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Resumo

Garapa e extrato de levedura foram usados na producéo de asparagifgs®punas mobili€P4.

Na otimizacao utilizou metodologia de superficie de resposta com 2 variaveis (extrato de levedura e
asparagina) em 3 niveis (1,0; 5,5 e 10,0 g/L) e uma repeticao do ponto central. A fermentacao em batelada
utilizou garapa diluida a 8 % (P/V) de AguUcaresais e indculo d&ymomonas mobili€P4 na
concentracao de 2 mg/mL. Apos a fermentagdo de 18 horas, a maior producao obtida de asparaginase foi
de 9,75 U/L em extrato de leveduraem 5,5 g/L e asparaginaem 1,0 g/L.
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Abstract

Sugar cane juice and yeast extract have been used for asparaginase productranliysCP4. A
complete factorial design of two variables (yeast extract and asparagin) at three levels (1.0; 5.5 and 10.0
g/L) with one replication at the central point was used. Batch fermentation utilised sugar cane juice
diluted at 8 % (W/V) of ®tal Sugars and an inoculum of 2 mg of cells/mL. After fermentation time of 18
hours, the highest production of asparaginase was 9.75 U/L using both yeast extract (5.5 g/L) and
asparagin (1.0 g/l).
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Introducéo comercializado para a fabricacdo de racdo animal,
O Brasil é 0 maior produtor mundial de etanol ggplemento alimentar humano e extrato de levedura.

partir da fermentacéo da garapa e melaco de caﬁ‘ér—]da que a importancia da producéo de etanol como
de-aciicarDesde o advento do PROALCOOL, gLnergia renovavel para o Brasil e a geracao de

Brasil avancou na tecnologia de producgéo de etarfg|'Pr€90s s€jam inegavels, o acucar da cana pode

bem como no aumento da area de plantio de cana> A utilizado como substrato para a produgdo de

producéo industrial de etanol gera o fermento qué’qéetabolltos de valor agregado maior que o etanol.
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A asparaginase, um agente anti-neoplasico,cémplexo B e o acido pantoténico enquanto que, a
utilizada no tratamento de leucemia aguda. A enzinagparagina tem o papel de indutor na producéo de
catalisa a hidrélise de asparagina em acido aspartasparaginase (CAMILIOS NETO, 2005). Neste
e amonia, levando a deplecédo de asparagina eontexto a garapa e o extrato de levedura, matérias
células tumorais que sao incapazes de produzir epsenas da agroindustria de baixo custo, foram
aminoacido. Assim a deple¢&o de asparagina, causatiizados para a producdo de asparaginase por
pela administracdo endovenosa de asparaginagdgmomonas mobili€P4. A fermentacao foi
provoca a morte de células malignas. O atual uso diémizada por metodologia de superficie de resposta
asparaginase descherichia colicausa efeitos (BOX; DRAPER, 1987) com delineamento fatorial
colaterais toxicos em administragcdo continueompleto 3 das variaveis: concentragcdo de extrato
(PRAKASHAM et al., 2007; KOTZIA et al., 2005) de levedura e de asparagina.

e além de ser de custo de producdo elevado. Sendo

assim, tem havido a busca de outros microrganismos

produtores dessa enzima com menor toxidez bédaterial e Métodos

como, capazes de usar matéria prima de baixo custoMicrorganismo e Meio de psewvacéo:
na fermentacao. Zymomonas mobili€P4 foi preservado em Placas

Zymomonas mobilisma bactéria gram-negativade Petri contendo meio sélido de composicéo (g/L):
que utiliza glicose, frutose e sacarose e produz etafigfarose 20,0; extrato de levedura 2,5;F®) 1,0;

e CO,. A cepa CP4 foi isolada de uma bebid19SC,-7H,0 0,5; (NH),SO, 1,0 e agar 15,0. O
fermentada e consumida pelo povo de Recif@‘,eio foi esterilizado a 121°C por 20 minutos. Ap6s
denominada de Caldo Picado (MORAIS et al., 1993ficubacdo a 30°C por 24 horas. As culturas foram
Esta bactéria vem sendo utilizada experimentalmerfféntidas a 4°C e repicadas a cada 30 dias.

na fermentacdo da garapa de cana-de-acucar hvieio de fermentacdo© meio empregado
mais de 20 anos (VUUREN; MEYER, 1982; RHERytilizou garapa diluida a 8 % (P/V) de A¢licaresi

et al., 1984; HUERAZ-DIAZ; CACHO; (AT), extrato de levedura e asparagina nas seguintes
BERNARD, 1991; ANO; BUZATO, 2003). concentragdes (g/L): 1,0; 5,5 e 10,0 e 0s saigH
Estudos tem demonstrado também o potencial de@smgsq_7HZQ foram nas mesmas concentracdes
microrganismo para a producao de levango meio de preservacdooMmes de 25 mL foram

(BORSANI et al., 2006), sorbitol (CAZEWet al., distribuidos em frascos Erlenmeyer de capacidade
2005; VIGNOLI; CELLIGOI; SIVA, 2006), acido de 125 mL e esterilizados a 121°C por 20 minutos.

gliconico (SILVEIRA et al., 1999) e mais . . N
~ . Planejamento fatorial para mducédo de
recentemente para a producao de asparaginase . . .
asparaginaseQs experimentos foram realizados
(ABUD et al. 2003). L . .
segundo os principios da metodologia de superficie
Na producdo de asparaginase € importanteja resposta, tendo como varidveis as
fonte de nitrogénio sendo prolina, uréia e sais @®ncentracées de extrato de levedura (E.L.) e
nitrogénio (nitrato de sédio e sulfato de amonio) N&sparagina (Asn) no meio de fermentacébéla
recomendadas (ABUD; PINO; ALVES, 2005). 1). Foi utilizado delineamento fatorial complefo 3

Entretanto, o extrato de levedura fornece grandem uma repeticdo do ponto central, totalizando
quantidade de aminoacidos (cerca de 50% do pesp), experimentos @bela 2).
além de outros nutrientes como, vitaminas do
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Tabela 1.Variaveis independentes e niveis de variacao utilizados.

Variaveis Originais Niveis de variacdo
-1 0 +1
X, —Concentracdo de extrato de levedura em (g/L) 1,0 5,5 10,0
X, —Concentracdo de asparagina em (g/L) 1,0 5,5 10,0

Tabela 2.Delineamento fatorial completé@as variaveis codificadas e decodificadas.

Ensaio X1 X, E.L. (g/L) Asn. (g/L)
1 -1 -1 1,0 1,0
2 -1 0 1,0 5,5
3 -1 1 1,0 10,0
4 0 -1 5,5 1,0
5 0 0 5,5 5,5
6 0 1 5,5 10,0
7 1 -1 10,0 1,0
8 1 0 10,0 5,5
9 1 1 10,0 10,0
10 0 0 5,5 55

Fermentagbes em bateladBoi usado in6culo uma curva de calibragdo de sacarose, variando a
de concentracdo de células de 2,0 mg/mL e ezoncentracao de 0 a 100 pg/mL. As leituras foram
guantidade de 10 % (v/v) do volume total déeitas em 490 nm.

fermentagdo. Os frascos Erlenmeyers foram Determinacdo de etanoUtilizou-se o método

|ncubaqos a 30°C, sem aglta(;f?lo € sem Con”?'e cﬁje_edosagem de etanol segundo Kaye e Haag (1954).
PH' Apos _18 hora§ de mcubagao, gfermenta(;ao B'rendimento de fermentacéo foi calculado segundo
interrompida e a biomassa foi avaliada. O conteugﬂo equacao: [(Etanol)/(0,51xActcar

dos frascos Erlenmeyers foi centrifugado a 9'005’8&nsumido])><100, assumindo que 1 glica®e Etanol

sob refrigeracdo ¢€) por 10 minutos para separagaq 2 COo

da biomassa e sobrenadante. No sobrenadante foi _ _ N
avaliada a concentracdo de A& etanol. Na Determinacdo de asparaginasi:atividade de

biomassa foi avaliada a atividade de asparaginas@SParaginase foi determinada de acordo com Imada
et al. (1973). O centrifugado de células era

Determinacao de biomass# biomassa foi ressuspenso em 1,0 mL de tampé&o tris-HCI 0,05 M,

avaliada em leituras a 605 nm e comparada com urg]_aI8 6 1,0 mL de asparagina 0,01 M, &C3%r 30
curva de_ callbragaq. A cu,rva de calibracéo foi Ie'tr%inutos. A reacao era interrompida adicionando-se
da seguinte maneira. Aliquotas de suspensao (5“?[ mL de &cido tricloroacético 1,5 M. A ambnia
biomassa foram submetidas a s’ecagem, ate PfiBRrada foi determinada pelo Método de Nessler
constante~, e”q‘%a”to que. outra allquc.)ta: da MeSMiocando 0,5 mL do clarificado centrifugado da
suspenséo, foi submetida em diluicbes parargagéo em 7,0 mL de agua bidestilada e 1,0 mL do
obter\gao de leituras espectrofotometricas. Eﬁ]eagente de Nessler a temperatura ambiente por 10
seguida os valores correspondentes ao peso Sﬁﬁﬂutos, realizando leitura em 480 nm. O branco
(mg/mL) e absorvancia foram graficados. usado foi uma amostra com tempo de rea¢do de zero
Determinacdo de aguces totais:Utilizou-se minuto. A concentragdo de amdnia foi determinada
0 método segundo Dubois et al. (1956). Foi usadam base em uma curva de calibracdo construida
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com solucdo de sulfato de aménio. Uma unidade de cultura continha asparagina. O interesse da

asparaginase (U) foi a quantidade de enzinmesparaginase déymomonas mobilifoi retomado

necessaria para liberar 1 puMol de aménia por minutmais recentemente quando Abud et al. (2003)
relataram estudos de produg@o em meio de glicose e

_ B asparagina. A atividade enzimatica obtida foi de 4,6
Resultados e Discusséao U asparaginase/g células.

Zymomonas mobilioi cultivada em garapa  camilios Neto (2005) e Camilios Neto, Buzato e
diluida na concentracdo de agucares totais de 78§ sato (2006) otimizaram as condices de cultivo
g/L. O consumo de acticar variou de 84 a 90 % &@jizando delineamento fatorial na produgéo de
producéo de etanol atingiu valores tedricos de 661%§paraginase paymomonas mobilisFoi usado
98,8 %. Os valores elevados de consumo de a(;uﬁq—)éago diluido a 10 % de Actcares Redutomai
e producdo de etanol indicam que a fermentacao fiyescido de extrato de levedura e asparagina. Os
completa, com alta atividade metabolica dggyltados obtidos indicaram que o extrato de levedura
microrganismo nas condicoes testadas. mesmo na concentra¢do minima de 2,0 g/L estava

A asparaginase é obtida industrialmente peRm excesso. Entretanto a adicdo de asparagina ao
cultivo de Escherichia coli Entretanto, outros meio de fermentacdo aumentou a atividade de
microrganismos também tém sido considerados cordgparaginase. O maior valor obtido de asparaginase
potenciais produtores desta enzima. Recentemeffide 19,90 U/L quando se usou extrato de levedura
Zymomonas mobilisem sendo estudada emem 2,0 g/L, na presenca de asparagina (variavel
fermentacdes objetivando a producdo d@iscreta) e em 21 horas de fermentacao.
asparaginase. Galani, Drainasypds (1985) foram  Egte trabalho avaliou producio de asparaginase na
os pioneiros em relatar a presenca de asparaginfgfentacio da garapa, no qual foi otimizado, o efeito
em fermentacdes conduzidas poymomonas (o extrato de levedura e de asparagina através de

mobilis. Esses autores relataram que a mai@fetodologia de superficie de resposta. Os resultados
atividade de asparaginase foi obtida quando 0 m&jgtidos sio apresentados mddla 3 e Figura 1.

Tabela 3.Valores finais de biomassa, aglcar consunmieltdimento de fermentagéo e atividadesigaraginase na
fermentacdo da garapa phymomonas mobiliSP4.

Ensaio Biomassa AcuUcar consumido Rendimento de asparaginase (U/L)
(g/L) (%) fermentacao(%o)
1 0,91 86 70,45 5,75
2 0,87 89 95,69 5,75
3 0,79 84 86,56 6,00
4 1,00 88 99,20 9,75
5 0,98 90 76,40 7,25
6 0,93 90 66,30 7,25
7 0,94 89 98,80 5,50
8 0,72 90 90,00 5,75
9 0,74 87 83,40 2,00
10 0,98 86 98,10 7,75

Os valores apresentados nab&la 1 foram 1,7948X + 0,24537 X - 10,1543 X*—0,0185 X —
analisados pela a metodologia de superficie @0463 XX_; onde: Y = atividade de asparaginase;
resposta (programa computacionah$BTICA 7.1) X, = concentracdo de extrato de levedurg;=X
e obteve-se a seguinte equacdo: Y = 3,90817céncentracdo de asparagina. A analise estatistica
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mostrou que a variavel Xomo a interagédo Y X, asparagina a 1,0 g/L. A variagdo de extrato de
foram significativas e a variavel asparaging 6o levedura foi significativa para producdo de
foi significativa (p < 0,5). A otimizacdo da equaca@asparaginase patymomonas mobili€P4 na
preditiva utilizando o aplicativo OPGRAD, mostrodermentacdo de garapa.

gue a melhor condicao para producéo de asparaginase

foi a que utilizou concentragéo de extrato de levedura _

5,5 g/L e concentracdo de asparagina de 1,0 gftgradecimentos

obtendo-se uma producéo de 9,75 U/L. A figura de Doumit Camilios Neto, Gilcelene Bruzon e Robson
superficie de resposta (Figura 1) ilustra o efeito gQlessandro Mattos Machado agradecem o apoio
extrato de levedura e da asparagina no meio de cultff@anceiro cedido pelo Conselho Nacional de
para a producao de asparaginase. Desenvolvimento Cientifico eeEnolégico (CNPQ)

e Fundacao Araucaria.
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