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RESUMO

Metabolitos secundarios de origem microbiana séo alvo de diversas pesquisas na area
biotecnolégica e desempenham importantes funcGes, principalmente na industria
farmacéutica. Actinobactérias, sao micro-organimos ubiquos, que integram o grupo de
bactérias gram positivas. Entre as enzimas extracelulares produzidas por
actinobactérias, destacam-se a L-asparaginase e L-glutaminase, ambas com grande
potencial antitumoral. A L-asparaginase, enzima produzida por micro-organismos, ha
décadas, é usada como principio ativo de medicamentos para o tratamento médico de
alguns tipos de linfomas, como a leucemia linfoide aguda. A L-glutaminase, tem sido
aplicadas como potencial antitumoral, intensificador de sabor, util como biossensores e
também na fabricacdo de produtos quimicos especiais por transformacdes enzimaticas.
O objetivo geral deste trabalho foi otimizar a producéo das enzimas L-asparaginase e L-
glutaminase excretadas por actinobactéria isolada da rizosfera da Poincianella
pyramidalis bem como identificar morfologicamente a actinobactéria. No
melhoramento de condicOes da producgédo da L-sparaginase, o melhor resultado obtido na
dosagem enzimatica foi no ensaio com concentracdo de 1,5%, pH 4,2 a 44 °C. Em
relacdo a dosagem proteica foi detectado 0,432 pug/mL, nas condi¢cbes com concentracao
de 1,5%, pH 7,8 a 33 °C. No que diz respeito a otimizacdo da producdo e caracterizacdo
parcialmente a enzima L-glutaminase, a melhor atividade foi constatada no ensaio com
concentracdo de 1,5%, pH 7,0 a 44 °C. A andlise da variancia resultou na determinagdo
de R2 de 99,84%. O estudo dos principais efeitos e suas intera¢cbes mostrou que todos 0s
fatores testados foram significantes. Na caracterizacdo enzimatica foram obtidos o pH
6timo 8,0 e a temperatura 6tima 37°C. L-glutamina e o &cido glutamico foram tidos
como excelentes substratos. A atividade enzimética foi aumentada pela adigdo de ions,
tais como MnCI2 e MgCI2, mas foi diminuida quando outros, como ZnSO4 foram
usados, demonstrando que a atividade da enzima é suscetivel a alteracBes diante da
adicdo de ions metalicos.A analise estatistica das variaveis e a andlise da variancia
(ANOVA) dos resultados obtidos foram avaliadas através do programa Statistica,
versdo 7.0 (StatSoft Co., USA). Os resultados obtidos neste trabalho, foram relevantes
para a area biotecnoldgica, trazendo dados sobre o modelos de producdo e

caracterizagdo, além de reforcar a importancia de pesquisar novas fontes microbianas,



tais quais actinobacterias, para a exploracdo de novos metabdlitos secundarios.

Palavras-chaves: Actinobactérias. L-asparaginase. L-glutaminase.



ABSTRACT

Secondary metabolites of microbial origin are the subject of several researches in the
biotechnology area and play important roles, mainly in the pharmaceutical industry.
Actinobacteria, are ubiquitous microorganisms, which are part of the group of gram
positive bacteria. Extracellular enzymes produced by actinobacteria include L-
asparaginase and L-glutaminase, both of which have a high antitumor potential. L-
asparaginase, the enzyme produced by microorganisms for decades, is used as an active
drug for the medical treatment of some types of lymphomas, such as acute lymphoid
leukemia. L-glutaminase has been applied as an antitumor potential, flavor enhancer,
useful as biosensors and also in the manufacture of special chemicals by enzymatic
transformations. The general objective of this work was to optimize the production of
the L-asparaginase and L-glutaminase enzymes excreted by actinobacteria isolated from
the rhinoceros of Poincianella pyramidalis as well as morphologically identify the
actinobacteria. In the improvement of L-sparaginase production conditions, the best
result obtained in the enzymatic dosage was in the 1.5% concentration test, pH 4.2 at 44
° C. Regarding protein dosage, 0.432 ng / mL was detected, under conditions of 1.5%
concentration, pH 7.8 at 33 ° C. As regards the optimization of production and partial
characterization of the enzyme L-glutaminase, the best activity was observed in the
assay with a concentration of 1.5%, pH 7.0 at 44 ° C. The analysis of the variance
resulted in the determination of R? of 99.84%. The study of the main effects and their
interactions showed that all factors tested were significant. In the enzymatic
characterization, the optimum pH 8.0 and the optimum temperature were obtained 37 °
C. L-glutamine and glutamic acid were considered as excellent substrates. The
enzymatic activity was increased by the addition of ions, such as MnCI2 and MgCI2,
but was decreased when others, such as ZnSO4, were used, demonstrating that the
activity of the enzyme is susceptible to changes due to the addition of metallic ions. the
analysis of variance (ANOVA) of the obtained results was evaluated through the
program Statistica, version 7.0 (StatSoft Co., USA). The results obtained in this work
were relevant to the biotechnology area, bringing data about the production and
characterization models, besides reinforcing the importance of researching new

microbial sources, such as actinobacteria, for the exploration of new secondary



metabolites.

Key-words: Actinobacteria. L-asparaginase. L-glutaminase.
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1 INTRODUCAO

No Brasil 12% de seu territdrio é constituido por uma regido semiarida, em que
predomina o bioma Caatinga. A Caatinga (ou "mata branca", no idioma Tupi) € 0 Unico
bioma exclusivo brasileiro, com uma area de aproximadamente 800 mil km? (Mamede e
Araujo, 2008). Lima e Rodal (2010) afirmam que as condi¢des semiaridas influenciam
fortemente o aparecimento de estratégias ecologicas, possibilitando maior eficiéncia
fisiologica de tolerar a sazonalidade da disponibilidade de &gua. Entre as plantas que
compde a flora da caatinga, a Poincianella pyramidalis Tul. € uma espécie endémica da
regido Nordeste do Brasil, popularmente conhecida como “catingueira™ partes dessa
planta, especialmente sua casca interna ou folhas, sdo usadas tradicionalmente por seus
efeitos anti-inflamatério, diurético, dispepsia, digestivo, antipirética, e efeitos
expectorantes. (Queiroz, 2009; Santos et al, 2012).

O solo dentre todos os habitats terrestres, abriga a maior diversidade de espécies
microbianas (Moreira; Siqueira, 2006). A rizosfera do solo da Caatinga é caracterizada
por uma comunidade microbiana selecionada (Deangelis et al, 2008). Actinobactérias
fazem parte dessa comunidade e colaboram no desenvolvimento de plantas; com isso, a
presenca desses micro-organismos na rizosfera é de extrema importancia. Contudo,
existem poucos estudos relacionados a rizosfera da P. pyramidalis.

Grande parte das actinobactérias, em relacdo a fisiologia e ecologia, sdo organismos
aerobicos livres, amplamente distribuidos em ecossistemas terrestres e aquaticos
(incluindo marinhos). Além disso, elas podem ser heterotréficos ou quimioautotréficos,
mas predominam os quimioheterotréficos. Estes micro-organismos sdo capazes de usar
uma ampla variedade de fontes nutricionais, incluindo varios polissacarideos complexos
(Barka et al., 2016).

As actinobactérias sdo eficientes produtoras de metabdlitos secundarios; desde a
descoberta do antibiotico actinomicina, foram obtidas diversas outras moléculas. N&o
obstante a producdo de antibidticos, sdo também provenientes outras moléculas,
enzimas extracelulares industrialmente importantes, antioxidantes, herbicidas,
antifngicos, antivirais e farmacos com potencial antitumoral (Trujillo, 2008). Em
relacdo a obtencdo de enzimas industriais, a producdo da enzima L-asparaginase, tem

ganhado destaque entre as demais.
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A enzima L-asparaginase (L-asparaginase amidohidrolase, EC 3.5.1.1) é tida como
um excelente antitumoral. Essa enzima hidrolisa L-asparagina em L-aspartato, com a
liberagdo de uma molécula de amdnia. Além disso, essa enzima tem sido utilizada tanto
no tratamento do cancer quanto na industria alimentar (Gesto et al., 2013). A acéo
clinica dessa enzima é atribuida a reducdo de L-asparagina, uma vez que as células
tumorais sdo incapazes de sintetizar esse aminodcido, seletivamente mortas pela
privacdo da L-asparagina (Siddalingeshwara K.G. & Lingappa K. 2011).

A L-glutaminase é uma enzima (L-glutamina amidohidrolases EC 3.5.1.2) que
catalisa a hidrdlise de L-glutamina em acido glutamico. Esta enzima pode ser obtida de
fontes microbianas, vegetais e animais. As L-Glutaminases provinientes de fontes
microbianas tem sido aplicadas como um potencial antitumoral na industria
famacéutica, intensificador de sabor na industria alimenticia, Gtil como biossensores e
também na fabricacdo de produtos quimicos especiais por transformacfes enzimaticas
(Unissa et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Otimizar a producdo das enzimas L-asparaginase e L-glutaminase excretadas
por actinobactéria isolada da rizosfera da Poincianella pyramidalis bem como
identificar morfologicamente a actinobactéria.

2.2 Objetivos especificos

e Otimizar a producdo de L-asparaginase extracelular e L- Glutaminase de
actinobactéria isolada da rizosfera da Poincianella pyramidalis;

e Caracterizar o complexo enzimatico de L-glutaminase;
e Produzir a L-glutaminase nas condigdes otimizadas em biorreator;

¢ Identificar morfoldgicamete a actinobactéria.
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3 ARTIGO 1

Revisao de literatura

Actinobactérias como produtoras de enzimas terapéuticas

Artigo a ser submetido a revista Ciéncia e Natura
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Resumo

Actinobactérias, sdo micro-organimos ubiquos, que integram o grupo de bactérias gram
positivas. Organismos com a morfologia bastante variada, as actinobactérias sao
encontradas em formas cocoides, fragmentadas ou com micélio ramificado. Elas sdo
consideradas uma das principais fontes para producdo de antibidticos, mas a
importancia destas bactérias, ndo se resume a area farmacéutica. As actinobactérias séo
capazes de produzir inameros metabdlitos secundarios, tais como antibioticos, enzimas
extracelulares, herbicidas, antifungicos e antivirais. Entre as enzimas extracelulares
produzidas por actinobactérias, destacam-se a L-asparaginase e L-glutaminase, ambas
com grande potencial antitumoral. Muitas pesquisas estdo sendo voltadas para o rastreio
de actinobactérias e o estudo de condicBes fermentativas para producdo de novos
compostos bioativos, que podem resultar na descoberta de importantes enzimas
terapéuticas.

Palavras chaves: Metabdlitos secundarios, I-asparaginase, I-glutaminase.

Abstract

Actinobacteria, are ubiquitous microorganisms, which are part of the group of gram
positive bacteria. Organisms with a very varied morphology, actinobacteria are found in
cocoid, fragmented or branched mycelium forms. They are considered one of the main
sources for antibiotic production, but the importance of these bacteria, is not restricted
to the pharmaceutical area. Actinobacteria are capable of producing numerous
secondary metabolites, such as antibiotics, extracellular enzymes, herbicides,
antifungals and antivirals. Extracellular enzymes produced by actinobacteria include L-
asparaginase and L-glutaminase, both of which have a high antitumor potential. Much
research is being done to screen for actinobacteria and study fermentative conditions for
the production of new bioactive compounds, which may result in the discovery of
important therapeutic enzymes.

Key words: Secondary metabolites, I-asparaginase, I-glutaminase.
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1 Introducéo

As actinobactérias compdem o grupo de bactérias gram-positivas que possuem uma
elevada quantidade de guanina (G) e citosina (C) em seu genoma (>55 mol%,; Ensign,
1992; Shivlata;Satyanarayana, 2015 ). O teor de GC é uma medida rudimentar da
relacdo dos micro-organismos, mas ainda € Util para diferenciar grandes divisfes
filogenéticas. Eles exibem uma ampla gama de ciclos de vida, que séo unicos entre 0s
procariotas (Chavan; Mulaje; Mohalkar, 2013). S&o organismos que variam em forma
de organismos unicelulares para filamentos que se ramificam formando o micélio. As
actinobactérias sdo encontradas em uma vasta gama de ambientes ecologicos,
normalmente de vida livre e apresentam diferentes morfologias, variando de cocdides
(Micrococcus), rod-coccoide (Arthrobacter), fragmentadas em formas de hifas
(Nocardia) e também aqueles com micélio ramificado (Streptomyces) (Trujillo, 2008).

O filo Actinobacteria, representa uma das linhagens mais primitivas entre o0s
procariontes (Koch, 2003) e altuamente configura entre as principais linhagens
reconhecidas no dominio das bactérias, abrangendo 5 subclasses, 6 ordens e 14
subordens. Os géneros deste filo exibem enorme diversidade em termos de sua

morfologia, fisiologia e capacidades metabolicas (Ludwig et al., 2012).

As actinobactérias, eram antes tradicionalmente consideradas formas de transicdo
entre fungos e bactérias. Na verdade, eram confundidas especificamente falando, com
os fungos filamentosos por muitas delas produzirem micélio e até mesmo reproduzirem-
se por esporulacdo. O proprio nome actinobactéria, remete aos fungos, pois a forma de
crescimento com combinacdo de extensdo da ponta e ramificacdo das hifas lhes deu o
nome que deriva das palavras gregas para raio (aktis ou aktin) e Fungos (mukes) (Barka
et al., 2015).

H& muito anos, actinobactérias vem sendo usadas comercialmente para producéo de
compostos bioativos, de alto valor industrial, tais como farmacos, enzimas, agentes
antitumorais, inibidores enzimaticos e entre outros (Remya;Vijayakumar, 2008). Por

este motivo, actinobactérias tornaram-se alvo dos pesquisadores interessados na
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producdo de novos compostos bioativos. Grande parte dos géneros de actinobactérias
possuem capacidade de producdo de enzimas e produtos que séo aplicados em industrias
biotecnoldgicas e campos biomédicos. O advento do genoma e dos dados de
sequenciacdo de proteinas, com informacdes vitais disponiveis, possibilitou que os
actinomicetos sejam continuamente utilizados na producdo de proteases, celulases,
quitinases, amilases, xilanases, asparaginases entre outras enzimas (Prakash et al.,
2013).

2 ldentificacdo Morfoldgica de Actinobactérias

Actinobactérias podem ser caracterizadas de forma morfoldgica, fisioldgica,
bioquimica e também por métodos moleculares. A maioria das actinobactérias sdo
inicialmente caracterizadas com base na sua morfologia para fornecer informacdes com
profundidade sobre sua taxonomia. S&o parédmetros importantes na classificagdo
morfologica, segundo Jiang et al. (2016) : a cor do micelio, o modo de crescimento e da
quebra do micélio e substrato, a posicdo do esporo, 0 niUmero de esporos, as estruturas
superficiais formadas pelo micélio, a forma dos esporangios ou se apresentam

esporangiosporos flagelados.

Os métodos morfologicos podem ser classificados em macroscopicos ou
microscopicos (Mangamuri et al., 2012). O método morfolégico microscopico, possui
diferentes metodologias, que variam de autor para autor, mas todas elas tem como
escopo principal a visualizagdo dos micélios, estutura, fragmentacdo e cadeia de esporos
das colbnias. Mangamuri et al. (2012), utlizaram o método de cultura de laminas
(Williams e Cross, 1971), onde a estrutura do micélio, cor e disposicdo dos esporos no
micélio foram observados através de microscépio invertido. Taddei et al. (2006),
realizaram segundo técnica de Shirling e Gottlieb (1966), que consiste em inocular o
micro-organismo em estrias nos meios de cultura solido e, em seguida, inserir laminulas
com inclinacdo de 45° sobre a estria, de forma a induzir o crescimento do micélio aéreo
sobre a laminula para observacdo microscépica em objetiva com o aumento de 40 vezes,

técnica esta,esquematizada na figura 1.
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Figura 1 — Esquema da técnica do microcultivo para identificagdo de actinobactérias
segundo Shirling e Gottlieb, 1966.
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primeira laminula e
colocada em uma lamina

Fonte: Autor (2017)

No método macroscopico sdo predominantemente usados diferentes meios de
ISP- ISP - ISP 2, ISP 3, ISP 4, ISP 5 e ISP 6, para analisar a capacidade do crescimento
em diferentes meios, a cor dos micélios aéreos e dos substrato, além da producgéo de

pigmentos.

3 Enzimas

As enzimas sdo 0s biocatalisadores que desempenham um papel indispensavel
em todos os estagios do metabolismo e rea¢Ges bioquimicas dos seres vivos. A
utilizacdo de enzimas foi constatada desde os egipcios antigos na preservacdo de
alimentos e bebidas, porém apenas em 1877 que surgiu a terminologia cientifica desta
biomolécula, pelo professor fisiologistaWilhelm Friedrich Kihne, a palavra vem (do
grego en = dentro zyme = levedura) para designar as substancias contidas nos extratos
de levedura usados em fermentacdo (Gurung et al., 2013). As enzimas estdo sendo
utilizadas direta ou indiretamente pela humanidade ha milhares de anos, mas sua
importancia sé foi reconhecida em meados do século XIX, quando cientistas
descobriram como elas atuam. Os principais marcos foram o desenvolvimento de
métodos para o isolamento e purificagdo enzimatica, a constatacdo de que as enzimas

sdo proteinas com atividade bioquimica e sua caracterizagdo por técnicas de difracdo de
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raios X (Martinez cuesta et al., 2015).

Algumas enzimas sdo de interesse especificos e desta forma sdo direcionadas para
uso em numerosos processos de escala industrial, como catalisadores (Nigam, 2013).
Para estes processos industriais comerciais, muitas enzimas de fontes microbianas ja
estdo sendo usadas. De acordo com Anbu et al. (2013) as enzimas microbianas sdo mais
ativas e estaveis do que as enzimas vegetais e animais. Além disso, 0s micro-
organismos representam uma fonte alternativa de enzimas porque podem ser cultivados
em grandes quantidades em curto espaco de tempo por fermentacdo por causa de sua

diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulagdo de genes.

O mercado de enzimas industriais € um dos setores geradores de recursos
financeiros no mundo. O mercado global de enzimas industriais evoluiu continuamente
devido a numerosas fusGes e aquisicbes. No ano de 2011, gigantes da industria
enziméatica como Novozymes e DuPont ocuparam quotas de mercado de 47% e 21%,
respectivamente (Prakash et al., 2013). Pesquisadores estdo a procura de
microorganismos selecionados, que podem ser bactérias, fungos e leveduras, para que
eles possam ser estudados em relacdo a bio-sintese de metabdlitos secundarios, assim
como também a viabilidade das preparacfes para aplicacbes comerciais (Pandey et al.,
1999; Nigam, 2013).

As actinobactérias, micro-organimos ubiquos, estdo relacionados com a
producdo de uma vasta gama de enzimas com aplicabilidade em indutrias tecnoldgicas.
Na verdade, desde a descoberta da actinobactéria em 1940, mais de 20.000 metabdlitos
secundarios foram obtidos a partir dessas bactérias (Lazzarini et al., 2001; Barka et al.,
2015). Além de antibidticos, as actinobactérias produzem enzimas extracelulares
industrialmente  importantes, herbicidas, antifingicos, antivirais e drogas
anticanceriginas. Actinobactérias sdo um reservatorio de importantes enzimas e
metabolitos devido ao seu versatil repertorio genético. Contudo, existem géneros pouo
explarados e ndo manipulados para fins de pontecial biotecnoldgicos e potencial
(Prakash et al., 2013).
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4 Enzimas Terapéuticas

As enzimas voltadas para uso clinico apresentam caracteristicas que as
diferenciam de outros tipos de farmacos tais como especificidade, maior afinidade, alta
eficiéncia catalitica. Além disso, podem ser empregadas em muitas conversfes quimicas
e na aceleracdo de processos metabolicos importantes (Mane; Tale, 2015). De acordo
com Vellard (2003) o conceito de enzimas terapéuticas tem sido usado hd mais de 40
anos, citando como exemplo, uma enzima como parte da terapia de substituicdo para
deficiéncias genéticas utilizadas na década de 1960 por de Duve. Entretanto, Sabu et al
(2005) relata que John Beard, um cientista inglés, descreve o primeiro uso de enzimas
para tratar o cancer em 1902, onde prop0s que as enzimas proteoliticas pancreaticas
desempenhavam além de sua func¢do digestiva bem conhecida, a principal defesa contra

0 cancer.

As enzimas terapéuticas possuem uma ampla variedade de usos especificos,
como oncoliticos (pepsina), tromboliticos (trobominase), enzimas com capacidade de
reduzir aminoacidos (l-asparaginase, I-glutaminase), enzimas redutoras de
macromoléculas (ribonucleases, proteases), entre muitos outros crescentes grupos de

enzimas, com diversificadas funcdes (Jayaram; Ahluwalia; Cooney, 2000).

As enzimas com fins terapéuticos, encontram-se disponivel em forma de pilulas,
capsulas e também em p6, onde muitas vezes pode consistir em combinacdes de varias
enzimas diferentes. Gurung et al 2013, em seu trabalho afirmou que enzimas
terapéuticas possuem mecanimos diferentes das demais enzimas, pois sdo necessarias
em quantidades relativamente menores, mas com alto grau de pureza e de especificidade
além de necessitarem de baixos (1[0 e alta [J max de modo que seja maximamente
eficaz, mesmo em baixas concentracGes de enzimas e substratos, fazendo com que desta
forma as enzimas terapéuticas tenham diferentes utilizacbes especificas. O
desenvolvimento de aplicacdes enzimaticas industrias na medicina estdo trazendo bons
retornos clinicos. Salienta-se que apesar dos micro-organismos serem uma fonte muito
boa de enzimas terapéuticas, a utilizacdo de enzimas microbianas para fins terapéuticos

é limitada devido a sua incompatibilidade com o corpo humano. Mas ha um foco maior
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na utilizagdo de enzimas microbianas por causa de sua viabilidade econdmica (Sabu et
al., 2005).

5 Actinobactérias como fonte de enzimas terapéuticas

Actinobactérias tem se destacado no que diz respeito a producdo de novas
enzimas terapéuticas, tal fato comprende uma das importantes razdes existentes para a
crescente busca de actinobactérias, procura esta, que se estende até mesmo em lugares
mais remotos como no deserto, ambientes marinhos e zonas umidas (Kurapova et al.,
2012;Manivasagan et al., 2013; Yu et al., 2015). O uso de enzimas terapéuticas tornou-
se uma excelente alternativa clinica, visto que apesar da disponibilidade de um nimero
enorme de medicamentos, as cepas patogénicas resistentes a multiplos farmacos estéo
emergindo constantemente, provocando surtos de doencas graves, em muitos paises

(Shivlata; Satyanarayana, 2015).

Enzimas terapéuticas tém uma ampla variedade de usos especificos, tais como
oncoliticos, anticoagulantes, agentes anti-inflamatorios e substituicGes para deficiéncias
metabolicas. Existem varias enzimas terapéuticas importantes de origem microbiana tais
como L-asparaginase, L-glutaminase, trombinase, superdxido Dismutase (SOD),
penicilina acilase, lipase, estreptoquinase, entre outras (Balagurunathan et.al 2013). A L-
asparaginase e L-glutaminase sdo enzimas com pontencial antitumoral,altamente
exploradas e produzidas por varias espécies de actinobactérias. Na tabela 1 sdo relatadas
algumas das enzimas produzidas por actinobactérias, com pontencial terapéutico, com

sua devida aplicagdo clinica.
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Tabela - 1 Algumas importantes enzimas terapéuticas oriundas de actinobactérias.

Enzimas Aplicagéo Fonte Microbiana Referéncias
L- Antitumoral | Streptomyces aureofaciclus, (Sahu et al., 2007)
asparaginase Streptomyce Chattanoogenesis,

Streptomyces hawaiiensis,
Streptomyces orientalis,
Streptomyces canus,
Streptomyces olivoviridis,
Streptomyces longsporusflavus

Nocardia sp. (Chauhan;Dhaliwa, 2014)
Nocardiopsis alba (Meena et al., 2014)
L- Antitumoral | Streptomyces rimosus (Krishnakumar et I., 2011)
glutaminase Streptomyces sp.-SBU1
Streptomyces avermitilis (Abdallah; Amer;Habeeb,
2013)
Streptomyces canarius (Reda, 2015)
Trombinase | Tratamento Streptomyces Venezuelae (Naveena et al., 2012)
de infarto do
miocardio

Fonte: Autor (2017)

6 L-asparaginase

A L-asparaginase (E.C 3.5.1.1) é uma proteina tetramétrica que catalisa a
hidrolise do aminoacido L-asparagina em acido L-aspartico e amoniaco (Arif HM e
Hussain Z., 214; Badoei-Dalfard,A., 2016). A enzima L-asparaginase vem tendo duas
grandes aplicacdes, uma delas estd na area alimenticia, onde L-asparaginase é usada na
producdo de batatas fritas, com o intuito de diminuir a formacdo de acrilamida que as
altas temperaturas durante a fritura ou tempo de cozimento provocam, como resultado
da reacdo de Millard entre acuUcares redutores e L-asparagina. J& a propriedade
anticancerigena desta enzima é aplicada no tratamento da leucemia linfoblastica
(Tareke E .et al 2002; Anese M, Quarta B, Frias J., 2011; Badoei-dalfard, 2016). Diante
da aplicacdo da enzima tanto no processo de alimentos, quanto na area clinica, a
demanda por L-asparaginase tem aumentado bastante nos ultimos anos
(Baskar;Renganathan, 2011; More, 2013).

A acdo clinica desta enzima é atribuida a reducdo da asparagina (L-Asn) e uma vez
qgue as células tumorais ndo possuem a capacidade de sintetizar este aminodcido,

acabam mortas pela privagao da asparagina (Sanghamitra; Ghosh; Saptarshi, 2014). De
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uma forma mais especifica, para o crescimento de células tumorais linfaticas, a L-
asparagina serve como um amino&cido essencial, uma vez que necessitam de asparagina
para o seu desenvolvimento, utilizam toda a asparagina da dieta e da circulacdo
sanguinea ou fluido corporal (figura 2). No entanto, as células normais sdo capazes de
sintetizar a l-asparagina suficiente para suas necessidades metabolitas usando da
asparagina sintetase, 0 que ndo acontece com as células tumorais linfaticas (More,
2013).

Figura 2 — Representacao esquematica do mecanismo de a¢do da l-asparaginase.

H 2N ]
| Crescimento das céhilas
0 tumorais.
L-Asparagine - o
L-Asparaginase
-O OH » Inibigdo do crescimento
| das céhlas tumorais
O NH,
Aspartate
+

+

NH,

Fonte: Adaptado de Narta, Kanwar e Azmi (2007).

L-Asparaginase pode ser obtida através de espécies vegetais e animais, mas
devido ao procedimento de extracdo dificil dessa enzima, fontes como micro-
organismos estdo sendo pesquisadas e mais requisitadas. Micro-organismos mostram-se
bastante eficientes e baratos, ademais podem ser cultivados com facilidade, propiciando
a producdo em larga escala. E vasta a lista de micro-organimos que sio produtores
eficientes da L-asparaginse abrange bactérias, fungos, leveduras, actinobactérias,
variando as propriedades enzimaticas, de organismos para organismos e também do
modo como foi isolado e cultivo (Narta; Kanwar; Azmi, 2007). Os micro-organismos
podem produzir varios tipos de asparaginases de acordo com propiedades da localizacao
celular, nomeadas pela literatura de periplasmatica Asparaginase, asparaginase
extracelular, intracelular Asparaginase e glutaminase-asparaginase, que desempenham

um papel basico no metabolismo (Zuo et al, 2014).
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Apenas duas espécies bacterianas, tem sido usadas para produzir a enzima em
grandes quantidades, jA que liberam a enzima com uma menor toxidade e melhor
atividade antitumoral, E. coli e Erwinia caratovora. Através destas cepas, a |-
asparaginase é preparada de 3 formas: duas formas ndo modificadas ou nativas,
purificadas de origem bacteriana, e uma forma modificada de uma das preparacbes
nativas. As preparag0es nativas sdo derivadas de E. coli (comercializado
comercialmente por Merck & Co. como Elsper), Erwinia caratovora (disponivel como
Erwinia l-asparaginase Ogden Bioservices Pharmaceutical Repository no Estados
Unidos). O produto Erwinia esta comercialmente disponivel no Canada e Europa como

Erwinase, comercializado por Porton (Duval et al 2002; Narta; Kanwar; Azmi, 2007).

Importante ressaltar que as actinobactérias sdo uma excelente fonte para
producdo da enzima L-asparaginase, mostram as recentes pesquisas. Em
actinomycetaceae, por exemplo, espécies de Streptomyces tais como S. Karnatakensis,

S. venezualae, S. longisporusflavus e uma Streptomyces sp. PDK2 de vida marinha,
foram explorados para a producéo de L-asparaginase (Meena et al. 2014). More (2013),
com Mucor hiemalis produtor de L-asparaginase usando o Czapek como meio;
Sanghamitra; ghosh; saptarshi (2014), realizou fermentagdes com diferentes residuos
agricolas (casca de arroz, farelo de trigo, farelo de milho, casca de lentilha amarela)
como substratos para producao da L-asparaginase, por meio de Aspergillus fumigatus.
Basha et al. 2009, realizou a producédo de extracelular L-asparaginase de actinobactérias

marinhas realizada em condicGes de fermentacdo submersa e em estado sélido.

7 L-Glutaminase

L-Glutaminase € uma enzima (L-glutamina amidohidrolases EC 3.5.1.2) que
catalisa a hidrolise de L-glutamina em &cido glutamico. A enzima estd amplamente
distribuida em tecidos animais, plantas e em micro-organismos incluindo bactérias,
fungos e leveduras. Nos ultimos anos, desde a descoberta da potencial acdo antitumoral
da enzima, a L-glutaminase tem sido combinada com a L-asparginase ou até mesmo

usada como alternativa na terapia enzimatica para o cancer, particularmente em alguns
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tipos leucemias (Unissa et al., 2014). Dessa forma, a enzima passou a atrair a atencéo
dos pesquisadores ndo sé em aplicacBes farmacéuticas, como também em aplica¢fes na

indUstria de alimentos (Sinha; Nigam, 2016).

No que diz respeito a aplicacdo cancerigena, a enzima provoca a morte de
células leucémicas privando-as do fornecimento de L-glutamina. As células tumorais
precisam necessariamente da glutamina como substrato de crescimento, pois ao
contrario das células normais, celulas leucémicas ndo demonstram a existéncia da L-
glutamina sintetase, fornecedor principal de L-glutamina, aminoacido essencial para o
seu crescimento e sobrevivéncia. A glutamina é importante como um precursor tanto
para a sintese de DNA como para a sintese de proteinas e também pode ser utilizada
como substrato respiratério das células, como demonstrado na figura 3 (Unissa et al.,
2014).

Figura 3 — Representagdo esquematica do mecanismo de acéo da l-asparaginase.

0] 0
Sintese de DNA Crescimento
HoN OH Sintese de Proteinas — > das células
NH Substrato respiratorio tumorais
L-Glutamina 2
L-Glutaminase
¢} 0
Redugiio da Inibi¢ao do
HO OH L-glutamina —> crescimento das
NH, células tumorais
Acido 4.0
e Amonio
Glutamico (NH,+)
(CsHgNO,) !

Fonte: Autor (2017).

Na industria alimentar, a L-glutaminase é utilizada como potenciador de sabor
aumentando o teor de acido glutdmico nos alimentos através da hidrdlise de L-
glutamina em &cido L-glutdmico e amoniaco (Desai; Chopra; Hungund, 2016). L-
glutaminase é geralmente considerada como uma enzima-chave que confere aos
alimentos fermentados um delicioso sabor, como por exemplo o molho de soja,
conhecido como “molho shoyu” (Unissa et al., 2014). Sua importancia comercial exige

a busca de novas e melhores cepas microbianas e bioprocessos economicamente viaveis
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para sua producdo em larga escala (lyer;Singhal, 2009; Sinha; Nigam, 2016).

Tanto em organismos procariotos, quanto em eucariotos, a L-Glutaminase
desempenha um papel importante no metabolismo do nitrogénio. A sintese desta enzima
tem sido relatada de muitos géneros bacterianos, particularmente de fontes terrestres
como Escherichia coli, Pseudomonas sp, Acinetobacter e Bacillus sp. Embora a
glutaminase tenha sido detectada em varias estirpes bacterianas, as mais bem
caracterizadas foram de membros da familia Enterobacteriaceae (Roberts J.,
Holcenberg J.S., Dolowy W.C., 1972; Prusiner S., Stadtman E.R., 1976; Cook et al.
1981; Katikal et al. 2009; Unissa et al., 2014). As L-glutaminases microbianas sao
usada com maior frequéncia para usos alimentares e farmacéuticos porque a sua
producdo € rapida, barata e compativel com os passos a caminho de sua purificacdo
(Sing;Banik, 2013).

8 Otimizacdo enzimatica — Anélise Estatistica

Os experimentos projetados estatisticamente passaram a ser usados como uma
poderosa ferramenta para melhorar a eficiéncia da experimentacdo. Através de um
processo dinamico, eles nos permitem adquirir conhecimento sobre o sistema em estudo
com um numero minimo de experimentos. A inclusdo de condicbes de teste replicadas
permite a estimativa da variacdo aleatéria experimental. A analise estatistica dos dados
gerados a partir do experimento estabelece claramente a relagdo entre o parametro de
interesse medido (resposta) e os parametros do processo (fatores ou fatores de entrada)
estudados. Os fatores podem ter efeitos individuais e simples sobre a resposta ou podem

ter efeitos interdependentes (Altekar et al., 2006).

S&o muitos os tipos de planejamento experimentais, tais como o desing fatorial
simples, desing fatorial completo, desing fatorial fracionado, delineamento composto
central rotacional. Importante ressaltar, que utilizacdo de cada um destes tipos depende
da finalidadedo estudo (Granato; Araujo ,2014). Quando é necessario obter melhor
atividade enzimatica, o uso do planejamento fatorial e analise de superficie de resposta
sdo bastante Uteis para determinar as condic¢des ideais. Além disso, o desing fatorial de

um grupo limitado de variaveis é vantajoso em relagdo ao método convencional de
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manipulacdo de um Unico pardmetro por ensaio, uma vez que tal abordagem néo
consegue localizar condigdes 6timas devido a sua falha em ndo considerar o efeito das
possiveis interacBes que podem ocorrer entre fatores (Kalil et al , 2000; Burkert, J. F.
M. et al . 2006 ).

9 Planejamento Fatorial 2K

A execucdo de um Planejamento de Experimento 2K, tem por finalidade suprir
informacdes sobre a interacdo de diferentes fatores (variaveis em estudo), ou seja,
explicitar quais sao os impactos de cada fator na reposta analisada e como eles se
relacionam em diferentes niveis (condicdo de operacdo dos fatores) de interacdo entre
fatores (Camargo; Moreira; Vaccaro, 2010). A execucdo de um planejamento
experimental, exige como primeiro passo, a escolha de cada fator e a especificacdo dos
niveis em que cada fator sera estudado. Normalmente os niveis séo identificados por
nivel baixo (-) e nivel alto (+), onde a atribuicdo aos niveis superiores ou inferiores se
da de forma arbitraria e ndo interfere na realizacdo dos experimentos ou interpretacdo

dos resultados (Cunico et al., 2008).

Este tipo de planejamento também € representado por bX, sendo que k representa
o numero de fatores e “b” o nimero de niveis escolhidos (Neves et al., 2002, Cunico et
al., 2008)). Para planejamentos fatoriais de dois niveis (2¥), 0 modelo matematico usado
para descrever a relacdo entre os fatores e a variavel de resposta linear, é:

Y=o+ 1 X1+ Xo+ ... KX+ E
Onde Y é a variavel dependente, Bi, j= 0,1, ..., k, sdo chamados coeficientes de regressao

do modelo, e Xii= 1,2, ... k sdo as variaveis independentes no modelo (Pap, N., et al
2013).
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10 Conclusao

As actinobactérias mostram-se de grande importancia, por apresentarem étima
capacidade para producdo de enzimas e compostos secundarios, como consequéncia aos
seus versateis repertorios genéticos. Entre as enzimas extracelulares industrialmente
importantes, produzidas por actinobactérias, estdo a L-asparaginase e a L-glutaminase,
que possuem propiedades antitumorais. No mundo, poucas enzimas tém sido
potencialmente utilizadas a nivel industrial e ainda existem muito géneros raros de
actinobatérias a serem exploradas biotecnologicamente. Portanto, continuar a explorar o
potencial biotecnoldgico de novas fontes bacterianas, € uma tedéncia positiva que

podera render moléculas de baixo custo, com alta importancia tecnologica.
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RESUMO

Com o intuito de otimizar a produ¢do do complexo de L-asparaginase, excretado por
actinobactéria isolada da rizosfera da Poincianella pyramidalis, foi realizado um planejamento
fatorial completo (2%), com duplicata, para estimativa do erro experimental. O planejamento teve
como variaveis pH (4,2 e 7,8), temperatura (33 °C, 44 °C) e concentracdo da L-asparagina
(0,5% e 1,5%). Nessa etapa, a actinobactéria foi semeada em meio liquido ISP-2 a 37 °C por
48 horas e posteriormente um aliquota, correspondendo a 10% foi inoculada no meio M-9,
meio padréo para inducéo da producéo da L-asparaginase, nas diferentes condi¢des ja citadas.
Posteriormente, foram dosadas as atividades enzimaticas e proteicas dos complexos
enzimaticos. O melhor resultado obtido na dosagem enzimatica foi no ensaio com
concentracao de 1,5%, pH 4,2 a 44 °C. Em relagdo a dosagem proteica foi detectado 0,432
pg/mL, nas condig6es com concentracdo de 1,5%, pH 7,8 a 33 °C. A analise estatistica das
varidveis e a andlise da variancia (ANOVA) dos resultados obtidos foram avaliadas através do
programa Statistica, versao 7.0 (StatSoft Co., USA). Os resultados mostraram que todos os
fatores testados no presente estudo séo significantes e que existe relevante interacao entre o
pH e concentracdo de L-asparagina. A andlise deste planejamento sugere a realizacdo de
novos ensaios para que haja um aperfeicoamento da otimiza¢do enzimatica.

Palavras chaves: Otimiza¢do enzimatica, asparagina, micro-organimos.

1 INTRODUCAO

Paises pertencentes ao continente sul-americano s@o conhecidos por sua notével
biodiversidade e intricada histéria evolutiva. Turchetto-zolet et al. (2013) [1]. As formacdes

secas abertas, muitas vezes coletivamente referidos como os biomas diagonais secos, se
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estendem em uma direcdo Noroeste-Sudeste da Caatinga semi-arida do nordeste do Brasil
para o Chaco seco na Argentina, Bolivia e Paraguai, em todo o Cerrado central do Brasil
(Werneck et al., 2015) [2]. Ocupando uma area de aproximadamente 800.000km?, a Caatinga é
um bioma exclusivamente brasileiro. Lima e Rodal (2010) [3] afirmam que as condicbes
semiaridas influenciam fortemente o aparecimento de estratégias ecoldgicas, possibilitando

maior eficiéncia fisiol6gica de tolerar a sazonalidade da disponibilidade de agua.

A Poincianella pyramidalis, antes chamada de Caesalpinia pyramidalis Tul, € uma
planta endémica da regido Nordeste do Brasil, popularmente conhecida como "catingueira."
Partes dessa planta, especialmente a casca interna ou folhas, séo tradicionalmente usadas por
seus efeitos anti-inflamatério, diurético, dispepsia, digestivo, antipirética, e efeitos
expectorantes. (Queiroz, 2009; Santos et al. 2012). [4,5] A rizosfera do solo da Caatinga é
caracterizada por uma comunidade microbiana selecionada (Deangelis et al., 2008) [6].
Actinobactérias fazem parte dessa comunidade e colaboram no desenvolvimento de plantas.
Com isto, a presenca desses micro-organismos na rizosfera € de extrema importancia. No

entanto, existem poucos estudos relacionados a rizosfera da P. pyramidalis.

As contribuicbes de actinobactérias do solo a biotecnologia séo atribuidas, segundo
Miao e Davies (2010) [7] envolvem a producdo de antibiéticos, participacdo em processos de
ciclagem de matéria orgéanica, biorremediacdo, sintese de enzimas de aplicagdo industrial e
farmacéutica além da participacao da conversao e produc¢do de bicombustiveis. Através do uso
da tecnologia enzimatica de microbiana, pode-se obter uma gama de enzimas, com potencial

biotecnolégico.

A L-asparaginase (L-asparagina aminohidrolase E.C.3.5.1.1) faz parte do grupo de
enzimas produzidas pelas actinobactérias que sao estudas e utilizadas amplamente na
indastria farmacéutica, por conta de seu potencial efeito antitumoral e também na indutria
alimenticia, devido a reducéo da acrilamida (Gesto et al, 2013) [8]. Sua acéo clinica € atribuida

areducdo de L-asparagina, uma vez que as células tumorais sdo incapazes de sintetizar esse
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aminodcido, seletivamente mortas pela privagdo da L-asparagina (Siddalingeshwara;Lingappa,

2011) [9].

Existem muitos relatos na literatura estudando a producdo de L-asparaginase sob
diferentes condicdes fermentativas e por diferentes micro-organismos. Com o obejtivo de
otimizar a producdo podem ser utilizados métodos estatisticos, tais como, o planejamento
experimental de Plackett-Burman, algoritmo genético e redes neurais artificiais baseados no
delineamento de modelos, delineamento composto central rotacional, além da metodologia da

superficie de resposta (Zuo et al., 2014) [10].

Os modelos estatisticos experimentais tém sido utilizados durante varias décadas e
podem ser adotados em vaérias fases de uma estratégia de otimizacdo enzimética, tanto para
experiéncias de sele¢do ou para encontrar as condi¢cfes 6timas para a finalidade que se deseja
direcionar. Os resultados analisados por um experimento estatisticamente planejado estdo
sendo bem mais reconhecidos do que aqueles realizados pelo tradicional, onde cada variavel é
analisada separadamente em um Unico periodo de tempo (Shehata; Aty, 2014) [11]. Neste
contexto, o presente trabalho visa contribuir com o estudo de actinobactéria com potencial
capacidade de producdo de L-asparaginase, através de um planejamento experimental

composto 23 com ponto central.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Condic¢Bes do micro-organismo e cultura

O micro-organismo utilizado foi uma actinobactéria isolada da rizosfera da
Poincianella pyramidalis, durante o periodo de inverno do Bioma da Caatinga; cedidas
pelo Departamento de Antibidticos da UFPE (UFPEDA). Durante as experimentagdes a
estirpe foi mantida em Extrato de Malte - Extrato de Levedura - Agar (ISP-2) a4 ° C.
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2.2 Preparacéao do inéculo

Para o pré-indculo, blocos circulares de 9 mm de diametro, foram retirados com auxilio
de um furador metalico, da area central das col6nias da actinobactéria, (crescidos em placa
com meio ISP-2 a 37 °C por cerca de 5 dias) e transferido para erlenmeyer (150mL), contendo
50mL do meio ISP-2 liquido e mantidos sob agitagdo (120 rpm) a 37 °C por 48 horas.
Posteriormente foi realizada a inoculagdo de 10% do pré-inoculo, nas diferentes condi¢des

fermentativas do planejamento fatorial.

2.3 Producéao e otimizag&o da L-Asparaginase extracelular através do
planejamento fatorial

O planejamento fatorial foi elaborado para melhorar o rendimento da producdo do
complexo enzimatico L-asparaginase. Inicialmente, foi realizado um planejamento composto 23,
em duplicata, para estimativa do erro experimental. O método estatistico visou avaliar o efeito
das variaveis fermentativas, tais como: valores de pH, temperatura e concentragdo de
asparagina (tabela 1). Estas variaveis foram estudadas em dois niveis, sendo realizado um
planejamento de 16 ensaios. Os valores que foram determinados nos niveis, para cada
variavel, assim como também as condi¢Bes fermentativas, teve como fundamento o trabalho de
Silva, Silva e Silva [12], onde o0 mesmo isolado de actinobactéria foi inoculado em meio liquido
e submetido a agitacdo de 180 rpm e foi observado um perfil cinético com pico de producéo em

48 h de cultivo, pH 6,0 a 37°C.

Tabela 1 - Condi¢des e niveis dos ensaios para o planejamento fatorial 23

Fatores - Niveis +
1- Valores de Ph 4,2 7,8
2- Temperatura (°C) 33 44
3- L-asparagina (%) 0,5 15
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A analise da significancia dos efeitos das variaveis independentes sobre a producao de
L-asparaginase foi avaliada através do programa Statistica, versdo 7.0 (StatSoft Co., USA),
enquanto que o programa Design Expert, versdo 5.0, foi empregado tanto para realizar a
analise da variancia (ANOVA) dos resultados obtidos, assim como também para realizar os
procedimentos de otimizacdo gréafica e/ou numérica. Nesse contexto, o teste F foi empregado

segundo sugerido por Ladeira et al. [13].

2.4 Ensaio Quantitativo da L-asparaginase extracelular e ensaio protéico.

A metodologia de dosagem quantitativa do complexo enzimatico, conforme descrita por
Imada et al. (1973) [14], utilizou o reativo de Nessler. A atividade da l-asparaginase foi
determinada pela reacdo de Nessler, medida pela producédo direta do sulfato de amonio. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,16 ml do sobrenadante (complexo enzimatico) em 0,16 ml
de L-asparagina a 0,04 M dissolvida em tampéo fosfato de sédio pH 7,0 e incubadas a 37 °C
por 30 min. A reacao foi interrompida pela adicdo de 0,15 mL de &cido tricloroacético (TCA) a
1,5 M. A mistura foi centrifugada a 10000 rpm por 2 a 3 minutos e uma aliquota de 0,16 mL do
sobrenadante foi retirada, diluida com 0,5 mL de agua destilada e adicionados 0,25 mL do
reativo de Nessler. Esta solugcdo foi mantida por 10 minutos a temperatura ambiente e
procedeu-se a leitura da absorbancia em 450 nm [15]. A amostra de branco, contendo apenas
substrato e reativo de nessler, foi incluido nos ensaios. Também foi construida uma curva
padrdo de sulfato de aménio. Uma unidade internacional de atividade foi definida como a
guantidade de enzima que catalisa a formacao de 1mol de amoniaco por minuto nas condi¢des
do ensaio. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A concentracdo de proteina das

diferentes amostras foi Analisada pelo método de Bradford [16].

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a actinobactéria provinda da rizosfera da caatingueira, utlizando de um

planejamento experimental 23, o rendimento enzimético pode ser observado na tabela 2. O
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maior rendimento da enzima atingiu o valor de 1,210 U/ml, obtido no ensaio 7, com o pH de
4.2, temperatura a 44 °C e a concentragao do substrato indutor 1,5%. A concentragao proteica,

apresentou varia¢des que foram de 0,155 a 432 U/mg .

Tabela 2 - Resultados obtidos em cada ensaio do planejamento fatorial 23

N° Ensaio pH Temperatura °C % Asparagina Desvio £ U/ml U/mg
1 4,2 33 0,5 0,048 0,086 0,155
2 7,8 33 0,5 0,010 0,022 0,288
3 4,2 44 0,5 0,005 0,118 0,194
4 7,8 44 0,5 0,010 0,170 0,361
5 4,2 33 15 0,070 0,465 0,148
6 7,8 33 1,5 0,049 0,129 0,161
7 4.2 44 1,5 0,045 1,210 0,432
8 7,8 44 1,5 0,002 0,01 0,140

Nos trabalhos relacionados com a producdo da enzima, as condicBes fermentativas
Otimas variam nitidamente, dependendo o resultado, ndo s6 do micro-organismo, como
também do método realizado para producdo. A producdo de Streptomyces albidoflavus L-
asparaginase, em fermentagdo submersa, foi optimizado e o nivel maximo de producéo da
enzima foi encontrada a pH 7,5 e 35 °C em meio de cultura, suplementado com maltose e
extrato de levedura como fonte de carbono e nitrogénio, respectivamente (Narayana et al.
2008) [17]. Amena et al [18], obteve na producdo de L-asparaginase extracelular sob
condicdes de fermentacdo submersa utilizando extrato de bolo de amendoim, o pH 6timo de
8,5 e temperatura de 40 °C. Ja no trabalho de Agarwal et al. [19], realizado por meio de um
DCCR, foi utilizado para otimizar os parametros quimicos e fisicos, a partir de um novo isolado
de S. marcescens SK-07 em um tipo de biorreator, e a produgdo maxima de L-asparaginase foi

obtida a um pH inicial de 6,5.
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Muitos relatos na literatura examinam a producdo de L-asparaginase sob diversas
condi¢des fermentativas por diferentes micro-organismos (Zuo et al., 2014) [10]. A exemplo de
More (2013) [20], com Mucor hiemalis produtor de L-asparaginase usando o Czapek como
meio; (Sanghamitra; ghosh; saptarshi 2014) [21], que realizou fermentacdes com diferentes
residuos agricolas (casca de arroz, farelo de trigo, farelo de milho, casca de lentilha amarela)
como substratos para producao da L-asparaginase, por meio de Aspergillus fumigatus. Basha
et al. 2009 [22], realizou a producdo de extracelular L-asparaginase de actinobactérias

marinhas realizada em condi¢6es de fermentacdo submersa e em estado sélido.

A otimizacéo da producdo enzimatica é uma etapa de extrema importancia na obtencgéo
da enzima, pois, sabe-se que a L-asparaginase, dependendo da forma de producgdo, pode
apresentar variacdes em suas propriedades bioquimicas. Além disso, experimentos projetados
estatisticamente passaram a ser usados como uma poderosa ferramenta para melhorar a
eficiéncia da experimentagcdo. Através de um processo dindmico, eles nos permitem adquirir
conhecimento sobre o sistema em estudo com um nimero minimo de experimentos (Altekar et

al., 2006) [23].

E frequente uso de métodos estatisticos no processo de producdo e otimizagéo da
enzima L-asparaginase, a exemplos temos a producéo de I-asparaginase de Cladosporium sp.
em fermentacdo em estado solido (SSF) com residuos agroindustriais, onde foram estudados
modelos de rotacdo combinada central (CCRDs) com o aparato da metodologia de superficie
de resposta [24]; Venil et al [25] combinou o design experimental de Plackett-Burman com um
planejamento fatorial e 0 método de superficie de resposta, otimizar o meio para a producédo de

L-asparaginase por Serratia marcescens SB08.

A partir dos resultados obtidos com as dosagens enzimaticas, efeitos dos trés fatores
(pH, temperatura e concentracao do substrato indutor) também foram analisados no programa

Statistica 6.0, por meio de uma planejamento experimental 23. Podemos inferir que a maior
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producdo do complexo enzimatico foi obtida quando o pH foi diminuido e temperatura e

concentracdo foram aumentadas (Figura 1).

Figura 1 — Grafico de Pareto para significAncia dos fatores.

Fonte: Autor. 1 — pH; 2 — Temperatura; 3 — Concentracdo de L-asparagina; 1 e 2 — Interagéo
entre pH e temperatura; 1 e 3 — Interacdo entre pH e concentracdo L-asparagina; 2 e 3 —

Interagdo entre temperatura e concentrag&o.

Desta maneira, foi possivel propor um modelo para producao enzimética, em sua forma

reduzida, com os coeficentes que apresentaram significAncia,gerados pelo programa statistic

na tabela 3.

Tabela 3 - Estimativa dos efeitos, planejamento fatorial 23.

Efeitos Std.Err  T(8) P +95% -95% Coeficient Std.Err +95% -95%
e

Principal 0,276 0,031 9,03 0,00 0,206 0,347 0,276 0,031 0,206 0,347
-0,387 0,061 -6,32 0,00 -0,528 -0,246 -0,194 0,031 -0,264  -0,123

(2)Temperatura 0,206 0,061 3,36 0,01 0,065 0,347 0,103 0,031 0,032 0,174
L- 0,359 0,061 586 0,00 0,218 0,500 0,180 0,031 0,109 0,250

paragin

-0,183 0,061 -2,99 0,01 -0,324 -0,042 -0,092 0,031 -0,162  -0,021

-0,377 0,061 -6,15 0,00 -0,518 -0,235 -0,188 0,031 -0,259  -0,118

0,111 0,061 1,81 0,10 -0,030 0,252 0,056 0,031 -0,015 0,126

-0,245 0,061 -4,00 0,00 -0,386 -0,104 -0,123 0,031 -0,193  -0,052
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Levando em consideragéo que todos os fatores e interagbes foram significativos,

excetuando-se a interacdo temperatura e concentragao.

Y=0,276 — 0,194X1 + 0,103X2+ 0,179X35— 0,092X1X2— 0,188X1X3— 1,123X1X2X3
Equacéo 1
Onde, X1, X2 e X3 correspondem ao pH, temperatura e concentracdo da L-asparagina
respectivamente; X1X2 - interacdo entre os fatores pH e temperatura; X1X3 — interacdo entre

pH e concentragéo.

Valores de regressao (2,397), residuo (0,360), falta de ajuste (0,240), erro puro (0,119);
foram obtidos através da andlise da variancia (ANOVA) para todos 0s ensaios. O valor de F,
proveniente da razéo entre a média quadratica de regressao residual é de 4,98, representando
1,8 menor que o valor tabelado (F=), quando na verdade, precisa ser cerca de 10 vezes maior
o valor. Além disto, a razdo entre a média quadratica da falta de ajuste e de erro ndo pode ser
calculada, demonstrando que o modelo pode estar precisando tdo somente de ajuste. Portanto,
na tentativa de viabilizar o modelo linear, foram realizados os experimentos e potencializar a
otimizacdo, foi realizado o planejamento com 4 pontos centrais, em condicbes que

representavam uma média dos niveis do planejamento 23 (Tabela 4).

Tabela 4 - Condi¢8es utilizadas para ponto central para o planejamento fatorial 23

Condic¢des - Ponto central

pH 6,0
Temperatura °C 38,5
(g/mL)% L-asparaginase 1,0

Notou-se, a partir dos resultados da dosagem enzimética, uma melhora de mais de 100% na

producéo da enzima (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valor produzido por U/ml com as condi¢des de ponto central.

Ensaios U/ml Desvio +
1 2,292 0,03
2 2,347 0,01
3 2,336 0,04
4 2,352 0,02

Mas, por outro lado, entretanto, também foi constatado que nosso modelo experimental ndo
atendia aos requisitos de um modelo linear. Os valores obtidos da razdo da média quadratica
de regressao residual e da razédo entre a média quadratica da falta de ajuste e de erro, também
se mostraram inadequados, quando submetidos a comparacdo com o valor de F padrdo. O
potencial para producdo pode ser melhorado através de outros métodos analiticos como o
MRS (Modelo de Superficie de Resposta), visto que eles sdo usados quando h& indicacéo
prévia de comportamento ndo-linear ou quando uma experiéncia fatorial demonstra o a

presenca de comportamento ndo-linear [23].

4 CONCLUSAO

O estudo realizado explorou o potencial biotecnolégico de uma actinobactéria, isolada de
do Bioma da Caatinga, quanto a producdo da enzima antitumoral, L-asparaginase. Foi
constatado que o isolado possui capacidade para produzir a enzima L-asparaginase e desta
forma é util para ser utilizado como possivel fonte de producéo de compostos farmacéuticos. O

planejamento fatorial completo 23, p6de melhorar o rendimento enzimatico, mas a producao

extracelular da enzima l-asparagina, por actinobactéria da rizosfera da Poincianella

pyramidalis ndo atendeu aos requisitos de um modelo linear.
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Significancia e o impacto do estudo: Os resultados experimentais obtidos neste
trabalho, trouxeram dados sobre modelos de producdo extracelular, caracterizacdo e
producdo em larga escala da enzima L-Glutaminase, utilizando como fonte microbiana,
uma actinobactéria isolada da rizosfera da caantigueira, planta somente encontrada na
regido nordeste do Brasil. Por ser tratar de uma enzima com potencial atvidade
antitumoral, estudos acerca de suas propriedades e de suas origens microbianas, sdo de

grande relevancia biotecnoldgica.
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RESUMO

A propriedade antitumoral descoberta na L-glutaminase € uma das caracteristicas que
tem promovido a busca de novas fontes microbianas para producdo da referida enzima.
Neste estudo foi utilizado um isolado de actinobactéria proveniente da rizosfera de
Poincianella pyramidalis do Bioma Caatinga, com capacidade de excretar a enzima L-
glutaminase. O objetivo do estudo foi otimizar a producéo e caracterizar parcialmente a
enzima L-glutaminase. Na otimizacdo a melhor atividade foi constatada no ensaio com
concentracdo de 1,5%, pH 7,0 a 44 °C. A andlise da variancia resultou na determinacao
de R2 de 99,84%. O estudo dos principais efeitos e suas interacfes mostrou que todos 0s
fatores testados foram significantes. Na caracterizacdo enzimética foram obtidos o pH
otimo 8,0 e a temperatura 6tima 37°C. L-glutamina e o acido glutdmico foram tidos
como excelentes substratos. A atividade enzimética foi aumentada pela adicéo de ions,
tais como MnCl; e MgClz, mas foi diminuida quando outros, como ZnSO; foram
usados, demonstrando que a atividade da enzima é suscetivel a alteracdes diante da
adicdo de ions metalicos. O estudo relata a eficiéncia do planejamento experimental
completo (23) para identificar fatores que influenciam no processo de otimizacdo da
producdo da enzima L-glutaminase, a qual vem sendo amplamente usada na indUstria
biotecnologica.

Palavras chaves: Enzimas, micro-organismos do solo, Statistic 7.0, glutamina,
otimizag&do enzimatica.

ABSTRACT

The antitumor property discovered in L-glutaminase is one of the characteristics that has
promoted the search of new microbial sources for the production of said enzyme. In this
study, an actinobacterium isolate from the rhinoceros of Poincianella pyramidalis of the
Caatinga Biome was used, with the ability to excrete the enzyme L-glutaminase. The
objective of the study was to optimize the production and partially characterize the
enzyme L-glutaminase. In optimization the best activity was observed in the assay with
1.5% concentration, pH 7.0 at 44 ° C. The analysis of the variance resulted in the
determination of R2 of 99.84%. The study of the main effects and their interactions
showed that all factors tested were significant. In the enzymatic characterization, the
optimum pH 8.0 and the optimum temperature were obtained 37 ° C. L-glutamine and
glutamic acid were considered as excellent substrates. The enzymatic activity was
increased by the addition of ions, such as MnCI2 and MgCl2, but was decreased when
others, such as ZnSO4, were used, demonstrating that the activity of the enzyme is
susceptible to changes due to the addition of metal ions. The study reports the efficiency
of the complete experimental design (2%) to identify factors that influence the
optimization process of L-glutaminase enzyme production, which has been widely used
in the biotechnology industry.

Keywords: Enzymes, soil microorganisms, Statistic 7.0, glutamine, enzymatic
optimization.
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1 Introducéo

A L-glutaminase (EC.3.5.1.2) é classificada como uma amidohidrolase que
catalisa a desaminacdo hidrolitica de L-glutamina, resultando na producdo de acido L-
glutdmico e amoénia (Nagwa; Shaima; Mario, 2013). Esta enzima atua como um
excelente agente antitumoral (Singh et al., 2013). A propriedade antitumoral da enzima
da I-glutaminase, deve-se ao fato que alguns tipos de células cancerigenas necessitam de
uma alta quantidade da glutamina (Lazarus;Panasci, 1986; Reda, 2015). Dessa forma, a
L-glutaminase pode ser usada para provocar a desnutricdo de células tumorais,
impedindo o avango do cancer (Reda, 2015). A L-glutaminase é usada especialmente
para o tratamento da leucemia linfocitica aguda (Robert et al, 2001; Kyoko et al., 2004;

Reda, 2015).

De acordo com Unissa et al (2014), existem algumas propiedades desejaveis da
enzima L-glutaminase, para uso terapéutico, entre elas estdo: elevada atividade
enzimética a pH fisioldgico, isto é, entre pH 6,5 e 8,5; baixo [I[] entre 10%e 10 M ;
restrista especificidade para o substrato, irreversibilidade efetiva da reacdo enzimatica
em condic@es fisioldgicas e terem origem em organismo ndo patogénicos (com pouca

ou nenhuma toxina).

A descoberta da propriedade antitumoral da L-glutaminase levou o0s
pesquisadores explorarem a enzima em diversas areas da biotecnologia. A enzima
também vem sendo usada como intensificador de sabor como o0 molho de soja e (Sabu

et al., 2000; lyer and Singhal, 2008; Singh et al., 2013), na mitigacdo da acrilamida de
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alimentos com 6leo e biossensores para monitorar os niveis de glutamina em células de

mamiferos e hibridoma (Kattimani, L. et al. 2009).

A atividade da L-glutaminase pode ser extraida de diversas fontes. A enzima é
amplamente encontrada em plantas, tecidos animais e micro-organismos, incluindo
bactérias, leveduras e fungos. Fontes microbianas sdo mais vantajosas no que diz
respeito a capacidade na producdo enzimatica e a facilidade de manipular condicdes de

crescimento, para obtecdo de enzimas com as caracteristicas desejadas (Sarada, 2013).

O solo é uma grande fonte de microbiana pois entre todos os habitats existentes,
abriga a maior parte dos micro-organimos. Entre estes micro-organimos estdo as
actinobatérias, conhecidas por produzirem uma vasta gama de metabolitos secundarios
(Baltz, 2005; Manivasagan et al., 2014). Ademais, as actinobactérias atualmente vem
sendo selecionadas para estudos em detrimento a outros micro-ornismos devido a sua

producdo de enzimas extracelulares (Sunil Dutt et al., 2014).

O processo de producdo enzimatica, é regulado por uma série de fatores fisicos-
quimicos e nutricionais. Tais fatores, aumentam ndo somente a quantidade produzida da
enzima, como também melhora a qualidade do rendimento, para uma provavel
aplicacdo especifica (Reda, 2015). Neste contexto, a forma de execucdo da fermentacéo
sob condic¢bes otimizadas, pH, temperatura, periodo de fermentacdo, o tamanho do
indculo, o tempo de inoculo, velocidade de agitagdo sdo parametros cruciais a serem
avaliados, ja que cada um deles, provoca diversos efeitos e realizam diferentes

interacdes durante o processo (Singh et al., 2013). Para o estudo desses fatores,
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pesquisadores tém recorrido a métodos estatisticos, tal como o planejamento fatorial

experimental.

Em um estudo com poucos fatores, o planejamento fatorial completo é o ideal
para avaliar a interacdo e influéncia das variaveis. Visando melhorar o rendimento da
producdo do complexo enzimético L- Glutaminase, foi realizado um planejamento
composto 23, em duplicata, para estimativa do erro experimental; onde o ‘n’ representa
0 nimero de fatores. Cada fator tem um nivel menor e um nivel maior, expressos como
+1 e -1, respectivamente (Vander Heyden, Y., Perrin, C., Massart, D. 2000; Kennedy,
M..;Krouse, D. 1999; Mosbah et al., 2015). Avaliou-se neste trabalho, a influéncia do
valor do pH, temperatura e concentracao do substrato indutor, com o intuito de melhorar
o rendimento enzimatico. Com a enzima obtida da otimizacdo, foi realizada sua

caracterizacgéo e producdo em larga escala.

2 Materiais e Métodos

2.1 CondicBes do micro-organismo e cultura

O micro-organismo utilizado foi uma actinobactéria isolada da rizosfera da
Poincianella pyramidalis, durante o periodo de inverno do Bioma da Caatinga; cedidas
pelo Departamento de Antibioticos da UFPE (UFPEDA). Durante as experimentacdes a

estirpe foi mantida em Extrato de Malte - Extrato de Levedura - Agar (ISP-2) a4 ° C .
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2.2 Avaliagao para producéo qualitativa da enzima L-glutaminase

A actinobactéria mostrou capacidade de produzir L-glutaminase quando
semeada usando Minimal agar glutamina (MGA) médio, descrito por Balagurunathan et
al (2013) composto por: 0,5(g / L) de KCI; 0,5(g / L) MgSO4; 1.0(g / L) KH2PO4; 0.1
(g /L) FeSO4; 0,1(g / L) ZnSO4; 25 (g / L) NaCl; 10(g / L) L-Glutamina em que L-
glutamina age como fonte de carbono e nitrogénio. O meio MGA foi suplementado com
0,012 (g / L) de vermelho de fenol como indicador de pH. A atividade de L-glutaminase
foi identificada pela formagdo de uma zona avermelhada em torno da colénia devido a
acumulacdo de amonia que resultou em mudanca de cor do indicador de pH amarelo
para cor de rosa devido ao aumento do valor de pH (Nagwa; Shaimaa; Mario, 2013).

?.3 P_roldugéo e otimizacdo da L-Glutaminase extracelular através do planejamento
atoria

2.3.1 Preparacdo do inéculo

Para o pré-inoculo, blocos circulares com 9 mm de diametro semelhantes foram
retirados, com auxilio de um furador metélico, obtidos da éarea central das col6nias da
actinobactéria, (crescidos em placa com meio ISP-2 a 37 °C por cerca de 5 dias) e
inoculados em Erlenmeyer (150mL), contendo 50mL do meio ISP-2 liquido e mantidos

sob agitacao (120 rpm) a 37 °C por 48 horas.
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2.3.2 Otimizacéao das condigdes de cultivo para a producado de L-glutaminase

O meétodo estatistico visou avaliar o efeito das varidveis fermentativas
independentes, tais como: pH, temperatura e concentracdo de L-glutamina e da resposta
esperada da producdo enzimatica pela actinobactéria como variavel dependente (tabela
1 e 2). Estas varidveis foram estudadas em dois niveis, cada planejamento contou com
16 ensaios.

Tabela 1 - Condigdes e niveis dos ensaios para o 1° planejamento fatorial 23 para
producdo da enzima L-glutaminase.

Variavéis Independentes Variavel (X) - Niveis +

Valores de Ph 1 4,2 7,8
Temperatura (°C) 2 33 44
L-asparagina (%) 3 0,5 15

Tabela 2 - Condices e niveis dos ensaios para 0 2° planejamento fatorial 23 para
producéo da enzima L-glutaminase.

Variavéis Independentes Variavel (X) - Niveis +

Valores de pH 1 7,0 9,0
Temperatura (°C) 2 33 44
L-asparagina (%) 3 0,5 15

Os resultados esperados em relacéo a producdo enzimatica (Y1) foi modelados pelas

regressdes multiplas para ajustar a equacéo de primeira ordem:

Y =bo+ b1 Xobo X1+ + bz X3+ b1o X2 X1+ b1z X1 X3

+ B2s X2 X3+ b123 X1 X2 Xa.
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Onde Y representa a resposta (variavel dependente), Bo representa a constante
coeficiente de regressdo, b: é os coeficientes de regressédo linear, bi> e b2z s@0 0s
coeficientes de regressdo das interacdes de dois e trés fatores, respectivamente, e X1,
X2, e X3 sdo os fatores (variaveis independentes). O modelo ajustado € utilizada para
estudar a sensibilidade relativa da resposta as variaveis e procurar condi¢cdes ideais para

experimentacao (Mosbah et al., 2015).

A analise da significancia dos efeitos das variaveis independentes sobre a
producdo de L- Glutaminase foi realizada através do programa Statistica, versdo 7.0
(StatSoft Co., USA), enquanto que o programa Design Expert, versdao 5.0, foi
empregado tanto para realizar a andlise da variancia (ANOVA) dos resultados obtidos,
assim como também para realizar os procedimentos de otimizacdo gréafica e/ou
numérica. Nesse contexto, o teste F foi empregado segundo sugerido por Dubey, Singh

e Banerjee (2011).

2.4 Ensaio Quantitativo da L-glutaminase extracelular e concentracao proteica

A metodologia de dosagem quantitativa do referido complexo enzimatico,foi
realizada conforme descrita por Imada et al. (1973), e a producéo de proteina conforme
descrito por Bradford (1976). A atividade da I-glutaminase é determinada pela reacéo de
nessler, medida pela producédo direta do sulfato de aménio. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 250ul do sobrenadante (complexo enziméatico) em 500uL de L- glutamina a

0,04 M dissolvida em, 250 pL tampéo fosfato de sddio pH 7,0 e incubadas a 37 °C por
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30 minutos. A reacédo foi interrompida pela adicdo de 100 uL de &cido tricloroacético
(TCA) a 1,5 M. A mistura foi centrifugada a 10000 rpm por 2 a 3 minutos e uma
aliquota de 50 pL foi retirada, diluida com 1 mL de agua destilada e adicionados 50 pL
do reativo de Nessler. Esta solucdo foi mantida por 10 minutos a temperatura ambiente
e procedeu-se a leitura da absorbancia em 450 nm. A amostra de branco, contendo
apenas substrato e reativo de nessler, foi incluido nos ensaios. Também foi construida
uma curva padrdo de sulfato de aménio. Uma unidade internacional de atividade é
definida como a quantidade de enzima que catalisa a formacédo de 1umol de amoniaco

por minuto nas condicdes do ensaio. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.5 Caracterizacdo parcial do complexo enzimatico

Apdbs a producdo do complexo enzimatico de L-glutaminase otimizado nas
etapas anteriores, o referido complexo foi caracterizado quanto a determinacao dos seus
respectivos parametros: pH 6timo, temperatura 6tima, estabilidade em diferentes valores
de pH, estabilidade em diferentes temperaturas, efeito de ions na reacdo, afinidade por
diferentes substratos. (EI- bessoumy et al., 2004; Silva, L.A.O; Carmona, E.C., 2008;
Dharmaraj, 2011). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As
propriedades bioquimicas como: valor 6timo do pH, a estabilidade do pH, temperatura
de reacdo, tolerancia ao sal estabilidade térmica, os ions metalicos e especificidade do
substrato da enzima foram determinadas como descrito por Amena et al (2010) e Sabu

et al (2005).

A determinagdo do pH 6timo sobre a atividade da enzima foi considerada ao

longo da gama de pH de 2,0 a 10,0 usando diferentes tampdes de 50 mM: tampéo de
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citrato (pH 2,0 a 6.0), tampdo Tris-HCI (pH 7,0 e 8,0) e tampéo de glicina-NaOH (pH
9,0 e 10,0). A atividade da enzima foi medida utilizando 10 pL da enzima, 10 pL dos
diferentes tampdes, incubada a 37°C por 30 min. Para estabilizar a rea¢do colocou-se 5
uL de TCA (Acido tricloroacético) e acrescentou 110 pL de &gua destilada, 36 pL do
reativo de Nessler e realizar a leitura em ELISA a uma absorbancia de 450 nm (Amena
et al. 2010; Badoei-dalfard, 2015).

A estabilidade foi realizada por meio de pré-incubacao de 10 pL de enzima, com
10 pL de cada um dos tampdes sem L-asparagina, por 24h. Ap6s o periodo de
incubacéo, foram retirados 10 pL da amostra, adicionados mais 10 pL os tampdes com
L-asparagina e posteriormente foi realizada a incubacdo na temperatura por 30°C por 30
min para 0 tempo de reacdo, em seguida foram adicionados 5 puL de TCA (Acido
tricloroacético). Por fim, acrescentou-se 110 pL de agua destilada, 36 pL do reativo de
Nessler e procedeu-se a leitura em ELISA a uma absorbancia de 450 nm. (Amena et al.
2010).

A determinacdo da temperatura 6tima da enzima L-glutaminase foi medida ao
longo do intervalo de temperatura de 4-60°C, utilizando 10 pL da enzima, 10 pL do
tampado fosfato de sédio (50mM), incubando nas respectivas temperaturas por 1h. Apos
o0 periodo de incubacdo adicionou-se 5 pL de TCA, 110 uL de agua destilada, 36 pL do
reativo de Nessler e realizou a leitura em ELISA a uma absorbancia de 450 nm (Amena

et al. 2010).

A estabilidade de temperatura foi medido por pré-incubacdo de 10 pL de enzima
sem 0 tampdo nas temperaturas de 30°, 37°, 44° 50° e 60°C por 30 minutos. Em

seguida foi quantificada a atividade residual de L-glutaminase utilizando 10 pL da
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enzima, 8 pL do tampéo Fosfato de sddio com Glutamina, pH 7 (50mM), incubando nas
respectivas temperaturas por 30 min a 37°C, ap0s acrescentou-se 5 uL de TCA, 110 pL
de agua destilada, 36 pL do reativo de Nessler e realizou a leitura a 450 nm (Wriston e

Yellin, 1973; Amena et al. 2010).

O efeito de diferentes ions metélicos sobre a atividade L-glutaminase foi
avaliada utilizando o cloreto de Fe?*, Fe®*, Hg?*, Ca?*, Mg?*, Zn?*, Cu?*, Co?*, Pb** e
Mn?*a 10 mM. A influéncia dos inibidores e ativadores também foi considerado usando
10 mM de B-mercaptoetanol, SDS (Sulfato soédico de dodecila), PMSF (Fluoreto de

fenilmetilsulfonilo) e ureia (Warangkar;Khobragade, 2010; Monica et al., 2013).

O ensaio foi realizado na presenca do composto mencionado em cada reacgdo do
ensaio para caracterizagdo. A atividade foi determinada adicionando 10 pL do tampé&o
Tris-HCI com L-asparagina (pH 7 a 50 mM), seguido 2 uL do ion mais 10 pL da
enzima que foi incubado a 37°C por 30 min. Os procedimentos posteriores a incubacao
seguem a metodologia descrita nos paragrafos anteriores. A atividade da enzima em
cada amostra foi medida e expressa como uma atividade relativa. A amostra ndo tratada

foi utilizada como controle (Warangkar e Khobragade, 2010; Amena et al. 2010).

2.6 Producdo L-glutaminase em Biorretor

Foi utilizado um biorreator de bancada, modelo BioFlo 110, da New Brunswick,
dotado dos controles de aeracdo, agitacdo, nivel de espuma, temperatura e pH, através

das quais foi possivel manter as condigdes do processo otimizadas na etapa anterior.
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Foram utilizada as melhores condi¢cdes obtidas no planejamento experimental em
frascos. O ensaio foi realizado por 48 horas. O monitoramento da producdo de L-
glutaminase extracelular foi monitorado bem como os parametros de pH, biomassa e
producdo proteica também foram avaliados durante o processo. A avaliacdo do pH foi
realizada por medicdes do potencial de hidrogénio do caldo nutritivo apds cada etapa,
utilizando o potenciémetro digital DIGIMED® modelo DM-21. O sobrenadante da

producdo da enzima foi quantificada de acordo com a metodologia Tizzot (2005).

2.7 Caracterizacdo Morfoldgica e molecular do micro-organimo

2.7.1 Caracterizacdo Macro-morfologica dos micro-organismos

Com a finalidade de realizar a identificacdo taxondmica da actinobactéria foram
utilizadas algumas caracteristicas micromorfolégica, bioquimica, fisioldgica. A
realizacdo da caracterizacdo da linhagem em nivel de crescimento em diferentes meios
de culturas foi desenvolvida para observacdo das seguintes caracteristicas:
micromorfolégica, cor do micélio aéreo, cor do micélio no substrato e difusdo de
pigmento no meio; foram estudados os seguintes meios : Extrato de Levedura - Agar
(ISP-1), Extrato de Malte - Extrato de Levedura - Agar (ISP-2), Farinha de aveia - Agar
(ISP-3), Sais inorganicos - Amido - Agar (ISP-4), Glicerol - Asparagina - Agar (ISP-5),
Peptona - Extrato de ferro - Agar (ISP-6) e Tirosina - Agar (ISP-7), sendo os meios ISP-

6 e ISP-7 utilizados para avaliar a producéo de pigmentos melanoides.
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2.7.2 Caracterizacdo Micro-morfoldgica dos micro-organismos

Para a realizacdo da técnica, os micro-organismos foram cultivados em ISP2 ou
ISP3(Farinha de aveia agar) ou GAA (Glicerol asparagina Agar), dependo da melhor
esporulagdo, com a insercao parcial de laminulas nos meios de cultura para crescimento
das hifas sobre sua superficie e incubado a 37 °C por cerca de 12 dias. Ap6s o0 periodo
de incubacdo, foi possivel a observacdo de caracteristicas como coloragdo e
pigmentacdo além de caracteristicas micromorfoldgicas, através de microscopia optica,
como presenca ou auséncia de esporos, forma da cadeia de esporos ou a presenca de

esporangio (Soraes et al., 2012).

3 Resultados e discussao

3.1 Otimizacdo da producdo enzimatica atraves do Planejamento experimental
Fatorial

Dependendo da forma de producdo a enzima pode apresentar variagdes em suas
propriedades bioquimicas. Na otimizacdo da L-glutaminase, neste estudo, pode-se
inferir, diante do rendimento enzimatico obtido, que o planejamento experimental
fatorial mostrou-se eficaz frente aos estudo das variaveis, a partir de um numero
reduzido de ensaios. O rendimento da enzima, no primeiro plagjamento fatorial 23,
pode ser observado na tabela 3. A maior producdo da enzima atingiu o valor de 1,597
U/mL, obtido no ensaio 6, com o pH de 7.8, temperatura a 33 °C e a concentragdo do
substrato 1,5%. A resposta no rendimento, tende a variar conforme as condicgdes

fermentativas, dependendo o resultado ndo s6 do micro-organismo, como também do
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método realizado para producdo. A concentragdo proteica, apresentou variacoes que

foram de 0,193 a 294 U/mg .

Tabela 3- Rendimento obtido no 1° planejamento experimental 23.

Ensaios pH  Temperatura(°C) (%) de L-Glutamina Desvio + U/mL U/mg

1 4,2 33 0,5 0,00 0,251 0,287
2 7,8 33 0,5 0,01 1,020 0,279
3 4,2 44 0,5 0,02 0,357 0,294
4 7,8 44 0,5 0,00 1,044 0,193
5 4,2 33 1,5 0,00 0,203 0,285
6 7,8 33 1,5 0,04 1,597 0,281
7 4,2 44 1,5 0,02 0,138 0,283
8 7,8 44 1,5 0,04 0,840 0,277

A partir dos resultados obtidos com as dosagens enzimaticas, efeitos dos trés
fatores (pH, temperatura e concentracdo do substrato indutor) também foram analisados
no programa Statistica 6.0.

Na anélise dos fatores, foi possivel notar claramente que o pH, foi um fator
determinante no aumento do rendimento enzimatico. Quando escolhemos manter o fator
1 (pH), entre os ensaios 1 e 2 (1) e 5 e 6 (Il), observa-se que tomando do menor nivel
para 0 maior nivel de pH, houve um aumento de aproximadamente 3 vezes no
rendimento em |, enquanto que em Il o aumento foi de mais de 4 vezes. Ja& 0s demais
fatores (temperatura e concentragcdo) quando relacionados ndo demonstram efeitos que
impliguem em mudanca no rendimento. A interacdo entre a temperatura e pH, e

temperatura e concentracao, foram levemente significativos, entretanto, podemos inferir

76



que o efeito do pH foi 0 maior responsavel na otimizacdo da producdo do complexo

enzimatico. O grafico de pareto explicita bem tais resultados (figura 1).

Figura 1 — Grafico de Pareto com efeitos e interacfes das variaveis.
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Desta maneira, foi possivel propor um modelo para producdo enzimatica, em sua
forma reduzida, com o0s coeficentes que apresentaram significancia,gerados pelo
programa statistic na tabela 4.

Tabela 4. Estimativa dos efeitos, planejamento fatorial 23. Estimativa de erro;

Variancia: Desvio padrdo_ 1; Coeficiente de correlacdo (R-sqr) =,89646; Adj:,82744
MS Pure Error=,0261025

Efeitos Std.Err P -95%  +95% Coeficiente Std.Err  -95% +95%

f;]rt':r‘;'é’;é 0563 0040 0000 0472 0654 0563 0040 0472 0,654
(1)Ph 0621 0080 0000 0439 0804 0,310 0040 0219 0402
le2 0212 0080 0027 -0395 -002  -0,106 0040 -0,197 -0,014
2e3 0204 0080 0032 -0387 -002  -0,102 0040 -0,193 -0,010

Y=0,5635 + 0,310X1 - 0,106 X1 X2 — 0,102X2X3

Onde, X1, corresponde ao pH; X1X> - interacdo entre os fatores pH e temperatura; X1 X3
- interacdo entre temperatura e concentragdo. Através da analise da variancia

(ANOVA) para todos os ensaios, foi perebido que, o R? ainda ndo estava satisfatério,
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apresentando confiabilidade de 89, % e que o0 modelo pode estar precisando tdo somente
de ajuste. Portanto, na tentativa de viabilizar o modelo linear, foram realizados novos
experimentos com objetivo de potencializar a otimizacdo. Um novo planejamento foi
elaborado, alterando apenas a faixa do pH. O menor nivel passou de 4,2 para 7,0,

enguanto que o maior nivel foi de 7,8 para 9,0.

Com o novo planejamento fatorial 23, notou-se a partir dos resultados da
dosagem enzimatica e protéica, uma melhora na producdo da enzima, na maioria dos
ensaios. O resultado obtido, com maior rendimento U/ml, foi observado no ensaio de
nimero 7, com concentracdo de 1,5%, pH 7,0 a 44 °C (tabela 5). A concentracdo

proteica, apresentou variacdes que foram de 0,229 a 457 mg/mL .

Tabela 5 - Rendimento do 2° planejamento experimental 23,

Ensai pH Temperatura  Substrato (%o) Desvio (U/mL) mg/mL
° +

25 7,0 ¢ 33 0,5 0,_04 0,998 0,415
2 9,0 33 0,5 0,01 0,434 0,229
3 7,0 44 0,5 0,01 0,547 0,310
4 9,0 44 0,5 0,01 0,581 0,325
5 7,0 33 15 0,01 0,370 0,225
6 9,0 33 15 0,00 0,363 0,312

7,0 44 15 0,01 1,226 0,410
8 9,0 44 15 0,02 1,202 0,457
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Singh et al. (2013), para otimizar as L-glutaminase produzida a partir de Bacillus
cereus MTCC 1305 utilizou como ferramentas estatisticas a metodologia de superficie
de resposta (MSR) e a de rede neurais artificiais (RNAs) com as condi¢des 6timas de 40
horas de fermentacdo, temperatura 34°C, indculo de 2% e velociadade de agitacdo 175
rpm. Os valores do coeficiente de determinacdo foram 99.97 ANN e 97.78 RSM. O
rendimento enzimatico ficou em 666,97 U / L.

Meena et al. (2014), obteve um aumento na atividade enziméatica com a
producdo e otimizacdo de novas moléculas extracelulares de L-asparaginase livre de L-
glutaminase de Nocardiopsis alba NIOT-VKMAQO8. Entre as fontes de carbono e de
nitrogénio testadas, a producdo de L-asparaginase foi observada com uma combinacao

de L-asparagina e maltose (1,5%) provacando o aumento do rendimento (18,47 Ul mL).

3.1.1 Anélise estatistica das variaveis e a anélise da variancia (ANOVA)
O ajuste do modelo foi verificado pelo coeficiente de determinacdo R?, que foi
de 0,99846 para a resposta de producdo enzimatica, o que indica que 99,84% da

variabilidade na resposta poderia ser explicada através do modelo.

A significancia estatistica de modelos de equacdes foi avaliada pelo teste de F
para a ANOVA. Os valores de F, modelo apresentado na Tabela 5, mostram que o
modelo € significativo. Os valores de P foram também muito baixos (P <0,001),

indicando a importancia do modelo.
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Tabela 6 - Designer do planejamento 2° apresentando: Estimativa de erro; Variancia:
Desvio padrdo_ 1; Coeficiente de correlagdo (R-sqr) =,99846; Adj:,99712 MS Pure
Error=,0001962 DV: Resp %11

Fator Soma Graus de Média Valor de F Valor de p
Quadratica Liberdade Quadratica

(1) Ph 0,042333 1 0,042333 215,779 0,000000
(2) Temperatura 0,260355 1 0,260355 1327,073 0,000000
(3) Substrato (%) 0,048731 1 0,048731 248,388 0,000000
D e 0,045476 1 0,045476 231,796 0,000000
@D e@) 0,033398 1 0,033398 170,233 0,000001
2 e3) 0,538389 1 0,538389 2744,258 0,000000
(L) e ) e?3) 0,050738 1 0,050738 258,618 0,000000
Erro Puro 0,001570 8 0,000196

Total SS 1,020988 15

O grafico de pareto pareto representa que todos os fatores avaliados, foram
siginificantes. A temperatura (2), concentracdo da glutamina (3), as intera¢cdes do pH
com a temperatura e com a concentracdo da glutamina e a interacdo da temperatura e
pH, exerceram efeitos positivos na producédo extracelular da enzima L-glutaminase. Por
outro lado, o pH(1) e a interacdo entre todos os fatores (pH, temperatura, concentracao

da glutamina) exerceram efeitos negativos no rendimento enzimético (figura 2).

Figura 2 — Gréfico de Pareto com efeitos e interacdes das variaveis.
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3.1.2 Interpretacao gréafica do modelo de resposta

Gréficos de contorno bi-dimensionais (2D) e de contorno tridimensional (3D) de
superficie de resposta sdo representacdes graficas da equacao de regressdo, usados para
investigar possiveis relacOes entre trés variaveis. Estas representacdes graficas sao
projetadas de dois fatores, enquanto que os outros fatores sdo mantidos constantes em
seu melhor nivel. Dessa forma, a regido 6tima pode ser encontrada através de uma
inspecdo visual das superficie (Haider, M. A.;Pakshirajan, K., 2007, Mosbah et al.,

2015).

As Figuras 3A e 3B mostram que, quando se utiliza o substrato indutor a 1,5 %
de L-glutamina como uma variavel constante a producao da enzima foi aumentada com
a diminuicdo do valor de pH e um aumento na temperatura de fermentacdo. Um alto
desempenho no rendimento enzimatico foi observado em valor de pH superiora 7, e a
temperatura maior que 40°C. O pH, neste aspecto, pouco influenciou na producdo,

podendo desta forma, ser usado dentro de uma larga escala (6,9 a 9,1).

As Figuras 3C e 3D mostram que com um aumento simultaneo do valor de pH
e a concentragdo do substrato indutor é alcancado o maior rendimento na produgéo da
enzimética . A elevada producdo é conseguido no valor de pH a partir de 6,8 com a
temperatura a partir de 40°C. A interagdo entre a concentragdo do substrato indutor e o
pH, ilustrada nas figuras 3-E e 3-F, indicou que 0 aumento do pH e aumento simultaneo

da L-glutamina, favorecem o rendimento maximo de producéo.
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Figura 3 — Gréficos de contorno 2D e 3D de superficie de resposta do modelo
empirico para a producao de enzimatica da L-glutaminase.
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3.2 Caracterizacao parcial do complexo enzimatico

L-Glutaminase obtida da actinobactéria otimizada através do planejamento
experimental teve como pH 6timo 8,0 (figura 4a) e mostrou atividade estavel de até
80% rendimento enzimatico, entre valores de pH 4,0 a 8,0 (fig. 4b) Desai, Chopra e

Hungund (2016), também testeram a atividade enzimatica de L-glutaminase oriunda da
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producdo extracelular de uma actinobactéria do solo, identificada como Strptomyces sp.

onde demosntrou-se que a enzima estava ativa numa gama de pH 5-9 com pH éptimo

7,0. A atividade diminuiu consideravelmente a pH baixo (5,0) e pH elevado (10,0).

Figura 4 - Caracterizacdo enzimatica: a) pH 6timo b) Estabilidade em diferentes pHs.
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Em relacdo ao desempenho da atividade enzimatica em diferentes temperaturas,

a enzima mostrou-se estavel entre as temperaturas de 25°C a 60°C, tendo como pico do
teste de estabilidade, 44°C. A temperatura 6tima, ficou estabelecida a 37°C (fig. 5a e
5b). Ainda no trabalho de Desai, Chopra e Hungund (2016), foi obtida como
temperatura ideal 30°C e 75% da atividade foi mantida numa gama de temperaturas 20
a 60 ° C e assim como neste trabalho, a enzima também manteve-se estavel a 60 ° C.

Figura 5 - Caracterizacdo enzimatica: a) Temperatura 6tima b) Estabilidade em
diferentes temperaturas.
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Em relacéo a afinidade da enzima por diferentes substratos, a L-glutamina e o
acido glutamico foram tidos como excelentes substratos indutores (figura. 6). A alta
afinidade com o substrato L-glutamina foi detectada também anteriormente por Senthil-
Kumar e Selvam (2011) e Kumar et al. (2012) para Streptomyces radiopugnans MS1.

Figura 6 - Caracterizacdo enzimatica: Efeito da L-glutaminase em
diferentes substratos.
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A L-glutaminase proviniente da actinobactéria da caatingueira, teve sua atividade
aumentada fortemente pela adi¢do da solugdo idnica de MnCl. e ndo apresentou
queda na atividade quando foram adicionadas solugdes idnicas de ZnSO4, nem mesmo
quando quelantes como EDTA, foram usados. Resultados que demonstram
caracteriticas importantes para enzimas voltadas para aplicacdo terapéutica, visto que
certos ions sdo necessarios para manter a conformacdo da enzima ou podem agir como
co-fatores. No trabalho de Chasanah, Tambunan e Yulianti (2012), com a enzima L-
glutaminase excretada por uma Pseudomonas aerginosa, isolada de um ambiente

marinho, também teve atividade enzimatica aumentada quando o ion de Mn?* foi
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adicionado e, em contraste com este trabalho, teve a atividade diminuida pela adi¢do de

Zn2+ , Ca®*, Fed*.

Figura 7 - Caracterizagdo enzimatica: efeito de diferentes ions metalicos e inibidores
da L-glutaminase.
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3.3 Producgédo em Biorreator da enzima L-glutaminase extracelular

A producéo da enzima L-glutaminase, foi submetida ao processo de producao
em biorreator, dentro das condi¢fes otimizadas em etapas anteriores. Neste trabalho o
biorreator foi mantido por 48 horas, a temperatura de 44°C , com a concentragdo do
subtrato indutor (L-glutamina) a 1,5% e o pH 7,0. A producdo em larga escala com uso
do Biorreator teve um rendimento de um pouco mais de 50% (0,645 U/mL, em relagdo

ao um rendimento enzimatico obtido com a otimizacao.
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3.4 Identificacdo da actinobactéria

A actinobactéria apresentou excelente crescimento no meio com extrato de malte
e levedura (ISP-2), porém apenas neste meio houve formagdo de micelio aéreo
abundante, 0 meio de sais inorgénicos e amido (ISP-4) teve um bom crescimento. J& nos
demais meios, o crescimento foi fraco ou quase ndo observavel. Nao houve producéo de
pigmentos melandides nos meios peptona e extrato de ferro (ISP-6), Tirosina (ISP-7).

O microcultivo foi realizado e a actinobactéria apresentou caracteristicas
morfologicas pertinentes ao género Actinomadura, com grande numero de hifas
vegetativas ramificadas, além de possuir denso micélio. Desta maneira a linhagem foi
parcialmente identificadas, como pertencentes ao género Actinomadura (Figura 9),
porém algumas espécies de Streptomyces podem até ser confundidas com o género
Actinomadura, devido a presenca de cadeias de esporos em pequenos espirais pouco
desenvolvidos e pelo lento crescimento do micélio aéreo.

Figura 8 - Micro-organismo isolado, identificado morfologicamente como
Actinomadura sp.

Fonte: Autor (2016)
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Conclusodes

O estudo demonstra a eficiéncia do planejamento experimental completo (23)
para identificar fatores que influenciam no processo de otimizacdo da producdo da
enzima L-glutaminase, a qual vem sendo amplamente usada na inddstria biotecnoldgica.
Na caracterizacao foi definido que a atividade da enzima é suscetivel a alteracGes diante

da adicdo de ions metalicos.
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6 CONCLUSOES GERAIS

@) estudo realizado explorou 0 potencial biotecnoldgico
de Actinobacteria sp. quanto a producdo de enzimas antitumorais, L-asparaginse e L-
glutaminase. O isolado de actinobactéria do bioma da Caatinga, mostrou potencial
capacidade para produzir enzima L-asparaginase e, desta forma 0til, para producédo
farmacéutica, porém foi constatado que nosso modelo experimental, apesar de melhorar

o0 rendimento enzimatico, ndo atendia aos requisitos de um modelo linear.

A producdo extracelular de L-glutaminse, através do modelo estatistico,
demonstrou a eficiéncia do planejamento experimental completo (22) para identificar
fatores que influenciam no processo de otimizacdo da producdo (99,8% de
confiabilidade do modelo estatistico) da enzima L-glutaminase. Com a enzima L-
glutaminase extracelular foi realizada sua otimizacdo, caracterizacdo parcial e

reproducéo das condigdes 6timas em biorreator.

L-glutaminase isolada dessa actinobactéria teve um rendimento de um pouco
mais de 50% quando produzida nas condi¢des otimizadas em biorreator. Contudo,
apresentou resultados significativos nas caracterizacBes enziméticas em diferentes
condicdes de estudos. A L-glutaminase se manteve ativa e estavel ao longo de uma
ampla faixa de pH e temperatura. A enzima também apresentou afinidade com substrato
indutor (L-glutamina), L-asparaginase e acido glutdmico. Além disso, a atividade da

enzima mostrou-se suscetivel a alteracdes diante da adicdo de ions metéalicos.

O método de identificacdo microscopica, possibilitou a identificacdo parcial da

actinobactéria como pertencente ao género Actinomadura.

L-asparaginase e L-glutaminase sdo enzimas com potencial antitumoral. Os
resultados obtidos neste trabalho, foram relevantes para a area biotecnoldgica, trazendo
dados sobre 0 modelos de producéo e caracterizacao, além de reforcar a importancia de
pesquisar novas fontes microbianas, tais quais actinobactérias, para a exploracdo de

novos metabdlitos secundarios.
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