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BORTOLUZZI MENEGAT, Francieli. Otimizacdo da producédo de asparaginase de
Zymomonas mobilis por fermentagdo continua. 2012. 54f. Dissertagdo (Mestrado
em Biotecnologia) - Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2012.

RESUMO

A asparaginase € uma enzima com atividade antileucémica industrialmente
produzida por micro-organismos, principalmente bactérias gram negativas.
Zymomonas mobilis € uma bactéria gram negativa que utiliza glicose, frutose e
sacarose como fonte de carbono e é conhecida por sua eficiéncia para produzir
etanol, sorbitol, levana, acido gliconico e mais recentemente tem despertado
interesse no uso desse micro-organismo na produgao de asparaginase. Este
trabalho teve como objetivo otimizar a produgdo de asparaginase de Z. mobilis por
fermentagcao continua, pelo uso do delineamento experimental e da metodologia da
superficie de resposta, testando as variaveis: sacarose, extrato de levedura e
asparagina. A condi¢cao 6tima alcangada, com produgao de 117,45 UI/L foi na taxa
de diluicdo 0,20 h™', utilizando 0,5 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de sacarose e
1,3 g/L de asparagina. Observou-se que a relagdo carbono:nitrogénio (1:0,025)
exerceu forte influéncia na resposta da atividade de asparaginase. A utilizagdo de
Zymomonas mobilis por fermentagdo continua, utilizando compostos de baixo custo
provenientes da agroindustria, demonstrou ser uma alternativa promissora na
produgao biotecnoldgica desta enzima.

Palavras-chave: Asparaginase. Zymomonas mobilis. Fermentagao continua. Box-
Behnken. Atividade antitumoral.



BORTOLUZZI MENEGAT, Francieli. Production optimization of Zymomonas
mobilis asparaginase by continuous fermentation. 2012. 54f. Dissertation
(Master’s Degree in Biotecnology) - State University of Londrina. Londrina, 2012.

ABSTRACT

Asparaginase, an enzyme with antileukaemic activity, is an enzyme industrially
produced by microorganisms, mainly gram negative bacteria. Zymomonas mobilis is
a gram negative bacterium that utilizes glucose, fructose and sucrose as carbon
source and has been known for its efficiency to produce ethanol, sorbitol, levan,
gluconic acid and has recently aroused interest to use this microorganism to produce
asparaginase. This work has aimed the optimization by experimental design and
response surface methodology of the production of Z. mobilis asparaginase by
continuous fermentation. The studied variables were: sucrose, yeast extract and
asparagine. The optimized condition acchivied 117.45 IU/L when dilution rate of 0.20
h™, yeast extract 0.5 g/L, sucrose 20 g/L and asparagine 1.3 g/L were used. It has
observed that the ratio carbon:nitrogen (1:0,025) strongly influenced the response of
asparaginase activity. The use of Zymomonas mobilis by continuous fermentation,
using low cost agroindustrial materials, has shown to be a promising alternative for
biotechnological production of this enzyme.

Keywords: Asparaginase. Zymomonas mobilis. Continuous fermentation. Box-
Behnken. Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

A enzima asparaginase (asparagina amidohidrolase), um agente
terapéutico importante para o tratamento de leucemia linfoblastica aguda, atua pela
diminui¢ao catabdlica de asparagina seérica. Nas células neoplasicas, isto provoca a
inibicdo da sintese de proteinas bloqueando a proliferagao celular. Essas células
tumorais sdo deficientes em asparagina sintetase, ndo podendo produzir
quantidades suficientes de asparagina, para a manutencédo da viabilidade celular.
Entretanto, o uso continuo de asparaginase de Escherichia coli apresenta efeitos
colaterais toxicos e além do que, o custo de producio € elevado. Sendo assim, ha
uma busca de outros micro-organismos produtores de asparaginase com menor
toxidez e capazes de usar matérias-primas e componentes nutricionais alternativos
para minimizar o custo.

Entre os micro-organismos extensivamente estudados nos ultimos
anos e que tem despertado interesse biotecnologico, encontra-se a bactéria
Zymomonas mobilis que apresenta potencial para a produgdo, em larga escala, de
etanol, levana, sorbitol, acido glicdnico e mais recentemente asparaginase.

Nos bioprocessos industriais, a fermentagdo continua propicia os
maiores valores de produgéo e produtividade e na produgdo de asparaginase de Z.
mobilis, para minimizar os custos, compostos provenientes da agroindustria
(sacarose e extrato de levedura) constituem uma alternativa a serem avaliadas na
composicdo do meio de cultivo. Sendo assim, este trabalho propds otimizar a
producdo de asparaginase de Z. mobilis, pelo uso do delineamento experimental e
da metodologia da superficie de resposta, testando as variaveis: sacarose, extrato

de levedura e asparagina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar a producdo de asparaginase de Zymomonas mobilis, por
fermentagdo continua, usando substratos de baixo custo provenientes da

agroindustria.

2.2  Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de diferentes concentragdes do indutor — asparagina: 0,1; 0,5 e
0,9 g/L;

e Avaliar o efeito de sacarose (10; 20; 30 g/L) como fonte de carbono;

e Avaliar o efeito do extrato de levedura como fonte de nitrogénio e vitaminas em
diferentes concentragdes: 0,5; 1,0 e 1,5 g/L;

e Determinar a biomassa e a atividade de asparaginase;

e Avaliar os resultados de produgdo da asparaginase através do delineamento
experimental de Box-Behnken; e

e Selecionar dentre 0,20; 0,25 e 0,30 h™ a melhor taxa de diluicdo para producéo e

produtividade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ZYMOMONAS MOBILIS

O género Zymomonas possui apenas uma espécie, com duas
subespécies, mobilis e pomaceae (SWINGS; DE LEY,1977).

Z. mobilis € uma bactéria anaerébia, embora tolere a presenca de
oxigénio, gram negativa, cujas células apresentam-se em forma de bastonetes com
terminagdes arredondadas, ocasionalmente elipsoidais, de 2 a 6 um de comprimento
por 1 a 4 um de largura, que ocorre geralmente em pares e sem formagao de
esporos (Figura 1) (WENDT, 2001). Quando apresenta mobilidade, possui de um a
quatro flagelos polares (FALCAO, 1982). Utiliza glicose, frutose e sacarose como
fonte de energia, em meios com altas concentracées de agucar, estas bactérias
ocorrem como longos filamentos de extremidades dilatadas. Em meio sélido a base
de glicose, as colbnias apresentam-se lenticulares de bordas regulares, de
coloracdo branca ou creme e com 1,0 a 2,0 mm de didmetro apds 2 dias de
incubacao a 30°C (SWINGS; DE LEY,1977; DOELLE et al., 1993).

Figura 1- Microscopia da bactéria Z. mobilis (PALHA et al., 2002).

Bactérias do género Zymomonas sao micro-organismos encontrados
no meio ambiente, em areas tropicais da América, Asia e Africa, em associagcao com
seiva de plantas de alto teor de agucares, como a seiva do agave no México e em
vinho de palmas, da Africa tropical (SWINGS; DE LEY, 1977; VIIKARI, 1986).

E conhecida por sua eficiéncia na producdo de etanol a partir da

glicose pela via metabdlica de Entner-Doudoroff (figura 2), onde cada mol de glicose
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forma um mol de ATP, em conjunto com as enzimas piruvato descarboxilase e alcool
dehidrogenase (SPRENGER, 1996).

Figura 2- Visdo geral do metabolismo de carboidratos de Z. mobilis (SPRENGER,

1996).
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As condi¢des ideais para o crescimento desta bactéria sdo faixas de
temperatura de 30 a 36°C e pH entre 5 a 7. Cultivadas em meio complexo, podem

converter 98% da glicose em etanol, gas carbdnico e acido lactico, seguindo balango
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metabdlico simples. Apenas 2% da glicose sdo utilizados para formar biomassa
(SWINGS; DE LEY,1977). Consumindo sacarose ou mistura de glicose e frutose,
os subprodutos da formacao de etanol sdo a levana e o sorbitol. A frutose, formada
na hidrélise da sacarose, ndo € primariamente transportada para o interior das
células, mas sim utilizada na formacao de levana e fruto-oligbmeros pela agéo da
enzima levanasacarase. Z. mobilis ndo cresce bem quando frutose € a unica fonte
de carbono. Zachariou e Scopes (1986) demonstraram que a estrutura carbdnica do
sorbitol deriva exclusivamente da frutose.

Senthilkumar e Gunasekaran (2005) estudaram o efeito das
condigdes de fermentacao para a produgao de levana por Z. mobilis. Esses autores
utilizaram concentragbes de 50 a 200 g/L de sacarose e verificaram que, sempre
quando ocorria um aumento da concentragdo de sacarose também aumentava a
producao de levana. Entretanto, apds 24h a concentracido de levana diminuia devido
a degradagao do polimero por levanase.

Além da fonte de carbono, Z. mobilis necessita de fontes de
nitrogénio, fosforo, enxofre e micronutrientes (VIIKARI, 1986). Z. mobilis requer
biotina e pantotenato de calcio (vitamina B5) para o crescimento em meio de cultivo
e, ocasionalmente, alguns outros fatores de crescimento como vitamina B12,
riboflavina, tiamina, acido lipdico e acido folico (CROMIE; DOELLE, 1980; SWINGS;
DE LEY, 1977).

Belaich e Senez (1965) estudaram o efeito de pantotenato de calcio
no crescimento de Z. mobilis e observaram que a limitagdo desta substancia resulta
na redugdo da velocidade especifica de crescimento da bactéria. Segundo
Sreekumar e Basappa (1995) o pantotenato é uma vitamina essencial para a
producdo de etanol porque a bactéria ndo a sintetiza, mas necessita desta
substancia para produzir compostos organicos essenciais para o crescimento celular
e, consequentemente, para a produgao de etanol.

Entretanto, o extrato de levedura deve possuir todos os fatores de
crescimento pois a bactéria cresce na presenca de somente extrato de levedura e
uma fonte simples de carbono. O extrato de levedura, por sua vez, fornece grande
quantidade de aminoacidos (cerca de 50% do peso), além de outros nutrientes
como, vitaminas do complexo B e o acido pantoténico (SWINGS; DE LEY, 1977)
enquanto que, a asparagina tem o papel de indutor na produgdo de asparaginase
(CAMILIOS NETO, 2005).
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Contudo, o cultivo em extrato de levedura caracteriza um
crescimento "energeticamente desacoplado”, ou seja, energia é produzida a partir da
glicose mais rapidamente do que usada para sintese de material celular (BELAICH;
SENEZ, 1965).

Diferentes fontes de nitrogénio podem ser adicionadas ao meio de
cultura, seja ela na forma de aminoacidos, peptona ou sais de amdnia. Aminoacidos
e sais de amoénia conduzem a um melhor crescimento dos micro-organimos, pelo
fato de ndo promoverem acumulo de nitritos e nitrato. Segundo Galani et al. (1985),
cloreto e sulfato de amébnio sao as principais fontes de nitrogénio. Sreekumar e
Basappa (1995) estudaram varias fontes organicas e inorganicas de nitrogénio em
fermentagdes alcodlicas de glicose por Zymomonas mobilis. Os autores concluiram
que a uréia (0,5 g/L) foi a melhor fonte de nitrogénio, embora seja o sulfato de
amoénio, que é geralmente usado em meios sintéticos, para a produgao de etanol por
Zymomonas mobilis (BELAICH; SENEZ, 1965).

O fosforo também possui papel importante nas vias metabdlicas,
iniciadas através de uma fosforilagdo do substrato, sendo elemento constituinte das
moléculas de ATP que estdo presentes no mecanismo energético das células. Este
€ absorvido, preferencialmente, na forma de sais de potassio mono e diacido. O
enxofre, componente estrutural da célula e fundamental na formacéo de proteinas,
pode ser fornecido para a Z. mobilis pela metionina, cisteina e sulfatos, sendo
sulfato de magnésio a melhor fonte de enxofre, por servir simultaneamente como
fonte de magnésio (FRANCA; RODRIGUES, 1985).

Na década de 80, Z. mobilis foi considerada importante promissora
para a producao industrial de alcool, pois quando comparada as leveduras,
apresenta maiores velocidades especificas de consumo de substratos, de produgao
de etanol e consequentemente maior rendimento (RUANGLEK;
MANEEWATTHANA, 2006). Outras caracteristicas que chamam a atengao para este
micro-organismo sdo o baixo rendimento celular, a alta tolerancia ao agucar, a
resisténcia a altas concentracbes de etanol, a formacdo de poucos produtos
secundarios, capacidade de utilizagcdo do caldo fermentado para o tratamento de
doencas e, além de ser capaz de produzir etanol utilizando substratos da
agroindustria (PINHEIRO, 2001).

Gunasekarn, Karunakaran e Kasthuribai (1986) estudaram o efeito

da adicdo de melagco de cana-de-agucar em meios de cultivo para a produgao de
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etanol, com diferentes linhagens de Z. mobilis. As linhagens ATCC 10988 e a NRRL
B4286 mostraram maxima produtividade enquanto que IFO 13756, minima
produtividade. A partir desses resultados, o desempenho de Z. mobilis ATCC 10988
foi mais bem estudada em diferentes concentragdes de acucares presentes no
melaco de cana-de-acucar.

Millichip e Doelle (1989) utilizaram caldo de sorgo moido como
substrato para Zymomonas produzir alcool em larga escala, obtendo 13% de etanol.
Além do sorgo, o milho e outras matérias-primas amilaceas foram testadas pelos
autores para a fermentacdo em escala industrial de Z. mobilis.

Nos ultimos anos, além da importancia na producdo de etanol,
estudos tem demonstrado o potencial desse micro-organismo para a produgédo de
levana, sorbitol (ERNANDES, 2009) acido gliconico (SILVEIRA et al., 1999) e mais
recentemente para a produgao de asparaginase (CAMILIOS NETO et al., 2006).

3.2 Z.MoBILIS E A FERMENTACAO CONTINUA

O processo de fermentagao continuo caracteriza-se por possuir uma
alimentagao continua de meio de cultura a uma determinada vazao constante, afim
de que o sistema atinja a condi¢gdo de estado estacionario sendo o volume de cultivo
mantido constante através da retirada continua de meio fermentado (FACCIOTTI,
2001).

O desempenho de Z. mobilis tem sido estudado em diferentes
processos fermentativos objetivando a produgdo de etanol. Lee et al., (1979)
estudaram a producado de etanol por Z. mobilis em cultura continua com glicose a
10%, 15% e 20%. Os melhores resultados foram obtidos com glicose a 10%, pois
em concentracdes superiores, este substrato ndo foi completamente metabolizado
mesmo em taxas de diluigdes baixas. Foi proposto que a inibicdo do crescimento
pelo etanol teria sido responsavel pelo fendmeno. Também tem sido reportado que o
uso de substratos em elevada concentracdo foi observado comportamento
oscilatério na concentragdo celular da cultura em fermentagdes continuas e
impedindo o estabelecimento do estado estacionario da cultura (JObses et al.,1986;
Ll et al., 1997; Costa et al., 2001).

Jobses et al., (1985) estudaram o crescimento de Z. mobilis ATCC

10998 em processos continuos a 30° e 35°C, observando que a taxa especifica de
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consumo de substrato foi maior na temperatura mais alta. Estes autores propuseram
ainda dois modelos matematicos: um nao estruturado, que apresentou boa
descricdo no processo a 35°C, mas nao a 30°C e um modelo bi-compartimentado
estruturado, que descreveu bem o processo nas duas temperaturas.

Tano e Buzato (2001) obtiveram por fermentagdo continua de Z.
mobilis CP4, utilizando sacarose em baixa concentragao, uma elevada conversao do
substrato em etanol, além do estabelecimento do estado estacionario da cultura.
Assim, nessas condi¢des, a bactéria pode atingir um bom desempenho metabdlico,

para a producao de etanol.

3.3 A ENzIMA ASPARAGINASE

A asparaginase (asparagina amidohidrolase EC 3.5.1.1) hidrolisa o
aminoacido asparagina em acido L-aspartico e aménia (MALADKAR, SINGH e
NAIK, 1993). As asparaginases bacterianas (EC 3.5.1.1) s&o proteinas com alto
peso molecular. A forma funcional da enzima existe como um tetrdmero com
subunidades idénticas, com massa molecular alcangcando de 140 a 160 kDA. Cada
mondémero consiste em aproximadamente 330 residuos de aminoacidos que formam
14 folhas B-pregueadas e 8 a-hélices (KOZAK et al., 2002).

Em 1953 relataram-se as primeiras evidéncias de atividade
antitumoral em soro normal de cobaias animal contra varios tipos de linfomas em
ratos e camundongos (KIDD, 1953). Segundo Broome (1963) esta atividade
antitumoral devia-se a atividade da asparaginase. Alguns anos mais tarde, verificou-
se que a asparaginase poderia ser extraida de Eschericha coli, proporcionando a
producao em quantidades para experimentacgdes clinicas (MASHBURN; WRISTON,
1964) e posteriormente a produgédo industrial farmacéutica.

Asparaginase foi a primeira enzima com atividade antitumoral
extensivamente estudada em seres humanos (MALADKAR, SINGH e NAIK, 1993),
constituindo um produto importante de amplo espectro de atividade antitumoral.
Além da leucemia linfoblastica aguda, a enzima tem sido aplicada no tratamento de
diversas outras doengas, como a doenga de Hodgkin, leucemia mielocitica aguda,
leucemia mielomonocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, linfossarcoma,

reticulossarcoma e melanossarcoma (DUVAL et al., 2002).
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A asparaginase € uma enzima intracelular produzida por diversos
micro-organismos, incluindo bactérias gram negativas, micobactérias, leveduras e
fungos, bem como extraida a partir de plantas e do plasma de certos vertebrados.
Contudo, nem todas as enzimas tém apresentado atividade antitumoral. A bactéria
E. coli produz duas asparaginases diferentes, EC-l e EC-Il, onde apenas a enzima
EC-Il possui atividade antitumoral (MULLER; BOOS, 1998).

Mashburn e Wriston (1964) mostraram que asparaginase de
Escherichia coli altamente purificada possui boa atividade antitumoral, ao contrario
de um preparado de asparaginase de Bacillus coagulans, que nao inibe o
crescimento de tumor. Uma subsequente avaliagao clinica revelou especial valor da
asparaginase no tratamento de leucemia aguda.

Mashburn e Wriston (1964) demonstraram a atividade antileucémica
de asparaginase produzida por E. coli. Além da produgdo por E. coli, a atividade
antileucémica de asparaginase foi demonstrada por alguns outros micro-organismos
tais como Serratia marcescens, Erwinia carotovora e Erwinia aroideae (PETERSON,;
CIEGLER, 1969), Streptomyces albidoflavus (NARAYANA, 2008).

Em estudo realizado por Peterson e Ciegler (1969) foi observado
uma redugao de células tumorais em ratos com a aplicagdo de asparaginase obtida
por E. aroideae.

Atualmente, a asparaginase disponivel comercialmente possui duas
origens: E. coli e Erwinia (E. chrysanthemi e E. carotovora), embora outras
asparaginases bacterianas do género Erwinia tenham sido caracterizadas pela
expressdo heterdloga da enzima em células de E. coli (KRASOTKINA et al., 2004).
As formulagcbes enzimaticas apresentam mecanismos de acao e toxicidade
idénticos, embora suas propriedades farmacocinéticas sao distintas. As principais
drogas existentes no mercado s&o Elspar®, Crasnitin® e Kidrolase® (de origem de E.
coli) e Erwinase® (de origem de E. chrysanthemi) (DUVAL et al., 2002).

Entretanto, o atual uso de asparaginase de E. coli causa efeitos
colaterais téxicos em administracdo continua (PRAKASHAM et al., 2007; KOTZIA;
LABROU, 2005) e além, de ser de custo elevado de produgéo. Sendo assim, tem-se
despertado o interesse na busca de outros micro-organismos produtores dessa
enzima com menor toxidez bem como, capazes de usar matérias-primas de baixo

custo no processo de fermentacéo.
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Em 2007, Casotti et al. utilizaram garapa e extrato de levedura,
mateérias-primas de baixo custo da agroindustria, para produgao de asparaginase por
Z. mobilis CP4 e relataram uma produgao de atividade de 9,75 Ul/L da enzima
quando em presencga de extrato de levedura a 5,5 g/L e de asparagina a 1,0 g/L.

Camilios Neto et al. (2006) também usaram matérias-primas da
agroindustria (melago e extrato de levedura) para produzir asparaginase de Z.
mobilis. Estes autores obtiveram 19,90 UI/L de atividade enzimatica.

A producdo de asparaginase é dependente de diversas condigdes
nutricionais, dentre elas a fonte de nitrogénio e de carbono. Narayana et al. (2008)
estabeleceram como condigcdes Otimas para produgcdo de asparaginase por
Streptomyces abidoflavus. A atividade obtida foi de 5,93 Ul/mg, utilizando de extrato
de levedura (2%) e maltose (1%), pH 7,5 e temperatura de 35°C em um tempo de
fermentagao submersa de 72 horas.

E importante destacar o trabalho de Pinheiro (2001), que iniciou
estudos de fermentagédo da bactéria Z. mobilis visando a produgao de asparaginase,
utilizando meio sintético com asparagina como unica fonte de nitrogénio.

Abud (2005) também estudou a produgcdo de asparaginase por Z.
mobilis e verificou que utilizando a glicose como fonte de carbono, juntamente com
peptona, como fonte de nitrogénio, foi possivel obter atividade 6,50 Ul/g de células.

Abdel-Fattah e Olama (2002) conduziram o ensaio de fermentacao
para producao de asparaginase de P. aeruginosa em meio sintético, sem agitagao,
sem controle pH, a 30°C durante 16 horas. Esses autores obtiveram atividade
enzimatica de 142,8 Ul/g de células.

Minin e Alegre (1992) estudaram a producédo de asparaginase por
Erwinia aroideae em fermentacdes em batelada e mostraram que a concentracao
6tima de lactose € igual a 10 g/L, sendo que quantidades maiores podem levar a
inibicdo da sintese enzimatica. Quando foi adicionado asparagina ao meio de
crescimento, foi observado também uma melhora na produgdo de asparaginase e
nenhuma inibicdo do crescimento foi observada para concentragdes de asparagina
até 16 g/L. Os autores também observaram um aumento do pH durante a
fermentagdo como resultado da agdo da asparaginase sobre a asparagina, além de
observarem que o inicio da produg¢ao de asparaginase se inicia antes do comego da

fase de crescimento.
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Além do uso para tratamento antitumoral, recentemente na industria
de alimentos, asparaginase vem sendo utilizada para reduzir a formacgdo de
acrilamida. Alimentos fritos, particularmente a batata frita, bem como biscoitos
assados, conttm uma quantidade significativa de acrilamida (agente cancerigeno
formado pela reagdo de asparagina com agucares redutores). Uma alternativa para
reduzir a formagao deste composto em alimentos € o uso da L-asparaginase que
hidrolisa seletivamente o aminoacido L-asparagina em acido aspartico e amoénia
(AMREIN et al., 2001; ROSEN, 2002).

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

O delineamento fatorial de Box-Behnken é um modelo utilizado para
procedimentos de otimizagao. Consiste na repeticdo do ponto central para se medir
a variabilidade experimental, juntamente com um conjunto de pontos situados nos
pontos meédios de cada extremidade de um cubo multidimensional que define a
regido de interesse (BOX; BEHNKEN, 1960).

O delineamento de Box-Behnken é satisfatorio para exploragao de
superficies de resposta quadraticas e para construgao de modelos polinomiais de
segunda ordem, facilitando assim o processo de otimizagdo pelo pequeno numero
de ensaio necessarios (KARNACHI; KHAN, 1996).

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é atualmente um
conjunto de técnicas mais utilizado para otimizagdo pois apresenta eficiéncia,
simplicidade e uma completa teoria (BOX; DRAPER, 1987).

De acordo com Myers e Montgomery (1995), a metodologia de
superficie de resposta (MSR) é uma colecao de técnicas matematicas e estatisticas
que sao utilizadas para modelar e analisar problemas nos quais a resposta de
interesse € influenciada por muitas variaveis até obter um valor 6timo, e onde a
relacdo entre a varidavel de resposta e as varidveis independentes seja
desconhecida.

Abdel-Fattah e Olama (2002) conduziram o ensaio de fermentacéo
para producdo de asparaginase de P. aeruginosa e realizaram uma avaliagdo com
15 variaveis distintas para verificar quais eram mais significativas no processo de

otimizacao da cultura para a produgcao da enzima. Neste ensaio ficou estabelecido
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como condigdes ideais para obter uma atividade maxima da enzima de 142,8 Ul/g
de célula, o pH 7,9, caseina hidrolisada (3,1%) e agua de milho macerado (3,7%).

Gaurav e Kumar (2010) utilizaram o delineamento de Box-Benhken
para otimizacdo das condi¢des de cultivo para Pseudomonas sp K2 na producao de
asparaginase, onde obtiveram uma produ¢cdo maxima de 0,99 Ul/mL da enzima,
quando o meio estava a uma temperatura de 37°C, pH 9,0 e a concentracédo de
asparagina era de 2%. Os resultados experimentais obtidos demonstraram um bom
ajuste ao modelo proposto validando e proporcionando confiabilidade ao modelo.

Na produgdo de asparaginase por E. coli ATCC 11303 Kenari,
Alemzadeh e Maghsodi (2010) utilizaram a metodologia de superficie de resposta
para avaliar quais as condi¢cdes otimas de produgao de asparaginase por este micro-
organismo. Através da metodologia de superficie de resposta o meio com suas
condigdes otimizadas, contendo lactose 1,08%, triptona 1,79%, extrato de levedura
1,6%, fosfato de potassio 2% e asparagina 0,19%, possibilitou um aumento da
atividade de asparaginase de 0,1 para 1,03 Ul/mL quando comparado ao meio
basal. Metodologia estatistica também tem sido usada na produgao de asparaginase
de A. niger em fermentagdo em estado solido de torta de farelo de semente de
leguminosa (BABU et al., 2010). Enquanto que, Agarwal et al., (2011) otimizaram a
producdo de asparaginase Serratia marcescens quando estudaram as variaveis
asparagina, extrato de levedura, glicose e peptona.

Contudo a metodologia estatistica tem sido pouco usada em cultivos
de Z. mobilis utilizando substratos da agroindustria. Cazetta et al. (2005) conduziram
experimentos de Z. mobilis na fermentacdo de melago para a producédo de sorbitol.
Esses autores realizaram delineamento experimental e superficie de resposta para
estabelecer uma condig¢ao otimizada de producédo desse metabdlito. Ernandes et al.
(2010) testaram a produgao de etanol por Z. mobilis na fermentacdo de garapa e
outras variaveis. Esses autores seguiram planejamento fatorial do tipo 2”2 Vaheed
et al.,, (2011) utilizaram metodologia de superficie de resposta e Z. mobilis na
produgao de etanol de extrato agucarados de uma leguminosa nativa do oriente
médio (alfarroba).

Camilios Neto et al. (2006) foram os pioneiros no uso de métodos
estatisticos na producédo de asparaginase de Z. mobilis. Esses autores utilizaram as
variaveis melago, extrato de levedura e asparagina. Na condi¢gdo otimizada as trés

variaveis foram significativas. Enquanto que, Casotti et al. (2007) utilizaram garapa e
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extrato de levedura, como variaveis de um estudo estatistico, na produgao de
asparaginase por Z. mobilis. Esses autores verificaram que o uso de garapa implicou

em uma quantidade de extrato de levedura diferente de Camilios Neto et al. (2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

4.1.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi Zymomonas mobilis ATCC 35001

adquirido da Fundagao André Tosello (Campinas-SP).

4.1.2 Meio de Cultura

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados 2 tipos de meio:

preservacgao e fermentacgéo, cujas composi¢oes estdo descritas a seguir.

4.1.2.1 Meio de preservagao

A composicdo do meio de preservacdo de Z. mobilis esta

apresentada na tabela 1 abaixo.

Tabelal- Composi¢do do meio de preservacgio.

COMPONENTE CONCENTRACAO (g/L)
Glicose 10
Extrato de Levedura 5
Agar 15

4.1.2.2 Meio de fermentacao

A composicdo do meio de fermentagcao é apresentada na tabela 2, a

sequir:
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Tabela2 - Composi¢ao do meio de fermentacgao.

COMPONENTE CONCENTRACAO (g/L)
CaCl,.H,0 0,0025
NaCl 0,008
MgSO..7H,0 2,0
KH,PO, 3,5
Sacarose® 10,0; 20,0 e 30,0
Asparagina® 0,1;0,5e0,9
Extrato de Levedura® 0,5;10e1,5

? Delineamento fatorial, variaveis continuas nos niveis (-1; 0; +1).

4.2 METODOS
4.2.1 Preservagao do Micro-organismo

A bactéria Z. mobilis foi mantida em frascos com glicerol 30%,

armazenados em freezer (-10 a -30°C) e meio de preservagao (Tabela 1).

4.2.2 Preparo do In6culo

O micro-organismo mantido no meio de preservagao era repicado
para tubo de ensaio contendo o meio de fermentagcdo conforme Tabela 2, e

incubado a 30°C + 1 por 18 a 24 horas. Em seguida inoculado no biorreator.

423 Preparo de Meios de Cultura

Os componentes foram dissolvidos em &agua destilada
separadamente em grupos (sulfatos, fosfatos, cloretos, sacarose, asparagina e
extrato de levedura). As solugdes foram esterilizadas por 20 minutos a 121°C. A
solugéo de sacarose foi esterilizada por 45 minutos a 121°C, em volume de 6 litros e
contida em recipiente de 20 litros. Apés os meios estarem resfriados, os mesmos

foram misturados assepticamente.
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4.2.4 Biorreator

A fermentagcdo continua foi realizada em um biorreator com
capacidade de 0,5 L e volume de trabalho de 0,3 L com as seguintes caracteristicas:
didmetro de 10 cm, altura de 15 cm e saida lateral de 0,5 cm de didmetro localizado
na altura de 8 cm da base. O biorreator usado apresenta na tampas as entradas
para alimentacdo do sistema, sensor de aquecimento e termdémetro. O sistema foi
alimentado continuamente por meio de uma bomba peristaltica, com velocidade
ajustavel. As linhas de alimentacdo eram de silicone, autoclavaveis e o meio era
armazenado em um reservatorio de 20 L de capacidade cuja saida, do tipo “oliva”,
localizada na porgéo inferior. A temperatura foi controlada em 30°C + 1 e a agitagao
constante obtida pelo uso de agitador de bancada acoplado a uma barra magnética

localizada no interior do biorreator.

4.2.5 Fermentagao Continua

Primeiramente, a fermentacéo foi iniciada com o indculo preparado a
partir de transferéncias de diversas algcadas de células, do meio de preservacgao,
para frascos erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL do meio de fermentagao.
Estes frascos foram incubados a 30°C por 18-24 horas. Decorrido este tempo, a
cultura estando na sua fase exponencial de crescimento, foi transferida para o
biorreator contendo o meio de fermentagao.

As fermentagdes foram conduzidas em batelada por
aproximadamente 8 horas, até que a cultura atingisse a fase exponencial de
crescimento, apds o0 que, iniciava-se a alimentacido continua da cultura. O valor da
taxa de diluigdo empregada foi de 0,20 h™. Na ultima etapa, com o meio otimizado,

testaram-se as taxas de diluicdo 0,20; 0,25e 0,30 h™.

426 Coleta das Amostras

Uma aliquota de volume suficiente do fermentado foi coletada para
realizagao das analises. Sendo que 5 mL era usado para determinar a biomassa, e o0
restante centrifugado a 8000 rpm por 10 minutos, a 5°C. A biomassa era
ressuspendida em 1 mL de solugdo salina para posteriormente realizar

determinacao da atividade da asparaginase.
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4.3 MONTAGEM DOS EXPERIMENTOS
4.3.1 Delineamento Experimental

Foi utilizado um delineamento fatorial incompleto 32 (trés variaveis
em 3 niveis) de Box-Behnken, conforme Tabela 3. O programa computacional
utilizado para a analise estatistica foi Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

Tabela 3 - Delineamento experimental com os limites inferior e superior de cada
variavel testada.

_ X1 X, X3 Ex. Lev.? Sac® Asn®
Ensaios
Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas

1 -1 -1 0 0,5 10,0 0,5
2 1 -1 0 1,5 10,0 0,5
3 -1 1 0 0,5 30,0 0,5
4 1 1 0 1,5 30,0 0,5
5 -1 0 -1 0,5 20,0 0,1
6 1 0 -1 1,5 20,0 0,1
7 -1 0 1 0,5 20,0 0,9
8 1 0 1 1,5 20,0 0,9
9 0 -1 -1 1,0 10,0 0,1
10 0 1 -1 1,0 30,0 0,1
11 0 -1 1 1,0 10,0 0,9
12 0 1 1 1,0 30,0 0,9
13 0 0 0 1,0 20,0 0,5
14 0 0 0 1,0 20,0 0,5
15 0 0 0 1,0 20,0 0,5

@ Extrato de Levedura (g/L); ® Sacarose (g/L); ¢ Asparagina (g/L)

4.4  DETERMINAGOES ANALITICAS
4.4.1 Atividade de Asparaginase

Foram utilizados 2 tubos de ensaio, 0,1 mL da biomassa
ressuspendida em solucgao salina foi transferida em cada tubo adicionando 1,0 mL
da solugédo de asparagina a 0,04 M e 0,4 mL de tampéao Tris —HCI 0,05 M, pH 8,6.

Ambos os tubos, controle e teste, foram incubados em banho-maria a 37°C. No tubo
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controle, foi adicionado anteriormente a incubacao, 0,5 mL de acido tricloroacético
(TCA) a 1,5 M adicionar e na amostra teste, esta mesma solugcéo foi adicionada
apos 30 minutos de incubag&o para interromper a reagdo. Apos isso, centrifugou-se
por 20 minutos a 8000 rpm. Em 0,5 mL do sobrenadante adicionou-se 4,5 mL de
agua e 0,1 mL de reagente de Nessler. A mistura foi mantida em repouso por 15
minutos em temperatura ambiente e posteriormente realizou-se leituras em
espectrofotometro no comprimento de onda de 400 nm (PETERSON; CIEGLER,
1969).

A ambnia liberada foi determinada pelo método de Nessler,
baseando-se em uma curva padrao de sulfato de aménio e as absorvancias lidas no
comprimento de onda de 400 nm. A atividade de asparaginase € definida como a
quantidade da enzima necessaria para liberar 1 pmol de aménia por minuto a 37°C
em pH 8,6 (tampéo Tris-HCI 0,05 M) (PETERSON; CIEGLER, 1969).

4.4.2 Determinacédo da Biomassa

A biomassa obtida pela centrifugagao foi lavada, ressuspendida em
solugao salina (0,85%) e distribuida em aliquotas iguais de 1 mL em cadinho de
porcelana previamente aferidos. Concomitantemente a esse procedimento foram
realizadas diluicbes em série com uma das aliquotas e leituras espectrofotométricas
em comprimento de onda de 610 nm, utilizando solugao salina (0,85%) para zerar o
espectrofotdbmetro. Em seguida, os valores correspondentes ao peso seco (g/L) e
absorvancia foram plotados no grafico para construgdo da curva de calibragdo de

biomassa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdes deste trabalho estdo apresentados no

artigo submetido ao periédico Acta Scientiarum — Technology.
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RESUMO. A asparaginase é uma enzima usada em tratamento clinico como agente
quimioterapéutico e em tecnologia de alimentos na prevencdo de formagao de
acrilamida em alimentos fritos e assados. Asparaginase € industrialmente produzida
por micro-organismos, principalmente bactérias gram negativas. Zymomonas mobilis
€ uma bactéria gram negativa que utiliza glicose, frutose e sacarose como fonte de
carbono e é conhecida por sua eficiéncia para produzir etanol, sorbitol, levana, acido
gliconico e mais recentemente tem despertado interesse no uso desse micro-
organismo na producdo de asparaginase. Este trabalho teve como objetivo otimizar
a producao de asparaginase de Z. mobilis por fermentagdo continua, pelo uso do
delineamento experimental e da metodologia da superficie de resposta, testando as
variaveis: sacarose, extrato de levedura e asparagina. A condigdo 6tima alcangada,
com producéo de 117,45 UI/L foi na taxa de diluicido 0,20 h™", utilizando 0,5 g/L de
extrato de levedura, 20 g/L de sacarose e 1,3 g/L de asparagina. Observou-se que a
relacdo carbono:nitrogénio (1:0,025) exerceu forte influéncia na resposta da

atividade de asparaginase. A utilizagdo de Zymomonas mobilis por fermentagéo
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continua, utilizando compostos de baixo custo provenientes da agroindustria,
demonstrou ser uma alternativa promissora na produgdo biotecnoldgica desta

enzima.
Palavras — chave: asparaginase, Zymomonas mobilis, fermentacao continua.

ABSTRACT. Production optimization of Zymomonas mobilis asparaginase by
continuous fermentation. Asparaginase, an enzyme used in clinical treatment as a
chemotherapeutic agent and in food technology to prevent acrylamide formation in
fried and baked food. Asparaginase is industrially produced by microorganisms,
mainly gram negative bacteria. Zymomonas mobilis is a gram negative bacterium
that utilizes glucose, fructose and sucrose as carbon source and has been known for
its efficiency to produce ethanol, sorbitol, levan, gluconic acid and has recently
aroused interest to use this microorganism to produce asparaginase. This work has
aimed the optimization by experimental design and response surface methodology of
the production of Z. mobilis asparaginase by continuous fermentation. The studied
variables were: sucrose, yeast extract and asparagine. The optimized condition
acchivied 117.45 IU/L when dilution rate of 0.20 h™, yeast extract 0.5 g/L, sucrose 20
g/L and asparagine 1.3 g/L were used. It has observed that the ratio carbon:nitrogen
(1:0,025) strongly influenced the response of asparaginase activity. The use of
Zymomonas mobilis by continuous fermentation, using low cost agroindustrial
materials, has shown to be a promising alternative for biotechnological production of

this enzyme.

Keywords: asparaginase, Zymomonas mobilis, continuous fermentation, Box-

Behnken, antitumor activity.

Introducéo

A asparaginase (asparagina amidohidrolase EC 3.5.1.1) hidrolisa o
aminoacido asparagina em acido aspartico e aménia. Asparaginase € uma enzima
intracelular produzida por diversos micro-organismos, incluindo bactérias gram
negativas, micobactérias, leveduras e fungos, bem como extraida de plantas e do
plasma de certos vertebrados. Foi a primeira enzima com atividade antitumoral
extensivamente estudada em seres humanos (MALADKAR, SINGH e NAIK, 1993). A
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bactéria E. coli produz asparaginase que possui atividade antitumoral (MULLER;
BOOS, 1998), Contudo quando utilizada continuamente causa efeitos colaterais
toxicos (PRAKASHAM et al., 2007; KOTZIA; LABROU, 2005) e além de ter um custo
de producéo elevado.

Além do uso para tratamento antitumoral, recentemente asparaginase
comegou a ser usada em tecnologia de alimentos, na reducdo da formacédo de
acrilamida (composto toxico carcinogénico) em alimentos fritos e assados (AMREIN
et al., 2001; ROSEN, 2002).

Sendo assim, tem-se despertado o interesse na busca de outros micro-
organismos produtores dessa enzima com menor toxidez bem como, capazes de
utilizar matéria-prima de baixo custo no processo de fermentacgao.

Entre os micro-organismos extensivamente estudados nos ultimos anos e
que tem despertado interesse biotecnoldgico, encontra-se a bactéria Zymomonas
mobilis que além de produzir etanol, apresenta potencial para a produgao de
asparaginase, assim como, levana, sorbitol (ERNANDES et al., 2010) e acido
gliconico (SILVEIRA et al., 1999). Z. mobilis € uma bactéria gram negativa que utiliza
glicose, frutose e sacarose como fonte de energia (SWINGS ; DE LEY,1977). O
catabolismo de carboidratos e producédo de etanol ocorre através da via de Entner-
Doudoroff (SPRENGER, 1996).

Dentre os processos fermentativos, a fermentacdo continua possibilita a
obtencdo dos maiores valores de producédo e produtividade e na producdo de
asparaginase de Z. mobilis, para minimizar os custos, compostos provenientes da
agroindustria (sacarose e extrato de levedura) constituem uma alternativa a ser
avaliada na composi¢cao do meio de cultivo.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi otimizar a produgcéo de asparaginase de
Z. mobilis por fermentagao continua, pelo uso do delineamento experimental e da
metodologia da superficie de resposta, testando as variaveis: sacarose, extrato de

levedura e asparagina.

Material e métodos
Micro-organismo e meios de cultura

Foi utilizado Zymomonas mobilis ATCC 35001 mantida em meio inclinado
contendo glicose (10 g/L), extrato de levedura (5 g/L) e agar (15 g/L) e armazenada

em geladeira (2 a 8°C).
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A composicao do meio de fermentagao esta apresentada na Tabela 1. Os
componentes eram solubilizados em agua destilada e esterilizados separadamente
em grupos (sulfatos, fosfatos, cloretos, sacarose, asparagina e extrato de levedura)

e misturados assepticamente.

Tabela 1 - Composi¢cao do meio de fermentacao.

COMPONENTE CONCENTRACAO (g/L)
CaCl,.H,0 0,00025
NaCl 0,008
MgSO..7H,0 2,0
KH,PO, 3,5
Sacarose?® 10,0; 20,0 e 30,0
Asparagina® 0,1;0,5e0,9
Extrato de Levedura® 0,5:;10e1,5

?De acordo com delineamento fatorial (tabela 2).

Fermentacdo Continua

O cultivo continuo foi realizado em um reator com capacidade de 0,5 L e
volume de trabalho de 0,3 L. A temperatura era controlada em 30°C £ 1 e a agitagéo
constante. O cultivo era alimentado continuamente com meio novo autoclavado
(proveniente de um reservatorio) pelo uso de bomba peristaltica, de velocidade
ajustavel. A principio, as fermentagdes foram conduzidas em batelada por
aproximadamente 8 horas, até que a cultura atingisse a fase exponencial de
crescimento, apds o que, iniciava-se a alimentacido continua da cultura. O valor da
taxa de diluicdo empregada foi de 0,20 h™' na fase de teste das variaveis. Na etapa
de producdo volumétrica, com o meio otimizado, testaram-se as taxas de diluigao
0,20; 0,25 e 0,30 h™.

Determinacdes Analiticas

A atividade de asparaginase foi determinada de acordo com Peterson e
Ciegler (1969), considerando-se uma unidade de asparaginase (Ul) a quantidade da
enzima necessaria para liberar 1 ymol de aménia por minuto a 37°C em pH 8,6
(tampao Tris-HCI 0,05 M). A atividade de asparaginase foi expressa em Ul/L de

fermentado. A biomassa foi estimada espectrofotometricamente em comprimento de
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onda de 610 nm e o peso seco correspondente foi obtido a partir de uma curva de

calibracao.

Delineamento experimental

A avaliagao das diferentes condi¢des para produgao de asparaginase por
Z. mobilis foi conduzida de acordo com o modelo proposto por Box-Behnken (1960),
(delineamento fatorial incompleto 32 com 3 repeticées no ponto central). As variaveis
utilizadas foram: concentracdo de extrato de levedura (X4), concentragdo de
sacarose (X2) e concentragdo de asparagina (Xs3), (Tabela 2). Para as analises

estatisticas utilizou-se o programa computacional Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

Tabela 2 - Delineamento de Box-Behnken com os niveis de variagdo das variaveis

testadas.

Ensaios X1 X5 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

L . Niveis de variacéo
Variaveis originais

-1 0 1
X4 Extrato de Levedura (g/L) 0,5 1,0 1,5
X, Sacarose (g/L) 10 20 30

Xz Asparagina (g/L) 0,1 0,5 0,9
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Resultados e discussao

O delineamento experimental fatorial tem sido utilizado por diversos autores
em estudos na produgdo de asparaginase por Zymomonas mobilis (CAMILIOS
NETO et al.,, 2006 e CASSOTI et al.,, 2007) e outros micro-organismos (ABDEL-
FATTAH; OLAMA 2002; GAURAV; KUMAR 2010; KENARI, ALEMZADEH E
MAGHSODI 2010; BABU et al., 2010; AGARWAL et al. 2011).

Na tabela 3 apresentada, encontra-se a matriz do delineamento utilizado
neste trabalho juntamente com os valores experimentais obtidos para a atividade de
asparaginase. Observa-se que o0 ensaio 7, cujas concentragcdes de extrato de
levedura, sacarose e asparagina foram 0,5; 20 e 0,9 g/L, respectivamente,
apresentou maior atividade enzimatica de 99,09 Ul/L. A maior concentracdo de
asparagina, foi um fator que proporcionou melhores valores de atividade da
asparaginase. A presenca do aminoacido asparagina, relacionado com a produgao
de asparaginase foi demonstrada pelos trabalhos pioneiros de Galani, Drainas e
Typas (1985). Esses autores conduziram fermentacdo submersa por Zymomonas

mobilis em meio de cultivo na presenga e auséncia de asparagina.

Tabela 3 - Matriz contendo ensaios numerados, variaveis decodificadas e resultados
obtidos de asparaginase.

Variaveis Decodificadas Atividade
Ensaios Extrato de Asparagina  Asparaginase (Ul/L)
Sacarose (g/L)
Levedura (g/L) (g/L)
1 0,5 10 0,5 4,69
2 1,5 10 0,5 21,19
3 0,5 30 0,5 12,55
4 1,5 30 0,5 78,96
5 0,5 20 0,1 17,33
6 1,5 20 0,1 24,00
7 0,5 20 0,9 99,09
8 1,5 20 0,9 26,37
9 1,0 10 0,1 7,44
10 1,0 30 0,1 55,19
11 1,0 10 0,9 14,47
12 1,0 30 0,9 58,00
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13 1,0 20 0,5 49,45
14 1,0 20 0,5 46,21
15 1,0 20 0,5 44,20

Na tabela 4, sdo demonstrados os quatro resultados obtidos nos ensaios
cuja concentracado de asparagina esteve no limite superior da condi¢ao testada (0,9
g/L). Sdo também mostradas as quantidades usadas de extrato de levedura e

sacarose bem como biomassa e a proporcao de extrato de levedura e sacarose.

Tabela 4 - Variaveis decodificadas e resultados obtidos.

Extrato de
_ Sacarose Asparaginase Biomassa
Ensaio Levedura EL:S*
(g/L) (UI/L) (mg/mL)
(/L)
0,5 20 99,09 38,33 0,025
1,5 20 26,37 20,41 0,075
11 1,0 10 14,47 11,93 0,1
12 1,0 30 58,00 33,79 0,033

*EL:S — Proporgao de extrato de levedura:sacarose

O ensaio 11 obteve o0 menor desempenho de Z. mobilis nos valores de
atividade enzimatica e biomassa. A combinacdo das variaveis testadas, neste
ensaio, caracterizou que este foi um meio de cultivo de baixo rendimento e a
fermentacao nao foi satisfatéria. Os ensaios 8 e 12, de desempenho progressivo
(atividade de asparaginase de 26,37 e 58,00 UI/L, respectivamente) indicaram que a
relacdo ideal entre sacarose e extrato de levedura estaria em uma quantidade de
extrato de levedura cada vez menor. Dessa maneira, o ensaio 7 estabeleceu, dentre
essas quatro variacbes de cultivo testadas, que a relacdo ideal foi 1:0,025
(sacarose:extrato de levedura). Outra observagdo € que quanto maior a atividade
enzimatica, maior o valor de biomassa.

Em trabalhos anteriores foi observado que a relagao fonte de carbono :
extrato de levedura exerceu forte efeito na resposta da atividade enzimatica. O
trabalho de Camilios Neto et al., (2006) obteve valor maximo de asparaginase de Z.
mobilis de 16,55 UI/L. Esses autores usaram como variaveis diferentes

concentragbes de melago e extrato de levedura. Esses valores inferiores de
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asparaginase parecem estar influenciados pela elevada concentragao de agucares
redutores totais do melaco. Lee et al., (1979) reportaram que o uso de glicose em
elevadas concentragdes, conduziam a fermentagdes incompletas pois o agucar nao
era totalmente metabolizado. Além disso, os minerais presentes no melago poderiam
ter inibido o crescimento (DIAZ et al., 1991), particularmente os sais de magnésio e
potassio encontrados nesse substrato (LAWFORD et al., 1982). Casotti et al., (2007)
utilizaram como variaveis garapa e extrato de levedura em elevadas concentragdes
e asparagina a 1,0 g/L. Esses autores obtiveram 9,75 UI/L como a melhor atividade
de asparaginase. Esse resultado reflete que, embora a garapa e o extrato de
levedura sejam substratos ricos e constituem excelente meio para crescimento de
micro-organismos, n&o favoreceram a produgdo de asparaginase, apenas
estimularam a fermentagdo alcodlica (consumo de agucar de 90%) e produgao de
biomassa.

Os resultados da atividade foram analisados pela metodologia de superficie
de resposta (Figura 1) (STATISTICA 7.0) da qual obteve-se a seguinte equagdo
ajustada para o modelo utilizando o delineamento fatorial incompleto 32:

Y, = 452067 + 0,1213X; + 2,4988X, + 12,3375X3 - 10,6758X:> — 5,1858X,2 +
3,1967X5% + 12,4750X1X; — 23,8175X1X3 + 8,1775 Xy X3, onde:
Y1: Representa a atividade esperada de asparaginase; X1 a concentracdo de extrato

de levedura; X, a concentragdo de sacarose e X3 a concentragao de asparagina.

Figura 1 - Grafico da superficie de resposta da atividade de asparaginase.

Superficie de Resposta

gl SETMNR
B
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O grafico de superficie de resposta indica que para aumentar a atividade
de asparaginase, a concentracdo de sacarose e extrato de levedura devem
permanecer no nivel inferior, enquanto que a quantidade de asparagina deve ser
aumentada.

Para avaliar a etapa de producao volumétrica, um ensaio foi conduzido
com a concentragao de asparagina em 1,3 g/L em diferentes taxas de diluicado: 0,20;

0,25e 0,30 h™'. Na tabela 5 s3o demonstrados os resultados obtidos.

Tabela 5 - Valores obtidos em cultivo otimizado de Z. mobilis em diferentes taxas de

dilui¢ao.
D (h™) Biomassa Asparaginase Caldo Produtividade
(mg/mL) (UIIL) Fermentado (Ul/L/n)
(mL)
0,20 42,51 117,45 60 7,05
0,25 32,77 86 75 6,45
0,30 30,68 60 90 5,40

Na taxa de diluicdo de 0,20 h™',0s valores de atividade e produtividade
foram 15,6% superiores, porém em igual volume de fermentado produzido,
daqueles obtidos do ensaio 7, que usou quantidade menor de asparagina. Esses
resultados confirmam que o aumento de asparagina estimula a atividade de
asparaginase.

Contudo valores de atividade, biomassa e produtividade diminuem com o
incremento da taxa de diluicdo. Valores de taxa de diluicdo que excedam a taxa de
crescimento maxima do micro-organismo conduzem a diminuicdo de biomassa.
Esses dados caracterizam lavagem celular, uma vez que, o micro-organismo nao

conseguia reproduzir-se na mesma velocidade de renovagéo do meio de cultura.

Concluséo

Entre as condi¢cdes avaliadas a melhor producao de asparaginase de 117,45
UI/L ocorreu quando o meio em suas condigdes 6timas continha extrato de levedura
0,5 g/L, sacarose 20 g/L e asparagina 1,3 g/L. Valores superiores de 0,20 h™ na taxa
de diluicdo provocaram queda em todos os pardmetros de produgdo. Foi possivel
observar que a relagao carbono : nitrogénio exerceu forte influéncia na resposta da

atividade de asparaginase e que a melhor proporgéo observada foi de 1:0,025.
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