo amplamente distribuidas em plantas, animais e micro-
organismos (BATOOL et al., 2016; ZUO et al., 2015). Entretanto, a fonte mais importante de
L-asparaginase sdo os micro-organismos. A L-asparaginase bacteriana é usada como droga
injetavel para o tratamento de alguns tipos de leucemia e linfoma (BATOOL et al., 2016), sendo
obtida, por fermentagdo, a partir de Escherichia coli e Erwinia carotovora (CACHUMBA et
al., 2016). Contudo, a L-asparaginase de algumas fontes bacterianas pode causar reagdes
alérgicas (IZADPANAH et al., 2018). Logo, torna-se necessdrio buscar outras fontes
microbianas de L-asparaginase, como micro-organismos eucaridticos para se obter uma enzima

com menor efeito adverso (PATRO; GUPTA, 2012).
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Atualmente, as L-asparaginases fungicas sdo consideradas seguras pelo Joint
FAO/WHO Expert Commitee on Food Additives (JECFA) desde 2007 e sdo usadas como
aditivos alimentares (XU et al., 2016). Este trabalho visou a sele¢do de linhagens de Aspergillus
sp. produtoras de L-asparaginase, otimizacdo dos componentes do meio de cultura e das
condi¢des de cultivo por metodologias estatisticas, produ¢do, purificacdo, caracterizagdo e

aplicacdo da enzima para diminui¢@o do conteudo de acrilamida em graos de café torrado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Selecionar uma linhagem de Aspergillus oryzae ou niger produtora de L-
asparaginase. Aumentar a produc¢do de L-asparaginase utilizando estratégia sequencial de
otimizacdo, purificar e aplicar a enzima para diminui¢do da formacao de acrilamida em graos

de café.

2.2. Objetivos especificos

[l Selecionar uma linhagem de Aspergillus sp. produtora de L-asparaginase entre oito
linhagens, obtidas por doa¢do, da Colecao de Culturas de Fungos Filamentosos da FioCruz-
RJ;

Determinar as caracteristicas bioquimicas das preparagdes brutas de L-asparaginase;

U Otimizar a composi¢do do meio e os parametros do processo fermentativo submerso da
linhagem de fungo selecionada para a producao de L-asparaginase;

[l Purificar a L-asparaginase em colunas de filtracdo em gel;

Determinar as caracteristicas bioquimicas da L-asparaginase purificada;
Aplicar a enzima L-asparaginase purificada para a reduzir a formacao de acrilamida em café

torrado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. L-asparaginase fiingica
3.1.1. Aspectos gerais

As L-asparaginases podem ser encontradas em micro-organismos (bactérias,
fungos, leveduras, actinomicetos e algas) e organismos superiores (plantas e animais). Na via
metabolica dos seres vivos, a L-asparaginase desempenha um papel critico no metabolismo de
aminodcidos, hidrolisando a L-asparagina em &4cido aspartico, que apds a conversio em
oxaloacetato, pode participar do ciclo de Krebs (ZUO et al., 2015).

De acordo com o National Center for Biotechnology Information (NCBI), as
sequéncias de L-asparaginase sdo distribuidas principalmente no reino bacteriano,
representando 95,5% das sequéncias de proteinas depositadas (221.303 de 231.770 sequéncias
de proteinas). No entanto, a L-asparaginase também pode ser encontrada nos reinos Fungi
(1,68%), Animalia (1,25%), Plantae (0,24%), Archaea (0,88%) e virus (menos de 0,01%)
(Figura 1).

Figura 1 — Distribuicio da L-asparaginase de acordo com o National Center for

Biotechnology Information (NCBI).
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A busca por novas fontes de L-asparaginase, por exemplo, micro-organismos
eucaridticos € importante para aplicacdo da enzima na drea médica e em processamento de
alimentos. Micro-organismos eucaridticos, como leveduras e fungos filamentosos, tém

potencial para a produc¢do de L-asparaginase (BASKAR et al., 2010).

As sequéncias de L-asparaginases de fungos do reino sdo divididas em seis
subclasses: ascomicetos (85,2%), basidiomicetos (11,1%), quitrideos, glomeromicetos,
microsporidianos e blastocladiomicetos (menos de 1% cada). De todo o banco de dados de
fungos, foram utilizadas 212 sequéncias para construir a arvore filogenética com sequéncias

alinhadas a uma L-asparaginase de Aspergillus niger, como mostra a Figura 2 (CUNHA et al.,

2019).

Figura 2 - Distribuiciao filogenética da L-asparaginase em fungos e para fins de

comparacao utilizou-se a sequéncia genética de L-asparaginase de E. coli.
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Para a construcdo das drvores filogenéticas, 3.915 sequéncias de proteinas foram
comparadas com uma L-asparaginase de Aspergillus niger, mantendo todas as sequéncias com
alinhamento de valor de p > 1x10°. Em seguida, foram filtrados para eliminar proteinas
hipotéticas e manter apenas a sequéncia mais alta para cada cepa. A sequéncia de E. coli (L-
asparaginase 1) foi aplicada como um grupo externo as 212 sequéncias restantes. Todas as
sequéncias foram alinhadas com o MAFFT (versdo 7 - https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/)
usando a estratégia automatica. Para a filogenia, foi utilizado o método de associacao do vizinho
em todos os sites sem lacunas (30AAs) e 1000 bootstraps no servidor MAFFT. A arvore foi
projetada no software iTOL (https://itol.embl.de/).

Os micro-organismos sao considerados a fonte mais importante de L-asparaginase,
uma vez que a atividade antitumoral de L-asparaginase de Escherichia coli (MASHBURN;
WRISTON, 1964) foi relatada pela primeira vez. Os micro-organismos podem produzir virios
tipos de L-asparaginase que diferem em sua localizagdo (intracelular e extracelular) e
propriedades em relagdo a atividade de L-asparaginase e L-glutaminase-asparaginase (ZUO et
al., 2015). As L-asparaginases fungicas tornaram-se importantes porque sdo excretadas no
ambiente extracelular, sdo faceis de extrair e processar a jusante (BATOOL et al., 2016; EL-
NAGGAR et al., 2014).

Entre os fungos produtores de L-asparaginase, os géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Trichoderma e Cladosporium (LINCOLN et al., 2015; MOHAN KUMAR et al.,
2013; PATRO et al., 2014; SHRIVASTAVA et al., 2012) podem ser destacados. Alguns
géneros, no entanto, podem produzir micotoxinas, entre elas aflatoxina, ocratoxina,
zearalenona, entre outras. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios que tém efeitos toxicos
para os seres humanos (MAZIERO; BERSOT, 2010).

O Aspergillus oryzae € conhecido por ndo ser patogé€nico, no entanto, algumas
linhagens podem produzir micotoxinas de toxicidade baixa a moderada, como por exemplo, o
acido kojico (OLEMPSKA-BEER, 2007). Em relacdo a seguranca do Aspergillus niger, cerca
de 3 a 10% das linhagens deste micro-organismo sao capazes de produzir micotoxinas com
propriedades toxicas, como a ocratoxina A. Deste modo, a sintese desses metabdlitos deve ser
controlada utilizando condicdes de fermentacdo apropriadas, além disso as linhagens utilizadas
para producio de enzimas para aplicacao em alimentos devem ser testadas quanto a capacidade
de produzir micotoxinas (OLEMPSKA-BEER, 2008).

As L-asparaginases flingicas utilizadas na industria de alimentos sdo consideradas
GRAS (geralmente reconhecidas como seguras) e sao obtidas de A. oryzae e A. niger.

Comercialmente, as preparacdes PreventASe® (DSM) e Acrylaway® (Novozymes) estdo
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atualmente disponiveis para a redu¢do da acrilamida na industria de alimentos. A PreventASe
¢ obtida de Aspergillus niger, apresentando atividade em pH 6timo entre 4 ¢ 5 e 50 °C (XU et
al., 2016). A PreventASe® reduz a formacio de acrilamida em aplicagdes de alto pH (até 9),
como chips de milho e biscoitos (DSN, 2018).

A empresa Novozymes S/A desenvolveu a produgdo da L-asparaginase com base
na clonagem de Aspergillus oryzae. A L-asparaginase de A. oryzae apresenta um pH 6timo
entre 6 ¢ 7, com boa atividade na faixa de pH 5 entre 8 e temperatura ideal de 60 °C
(PEDRESCHI et al., 2008). Esses produtos podem ser usados como coadjuvantes de tecnologia
e atualmente sdo usados em vdrios paises, como Estados Unidos, Austrdlia, Nova Zelandia,
China, Russia, México e vdrios paises europeus (XU et al., 2016).

No entanto, a composi¢ao dos alimentos pode influenciar a a¢do das enzimas (XU
et al.,, 2016). Portanto, a enzima L-asparaginase ideal para uso alimentar deve ser estdvel
durante o processamento € ndo induzir efeitos alérgicos ou toxicos apds o consumo

(FRIEDMAN, 2015).

3.1.2. Producio de L-asparaginase por fungos

Diferentes métodos sdo usados para a producdo de L-asparaginase, como
fermentacdo em estado s6lido (FES) e fermentacdo submersa (FS) usando diferentes micro-
organismos (BATOOL et al., 2016). Os processos de FS estdo bem estabelecidos e fornecem
um bom rendimento, mas geram grandes quantidades de dguas residuais e t€m um alto custo de
producdo (IZADPANAH et al., 2018). Por outro lado, a FES € uma alternativa atraente para FS
e tem grande potencial para producdo de enzimas. A FES alcancou grande relevancia em
bioprocessos, pois utiliza como substrato o residuo agroindustrial de baixo custo e oferece
potenciais beneficios ambientais (THOMAS et al., 2013). Além disso, esse tipo de fermentagao
se assemelha ao habitat natural dos micro-organismos e estd bem adaptado ao metabolismo dos
fungos filamentosos (SINGHANIA et al., 2009).

Existem varios fatores importantes que tém um enorme impacto no sucesso da FES.
Estes fatores incluem pH, temperatura, aera¢do, umidade, natureza do substrato s6lido, tamanho
e forma das particulas. Entre vérios fatores criticos, a umidade e a natureza do substrato sélido
sdo os fatores mais importantes que afetam os processos de FES. A importancia da umidade do
meio de cultura para a fermentacdo em estado sélido depende do micro-organismo empregado

e também da natureza do substrato. Os fungos necessitam de baixa umidade entre 40 e 60%, no
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entanto, a selecdo do substrato depende de varios fatores, principalmente relacionados a
disponibilidade e custo (SINGHANIA et al., 2009).

Substratos sélidos, principalmente residuos ou subprodutos agricolas, estdo sendo
usados como substratos para a producdo de L-asparaginase fingica (DIAS et al., 2015;
MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017; MISHRA, 2006; MOHAN KUMAR et al.,
2013). Esses substratos atuam como suporte fisico e fonte de nutrientes para a producdo de
enzimas. Portanto, para a producdo comercial da enzima, a selecdo de um substrato apropriado
€ um passo importante (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2017). A Tabela 1 mostra
diferentes substratos e os parametros utilizados na fermenta¢do em estado sélido e a méxima

obtenc¢do de L-asparaginase pelos fungos.

Tabela 1 — Producao de L-asparaginase por linhagens de fungos por fermentacio em

estado solido.

Micro- Substrato pH Temp. Umidade Atividade de Referéncia
organismo °C) (%) L-
asparaginase
Aspergillus niger Casca de - 30 60 3746,78 U/g Cunha et al.,
LBA 02 maracuja (2018)
Aspergillus sp. Mistura de 8 35 70 12,57 U/mL Doriya; Kumar,
torta de (2018)
sementes de
algoddo (2/3),

farelo de trigo
(1/6) e casca

de grio de
bico vermelho
(1/6)
Aspergillus Farelo de trigo 5 37 90 360 IU/mg  Duttaetal., (2015)
Sfumigatus WL002 de proteina
Aspergillus niger ~ Torta de 6leo 6,5 29,31 96,02 355,88 U/g Uppuluri et al.,
4 de gergelim (2013)
(preto)
Aspergillus niger Mistura de - 30 50 89,22 U/g Dias et al., (2015)
LBA 02 farelo de trigo
(1/3), farelo de
soja (1/3) e
farelo de
algodao (1/3)
Trichoderma Mistura de 5 28 75 71,87 £3,19 Elshafei; El-
viride casca de arroz Ul/g Ghonemy, (2015)
e farelo de
trigo (3: 2)
Cladosporium sp  Farelo de trigo 5,8 30 58 3,74 U Mohan Kumar et
al., (2013a)
Fusarium equiseti  Farelo de soja 7 45 70 3,26 IU Hosamani; Kaliwa,
(2011)
Fusarium Farelo de soja 7 30 70 7,21 U/g Meghavarnam;
culmorum (ASP- Janakiraman, (2017)

87)
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A producdo industrial de L-asparaginase bacteriana e fungica € realizada
principalmente por FS (MOHAN KUMAR; MANONMANI, 2013). A producdo de L-
asparaginase € fortemente influenciada pela composi¢cio do meio de fermentagdo,
especialmente fontes de carbono e nitrogénio, e fatores fisicos como temperatura, pH, agitagao,
concentracdo de indculo e tempo de fermentacdo (BASKAR; RENGANATHAN, 2011;
HYMAVATHI et al., 2009; SOUZA et al.,, 2017). Cada organismo possui suas préoprias
condi¢cdes especiais para a maxima producdo de enzimas, portanto a otimizacdo de
componentes do meio de cultura e parametros de cultura € essencial no processo bioldgico
(SOUZA et al., 2017). A Tabela 2 apresenta diferentes substratos e os parametros utilizados na

fermentacdo submersa e a maxima obten¢do de L-asparaginase por fungos.



Tabela 2 — Producao de L-asparaginase por linhagens de fungos por fermentacao submersa.

Micro- Meio de Fonte de Fonte de pH Temp. Taxa de Concentracao  Atividade de L- Referéncia
organismo cultivo carbono nitrogénio O agitacao de esporos asparaginase
(m/v) (m/v)
Aspergillus Czapek-Dox  0,2% glicose 1% L- 6,2 30 - 1% de 380,14 TU/mL Dange;
aculeatus asparagina suspensao de Peshwe, (2011)
€Sporos
Aspergillus Czapek-Dox  0,5% glicose 2% L-prolina, 8 30 150 rpm 3x 10’ 67,49 U/mL Dias; Sato,
oryzae CCT modificado 0,2% L- esporos/mL (2016)
3940 asparagina e
0,5% de extrato
de levedura
Aspergillus Czapek-Dox  0,2% glicose 1% L- 6,2 30 180 rpm 5x 107 33,59 U/mL Doriya;
terreus MTCC modificado asparagina esporos/mL Kumar, (2016)
1782
Aspergillus Czapek-Dox  1,5% farinha 1% ureia 6,2 30 160 rpm 107 a 108 33,25 U/mL Baskar;
terreus MTCC modificado de milho e esporos/mL Renganathan,
1782 0,2% glicose (2011a)
Aspergillus Czapek-Dox 0,64% 1,8% L- 5,85 32,08 123,5 rpm 1% suspensdo 38,57 U/mL Baskar;
terreus MTCC glicose asparagina de esporos Renganathan,
1782 (2011b)
Mucor hiemalis  Czapek-Dox  0,4% glicose 1,25% L- 7 30 - Discos de 5 mm 1203,55 U Thakur et al.,
modificado asparagina de in6culo (2014)
Trichoderma Czapek-Dox  0,6% maltose  0,5% peptona 6,5 37 - Discos de 5 mm ~ 650 U/mL Lincoln et al.,
viride sp. modificado de inéculo (2015)

0¢
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Diferentes substratos para meios de cultura foram explorados para a producao de
L-asparaginase. No entanto, os componentes mais importantes no meio de fermentagdo sdo a
fonte de carbono e a fonte de nitrogénio (CACHUMBA et al., 2016). A influéncia de vérias
fontes de carbono, como glicose, sacarose, frutose, lactose, maltose e amido, t€m sido estudados
e varios estudos sugerem que a glicose € a melhor fonte de carbono para a produgdo dessa
enzima (DORIYA; KUMAR, 2016). Entretanto, sabe-se que a sintese de L-asparaginase requer
baixa concentracdo de fontes de carbono, uma vez que estd sob repressdo catabdlica
(MUKHERIEE et al., 2000).

O nitrogénio € um nutriente importante para os micro-organismos (STANBURY et
al., 1995). Virios estudos t€ém mostrado que as melhores fontes de nitrogénio para alcangar
altos rendimentos de L-asparaginase sao L-asparagina (DORIYA; KUMAR, 2016 ; FARAG et
al., 2015), por ser considerada um indutor na producdo de L-asparaginase (BASKAR;
RENGANATHAN, 2011a), e a L-prolina (SARQUIS et al., 2004). Além desses dois
aminodcidos, outras fontes de nitrogénio também foram consideradas importantes para a
producdo de L-asparaginase, como a ureia (BASKAR; RENGANATHAN, 2011a), extrato de
levedura e peptona (BASKAR; RENGANATHAN, 2011b).

O pH do meio de fermentacdo desempenha um papel vital no transporte de vérios
nutrientes através da membrana celular e no aumento da producdo de L-asparaginase (FARAG
et al., 2015). Na maioria dos estudos sobre a produ¢do de L-asparaginase fungica, o meio de
cultura na faixa de pH 6,3 a 9,0 foi usado para a producao 6tima da enzima (MOHAN KUMAR
et al., 2013; DANGE; PESHWE, 2011).

Em relacdo a temperatura, um intervalo entre 30 e 37 °C para a producdo 6tima
desta enzima foi relatado para espécies fungicas (DANGE; PESHWE, 2011; ELSHAFEI et al.,
2012; MOHAN KUMAR et al., 2013; THAKUR et al., 2014). A maioria dos estudos utiliza o
parametro de agitacao de cerca de 160 rpm para a producdo de L-asparaginase por fungos e a
producdo foi melhor observada apés 4 ou 5 dias de incubagdo a 30 °C (SOUZA et al., 2017).

A avaliagdo das necessidades nutricionais e condi¢des fisicas € um passo importante
no desenvolvimento de bioprocessos (BASKAR; RENGANATHAN, 2011b). Atualmente,
métodos de otimizacdo sdo utilizados para tornar um bioprocesso economicamente viavel.
Alguns métodos estatisticos de planejamento experimental tém sido utilizados para otimizar o
processo de producdo de L-asparaginase a partir de fungos (SOUZA et al., 2017). A técnica
tradicional de testar um fator de cada vez para otimizar um sistema multivariado leva a erros na
interpretacao dos resultados, uma vez que negligencia os efeitos das interacdes entre os fatores

(EL-NAGGAR et al., 2014).
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O uso do planejamento de experimentos elimina as desvantagens de usar a técnica
de um fator por vez (EL-NAGGAR et al., 2014). Esse processo de otimizacdo envolve trés
etapas principais: (i) realizar os experimentos usando uma matriz projetada estatisticamente,
(i1) estimar os coeficientes em um modelo matemaético, predizer sua resposta e (iii) verificar a
adequagdo do modelo (MOHAN KUMAR et al., 2013b). Esta técnica possui varias vantagens
que incluem a necessidade de um menor nimero de experimentos, aplicagdo em experimentos
com diversos fatores, além de considerar a interacdo entre estes e, gerar um modelo matematico,
facilitando a descoberta da condi¢do mais adequada e a predi¢ao de resposta (EL-NAGGAR et
al., 2014).

Ferramentas estatisticas como o planejamento de Plackett-Burman e a metodologia
de superficie de resposta tém sido usadas em varios estudos de otimizac¢do. Outra ferramenta
estatistica, rede neural artificial acoplada ao algoritmo genético, também tem sido utilizada em
estudos de otimizacao em bioprocessos (BASKAR; RENGANATHAN, 2012a, 2012b). Além
disso, outros tipos de métodos estatisticos t€ém sido utilizados para otimizar a producdo de L-
asparaginase por fungos, como o Delineamento de Misturas (DIAS et al., 2015) e o
delineamento Box-Behnken (UPPULURI et al., 2013).

Baskar e Renganathan (2012b) utilizaram a estratégia de otimizacdo sequencial de
experimentos e rede neural artificial acoplada ao algoritmo genético para encontrar os
componentes significativos da fermentacdo e a concentracdo Otima para a producdo de L-
asparaginase por Aspergillus terreus MTCC 1782 por fermentagao submersa. A otimizacao dos
componentes do meio de fermentagdo utilizando algoritmo genético conectado a rede neural
artificial mostrou-se mais eficaz que o modelo de regressdo da metodologia de superficie de
resposta. A concentracdo Otima predita dos componentes do meio utilizando a rede neural
artificial foi de 1,7% de L-prolina, 1,99% de nitrato de sédio, 1,38% de L-asparagina e 0,65%
de glicose com producdo experimental de 40,85 Ul/mL de L-asparaginase.

Em outro estudo, Doriya e Kumar (2018) usaram uma estratégia sequencial para
otimizar a producdo de L-asparaginase usando Aspergillus sp. Na primeira etapa, por meio de
planejamento da mistura, observou-se a atividade maxima da L-asparaginase utilizando uma
mistura terndria de torta de algodao (2/3), farelo de trigo (1/6) e casca de feijao-vermelho (1/6).
Na etapa seguinte, os parametros de cultura foram otimizados usando o delineamento Box-
Behnken. Apds 6 dias de fermentacao utilizando mistura terndria otimizada, a atividade maxima
de 12,57 U/mL de L-asparaginase foi obtida a 35 °C, pH 8 e umidade de 70% (p/v). Os autores
observaram que, por meio do estudo de otimizacdo sequencial, a producao de L-asparaginase

aumentou 1,3 vezes.
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Dias et al., (2015) usaram um Delineamento de Misturas para investigar a presenga
de efeitos sinérgicos ou antagonicos de diferentes residuos agroindustriais para a produgdo de
L-asparaginase por fermentacdo em estado sélido por Aspergillus niger LBA 02. Os
pesquisadores obtiveram a maior atividade de L-asparaginase (89,22 U/g) apds 96 horas de
fermentacdo utilizando uma mistura terndria composta por farelo de trigo (1/3), farelo de soja
(1/3) e farelo de algodao (1/3). Este processo mostrou maximiza¢do da produgdo de L-
asparaginase quando as misturas foram usadas em compara¢ao com aquelas isoladamente.

Uppuluri et al., (2013) otimizaram as condi¢des para a produgdo de L-asparaginase
por Aspergillus niger C4 em um biorreator utilizando bagaco de gergelim preto obtido por
extracdo de 6leo, como substrato para a fermentacdo em estado sélido. Os autores utilizaram o
modelo Box-Behnken para trés varidveis (aeracao, espessura do leito e temperatura). A anélise
estatistica revelou um rendimento méximo de L-asparaginase de 310 U/gds de substancia seca,
onde os parametros de aeracdo, espessura do leito e temperatura foram 0,44 vvm, 17,35 cm e

29,31 °C, respectivamente.

3.1.3. Purificacao e propriedades bioquimicas de L-asparaginases fliingicas

A maioria dos procedimentos de purificacdo € realizada utilizando métodos
convencionais, tais como fracionamento com sulfato de amonio combinado com cromatografia
de exclusdo molecular ou cromatografia em coluna de troca idnica (ZUO et al., 2015). A Tabela
3 apresenta diferentes métodos de purificacdo e caracterizagdo bioquimica de varias L-

asparaginases flngicas relatados na literatura.



Tabela 3 — Purificacio e caracteristicas bioquimicas de L-asparaginases fiingicas.

Micro- Método de purificacdo  Atividade Fator de Massa Atividade Kn Vinax Referéncia
organismo especifica purificacao Molecular pH Temp. (°C)
(IU/mg de
proteina)
Aspergillus Precipitacdo com sulfato 207 267,75 - 9 30 12,5x 103 104,16 Dange; Peshwe,
aculeatus de amonio, didlise, Mol/L 1U/mL (2011)
coluna G-25 e coluna
Sephadex G-150
Aspergillus Ultrafiltragcdo (30kDa), 355,03 232,04 35 kDa 9,5 50 7,02 x 103 355,3 Dutta et al., (2015)
Sfumigatus WLO02  precipitacdo com sulfato Mol/L uMol/mg.
de amonio (60%), min
coluna DEAE-
Sepharose e Sephadex
G-100
Aspergillus niger  Precipita¢do com etanol 46,75 10,36 ~90 kDa 7 30 0,8141 6,228 Vala et al., (2018)
AKV-MKBU e coluna DEAE celulose mMol/L uMol/
mg.min
Aspergillus Precipitagdo com sulfato 282 28,6 115 kDa 8 50 0,66 x 103 313 Dias et al., (2016)
oryzae CCT 3940 de amonio (80%), Mol/L 1U/mL
dialise, Q-Sepharose
Fast Flow, SP Sepharose
Fast Flow e CM
Sepharose Fast Flow
Cladosporium sp. Precipitagdao com 83,3 867,7 121 kDa 6,3 30 0,1 Mol/L 4,44 Mohan Kumar;

metanol, coluna de
DEAE-celulose e coluna
Sepharose 6B

uMol/mL.  Manonmani, (2013)

min

Continuagdo na préxima pagina
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Tabela 3 — Purificacio e caracteristicas bioquimicas de L-asparaginases fiingicas.

Micro- Método de purificacdo  Atividade Fator de Massa Atividade Kn Vmax Referéncia
organismo especifica purificacao Molecular pH Temp. (°C)
(IU/mg de
proteina)
Mucor hiemalis Precipitagdao com 69,43 4,59 96,32 kDa 7 37 4,3 625 U/mL  Thakur et al., (2014)
acetona e cromatografia mMol/L

de afinidade em coluna
de lectina-agarose

Penicillium Tratamento térmico por 574,24 151,12 94 kDa 8 37 1,05 - Elshafei et al., (2012)
brevicompactum 20 min a 50 °C, coluna mMol/L
NRC 829 Sephadex G-100 e
coluna Sephadex G-200

Penicillium Precipitacdo com sulfato 833,15 60,94 - 7 30 1x10° - Shrivastava et al.,

digitatum de amo6nio e coluna Mol/L (2012)
Sephadex G-100
Penicillium sp. Precipitagdo com sulfato 13,97 1,9 66 kDa 7 37 4,00 x 107 - Patro; Gupta, (2012)
de amonio, Mol/L

cromatografia em
coluna de Sephadex
G100-120 e coluna
DEAE-celulose

Rhizomucor Coluna de 4cido niquel- 1.984,8 2,6 133,7 kDa 7 45 0,0253 + 3.380,0+ Huanget al., (2014)
miehei iminodiacético 0,0024 133,4
mg/mL uMol/
min.mg
Trichoderma Precipitagdao com 78,2 13,0 99 + 1 kDa 7 37 2,56 uMol/L 279,27 Lincoln et al., (2015)
viride acetona e coluna de U/mL

DEAE-celulose

93
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Na maioria dos estudos de purificacio de L-asparaginase foram utilizados
(NH4)2S04 para precipitar a enzima (DANGE; PESHWE, 2011, DIAS et al., 2016, DUTTA et
al., 2015; MISHRA, 2006). A concentragao de sal variou de 35% a 100% dependendo da fonte
da L-asparaginase (LOPES et al., 2017). Alcoois de cadeia curta como metanol e etanol
(TUNDISI et al., 2016) e também agentes precipitantes como acetona (LINCOLN et al., 2015;
THAKUR et al., 2014) foram também utilizados para a precipitacdo de L-asparaginase.

Os métodos cromatograficos sdo frequentemente usados para obter enzimas
purificadas. A cromatografia de troca idnica com DEAE celulose € o método cromatografico
mais popular (TUNDISI et al., 2016). Lincoln et al., (2015) ao purificar a L-asparaginase de
Trichoderma viride em coluna de DEAE celulose obtiveram um fator de purificacido de 13,
enquanto Vala et al., (2018) purificaram a L-asparaginase de Aspergillus niger AKV-MKBU
cerca de 10,36 vezes usando essa resina.

Outra técnica comumente utilizada é a cromatografia de filtracdio em gel ou
exclusdo molecular com Sephadex (TUNDISI et al., 2016). A L-asparaginase de Penicillium
digitatum foi purificada cerca de 60,95 vezes apds precipitacdo com sulfato de amodnio a 70-
80% e cromatografia em coluna de Sephadex G-100 obtendo 833,15 Ul/mg de atividade
especifica e 4,35% de recuperacdo (SHRIVASTAVA et al., 2012) enquanto Ahmed et al.,
(2015) purificaram dois tipos de L-asparaginase (AYA-1 e AYA-2) do sobrenadante de cultura
de Aspergillus sp. ALAA-2000 por precipitacdo com sulfato de amonio e posterior aplicacao
em coluna Sephadex G-200 e obtiveram fator de purificagdo por 8,3.

De acordo com a literatura, L-asparaginases de diferentes micro-organismos variam
em suas propriedades bioquimicas. Geralmente, a temperatura 6tima para a atividade da L-
asparaginase € entre 30 e 50 °C (HUANG et al., 2014; LINCOLN et al., 2015; MOHAN
KUMAR; MANONMANI, 2013). Em relacdo ao pH 6timo, a L-asparaginase apresenta
atividade em uma ampla faixa de pH, com atividade 6tima na faixa de 6,0 a 9,5 (DIAS et al.,
2016; DUTTA et al., 2015; VALA et al., 2018). No entanto, a maioria das L-asparaginases
fingicas apresenta atividade 6tima em pH alcalino, enquanto apenas algumas L-asparaginases
de fungos apresentam pH 6timo abaixo de pH 7,0 (AHMED et al., 2015; MOHAN KUMAR;
MANONMANI, 2013).

A L-asparaginase purificada de Aspergillus aculeatus apresentou atividade méxima
em pH 9,0 e 30 °C. A enzima reteve mais de 70% de atividade apds 10 minutos a 50 °C,
enquanto foi inativada a 90 °C (DANGE; PESHWE, (2011). A L-asparaginase purificada de

Aspergillus oryzae CCT 3940 mostrou alta estabilidade sob condigdes fisioldgicas,
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permanecendo estavel na faixa de pH de 7,0-8,0 apds 1h de incubacdo na faixa de temperatura
de 30 a 45 °C (DIAS et al., 2016).

fons, assim como substincias ativadoras e inibidoras, podem afetar a atividade da
L-asparaginase de diferentes fontes flingicas. A L-asparaginase de Mucor hiemalis foi ativada
100% por Mn>* na concentracio de 2 mMol/L, apés incubacdo a 37 °C por 30 minutos e
também foi ativada cerca de 100 a 150% na presenca dos fons Ba2*, K ¥, Cu**, Mn**e Hg**. A
enzima foi inibida cerca de 50 a 100% na presenca de Fe’* e Na* (2 mMol/L). No entanto, o
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) na concentragdo de 2 mMol/L nao afetou a atividade
enzimatica, sugerindo que L-asparaginase de Mucor hiemalis ndo é uma metaloenzima. Os
surfactantes Tween 80 e Triton X-100 (2 mMol/L) ativaram cerca de 350% a atividade da L-
asparaginase enquanto o sulfato docetil de sédio (SDS) (2 mMol/L) inibiu a enzima, sendo
obtido 17% da atividade residual (THAKUR et al., 2014).

Lincoln et al., (2015) analisaram o efeito de diferentes compostos na atividade da
L-asparaginase de Trichoderma viride. A enzima foi testada com fons metélicos, inibidores e
ativadores na concentragdo de 5 mMol/L e incubada por 30 minutos a 37 °C. A L-asparaginase
foi ativada cerca de 140 e 160% por Mg?* e Na* e inibida por Fe?*, Fe**, Co?* e Mn**. A enzima
foi fortemente inibida por EDTA enquanto N-etilemaleimida e o fenilmetilsulfonilfluoreto nao

alteraram a atividade enzimatica.

3.1.4. Aplicacio de L-asparaginase fiingica na indastria alimenticia

Em 2002, a Administracdo Nacional de Alimentos da Suécia (SNFA) relatou a
presenca de acrilamida em alimentos com alto teor de carboidratos submetidos a temperaturas
elevadas (MOTTRAM et al.,, 2002; TAREKE et al., 2002). Desde entdo, institui¢des de
pesquisa e agéncias de alimentos vém investigando a toxicidade, formagdo, mitigacdo e
deteccao de acrilamida em alimentos (HU et al., 2015).

Os alimentos relacionados a exposicdo humana a acrilamida sdao produtos de
panificacdo (biscoitos e pao), batata frita e café (EFSA, 2015). A estimativa da ingestao
alimentar foi estudada em varias populacdes com diferentes habitos alimentares (DYBING et
al., 2005; HILBIG et al., 2004; HILBIG; KERSTING, 2006). Estima-se que a ingestdo de
acrilamida na dieta esteja entre 0,3 e 1,9 pug/Kg por via oral (EFSA, 2015). No entanto, os
alimentos com maior contribui¢do para ingestdo de acrilamida variam de pais para pais, de

acordo com padrdes alimentares e métodos de preparagao (CLAUS et al., 2008).
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O principal mecanismo aceito pelos pesquisadores para explicar a formagdo de
acrilamida nos alimentos envolve a rea¢dao de Maillard com os componentes L-asparagina e
acucares redutores durante tratamento térmico a alta temperatura (CLADIERE; CAMEL 2017;
MOTTRAM et al., 2002; PEDRESCHI, 2009; YAYLAYAN; STADLER, 2005). O primeiro
passo nesta reacdo € a formacao intermedidria da base de Schiff. Posteriormente, essa base de
Schiff pode ser hidrolisada para formar 3-aminopropionamida, precursora de acrilamida ou
sofrer eliminagdao de um grupo de amidas para formar diretamente acrilamida (CLAUS et al.,

2008), conforme Figura 3 (CUNHA et al., 2019).

Figura 3 — Mecanismo de formacao de acrilamida em alimentos aquecidos.
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Outros mecanismos de formagao de acrilamida por rotas alternativas também foram

relatados na literatura, através da formacao de acroleina, a partir de degradacdo de lipideos a
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altas temperaturas, e também pela decomposi¢do térmica de alguns aminodcidos como
glutamina, cisteina e 4cido aspartico. No entanto, sabe-se que a formacao de acrilamida € baixa
a partir dessas rotas (KRISHNAKUMAR; VISVANANTHAN, 2014).

Os fatores que influenciam a formacao de acrilamida nos alimentos sdo: condi¢des
de processamento (temperatura, umidade, tempo de cozimento e matriz do produto) e
precursores como agucares redutores e aminodcidos livres (principalmente L-asparagina) (ZUO
et al., 2015). A maioria dos métodos utilizados para atenuar a formacdo de acrilamida busca
remover seus precursores ou inibir ou reduzir a intensidade da rea¢do de Maillard por diferentes
modificagdes de processo (PEDRESCHI, 2009). Entretanto, estes métodos utilizados para
reduzir o conteddo desse composto téxico tem um impacto negativo no sabor e na aparéncia do
produto final (BATOOL et al., 2016).

O uso da L-asparaginase flingica é uma técnica promissora e 6tima para reduzir os
niveis de acrilamida nos alimentos. Essa enzima contribui para a mitigacdo por dois meios:
interferéncia com a reagcdo de Maillard ou remocgdo de precursores, convertendo L-asparagina
em dcido L-aspdrtico sem alterar o valor nutricional, aparéncia ou sabor do produto final
(BATOOL et al., 2016; HENDRIKSEN et al., 2009; SWANSTON, 2018).

O mecanismo reacional da atuagdo da L-asparaginase sobre a L-asparagina ocorre
em duas etapas: No primeiro passo, o residuo nucleofilico da enzima € ativado por uma base
forte (NH2), que em seguida atua sobre o carbono da funcdo amida da L-asparagina, gerando
um produto intermedidrio denominado de B-acil-enzima. A segunda etapa consiste na produgao
do L- 4cido aspartico por meio da atuacao de um nucleéfilo, ativado por uma molécula de dgua,
sobre o carbono éster do intermedidrio B-acil-enzima, com a liberacdo de amonia

(CACHUMBA et al., 2016), como representado na Figura 4.
Figura 4 — Mecanismo de atuacao da L-asparaginase.
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As L-asparaginases oriundas de alguns micro-organismos também possuem a
capacidade de catalisar outras reagdes como a hidrélise da L-glutamina, devido a similaridade
estrutural dos aminodcidos L-glutamina e L-asparagina, entretanto o rendimento desta reagao €
considerado baixo (CACHUMBA et al., 2016).

A L-asparaginase pode ser usada como coadjuvante de tecnologia para atingir um
objetivo tecnolégico durante a fabricacdo. A enzima deve ser removida do alimento ou
inativada; no entanto, € permitida a presenga de vestigios da substancia ou de seus derivados.
Os residuos da enzima, incluindo L-asparaginase desnaturada, podem variar de 0,14 a 428

mg/Kg de alimento (JECFA, 2009).

3.1.4.1. Batatas fritas

Produtos derivados de batatas (Solanum tuberosum), batatas fritas e batatas chips,
sdo amplamente consumidos em muitos paises. Os produtos da batata frita contribuiram para
50% da ingestao humana de acrilamida nos paises europeus (KERAMAT et al., 2011; MESIAS
et al., 2018). O aminodcido L-asparagina € reconhecido como o principal precursor para a
formacdo de acrilamida em produtos derivados de batatas, sendo importante verificar o
desempenho da enzima na diminuicdo deste composto, uma vez que o alto teor deste
aminodcido em batatas também pode estar relacionado ao aumento da formacao de acrilamida
(BECALSKI et al., 2003, 2004).

De acordo com um estudo de Mesias et al., (2018), o potencial de formacdo de
acrilamida em batatas estd relacionado a vdrios fatores como: teor de L-asparagina e acucares
redutores, cor e umidade (em batatas frescas), 6leo e utensilios usados para fritar, conteido de
compostos polares no 6leo de fritura (durante o processo de fritura), cor, espessura e cor visual
(apos a fritura). Outros fatores limitantes relacionados a formagao de acrilamida em batatas sdo:
variedade de batata, tipo de solo, fertilizacdo, clima, armazenamento, corte, branqueamento e
secagem e uso de aditivos (VINCI et al., 2012; MUTTUCUMARU et al., 2017). Embora todos
esses fatores estejam relacionados a formagao de acrilamida, agtcares redutores e L-asparagina
sdo os fatores limitantes para a formacdo de acrilamida em produtos de batata
(MUTTUCUMARU et al., 2017; WILLIAMS, 2005).

A reducdo de acrilamida em batatas fritas foi testada em diferentes condicdes
utilizando, além dos tratamentos isolados, combina¢des de branqueamento e L-asparaginase de
Aspergillus oryzae. A maior reducdo (90%) foi alcangada quando o branqueamento (85°C/3,5

min) foi aplicado, seguido de imersdo em solucdo de L-asparaginase (50°C/20 min). O
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tratamento térmico foi capaz de causar alteracdes na estrutura das batatas, facilitando a difusao
da enzima nos tecidos e, consequentemente, favorecendo e potencializando sua acdo
(PEDRESCHI et al., 2011). Outro estudo sobre o uso de L-asparaginase de Aspergillus oryzae
CCT 3940 (50 U/mL) para diminuir o teor de acrilamida de batatas fritas mostrou uma reducao
de 72% de acrilamida (apds o processo de fritura a 180°C por 7 min) comparado com a amostra
controle (DIAS et al., 2017).

Uma L-asparaginase produzida por Fusarium culmorum (ASP-87) foi usada para
reduzir a acrilamida em produtos de batata. As batatas fritas foram tratadas com a enzima a 40
°C durante 30 min, seguidas de fritura a 170-180 °C durante 90s. Foi observado que 300 U/L
de L-asparaginase foi necessario para reduzir 85% os niveis de acrilamida em batatas fritas. A
L-asparaginase foi eficiente na inibicdo da formacao de acrilamida, assim como na diminuicao
da L-asparagina. Os autores também encontraram altos niveis de acrilamida em diferentes tipos
de produtos obtidos no mercado local (Bengaluru, India). O valor encontrado de acrilamida foi

4475 ng/Kg para batatas fritas (MEGHAVARNAM; JANAKIRAMAN, 2018).

3.1.4.2. Biscoitos e paes

A cor dos produtos de panificacdo ¢ um dos atributos mais importantes que, além
de afetar a qualidade dos alimentos, influencia a aceitacao do consumidor (BARTKIENE et al.,
2016; LU; ZHENG, 2012). A reacdo de Maillard esta envolvida na formagao dos atributos
sensoriais especificos desses produtos, e a acrilamida também ¢é formada durante a reacdo
(THOMAS; THOMAS, 2014).

Segundo Nguyen et al., (2016), a L-asparagina livre na farinha de trigo foi o
principal fator responsavel pela formagdo da acrilamida em biscoitos com teor reduzido de
acucar, e a L-asparagina livre pode ser um fator limitante para a formacao de acrilamida em
produtos derivados de cereais como biscoitos.

Alguns estudos foram realizados sobre a aplicacdo de L-asparaginase flingica para
reduzir a acrilamida em biscoitos e paes. Hendriksen et al., (2009) aplicaram L-asparaginase de
Aspergillus oryzae em biscoitos doces e salgados, os autores obtiveram uma reducdo de 34-
92% nos niveis de acrilamida desses produtos. Resultado semelhante foi descrito por Ciesarova
et al., (2009), que obtiveram uma redu¢do de mais de 97% no teor de acrilamida, aplicando a
enzima L-asparaginase comercial ao pao de gengibre sem prejudicar a qualidade sensorial do

produto final. Vass et al., (2004) foram capazes de reduzir o conteido de acrilamida em
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biscoitos em até 70% usando L-asparaginase comercial. Esses autores também ndo observaram
alteracdo de cor ou sabor.

Anese et al.,, (2011a) estudaram a influéncia da composicdo do biscoito na
capacidade da L-asparaginase (Novozymes®) de minimizar a formacdo de acrilamida.
Diferentes formulagdes de biscoitos foram testadas, variando a quantidade de dgua e o tipo de
gordura e adicionando 900 U/Kg de farinha em todos os tratamentos. Os autores concluiram
que diferencas na eficiéncia da L-asparaginase podem estar relacionadas as diferentes
composi¢des dos alimentos avaliados. Apesar de ser capaz de remover a acrilamida, a L-
asparaginase apresentou uma melhor redu¢do da acrilamida em biscoitos com alto teor de dgua;
no entanto, a reducdo da acrilamida diminuiu com o aumento do teor de gordura nos biscoitos.

Em outro estudo, foi avaliado o efeito da L-asparaginase na formagao de acrilamida
em biscoitos usando delineamento experimental. Anese et al., (2011b) constataram que o uso
de concentracdo de L-asparaginase de 500 U/Kg, a formacdo de acrilamida era minima, assim
como no menor tempo € na menor temperatura de incubacdo. O parametro importante do
biscoito, cor, ndo foi afetado pela aplicagdo da enzima.

O gene da L-asparaginase de Rhizomucor miehei foi clonado, expresso em
Escherichia coli por Huang et al., (2014), e a enzima (10 U/mg de farinha) foi utilizada para
reduzir o teor de acrilamida nos biscoitos, atingindo uma redu¢do de aproximadamente 80%.
Além disso, a enzima foi util na redu¢do da acrilamida presente nos paes e também demonstrou
potencial para uso no tratamento da leucemia.

Existe uma forte correlacdo entre a intensidade da cor da crosta do pao e a formacao
de acrilamida, principalmente quando o pao € assado em temperaturas acima de 200 °C
(KERAMAT et al., 2011). Mohan Kumar et al., (2014) aplicaram L-asparaginase produzida a
partir de Cladosporium sp. em diferentes concentragdes (50-300 U) em pao doce. Os autores
nao observaram alteracdes nas caracteristicas fisico-sensoriais do pao com o tratamento com L-
asparaginase. No tratamento com 300 U, houve reducdo de 97% e 73% na formacgdo de
acrilamida nas regides da crosta e do miolo, respectivamente. Estes resultados indicaram o

potencial da L-asparaginase para aplica¢gdes industriais e domésticas na redu¢ao da acrilamida.
3.1.4.3. Café
O café € um dos trés principais alimentos que contribuem para ingestdo de

acrilamida (MUCCI et al., 2003), por isso, torna-se importante os estudos de mitigacdo de

acrilamida neste produto, ji que o seu consumo didrio representa uma fonte significativa de
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exposicao a acrilamida (SENYUVA; GOKMEN, 2005). No entanto, a ingestdo de acrilamida
proveniente do consumo de café, varia de pais para pais, idade e sexo do consumidor, grau de
torra, volume de café ingerido e etc. (ANESE, 2016).

As duas principais espécies de café usadas na preparacdo da bebida s@o ardbica e
robusta. A qualidade da bebida depende da propor¢ao de cada grao (ALVES et al., 2010). Altas
concentracdes de acrilamida foram encontradas no café robusta (Coffea canefora robusta)
torrado em relacdo ao café arabica (Coffea arabica) torrado (ANESE, 2016). Como a acrilamida
€ uma molécula polar, a preparacdo de café moido com dgua quente pode permitir a extragao
completa deste composto presente nos graos de café torrados (GUENTHER et al., 2007).

De acordo com os resultados do Painel de Contaminantes na Cadeia Alimentar
(CONTAM) da EFSA, entre 2010 e 2013, mais de 1500 produtos a base de café foram
analisados e a concentracao média de acrilamida encontrada foi de 578 ng/g em café torrado
(EFSA, 2015). Em 2017, a Comissao Europeia estabeleceu uma recomendacao (2017/2158/EU)
para concentracio de acrilamida em café torrado de 400 ug/Kg (COMISSAO EUROPEIA,
2017). No entanto, o Brasil ndo estabelece um limite para o teor de acrilamida em alimentos, a
Portaria de Consolidacdo n°® 5 do Ministério da Saude de 2017 estabelece concentragdo limite
de acrilamida apenas para dgua potavel de cerca de 0,5 ug/L (BRASIL, 2017).

Como a formacao da acrilamida € induzida pelo calor juntamente com a formagao
das caracteristicas sensoriais desejaveis no café como cor, sabor e aroma, torna-se muito dificil
minimizar a formagdo deste composto téxico sem afetar a qualidade sensorial deste alimento
(ANESE, 2016). Uma das medidas preventivas de formagao de acrilamida é o uso da L-
asparaginase que visa manter a menor concentragcdo possivel deste composto durante a torragao,
atuando no precursor L-asparagina, criando condi¢des reacionais menos favordveis (ANESE,
2016). No estudo de Hendriksen et al., (2013) foi avaliado o efeito da L-asparaginase na
reducdo da acrilamida no café. Amostras de café ardbica beneficiado foram cozidas no vapor
com 4gua por 45 minutos a 100 °C e tratado com L-asparaginase a 60 ° C por 60 min. Os autores
observaram maior reducdo quando usaram a concentragdo de 6.000 ASU/Kg de griaos,

observando uma redugdo de 80% no teor de L-asparagina e 74% na formacao de acrilamida.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Micro-organismos

Foram testadas oito linhagens de Aspergillus sp. obtidas da Colecdo de Culturas de
Fungos Filamentosos da Fundacdo Oswaldo Cruz- FioCruz, Rio de Janeiro, Brasil. As
linhagens utilizadas foram: Aspergillus niger 10C 2016, Aspergillus niger 10C 0203,
Aspergillus niger 10C 4470, Aspergillus niger 10C 0933, Aspergillus niger 10C 4606,
Aspergillus niger 10C 4573, Aspergillus oryzae 10C 3999 e Aspergillus oryzae 10C 3924
(Anexo 2). As linhagens foram cultivadas em tubos inclinados contento meio Agar Batata
Dextrose (PDA), incubados a 30 °C durante 7 dias e armazenadas a 4 °C em 6leo mineral, com

repicagem a cada 4 meses.

4.2. Teste qualitativo para a deteccao da producio de L-asparaginase em placas de

Petri

Para a selecdo dos fungos produtores de L-asparaginase foi utilizado o método
proposto por Gulati et al., (1997). Os micro-organismos foram repicados em placas de Petri
contendo meio Czapek Dox modificado (2 g de glicose, 10 g de L-asparagina, 1,52 g de
KH>POs4, 0,52 g de MgSO4. 7TH20, 0,52g de KCl, 0,001 g de CuNOs. 3H-0, 0,001 g de ZnSOs.
7H>0, 0,001 g de FeSO4. TH20, 20 g de agar por litro e foi ajustado para pH 6,2 com NaOH
0,1 Mol/L ou HCI 0,1 Mol/L). Ao meio de cultura foi adicionado 4,5 mL de solucdo 2% de
vermelho de fenol em etanol por litro. Para o meio controle foi feita a repicagem dos mesmos
micro-organismos em placas de Petri contendo o meio Czapek Dox sem o aminodcido L-
asparagina em sua formulacdo. Foi também testado meio controle de nitrogénio, onde foi
adicionado NaNOs3 no lugar da L-asparagina, na mesma concentracdo (10g/L). As linhagens
dos fungos foram inoculadas no centro da placa para determinar o indice de atividade
enzimatica. Apds 48h de incubacao a 30 °C foi observada a formagao de halo de coloracao rosa
indicativo de possivel producdo da L-asparaginase. O indice de atividade enzimdtica foi
determinada pela Equacdo 1 (GULATI et al., 1997). As medidas foram feitas com paquimetro

(duas medidas na perpendicular) e todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Diametro do halo de coloragio rosada

indice de atividade enzimatica = (1)

Diametro da colonia
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4.3. Cinética de fermentacao das linhagens de fungos em frascos agitados para producao

de L-asparaginase

As linhagens de fungos que apresentaram resultado positivo no teste qualitativo
foram testadas quanto a sua capacidade de producdo de L-asparaginase por fermentacdo
submersa. Para o cultivo e obtenc¢do de esporos, os micro-organismos foram repicados em tubos
inclinados contendo Agar Batata Dextrose (PDA) e incubados por 7 dias a 30 °C. Os esporos
dos fungos foram produzidos pela inoculacdo de 1 mL da suspensdo de esporos de micro-
organismos em um meio constituido por 10 g de farelo de trigo e 4 mL de uma solu¢do contendo
NaxHPOs4 a 1,7% (m/v) e 2,0% (m/v) de (NH4)2SOs4, incubados durante 72 horas a 30 °C. Para
a extracao dos esporos de fungos foi adicionado aos frascos Erlenmeyer 40 mL de solugao 0,3%
de Tween 80 esterilizada e foi realizada a contagem dos esporos em camara de Neubauer usando
microscopio 6tico (CUNHA et al., 2018).

As culturas foram inoculadas assepticamente em frascos Erlenmeyer contendo 50
mL de meio de fermentacdo Czapek Dox modificado por Gulati et al., (1997) sendo composto
por: 2 g de glicose, 10 g de L-asparagina, 1,52 g de KH2POs, 0,52 g de MgSOs. 7 H20, 0,52 g
de KClI, 0,01 g de CuNOs. 3H>0, 0,01 g de ZnSO4. 7H20, 0,01 g de FeSO4. 7H>0 por litro e
ajustado para pH 6,2 com NaOH 0,1 Mol/L ou HC1 0,1 Mol/L. Aos frascos foram adicionados
uma concentracdo de esporos de 107 esporos/mL e incubados em incubador rotatério (New
Brunswick Scientific series 25, NJ, EUA) a 30 °C por 150 rpm durante 5 dias e a atividade
enzimatica foi mensurada a cada 24h. As culturas de fungos foram filtradas em papel de filtro
Whatman n° 1 e o filtrado denominado extrato enzimético bruto foi armazenado a -15 °C e a
atividade de L-asparaginase foi determinada posteriormente, como descrito no item 4.4. Apds
120 h de fermentacdo, o pH final dos extratos brutos foi medido em pHmétro DM-22 (Digimed,

SP, BR) e a atividade de protease foi determinada conforme descrito no item 4.5.

4.4. Determinacio da atividade de L-asparaginase

A atividade de L-asparaginase foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Imada et al., (1973) modificada por Dias e Sato (2016). O meio reacional contendo
0,5 mL de solugdo 0,04 Mol/L de L-asparagina, 0,8 mL de solu¢do tampao fosfato S0 mM pH
8 ¢ 0,2 mL do extrato enzimatico foi incubado a 40 °C por 30 minutos. A reacdo foi paralisada
com a adi¢do de 0,5 mL de solucdo 1,5 Mol/L de acido tricloroacético. Para quantificar a amonia

liberada, uma aliquota de 125 pL. da mistura reacional foi transferida para microtubo de 2 mL



46

e em seguida foi adicionada 1 mL de 4gua destilada e 125 pL do reagente de Nessler (Merck®).
A absorbancia foi medida a 450 nm em espectrofotometro DU 640 (Beckman Coutler, CA,
EUA). Para o ajuste do zero de absorbancia foi preparado tubo branco composto de 0,5 mL de
solucdo 0,04 Mol/L de L-asparagina, 0,8 mL de solu¢ao tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 8 e 0,2
mL de dgua destilada. Apds incubagdo a 40 °C por 30 minutos foi adicionado 0,5 mL de solugdo
1,5 Mol/L de 4cido tricloroacético. Uma aliquota de 125 pL. da mistura foi transferida para
microtubo de 2 mL e em seguida foi adicionado 1 mL de dgua destilada e 125 pL. de reagente
de Nessler (Merck®). Foi preparado tubo controle composto de 0,5 mL de solugdo de 0,04
Mol/L de L-asparagina, 0,8 mL de solu¢do de tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 8, 0,2 mL de
extrato enzimético e 0,5 mL de solucdo 1,5 Mol/L de acido tricloroacético e incubado a 40 °C
por 30 minutos. Uma aliquota de 125 uLL da mistura foi transferida para microtubo e em seguida
foi adicionado 1 mL de dgua destilada e 125 pL do reagente de Nessler (Merck®). Foi feita uma
curva analitica de sulfato de amonio (10 a 225 uMol/L) para a quantificagcdo de amonia liberada
(Anexo 3). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A atividade enzimética foi
expressa em U/mL, sendo 1 unidade definida como a quantidade de enzima que libera 1 uMol

de amoOnia por minuto sob as condi¢des de ensaio.

4.5. Determinacio da atividade de protease

A atividade de protease foi medida nos extratos brutos enzimaticos das culturas
obtidas apés 120h de fermentagdo, como descrito no item 4.3. A atividade de protease foi
determinada de acordo com a metodologia descrita por Charney e Tomarelli (1947) modificado
por Castro e Sato (2014). O meio reacional contendo 0,5 mL de solucdo 0,5% (m/v) de
azocaseina em tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 6 e 0,5 mL do extrato bruto enzimatico foi
incubado por 40 minutos a 60 °C. A reagdo foi paralisada com a adi¢do de 0,5 mL de solucdo
10% de 4cido tricloroécetico. Para o ajuste do zero da absorbancia utilizou dgua destilada. Foi
preparado um tubo controle composto por 0,5 mL de solucdo 0,5% (m/v) de azocaseina em
tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 6, seguido da adi¢cdo de 0,5 mL do extrato bruto enzimatico e
0,5 mL de solug¢dao 10% de 4cido tricloroacético incubado por 40 minutos a 60 °C. Os tubos
foram centrifugados a 17000 x g durante 15 minutos a 25 °C em centrifuga Allegra™ X-22R
(Beckman Coutler, CA, EUA). Uma aliquota de 1,0 mL do sobrenadante foi neutralizada com
a adicdo de 1 mL de solucao 5 Mol/LL de KOH. Uma unidade enzimatica (U/mL) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para aumentar em 0,01 a absorbancia medida em 428

nm em espectrofotometro DU 640 (Beckman Coutler, CA, EUA).
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4.6. Caracterizacio bioquimica parcial das L-asparaginases dos extratos brutos

As caracteristicas bioquimicas pH e temperatura o6tima de atividade das L-
asparaginases dos extratos brutos foram testadas visando a escolha da linhagem produtora da

enzima com melhores caracteristicas para aplicagdo em alimentos.

4.6.1. Determinacao da temperatura 6tima de atividade da L-asparaginase

Para a determinagcdo da temperatura 6tima de atividade da L-asparaginase, os
ensaios enzimdticos foram realizados como descrito no item 4.4 na faixa de temperatura entre
20 a 80 °C e utilizando solu¢do tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 8. Apds a realiza¢do dos ensaios
enzimaticos foi determinada a atividade enzimatica relativa, considerando a maior atividade

como sendo 100%. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.6.2. Determinacao do pH étimo de atividade de L-asparaginase

Para a determinacdo do pH 6timo de atividade da L-asparaginase o ensaio
enzimatico, descrito no item 4.4, foi realizado em diferentes valores de pH (2 a 10), utilizando
as seguintes solugdes tampao: glicina-HCI 0,05 Mol/L (pH 2,0 - 3,5), acetato de sddio 0,05
Mol/L (pH 4,0-5,5), fosfato 0,05 Mol/L (pH 5,6-8,0) e glicina-NaOH 0,05 Mol/L (pH 9,0-10,0)
na temperatura O6tima de cada enzima. Apds a realizacdo dos ensaios enzimdticos foi
determinada a atividade enzimatica relativa, considerando a maior atividade como sendo 100%.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.7. Triagem de diferentes fontes de carbono e nitrogénio para producido de L-

asparaginase por fermentacao submersa

Apdés a selecdo e caracterizagdo das enzimas foi estudada a influéncia da
composi¢ao do meio de cultivo e dos parametros de fermentacdo para a maxima producgao de
L-asparaginase em meio submerso. Seis fontes de carbono foram testadas em um estudo
univariado: glicose (Synth®), frutose (Synth®), maltose (Vetec®), lactose (Vetec®), sacarose
(Exodo Cientifica®) e amido solivel (Synth®) a 0,5% (m/v) de concentracdo, e as demais
variaveis do meio Czapek Dox modificado (10,0 g L-asparagina, 1,52 g de KH2POg4, 0,52 g de
KCl, 0,52 gde MgS04.7 H20, 0,01 g de CuNO3. 3H>20, 0,01 g de ZnSO4. 7TH20 € 0,01 g FeSOs.
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7H>0 por litro) e pH inicial ajustado para 6,2 com NaOH 0,1 Mol/L ou HCI 0,1 Mol/L, proposto
por Gulati et al., (1997) foram mantidos fixos. O micro-organismo foi inoculado a uma
concentragio de 10’esporos/mL, incubado em incubador rotatério (New Brunswick Scientific
series 25, NJ, EUA) a 30 °C por 150 rpm nos tempos de 48h para a L-asparaginase de A. niger
IOC 0203 e 72h para L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999. Apods o periodo de incubagdo, as
amostras foram filtradas através de papel de filtro Whatman n° 1 e o filtrado foi utilizado como
extrato bruto enzimadtico e armazenado a -15 °C. Foi determinada a atividade de L-asparaginase
como descrito no item 4.4. A fonte de carbono que proporcionou a maior producio de L-
asparaginase foi escolhida e fixada, assim como os demais componentes do meio e os
parametros do processo fermentativo, e entdo as fontes de nitrogénio foram estudadas.

Oito fontes de nitrogénio foram investigadas: peptona (Biobrds®), triptona
(Difco®), extrato de levedura (Oxo0id®), extrato de carne (Oxoid®), casefna hidrolisada
(casaminodcidos, Difco®), base nitrogenada de levedura (YNB, Difco®), L-asparagina (Synth®)
e L-prolina (Synth®) na concentracdo fixa de 1,0% (m/v). O micro-organismo foi inoculado a
uma concentracio de 10’esporos/mL, incubado em incubador rotatério (New Brunswick
Scientific series 25, NJ, EUA) a 30 ° C por 150 rpm nos tempos de 48h para a L-asparaginase
de A. niger IOC 0203 e 72h para L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999. Apds o periodo de
incubacgdo, as amostras foram filtradas através de papel de filtro Whatman n° 1 e o filtrado,
isento de células, foi utilizado como extrato bruto enzimatico e armazenado a -15 °C. Foi

determinada a atividade de L-asparaginase como descrito no item 4.4.

4.8. Estratégia sequencial de otimizacdo da producio de L-asparaginase pelo processo

de fermentacao submersa

A producio da enzima foi estudada em meio submerso e foram analisadas diferentes
concentracdes de fonte de carbono e de fonte de nitrogénio, assim, como também foi analisado
diferentes faixas de temperatura, pH, taxa de agitacdo e concentracio de indculo.

Para este estudo, primeiramente, foi utilizado um delineamento experimental
empregando uma matriz do tipo Plackett & Burman (PB) de 12 ensaios mais trés pontos

centrais. A Tabela 4 mostra as varidveis reais que foram analisadas no delineamento PB.
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Tabela 4 — Variaveis reais analisadas no delineamento Plackett-Burman 12 (PB 12) para
o estudo da fermentaciao das linhagens de A. oryzae 10C 3999 e A. niger 10C 0203 e

producio de L-asparaginase.

Variaveis -1 0 1
Xi= Fonte de carbono % (m/v) 0,5 1,25 2
X>= L-asparagina % (m/v) 0 1 2
X3= Fonte de nitrogénio % (m/v) 0 1 2
X4=pH 6 7 8
Xs= Temperatura (°C) 25 30 35
Xe6= Taxa de agitacao (rpm) 100 150 200
X7=Concentracio de inéculo (esporos/mL) 1x10° 5,05x10° 1x107

Para o crescimento dos fungos e a obtencao dos esporos foi utilizado a metodologia
de Cunha et al., (2018). Uma aliquota de concentracdao conhecida da suspensao de esporos foi
transferida assepticamente para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo o meio de
fermentagdo, conforme a matriz do delineamento. Foi determinada a atividade de L-
asparaginase como varidvel resposta, conforme o item 4.4. Depois de concluido o planejamento
experimental (PB 12), as anélises estatisticas foram feitas com auxilio do software Statistica
13.3 a 5% de significancia.

As varidveis independentes que apresentaram efeitos significativos estatisticamente
sobre as varidveis respostas foram utilizadas no delineamento composto central rotacional
(DCCR). Apé6s a conclusio do DCCR, foram ajustados modelos (Equacdo 2) e geradas
superficies de resposta e curvas de contorno, segundo metodologia preconizada por Rodrigues

e lemma (2014).

y= B0+ Bix1 + Bax2 + Paxs + Proxixz + B1axixs + Pa3xaxs + Prixi® + Paoxa® + Pasxs? (2)

Em que B’ € o termo de interceptacao; Bi, B2 € B3 sdo os coeficientes lineares; sao
B12, P13 € P23 os coeficientes de interacdo; P11, P22 € P33 0s coeficientes quadraticos e X1, X2 € X3
sdo as varidveis codificadas. As andlises estatisticas foram feitas com auxilio do software
Statistica 13.3 a 5% de significancia. A valida¢ao do modelo foi realizada por meio da repeti¢ao
de um ensaio em triplicata das condicdes de producao de L- asparaginase. A concentracdo de

L-asparaginase prevista foi, entdo, comparada com dados resultantes dos experimentos.
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4.8.1. Producao de L-asparaginase pelas linhagens de A. oryzae I0C 3999 e A. niger I0C

0203 por fermentacao submersa

A producao de L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999 foi realizada em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 2,9% de lactose, 2,9% de L-asparagina e 0,7% de caseina
hidrolisada (casaminoécidos), 0,152% de KH>POy4, 0,052% de KCl, 0,052% de MgSOs4, 0,001%
de CuNOs3.3H20, 0,001% de ZnSO4.7H>0 e 0,001% de FeSO4.7H>0 ajustado para pH 7,0 e
adicionado uma concentracdo de 5,05x10° esporos/mL a 30 °C, por 100 rpm durante 48h de
fermentacdo. A producgdo de L-asparaginase de A. niger IOC 0203 em condi¢des otimizadas foi
realizada utilizando meio Czapeck modificado composto de 2,9% de sacarose, 0,35% de L-
asparagina, 0,152% de KH>POs, 0,052% de KCI, 0,052% de MgS04,7H>0, 0,001% de
CuNOs3.3H,0, 0,001% de ZnSO4.7H>0 e 0,001% de FeSO4.7H>0 ajustados para pH 7,0 a 22,5

°C, 150 rpm durante 24h e adicionando uma concentracio de 5,05x10° esporos/mL.

4.9. Purificaciao das L-asparaginases de A. oryzae I0C 3999 e A. niger 10C 0203

4.9.1. Ultrafiltracao

Os extratos enzimdticos brutos obtidos de acordo com o item 4.8.1 foram
ultrafiltrados em membrana de 30 kDa da Dioflo® Ultrafilters para remoco de proteinas de
baixa massa molecular utilizando sistema de ultrafiltracdo Amicon modelo TCF2/TCF2A
(Grace Company, SC, EUA). Ap6s a ultrafiltracdo os extratos enzimdticos foram analisados
quanto ao teor de proteina utilizando o método de Lowry et al., (1951) e a atividade L-
asparaginase foi determinada segundo o método descrito no item 4.4. Foi construido uma curva
analitica de 0 a 0,2 mg/mL de ovo albumina (Sigma-Aldrich®) para quantificacio do contetido

de proteina (Anexo 4).

4.9.2. Purificaciao e determinacio da massa molecular das L-asparaginases de A. oryzae

I0C 3999 e A. niger I0C 0203 em coluna de Sephadex G-100

Amostras de 3 mL do extrato enzimético ultrafiltrados foram aplicadas em coluna
de exclusao molecular Sephadex G-100 (100 cm x 1,5 cm de diametro). Foi utilizado solugao
tampao fosfato 50 mM pH 7 e KC1 100 mM, como fase mével, em um fluxo de 0,2 mL/min,

temperatura de 17 °C e volume de fracdo coletada de 3 mL. A coluna foi calibrada com blue
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dextrana (2.000 kDa), B-amilase de batata doce (200 kDa), dlcool desidrogenase (150 kDa),
albumina de soro bovino (66 kDa), anidrase carbOnica (29 kDa), citocromo C (12,4 kDa)
(Sigma-Aldrich®). A elui¢iio da proteina foi estimada por medida da absorbancia a 280 nm em
espectrofotometro DU 640 (Beckman Coutler, CA, EUA). A concentragdao de proteina foi
determinada usando o método de Lowry et al., (1951) e a atividade L-asparaginase foi
determinada segundo a metodologia descrita no item 4.4. O volume de elui¢do (V) de cada
proteina e o volume vazio (V,) da coluna foram determinados, para estimar a massa molecular

da L-asparaginase.

4.9.3. Eletroforese em gel SDS- poliacrilamida das L-asparaginases

A homogeneidade e a massa molecular das L-asparaginases foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de sdédio (SDS-PAGE), de acordo com
o método descrito por Laemmli (1970). A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida
(12%) e gel de empilhamento (4%), a 120 v por 1 h e 10 minutos. Apds eletroforese, o gel foi
tratado com solugdo de fixagao de proteinas (400 mL de etanol e 100 mL de 4cido acético) por
30 minutos, em seguida corado com solu¢do de 0,1% de Coomassie brilhante G 250 por 24h.
Em seguida, o gel foi descorado, por meio de varias lavagens, em dcido acético/metanol/agua
(1/4/5) e corado com prata utilizando o método de Blum et al., (1987). O gel foi lavado 3 vezes
com uma solu¢do de enxaguamento (50% de etanol) durante 20 minutos cada. Em seguida, o
gel foi tratado com solucdo de 0,02% de tiossulfato de sédio por 1 minuto e, posteriormente,
lavado trés vezes com dgua destilada. Em seguida, o gel foi tratado com uma solucao de 0,2%
AgNOs3 + 0,02% formaldeido e deixado no escuro por 20 minutos, sendo novamente lavado
com 4gua destilada. Posteriormente, o gel foi tratado com uma solucao de 3% de carbonato de
sodio + 0,05% de formaldeido. Apds o aparecimento das bandas, o gel foi tratado com solucao
de 13% acido acético glacial, e em seguida fotografado.

Ap6s coloragdo com gel de prata, a massa molecular foi estimada utilizando-se o
grafico logaritmo da massa dos marcadores de proteina versus a mobilidade relativa de cada
proteina do marcador (Anexo 7). Foram utilizados marcadores de massa molecular: fosforilase
b (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), ovo albumina (43 kDa), anidrase carbonica (30
kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e o-lactoalbumina (14,4 kDa) (Pharmacia®,
Uppsala, Suécia).
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4.9.4. Caracterizacao bioquimica das L-asparaginases purificadas de A. oryzae IOC 3999
e A. niger 10C 0203

As caracteristicas bioquimicas de pH e temperatura 6tima de atividade, pH e
temperatura de estabilidade, pardmetros cinéticos, presenca de sais, presenca de ativadores e
inibidores sobre atividade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae IOC 3999 e A. niger
I0C 0203 foram determinadas. Para efeito de comparagdo, também foram realizadas as mesmas

determinagdes para a enzima comercial (Acrylaway ®).

4.9.4.1. Determinacao da temperatura 6tima de atividade

Para a determinacdo da temperatura 6tima da atividade da L-asparaginase, os
ensaios enzimaticos foram realizados, como descrito no item 4.4, na faixa de temperatura entre
20 a 80 °C, utilizando tampao fosfato 0,05 Mol/L pH 6. Apds a realizagdo dos ensaios
enzimaticos foi determinada a atividade enzimatica relativa, considerando a maior atividade

como sendo 100%. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.9.4.2. Determinacao do pH 6timo de atividade

Para a determinacdo do pH 6timo da atividade de L-asparaginase o ensaio
enzimatico, descrito no item 4.4, foi realizado em diferentes valores de pH (2 a 10), utilizando
as seguintes solugdes tampao: glicina-HCI 0,05 Mol/L (pH 2,0 - 3,0), acetato de sddio 0,05
Mol/L (pH 4,0-5,0), fosfato 0,05 Mol/L (pH 6,0-8,0) e glicina-NaOH 0,05 Mol/L (pH 9,0-10,0)
na temperatura O6tima de cada enzima. Apds a realizacdo dos ensaios enzimdticos foi
determinada a atividade enzimatica relativa, considerando a maior atividade como sendo 100%.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.9.4.3. Determinacido da temperatura de estabilidade

Para o estudo da termoestabilidade da L-asparaginases purificadas e da enzima L-
asparaginase comercial, 0,2 mL da enzima e 0,8 mL de solucido tampdo, com concentragdao de
0,05 Mol/L no pH 6timo de atividade de L-asparaginase de cada linhagem, foram adicionados

em microtubos e pré-incubados em diferentes temperaturas de 20 a 80 °C durante 1h, sendo
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imediatamente transferidos para banho de gelo apds o periodo de incubagdo. Apés a realizagdo

dos ensaios foi determinada a atividade enzimatica residual (Equacdo 3), definida como:
Atividade residual (%) = %x 100 (3)

Onde Af € atividade enzimatica final apés 1h de incubacdo e Ao é a atividade
enzimatica inicial. A determinacdo de L-asparaginase foi medida nas condi¢des Otimas de
temperatura e pH de cada enzima, como descrito no item 4.4. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
4.9.4.4. Determinacido do pH de estabilidade

O efeito do pH de estabilidade das L-asparaginases purificadas e comercial foi
avaliado incubando-se 0,2 mL das enzimas em 0,8 mL de diferentes solu¢des tamponantes na
concentracao de 0,1 Mol/L em valores de pH (2 a 10) por 1 h a 10 °C na auséncia de substrato.
A atividade de L-asparaginase foi determinada conforme descrito no item 4.4. Os resultados
foram expressos em atividade residual, como descrito no item 4.9.4.3, medida nas condi¢des
Otimas de temperatura ¢ pH de cada enzima. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
4.9.4.5. Determinacao dos parametros cinéticos

Para obtencdo dos parametros cinéticos, Km € Vmax, por meio do gréifico de
Lineweaver-Burk, os ensaios de atividade enzimdtica foram realizados utilizando-se
concentracdes crescentes (0 a 0,05 Mol/L) do substrato L-asparagina. A determinacdo de L-
asparaginase foi realizada como descrito no item 4.4, no pH e na temperatura 6tima de atividade

enzimatica. Os resultados obtidos foram utilizados para determinar Kca € Kea/Km.
4.9.4.6. Efeito de ions metalicos na atividade das L-asparaginases
Foram analisados os efeitos dos seguintes fons metélicos sobre a atividade da

enzima L-asparaginase: Na*, K, Ca?*, Mg?*, Mn?*, Cu**, Fe**, Fe?*, Zn?**, Co**, Hg*" nas

concentracdes necessdrias para a obtencdo de 1 mMol/L de concentragdo final no meio
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reacional. A determinacdo de L-asparaginase foi realizada como descrito no item 4.4, no pH e
na temperatura 6tima de atividade enzimatica. A atividade enzimatica relativa foi determinada
pela correlacio com a atividade da enzima ndao submetida aos tratamentos, a qual foi
considerada como sendo 100% de atividade. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.9.4.7. Efeito de ativadores e inibidores na atividade das L-asparaginases

Foram analisados os efeitos de inibidores e ativadores na atividade da enzima L-
asparaginase: Tween 80 (0,01%), Triton X-100 (0,01%), SDS (0,1%) de concentragdo final no
meio reacional e B-mercaptoetanol, ureia, EDTA, azida de sédio, L-cisteina, iodoacetamida e o
acido p-cloromercuribenzdico nas concentragdes necessdrias para a obtencao de 1 mMol/L de
concentracdo final no meio reacional. A determinacdo de L-asparaginase foi realizada como
descrito no item 4.4, no pH e na temperatura 6tima de atividade enzimdtica. A atividade
enzimatica relativa foi determinada pela correlacdo com a atividade da enzima nao submetida
aos tratamentos, a qual foi considerada como sendo 100% de atividade. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.

4.9.4.8. Atividade das L-asparaginases em diferentes aminoacidos

Foram analisadas a atividade das L-asparaginases em diferentes aminoacidos: L-
glutamina, L-dcido aspdartico, L-arginina, L-asparagina, L-prolina e L-metionina na
concentracdo final de 0,01 Mol/L no meio reacional. A determinagdo de L-asparaginase foi
realizada como descrito no item 4.4, no pH e na temperatura 6tima de atividade enzimatica.
Apoés a realizacdo dos ensaios enzimadticos foi determinada a atividade enzimadtica relativa,
considerando a maior atividade como sendo 100%. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

4.10. Aplicacao da L-asparaginase para reducio dos teores de acrilamida em café

4.10.1. Graos de café

Graos verdes de café ardbica (Coffea arabica) foram obtidos da cidade de Sarutaia-

SP- Brasil, variedade Catuai amarelo cereja descascado.
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4.10.2. Tratamento dos graos de café com L-asparaginase

Os tratamentos dos graos de café com as L-asparaginases purificadas foram
realizados segundo Hendriksen et al., (2013), com algumas adaptacdes. Amostras de 50 g de
graos de café ardbica beneficiado foram cozidos no vapor por 35 minutos a 100 °C até a
obtencdo de 25% de umidade. Apds o tratamento térmico, as amostras dos graos de café foram
misturados com 34,5 mL de solucdo contendo 80 U de L-asparaginase de Aspergillus oryzae
IOC 3999 e Aspergillus niger IOC 0203 e incubadas por 60 minutos a 50 °C. Foi realizado o
mesmo procedimento com a enzima comercial Acrylaway® para efeito de comparacdo. ApSs o
tratamento enzimatico, os graos de café foram secos em estufa com circulagdo de ar a 40 °C até
atingir 10 a 11% de umidade e, finalmente torrados em torrador convectivo Fresh Roast SR
500 (Fresh Beans Inc., UT, EUA). Foi utilizado um sistema de classificacdo da cor padronizado
para graos de café torrados (Roast Color Classification System Agtron —SCAA, 1995), anexo
15. Foi escolhido uma torra padrao de cupping e a coloragdo do café foi comparada atribuindo-
se a numeracao da cor correspondente (R 65). As amostras de café foram moidas em moedor
Hamilton Beach (Hamilton Beach Brands, Inc., VA, EUA) em granulagdo fina, em seguida,
foram armazenadas em sacos plasticos PEBD 13 cm x 21 cm x 0,15 mm sob vacuo, mantidas
em temperatura de refrigeracdo até o momento das andlises. Todos os tratamentos foram

realizados em triplicata (anexo 16).

4.10.2.1. Extracao de acrilamida das amostras de café

Amostras de 1,0 + 0,1 g de café moido foram pesadas em tubos de polipropileno de
50 mL e foi adicionado 20 mL de dgua MiliQ (Milipore, Itdlia), 100 uL de solu¢do de acrilamida
— D;3 (padrio interno) com concentraciio de 4 ug/mL (Sigma Aldrich®) e 5 mL de isoctano. Em
seguida, os tubos foram agitados em agitador rotatério a 300 rpm por 60 minutos. Os tubos
foram centrifugados por 20 min, 4500 rpm a 10 °C (Rotanta 460 R, Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen, Alemanha) em seguida foi retirado uma aliquota de 3 mL da fase aquosa.
Os cartuchos SPE Multi Mode Mixed (500 mg/3 mL, Biotage, Suécia) foram pré-condicionados
com 3 mL de metanol 60%, 10 mL de dgua e depois foi adicionado 2 mL da amostra e 1 mL de
agua. O extrato recolhido foi aplicado em cartucho SPE ENV+ (500 mg/6 mL, Biotage, Suécia)
apos pré-condicionamento com 3 mL de metanol 60% e 3 mL de dgua. Dois mL do extrato foi

eluido com metanol 60% e utilizado para identificacdo e quantificagdo de acrilamida.
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4.10.2.2. Separacio, identificaciao e quantificacao de acrilamida por LC-MS/MS

Para a determinac@o do contetido de acrilamida das amostras de café foi utilizado
um sistema constituido por um UHPLC 1290 Agilent + API 5500 acoplado a um Espectrometro
de Massa Tripo Quadrupolo com uma fonte de ionizagdo por eletrospray positivo LC — MS/MS
5500 Q-Trap, da marca AB Sciex. Foi utilizada uma coluna analitica Shodex RSpak DE- 413
(150 x 4,6 nm i.d.) e uma pré-coluna Shodex RSpak DE-SG (10 x 4,6 nm i.d.). O volume de
injecdo foi de 10 uL. A temperatura do forno foi mantida a 20 + 5 °C. A fase mével A consistiu
em uma solugdo de dcido férmico a 0,1% (v/v) em dgua; e a fase mével B utilizada foi metanol
HPLC (Sigma—Aldrich®). As amostras foram eluidas com uma vazao de 0,6 mL/min, de acordo
com os seguintes gradientes (v/v) das fases méveis: 0 - 2 min, 90% de A e 10% de B; 2 - 5 min,
60% de A e 40% de B; 5- 6 min 10% A e 90% B; 6 - 12 minutos, 10% A e 90% B; 12,1 - 16
min, 90% de A e 10% de B. O nitrogénio foi utilizado como gés de dessolvatacdo (110 psi) e
também foi usado como gés de colisdo (60 psi). A temperatura da fonte foi mantida em 600 °C,
aproximadamente. A tensdo do capilar foi ajustada para 42.000 volts e a tensdao do cone em
10.000 volts. Para as transi¢des m/z 72 > 55,72 > 44,72 > 54,72 > 27,75 > 58 ¢ 75 =
39 de acrilamida, a energia de colisdo foi ajustada para 23.000 volts. Foi feita uma curva
analitica de 0 a 100 ng/mL de padrdo de acrilamida (Sigma-Aldrich®) para a quantificacio
(Anexo 11). Todas as andlises foram realizadas em duplicata. O método utilizado foi validado
em PTC Orbe conforme Nestlé Guidelines e os limites descritos de acordo com a Comissdo da

Uniao Europeia 2002/657/EC.

4.10.3. Determinacio de acticares redutores e nao redutores

4.10.3.1. Extracao de acicares redutores e nao redutores do café beneficiado

Amostras de 300 mg de café moido em 70 mL de dgua MilliQ foram aquecidas a
70 °C por 30 min e em seguida foram resfriadas a temperatura ambiente. O volume foi
completado para 100 mL e as amostras foram filtradas em papel de filtro Whatman n°1.
Posteriormente, 2 mL do filtrado foi centrifugado a 3000 x g durante 10 minutos a 25 °C em
centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman Coutler, CA, EUA), segundo Rogers et al., (1999) com

modificagdes.
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4.10.3.2. Extracao de acicares redutores e nao redutores no café torrado

Amostras de 300 mg de café torrado e moido foram diluidas em 100 mL de dgua
MilliQ, sob agitacdo. As misturas foram filtradas em papel de filtragem em Whatman n° 1.
Posteriormente, 2 mL do filtrado foi centrifugado a 3000 x g durante 10 minutos a 25 °C em
centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman Coutler, CA, EUA), segundo Prodolliet et al., (1995)

com modificagdes.

4.10.3.3. Separacao por HPLC, identificacao e quantificacao de glicose, frutose e sacarose

As andlises de determinagdo de acucares redutores foram realizadas em
cromatégrafo DIONEX DX-600 (Dionex Corporation, 1228 Titan Way Sunnyvale, CA, EUA)
equipado com bomba isocrética IP25 e detector eletroquimico de ouro ED50. A separagdo dos
actcares foi realizada utilizando-se coluna CarboPac™ PA 1 (4mm x 250 mm), coluna de
guarda CarboPac™ PA 1 (4 mm x 50 mm) e solucdo de hidréxido de sédio 220 mMol/L como
fase movel, com fluxo de 1 mL/mim, a 20 °C. Foram feitas curvas analiticas de 0 a 50 mg/mL
de padrio de glicose, frutose e sacarose (Sigma-Aldrich®) para a quantificacdo (Anexo 8, 9 e
10). Os carboidratos foram analisados pelo tempo de retencdo, por comparagcdo com padroes.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4.10.4. Determinacao da concentraciao de L-asparagina

A concentracdo de L-asparagina foi determinada utilizando kit rdpido da
Megazyme® (Megazyme Inc., IL, EUA). A curva padrio para determinacgiio colorimétrica de L-
asparagina foi fornecida pelo fabricante (Anexo 12). Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

4.10.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 3 repetigdes. As
diferencgas foram analisadas por meio de andlise de variincia unidirecional (ANOVA) seguida
do teste de Tukey e os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos
com o auxilio do software Minitab Statistical 16.0 (Minitab Inc., PA, EUA). Todos os graficos

foram construidos com o auxilio do software SigmaPlot 12.0 (Systat Software, CA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Teste qualitativo para a deteccio da producio de L-asparaginase em placas de Petri

Para a selecdo de micro-organismos produtores de L-asparaginases as oito
linhagens de Aspergillus foram testadas em placas contendo meio Czapek Dox suplementado
com L-asparagina e corante vermelho de fenol. A producdo de L-asparaginase resulta na
hidrélise de L-asparagina em L-4cido aspdrtico e amonia alterando a colora¢do amarela do meio
de cultura (4cido) para rosa (alcalino) (GULATI et al., 1997). As Figuras 5 Al, A2, A3 e A4
ilustram que as linhagens A. niger IOC 0203, A. niger IOC 2016, A. oryzae 10C3924 e A. oryzae
I0C 3999 apresentaram teste positivo de L-asparaginase em meio Czapek Dox suplementado

com L-asparagina e indicador vermelho de fenol.

Figura 5 — Deteccao de fungos produtores de L-asparaginase em placas de Petri contendo

meio Czapek Dox suplementado com L-asparagina e corante vermelho de fenol.
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(A) meio contendo L-asparagina e indicador, (B) meio contendo NaNOjs e indicador e (C) meio
contendo indicador vermelho de fenol. Enquanto, as colunas indicam o micro-organismo
avaliado: (1) A. niger IOC 0203, (2) A. niger I0C 2016, (3) A. oryzae I0C 3924 e (4) A. oryzae
I0C 3999.

Essas linhagens apresentaram valores de indice de atividade enzimatica, razio entre
didmetro do halo rosa (cm) e o didmetro da colonia (cm), iguais a 1,3, 1,4, 1,7 e 1,6,
respectivamente, ndo exibindo diferencga estatistica significativa, como apresentado na Tabela
5.

Tabela 5 — Indice de atividade enzimatica obtido no estudo de triagem de espécies fiingicas
produtoras de L-asparaginase cultivadas em placas de Petri contendo meio Czapek Dox

suplementado com L-asparagina e vermelho de fenol.

Micro-organismo Indice de atividade enzimética
Aspergillus niger I0C 4470 0,0£0,0b
Aspergillus niger I0C 2016 1,3+0,2a
Aspergillus niger 10C 0203 1,4+0,1a
Aspergillus niger IOC 4573 0,0£0,0b
Aspergillus niger IOC 0933 0,0£0,0b
Aspergillus niger I0OC 4606 0,0+£0,0b

Aspergillus oryzae 10C 3924 1,7+0,2a
Aspergillus oryzae 10C 3999 1,6 £0,1a

Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Vimal e Kumar (2017) relataram que quanto maior o indice de atividade enzimatica,
maior o potencial de producdo da enzima. Esta metodologia qualitativa em placa de Petri
contendo L-asparagina e vermelho de fenol é convencionalmente utilizada, no entanto, as vezes
o contraste da zona obtida , entre o amarelo e rosa, nao é muito nitido MAHAJAN et al., 2013).

Como o método é qualitativo, hd necessidade de determinar quantitativamente a
atividade enzimatica (VIMAL; KUMAR, 2017). A metodologia espectrofotométrica mais
comumente empregada para a determinagdo de L-asparaginase utiliza o reagente de Nessler
(solugdo alcalina de K>Hgls) e, por meio da quantificacdo de amonia liberada, a atividade

enzimatica pode ser calculada (MASHBURN; WRISTON, 1964).
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5.2. Cinética de fermentacao das linhagens de fungos em frascos agitados para producio

de L-asparaginase

A Figura 6 ilustra a cinética de fermentacdo em frascos Erlenmeyer agitados e
producdo de L-asparaginase pelas 4 linhagens de fungos pré-selecionadas pelo teste qualitativo

em placas de Petri, realizado de acordo com o item 4.3.

Figura 6 — Cinética de fermentacao das 4 linhagens fiingicas para a producio de L-

asparaginase por fermentacao submersa.
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O tempo de produgdo de L-asparaginase € um critério importante para avaliacao do
potencial de producdo da linhagem fingica produtora (AHMED et al., 2015). A andlise dos
extratos brutos das linhagens de Aspergillus oryzae 10C 3924 e Aspergillus niger 10C 2016

niao mostraram atividade enzimética de L-asparaginase nos tempos de incubagdo analisados.
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Enquanto que o extrato bruto da linhagem de Aspergillus oryzae IOC 3999 apresentou atividade
enzimdtica maxima de 448,0 U/mL apdés 72h de fermentacdo em incubador rotatdrio e, a
atividade enzimatica maxima obtida do extrato bruto de Aspergillus niger IOC 0203 foi de 85,1
U/mL apés 48h de incubagao.

Ahmed et al., (2015) relataram que a linhagem Aspergillus sp. ALAA-2000
apresentou maior produgdo de L-asparaginase (30,64 U/mL) por fermentacdo submersa apds 6
dias utilizando o meio Czapek Dox suplementado com 10 g/LL de glicose e 10 g/LL de L-
asparagina a 120 rpm a 27 °C.

Ha necessidade de selecionar espécies de micro-organismos que apresentem
elevada atividade de L-asparaginase, por meio de estudos de bioprospeccdo (SAXENA et al.,
2015). Mohan Kumar et al., (2013) analisaram 70 isolados de fungos em meio Czapek Dox
suplementado com corante vermelho de fenol e 2,5% de L-asparagina, dentre estes, 50 isolados
apresentaram halo rosa em ensaio de placa de Petri. Os autores utilizaram o reagente de Nessler
para a quantificacdo do teor de amonia liberada do substrato L-asparagina. Dentre os fungos
pré-selecionados, seis ndo apresentaram produgdo da enzima por fermentagao em estado sélido
usando farelo de trigo como substrato. O isolado identificado como Cladosporium sp. foi
selecionado por apresentar alta atividade enzimatica (1,2 U/mg de proteina) dentre as linhagens
fingicas estudadas.

Observou-se também, de acordo com a Figura 6, diminuicao na atividade de L-
asparaginase apds o periodo de producdo méxima dos extratos brutos de Aspergillus oryzae
I0C 3999 e Aspergillus niger IOC 0203. Elshafei e EI-Ghonemy, (2015) sugeriram que a
diminui¢do de atividade enzimdtica durante a cinética de fermentagdo pode ser devido ao micro-
organismo ter atingido uma fase de crescimento a partir da qual ndo consegue equilibrar o
crescimento com a disponibilidade de nutrientes ou também devido a presenga de proteases que
podem inativar a enzima no decorrer do tempo de fermentagao.

Apo6s 120 h de fermentagdo foi observado que os extratos brutos de A. oryzae 10C
3999 e A. niger IOC 0203 apresentaram pH de 9,0 e 8,8, respectivamente. Resultado similar foi
obtido por Gulati et al., (1997) ao analisarem o pH dos extratos brutos de L-asparaginase
obtidos pela fermentacdo de diversas linhagens flingicas. Os pesquisadores observaram que o
pH 6,2 (inicial) aumentou para pH 9,1 ap6és 96h de fermentacao. Geralmente, a produgdo de L-
asparaginase € acompanhada com o aumento do pH dos extratos brutos (DE JONG, 1972). A
diminui¢ao da atividade de L-asparaginase durante a fermentacao pode ser devido a inativacao

da enzima em pH alcalino.
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Para a producdo de L-asparaginase por fermentacdo submersa, o pH do meio de
fermentacdo desempenha um importante papel no aumento da atividade enzimdtica € no
transporte de nutrientes e sais pela membrana, além de manter as atividades metabdlicas
normais da célula (FARAG et al., 2015). Com raras exceg¢des, a producao de L-asparaginase
por fungos filamentosos foi realizada em meio de fermentacdo com pH inicial inferior a 7,0
(DANGE; PESHWE, 2011; DORIYA; KUMAR, 2016; LINCOLN; MORE, 2014; THAKUR
et al., 2014).

5.2.1. Determinacao da atividade de protease

A diminui¢do da atividade de L-asparaginase, durante a fermentacdo, pode ser
devido a producdo de proteases (SARQUIS et al., 2004). Os extratos brutos de Aspergillus
oryzae 10C 3999 e Aspergillus niger IOC 0203 apresentaram atividade de protease de 1,9 U/mL
e 2,6 U/mL, respectivamente, apds 120h de incubagdo em frascos Erlenmeyer.

Sarquis et al., (2004) relataram que a producdo de protease pelas linhagens
Aspergillus tamarri (~50 U/L) e Aspergillus niger (~65 U/L) apés 60h de fermentacdo foi

responsavel pelo decaimento da atividade de L-asparaginase no meio de cultura.

5.3. Caracterizacao bioquimica parcial das L-asparaginases dos extratos brutos

Para a caracteriza¢do bioquimica das L-asparaginases foram utilizados os extratos
brutos das linhagens A. oryzae IOC 3999 e A. niger IOC 0203 obtidos apds 72h e 48h de

fermentacdo, respectivamente, como descrito no item 4.6.

5.3.1. Determinacao da temperatura 6tima de atividade da L-asparaginase

A L-asparaginase do extrato bruto de A. oryzae IOC 3999 apresentou atividade
6tima a 50 °C, enquanto que a L-asparaginase do extrato bruto de A. niger IOC 0203 apresentou
atividade 6tima entre 40 a 50°C, sendo que a 60 °C as enzimas apresentaram atividade relativa

igual a 20,6% e 63,8%, respectivamente, como demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 — Efeito da temperatura na atividade de L-asparaginase de Aspergillus oryzae

10C 3999 e Aspergillus niger 10C 0203.
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As L-asparaginases de diferentes organismos apresentam variagdes em relacdo as
propriedades bioquimicas (ZUO et al., 2015). Geralmente, a temperatura Otima de L-
asparaginase do género Aspergillus sp. varia entre 30 e 50 °C (DANGE; PESHWE, 2011; DIAS
etal., 2016; VALA et al., 2018). L-asparaginases bacterianas oriundas dos géneros Bacillus sp.
e E.coli apresentam temperatura 6tima entre 37 e 40 °C (RAHIMZADEH et al., 2016; VIDYA
et al., 2017). Enquanto que L-asparaginases termoestdveis de archaea Thermococcus
kodakarensis KOD1 e Thermococcus gammatolerans EJ3 apresentaram temperatura 6tima de

85,85 e 80 °C, respectivamente (CHOHAN; RASHID, 2013; ZUO et al., 2014).
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5.3.2. Determinacao do pH 6timo de atividade da L-asparaginase

As L-asparaginases do extrato bruto de Aspergillus oryzae 10C 3999 e Aspergillus

niger I0C 0203 apresentaram atividade 6tima em pH 6,0, de acordo com a Figura 8.

Figura 8 — Efeito do pH na atividade de L-asparaginase de Aspergillus oryzae 10C 3999 e
Aspergillus niger I0OC 0203.
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Resultado semelhante também foi encontrado ao caracterizar a enzima L-
asparaginase de Aspergillus sp. ALAA-2000 e Cladosporium sp. (AHMED et al., 2015; MOHAN
KUMAR; MANONMANI 2013). No entanto, a maioria das L-asparaginases ftingicas tem um pH
6timo na faixa alcalina (DIAS et al., 2016; DUTTA et al., 2015; ELSHAFEI et al., 2012).

A L-asparaginase do extrato bruto de A. oryzae IOC 3999 nao apresentou atividade

em pH muito 4cido (pH 2) ou muito alcalino (pH 10). No entanto, o extrato bruto de Aspergillus



65

niger IOC 0203 apresentou valores de atividade relativa de L-asparaginase de 35,1% em pH 2
e 26,0% em pH 10. Thakur et al., (2014) obtiveram resultado semelhante para L-asparaginase
de Mucor hiemalis e atribuiu o fato da enzima, por apresentar atividade maxima em pH neutro,
ser afetada no local do sitio ativo por mudangas no pH, resultando em um declinio da atividade

enzimatica em pH &cido ou alcalino.

5.4. Triagem de diferentes fontes de carbono e nitrogénio para produciao de L-

asparaginase por fermentaciao submersa

A influéncia de vérias fontes de carbono como glicose, frutose, maltose, lactose,
sacarose e amido foram estudadas para producdo de L-asparaginase de Aspergillus oryzae 10C
3999 e Aspergillus niger I0C 0203 durante 72h e 48h, respectivamente, utilizando o meio
Czapek Dox modificado. A Figura 9 apresenta o efeito de diferentes fontes de carbono na

producdo de L-asparaginase por A. oryzae 10C 3999.

Figura 9 — Efeito de diferentes fontes de carbono na produciao de L-asparaginase por

Aspergillus oryzae 10C 3999.
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Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).
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A sintese de L-asparaginase extracelular é regulada por fontes de carbono e
nitrogénio, sendo produzida durante a fase pds-exponencial e de crescimento estaciondrio por
fungos (THAKUR et al., 2014). No entanto, a sintese microbiana de L-asparaginase requer
menor quantidade de fonte de carbono, devido a repressao catabdlica (MUKHERIJEE et al.,
2000). Por isso, o efeito de diferentes fontes de carbono foi testado em concentragdes de 0,5%,
conforme o item 4.7.

Foi obtido maior producao de L-asparaginase (446,7 U/mL) por Aspergillus oryzae
IOC 3999 utilizando-se lactose como fonte de carbono, diferindo estatisticamente a 5% de
significancia, em relacdo aos demais carboidratos estudados (Figura 9). A utilizacdo de 0,5%
(m/v) de sacarose como fonte de carbono apresentou a segunda maior atividade 250,9 U/mL e
a menor atividade (116,4 U/mL) foi observada com adi¢do de maltose 0,5% (m/v) no meio de
fermentacdo. Os demais carboidratos estudados glicose, frutose e amido nao apresentaram
diferenca significativa na producio de L-asparaginase no meio de fermentacdo na concentragao
avaliada.

Resultado semelhante foi obtido por Kenari et al., (2011) ao selecionar a melhor
fonte de carbono para a produgdo de L-asparaginase de E. coli ATCC 11303. Os autores
testaram os seguintes carboidratos: sacarose, lactose, frutose, glicose e maltose, na
concentracdo de 1% (m/v) e obtiveram maior atividade enzimdtica utilizando a lactose (0,26
U/mL) como fonte de carbono, seguido da sacarose (0,21 U/mL), maltose (0,22 U/mL), frutose
(0,2 U/mL) e glicose (0,09 U/mL).

Em outro estudo, Baskar e Renganathan (2011a) obtiveram o maximo de atividade
de L-asparaginase (19,04 U/mL) ao utilizar 0,2% (m/v) de glicose no meio Czapek-Dox
modificado por Aspergillus terreus MTCC 1782, seguida de frutose (13,65 U/mL) e lactose
(10,45 U/mL). Ao avaliarem o efeito da adi¢do de glicose na faixa de 0,1 a 0,6% (p/v)
observaram que a atividade de L-asparaginase aumentou utilizando as concentracdes de 0,2%
a 0,4% e diminuiu usando 0,6% de glicose apds 72h de fermentagao.

Para a selecdo da melhor fonte de carbono para produgdo de L-asparaginase de
Aspergillus niger IOC 0203, como demonstrado na Figura 10, pode-se observar que nao houve
diferenca significativa entre a frutose (201,5 U/mL) e a sacarose (208,2 U/mL) na atividade de
L-asparaginase a nivel de 5% de significancia. As fontes de carbono maltose (163,7 U/mL) e
lactose (161,8 U/mL) ndo diferiram entre si estatisticamente, assim como amido (66,2 U/mL)

e glicose (63,6 U/mL).
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Figura 10 — Efeito de diferentes fontes de carbono na producao de L-asparaginase por

Aspergillus niger 10C 0203.
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Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Resultado similar foi obtido por Farag et al., (2015) ao estudarem o efeito da fonte
de carbono na producdo de L-asparaginase por Aspergillus terreus. Dentre as fontes de carbono
testadas, foi obtido alta producdo de L-asparaginase (8,26 U/mg de proteina) usando sacarose
(2g/L)) em meio Czapek Dox modificado composto de 10g/LL de L-asparagina, 1,52 g/L. de
KH2POq4, 0,52 g/L de KCI, 0,52 g/L de MgS0O4.7H>0, 20g/L de NaCl e quantidades tragos de
Cu(NOs3)2.3H20; ZnS04.7H20 e FeSO4.7H>0 apds 5 dias de incubagao.

Resultado distinto foi obtido por Doriya e Kumar (2016) ao testarem as mesmas
fontes de carbono com concentracio de 0,2% (m/v) para a produgdo de L-asparaginase por um
1solado fungico C7 em meio Czapek Dox modificado composto de 10g/L de L-asparagina, 1,52
g/l de KH;PO4, 0,52 g/l de KCI, 0,52 g/ de MgS0O4.7H>0O e quantidades tracos de
Cu(NO3)2.3H20, ZnS04.7H20 e FeS04.7H20. A producdo méaxima da L-asparaginase (16,2
U/mL) foi obtida quando a glicose foi usada como fonte de carbono, seguida de sacarose (~12,5
U/mL) e frutose (~7,5 U/mL). Os demais carboidratos (maltose, frutose e amido) apresentaram

menor producdo de enzima.
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Em algumas espécies do género Aspergillus sp. a sintese de L-asparaginase é
suprimida na presenga de glicose a 0,5% de concentrag¢do, devido a inibi¢do catabdlica dos
componentes envolvidos no transporte de lactato e na sintese de L-asparaginase
(WARANGKAR; KHOBRAGADE, 2009). No entanto, em diferentes micro-organismos a
exigéncia nutricional para a sintese mdxima de L-asparaginase pode variar, assim como a taxa
de sintese da enzima varia em fun¢do das condi¢cdes do meio de fermentacao (PATRO et al.,
2013).

Foi testada a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio organico e inorganico
como peptona, triptona, extrato de levedura, extrato de carne, casefna hidrolisada
(casaminoécidos), YNB, L-asparagina e L-prolina adicionados, individualmente, ao meio
Czapek Dox a 1% (m/v), apds a selecdo da melhor fonte de carbono. Para a produgao de L-
asparaginase por A. oryzae 10C 3999 a utilizacdo de caseina hidrolisada (424,35 U/mL)
apresentou melhor resultado, seguido da peptona (347,80 U/mL) e extrato de levedura (319,7
U/mL) e as menores atividades foram obtidas utilizando L-prolina (219,6 U/mL) e YNB (219,3

U/mL) como fonte de nitrogénio, conforme Figura 11.

Figura 11 - Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na produciao de L-asparaginase por
Aspergillus oryzae 10C 3999.
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Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).
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Resultado similar foi obtido por Elshafei e EI-Ghonemy (2015) ao suplementar com
0,5% (m/v) de caseina (172, 67 U/g), seguida de peptona (107,32 U/gds) no meio de
fermentacdo em estado sélido para producdo de L-asparaginase de Trichoderma viride F2. Os
autores também avaliaram diferentes concentragcdes de caseina no meio de fermentagdo, entre
0,25 a 2,5% (m/v), e observaram que na concentracdo de 1,5% (m/v), o micro-organismo
apresentou maior producao da enzima com 186,56 U/gds e concentragdes acima desse valor foi
observado a diminui¢do da atividade.

A L-asparagina foi a melhor fonte de nitrogé€nio para a produgao de L-asparaginase
(299,4 U/mL) pela linhagem A. niger I0C 0203, diferindo estatisticamente a 5% de
significancia, em relacdo as demais fontes de nitrogé€nio estudadas, como demonstrado na

Figura 12.

Figura 12 - Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na atividade de L-asparaginase de

Aspergillus niger I0C 0203.
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Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Doriya e Kumar (2016) avaliaram o efeito de diferentes fontes de nitrogénio (L-
asparagina, extrato de levedura, peptona e nitrato de sédio) a 1% (m/v) no meio Czapek Dox
modificado composto de 2 g/L de glicose, 1,52 g/l de KH2POy4, 0,52 g/L de KCl, 0,52 g/L de
MgS04.7H20 e quantidades tracos de Cu(NO3)2.3H20; ZnSO4.7H20 e FeSO4.7H,0 para
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producdo de L-asparaginase por um isolado fungico denominado C7. Os autores observaram
que a L-asparagina favoreceu a producdo maxima da L-asparaginase (~15 U/mL), atuando
como fonte de nitrogénio, seguido por peptona (~ 12,5 U/mL) e extrato de levedura (5 U/mL).

Logo, a fonte de nitrogénio desempenha um papel fundamental na produgdo de L-
asparaginase, considerado um nutriente limitante. O micro-organismo pode utilizar fontes de
nitrogénio tanto nas formas orgédnica ou a inorganica ou as vezes ambas (ELSHAFEI; EL-
GHONEMY, 2015). De acordo com Souza et al., (2017) os aminodcidos L-asparagina e L-
prolina foram os mais utilizados como fonte de nitrogénio para produgdo de L-asparaginase
fingica. Em sua revisdo, os autores observaram que a L-asparagina foi o componente do meio
de fermentacio que mais influenciou a produ¢do de L-asparaginase utilizando fungos.

Embora haja muitas pesquisas sobre a sele¢ao das melhores de fontes de carbono e
nitrogénio, nenhum meio especifico foi estabelecido para a producdo de L-asparaginase por
fungos, uma vez que cada organismo possui suas préprias exigéncias nutricionais para a
producdo de L-asparaginase (EL-NAGGAR, 2015; SOUZA et al., 2017).

Os efeitos das condi¢des do processo (pH inicial, temperatura, agitacdo e
concentracdo do indculo) juntamente com a composi¢do do meio de cultivo influenciam a
producdo de enzimas por fungos filamentosos e, a utilizacdo de estudos estatisticos de
otimizacdo sdo aplicados para aumentar a producdo de enzimas, além de desenvolver um
bioprocesso economicamente vidvel (SOUZA et al., 2017).

Ap6s a selecao das melhores fontes de carbono e nitrogénio para a produgdo de L-
asparaginase por Aspergillus oryzae I0C 3999 e Aspergillus niger IOC 0203, uma estratégia

sequencial de otimizacao foi aplicada para a obtencdo da méxima produgdo da enzima.

5.5. Estratégia sequencial de otimizacdo da producdo de L-asparaginase por

fermentacao submersa

A etapa de avaliacdo das exigéncias nutricionais € dos parametros da fermentagdo
€ importante para o desenvolvimento de bioprocessos (KUMAR et al., 2009). Para estudar o
efeito e selecionar as melhores varidveis do processo fermentativo para a producdo de L-
asparaginase por Aspergillus oryzae IOC 3999 foi selecionado como fonte de carbono a lactose
e como fonte de nitrogénio a caseina hidrolisada (casaminodcidos), por apresentarem maior
producdo de L-asparaginase em delineamento univariado e os demais parametros foram
mantidos como apresentado na Tabela 4. A producdo correspondente de L-asparaginase pela

linhagem de A. oryzae 10C 3999, durante 72h de fermentacdo, é mostrada na Tabela 6.



Tabela 6 — Matriz do Plackett-Burman contendo os valores codificados, reais e a variavel resposta L-asparaginase (U/mL) obtida por

fermentacao submersa de Aspergillus oryzae I0C 3999 apés 72h.

Caseina Taxa de Concentracao
Lactose L-asparagina hidrolisada pH Temperatura agitaciao de indculo L-asparaginase
Ensaio % (m/v) % (m/v) % (m/v) O (rpm) (esporos/mL) (U/mL)

1 1(2) -1(0) 1(1) -1(6) -1(25) -1(100) 1(107) 667,25 + 78,76*"
2 1(2) 1(2) -1(0) 1(8) -1(25) -1(100) -1(10°) 568,42 + 17,372b¢
3 -1(0,5) 1(2) 1(1) -1(6) 1(35) -1(100) -1(10°) 797,08 + 156,85°
4 1(2) -1(0) I(1) 1(8) -1(25) 1(200) -1(10%) 386,55 + 66,09¢¢
5 1(2) 1(2) -1(0) 1(8) 1(35) -1(100) 1(107) 710,53 = 132,602
6 1(2) 1(2) 1(1) -1(6) 1(35) 1(200) -1(10°) 472,51 + 69,34b<d
7 -1(0,5) 1(2) 1(1) 1(8) -1(25) 1(200) 1(107) 671,93 + 65,812P
8 -1(0,5) -1(0) 1(1) 1(8) 1(35) -1(100) 1(107) 152,05 + 18,07°
9 -1(0,5) -1(0) -1(0) 1(8) 1(35) 1(200) -1(10%) 195,61 + 35,98¢f
10 1(2) -1(0) -1(0) -1(6) 1(35) 1(200) 1(107) 282,89 + 66,379
11 -1(0,5) 1(2) -1(0) -1(6) -1(25) 1(200) 1(107) 284,50 + 47,459
12 -1(0,5) -1(0) -1(0) -1(6) -1(25) -1(100) -1(10%) 116,93 + 14,02f
13 0(1,25) 0(1) 0(0,5) 0(7) 0(30) 0(150) 0(5,05x 10% 714,04 + 62,652
14 0(1,25) 0(1) 0(0,5) 0(7) 0(30) 0(150) 0(5,05x 10%) 745,61 £+ 22,332
15 0(1,25) 0(1) 0(0,5) 0(7) 0(30) 0(150) 0(5,05x 10°) 698,25 + 76,912"

IL
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Estudos utilizando o método de “uma varidvel por vez” para otimizacdo da
producdo de enzimas tendem a negligenciar os efeitos de interacdo entre as varidveis
envolvidas, além de ser muito laborioso. Uma alternativa € a utilizacdo de metodologias
estatisticas que minimizam o erro de interacdo na determinagdo de parametros, além de ser um
método mais econOmico, por realizar menor quantidade de experimentos (SHARMA;
SATYANARAYANA, 2006).

O planejamento estatistico Plackett-Burman € um delineamento fatorial que
identifica os pardmetros criticos necessdrios para a maxima producdo de determinado
composto, além de ser uma ferramenta estatistica importante para a triagem dos principais
componentes do processo (PLACKETT; BURMAN, 1946).

A atividade maxima de L-asparaginase (797,08 U/mL) foi alcangada no ensaio 3,
enquanto a atividade minima de L-asparaginase (116,93 U/mL) foi obtida no ensaio 12. A

Tabela 7 apresenta os efeitos e o p-valor de cada componente do processo fermentativo.

Tabela 7 — Estimativa dos efeitos das variaveis do processo fermentativo para producio

de L-asparaginase por Aspergillus oryzae 10C 3999 apés 72h.

Variavel Efeitos p-valor

Curvatura 17,7992 0,0031

Lactose % (m/v) 10,4136 0,0090
L-asparagina % (m/v) 20,3918 0,0023
Caseina hidrolisada % (m/v) 11,8309 0,0070

pH 0,7650 0,5242

Temperatura (°C) -1,0163 0,4164

Taxa de agitacdo (rpm) -8,5965 0,0132
Concentragdo de in6culo (esporos/mL.) 2,7773 0,1088

R? =0,7664

Na andlise dos efeitos dos componentes do meio e dos parametros do bioprocesso,
as varidveis lactose, L-asparagina, caseina hidrolisada (casaminodcidos), pH e concentracao de
in6culo apresentaram efeito positivo, enquanto as varidveis temperatura e taxa de agitacdo
mostraram efeito negativo na produgao de L-asparaginase por Aspergillus oryzae 10C 3999.

Um efeito positivo indica que a varidvel de nivel mais alto resulta em maior

atividade de L-asparaginase, enquanto que um efeito negativo significa que a varidvel em seu
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nivel minimo resulta em maior producdo da enzima (KUMAR et al., 2009). Embora nao inclua
as interacdes, o delineamento PB é rdpido e apresenta os principais fatores efetivos de um
bioprocesso. As varidveis positivas seriam selecionadas para uma otimizac¢do adicional,
enquanto as varidveis que apresentarem efeito negativo no bioprocesso podem ser descartadas
em experimentos posteriores (ABDEL-FATTAH; OLAMA, 2002).

O coeficiente de determinaciio (R?) encontrado no processo fermentativo para
producdo de L-asparaginase por A. oryzae IOC 3999 foi de 0,7664, o que explica até 76,64%
da variabilidade dos dados. As trés varidveis que apresentaram efeito significativo com (p <
0,05) foram lactose, L-asparagina e caseina hidrolisada (casaminodcidos). Estas varidveis foram
selecionadas para a etapa de otimizagcdo por Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). Contudo, apesar do parametro taxa de agitacdo ter sido significativo, este nao foi
selecionado para o DCCR. No entanto, para essa varidvel foi fixado no nivel minimo do
delineamento para os experimentos seguintes e, para as varidveis ndo significativas foram
utilizadas, em todos os experimentos posteriores, o nivel médio (ponto central) do delineamento
PB 12.

Dias e Sato (2016) utilizaram o delineamento Plackett-Burman para a obten¢ao da
méxima producdo de L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940 em fermentagdo
submersa. Dentre nove parametros avaliados no processo fermentativo, somente as varidveis
pH e concentracdo de indculo apresentaram efeito positivo e significativo (p < 0,05) e foram
selecionadas para um DCCR 2°.

Abdel-Fattah e Olama (2002) usaram o delineamento fatorial PB para selecionar
quinze varidveis do meio de cultura para posterior otimiza¢do da produgdo de L-asparaginase
por Pseudomonas aeruginosa 50071 em meio sélido. As varidveis pH, caseina hidrolisada e
dgua de maceracao de milho apresentaram efeito positivo significativo (p<0,1) para a atividade
de L-asparaginase e, em seguida, foram avaliadas a concentracdo ideal de cada uma dessas
varidveis para a maxima producdo da enzima utilizando delineamento Box Behnken.

A suplementa¢do do meio de fermentagdo com caseina hidrolisada pode contribuir
para o aumento da producao de L-asparaginase devido a sua composic@o conter aminoacidos
(ABDEL-FATTAH; OLAMA, 2002). Resultado semelhante foi obtido no presente estudo em
relacdo a suplementacdo de caseina hidrolisada (casaminodcidos) ao meio de cultivo de A.
oryzae 10C 3999 para obten¢do de L-asparaginase. Em relacdo ao aminodcido L-asparagina, o
mesmo pode atuar como indutor da producdo de L-asparaginase para alguns micro-organismos
(EL-NAGGAR, 2015; NAGARAIJAN et al., 2014). Em seguida, os resultados do DCCR, para

estudar o efeito das trés varidveis independentes selecionadas, sdo apresentados na Tabela 8.



Tabela 8 — Matriz do DCCR 23 (valores reais e codificados) utilizada para a producio de L-asparaginase por Aspergillus oryzae IOC 3999.

L-asparaginase (U/mL)

Lactose  L-asparagina Caseina
Ensaio % (m/v) % (m/v) % (m/v) 24h 48h 72h 96h

1 -1(1,1) -1(1,1) -1(0,7) 283,92 + 48,619 279,82 + 31,01"i 395,61 + 6,20t 346,20 + 41,20¢'8
2 1(2,9) -1(1,1) -1(0,7) 0,00 +2,53" 617,11 £76,29%" 445,61 + 18,859 300,00 + 47,14
3 -1(1,1) 1(2,9) -1(0,7) 77,63 + 14,27h 202,63 + 2,481 164,00 + 40,941 101,32 +21,71"
4 1(2,9) 1(2,9) -1(0,7) 679,53 + 74,002 1143,86 = 30,02 858,50 + 66,98 657,46 + 45,28
5 -1(1,1) -1(1,1) 1(1,3) 126,32 + 18,61¢eh 146,93 £ 21,710 394,44 + 22,54t 299,12 + 37,35(eh
6 1(2,9) -1(1,1) 1(1,3) 568,42 +43,41P¢ 815,79 +120,90¢¢ 635,09 + 60,59¢ 512,28 * 64,512bcde
7 -1(1,1) 1(2,9) 1(1,3) 269,01 + 39,249 325,44 + 59,552 401,17 £ 67,59 175,88 + 6,822"
8 1(2,9) 1(2,9) 1(1,3) 665,79 + 117,85> 758,51 + 99,864 469,30 + 18,619' 646,20 + 46,14°"
9 -1,68 (0,5) 0(2) 0(1) 24,56 + 4,968" 277,19 £ 14,76M 227,63 + 37,8420 189,47 + 28,53¢h
10 1,68 (3,5) 0(2) 0(1) 846,05 £ 159,417 566,08 £ 43,60°t 525,73 + 52,52¢d¢ 536,40 + 115,992><d
11 0(2) -1,68 (0,5) 0(1) 286,26 + 52,199 479,53 £ 74,76'" 567,84 +26,90°¢ 463,16 £ 29,77 cdel
12 0(2) 1,68 (3,5) 0(1) 366,67 £ 75,67°¢ 352,19 £ 53,96 85833 +50,24> 578,07 + 11,16*"°
13 0(2) 0(2) -1,68 (0,5) 232,16 + 34,929z 989,77 + 133,02  1140,79 + 21,712 714,47 +1,86*
14 0(2) 0(2) 1,68 (1,5) 75,88 + 9,30zh 1443,57 + 111,36 817,54 + 67,32 678,65 + 37,03*
15 0(2) 0(2) 0(1) 333,33 £27,919%¢ 440,80 + 62,65 379,82 + 80,63 395,20 + 70,094l
16 0(2) 0(2) 0(1) 397,37 + 24,81¢ 435,96 + 1,24%=hi 34912 + 15,13 376,90 + 85,60°df
17 0(2) 0(2) 0(1) 357,02 +£28,53%%¢ 459,94 + 26,90" 364,50 + 21,718 410,53 + 43,429

VL
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A atividade enzimética variou de 0 U/mL em 24h para 1443,57 U/mL em 48h. Essa
ampla variacdo na atividade de L-asparaginase reflete a importancia da otimizacao das varidveis
envolvidas na fermentacdo submersa de Aspergillus oryzae 10C 3999 para producgdo de L-
asparaginase.

A maxima atividade de L-asparaginase foi obtida no ensaio 14 apds 48h de
fermentacdo quando o fungo A. oryzae 10C 3999 foi cultivado utilizando as condi¢des de 2%
(m/v) de lactose, 2% (m/v) de L-asparagina, 1,5% (m/v) de caseina hidrolisada
(casaminodcidos) em pH 7, em uma concentraciio de esporos de 5,05x10° esporos/mL a 30 °C,
100 rpm e mantendo-se fixas as concentracdes de sais utilizadas no meio modificado Czapek
Dox. Observou-se que a otimizagao do processo resultou em um aumento de 223% na produgdo
de L-asparaginase se comparado com os valores iniciais obtidos no meio nao otimizado.

Foi realizada uma andlise de regressdo multipla para a atividade de L-asparaginase
por Aspergillus oryzae 10C 3999 em 48h de fermentacdo submersa. A Tabela 9 apresenta os
efeitos e o p-valor de cada componente do processo fermentativo estudado e as varidveis

independentes foram consideradas significativas com (p < 0,05).

Tabela 9 — Estimativa dos efeitos das variaveis do processo fermentativo para producao

de L-asparaginase por Aspergillus oryzae I0C 3999 apés 48h.

Variavel Efeitos p-valor
Média/Interagio 5,5305 0,0000
Lactose % (m/v) (L) 3,8581 0,0019
Caseina hidrolisada % (m/v) (L) 0,7624 0,4593
Caseina hidrolisada % (m/v) (Q) 4,6193 0,0004

L: termo linear de uma equa¢do matemadtica de segundo grau, Q: termo quadritico de uma

equacdo matematica de segundo grau.

Em seguida, a Equacdo 4 foi desenvolvida com base na andlise de regressao.

Atividade de L-asparaginase (U/mL) = 365,97 + 209,87 X1+ 41,47 X5 + 257,27 X352 (4)

Onde X é lactose e X3 € caseina. O modelo matematico foi analisado utilizando a

analise de variancia (ANOVA), como demonstrado na Tabela 10.
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Tabela 10 — ANOVA para producio de L-asparaginase por Aspergillus oryzae 10C 3999

apos 48h de fermentacao.

Fonte de
variacao SQ GL oM calcflado tabgado p-valor
Regressao 1487426,37 3 495808,79 12,27 3,41 0,0004
Residuo 525368,28 13 40412,94
Total 201295,65 16
R? 0,7389

SQ: Soma de quadrados, GL: Graus de liberdade, QM: Quadrado médio. F: Func¢ao de Fishers,

p- valor: corresponde ao nivel de significancia.

Ao analisar a regressdao quadratica obtida, pode ser observado um efeito positivo e
significativo, considerando (p < 0,05), do termo linear da lactose e da caseina hidrolisada e o
termo quadrético da caseina hidrolisada, indicando que o aumento desses fatores aumenta a
producdo da enzima. De acordo com a ANOVA da regressdo quadritica, o modelo &
significativo, devido ao F calculado > F tabelado, o p- valor < 0,05 e o coeficiente de regressao
explicar 73,89% da variabilidade da resposta para a producdo de L-asparaginase por A. oryzae
I0C 3999.

Os graficos de superficie de resposta foram construidos para prever a producao de
L-asparaginase para diferentes valores das varidveis testadas. As superficies de respostas foram
construidas tracando a resposta (atividade de L-asparaginase U/mL) no eixo Z contra duas
variaveis independentes, mantendo a terceira varidvel independente no nivel 0, como mostrado

nas Figuras 13a a 13c.
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Figura 13 — Superficie de resposta dos efeitos da concentracao de lactose, L-asparagina e

caseina hidrolisada (casaminoacidos) na produc¢ao de L-asparaginase por A. oryzae 10C

3999 apos 48h.
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Figura 13c — Superficie de resposta dos efeitos da concentracao de lactose, L-asparagina

e caseina hidrolisada (casaminoacidos) na produciao de L-asparaginase por A. oryzae I0OC
3999 apos 48h.
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Na Figura 13a pode-se observar um aumento acentuado na producdo de L-
asparaginase com o aumento da concentracdo de lactose entre 2,9 a 3,5% (m/v) e com a
concentracao de L-asparagina variando entre 0,5 a 3,5% (m/v). Na Figura 13b, observou-se que
a maior concentracao da varidvel caseina (1,5 % m/v) e a maior concentracao da varidvel lactose
(2,45 a 3,5 % m/v) proporcionou maior atividade de L-asparaginase por Aspergillus oryzae 10C
3999 em fermentacdo submersa. Enquanto que na Figura 13c observou-se que independente da
concentracdo de L-asparagina estudada no DCCR, entre 0,5 a 3,5 % (m/v), juntamente com a
maior concentracao de caseina hidrolisada (1,3 a 1,5 % m/v) proporcionou a maior atividade de
L-asparaginase por A. oryzae I0C 3999.

Resultado semelhante foi obtido por Dias e Sato (2016) ao usarem um DCCR 22
para otimizar a producdo de L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940 em fermentagdo
submersa, obtendo uma atividade maxima da enzima de 67,49 U/mL utilizando o meio
otimizado Czapek Dox composto por 2% de L-prolina, 0,5% de glicose, 0,2% de L-asparagina
(indutor), 0,5% de extrato de levedura, 0,152% de KH2POa, 0,052% de KCI, 0,052% de
MgS04.7H>0, 0,0001% de CuNO3.3H>0, 0,0001% de ZnSO4.7H20 e 0,0001% de FeSO4.7H20
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em pH ajustado para 8, usando uma concentragio de 3x 107 esporos/mL durante 72h, a 150 rpm
por 30 °C. Foi observado um aumento de 225% em relacao as condi¢des iniciais ndo otimizadas.

Para a obten¢do da sintese maxima de L-asparaginase, os requisitos nutricionais
variam de um micro-organismo para outro (BARNES et al., 1977). Por isso, torna-se importante
estudar, para cada micro-organismo, quais sdo os principais componentes do meio de
fermentacdo e parametros do processo fermentativo para a méixima obtencdo do produto
desejado.

Para verificar a validade do modelo, os experimentos foram realizados em triplicata
nas concentracdes em que se obteve uma boa produgdo de L-asparaginase por A. oryzae 10C

3999, como demostrado na Tabela 11.

Tabela 11 — Niveis das varidveis utilizadas para o teste de validacio experimental do
modelo de producao de L-asparaginase por Aspergillus oryzae 10C 3999 apé6s 48h de

fermentacao.

Variaveis independentes L-asparaginase (U/mL)

48h
Lactose L-asparagina .Case.lna Resultado Resultado Erro
% (m/v) % (m/v) hidrolisada revista experimental (%)
© © % (m/v) P P 0
1(2,9) -1 (1,1 -1 (0,7) 791,342 831,32 +£40,2* 4,81

Os resultados sdo apresentados como média (n = 3) + desvio padrdo. Valores com letras

diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

A atividade prevista de L-asparaginase nessas condi¢des foi de 791,34 U/mL e o
resultado experimental obtido foi de 831,32 U/mL. Nao houve diferenca estatistica significativa
(p < 0,05) entre a atividade prevista e o valor experimental observado, indicando que os
resultados obtidos no teste de validacao foram satisfatdrios.

Para o estudo da L-asparaginase de Aspergillus niger IOC 0203, foi utilizada a
mesma estratégia sequencial de otimizacdo para o processo fermentativo. Baseando-se nos
resultados do estudo univariado anterior, item 5.5, foi selecionado como fonte de carbono a
sacarose € como fonte de nitrogénio o aminodcido L-asparagina. O delineamento Plackett-
Burman foi utilizado para analisar o efeito de seis varidveis (concentra¢do da fonte de carbono,
concentracdo da fonte de nitrogénio, pH, temperatura, agitacdo e concentragao de in6culo) na
producdo de L-asparaginase utilizando a linhagem A. niger IOC 0203 apds 48h. A Tabela 12
mostra a atividade de L-asparaginase de A niger IOC 0203 obtida no delineamento PB 12.



Tabela 12 — Matriz do Plackett-Burman contendo os valores codificados, reais e a variavel resposta L-asparaginase (U/mL) obtida por

fermentacao submersa de Aspergillus niger IOC 0203 apés 48h.

Taxa de Concentracao
Sacarose L-asparagina pH Temperatura agitacao de indculo L-asparaginase
Ensaio % (m/v) % (m/v) (&) (rpm) (esporos/mL) (U/mL)

1 1(2) -1(0) -1(6) -1(25) -1(100) -1(10°) 982,22 + 82,658
2 1(2) 1(2) 1(8) -1(25) -1(100) -1(10°) 180,12 + 5,84°fe
3 -1(0,5) 1(2) -1(6) 1(35) 1(200) -1(10°) 150,00 + 13,65¢f2
4 1(2) -1(0) 1(8) -1(25) -1(100) 1(107) 754,39 £ 60,79¢
5 1(2) 1(2) 1(8) 1(35) 1(200) -1(10%) 265,79 + 13,65%f
6 1(2) 1(2) -1(6) 1(35) 1(200) 1(107) 320,61 + 21,719
7 -1(0,5) 1(2) 1(8) -1(25) -1(100) 1(107) 50,88 + 3,728
8 -1(0,5) -1(0) 1(8) 1(35) 1(200) -1(10%) 427,78 + 80,14¢
9 -1(0,5) -1(0) 1(8) 1(35) 1(200) 1(10%) 82,46 + 11,16
10 1(2) -1(0) -1(6) 1(35) 1(200) 1(107) 1166,23 + 53,96*
11 -1(0,5) 1(2) -1(6) -1(25) -1(100) 1(10%) 38,16 + 1,188
12 -1(0,5) -1(0) -1(6) -1(25) -1(100) -1(10%) 801,93 + 95,03¢
13 0(1,25) 0(1) 0(7) 0(30) 0(150) 0(5,05x 10°) 82,46 + 3,721
14 0(1,25) 0(1) 0(7) 0(30) 0(150) 0(5,05x 10%) 90,64 + 3,588
15 0(1,25) 0(1) 0(7) 0(30) 0(150) 0(5,05x 10%) 81,58 + 2,851

08
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Pode-se observar que as menores atividades de L-asparaginase de A. niger 10C
0203 alcangadas foram de 38,16 U/mL e 50,90 U/mL e a maior atividade enzimdtica obtida foi
de 1166,2 U/mL ap6ds 48h de fermentacdo. A anélise estatistica estd apresentada na Tabela 13,
onde sao mostrados os efeitos e o p-valor de cada varidvel estudada no PB 12 para a producao

de L-asparaginase por A. niger I0OC 0203.

Tabela 13 — Estimativa dos efeitos das variaveis do processo fermentativo para producio

de L-asparaginase por Aspergillus niger IOC 0203 apés 48h.

Variavel Efeitos p-valor

Curvatura -3,3123 0,0129

Sacarose % (m/v) 3,7334 0,0073
L-asparagina % (m/v) -5,6572 0,0007

pH 0,2665 0,7975

Temperatura (°C) -2,9923 0,0201

Taxa de agitac@o (rpm) -0,6959 0,5089
Concentragdo de inéculo (esporos/mL) -0,6962 0,5087

R? =0,9052

O coeficiente de determinacdo (R?) fornece uma medida da variabilidade da
resposta obtida. Para producdo de L-asparaginase de A. niger IOC 0203 o coeficiente de
determinac¢ao do delineamento PB 12 explica 90,52% dos resultados, indicando boa correlacdo
entre os valores experimentais obtidos.

Os parametros do meio de fermentagdo foram selecionados com base no valor
absoluto dos efeitos e com p-valor < 0,05. A varidvel sacarose apresentou efeito positivo
significativo, enquanto que as varidveis L-asparagina e temperatura apresentaram efeito
negativo significativo na producdo de L-asparaginase por A. niger IOC 0203. Os demais
parametros ndo apresentaram efeito significativo no processo fermentativo.

Sabe-se que a regulacdo do metabolismo microbiano para a obtencdo de L-
asparaginase ¢ mediada por fontes de carbono e nitrogénio (HYMAVATHI et al., 2010). Alguns
micro-organismos podem produzir a enzima constitutivamente ou por inducdo (SAVITRI;
AZMI, 2003) e as condi¢des fisico-quimicas para a produgdo de L-asparaginase também pode
variar conforme a espécie microbiana estudada (EL-NAGGAR et al., 2015; SAVITRI; AZM]I,
2003).
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Alguns autores utilizaram somente o delineamento experimental Plackett-Burman
para o aumento da producdo de L-asparaginase, como Farag et al., (2015) ao avaliar sete
variaveis (glicose, L-asparagina, K;HPO4, KH2PO4, MgS04.7H>O, NaCl, concentracao de
in6culo) na producdo de L-asparaginase por Aspergillus terreus. Esses autores observaram que
somente trés fatores foram significativos e positivos na produgdo: L-asparagina, cloreto de
sddio e concentracdo de indculo, obtendo 10,49 U/mg de L-asparaginase.

Hymavathi et al., (2010) estudaram o impacto de onze diferentes fontes de carbono
e quinze diferentes fontes de nitrogénio sobre o aumento da producdo de L-asparaginase por
Bacillus circulans utilizando somente uma metodologia estatistica, o delineamento PB. Na
avaliacdo das melhores fontes de carbono e nitrogénio a atividade enzimética maxima alcangada
foram 105 e 164 U/mL, respectivamente. Entre os vinte e seis componentes avaliados, os
compostos: glicose, manose, ribose e gelatina apresentaram efeito negativo significativo (p<
0,1). Enquanto os compostos: amido, maltose, lactose, cloreto de amonio, sulfato de amonio,
nitrato de amonio, triptona, ureia e d4gua de maceracdo de milho exibiram efeito positivo e
significativo (p< 0,1) na atividade de L-asparaginase.

Em outros estudos, entretanto, foi utilizado uma estratégia sequencial de otimizagao
e o delineamento PB foi usado para uma triagem inicial dos principais componentes do processo
fermentativo. No estudo de Baskar e Renganathan (2012b) os componentes L-prolina, nitrato
de sodio, L-asparagina e glicose foram significativos (p<0,1) na producio da L-asparaginase
por Aspergillus terreus MTCC 1782. Em seguida, as varidveis significativas foram selecionadas
para um posterior DCCR 2%,

No presente trabalho, como etapa subsequente, o Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) foi aplicado para determinar os niveis das varidveis criticas, pré-
selecionadas no delineamento PB 12, para aumentar a producao de L-asparaginase. No entanto,
as varidveis nao significativas foram utilizadas em todos os experimentos usando o nivel médio
(ponto central) do delineamento PB 12. A Tabela 14 apresenta os valores de atividade de L-
asparaginase de A. niger IOC 0203 obtida no DCCR durante uma cinética de 96h de

fermentacao.



Tabela 14 — Matriz do DCCR 23 (valores reais e codificados) utilizada para a producio de L-asparaginase por Aspergillus niger IOC 0203.

L-asparaginase (U/mL)

Sacarose L-asparagina Temperatura

Ensaio % (m/v) % (m/v) (O] 24h 48h 72h 96h
1 -1(1,1) -1(0,35) -1(22,5) 61,40 £4,71¢ 49,53 + 8,86'" 54,74 + 8,434 110,00 + 9,684
2 1(2,9) -1(0,35) -1(22,5) 1906,14 + 95,522 718,42 £+ 0,74* 38,16 +1,86% 105,15 £ 1,07
3 -1(1,1) 1 (0,65) -1(22,5) 131,14 + 10,549 48,42 £ 496" 93,16 + 2,23%¢ 0,00 + 0,00¢
4 1(2,9) 1 (0,65) -1(22,5) 1750,29 +283,32* 251,93 £55,58° 43,68 + 3,23%d¢ 59,65 + 7 ,44cde
5 -1(1,1) -1(0,35) 1(27,5) 77,19 £ 3,99¢ 35,79 +1,248" 57,31 £5,36%¢ 55,61 + 6,704
6 1(2,9) -1(0,35) 1(27,5) 1039,42 +30,43> 601,75 +33,47° 113,22 +17,73*> 17,19 +0,50¢
7 -1(1,1) 1(0,65) 1(27,5) 135,32 + 7,50¢ 122,57 £16,06% 107,02 + 7,44 13,68 + 1,49¢
8 1(2,9) 1 (0,65) 1(27,5) 1028,77 £ 131,46> 81,87 + 7,50¢zh 19,21 + 0,37¢ 30,35 +5,21¢
9 -1,68 (0,5) 0(0,5) 0(25) 11,75 +2,73¢ 80,88 + 1,74¢°zh 122,28 +19,60* 358,07 £ 63,76°
10 1,68 (3,5) 0(0,5) 0 (25) 1033,45 + 149,41 168,54 + 31,139 14,21 £0,74% 27,72 + 5,46°
11 0(2) -1,68 (0,25) 0(25) 640,12 + 61,82¢ 109,04 £ 0,379z 109,01 + 19,06*> 61,23 + 11,16%%
12 0(2) 1,68 (0,75) 0(25) 568,77 + 67,98¢ 90,18 + 18,26%2" 84,21 + 5,952Pcd 122,46 + 1,49
13 0(2) 0(0,5) -1,68 (20,8) 611,93 + 92,30° 26,32 +3,97" 45,26 + 4,95 26,32 +3.47¢
14 0(2) 0(0,5) 1,68 (29,2) 468,95 + 41,55¢ 56,67 + 8,68°#" 42,98 +9,18% 158,71 + 16,16"
15 0(2) 0(0,5) 0(25) 574,56 £ 1,24¢ 102,57 £10,95¢= 71,23 £ 2,53 100,88 + 11,16"¢
16 0(2) 0(0,5) 0(25) 530,88 + 76,90¢ 97,31 +1,71°®8 73,68 + 1,63%>¢ 109,82 + 5,17P<d
17 0(2) 0(0,5) 0(25) 530,53 + 5,46¢ 116,14 £ 3,47 80,60 + 1,872P<d 107,02 + 2,48<d

€8
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As maiores atividades de L-asparaginase (1960,14 U/mL e 1750, 29 U/mL) foram
obtidas nos ensaios 2 e 4, respectivamente, utilizando-se meio modificado Czapek Dox
contendo 2,9% (m/v) de sacarose + 0,35% (m/v) de L-asparagina e 2,9% (m/v) de sacarose +
0,65% (m/v) de L-asparagina, com adicdo de concentracdo de 5,05x10° esporos/mL e
concentracoes fixas de sais ajustado para pH 7,0, sendo incubado a 22,5°C por 150 rpm durante
24h.

Em seguida, foi realizada uma andlise de regressdo multipla para a atividade de L-
asparaginase por Aspergillus niger IOC 0203 em 24h de fermentacdo submersa. A Tabela 15
apresenta os efeitos e o p-valor de cada componente do processo fermentativo estudado e as

variaveis independentes foram consideradas significativas com (p < 0,05).

Tabela 15 — Estimativa dos efeitos das variaveis do processo fermentativo para producio

de L-asparaginase por Aspergillus niger IOC 0203 apés 24h.

Variavel Efeitos p-valor
Média/Interacao 9,1615 0,0000
Sacarose % (m/v) (L) 6,4811 0,0000

L: termo linear de uma equa¢cdo matemadtica de primeiro grau.

Uma fun¢do polinomial (Equagdo 5) de primeira ordem foi ajustada, podendo
prever a atividade de L-asparaginase de A. niger 10C 0203 para 24h de fermentagcdo nas

condic¢des avaliadas.

Atividade de L-asparaginase (U/mL) = 652,91 + 515,33 X (5)

Onde X corresponde a concentragcdo de sacarose. De acordo com a equacdo, um
efeito positivo pode ser observado no termo linear da sacarose, indicando que o aumento dessa
varidvel aumenta a producio da enzima. No entanto, as outras varidveis e as interacdes entre os
fatores analisados, ndo apresentaram efeito significativo (p < 0,05) para a atividade de L-
asparaginase de A. niger IOC 0203. O teste estatistico (ANOVA) do modelo de regressao foi

aplicado para testar a significancia e adequa¢ao do modelo, como demonstrado na Tabela 16.
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Tabela 16 — ANOVA para producao de L-asparaginase por Aspergillus niger I0C 0203

apos 24h de fermentacao.

Fonte de
variacao SQ GL oM calcflado tabgado p-valor
Regressao 3626839,88 1 3626839,88 42,0 4,54 0,00001
Residuo 1295155,29 15 86343,69
Total 4921995,17 16
R? 0,7368

SQ: Soma de quadrados, GL: Graus de liberdade, QM: Quadrado médio. F: Func¢ao de Fishers,

p- valor: corresponde ao nivel de significancia.

O resultado da ANOVA revelou que a equagcdo matematica obtida foi significativa
para prever a atividade de L-asparaginase de A. niger IOC 0203, de acordo com o p-valor (p <
0,05) e com o teste F (F calculado > F tabelado). O modelo da regressdo apresentou um
coeficiente de determinacdo satisfatério (R?>= 0,7368). Assim, foram construidos os gréficos
de superficie de resposta tracando a resposta (atividade de L-asparaginase U/mL) no eixo Z
contra duas varidveis independentes, mantendo a terceira varidvel independente no nivel 0, de

acordo com a Figura 14a e 14b.
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Figura 14 — Superficie de resposta dos efeitos da concentraciao de sacarose, L-asparagina

e temperatura na producao de L-asparaginase por A. niger IOC 0203 apés 24h.
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A Figura 14a ilustra que nos ensaios do DCCR a producdo de L-asparaginase
aumentou com o aumento da concentracdo de sacarose (2,45 a 3,5% m/v) independente da
concentracdo de L-asparagina estudada (0,25 a 0,75% m/v). Mesmo comportamento pode ser
observado para a atividade de L-asparaginase de A. niger IOC 0203 quando a concentragcao de
sacarose variou entre 2,45 a 3,5% (m/v) enquanto a temperatura variou entre 20,8 a 29,2 °C
(Figura 14b).

A estratégia sequencial de otimiza¢do proporcionou um aumento de 815,5% na
producdo de L-asparaginase quando comparado com os valores iniciais obtidos no experimento
univariado. A linhagem de A. niger IOC 0203 mostrou alto potencial de producdo de L-
asparaginase se comparado a outros estudos utilizando outras linhagens de Aspergillus sp.

Baskar e Renganathan (2012b) aplicaram um DCCR 2* para determinar o meio de
fermentacdo para a producdo méaxima de L-asparaginase por Aspergillus terreus MTCC 1782.
A concentragdo 6tima prevista dos componentes do meio foi de 2,8% (m/v) de L-prolina, 1,44%
(m/v) de nitrato de sédio, 1,34% (m/v) de L-asparagina e 0,63% (m/v) de glicose sendo obtido
atividade de L-asparaginase igual a 38,08 IU/mL. Ahmed et al., (2015) isolaram a linhagem
Aspergillus sp. ALAA-2000 e testaram a producdo de L-asparaginase em fermentacao
submersa para otimizagdo dos parametros fisico-quimicos utilizando metodologia de “um fator
por vez”. Os autores obtiveram atividade méxima de 30,64 U/mL utilizando 1% (m/v) glicose
como fonte de carbono e 1% (m/v) L-asparagina como fonte de nitrogénio.

A validacdo do modelo de regressdao obtido foi realizada utilizando os seguintes
parametros: 2,9% (m/v) de sacarose, 0,35% de L-asparagina e temperatura de 22,5 °C (Ensaio
2), que produziu maior atividade em 24h de fermentagdo. A atividade prevista de L-

asparaginase foi de 1168,24 U/mL e o valor médio foi de 1206,57 U/mL (Tabela 17).

Tabela 17 — Niveis das varidveis utilizadas para o teste de validacio experimental do
modelo de producao de L-asparaginase por Aspergillus niger I0C 0203 apos 24h de

fermentacao.

Variaveis independentes L-asparaginase (U/mL)

24h
Sacarose L-asparagina  Temperatura Resultado Resultado Erro
%0 (m/v) % (m/v) °C previsto experimental (%)
1(2,9) -1 (0,35) -1(22,5) 1168,24% 1206,57% 3,17

Os resultados sdo apresentados como média (n = 3) + desvio padrdo. Valores com letras

diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).
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N3ao houve diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre a atividade prevista e
o valor experimental observado, indicando que os resultados obtidos foram satisfatérios.

Apoés ter estabelecido os parametros do processo fermentativo, assim como a
concentracao dos nutrientes para a melhoria da produgdo de L-asparaginase por A. oryzae 10C
3999 e A. niger I0C 0203 foi realizada a purificagdo das enzimas para posterior caracterizagao

bioquimica e aplicacao.

5.6. Purificacio das L-asparaginases de A. oryzae I0C 3999 e A. niger 10C 0203

A maioria dos procedimentos de purificacdo € composta por métodos
convencionais, tais como fracionamento com sulfato de amonio combinado com cromatografia
de exclusdo molecular ou cromatografia em coluna de troca idnica (ZUO et al., 2015). Para a
purificacdo parcial de bioprodutos, o fracionamento de proteinas por precipitacdo com sais €
um método tradicional. No entanto, este método pode ser agressivo a proteina, devido ao
potencial de modificac@o da sua estrutura tridimensional, resultando em deformacao e possivel
inativacao da enzima (TUNDISI et al., 2016).

A ultrafiltragdo € uma técnica eficaz para concentrar ou separar moléculas de
diferentes tamanhos. Uma vantagem da técnica é que nao hd mudangas no pH ou forca i6nica
no meio e, portanto, o ambiente em que a proteina se encontra em relacdo a tampdes e sais
permanece inalterado (WHEELWRIGHT, 1991). Processos que utilizam membranas sdo mais
vantajosos, pois diminuem o tempo de processamento em larga escala; € um método barato,
rapido, de alto rendimento e ambientalmente correto (TUNDISI et al., 2016).

ApdOs as primeiras etapas da purificagdo, as técnicas cromatogrificas sdo
amplamente utilizadas para atingir um determinado grau de purificacdo (MILNE, 2010). A
cromatografia de filtracdo em gel ou exclusdo molecular € um método baseado no
fracionamento de proteinas de acordo com o seu tamanho molecular. Este tipo de técnica utiliza
granulos porosos como fase estaciondria, onde as proteinas com alta massa molecular eluem
primeiro porque ndo conseguem penetrar nos poros dos granulos e as proteinas pequenas
conseguem acessar o caminho interno dos granulos, eluindo posteriormente (TUNDISI et al.,
2016).

As L-asparaginases de A. oryzae I0C 3999 e A. niger IOC 0203 foram purificadas
utilizando ultrafiltracdo por membrana de 30 kDa e coluna de exclusdo molecular Sephadex
G100. As etapas de purificacdo das L-asparaginases de A. oryzae I0C 3999 e A. niger 10C

0202 sao apresentadas na Tabela 18 e 19, respectivamente.



Tabela 18 — Etapas do processo de purificacio de L-asparaginase de Aspergillus oryzae 10C 3999.

Etapa de purificacdo  Quantidade Atividade Proteina Atividade Proteina Atividade Rendimento Fator de
(mL) (U/mL) (mg/mL) total (U) total especifica (U/mg (%) purificacao
de proteina)
Extrato bruto 100 1358,48 3,87 135848,00 387,00 351,02 100 1
Ultrafiltracao 30 kDa 10 2013,16 4,08 20131,16 40,82 493,41 14,82 1,40
Sephadex G-100 3 133,60 0,18 400,80 0,54 742,22 0,30 2,11
Tabela 19 — Etapas do processo de purificacio de L-asparaginase de Aspergillus niger 10C 0203.
Etapa de purificacdo  Quantidade Atividade Proteina Atividade Proteina Atividade Rendimento Fator de
(mL) (U/mL) (mg/mL) total (U) total especifica (U/mg (%) purificacio
de proteina)
Extrato bruto 100 999,12 1,06 99912,00 106,00 942,56 100 1
Ultrafiltracao 30 kDa 10 1914,04 1,21 19140,40 121,00 1581,85 19,16 1,68
Sephadex G-100 3 802,46 0,35 2407,38 1,05 229274 2,41 2,43

68
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Neste estudo, foi utilizado o método de ultrafiltracio em membranas de 30 kDa
para concentrar e purificar parcialmente os extratos brutos de L-asparaginase de A. oryzae I0C
3999 e A. niger 10C 0203 que apresentavam baixa concentracdo de proteina, 3,87 mg/mL e
1,06 mg/mL, respectivamente.

Para ambas as enzimas, pode-se observar que a atividade especifica da enzima
aumentou a cada passo de purificacdo. Para a enzima purificada de A. oryzae 10C 3999 apés a
etapa de filtracdo em gel, observou-se uma atividade especifica de 742,22 U/mg de proteina,
apresentando um fator de purificacdo de 2,11 e para a enzima purificada de A. niger IOC 0203
de 2292,74 U/mg de proteina, com fator de purificacdo de 2,43.

Diferentes atividades especificas e fatores de purificacdo foram relatados para
varias L-asparaginases provenientes de fungos. Patro e Gupta (2012) purificaram 1,9 vezes a
L-asparaginase de Penicillium sp. por precipitacdo com sulfato de amonio, cromatografia em
coluna de Sephadex G100-120 e coluna de DEAE-celulose obtendo preparacio contendo 13,97
U/mg de proteina.

A L-asparaginase de Rhizomucor miehei foi purificada 2,6 vezes, em uma Unica
etapa de purificacdo, utilizando-se coluna de &4cido niquel-iminodiacético, sendo obtido
preparacao com 1.984,8 U/mg de proteina (HUANG et al., 2014). Em outro estudo, a L-
asparaginase de Mucor hiemalis foi purificada 4,59 vezes, por precipitacdo com acetona e
cromatografia de afinidade em coluna de lecitina-agarose, sendo obtido prepara¢do com 69,43
U/mg de proteina (THAKUR et al., 2014).

A massa molecular das L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999 e A. niger I0OC 0203
foram estimadas em 20,8 kDa e 19,1 kDa por filtracdo em coluna de Sephadex G-100 (Figuras
14 e 15), respectivamente. Os cromatogramas de filtracdo em gel obtido plotando a absorbancia
a 280 nm com o volume de elui¢ao correspondente (V) as fragdes dos padrdes utilizados e das
fragdes com atividade de L-asparaginase de A. oryzae 10C 3999 e A. niger 10C 0203, se
encontram nos anexos 5 e 6, respectivamente.

As Figuras 15 e 16 ilustram a relacdo entre log da massa molecular das proteinas e

Kav (razdo do volume de elui¢do das proteinas e volume vazio da coluna de Sephadex G-100).
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Figura 15 — Determinacao da massa molecular da L-asparaginase de A. oryzae 1I0C 3999

por cromatografia de exclusao molecular em Sephadex G-100.
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Figura 16 — Determinacdo da massa molecular da L-asparaginase de A. niger I0C 0203

por cromatografia de exclusao molecular em Sephadex G-100.
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Singh et al., (2013) estimaram a massa molecular da L-asparaginase de Bacillus
aryabhattai ITBHUO2, por cromatografia de exclusdao molecular (Superdex-200) em 155 kDa.
A massa molecular de L-asparaginase de Vibrio cholerae foi estimada em 132 kDa por
cromatografia em gel Superdex-200 (RADHA et al., 2018). Geralmente, a massa molecular da
L-asparaginase varia dependendo do micro-organismo produtor (DUTTA et al., 2015;
THAKUR et al., 2014).

A remocio de proteinas contaminantes usando a resina Sephadex G-100 de coluna
de filtracdo em gel foi considerada uma etapa adequada para ambas enzimas estudadas. Apds
cada procedimento de purificacdo, as fracdes com atividade enzimdtica foram analisadas
usando SDS-PAGE. As Figuras 17 e 18 apresentam o gel de eletroforese das fracdes de L-
asparaginases (extrato bruto, extrato concentrado e enzima purificada) dos micro-organismos

estudados.

Figura 17 — Eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas dos extratos enzimaticos de L-

asparaginase de A. oryzae 10C 3999 durante as etapas de purificacao.
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(A) padrdes de proteinas, (B) extrato bruto, (C) extrato concentrado por ultrafiltracio com

membrana de 30 kDa e (D) L-asparaginase purificada.

A L-asparaginase purificada de A. oryzae 10C 3999 apresentou uma tnica banda
na SDS-PAGE, de massa molecular estimada em 25,1 kDa (Figura 17). Resultado semelhante

foi alcangado por Ahmed et al., (2015) ao purificar a L-asparaginase de Aspergillus sp. ALAA-
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2000 utilizando as etapas de fracionamento a 80% com sulfato de amodnio, em seguida a
cromatografia de gel filtracdo usando Sephadex G-200 obtiveram um fator de purificacdo de
8,3 com uma atividade especifica de 0,4 U/mg. A enzima apresentou duas bandas de proteina

na eletroforese de SDS-PAGE de massa molecular 25 kDa e 31 kDa.

Figura 18 — Eletroforese (SDS-PAGE) das proteinas dos extratos enzimaticos de L-

asparaginase de A. niger IOC 0203, durante as etapas de purificacao.
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(A) padrdes de proteinas, (B) extrato bruto, (C) extrato concentrado por ultrafiltracio com

membrana de 30 kDa e (D) L-asparaginase purificada.

A L-asparaginase de A. niger IOC 0203 purificada por ultrafiltragio em membrana
de 30 kDa e coluna de Sephadex G-100 apresentou homogeneidade exibindo massa molecular
de 37,7 kDa por eletroforese SDS-PAGE (Figura 18). Dutta et al., (2015) purificaram a L-
asparaginase bruta de A. fumigatus WLO0O02 cerca de 232 vezes utilizando membrana de
ultrafiltracdo de 30 kDa, seguido do fracionamento com sulfato de amo6nio; cromatografia em
coluna de troca-idnica DEAE-Sepharose FF e coluna Sephadex G-100. A enzima apresentou
especifica de 355,03 IU/mg de proteina e massa molecular de 35 kDa.

As metodologias eletroforese em gel de SDS-PAGE e a cromatografia de exclusdao
molecular, sdo rdpidas, simples e resultam em valores com precisdo de + 5-10% para

determinagdo da massa molecular de proteinas (WILSON; WALKER, 2010).
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5.7. Caracterizacio das L-asparaginases purificadas de A. oryzae IOC 3999 e A. niger I0C
0203

5.7.1. Temperatura 6tima de atividade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae IOC

3999 e A. niger 10C 0203

A Figura 19 apresenta o efeito da temperatura na atividade das L-asparaginases
purificadas e da enzima comercial. A enzima purificada do A. oryzae IOC 3999 apresentou
atividade 6tima de 60 °C, enquanto que a L-asparaginase de A. niger 10C 0203 e a enzima

comercial apresentaram atividade 6tima em 50 °C.

Figura 19 - Efeito da temperatura na atividade das L-asparaginases purificadas de A.

oryzae 10C 3999, A. niger I0C 0203 e preparaciao comercial.
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A temperatura 6tima de 50 - 60 °C também foi relatada para L-asparaginases de

vérias espécies de Aspergillus (AHMED et al., 2015; DIAS et al., 2016; DUTTA et al., 2015).

5.7.2. pH étimo de atividade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae I0C 3999 e A.
niger 10C 0203

O efeito do pH na atividade das enzimas purificadas de A. oryzae 10C 3999 e A.
niger 10C 0203, assim como para a enzima comercial, foi avaliado como descrito no item
4.9.4.2. As L-asparaginases purificadas de A. oryzae 10C 3999 e A. niger 10C 0203
apresentaram atividade 6tima em pH 5,0 e 7,0, respectivamente, enquanto que a L-asparaginase

comercial mostrou atividade 6tima em pH 9,0 (Figura 20).

Figura 20 — Efeito do pH na atividade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae 10C
3999, A. niger 10C 0203 e da preparacio comercial.
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As L-asparaginases fungicas apresentam atividade 6tima na faixa de pH 6 a 9,5
(AHMED et al., 2015; DANGE; PESHWE, 2011; DUTTA et al., 2015).

A L-asparaginase de A. oryzae 10C 3999 apresentou atividade relativa igual a
41,8% em pH 7 e ndo mostrou atividade em pH 8,0 enquanto que a L-asparaginase de A. niger
IOC 0203 mostrou atividade relativa igual a 32,9% em pH 8 e ndo apresentou atividade em pH
9,0. A L-asparaginase comercial apresentou atividade relativa igual a 40,4% em pH 10,0. Em
pH mais 4cidos (pH 3,0 e pH 4,0), tanto as enzimas purificadas quanto a enzima comercial
apresentaram atividade enzimaética relativa na faixa de 23 a 31,7%.

Mohan Kumar e Manonmani, (2013) relataram que a L-asparaginase de
Cladosporium sp. mostrou-se ativa em pH entre 4-6 com o 6timo de 6,3, e em pH elevados, a
atividade decrescia. Em outro estudo, Vala et al., (2018) observaram que a L-asparaginase
purificada de Aspergillus niger AKV-MKBU mostrou-se ativa na faixa de pH entre 4 a 10, com
atividade maxima em pH 7.

A L-asparaginase deve atender alguns dos pré-requisitos para o tratamento de
leucemia linfoblastica aguda, como apresentar atividade enzimética maxima em pH fisiolégico
(BADOEI-DALFARD, 2015). Dentre as L-asparaginases purificadas, a L-asparaginase de A.
niger 10C 0203 pode ser uma alternativa promissora para fins farmacoldgicos, por apresentar
pH 6timo de atividade em pH neutro.

Em relagdo a L-asparaginase purificada de A. oryzae IOC 3999, esta enzima pode
ser mais adequada para reducdo de acrilamida em alimentos, por apresentar atividade

enzimatica em pH 4cido na faixa de 5 a 6.

5.7.3. Temperatura de estabilidade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae 10C
3999 e A. niger 10C 0203

A temperatura de estabilidade foi determinada incubando-se as enzimas no pH
6timo da L-asparaginase purificada de A. oryzae (pH 5), L-asparaginase purificada de A. niger
(pH 7) e da enzima comercial (pH 9), em diferentes temperaturas por 1h como descrito no item

4.9.4.3. A estabilidade térmica das trés L-asparaginases estudadas ¢ mostrada na Figura 21.
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Figura 21 — Efeito da temperatura na estabilidade das L-asparaginases purificadas de A.

oryzae 10C 3999, A. niger IOC 0203 e da preparacao comercial.
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A L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999 mostrou-se estavel a 50 °C por 1h no pH
6timo da enzima (pH 5,0), reteve 82,7% da atividade inicial apds 1h a 60 °C e foi inativada
ap6s 1h a 70 °C mantendo somente 3,9% da atividade inicial.

A L-asparaginase de A. niger IOC 0203 mostrou-se estdvel a 40 °C retendo 97,5%
de atividade residual ap6s 1h no pH 6timo da enzima (pH 7,0), sendo que reteve 6,8% de
atividade residual ap6s 1h a 50 °C.

A L-asparaginase comercial apresentou-se estavel apds 1h a 30 °C no pH 6timo de
atividade (pH 9,0). A enzima reteve-se 76,2% de atividade residual ap6s 1h a 40 °C, sendo
inativada em temperaturas superiores.

Dutta et al., (2015) verificaram que a L-asparaginase purificada de A. fumigatus

WL 002 apresentaram 98,8% de atividade residual apds 1 h de incubacao a 50 °C em pH 9. A
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L-asparaginase de Rhizomucor miehei estudada por Huang et al., (2014) manteve-se estdvel

apos incubagdo a 45 °C em pH 7 por 30 minutos.

5.7.4. pH de estabilidade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae IOC 3999 e A. niger
10C 0203

Para a determinagdo do pH de estabilidade, as L-asparaginases purificadas e a L-
asparaginase comercial foram incubadas durante 1h a 10 °C em pH 2 -10 como descrito no item

4.9.4.4. A Figura 22 mostra o perfil do pH de estabilidade das enzimas estudadas.

Figura 22 — Efeito do pH na estabilidade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae

10C 3999, A. niger I0C 0203 e L-asparaginase comercial.
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A L-asparaginase purificada de A. oryzae IOC 3999 apresentou maior estabilidade
em pH 7,0 ap6s 1h de incubacdo a 10 °C. A enzima reteve cerca de 81,7 a 85,7% de atividade
residual na faixa de pH 4 a 6 e foi inativada em pH 8,0.

A L-asparaginase purificada de A. niger IOC 0203 apresentou maior estabilidade
na faixa de pH 4 a 6 ap6s 1h a 10 °C. A enzima reteve 70% e 34,6% da atividade residual em
pH 7 e 8, respectivamente, e foi inativada em pH 2 e pH 9.

A L-asparaginase comercial apresentou maior estabilidade em pH 6,0 apés 1h a 10
°C. A enzima reteve 83,8% e 49,3% de atividade residual em pH 5 e 4, respectivamente. A L-
asparaginase comercial mostrou-se estdvel em pH alcalino retendo 68,6%, 63,9% e 49,5% em
pH 8, 9 e 10, respectivamente.

Thakur et al., (2014) verificaram que a L-asparaginase de Mucor hiemalis
apresentou maior estabilidade em pH 7 por 4h a 30 °C. A L-asparaginase de A. fumigatus WL
002 apresentou maior estabilidade na faixa de pH 8-9 ap6s 1h a temperatura ambiente (DUTTA
et al., 2015).

5.7.5. Determinacao dos parametros cinéticos das L-asparaginases purificadas de A.

oryzae 10C 3999 e A. niger 10C 0203

A constante de Michaelis Menten (Kn) e velocidade maxima (Vmax) das L-
asparaginases de A. oryzae I0C 3999 e A. niger 10C 0203 purificadas e da L-asparaginase
comercial foram determinadas como descrito no item 4.9.4.5.

Foram também determinados o valor de Kca € a constante de especificidade
enzimdtica (Kca/Km). O Keae 0u nimero de renovacgdo (turnover number) é o nimero maximo
de moles de substrato que podem ser convertidos em produto por Mol de enzima em uma
unidade de tempo (WILSON; WALKER, 2010). A relacio Kca/Km tem sido amplamente
utilizada como medida do desempenho enzimatico (CARRILLO et al., 2010). E uma medida
que avalia o quanto uma enzima € eficiente para a conversio do substrato, em baixa
concentracdo, em determinado produto (WILSON; WALKER, 2010).

O K, Vmax, 0 Kcat € a constante de especificidade da L- asparaginase purificada de
A. oryzae 10C 3999 foram estimados em 3,28 mMol/L, 45,04 U/mL, 0,93/s, 0,28 mMol/L.s,
respectivamente. Para a L-asparaginase de A. niger IOC 0203, 0 K, Vimax, 0 Kcar € a constante
de especificidade foram 3,44 mMol/L, 400 U/mL, 1,01/s, 0,29 mMol/L.s, respectivamente. Ja
para a enzima comercial, o0 Ki foi de 16 mMol/L, 0 Viax foi de 1250 U/mL, o Kea foi de 1,48/s

e a constante de especificidade foi estimada em 0,09 mMol/L.s.
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L-asparaginases de diferentes micro-organismos diferem entre si em sua afinidade
com a L-asparagina (BHAGAT et al., 2016). As enzimas purificadas apresentaram baixo Km
comparado com a enzima comercial, indicando uma alta afinidade pela L-asparagina. A Figura
23 apresenta o grafico de Lineweaver-Burk para a determina¢do Km € Vmax das L-asparaginases
de A. oryzae 10C 3999, A. niger 10C 0203 e da preparacdo comercial, para o substrato L-

asparagina.

Figura 23 — Grafico de Lineweaver-Burk para a determinacio de Km € Vmax das L-
asparaginases purificadas de A. oryzae 10C 3999, A. niger I0C 0203 e L-asparaginase

comercial.

0,05 -

0,04 - y =0,0773x +0,0222
R2=0,8609

0,03 -

y =0,0086x + 0,0025
R2=0,8533

y =0,0128x + 0,0008
R?2=0,9699

LA
T T T U,UU T T 1

-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3
1/[S]

® [ -asparagnase de Aspergillus oryzae I0C 3999
O L-asparagmnase de Aspergillus niger IOC 0203
v L-asparaginase comercial

Thakur et al., (2014) obtiveram como Kmn € Vmax da L-asparaginase purificada de
Mucor hiemalis valores de 4,3 mMol/ L e 625 U/mL, respectivamente. Os valores de K € 0

Vmax da L-asparaginase purificada de Pseudomonas oryzihabitans foram estimados em 10
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mMol/L e 0,92 x 102 Mol/mg de proteina, respectivamente. Além disso, o Kea € a eficiéncia
catalitica (Kca/Km) para a L-asparaginase foram determinados em 76,7/s e 7,6 mMol/L.s,

respectivamente (BHAGAT et al., 2016).

5.7.6. Efeito de ions metalicos na atividade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae
10C 3999 e A. niger 1I0C 0203

Os ions metdlicos influenciam diretamente nas fun¢des biologicas das enzimas
(BADOEI-DALFARD, 2015). Por isso, torna-se importante estudar o efeito dos fons sobre a
atividade de L-asparaginase, principalmente durante o uso terapéutico, devido a presenca de
ions na corrente sanguinea, ¢ também no processamento de alimentos, por causa da
complexidade da matriz alimenticia (KRISHNAPURA; BELUR, 2016).

A fim de estimar os efeitos de vdrios ions metdlicos na atividade das L-
asparaginases purificadas e da L-asparaginase comercial, o ensaio enzimatico foi realizado
conforme o item 4.9.4.6. As Figuras 24, 25 e 26 ilustram respectivamente os efeitos dos fons
metalicos, na concentragdo final de 1 mMol/L, na atividade da L-asparaginase de A. oryzae I0C

3999, A. niger 10C 0203 e da preparagdo comercial.

Figura 24 — Efeito de ions metalicos na atividade da L-asparaginase purificada de A.
oryzae 10C 3999.
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Figura 25 — Efeito de ions metalicos na atividade da L-asparaginase purificada de A. niger
10C 0203.
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Figura 26 — Efeito de ions metalicos na atividade da L-asparaginase comercial.
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O fon Mn?*, na concentragiio final de 1 mMol/L, ativou as trés L-asparaginases
obtidas de A. oryzae IOC 3999 e A. niger IOC 0203 e enzima comercial, aumentando a atividade
cerca de 20%, 100% e 40%, respectivamente. Thakur et al., (2014) observaram que o ion Mn**
(2 mMol/L) ativou 100% a L-asparaginase purificada de Mucor hiemalis e Huang et al., (2014)
também relataram que o fon Mn?* na concentragio 2 mMol/L aumentou 183% a atividade de
L-asparaginase purificada de Rhizomucor miehei.

O ifon Fe**, na concentracdo final de 1 mMol/L, ativou 120% a L-asparaginase de
A. oryzae 10C 3999, mas inibiu 60% e 100% as L-asparaginases de A. niger IOC 0203 e da
preparaciio comercial, respectivamente. Enquanto que o fon Fe?*, na concentracio final de 1
mMol/L, ativou 160% e 75% as L-asparaginases de A. oryzae I0C 3999 e A. niger 10C 0203,
respectivamente, mas inibiu 15% a L-asparaginase comercial. J4, o fon Co**, na concentracio
final de 1 mMol/L, ativou 40% e 30% as L-asparaginases de A. oryzae 10C 3999 e preparagdo
comercial, respectivamente, mas inibiu 70% a L-asparaginase de A. niger 10C 0203.

Dange e Peshwe (2011) relataram que os fons Fe?* e Co* na concentra¢io 5 mMol/L
aumentaram em aproximadamente 50% e 100%, respectivamente, a atividade de L-
asparaginase purificada de Aspergillus aculeatus purificada. Os autores também observaram
que o fon Mn* (5§ mMol/L) nao alterou a atividade enzimadtica, resultado similar foi observado
para a L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999.

Os fons Hg?* e Zn**, na concentragio final de 1 mMol/L, ativaram 160% e 60% a
L-asparaginase de A. niger IOC 0203. No entanto, o fon Hg** (1 mMol/L) inibiu 100% e 17% a
L-asparaginase de A. oryzae 10C 3999 e da preparacdo comercial, respectivamente, enquanto
que o fon Zn** (1 mMol/L) inibiu 60% e 25% as L-asparaginases de A. oryzae IOC 3999 e da
preparacdo comercial. De acordo com Mohan Kumar e Manonmani (2013) e Badoei-Dalfard
(2015) a inibicdo da atividade de L-asparaginase na presenca dos fons Hg?*,Cu** e Zn>* pode
ser indicativo da presenca de grupos sulfidrila na molécula enzimatica.

Os fons Na*, K* e Ca®*, na concentraco final de 1 mMol/L, inibiram as trés L-
asparaginases estudadas. Os fons Na*, K* inibiram completamente a L-asparaginase de A.
oryzae 10C 3999 enquanto que o fon Ca**inibiu 98% a enzima. Os fons Na*, K* e Ca?* inibiram
25%, 30% e 40% a L-asparaginase de A. niger IOC 0203, respectivamente. Enquanto que os
fons Na*, K* e Ca** inibiram 40%, 20% e 21% a L-asparaginase comercial.

Geralmente, as preparacoes clinicas de L-asparaginase envolvem a dilui¢do com
NaCl ou KCI para administracdes intravenosas e também o sangue humano apresenta uma

concentracdo de NaCl de 0,9% (m/v) (KRISHNAPURA; BELUR, 2016).
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5.7.7. Efeito de inibidores e ativadores na atividade das L-asparaginases purificadas de
A. oryzae 10C 3999 e A. niger 10C 0203

Os estudos de inibi¢ao e ativagdo fornecem uma compreensdo dos residuos de
aminodcidos presentes no sitio ativo da enzima, responsdveis pela atividade de L-asparaginase
(LINCOLN et al., 2015). Os efeitos de ativadores e inibidores na atividade das L-asparaginases
purificadas e da preparagdo comercial foi realizado como descrito no item 4.9.4.7. As Figuras
27, 28 e 29 ilustram os efeitos dos inibidores e ativadores na atividade de L-asparaginase de A.

oryzae 10C 3999, A. niger IOC 0203 e da L-asparaginase comercial, respectivamente.

Figura 27 — Efeito de inibidores e ativadores na atividade da L-asparaginase purificada

de A. oryzae 10C 3999.
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Figura 28 — Efeito de inibidores e ativadores na atividade da L-asparaginase purificada
de A. niger 10C 0203.
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Figura 29 — Efeito de inibidores e ativadores na atividade da L-asparaginase comercial.
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O B-mercaptoetanol, na concentracdo final de 1 mMol/L, aumentou cerca de
185,8%, 38,2% e 12,3% a atividade da L-asparaginases de A. oryzae I0C 3999, A. niger 10C
0203 e da preparacdo comercial, respectivamente. O [-mercaptoetanol, em baixas
concentracdes atua como protetor de grupos sulfidrilas de enzimas. No entanto, em altas
concentracdes, pode ocasionar a perda da atividade enzimdtica (KRISHNAPURA; BELUR,
2016). Manna et al., (1995) observaram que 2-mercaptoetanol na concentragdo 0,5 mMol/L
aumentou 10% a atividade da L-asparaginase purificada de Pseudomonas stutzeri MB-45.

O EDTA na concentracio 1 mMol/L inibiu cerca de 7,85% e 20,4% as L-
asparaginases purificadas de A. oryzae 10C 3999 e A. niger IOC 0203 respectivamente, no
entanto aumentou cerca de 10,4% a atividade de L-asparaginase comercial. A L-asparaginase
de Trichoderma viride SF Grey foi fortemente inibida por EDTA na concentragao 5 mMol/L e
ativada por Mg?* e Na* (LINCOLN et al., 2015). Bhagat et al., (2016) observaram que a L-
asparaginase purificada de Pseudomonas oryzihabitans foi fortemente inibida na presenca de
EDTA na concentracdo 10 mMol/L e verificaram que a presenca de fons Fe** e Na*, sdo
essenciais para a atividade catalitica.

A ureia na concentracdo 1 mMol/L inibiu 14,4% e 23,1% respectivamente as L-
asparaginases purificadas de A. oryzae 10C 3999 e A. niger IOC 0203, no entanto aumentou
cerca de 10,4% a atividade de L-asparaginase comercial. A perda da atividade enzimatica
devido a ureia pode ser devido a alteracdo da conformac¢do das enzimas devido ao rompimento
das ligacdes intramoleculares de hidrogénio (RAJAGOPALAN et al., 1961).

O 4-p-cloromercuribenzoato, na concentragdo final de 1 mMol/L, aumentou
respectivamente cerca de 14,6% e 18,2% a atividade das L-asparaginases de A. oryzae 10C
3999 e da preparacao comercial, porém, a L-asparaginase de A. niger IOC 0203 inibiu cerca de
30,8%. A iodoacetamida, na concentracio de 1 mMol/L, inibiu completamente a L-
asparaginase comercial, no entanto inibiu 28,8% a L-asparaginase de A. oryzae I0C 3999 e
apresentou pequeno efeito na L-asparaginase de A. niger IOC 0203 aumentando cerca de 5,7%
a atividade da enzima.

O p-cloromercuribenzoato e a iodoacetamida sdo inibidores de enzimas contendo
grupos sulfidrilas no sitio ativo. Manna et al., (1995) verificaram que a L-asparaginase de
Pseudomonas stutzeri ndo apresenta grupamentos sulfidrilas em seu centro catalitico.
Krishnapura e Belur (2016) testaram o efeito de trés bloqueadores de grupos sulfidrilas na
atividade de L-asparaginase de Talaromyces pinophilus, e verificaram que somente o p-
hidroximercuribenzoato (p-HMB) na concentra¢do 0,5 mMol/L causou a maxima redugao na

atividade enzimatica.
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A L-cisteina, na concentragdo final de 1 mMol/L, inibiu 15,6% e 43,8% a atividade
das L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999 e A. niger IOC 0203, respectivamente e ativou 8%
a L-asparaginase comercial. Mohan Kumar e Manonmani, (2013) relataram que a L-
asparaginase de Cladosporium sp foi inibida por cinco inibidores ndo competitivos: N-acetil-
cisteina, glutadiona reduzida, B-mercaptoetanol, L-cisteina e SDS, indicando a presenca de
grupos sulfidrila na enzima. Os grupos sulfidrila ou tiol desempenham um papel importante na
preservagdo da estrutura da enzima, de regulagdo catalitica e de transporte de elétrons (ICIEK
et al., 2004).

O surfactante anidnico SDS, na concentracao de 0,1%, inibiu 32,3%, 38% e 17,5%
as L-asparaginases de Aspergillus oryzae 10C 3999, Aspergillus niger 10C 0203 e da
preparacao comercial, respectivamente. Thakur et al., (2014) avaliaram o efeito de ativadores e
inibidores na atividade de L-asparaginase purificada de Mucor hiemalis e uma perda de
atividade de 75% foi observada na atividade enzimdtica na presenca de SDS na concentragdo
de 2 mMol/L.

Os surfactantes Triton X-100 e Tween 80, na concentragao de 0,01%, ativaram
133% e 91,6% a L-asparaginase de A. niger IOC 0203, no entanto inativaram 6,6% e 11,3% a
L-asparaginase comercial e cerca de 33,5% e 21,5% a L-asparaginase de A. oryzae I0C 3999,
respectivamente. Os surfactantes promovem um contato direto e rdpido do centro ativo da
enzima com o substrato (EL-NAGGAR et al., 2018). Vala et al., (2018) também observaram
que a L-asparaginase purificada de A. niger AKV-MKBU foi ativada cerca de 20% e 2% na

presenca de 1% de Triton X-100 e 1% de Tween 80, respectivamente.

5.7.8. Estudo da atividade da L-asparaginase em diferentes aminoacidos

A atividade das L-asparaginases purificadas e da L-asparaginase comercial em
diferentes aminoacidos a 0,01 Mol/L foi testada como descrito no item 4.9.4.8. A atividade das
L-asparaginases purificadas e da L-asparaginase comercial em relagdo a varios aminoacidos a

0,01 Mol/L sao apresentados na Figura 30.
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Figura 30 — Estudo da atividade das L-asparaginases purificadas de A. oryzae 10C 3999,

A. niger I0C 0203 e preparacao comercial em diferentes aminoacidos.
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As L-asparaginases de A. oryzae 10C 3999 e A. niger 10C 0203 e da preparacao
comercial apresentaram atividade sobre o aminodcido L-asparagina e ndo mostraram atividade
sobre L- glutamina, L- 4cido aspartico, L-arginina, L- prolina e L- metionina.

As caracteristicas alta afinidade por L-asparagina e auséncia de atividade sobre L-
glutamina conferem uso potencial das L-asparaginases purificadas tanto para fins alimenticios
quanto para usos clinicos (SINGH et al., 2013). Este resultado corrobora com estudos
anteriores, onde L-asparaginases fingicas exibiram maior afinidade por L-asparagina do que
outros substratos (LINCOLN et al., 2015; PATRO; GUPTA, 2012).

Duval et al., (2002) relataram que a atividade de L-glutaminase € intrinseca a

algumas L-asparaginases, e pode dificultar o tratamento de alguns tipos de cancer, devido
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algumas disfungdes que o paciente possa apresentar, como: pancreatite, convulsoes
neuroldgicas, anormalidades de coagulacio que podem levar a hemorragia ou trombose

intracraniana.

5.8. Aplicacao da L-asparaginase para reducio dos teores de acrilamida em café

O grao de café beneficiado, ou seja, sem ter passado pelo processo de torra,
apresenta uma estrutura pouco porosa e cerca de 7% do volume dos poros do café beneficiado
possui um diametro de aproximadamente 10 nm ou mais. Entretanto, o didmetro de muitas
enzimas € cerca de 5 a 10 nm, desta forma, apenas uma parte do grdo é acessivel a acdo
enzimadtica (KORNBRUST et al., 2010). Assim, os grdos de café ardbica variedade Catuai
amarelo cereja descascado foram submetidos ao pré-tratamento térmico sob vapor a 100 °C por
35 minutos até os graos apresentarem cerca de 25% de umidade (Anexo 13).

Existem varios tipos de pré-tratamentos que podem ser aplicados em graos de café:
secagem, hidrata¢do, enxaguamento com ou sem ac¢ao mecanica, pressurizacao, vaporizacao,
branqueamento, processamento sob pressao reduzida (vacuo), redu¢cdo do tamanho do grao ou
aplicacdo de diversos tipos de celulases (DRIA et al., 2007). Esses autores relataram que a
hidratacdo dos graos de café entre 25 a 40% de umidade, antes da aplica¢do da enzima, pode
facilitar o contato da L-asparaginase com a L-asparagina, por meio da formagdo de caminhos
internos ocasionados pelo inchamento do grao.

Anese, (2016) relatou que além da estrutura rigida do grao de café dificultar a
difusdo da enzima internamente, outro fator que também pode prejudicar o tratamento
enzimatico é devido principalmente a grande quantidade de lipideos presentes que podem
formar zonas hidrofébicas, limitando a acdo enzimdtica. A autora sugere que estas barreiras
citadas podem ocasionar a hidrélise incompleta do contetido de L-asparagina e uma reducido
parcial da formacao de acrilamida.

Hendriksen et al., (2013) também aplicaram um pré-tratamento aos graos de café
beneficiados, submetendo-os ao cozimento sob vapor por 45 °C por 100 minutos. Os autores,
porém, ndo informaram o teor de umidade final alcangado nos graos de café apds esta fase. Em
relac@o ao presente trabalho, o tempo em que o grdo ficou exposto ao vapor foi diminuido em
10 minutos. Este pré-tratamento dos graos de café beneficiado se assemelha a primeira etapa
do processo de descafeinacdo de café e, com modestas alteragdes no processo, pode ser
implementado o uso da L-asparaginase (HENDRIKSEN et al., 2013). Métodos de pulverizagao,

imersdo ou aspersao podem ser utilizados para aplicar a solu¢@o enzimatica (DRIA et al., 2007).
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Apds os grdos de café terem atingido a umidade de 25%, as L-asparaginases
purificadas de A. oryzae 10C 3999, A. niger IOC 0203 e a L-asparaginase comercial foram
aplicadas, submergindo os graos em cada preparagao enzimadtica, conforme o item 4.10.2. As
condicdes de pH e temperatura foram mantidas iguais para as trés enzimas avaliadas, pois
apresentam atividade catalitica nestas condi¢des. O mesmo foi estipulado em relagcdo ao tempo,
para permitir que as enzimas atuem por um periodo suficiente para resultar em graos de café
com nivel de L-asparagina reduzido. Em geral, quanto maior o tempo em que ¢ permitido a
enzima reagir, maior o nivel de reducao de L-asparagina e maior serd a reducdo de acrilamida
(DRIA et al., 2007).

ApO6s o tratamento com as L-asparaginases, os grdos de café foram submetidos a
secagem em estufa com circulacdo de ar, a uma temperatura de 40 °C, para atingirem
novamente cerca de 10 a 11% de umidade. Segundo o Illy e Viani (2005) a temperatura de
secagem nao pode ultrapassar a faixa de 40-45 °C para evitar a formacdo de compostos de odor
desagradéveis, e esta etapa € de importancia critica para a seguranca e qualidade do café. Apds
a secagem, os graos de café devem apresentar teores finais de umidade em torno de 12%.

Apds 12h a 40 £ 5 °C as amostras de graos de café atingiram o valor de 10,5% de
umidade, conforme anexo 14. Um processo de secagem ideal precisa garantir a uniformidade
da umidade nos grdos e economia da operacao, assim, o procedimento de secagem dos graos
verdes ndo deve ser muito rdpido, podendo variar entre 24 a 36h (Manual de Seguranca e
Qualidade para a Cultura do Café, 2004).

Posteriormente, os graos de café beneficiados foram torrados em torrador
convectivo para obtencdo de um grau de torra médio (Anexo 15). A torrefacdo do café
usualmente € realizada em temperaturas superiores a 200 °C, podendo-se obter diferentes graus
de torra: clara, média e escura, conforme o tempo em que o grao fica exposto ao calor (ANESE,
2016). Nesta etapa do processamento de café, a enzima € inativada devido as altas temperaturas
(DRIA et al., 2007). Em paralelo, a Reacdo de Maillard também ocorre nesta fase, sendo
responsavel pelas mudangas nas propriedades sensoriais, como também na formacao de
acrilamida (MESIAS; MORALES, 2016).

Nos primeiros estdgios da torrefacdo, a concentracdo de acrilamida aumenta
exponencialmente, atingindo um méximo, e depois diminui a2 medida que a taxa de degradacdo
excede a taxa de formagdo (KNOL et al., 2005). Assim, cafés com grau de torra clara
apresentam concentracdes de acrilamida superiores se comparados aos cafés com torra escura

(TAEYMANS et al., 2004).
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A Figura 31 apresenta a concentracdo de acrilamida em graos de café tratados com

L-asparaginases.

Figura 31 — Concentracio de acrilamida nas amostras de graos de café tratados com L-

asparaginase de A. oryzae 10C 3999, A. niger 10C 0203 e enzima comercial.
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Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

A amostra de grios de café do tratamento controle sem torra apresentou
concentracdo de acrilamida igual a 26,43 pug/Kg, enquanto a amostra de graos de café do
tratamento controle torrado continha 532,50 ug/Kg. As amostras de graos de café tratados com
L-asparaginases comercial, de A. oryzae IOC 3999 e A. niger IOC 0203, e em seguida torrados
apresentaram teor de acrilamida de 303 pg/Kg, 484,13 ug/Kg e 495 ng/Kg, respectivamente.
Pode-se observar que a concentracao de acrilamida obtida foi superior, em todos os tratamentos
submetidos a torra, ao estabelecido pela Comissao Europeia. No entanto, os teores de acrilamida
variam muito, geralmente entre 35 a 540 pg/Kg de café torrado (ALVES et al., 2010).

O tratamento dos graos de café com L-asparaginase comercial resultou em
diminui¢do de 43,09% de acrilamida, enquanto os tratamentos com as L-asparaginases
purificadas de A. oryzae e A. niger resultaram em reducdo de 9,08% e 7,03% de acrilamida,
respectivamente. Os resultados obtidos se encontram dentro das estimativas da literatura, em
torno de 10 a 30%, em relacdo a diminui¢do de acrilamida em café com o uso de L-asparaginase

(GUENTHER et al., 2007). Entretanto, melhores resultados foram obtidos por Hendriksen et
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al., (2013) utilizando a L-asparaginase comercial Acrylaway® nas concentracdes de 0, 2000,
4000 e 6000 ASNU/Kg de café submetidos a torra clara. Os autores conseguiram reduzir a
formacao de acrilamida em torno de 55 a 74%.

Sabe-se que os agucares e a L-asparagina presentes no grao de café beneficiado
atuam como precursores na reacao de Maillard, para a formacao de acrilamida (MOTTRAM et
al., 2002). O conteudo de L-asparagina presente nos graos de café beneficiado varia de 0,2 a
1,0 g/Kg de café tanto para as espécies botanicas Arabica e Robusta (GUENTHER et al., 2007).
A Figura 32 apresenta o conteido de L-asparagina em amostras de graos de café apds os

tratamentos com L-asparaginases.

Figura 32 — Concentracao de L-asparagina em amostras de grao de café tratados com L-

asparaginase de A. oryzae 10C 3999, A. niger I0C 0203 e enzima comercial.
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Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

A amostra de graos de café do tratamento controle sem torra apresentou
concentracdo de L-asparagina igual a 0,57 g/Kg, enquanto que a amostra de graos de café do
tratamento controle torrado continha 0,33 g/Kg. As amostras de graos de café tratadas com L-
asparaginases comercial, de A. oryzae I0C 3999 e A. niger IOC 0203 apresentaram teor de L-
asparagina de 0,19 g/Kg, 0,21 g/Kg e 0,28 g/Kg, respectivamente. Foi verificado que as

amostras nao apresentaram diferenca estatistica quanto aos teores de L-asparagina.
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Lantz et al., (2006) analisaram a concentra¢cdo de L-asparagina em café beneficiado
e encontraram uma fraca correlacdo positiva entre este aminodcido com a concentracdo de
acrilamida formada apds a torra. O mesmo resultado foi encontrado por Guenther et al., (2007)
para a variedade Ardbica apds o processo de torrefagdo. Os autores sugeriram que a perda
significativa de acrilamida durante a torrefacdo pode ser a razdo pela baixa correlacio entre a
asparagina e a acrilamida, do que em outros alimentos.

Na literatura, os graos de café beneficiados apresentam como agucar predominante
a sacarose e, no processo de torracdo, as altas temperaturas catalisam a degradacdo deste
dissacarideo em glicose e frutose, que podem entdo reagir para formar acrilamida
(KORNBRUST et al., 2010). No presente estudo, a amostra de graos de café beneficiados
apresentou 76,48 mg/g de sacarose, e os carboidratos glicose e frutose, devido a baixa
concentracao, nao foram detectados por HPLC-Dionex. Em relacdo aos grdos de café tratados
com as enzimas e depois torrados, ndo foram quantificadas concentracdes significativas de
sacarose, glicose e frutose nas amostras.

Murkovic e Derler, (2006) determinaram a concentragdo de acticares presentes em
graos de café beneficiados da espécie Ardbica, e a sacarose foi o carboidrato predominante
apresentando a concentracdo de 73 mg/g de café, enquanto os demais carboidratos (galactose,
glicose e frutose) apresentaram concentracdes extremamente baixas. Pimenta et al., (2018)
relataram que hd muita variacdo no conteudo de carboidratos em graos de café e depende da
espécie, local de cultivo e estdgio de maturagao do fruto.

Claeys et al., (2005) analisaram a cinética de formac¢ao de acrilamida em um sistema
modelo simples (glicose, frutose, sacarose, L-asparagina e temperatura) e observaram que nao
apenas a natureza dos reagentes, mas também a razdo molar, a atividade de dgua, a matriz
alimentar, o equipamento de aquecimento e etc., influenciaram o teor final de acrilamida. Os
autores sugeriram que somente por meio da extrapolacdo da cinética de sistemas modelo em
condi¢gdes in situ ou em matrizes alimentares poderd ser compreendido a formacdo de
acrilamida. Knol et al., (2005) observaram que a acrilamida € um intermedidrio da reacdo de
Maillard e ndao um produto final, estando sujeita a reacdes de degradacao.

Desta forma, como a reacdo de Maillard ainda ndo foi totalmente elucidada e o
modelo de formacgdo acrilamida em café ndo estd totalmente compreendido, este trabalho
também ndo encontrou uma correlagdo positiva entre L-asparagina e agicares na formacao do
composto téxico acrilamida apds a torra do café. Contudo, uma etapa adicional de tratamento
com L-asparaginases pode ser introduzida, principalmente, no processamento de café

descafeinado, com poucas alteracdes no processo. No entanto, € necessdrio investigar maior
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concentracdo de L-asparaginase para obtencdo de melhores resultados de reducdo de

acrilamida.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho dentre os oito fungos testados, as linhagens A. niger IOC 2016, A. niger
I0C 0203, A. oryzae 10C 3924 e A. oryzae 10C 3999 apresentaram teste qualitativo positivo,
indicativo de produgdo da L-asparaginase e, observou-se que somente as linhagens de A. oryzae
I0C 3999 e A. niger IOC 0203 produziram L-asparaginase por fermentacdo submersa. A L-
asparaginase do extrato bruto de A. oryzae I0C 3999 apresentou atividade 6tima em pH 6,0 e
50 °C, enquanto que a L-asparaginase do extrato bruto de A. niger IOC 0203 apresentou
atividade 6tima entre em pH 6,0 e na faixa de 40 a 50°C.

A estratégia sequencial de otimizacdo dos parametros de fermentagcdo para a producao
L-asparaginase de A. oryzae 10C 3999 apés 48h proporcionou um aumento de 223%, sendo
obtido 1443,57 U/mL de atividade enzimética. Enquanto que a estratégia de otimizacdo da
producdo de L-asparaginase de A. niger IOC 0203 ap6s 24h de fermentagdo, proporcionou um
aumento de 815%, sendo obtido 1960,14 U/mL. Para ambos estudos de otimizagao, foi possivel
uma diminuicao em 24h do processo fermentativo, em relagdo as condigdes iniciais.

As L-asparaginases de A. oryzae IOC 3999 e A. niger I0C 0203 foram purificadas
2,11 e 2,43 vezes, respectivamente, utilizando ultrafiltracdo por membrana de 30 kDa e
cromatografia em coluna de exclusdao molecular Sephadex G100. A L-asparaginase purificada
de A. oryzae I0OC 3999 apresentou atividade 6tima a 60 °C e pH 5, estabilidade térmica a 60°C
por 1 hora e estabilidade na faixa de pH entre 4 a 7, sendo indicada para fins alimenticios. Entre
os fons metilicos testados, Mg?*, Fe?*, Fe**, Co’* e Mn?*, na concentragio final de 1 mMol/L,
atuaram como ativadores da atividade da L-asparaginase de A. oryzae 10C 3999.

A L-asparaginase purificada de A. niger IOC 0203 apresentou atividade 6tima a 50
°C e pH 7, estabilidade térmica a 40°C por 1 hora e estabilidade na faixa de pH 4 a 7, sendo
indicada para estudos futuros para aplica¢des farmacoldgicas. Entre os ions metélicos testados,
Mn?*, Fe?*, Hg?*, Mg?* e Zn**, na concentracdo de 1 mMol/L, ativaram a L-asparaginase de A.
niger IOC 0203. Ambas enzimas purificadas apresentaram alta afinidade sobre a L-asparagina.

A aplicagdo de L-asparaginases purificadas de A. oryzae I0C 3999 e A. niger 10C
0203 em graos de café ardbica Catuai resultaram respectivamente em 9,08% e 7,03% de reducdo
de acrilamida apds a torra média. Neste trabalho foi observado que ndo houve correlacao

positiva entre o teor de L-asparagina e acucares na formacao de acrilamida.
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8.2. Anexo 2

Figura 33 — Fungos estudados no presente trabalho e obtidos por doacao pela Coleciao de

Culturas de Fungos Filamentos da FioCruz- RJ.
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8.3. Anexo 3

Figura 34 — Curva padrao de determinacao da concentracio de L-asparaginase.

1,0
y =0,0019x + 0,0014
R?=0,9948
[ )
=]
w)
<F
o)
-
e
S
<
0,0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Concentracao de amonia uMol/L



135

8.4. Anexo 4

Figura 35 — Curva padrao para determinacio de proteina pelo método de Lowry.
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8.5. Anexo 5

Figura 36 — Cromatografia da L-asparaginase de A. oryzae IOC 3999 e proteinas padroes

em coluna de Sephadex G-100.

1,2 1
1,0 1
E 08
)
0
(q\l
g 06
<«
=
2
< 04 -
0,2 -
0,0 I/ T T /\"—'\ T
0 20 40 60 80 100

Fracao

— Padrdes dlcool desidrogenase e anidrase carbonica
—— Padrdes beta-amilase e citocromo ¢

Padrdo albumina bovina

Padrao blue dextrana
—— L-asparaginase de A. oryzae 10C 3999




137

8.6. Anexo 6

Figura 37 — Cromatograma da L-asparaginase de A. niger IOC 0203 e proteinas padroes

em coluna de Sephadex G-100.
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8.7. Anexo 7

Figura 38 — Curva padrao para determinacio da massa molecular de proteinas por SDS-

PAGE.
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8.8. Anexo 8

Figura 39 — Curva padrao para determinacio da concentracio de glicose por

cromatografia em HPLC-Dionex DX-600.
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8.9. Anexo 9

Figura 40 - Curva padrao para determinacio da concentracao de frutose por

cromatografia em HPLC-Dionex DX-600.

y =3,4222x - 6,0104
200 A

R?=0,9845

180 A

160 -

140 A

120 A

a

£ 100 1
80 A
60 -
40 -

20 A

0 a T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentracao de frutose (mg/L)



141

8.10. Anexo 10

Figura 41 - Curva padrao para determinacio da concentracao de sacarose por

cromatografia em HPLC-Dionex DX-600.
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8.11. Anexo 11

Figura 42 — Curva padrao para determinacido da concentracio de acrilamida por LC-

MS/MS.
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8.12. Anexo 12

Figura 43 — Curva padrao para determinacao colorimétrica de L-asparagina.
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8.13. Anexo 13

Figura 44 — Efeito do tempo do tratamento em vapor a 100 °C e % de umidade dos graos

de café beneficiado da espécie arabica variedade Catuai amarelo cereja descascado.
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8.14. Anexo 14

Figura 45 — Efeito do tempo de secagem em estufa com circulacao de ar e % de umidade

dos graos de café beneficiado.
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8.15. Anexo 15

Figura 46 — Torra padrao de cupping, com grau de torra médio (R 65) de acordo com a

Escala Agtron SCAA.
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8.16. Anexo 16

Figura 47 — Amostras de café moido testes (tratadas com L-asparaginase e torradas) e

amostras controles (tratadas com tampao e torradas ou nao torradas).
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ABSTRACT

Keywords:
L-asparaginase
Agro-industrial waspes
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Microbial L-asparaginase have been used as a therapeutic sgent in the weatment of acute lymphoblastic leu-
kemia and Hodgkin's disease. In addition to clinical use, L-asparaginases have been used in foods to reduce the
formation of acrylamide. L- asparaginase production is carried out mainly by submerged fermentation (SmF).
However, solid-state fermentation (S5F) offers potential benefits compared with submerged fermentation, such
as the use of low-cost agro-industrial residues as the substrate, which is very attractive for bioprocessing. The
main objective of this study was to evaluate the use of agro-industrial wastes, including wheat bran, soybean
meal, rice meal, chicken feather meal, chicken viscers meal and passion fruit peel flour, for L-asparaginase
production by Aspergillus niger LEA 02 under solid-state fermentation. Among the substrates, the highest L-
asparaginase activity was obtained using passion fruit peel flour {2380.11 Ufgds) after 48 h of fermentation at
30°C. The effects of temperature, initial moisture content (%) and inoculum concentration {spores/g) on the L-
asparaginase production were evaluated using passion fruit peel meal as a substrate using Central Composite
Rotatable Design {(CCRD) with 17 nms. An increase in L-asparaginase activity {3746.78 U/gds) was obtained
using the optimized conditions of passion fruit peel flour with an initial moisture content of 60% and inoculum
concentration of 2.1 10° spores/g after 24 h of fermentation at 25 °C. It was observed that the process optimi-
zation resulted in 8 57% increase in enzyme production compared with the initial values obtained in the "one-
factor-at-a-time” method.

1. Introduction

source of L-asparaginase since the anti-tumor activity of asparaginase
from Escherichia coll (Mashburn and Wriston, 1964) was first reported.

L-asparaginase (L-asparagine amidohydrolase EC3.5.1.1) is an en-
zyme belonging to the amidase group, which catalyzes the hydrolysis of
the amino acid r-asparagine to v-aspartic acid and ammonia
(Gurunathan and Sahadevan, 2012). This enzyme has been used for
chemotherapy of lymphoid system malignancies and leukemia for over
four decades (Zuo et al., 2015). Apart from its clinical usage, L-aspar-
aginase has great potential for use in food processing, reducing acry-
lamide formation in foods rich in carbohydrates and r-asparagine
(cereals, potatoes and coffee) subjected to high temperatures (Moltram
etal, 2002). Acrylamide is classified as a probable human carcinogen
(IARC, 1994).

This enzyme is widely distributed among living organisms, in-
cluding animals, plants, and microorganisms (Zuo et al, 2015, Batool
et al., 2016). Microorganisms are considered to be the most important

= Corresponding author.

However, L-agparaginase from fungal sources has gained much atten-
tion because of its stability, high produetivity and easy culture condi-
tlons (Meghavarnam and Japakiraman, 2017). Fungl genera, such as
Aspergillus, Penicillium, Fusarfum and Cladosporium, are commonly re-
ported in previous studies to produce L-asparaginase (Patro et al., 2014;
Kumar et al., 2013; Shrivastava et al., 2012). The history of safe use for
Aspergillus niger stems primarily from its use in the food industry for the
production of many enzymes such as amylase, amyloglucosidase, cel-
lulases, lactase, Invertase, pectinases and acid proteases (Bennetr,
1985).

Industrial production of L-asparaginase by fungi throughout the
world is carded out mainly by submerged fermentation (SmF)
(Meghavarnam and Janakiraman, 2017; Kumar et al., 2013). Solid-state
fermentation (SSF) has the potential for the production of enzymes and
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has emerged as an atiractive alternative to submerged fermentation.
SSF has attained much relevance during the past decade 1o offer po-
tential environmental benefits, as it wilizes low-cost agro-industrial
residues as the substrate, which is attractive for bloprocessing (Thomas
et al, 2013). These substrates act as both a source of nutrients and
physical support for enzyme production. Therefore, screening and se-
lection of an appropriate substrate is an important step for commercial
production of an enzyme (Meghavarnam and Janakiraman, 2017).

Recently, many statistical experimental have been employed in
bioprocess optimization. Optimization of the fermentation process can
be conducted either by changing one- factor-at-a-time or by varying
several factors at the same time and looking for interactions using
statistical analysis. Optimization studies involving a one-factor-at-a-
time approach is tedious and tend to overlook the effects of interacting
factors but might lead to misinterpretations of results. In contrast,
statistically planned experiments effectively tackle the problem which
involves the specific design of experiments which minimizes the error
in determining the effect of parameters and the results are achieved in
an economical manner (Balakrishnan and Pandey, 1996).

Statistically based optimization is a proven tool for overcoming the
limitations of the “one-factor-at-a-time™ method. It is a more efficient
technique since it can provide statistical data with a relatively small
number of experiments (Uppulurd ef al, 2013). Basically, this optimi-
zalion process involves three major steps: performing the statistically
designed experiments, estimating the coefficlents in a mathematieal
maodel, predicting its response and checking the adequacy of the model
(Kumar et al., 2013). Several researchers in biotechnology have applied
these techniques for optimization of different parameters (El-Nagear
et al., 2014; Kumar ef al., 2013; Uppuluri et al., 2013; Hymavathi et al.,
2009). Considering the importance of L- asparaginase, the present in-
vestigation was aimed to optimize L-asparaginase production using
agro-industrial wastes by A. niger LBA 02 through response surface
methodology.

2. Material and methods
2.1. Substrates and chemicals

Different agro-industrial wastes, such as wheat bran, rice meal, and
passion fruit peel four, were purchased from the local market of
Campinas, S3o Paulo, Brazil. Soybean meal was provided by Bunge
Foods S/A, Campinas, Sdo Paulo, Braxil. Chicken feather meal and
chicken viscera meal were provided by Ad'oro S/A, Virzea Paulista,
Sao Paulo, Brazil All chemicals used in the present study were of
analytical grade and were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA), Merck (Darmstadt, Germany) and Difeo (Kansas, USA).

2.2 Microorganism and culture conditions

The filamentous fungi Aspergillus niger LBA 02 was previously se-
lected by Dias et al. {(2015) as an L-asparaginase producer strain from
the culture collection of the Laboratory of Food Biochemistry, School of
Food Engineering, University of Campinas, Campinas SP, Brazil. The
strain was maintained on slants containing potato dextrose agar (PDA)
medium, incubated at 30°C for 7 days, and stored at 47C.

2.3, Inoculum preparation

The fungal spores were produced by inoculating 1 mL of the mi-
croorganism spore suspension into a medium comprising 10 g wheat
bran and 4 mL of a solution containing 1.7% (w/v) Na;HPO, and 2.0%
(w/v) (NH,):50, and incubating for 3 days at 30°C. The fungal spores
were extracied in 40 mL of the sterile 0.3% Tween 80 solution, and a
Neubauer cell-counting chamber was used to determine the number of
spores per ml in the spore suspension using an optical microscope.

Biocatolysis and Agriculural Bistechnology 16 (2018} 31-36

2.4, Screening of different agro-industrial wastes for the production of L-
asparaginase by the method of one-foctor-at-a-time

Ten grams of each substrate (wheat bran, rice meal, passion fruit
peel four, soybean meal, chicken feather meal and chicken viscera
meal) was taken separately in 125 mL Erlenmeyer flasks and moistened
with water (60% moisture). The contents were thoroughly mixed, and
the flasks were sterilized ar 1217C for 45min and cooled to room
temperature before use, accordance with the modified methodology of
Kimar et al. (2013).

The approximate thickness of the bed formed by the agricultural
wastes was averaged using a pachymeter and the measurements is
presented  as  follows: wheat bran (944 = 0.88), rice bran
(6.00 mm * 0.49), (9.41mm = 0.93), soybean meal (7.23mm =
1.23), chicken feather meal (5.01 mm + 0.00), and viscera flour of
chicken (3.60 mm = (.34).

The crude extract was obtained by the addition of 40 mL of distilled
water. After 1 h at rest the solution was filtered through a filter mem-
brane to obtain an enzyme solution free of any solid material. The
enryme extract was store at — 157C,

2.5, Determination of L-asparaginase activity

The activity of L-asparaginase was determined according to the
methodology described by Imada et al (1573) and modified by Dias
ani Sato (2016). The reaction mixture, composed of 0.5 mL of 0.04 M -
asparagine, 0.8 mL of 0.1 M pH 8.0 Tris-HCI buffer, and 0.2 mL of crude
enzyme exiract, was incubated at 40°C for 30 min. The reaction was
stopped by adding 0.5 mL of 1.5M trichlorvacetic acid. A 125-uL ali-
quot of the reaction mixture was diluted with 1 mL of distilled water
and 125 pl. of Nessler's reagent {Merck). The absorbance was measured
at 450 nm in a DU 640 spectrophotometer (Beckman Coulter, CA, USA).
A standard corve with ammonium sulfate was used to quantify the re-
leased ammonia. The enzyme activity was expressed in U/gds of the
dried substrate. One unit of enzyme activity (U) was defined as the
amount of enzyme that liberates 1.0 pmol of ammonia per minute under
standard assay conditions.

2.6, Optimization of L-asparaginase production through response surface
methadology

A central composite rotational design (CCRD) for three variables
was employed to determine the optimum conditions for L-asparaginase
activity. Three independent variables were studied in 17 experiments:
temperature, moisture, and inoculum concentration. The relationship
between the coded and real values of the independent variables for the
CCRD is shown in Table 1.

Upon completion of the CCRD, the models were adjusted (Eq. (11),
and the response surfaces and contour curves were determined ac-
cording to the methodology recommended by Rodrgues and lemima
(2014).

Table 1
Relationship between the coded and real values of the independent variables for
L-asparaginase activity by A. miger LBA 02,

Variables -168 -1 o 1 1.58
Temperature [T} 22 5 30 35 39
Maisture (%) 33 a0 50 &0 &7
Inoculum 107 21 x10° 505x10° 7.99x10° 107
concentration
{spores £ g]

The "=1.68" and the "+ 1.68 " sign comresponds to the o-value.
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Fig. 1. Effect of various agro-industrial wastes on L-asparaginase production by Aspergillus niger LEA 02,

Table 2

Matrix of CCRD 27 (real and coded values) used for the L-asparaginase production by Aspergillus niger LEA 02 using passion fruit peel flour.
Run Temperature (*C) Mloisture (%) Insculum concentration (spores [ g) L- asparaginase (U/gds)

24h 4B8h 72h

1 —11{25}) —1 (400 —1{210x 107 1607.50 1650.45 1921.96
z 1 (35) — 1 (40} —1(210=10% 345.33 118599 1343.03
3 — 1125} 1 {60) —1(210x 10%) 374678 249766 149069
4 1 (35) 1 {60} —1({210= 10% 3333 166023 1250.45
5 — 125} — 140 1(7.99 = 10% 21059 59886 1536.79
L] 1 (35) — 1 (40 14{7.99 = 10%) 2016.89 1968 45 1806.73
7 - 1(25) 1 {60} 1{7.9% x 10% 1315.79 155883 1511.40
B 1(35) 1 {600 1{7.8% = 10°) B3&6.B4 33B4.80 143132
9 — 1.68(22) o {500 0 {5.05 = 10% 23719 1789.01 B03.15
10 1.68 [39) o {50) 0 (5.05 » 10% 26994 94363 1084.43
11 0 (30) — 1.68 (33} 0 {5.05 = 10° 1714.B1 354,55 298.06
1z 0 (30) 1.68 (67] 0 {5.05 = 10%) 223018 3458.95 B44.57
13 0 (30) & {500 — 1.68 (10%) 25029 1124.21 105747
14 O (30) o {50) 1.68 (107} 551.58 123105 143337
15 0 (30) o (500 0 (5.05 = 10%) 363.04 1991.58 364.86
16 0 (30) o {50) 0 (5.05 x 10% 405.61 193684 36799
hv 0 (30) o {50) 0 {5.05 = 10%) 32468 1739.42 3771

Table 3

ANOVA for L-asparaginase production by Aspergillus niger LBA 02 using passion fruit peel flour.
Source of variation 55 dr M5 F cabeulated F tabulated P
Regression 16180990 7 231157 454 = 107 254 314 x 1077
Residue 230552 9 0.0509
Total 16420542 16
r* 097

% Sum of squares, “Degrees of freedom, M Mean square.

Y4 B+ Bt Baa + B nl'ﬁﬂ QJ-IE!! g’*ﬁlnm"‘ﬁlms
+ Pracres 1)

where g, is the intercept term, 5, f,andg; are the linear coefficients;
By fnly are the guadratic coefficients; 5, 8 andg,, are the interaction
coefficients; and x;, X; ¢ X5 are the coded varfables. The model vali-
dation was performed through the repetition of a test in triplicate under
conditions for the maximum L-asparaginase activity. The predicted L-
asparaginase activity was then compared with the experimental data.
The coefficient of determination B and the F test (analysis of variance
or ANOVA) were used to verify the quality of the equation-of-fit second-
order model.

2.7. Statistical analysis

The statistical analyses were performed using the Statistica 13.3
software from TIBCO Software Inc. (Palo Alto, California, USA).

3. Results and discussion

3.1. Secreening of various agro-ndustrinl wastes for L-asparagingse
production

Selection of appropriate substrate and optimum fermentation con-
ditions is crucial to develop a selected microbial strain at the com-
mercial level (Hymavathi e al, 2009). In the present study, different
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Fig. 2. Response surface plots showing the effect of temperature, inoculum concentration and moisture and their interactions on the production of L-asparaginase by

A. niger LBA 02 under S5F using passion fruit peel flour as substrate.
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Fig. 3. The normal probability plot of the residuals of CCDR for
production by A. niger LBA 02 under S5F with passion fruit peel flour as sub-
strate.

agro materials, wheat bran, soybean meal, rce meal, chicken feather
meal, chicken viscera meal and passion fruit peel flour, were used for
growth and L-asparaginase production by Aspergillus niger LEA 02 with
an initial modsture content of 60% at 30 = 1°C for 5 days. Among the
agro materials, passion fruit peel flour, wheat bran, chicken viscera
meal appeared to be the best substrates for L-asparaginase production
(Fig. 1). Passion fruit peel flour proved to be the most suitable substrate
for the growth and maximum production of L-asparaginase (2380.11 U/
gds) at 48 h, demonstrating a productivity of 49.6 U/gds.h, followed by
wheat bran (2264.91 U/gds) and viscera meal (2213.45 U/gds) at 96 h
of fermentation, with a productivity of 23.6 U/gds.h and 23.0 U/gds.h,
respectively.

Hymavathi et al (2009} evaluated L-asparaginase production
among different agricultural materials, red gram husk, Bengal gram
hiisk, coconit, and groundnit cake. Among the selected materials, red
gram hisk supported the maximum asparaginase production (780 U/
gds) followed by Bengal gram husk (600 U/gds). Groundmu (360 U/

the nature of agro-materials in enzyme production by Bacillus cireulons
(MTCC 8574). Meghavarnam et al., (2017) studied the production of L-
asparaginase by Fusariim culmorsm (ASP-87) under solid-state fer-
mentation on a laboratory scale using sixty-five (65) agro-based mate-
rials. Among the different agro-based materials evaluated, soybean
meal supported maximum L-asparaginase production (7.21 U/gds).

In another study, Kumar et al. (2013) tested the production of L-
asparaginase from Cladosporiie sp. under solid-state fermentation
(S5F) using agro-industrial residues, wheat bran, rice bran, bagasse,
paddy straw, ragi straw, corn pith, maize straw, maize cob, dry leaves.
‘Wheat bran, as the sole source for growth in SSF, supported maximum
enzyme production of 11 U/mg/min by Cladosporium sp. followed by
rice bran (7.8 U/mg/min) and bagasse (4 U/mg/min). Swathi et al
(2014) studied different substrates, rice husk, wheat bran, cocontt
oilcake, black gram husk, and green gram husk, which were used as
carbon sources; fermentation studies were carried out separately for
each agro-materdal. Among all these agro-materials, wheat bran pro-
duced the maximum asparaginase titer (33.2 U/gds), whereas
minimum production (7.19 U/gds) was noticed with black gram husk.

The screening of the best agro-waste as a substrate for maximum
enzyme production in the SS8F process mainly depends upon its easy
degradation into nutrients and uptake by the fungus to synthesize the
targeted metabolite and its cost-effectiveness and availability in nature
(Dutta et al., 2015). Wheat bran was considered as the universal sub-
strate among various substrates because it acts as a complete nutritious
feed for microorganisms, has all the ingredients and remains loose even
under moist conditions, thus providing a large surface area (Aschana
and Satyanarayana, 1997).

However, our study revealed that passion fruit peel flour was the
maost suitable substrate for the enhanced production of L-asparaginase.
Brazil is of prominence in the production and export of coffee, sugar
cane, soybeans, fruit and other products. Passionfruit processing gen-
eratés a significant amount of residues, including peel. 1t is estimated
that the residue from the production of passion fruit juice reaches 52%
of the amount of processed fruits (Zilly ecal., 2012). Brazil is the world
leader in the production of yellow passion fruit, with volumes reaching
694,539t in 2015 (IBGE, 2015). As consequence, a large quantity of
passion fridt waste is generated. Currently, its main use in Brazil is as a
supplement to animal feed, which presents several transport and sto-

gds) and coconut oil cake (380 U/gds) demonstrated the importance of rage problems due its high moisture content (Almeida et al. 2015). In
Table 4
The levels of variables used for the experimental validation test of the model.
Independent variables L-asparaginase activity (U / gds) 24 h
Tetniperalire Moisture Inoculim eoncentration Predicted result Expertmental result Error (%)
—1(35'0) 1 (609%) —1(2.10 » 10° spares/g) I1290° 3023.98 = 302" —12.86

The results are presented as mean (n = 3) % SD. The results with same letters are not 5

y different as d d by Tukey's test, with p < 0.05.
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recent years, some applications suggested for these residues are their
utilization as substrates for microbial fermentation bioprocesses as a
medium for the production of enzymes such as proteases (Barbosa et al,
2014), eellulases (Costa et al., 2017) and pectinases (Damdsio et al.,
2011). Therefore, further optimization studies were performed using
passion frult peel flour as solid support/substrate medium for L-aspar-
aginase production.

N

32 and
asparaginase production

Experiments were performed according to the design matrdx with
coded levels of variables, as shown in Table 1. The experimental re-
sponses of L-asparaginase production for the different trials are shown
in Table 2.

According to Table 2, a variation in L-asparaginase activity was
observed from 33.33 U/gds (Treatment 4) to 3746.78 U/gds (Treatment
3) in 24 h of fermentation. This wide variation of L-asparaginase pro-
duction reflects the importance of the optimization of medium con-
stituents by Aspergillus niger LBA 02 using agro-industrial wastes. A
comparison of the parameters studied in these experiments showed that
the maximum L-asparaginase activity was obtained when Aspergillus
niger LBA 02 was grown using the optimized conditions of passion fruit
peel Aour with an inital moisture comtent of 60%, inoculum con-
centration of 2.1 * 10° spores/g, after 24 h of fermentation at 25°C.

Hymavathi et al, (2009) evaluated the L-asparaginase production by
Becillus cirenlans (MTCC 8574) under solid-state fermentation (SSF). For
optimization the authors analyzed the factors as incubation lempera-
ture, moisture content, inoculum level, glucose, and L-asparagine using
fractional factorfal central composite design (FFCCD). Only w-aspar-
agine and incubation temperature were significant, and the L-aspar-
aginase yield improved from 780 o 2322 U/gds, which is more than
300% using FFCCD as a means of optimizing conditions.

The Aspergillus niger LBA 02 showed a higher potential in L-aspar-
aginase production compared with previous studies in other micro-
organisms.

From the experimental data presented in Table 2, a multiple re-
eression analysis was conducted for L-asparaginase activity in 24 h of
fermentation. The parameters were considered significantat p = 0.05.
An equation for L-asparaginase activity (Eq. (2)) was developed based
on regression analysis, and the statistical significance of the model
equation was assessed by ANOVA (Table 3), where: %, temperature, Xz
moisture and x5_ inoculum concentration.

L = asparaginase activity (U/g) = 359.42-579.74 3 + 346,00 37
+ 14086 31 + 586.54 37 = 50456 ¥ ¥
+ TOO37 3 X3 32326 % X 2)

Through regression analysis, a negative effect could be observed in
the linear temperature term, indicating that the increase of this factor
decreased the production of the enzyme. Moisture had a significant
positive effect on the linear term of the equation, indicating that an
increase in this varable increases the production of the enzyme. It can
be also observed that all interactions between the factors were sig-
nificant (p < 0.03).

Among the several factors that are important for microbial growth
and enzyme production under S55F, the initial moisture content of the
substrate is the most important factor influencing the growth, bio-
synthesis, and secretion of different metabaolites (Pandey et al., 2000).
However, according to Singhania et al., (2009) moisture contents ran-
ging from 40% to 60% are sufficient for fungi development. High
mofsture content can affect oxygen transfer, reduction in substrate
porosity and decrease fungal growth (Baysal ef al,, 2003).

The interaction effects and optimal levels of the factors were de-
terminated by plotting the three-dimensional response surface (Figs. 2a
- 2¢). It is possible to observe that the L-asparaginase production

e
ot
{4

of the experimental model for L-
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increased with increase in moisture content when incubation tem-
perature was maintained at the lower level (Fig. Za). Fig. Zb represents
the L-asparaginase activity as a function of temperature and inoculum
concentration; in this case, the production of L-asparaginase increased
with the decrease in inoculum concéntration and at the lower values of
incubation temperature. Fig, 2c showed that the maximum L-aspar-
aginase production was reached with increasing moisture content and
inoeulum concentration.

The cutcome of ANOVA analysis revealed that the adjusted model
was significant, according to the analysis of the F test. The regression
maodel for L-asparaginase production was highly significant (p < 0.05)
with a satisfactory value of determination coefficient (R = 0.97). In
the Fig. 3, a plot of normal probability of the experimental results was
presented. The normal probability plot of the residuals showed the
points close to a diagonal line; therefore, the residuals appear to be
approximately normally distributed. This was an indicative that the
model was well fitted with the experimental results.

Validation experiments were performed using the following para-
meters: 60% moisture, inoculum of 2.1 x 10° spores/g an incubation
temperature of 257C (Run 3), which yielded higher enzymatic activity
at 24 h of fermentation. The predicted L-asparaginase activity in these
conditions was 3412.90 U/gds, and the observed mean value of the
experimental assays was 3023.98 U/gds (Table 4).

There was no statistically significant difference (p < 0.05) between
the predicted activity and the observed experimental value, indicating
that the results obtained in the validation test were satisfactory. The
optimized medium showed a marked increase of 57% in L-asparaginase
production compared with the initial values obtained in the “one-
factor-at-a-time™ method to L-asparaginase production by A. niger under
SSF using passion fruit peel flour as substrare.

4. Conclusion

The sequential strategy for optimization of bioprocesses using the
"one-factor-at-a-time” method and the Central Composite Rotatable
Design (CCRD) proved to be effective in improving L-asparaginase
production by Aspergillus niger LBA 02. Among the substrates analyzed,
the highest L-asparaginase activity was obtained using passion fruit
peel flour. It was observed that the process optimization resulted in a
57% increase in enzyme production compared with the initial values
obtained using the "one-factor-at-a-time” method. The use of passion
fruit peel, an abundant and low-cost substrate, in these biotechnological
processes, promises not only o add value and decrease the amount of
this waste, but also to reduce L-asparaginase production cost

Acknowledgments
The authors are grateful to CAPES and CNPQ for financial support.
References

Almeids, 1M, Lima, VA Gllonk-Lima, P.C., Enol, A, 2015, Passion frult peel as novel
substrate or enhanced B glocosidases production by Penicilliom verricufasum: po-
tencial of the crude exteact for biomass hydrolysis. Biomass Bivenergy 72, 216-226.

Archann 5 Sslyanarayuna. T., 1997, Xylanase production by thermaphilic Bocilis: U-
chenitfarris A9 i sobid-srate feemenarion. Fueyme Micoob. Technol ZE, 12-17.

Dalakrishnan, K., Pandey. A 1996 Production of hislogieally sctive seoonbary meta-
balites in solid state fermentmion. J. Sci. Il Res 55, 365-372

Batool, T., Malky, E., Jalal, M., Yusoff, M.A_, 3016, Comprebensive review on Leaspar-
aginase and iis applications. Appl. Hiochem. Blotecnol. 178, S0-523,

Barbosas LB Genril, 30, Ladeira, 5.4, Martins, M.LL 2014, Cheese whey and passion
fruir ringd four as subsirsies {or protease production by Bacillus sp SMIA-2 straln
Enlated From Rravilian coil Biocatal. Biotronsformation. 33, 244=-350.

var, ., Aytekin, ©, 2003 Solid siate fermentation for production of a-
amilase by & thermidolerant Bacillis sdvills from hit-spring waler. Priscess Blochem_
38, 1665=-1668.

Benneft, JW._, 1965. Maolds, manufacturing and molecular genstics. In: Timberlahe, W.E
(Ed.}, Molecular Geneties of Filimentous Fungl. Alan R Lis, Inc, New Yok

Corita, EA Naimnes; B, Criag E. Ladeim, 5. A, Momes, LP., Carvalbo, BV, Martins,
MLLL, 2017. Sugarcane bagasee and possion (rult rind (lode s sebstrates for

153



M.C. de Cunha et al.

cellidose production by Bocillis sp. SMIA-2 straln solared from Brasilion soll J
Microliol. Biotechmol 2, 18,
Damdsio, ARL, Mnl.ln- .LSdIua T.M., Jorge, LA, Terenel, HF. Poliseli, MULT.AL,

2011. & | d of al & carbon sources production of pecti-
nnmhyﬂhhnpmmcmpn—usvm— rizopodiformis. Brae. Arch. Biol Technol 54,
141=148.

Dias, F.F.G., Castrn, RIS, Dhara, A, Nishide, T.G., Bagagll, MLP. Sato, HH., 2015.
Emplucmrdmmmduhgmimpmwbemnghnnpmdumm In solid-sare

usEng agr ] wiastes. Bincatal Agric. Bistechnol 4. 528-534.

Dias, FEG., Sate. HH., 2016 Sequential optimization stralegy for moximum L-aspac-
aginase production from Asperpiflisn orysae OCT 39400 Biocatsl. Agrie. Bistechnol. &,

33-39.
Dunta, 5., Ghiish, 5., Pramanil. 5., 2015. quenndbgh:miuuem
Asperpilus fi WLOOZ: prod jeal properties. Appl.

Biochem Microhiol 51, 435431,

Eb-Naggir, N. ElA, Moawad. H., El.Shweihy, NM., EJ-va.wy S.M., 2014, Optimization
ol eultsre condltions for jprod of anti-leik free L
by newly ismdated Serepromyees olfvacens NEAE-119 uaing response surface methe-
dology. Biomed. Hes Int 2015, 1-17.

Giir han_ B, Sahad R, 2012 O

4 pre : by sk i 1

1782 1. Microbiol. Bistechnol. 22 923620

Hyvmavathi, M., Sathish, T, Bao, C8. Prakasham, B3, 2009 Enhancement of L-aspar-
aginase production by iselated Bacillus circidiss (MTCC 8574) using respoise surfoce

af eultare d aitic] et h-scile
of Aspergillus rerrens MTCC

hesdalogy. Appl Biochem. Biostecnol. 159, 191-196.
mﬁmmwwm:hmw;imwum
hs on the &v
BGE, 2015, Braili titute of G . nd st .» I agricultural pre-

m;Mmmnmmhmmmm
fram: Chitps:/ Mhibloteca e gov. br vl periodloos /66 pam 2015 v42, b
-

Imade, A, Igarasi, 5, Nalkahama, K., lsono, M., 1973 Asparapinade and glotaninse
activities of microorganiems. I Gen. Microbiol. 76, 55-99.

Risrmur, NS.M., Ramasanty, B, Mansoamani, HE, 2013, Production and aptimization of

dysis and Agricural Bioeecls

logy 16 (2018) 31-36

E-aparnginnse from Clodospariion sp. using agriculioral residoes in sobld soase fere
entation. Ind. Crops Prod. 43, 150-158,

Mashberm, LT., Wristan Jr., 1C, 1964, Tumesr inhilitory effect of L fram
M mﬁ. A:ds. Bluchem. Blophys. 105, 450-453.

& 5., 2017, Solid stae fermentarion: an effective fer-
menitation w for the production of L by ! [ASP.
B7). Blocatal. Agric Biotechnol 11, 124-130.

Momram, DS, Wedzicha, BL. Dodson, A, 2002 Acrylamide is formed in the Maillaed
reaction. Nature 419, 448=-349.

Pandey, A Seccol, CR., Mitchell, 13, 2000. New development in solid stsle fermentation:
bioprocesses and products. Process Bischem. 35, 1153-1169,

Patm, K j!a_u'h,l] Mnbawn‘a.h,ﬁupu.,N. 2014, Development of new mediom

T disetion of L- by Asporgillies flovie. 1.
Environ. Blol. 35, 295-300.

Modeigiaes, UL lemma, AT 2014, Fxpertmental Design and Process Dptimizarion. CRC
Press. Campinas.

Swathi, N, Kamalakwinard PV, Girils. 5.6, Prabhaliae, T, 2004, Priduction of 1-as-
paraginese by solid substrate [ermentation wsing marine fungos. BME Biochem
1, 1-8.

Shrlvastava, A Khan AA ﬂmvm\r A_.J-Ln, SE, suzxi-l.l' L 2012 Kineties stisdies
af L {rom Prep. L. 42, 574-581.

Thomas, L, Larroche, T, Pandey, A 2013 Cmmuﬁudnpnmslnmﬂdmu lees
meniation. Biochem. Eng J. 81, 146-161.,

Uppihird, K B, Dasari, LKV, Sajjs V. Jacob AS. Reddy, DSR., 2013, Optimeation
of L-ssparaginsse production by isalated Aspergibles miger C4 from sesame (hlack) ol
cithe smmder S5F using Box-Behnken design in column loreactor. Inr. I Chem. React.
Eng. 11, 103-109.

Zilly, A, Bazanella, G.CS,, Helm, TV, Arsuja, CAV., Souza, CGM., Brachy, A Peralia,
ML, 2002 Solid-state bioconversion of padsion frult waste by whiterot fungl for
production of oxldstive and hydrodyric enzvmes. Food Bloprocess Technol 5,
1573=1580.

Lo, 5., Thang, T, Jiang, 8., Mu, W., 2015. Récent retearch progress on microblal L
asparyrineses. Appl Microbiol Bistechnol. 99, 1069-1079.

154



155

8.19. Anexo 19

P RightsLink k2 @ A&

Center

Home Help Email Support Signin Create Account

Fungal L-asparaginase: Strategies for production and food applications
Author:

Marilia Crivelari da Cunha,jessika Gongalves dos Santos Aguilar,Ricardo Rodrigues de Melo,Sheila
Tiemi Nagamatsu,Faraat Ali,Ruann Janser Soares de Castro,Hélia Harumi Sato

Publication: Food Research International
Publisher: Elsevier
Date: December 2019

& 2019 Elsevier Led, All rights reserved.

Please note that, as the author of this Elsevier article, you retain the right to include it in a thesis or dissertation,
provided it is not published commercially. Permission is not required, but please ensure that you reference the
journal as the original source. For mare information on this and on your other retained rights, please

visit: https://www.elsevier.com/about/our-business/policies/copyright#Author-rights

BACK CLOSE WINDOW

© 2020 Copyright - All Rights Reserved | CopyrightClearance Center, Inc. | Privagy statement | Termsand Conditions
Comments? We would like to hear from you. E-mail us at customercare@copyright.ocom



8.20.

Anexo 20

Food Research Intermationz] 126 (2019} 108658

ELSEVI

Contents lists available at Sciencelirect

Food Research International

journal hemapage: www.alsavier.com/locate/foodras

Review

Fungal L-asparaginase: Strategies for production and food applications
Marilia Crivelari da Cunha™", Jessika Gongalves dos Santos Aguilar”, Ricarde Rodrigues de Melo”,

Sheila Tiemi Nagamatsu', Faraat Ali?, Ruann Janser Soares de Castro®, Hélia Harumi Sato®
* Departnient of Food Science, School of Food Engineering, University of Compings, Campinas, 5P, Brazil

harno! Science and Tech

logy Labaratory (CTBE). Brosilian Center for Reseorch in Energy and Materials (CNPEM), Compines, SP, Brozil

© Departmment of Geretics, Evolution, Microbiology and Imsmolsgy, Institute of Biology, University of Cotmpines, Campings, SF, Brasil
4 Pharsoceutical Chemisiry Divisiot, Indian Pharmacopoeia Commbssdon, Ministry of Health & Family Welfore, Govermment of India, Sector-25, Rajnagar, Ghaziabad,

Uity Provlesh 200002, kadia

ABSTRACT

L-asparaginase {L-asparagine amidohydrolase EC 3.5.1.1) is of great importance in phar

| and food ions. This review aims to describe the production

and use of fungal L-asparaginase focusing on its potential as an effective reducer of acrylamide in different food applications. Fungal asparaginases have been used as
food additives and have gained importance due to some technical advantages, for example, fungi can grow using low-cost culture mediums, and the enzyme is
extracellular, which facilitates purification steps. Research aimed at the discovery of new L-asparaginases, mainly those produced by fungi, have great potential to
obtain cheaper enzymes with desirable properties for application in food aiming at the reduction of acrylamide.

1. Introduction

Acrylamide is known to be a neurotoxic, genotoxic, and carcino-
genic substance in animal tests (Pennlst et al, 20013) and it was clas-
sified as a probable human carcinogen (LARC, 1994), This substance is
formed by the Maillard reaction in food containing L-asparagine and
reducing sugars, such as glucote and fructose, heated at high tem-
peratures and low humidity. This reaction also forms desirable com-
pounds of color, flavor, and aroma (Thomas & Thomas, 2014) in cooked
or fried food. According to the European Food Safety Authority, the
most important food groups contributing to exposure to acrylamide are
French fries, bakery products, and coffee (EFSA, 2015)

To mitigate acrylamide levels in bread, biscuits, potato chips, coffee,
and others food containing L-asparagine and reducing sigars, the food
industry faces the challenges of changing pre-set process parameters
withoiit compromising the textiire, taste, or appearance of its produces
(Friedman. 2015). The use of the entyme L-asparaginase présents high
technological potential 1o reduce the acrylamide content in thermally
treated food without compromising their sensorial or mutritional as-
pects (Hendriksen, Kombrust, @stergaard, & Stringer, 2009). L-aspar-
aginase (L-asparagine amidohydrolase, EC 3.5.1.1) is an enzyme cap-
able of catalyzing the hydrolysis of L-asparagine into L-aspartic acid
and ammonia, thereby redicing the content of L-asparagine, the pre-
cursor amino acid of this toxic compound (Capuano & Fogliano, 201 1).

L-asparaginases are widely distributed in plants, animals, and mi-
croorganisms (Batool, Makky, Jalal, & Yusoff, 2016; Zuo, Zhang, Jiang,

* Corresponding author.

& Mu, 2015). However, the most important souree of L-asparaginase is
microorganisms (Lopes, Oliveira-Nascimento, Ribeiro, Breyer, et al,
2017}, To treat of some types of leukemia and lymphoma, bacterial L-
asparaginase is used as an injectable drug (Batool et al | 2018), parti-
cularly in children with acute lymphoblastic leukemia (lzadpanab,
Homael, Fernandes, & Javadpour, 2018). For pharmaceitical uses, L-
asparaginase is obtained from Escherichio coli and Erwinta carotovora
falso known as Erwinta chrysanthend) (Cachumba et al | 2016). How-
ever, the bacterial source of this enzyme may cause allergic reactions
(lzadpanah et al., 2018). Therefore, it is necessary to search for other
microbial sources of L-asparaginase, such as eukaryotic microorgan-
isms, this obtaining an énzyme with fewer adverse effects (Patro &
Gupta, 2012).

Currently, fungal L-asparaginases are considered safe by JECEA
[2007) and are used as food additives (Xu, Oruna-Concha, & Flmore,
2016). However, the yield of L-asparaginase produced is not enough to
meet the demand (Jha et al.. 2012) creating the neéed for new techni-
ques 1o increase the yield, such as the use of statistical tools. For en-
zyme production, other fermentation methods have been adopted, such
as the solid-state fermentation, since it has more advantages than the
submerged fermentation, industrially ised (Thomas, Larroche, &
Pandey, 2013). In the present review, fungal sources of L-asparaginase
are discussed: general aspects, methods for enzyme production, pur-
ification, and applications in food.
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Fig. 1. Distribution of L-asparaginase according to the National Biotechnology
Information Center (NCBI).

2. Fungal L-asparaginase

2.1. General aspects

L-asparaginase (L-asparagine amidohydrolase, EC 3.5.1.1) van be
found from microorganisms (bacteria, fungi, yeasts, actinomycetes and
algae) to higher organisms (plants, vertebrates and animal tissues) (Zuo
et al, 2015) According to the National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI), L-asparaginase sequences are mainly distributed in
the bacterial kingdom, accounting for 95.5% of deposited protein se-
quences (221,303 of 231,770 protein sequences). However, L-aspar-
aginase can also be found in the fungi (1.68%), animal (1.25%), plant
(0.24%), archaea (0.88%), and virus (< 0.01%) kingdoms (Fig. 1).

The search for other sources of L-asparaginase, for instance eu-
karyotic microorganisms, becomes important. Eukaryotic microorgan-
isms such as yeasts and flamentous fungi have potential for the pro-
duction of L-asparaginase (Baskar, Sriharind, Sripriva, & Renganathan,
2010). The L-asparaginases sequences from kingdom fungi are divided
imto six subclasses: ascomycetes (85.2%), basidiomycetes (11.1%),
chytrids, glomeromycetes, microsporidians, and blastocladiomycetes
(< 1% each). From all fungi database, 212 sequences were used to
constriict the phylogenetic tree (Fig. 2) with sequences that aligned to
an Aspergillus niger L-asparaginase. The distribution shifts the percen-
tage of sequences by subclasse basidiomycetes to ascomyeetes, with 11
basidiomycetes (5.1%), and 199 ascomycetes (divided into ascomy-
cetes, budding yeasts and fission veasts). This difference can be ex-
plained by an increase in the proportion of well annotated L-aspar-
aginase in budding yeasts strains, mainly of the genus Candida which
represent 12.7% of the proteins used in phylogeny.

Microorganisms are considered the most important source of L-as-
paraginase, since the anti-lumor L-asparaginase activity of Escherichia
coli (Mashburn & Wriston Jr., 1964) was first reported. Microorganisms
can produce several types of L-asparaginase that differ in their location
(intracellular and extracellular) and properties (Zuo et al, 2015).
Fungal L-asparaginases have become important because they are ex-
creted in the extracellular environment, are easy to éxtract, and process
downstream (Batool et al., 2016; El-Naggar, El-Ewasy, & El-Shweihy,
2014). Among the fingl prodicing L-asparaginase, the genera Asper-
gillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, and Cladosporium (Kumar &

Manonmani, 2013; Lincoln, Nivonzima, & More, 2015; Patro, Basak,
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Mohapatra, & Gupta, 2014; Shrivastava, Khan, Shrivastav, Jain, &
Singhal, 2012) can be highlighted. Some genera, however, may produce
mycotoxing, among them aflatoxin, ochratoxin, zearalenone, among
others. Mycotoxins are secondary metabolites that have toxic effects for
humans (Maziero & Bersol, 2010)

Fungal L-asparaginases used in the food industry are considered
GRAS (Generally Becognized as Safe) and are obtained from AL oryzae
and A niger. Commercially, PreventASe® (DSM) and Acryvlaway®
(Novozymes) preparations are curréntly available for the reduction of
acrylamide in the food industry. PreventASe was obtained by Aspergillus
figer, presenting an optimal pH between 4 and 5 and an optimiim
temperature of 50°C (Xu et al, 2016). PreventASe® reduces the for-
mation of acrylamide in high pH (up to 9) applications such as com
chips, biscuits, and crackers (DSM, 2018).

The company Novozymes 5/A developed the prodisction of the L-
asparaginase based on the doning of Aspergilllus oryzae. L-asparaginase
from A oryzae présénts an optimim pH between 6 and 7, with good
activity in the range between pH 5 and 8 and optimum temperature of
60 °C (Pedreschi, Kaack, & Granby, 2008). These products can be used
as co-adjuvants of the technology and are currently used in several
countries, such as the United States, Australia, New Zealand, China,
Russia, Mexico, and several European countries (Nu et al. 2018).

However, food composition may influence the action of enzymes
(¥u et sl 2016). Therefore, the ideal L-asparaginase enzyme for food
use should be stable during food processing and proteolysis and not
induce allergic or toxic effects after consumption (Friedman, 2015).

22 Production of L-asparaginase by fungi

Different methods are used for production of L-asparaginase, such as
solid-state fermentation (S5F) and submerged fermentation (SF) using
different microerganisms (Batool et al.| 2016). The SF processes are
wiell established and provide good yield, but generate large amounits of
wastewater and have a high production cost (lzadpanah er al., 2018).
On the other hand, SSF is an attractive alternative for SF and has great
potential for enzyme production. S5F has achieved great relevance in
bioprocesses, as it uses low cost agroindustrial waste as a substrate and
offers potential environmental benefits (Thomas et al | 2013). In addi-
tion, this type of fermentation resembles the natural habitat of micro-
erganisms and is well adapted to the metabolism of fungi (Singhania,
Patel, Soccol, & Pandey, 2009).

There are several important factors that have a huge impact on S5F
success. These factors include pH, temperature, acration, water and
moisture activity, origin of the solid substrate, and particle size and
shape. Among several critical factors, the moisture and origin of the
solid substrate are the most important factors affecting S5F processes.
The selection of moisture depends on the microorganism employed and
on the origin of the substrate. The fungi need low humidity between 40
and 60%, however, the selection of the substrate depends on several
factors, mainly related to availability and cost (Singhania e al | 2009).

Solid substrates, mainly residues or agricultural by-products, are
being used as substrates for fungal L-asparaginase production {Dizs
et al, 2015 Kumar & Manonmani, 2013 Meghavamam &
Jamakiraman, 2017, Mishra, 2006). These substrates act as physical
support and source of nutrients for the production of enzymes. There-
fore, for the commercial production of the enzyme the selection of an
appropriate substrate is an important step (Meghavarnam &
Jamakiraman, 2017). Table 1 shows different substrates, the parameters
used in the solid-state fermentation, and the maximum activity of L-
asparaginase by the fungi.

The industrial production of bacterial and fungal L-asparaginase
worldwide is mainly performed by SF (Kumar & Manonmani, 2013). L-
asparaginase production is strongly influenced by the compositon of
the fermentation medium, especially carbon and nitrogen sources, and
physical factors such as temperature, pH, agitation, inoculum con-
centration, and fermentation time (Baskar er al_ 2010; Hymavathi,
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Sathist, Rao, & Prakasham, 2009 Souzs et al, 2017). Each organism
has its own special conditions for the maximum production of enzymes,
so the optimization of average components and culture parameters is
essential in the biclogical process (Souza et al, 2017). Table 2 shows
different subtrates for culture medium and the parameters used in the
submerged fermentation and the maximum activity of L-asparaginase

Different substrates for culture medium have been exploited to
produce L-asparaginase. However, the maost important components in
the fermentation medium are the carbon source and the nitrogen source
({Cachumba et al., 2016). The influence of various carben sources such
as ghucose, sucrose, fructose, lactose, maltose, and starch have been
studied and several studies have suggested that glucose is the best
carbon source to produce this enzyme (Doriya & Kumar, 2016). How-
ever, it is known that the synthesis of L-asparaginase requires low
concentration of carbon sources since it is under catabolic repression
(Mukherjee, Majumdar, & Scheper, 2000). Some studies suggest that, in
the case of L-asparaginase biosynthesis, the depressive effect of carbo-
hydrates may be a function of the ability to lower pH of the fermen-
tation medinm (Heinemann & Howard, 19649; Mukherjee ot al., 2000).

Nitrogen is an important nutrient for microorganisms (Stanbury,
Whitaker, & Hall, 1995). Several studies have shown that the best ni-
trogen sources to achieve high yields of L-asparaginase are L-asparagine
{Doriya & Kumar, 2016; Farag, Hassan, Beltagy, & El-Shenawy, 2015),
and L-proline (Sarguis, Oliveira, Sanios, & Costa, 2004). In addition to
these two amino acids, other nitrogen sources were also considered
important for the production of L-asparaginase, such as urea (Baskar
et al., 2010), yeast extract, and peptone (Baskar & Renganathan, 2010).
Although L-asparagine is an indecer in the production of L-aspar-
aginase, this amino acid can also be considered a limiting factor for the
production of this enzyme (Baskar & Renganathan, 2011)

The pH of the fermentation medium plays a vital role in the trans-
port of several nutrients through the cell membrane and in the increase
of L-asparaginase production (Farag el al., 2015). In most studies on
fungal L-asparaginase production, culture medium in the range of
pHB3 to 9.0 was wsed for optimum enzyme production {Kumar &
Manonmani, 2013 Dange & Penshwe, 2011). In relation to the

//////

N\

temperature, a range between 30 and 37 °C for the optimum production
of this enzyme was reported for fungal species (Dange & Penshwe,
2011; Ebshafei. Hassan, Aboureid, Mahmowd, & Elghonemy, 2013;
Kumar & Manonmani, 2013; Thakur, Lincoln, Niyonrima, & More,
2014), Most studies have shown that using agitation around 160 rpm
and 4 or 5 days of incubaticn, at temperatures of 30°C, the production
of fungal L-asparaginase is easily observed (Souza of al, 2017}

The evaluation of nutritional requirements and physical conditions
is an important step in the development of bioprocesses (Baskar &
Renganathan, 2001). Currently, optimization methods are used to make
a bioprocess economically viable. Some statistical methods of experi-
mental planning have been used to optimize the process of L-aspar-
aginase production from fungi (Souzs ef al, 20017). The traditional
technigue of one factor at a time used to optimize a multivariate system
leads to errors in interpretation of results, since it neglects the effects of
interactions among factors (El-Naggar et al, 2014).

The use of experimental planning eliminates the disadvantages of
using the one factor at a time technique (El-Nagyar et al., 2014). This
optimization process involves three main steps: (i) performing the ex-
periments using a statistically designed matrix, (ii) estimating the
coefficients in a mathematical model, predicting their response, and
(iii} verifying the suitability of the model (Kumar & Manonmani, 2013).
This technique has several advantages that include requiring a smaller
number of experiments, application in experiments with several factors,
besides considering the interaction between these, and to generate a
mathematical model, facilitating the discovery of the most adequate
condition and the prediction of response (El-Naggar et al., 2014).

Statistical tools such as Plackett-Burman planning and surface re-
sponse methodology have been used in several optimization studies.
Another statistical toal, artificial neural network coupled to the genetic
algorithm, has also been used in optimization studies in bioprocesses
(Baskar & Renganathan, 2012). In addition, other types of statistical
methods have been used to optimize L-asparaginase production by
fungi, such as Simplex Mixture design (Dias et al,, 2015), Box-Behnken
design (Uppuluri, Dagari, Sajja, Jacob, & Reddy, 2013), and Latin
Square design (Baskar cf al., 2010)

Baskar and Renganathan (2012) wsed the strategy of sequential
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optimization of experiments design and artificial newral network cou-
pled with a genetic algorithm to find the significant components of the
fermentation and optimum concentration for L-asparaginase production
by Aspergillis terreus MTCC 1782 by submerged fermentation. The op-
timization of the components of the fermentation medium using genetic
algorithm connected to an artificial neural network was shown to be
more effective than the regression model of the response surface
methodology. The optimum predicted concentration of the components
of the medium using the artificial neural network was 1.7% of L-pro-
line; 1.99% of sodium nitrate, 1.38% of L-asparagine, and 0.65% of
glucose with the experimental production of 40.85 U/mL of L-aspar-
aginase.

In another study, Dorya and Kumar (2018) used a sequential
strategy to optimize L-asparaginase production using Aspergillis sp. In
the first stage, through blending planning, maximum L-asparaginase
activity was observed using a temary mixture of cotton seed cake (2/3),
wheat bran (1/6) and red bean skin (1/6). In the next step, the culture
parameters were optimized using the Box-Behnken design. After 6 days
of fermentation using optimized ternary mixture, the maximum activity
of 12.57 U/ml L-asparaginase was obtained at 35°C, pH8, and ho-
midity of 70% (w/v). The authors observed that through the sequential
optimization study the production of L-asparaginase increased 1.3 fold.

[Mas et al (20152 used a Simplex Mixture design to investigate the
presence of synergistic or antagonistic effects of different agroindustrial
residues to produce L-asparaginase under solid-state fermentation by
Aspergillus niger LBA 02 The researchers obtained the highest L- as-
paraginase activity (89.22U/g) after 96h of fermentation using a
ternary mixture composed of wheat bran (1/3), soybean meal (1/3),
and cottonseed (1/3). This process showed maximization of L-aspar-
aginase production when the blends were used in comparison with
those in isolation.

Uppulduri et al. (2013) optimized the conditions to produce L-as-
paraginase by Aspergiflus niger €4 in a bioreactor using black sesame oil
bagasse as a substrate for solid-state fermentation. The authors used the
Box-Behnken design for three variables (aeration, bed thickness, and
temperature). Statistical analysis revealed a maximal L-asparaginase
yield of 310 U/gds. Where the aeration parameters, bed thickness, and
temperature were (.44 vwm, 17.35 om and 29.31 °C, respectively.

Baskar et al (2010) applied the Latin Square design to find the best
nitrogen source for the extracellular production of L-asparaginase by
Aspergillus terreus MTCC 1782 using corn flour as substrate in sub-
merged fermentation. Urea was identified as the best nitrogen source
with a mean L-asparaginase production of 33,25 IU/mL.

2.3 Purification and biochemnical properties of fungal L-asporaginase

Maost purification procedures are performed using conventional
methods, such as ammonium sulfate fractionationing combined with
molecular exclusion chromatography or ion exchange column chro-
matography (Yuo et al, 2015). Most studies use (NH)2504 1o pre-
cipitate the L-asparaginase (Dange & Penshwe, 201 1; Dias, Ruix, Torre,
& Satn, 2016; Dutta, Ghosh, & Pramanik, 2015; Mishra, 2006). The salt
concentration ranges from 35% to 100% depending on the L-aspar-
aginase source (Lopes et al., 2017). The use of organic solvents or short
chain alcohols, such as methanol and ethanol, are also used for the
precipitation of L-asparaginase (Tundisi et al, 2016). Other pre-
cipitating agents, such as acetone, are also used (Lincoln et al, 2015;
Thakur ot al., 2014).

Chromatographic methods are frequently used to achieve maximum
purification. The ion exchange chromatography with DEAE cellulose is
the most popular chromatographic method (Tundisi et al, 2016).
Lincoln et al (2015) when purifying Trichoderma viride L-asparaginase
using DEAE-cellulose had purification fold of 13, while Vala o1 al
(2014) purified L-asparaginase obtained from Aspergillis miger AKV-
MEKBU and obtained 10.36 of purification fold.

Another commonly used technigue is gel filtration chromatography
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or molecular exclusion with Sephadex (Tundisi et al., 2016). The L-
asparaginase from Pemicillium digitation was purified about 60.95 fold
after precipitation with ammonium sulfate 70-80% saturation and Se-
phadex G-100 column chromatography obtaining 833.151U/mg of
specific activity and 4.35% of recovery (Shrivastava et al, 2012)
whereas Ahmed, Dahab, M, and M, (2015) purified two types of L-
asparaginase (AYA-1 and AYA-2) from the culture supematant of As-
pergillus sp. ALAA-2000 through ammonium sulfate precipitation and
Sephadex G-200 columm, obtaining purification factor of 8.3 fold.

Affinity chre aphy using a col of nickel-iminiodizcetic
acid has also been used for the purification of fungal L-asparaginase and
the purification yield obtained was 2.6 protein specific activity of
19848 IU/mg (Huang, Liu, Sun, Yan, & Jiang, 2014). In Table 3, dif-
ferent methods of purification and biochemical charactenzation for
various fungal L-asparaginases are reported according to the literature.

L-asparaginases from differemt microorganisms vary in their bio-
chemical properties. Generally, the optimum temperature for L-aspar-
aginase activity is between 30 and 50°C (Huang et al., 2014; Kumar &
Manonmani, 2013; Lincoln et al., 2015). In relation to the optimum pH,
L-asparaginase presents activity in a wide range of pH, with optimum
activity in the range of 6.0 to 9.5 (Dias et al., 2016; Dutta et al., 2015;
Vals et al. 2018). However, most fungal L-asparaginases show op-
timum activity at alkaline pH, while only a few strains have optimum
pH below pH7.0 (Ahmed, Dahab, M, & SM, 2015 Kumar &
Manonmani, 2013).

Purified L-asparaginase from Aspergillus aculeatus showed maximum
activity at pH9.0 and 30°C. The enzyme retained maore then 70% ac-
tivity after 10 min at 50°C while it was inactivated at 90 °C (Dange &
Penshwe, 2011). Purified L-asparaginase from Aspergillus oryzae CCT
3940 showed high siability under physiclogical conditions, remaining
stable in the pH range of 7.0 to 8.0 after 1h incubation in the tem-
perature range of 30 to 45 °C (Dfas et al., 2016).

Ions, as well as activating and inhibiting substances, can affect the
activity of L-asparaginase from different fungal sources. L-asparaginase
from Mucor hiemalis was activated 100% by Mn®* at 2mM con-
centration, after incubation at 37 °C for 30 min and around 100 1o 150%
activation in the presence of the jons Ba®", K7, Cu®”, Mn®", and
Hg"". The enzyme was inhibited by around 50 to 100% in the presence
of Fe** and Na™. However, ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) at
2mM concentration did not affect the enzymatic activity, suggesting
that the enzyme is not metalloenzyme. Tween 80 and Triton X-100
surfactants (2 mM) activated about 350% of the residual activity of L-
asparaginase while sodium docetil sulfate (SDS) (2mM) inhibited the
enzyme, obtaining 17% of the residual activity (Thakur et al | 2014).

Vala et al. (2018) found that 1% Tween B0 and Triton X-100 in-
creased around 100 and 120% of L-asparaginase activity from Asper-
gillus niger AKV-MEBU, respectively. The enzyme was inhibited by As™,
o®*, Mo ", Hg"", and Sn®* at the concentration of 10 mM. L-aspar-
aginase was completely inhibited by 2-mercaptoethanol (2mM) and
heavily inhibited by urea (2mM), thiourea (2mM), SDS (2%), and
EDTA (2mM). Lincoln et al (2015) analyzed the effect of different
compounds on Trichoderma viride L-asparaginase activity. The enzyme
was tested with metal ions, inhibitors, and activators at SmM con-
centration and incubated for 30 min at 37 °C. L-asparaginase was acti-
vated at about 140 and 160% by Mg”* and Na* and inhibited by Fe**,
Fet, Co®*, and Mot . The enzyme was strongly inhibited by EDTA. N-
ethylemaleimide and phenylmethylsulphonylfluoride did not alter the
enzyme activity.

2.4, Formation of acrylomide and application of fungal L-asparaginase in
food industry

In 2002, the Swedish National Food Administration (SNFA) re-
ported the presence of acrylamide in food with high carbohydrate
content subjected to elevated temperatures (Mottram, Wedzsicha, &
Dodson, 2002; Tarcke, Rydberg, Karlsson, Eriksson, & Tdmgvist, 2002).
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Since then, research institutions and food agencies have been in-
vestigating the toxicity, formation, mitigation, and detection of acry-
lamide in food (Hu, Xu, Fu, & Li, 2015).

Food related to human exposure to acrylamide are potato, coffee,
and bakery products (biscuits and bread) (EF5A, 2015). The estimate of
dietary intake was studied in several populations with different ecating
habits (Dybing et al, 2005; Hilbig, Freidank, Kersting, Wilhelm, &
Wittsiepe, 2004; Hilbig & Kersting, 2006). The intake of acrylamide in
the diet is estimated to be between 0.3 and 1.9pg/kg orally (EFEA,
2015). However, food with the highest contribution of acrylamide in-
take varies from country to country, according to dietary patterns and
preparation methods (Claus, Carle, & Schicber, 2008).

The main mechanism that has been accepted by researchers to ex-
plain the formation of acrylamide in food involves the Maillard reac-
tion, from the reaction between the food components as amino acids
and reducing sugars under heat treatment (Cladiere & Camel, 2017;
Mottram et al, 2002; Pedreschi, 2009; Yaylayan & Stadler, 2005). The
first step in this reaction is the intermediate formation of the Schiff
base. Subsequently, this Schiff base can be hydrolyzed to form 3-ami-

nopropionamide, p of acrylamide or undergo elimination of an
amide grouping to directly form acrylamide (Clais of al | 2008), ac-
cording to Fig. 3.

Several observations have led to the hypathesis that food heating
could be an important source of human exposure to acrylamide.
Heating processes such as frving and baking promote the formation of
acrylamide, whereas this compound was not detected in cooked food
(Keramat, LeBail, Prost, & Jafar, 2011).

The factors that influence the formation of acrylamide in food are:
processing conditions (temperature, humidity, cooking time, and pro-
duct matrix) and precursors such as reducing sugars and free amino
acids (mainly L-asparagine) (Zuo et al, 2015). However, most of the
methods used to attenuate the formation of acrylamide seek to remove
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its precursors or to inhibit or reduce the intensity of the Maillard re-
action by different process modifications (Pedreschi, 2009).

Most of the methods used to reduce this toxic compound have a
negative impact on both taste and appearance of the final product
(Batool et al, 2016). The use of fungic L-asparaginase presents a rela-
tively new, promising, and great technique to reduce the acrylamide
levels in food. This enzyme helps with mitigation strategies from two
aspects, interference with the Maillard reaction or the removal of pre-
cursors by converting L-asparagine into L-aspartic acid (non-toxic)
without altering the nutritional value, appearance, or flavor of the final
product (Batvol et al., 2016; Hendriksen et al., 2009; Swanston, 2018).

L-asparaginase may be used as a food additive to achieve a tech-
nological purpose during manufacture. The enzyme should be removed
from the food or inactivated, however, the presence of traces of the
substance or its derivatives is permitted. Residues of the ensyme, in-
cluding denatured L-asparaginase, may range from 0.14 to 428 mg/kg
of food (JECEA, 2009).

2.4.1. French fries

Products derived from potatees (Selenwn wherosum), French fries
are widely consumed in many countries. Fried potato products have
contributed to 50% of the human ingestion of acrylamide in European
ecountries (Keramat et al., 20017; Mesias, Delgado-Andrade, Holgado, &
Morales, 2018). The amino acid L-asparagine is recognized as the main
precursor for the formation of acrylamide in products derived from
potatoes, so it is important to verify the performance of the enzyme in
the decrease of this compound, since a high content of this amino acid
in potatoes may be also related to the inerease of the acrylamide for-
mation (Beralski et al . 2004; Becalski, Lan, Lewis, & Seaman, 2003).

According to a study by Mesias et al. (2018), the potential of ac-
rylamide formation in potatoes is related to several factors such as: L-
asparagine content and reducing sugars, color, and moisture (in fresh
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Fig. 3. Mechanism of acrylamide formation in heated foods,
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potatoes), oil and utensils used for frying, content of polar compounds
in the frying oil (during the frying process), color, thickness, and visual
color (after frying). Other relevant factors related to the formation of
acrylamide in potatoes are: potato variety, soil type, fertilization,
weather, storage, cutting, blanching, and drying process, and use of
additives (Muttucumars et al., 2017; Vind, Mestdagh, & de Meulenaer,
2012). Though all those factors are related to acrylamide formation,
reducing sugars and L-asparagine are the limiting factor for acrylamide
formation in potato products (Muttucumars et al, 20017, Williams,
2005).

Acrylamide reduction in potato chips was tested under different
conditions using, in addition to the reatments alone, combinations of
bleaching and L-asparaginase from Aspergillis oryzae. The largest re-
duction (90%) was achieved when bleaching (85°C/3.5 min) was ap-
plied followed by immersion in L-asparaginase solution (50 °C/20 min).
The heat treatment was able to cause changes in the structure of the
potatoes, facilitating the diffusion of the enzyme into the tissues and,
consequently, favoring and enhancing its action (Pedreschi, Mariottl,
Granby, & Risum, 2011). Another study that reported the use of the
fungi L-asparaginase from Aspergillus oryzae CCT 3940 (50 U/ml) to
mitigate acrylamide from French fries showed a 72% acrylamide re-
duction (after a frying process at 180°C for 7 min) compared to a
control sample (Dias, Boguse, Hantao, Augusto, & Sato, 2017).

An L-asparaginase produced by Fusaritm culmorum (ASP-87) was
used to reduce acrylamide in potato products. The potato chips was
treated with the enzyme at 40°C for 30min, followed by frying at
temperatures of 170-180 °C for 90s. It was observed that 300 U/L of L-
asparaginase was required to reduce 85% and 94% of acrylamide levels
in potato chips and French fries, respectively. L-asparaginase was effi-
cient in inhibiting the formation of acrylamide as well as L-asparagine
decrease. The authors also found high levels of acrylamide in different
types of products obtained in the local market (Bengaluru, India).
Values higher than 3020 pg/kg were observed for potato chips and
4475 pg/hy for French fries (Meghavarnam & Janakiraman, 2018).

2.4.2. Bakery products

The color of bakery products is one of the most important attributes
that, in addition o affecting food quality, influences consumer accep-
tance (Bartkiene et al | 2016; Lu & Zheng, 2012). Maillard's reaction is
involved in the formation of the specific sensory attributes of these
products, and acrylamide is also formed during the reaction (Thomas &
Thomas, 2014).

In Europe, 20% of the intake of acrylamide has been attributed to
bakery products (Keramat et al, 2011). In 2013, the Brazilian Asso-
ciation of Conpsumer Protection (Proteste, 201 3) evaluated the amount
of acrylamide in 51 products from eight categories of food - potato
chips, sweet and savory biscuits, cream crackers, French bread, snacks
and toast - and found that French bread and sweet and biscuits pre-
sented the highest values in acrylamide content. Sweet biscuits, for
example, presented values between 1100 mg/kg and < 100mg/kg
acrylamide.

According to Nguyen, Fels-Kler:, Peters, and Bockel (2016), free L-
asparagine in wheat flour was the main factor responsible for the for-
mation of acrylamide in biscuits with reduced sugar content, and free L-
asparagine can be a limiting factor for the formation of acrylamide in
cereal products.

Some studies have been carried out on the application of fungal L-
asparaginase to reduce acrylamide in starch products. Hendriksen et al.
(2009) applied Aspergillus oryzoe L-asparaginase in sweet and savory
biscuits, the authors obtained a 34-92% reduction in the acrylamide
levels of these products. A similar result was obtained by Ciesarova,
Kukurova, Bednarikovd, Markova, and Baxa (2009) who obtained a
reduction of > 97% in the acrylamide content, by applying the com-
mercial L-asparaginase enzyme to gingerbread without damaging the
sensorial quality of the final product. Vass, Amrein, Schonbichler,
Escher, and Amado (2004) have been able to reduce the contents of
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acrylamide in biscuits by up to 70% using commercial L-asparaginase.
These authors also did not observe alteration of color or flavor.

Anese, Quarts, Peloux, and Calligaris (2011) studied the influence
of biscuit composition on the ability of L-asparaginase (Novozymes®) to
minimize the formation of acrylamide. Different formulations of bis-
cuits were tested, varying the water composition and fat type and
adding 900 U/Kg of flour in all treatments. The authors concluded that
differences in the efficiency of L-asparaginase, may be related to the
different compositions of the evaluated food. Despite being able to re-
mowve acrylamide, L-asparaginase showed a better reduction of acryla-
mide in biscuits with high water content, however, the reduction of
acrylamide decreased with increasing fat content in biscuits,

In another study, the effect of L-asparaginase on the formation of
acrylamide in biscuits using experimental modeling models was eval-
wated. Anese, Quartz. and Frias (2011) found that the use of inter-
mediate concentrations of L-asparaginase (500 U/Kg), the formation of
acrylamide was minimal, a5 well as in the shortest time and the lowest
incubation temperature. The important parameter of the cookie, color,
was not affected by the application of the enzyme.

The L-asparaginase gene from Rhizomucor michei was cloned and
expressed in Escherichio coli by Huang et al. (2014}, the enzyme (10 U/
myg flour) was used to reduce the level of acrylamide in biscuits,
reaching approximately 80% reduction. In additon, the enzyme was
useful in reducing the acrylamide present in breads and also demon-
strated potential for use in the treatment of leukemia.

There is a strong correlation between color intensity of the crust and
formation of acrylamide, particularly when bread s baked at tem-
peratures above 200°C (Keranuat et al, 2011). Mohan Kumar, Shimray,
Indrani, and Manonmani (2014) applied L-asparaginase produced from
Cladosporium sp. in sweet bread at different concentrations (50-300 U).
The authors did not observe changes in the physical-sensorial char-
acteristics of the bread with treatment with L-asparaginase. In the
treatment with 300 U, there were 97% and 73% reduction of the for-
mation of acrylamide in the crust and crumb bread regions, respec-
tively. These results indicated the potential of L-asparaginase for in-
dustrial and domestic applications for acrylamide reduction.

243 Coffee

Together with potatoes and cereal products, roasted coffee is one of
the products that have high concentration of acrylamide (Mesias ot al,
2018). The two main coffee species used in the preparation of the
beverage are arabica (Coffea arobica) and robusta (Coffea canefora ro-
busta). The quality of the drink depends on the proportion of each
coffee bean (Alves, Soares, Casal, Fernandes, & Oliveira, 2010). High
concentrations of acrylamide are found in roasted robusta coffee beans
in relation to roasted arabica coffee beans (Anese. 2016)

According to the results of the EFSA Contaminants Panel in the Food
Chain (CONTAM]} between 2010 and 2013 > 1500 coffee-based pro-
ducts were analyzed, and the average acrylamide concentration found
was 578 ng/g in roasted coffee (EFSA, 2015). Coffee has high levels of
acrylamide due to the roasting process. Storage conditions may also
contribute to the formation of acrylamide (Mesias & Morales, 2016).

Exposure to acylamide, from roasted coffee consumption, varies
from country to country, age, and sex of the consumer, roast grade and
volume of coffee ingested, and so on (Anese, 2016). Consequently, daily
intake of this product represents & significant source of exposure to
acrylamide (Senyuva & Gokmen, 2005). Another problem is related to
the fact that acrylamide is a polar molecule. The preparation of ground
coffee with hot water may allow the complete extraction of the acry-
lamide present in the roasted coffee beans (Guenther, Anklum, Wenzl, &
Stadler, 2007).

Ome of the preventive measures of acrylamide formation is the use
of L-asparaginase to maintain the lowest concentration of this com-
pound during roasting, acting on precursors such as L-asparagine,
creating less favorable reaction conditions (Anese, 2016). In the study
by Hendriksen, Budolfsen, and Baumann (2013), the effect of L-
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asparaginase on reduction of acrylamide in coffee was evaluated. Green
arabica beans were steamed with water for 45 min at 100 °C and treated
with L-asparaginase at 60°C for 60min. The authors observed the
greatest reduction when they used the concentration of 6000 ASU/kg of
grains, observing a reduction of 70-80% in the content of L-asparagine
and 55-74% in the formation of acrylamide.

3. Conclusion

L-asparaginase is of great importance in food applications. Research
aimed at the discovery of new L-asparaginases, mainly those produced
by fungi, associated with the use of statistical methodologies of opti-
mization and the use of less laborious fermentative processes, have
great potential to obtain cheaper enzymes with desirable properties for
application in food aiming at the reduction of acrylamide and in the
future, for the treatment of some types of cancer.
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