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RESUMO 

A enzima L-asparaginase é atualmente utilizada na indústria de alimentos e na indústria 

farmacêutica devido à facilidade de catalisar a reação de hidrólise da L-asparagina em 

aspartato e amônia. Esta propriedade tem aplicação na indústria dos alimentos, pois evita a 

produção de compostos carcinogênicos como as acrilamidas. Por outro lado, na indústria 

farmacêutica, esta reação enzimática detém o crescimento de células leucêmicas devido à falta 

de L-asparagina que estas células devem afrontar. Conforme as células leucêmicas têm pouca 

ou nenhuma asparagina sintetase, as rotas metabólicas dependem exclusivamente da absorção 

desse aminoácido do meio fisiológico. Várias pesquisas foram feitas desde que a L-

asparaginase mostrou a habilidade de reduzir alguns cânceres na década de 50. Estas 

pesquisas incluem a triagem de micro-organismos produtores, a otimização de meios de 

cultura para melhorar a produção e a procura de uma metodologia que consiga purificar a 

enzima a partir do estrato bruto. Tais pesquisas se intensificaram recentemente no Brasil 

devido a uma crise de abastecimento gerada pela interrupção da importação pelo fornecedor. 

A L-asparaginase é um princípio ativo de alta demanda para tratar a leucemia linfoblástica 

aguda e por isso deve ser produzida no Brasil. Este estudo foi realizado utilizando a linhagem 

Penicillium sp. T8.3 e teve como objetivo aprimorar a produção da enzima ajustando as 

condições de cultivo, usando glicerol e L-asparagina (como fontes de carbono e nitrogênio, 

respectivamente) e pH como as três variáveis de entrada. Os experimentos foram 

desenvolvidos aplicando ferramentas da estatística multivariável como planejamento fatorial, 

desenho composto central para gerar um modelo matemático empírico. Foram analisadas a 

concentração de amônio e a atividade enzimática produzida nos bioprocessos. A atividade 

enzimática foi determinada em reação conduzida a 37 °C e pH 7,0, condições semelhantes à 

do meio fisiológico. Todos os dados estatísticos foram gerados com o programa Statistica 7.0 

©. Foi produzida uma atividade máxima de 12,7 U por bioprocesso estacionário conduzido 

em meio ajustado com 15,5 g.L
-1 

 de glicerol, 5,6 g.L
-1 

 de L-asparagina e pH 4,8. Desse 

modo, o ajuste das condições de cultivo permitiu elevar a produção em mais de 30 vezes e 

alcançar uma atividade enzimática superior à maioria dos relatos da literatura que tratam da 

produção da enzima fúngica. O modelo estatístico previu a produção enzimática com 77% de 

acerto, mostrando sua validade experimental e o potencial da linhagem T8.3 para a produção 

de L-asparaginase eucarionte. 

Palavras chave: Estatística multivariável, atividade enzimática, Leucemia linfoblástica 

aguda, Biotecnologia, Fungos filamentosos.  



 

 

RESUMEN 

La enzima L-asparaginasa es usada actualmente en la industria de alimentos y en la industria 

farmacéutica debido a su facilidad  para catalizar la reacción de degradación de L-asparagina 

en amoniaco y aspartato. Esta característica es útil en la industria de alimentos puesto a que 

evita la producción de compuestos cancerígenos como la acrilamida. Por otro lado, en la 

industria farmacéutica, esta reacción detiene el crecimiento de células leucémicas debido al 

desabastecimiento de L-asparagina al que las células se enfrentan. Ya que estas células tienen 

poca o ninguna asparagina sintetasa, sus rutas metabólicas dependen exclusivamente de la 

absorción de aminoácidos desde el medio fisiológico. Varias investigaciones se han llevado a 

cabo desde que la L-asparaginasa mostró su capacidad para reducir algunos cánceres en los 

años 50. Estas investigaciones incluyen la clasificación de microorganismos como 

productores de esta enzima, la mejora de los medios de cultivo para optimizar la producción, 

y la búsqueda de una metodología para purificarla desde el extracto celular. Estos temas de 

investigación han ganado interés en Brasil debido a que el proveedor de este fármaco detuvo 

sus servicios. La L-asparaginasa presenta una alta demanda para tratar la leucemia 

linfoblástica aguda y por lo tanto debe ahora producirse en Brasil. Este estudio se llevó a cabo 

utilizando una cepa Penicillium sp. T8.3 cuyo objetivo fue optimizar la producción de la 

enzima mediante ajustes en las condiciones de cultivo usando glicerol y L-asparagina (como 

fuentes de carbono y de nitrógeno, respectivamente) y pH como las tres variables de entrada. 

Los experimentos fueron desarrollados utilizando herramientas de estadística multivariable 

como un  planeamiento factorial y un diseño de compuesto central para obtener un modelo 

matemático empírico. Se analizaron la concentración de amoniaco y la actividad enzimática 

en los procesos biotecnológicos. La actividad enzimática fue determinada en una reacción a 

37 °C y pH 7.0, condiciones similares al medio fisiológico. Todos los datos estadísticos 

fueron obtenidos del programa Statistica 7.0 ©. Se obtuvo una actividad máxima de 12.7 U 

en proceso biotecnológico estacionario en un medio ajustado con 15.5 g.L
-1 

de glicerol, 5.6 

g.L
-1 

de L-asparagina y pH 4.8. Este ajuste de las condiciones de cultivo logró aumentar la 

producción en más de 30 veces, bien como alcanzar una actividad enzimática superior a la 

mayoría de los relatos de literatura que tratan de la producción de la enzima de hongos. El 

modelo estadístico predijo la producción enzimática en 77% de acierto, mostrando su validez 

experimental y el potencial de la cepa T8.3 para la producción de la L-asparaginasa eucariota.  

Palabras clave: Estadística multivariable, actividad enzimática, Leucemia linfoblástica aguda, 

Biotecnología, Fungos filamentosos



 

 

ABSTRACT 

The enzyme L-asparaginase is nowadays used in both pharmaceutics and food industry 

because of its ability to catalyze the reaction of hydrolysis of L-asparaginase into ammonia 

and aspartate. This feature is useful in the food industry because it hinders the formation of 

carcinogenic compounds such as acrylamide. On the other hand, in the pharmaceutical 

industry, this enzymatic reaction prevents some leukemic cells from growing due to 

asparagine depletion. Since these cells have low levels or no asparagine synthase, their 

metabolic routes depend on amino acid absorption from physiological medium. Several 

researches have been carried out since L-asparaginase showed to reduce some cancers in the 

50’s. These researches include the screening of producing-microorganisms, optimization of 

the culture media to increase enzyme production, and development of methodology to purify 

the enzyme from crude extracts. Such researches have recently been intensified in Brazil due 

to a supply crisis resulting from interruption of the importer activities. L-asparaginase is a 

pharmaceutical of high demand to treat acute lymphoblastic leukemia, and therefore, it must 

be produced by Brazil. This study was carried out with the strain Penicillium sp. T8.3, and 

aimed to improve enzyme production by adjusting culture conditions, and by evaluating 

glycerol and L-asparagine – as carbon and nitrogen sources, respectively – and pH as input 

variables. The experiments were developed by using multivariable statistic tools such as 

factorial planning and central composite design to generate an empirical mathematical model. 

It was analyzed the ammonium concentration and the enzymatic activity produced in the 

bioprocesses. L-asparaginase activity was determined in reactions conduced at 37 °C and at 

pH 7.0, similar to the physiological conditions. All statistical data were obtained with the 

software Statistica 7.0 ©. A maximum activity of 12.7 U was produced by stationary 

bioprocess in media adjusted with 15.5 g.L
-1 

glycerol, 5.6 g.L
-1 

L-asparagine, and pH 4,8. 

Thus, adjustment of culture conditions allowed to increase production by 30 times, and to 

reach an enzyme activity higher than those reported by most of the literature that deals with 

production of the fungal enzyme. The statistical model predicted enzyme production with 

77% of accuracy, showing its experimental validity and the potential of strain T8.3 to produce 

the eukaryote L-asparaginase.  

 

Keywords:  Multivariable statistics, enzymatic activity, acute lymphoblastic leukemia, 

Biotechnology, Filamentous Fungi  
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1 INTRODUÇÃO 

A enzima L-asparaginase (EC.3.5.1.1), também denominada L-asparagina amido-

hidrolase, é uma enzima de amplo interesse nas indústrias farmacêutica e de alimentos devido 

às suas aplicações terapêuticas e utilidade para o processamento de alimentos. 

A enzima é utilizada para evitar a produção de acrilamida, uma molécula 

carcinogênica (MOHAN KUMAR; MANONMANI, 2013) formada em frituras e em 

produtos de panificação que contenham amido e sejam submetidos a altas temperaturas. 

Vários estudos relatam a presença de acrilamida em alimentos não só no Brasil, mas também 

ao redor do planeta. Isso sugere que a presença deste composto não tem ligação com um fator 

cultural ou culinário nem com a natureza dos ingredientes usados em diferentes partes do 

mundo (ARISSETO, 2007) e sim com os processos universais na cozinha. 

Os processos de fritar e cozinhar ingredientes com alto conteúdo de 

polissacarídeos e baixos níveis de proteínas são os responsáveis por criar tais acrilamidas 

perigosas, pois essas condições são as necessárias para induzir a reação de Maillard em altas 

temperaturas (DERGAL, 2006). Uma alternativa para melhorar a segurança desse tipo de 

alimento é reduzir ou eliminar a presença das acrilamidas na sua composição. 

Vários micro-organismos têm mostrado que possuem o gene codificador da L-

asparaginase. Bactérias como Escherichia coli, Erwinia carotovora, Pseudomonas 

aeruginosa, Vibrio succinogenes (BUNPO et al., 2008; EL-BESSOUMY; SARHAN; 

MANSOUR, 2004; ROBERTS; BURSON; HILL, 1968) e algumas espécies de fungos dos 

gêneros Phoma, Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Cladusporium, Scytalidium, Thielavia, 

Malloranchea (CHOW; TING, 2015; PATRO; GUPTA, 2014; RADHIKA TIPPANI, 2012; 

SHRIVASTAVA et al., 2012; SURESH; RAJU, 2013) expressam L-asparaginase durante 

suas atividades metabólicas.  

As pesquisas sobre a L-asparaginase foram conduzidas não só pelo interesse 

industrial na área dos alimentos, mas também pelo interesse farmacêutico da enzima, que atua 

inibindo o crescimento de alguns tipos de linfomas. Alguns estudos sobre leucemia 

linfoblástica aguda (ou linfocítica aguda) (LLA) reportam que a L-asparagina é um 

aminoácido essencial para as células leucêmicas, as quais são incapazes de produzi-la e 

dependem de sua disponibilidade no sangue (LOUREIRO, 2010). 
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O mecanismo usado pela enzima L-asparaginase é catalisar a reação irreversível 

de degradação da L-asparagina em L-aspartato e amônia em ambientes aquosos 

(SHANTHIPRIYA et al., 2015). As células normais expressam a enzima L-asparagina 

sintetase e, assim, conseguem produzir doses pequenas deste aminoácido (GRAHAM, 2003; 

MÜLLER; BOOS, 1998; NARTA; KANWAR; AZMI, 2007; SARQUIS et al., 2004). Desse 

modo, a L-asparaginase se converte em um princípio ativo seletivo para as células leucêmicas, 

uma vez que, quando administrada por via intravenosa, atua hidrolisando a L-asparagina 

sanguínea. E, como a LLA é responsável por 0,5 e 3 % da morbidade pediátrica nacional 

(INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2008), é necessário investir em pesquisas focadas 

na produção desta enzima no país. 

O interesse para a produção de L-asparaginase no Brasil decorre de uma crise de 

abastecimento que fez o governo federal investir R$ 17,6 milhões no ano de 2014 para 

atender a demanda nacional para 3.000 crianças (AGÊNCIA FIOCRUZ DE NOTICIAS, 

2014). Lamentavelmente, o fornecedor suspendeu a produção do medicamento (PALMER, 

2012) e a L-asparaginase é atualmente obtida através de importação a um custo mais elevado, 

quando o país deveria implementar condições biotecnológicas para sua produção interna 

(MILA, 2014). Isto não só representa uma oportunidade científica para o país, mas também é 

um desafio econômico, onde a redução de custos deve ser avaliada no sentido de sanar a falta 

de uma indústria enzimática brasileira bem estabelecida (ZIMMER et al., 2009). 

A busca por novas linhagens produtoras de L-asparaginase, principalmente entre 

os organismos eucariontes, bem como o melhoramento do processo biotecnológico pelo ajuste 

das variáveis, é uma premissa para impulsionar o desenvolvimento da produção no mercado 

brasileiro e para encontrar novas formas da enzima com melhores propriedades terapêuticas e 

menos efeitos colaterais. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de ajustar as 

condições de produção para aprimorar a produção de L-asparaginase por um isolado de 

Penicillium sp. que em estudos anteriores foi selecionado como potencial produtor da enzima. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 A enzima L-asparaginase 

A L-asparaginase é uma hidrolase, ou seja, em ambiente aquoso, a enzima catalisa 

uma reação de hidrólise. A enzima atua sobre seu substrato, o aminoácido L-asparagina, 

mediante um ataque nucleofílico, provocando uma dissociação do radical amida e liberação 

de amônia, bem como resultando na formação de um intermediário acil-enzima. Na segunda 

etapa da reação, o intermediário acil-enzima é hidrolisado e forma-se uma molécula de L-

aspartato (SANSOM; JASKOLSKI, 2004). Esse mecanismo usado para gerar o íon L-

aspartato é quem dá o outro nome à enzima: L-asparagina amido-hidrolase, cujo número de 

identificação é EC 3.5.1.1 (Enzyme Comission Number). O número EC da L-asparaginase 

indica a classificação como enzima hidrolase (3), que ataca as ligações C-N não peptídicas 

(5), em substratos lineares (1), mais especificamente a L-asparagina(1) (MOSS, 2016). 

No metabolismo celular, a L-asparaginase tem por função converter a L-

asparagina em L-aspartato, que deve em seguida sofrer reação de transaminação com uma 

molécula de piruvato durante o catabolismo de aminoácidos como se vê na Figura 1. O 

objetivo da reação é transformar o L-aspartato em outra molécula sem nitrogênio, o 

oxaloacetato, para ser oxidada no ciclo do ácido cítrico (MURRAY et al., 2010). Em outros 

cenários naturais, alguns autores reportam que a L-asparaginase ajuda na mineralização de 

nitrogênio em solos (DODOR; TABATABAI, 2003).   

Figura 1–Transaminação do aspartato por meio da enzima transaminase após hidrólise do grupo amino 

por meio da enzima L-asparaginase 

Fonte: MURRAY et al. (2010) 

Devido à sua atividade hidrolítica sobre o grupo amida, a L-asparaginase possui 

aplicações industriais e farmacêuticas. É ideal para evitar o crescimento de células 

dependentes do aminoácido L-asparagina e também para evitar a formação de acrilamida. No 
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primeiro caso, fala-se de L-asparaginase como enzima farmacêutica, já que a L-asparagina é 

um aminoácido essencial para as células leucêmicas, que são incapazes de sintetizá-lo. As 

células normais conseguem sintetizar a L-asparagina mediante o seguinte mecanismo: uma 

transaminase converte uma molécula de oxaloacetato em um intermediário L-aspartato, 

através da transferência de um grupo amino do aminoácido glutamato formando α-

cetoglutarato e L-aspartato (BATOOL et al., 2016). Finalmente, a molécula de L-aspartato é 

convertida em L-asparagina sob catálise da enzima L-asparagina sintetase. 

A deficiência de L-asparagina sintetase diferencia as células normais e as 

neoplásicas da LLA (FERNANDEZ et al., 2014; GRAHAM, 2003; SARQUIS et al., 2004). 

Aparentemente, a regulação de asparagina sintetase está ligada à capacidade de metilação dos 

resíduos de citosina no DNA (GRECO et al., 1989).  

A eliminação de L-asparagina do meio fisiológico bloqueia o ciclo celular das 

células neoplásicas na fase G1, fase de crescimento, enquanto que as células normais 

conseguem subsistir devido à síntese intracelular do aminoácido (BATOOL et al., 2016; DE 

ALMEIDA et al., 2005). A deficiência de L-asparagina prejudica a síntese proteica e leva as 

células do câncer à morte por apoptose (EL-NAGGA; EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014; 

SHANTHIPRIYA et al., 2015). Na Figura 2 se apresenta uma ilustração do mecanismo de 

ação da enzima L-asparaginase. Fazer um rastreamento destes fenômenos em tempo real no 

corpo humano é relativamente simples, pois ambas, L-asparagina e L-asparaginase, são 

facilmente determinadas no plasma e no fluido cerebrospinal (RIZZARI et al., 2013). 

Figura 2–Hidrólise da L-asparagina sob catálise da L-asparaginase. 

Fonte: Modificado de LOUREIRO (2010) 

Num segundo panorama, na indústria de alimentos, a L-asparaginase é utilizada 

para evitar a produção de acrilamidas, compostos sólidos, cristalinos, incolores e inodoros 
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(BATOOL et al., 2016). A aplicação dessa enzima na indústria de alimentos também é devida 

à sua ação na reação de degradação de L-asparagina. Dergal (2006) afirma que a L-asparagina 

está envolvida na reação de Maillard onde se formam produtos de Amadori, os quais reagem 

com terminais redutores do amido para finalmente produzir a acrilamida. A sequência de 

reações de conversão de L-asparagina a acrilamida estão ilustradas na Figura 3. Portanto, 

diminuir a L-asparagina em alimentos reduz em 90% a formação de acrilamidas, compostos 

carcinogênicos de alto risco, sem alterar os procedimentos culinários tradicionais, nem 

comprometer o sabor ou a qualidade dos alimentos (EL-NAGGA; EL-EWASY; EL-

SHWEIHY, 2014; SHANTHIPRIYA et al., 2015; XU; ORUNA-CONCHA; ELMORE, 

2016). 

No Brasil, as enzimas especiais, as de uso diagnóstico, terapêutico, de química fina e 

pesquisa, são predominantemente importadas enquanto que a exportação é muito menos 

expressiva (ZIMMER et al., 2009). No período de 1998-2005 o Brasil importou o equivalente 

a US$ 516 milhões e exportou US$ 24,5 milhões, o que corresponde a 84% de importação e 

16% de exportação. Esses autores descrevem a necessidade do investimento para expandir o 

aumento da produção enzimática no Brasil. 

Figura 3– Reação de formação da acrilamida 

 
Fonte: DERGAL (2006) 
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2.2 Histórico: descobrimento, pesquisa e produção da L-asparaginase 

Os primeiros experimentos que relatam tratamento de LLA com uma proteína 

obtida de outro organismo datam do ano de 1953, quando Kidd utilizou soro de suíno para 

combater a doença em camundongos de laboratório (KIDD, 1953). Os resultados mostraram 

que os camundongos morriam devido aos carcinomas quando não recebiam o tratamento com 

o soro, enquanto que camundongos tratados apresentavam regressão do carcinoma. Um 

estudo contemporâneo feito por McCoy (1956) sugeria que o crescimento de certos tumores 

era dependente de aminoácidos obtidos do meio extracelular. A tecnologia disponível e as 

técnicas usadas naquele momento não permitiram que Kidd reconhecesse no soro o princípio 

ativo responsável pela regressão do linfoma. Contudo, o autor descreveu muito bem suas 

suspeitas de que se tratava de uma proteína, incluindo a observação de que era precipitável 

com sulfato de amônio em grandes concentrações.  O autor afirmou que o constituinte era 

resistente a uma temperatura aproximada de 56 °C, porém, era inativado acima dos 60 °C. 

Dez anos depois, no mesmo local, o Hospital de Nova Iorque, continuando os estudos de 

Kidd, Broome sustentou a hipótese de que a L-asparaginase era o constituinte responsável 

pelo efeito anti-linfoma (BROOME, 1963). Em seus experimentos, este autor separou frações 

do soro e testou a atividade de cada uma delas comparando-as com a atividade da L-

asparaginase. Seus resultados confirmaram a estabilidade térmica do soro, com redução de 

20% da atividade quando da exposição a 56 °C, e perda de 80% da atividade da enzima na 

temperatura de 66 °C. Outro aporte experimental feito por Broome foi analisar a estabilidade 

do soro quando exposto a diferentes valores de acidez. Esse autor concluiu que embora a 

máxima estabilidade (e também, máxima atividade anti-linfoma) era mantida em pH neutro, 

um meio alcalino era menos agressivo do que um meio ácido.  

Mashburn e Wriston (1964) conseguiram isolar a enzima L-asparaginase 

produzida por E. coli e avaliaram sua atividade enzimática. A partir daí, tornou-se crescente o 

interesse em encontrar outras fontes microbianas de L-asparaginase. 

A L-asparaginase foi a primeira enzima utilizada em humanos com fins 

terapêuticos (BATOOL et al., 2016). A suposição de que poderia ser utilizada para tratamento 

da LLA em crianças foi feita por Clementi em 1922 (apud SAVITRI; ASTHANA; AZMI, 

2003). No ano de 1966 foi relatado o primeiro caso de tratamento de LLA em um paciente 

pelo uso da L-asparaginase (DOLOWY et al., 1966). Na mesma época, se desenvolvia uma 

pesquisa onde se conseguiu demonstrar a eficácia terapêutica da L-asparaginase (OETTGEN 
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et al. apud LOUREIRO, 2010). Na época, a busca por fontes alternativas da enzima não 

proveniente de mamíferos ainda estava em andamento e no caso descrito por Dolowy foi 

aplicada L-asparaginase parcialmente purificada do soro de suíno. Dolowy alcançara uma 

redução parcial do tumor, mas os sintomas posteriores ao tratamento mostraram que o uso 

desta L-asparaginase tinha consequências tóxicas. Algumas dessas reações colaterais da L-

asparaginase, como a encefalopatia e a hepatotoxicidade, estão associadas à presença de NH4
+
 

no sangue (KURTZBERG apud LOUREIRO, 2010). 

Efeitos similares relacionados a respostas imunológicas e toxicológicas foram 

observados em tratamentos nos quais foi ministrada L-asparaginase produzida por E. coli 

isolada segundo procedimento desenvolvido por Wriston e Mashburn (1964). Ohnuma et al.  

(1970) descreveram que urticária, edema, febre e erupções cutâneas eram outros sintomas 

decorrentes do tratamento com a L-asparaginase, além da formação de anticorpos contra a 

enzima, que eventualmente reduziriam seu tempo de meia-vida.  

Algumas consequências indesejadas a mais foram descritas por outros 

pesquisadores: casos de anormalidades relacionadas à má coagulação (hemóstase) ocorreram 

no tratamento com L-asparaginase de origem bacteriana (ANDRADE; BORGES; SILVEIRA, 

2014). Aparentemente, este fenômeno é decorrente da redução da concentração dos inibidores 

de proteases de serina, causada pela administração da L-asparaginase (SHRIVASTAVA et 

al., 2016). Outro autor sugeriu que a presença de aspartato e glutamato gera toxicidade ligada 

a desordens no sistema nervoso central como depressão, fadiga, sonolência, confusão e 

irritabilidade (POCHEDLY, 1977). Pancreatite, trombose e complexas reações de 

hipersensibilidade (alergias clínicas) foram observadas em pacientes que receberam L-

asparaginase comercial (ANDRADE; BORGES; SILVEIRA, 2014). Há um longo tempo se 

sabe que a atividade alternativa de L-glutaminase, presente nas L-asparaginases comumente 

utilizadas, podem causar tais efeitos secundários (HOWARD; CARPENTER, 1972). 

Embora exista clinicamente uma forma de minimizar os efeitos já descritos, há 

mais um problema associado ao tratamento com L-asparaginase: a inativação silenciosa. O 

uso frequente e alternado desta enzima farmacêutica resultou, em alguns pacientes, na sua 

inativação, anulando por completo a ação terapêutica de qualquer das formas comerciais 

disponíveis (ANDRADE; BORGES; SILVEIRA, 2014; RIZZARI et al., 2013). Tal 

inativação é grave não só pelo fato de não apresentar sinais clínicos que poderiam alertar para 

sua ocorrência e ineficácia do tratamento (RIZZARI et al., 2013), mas também porque leva ao 
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gasto inútil de um composto com alto valor agregado (ANDRADE; BORGES; SILVEIRA, 

2014). 

Posteriormente, na busca pela diminuição das respostas imunológicas, conseguiu-

se alterar quimicamente a estrutura da L-asparaginase de E. coli, adicionando-se uma cadeia 

de polietileno-glicol (PEG) (ABUCHOWSKI et al., 1977). A conjugação da enzima com 

PEG permitiu diminuir quase por completo as respostas alérgicas. Essa alteração encobre 

alguns sítios superficiais, resultando em impedimentos estéricos como consequência do 

incremento do tamanho molecular (SHRIVASTAVA et al., 2016). Consequentemente, a 

cobertura desses sítios da enzima diminui o poder farmacêutico do complexo. Porém, as 

respostas alérgicas foram menores e os tempos de meia-vida foram consideravelmente 

melhorados: a enzima conjugada com PEG tem um tempo cinco vezes maior de vida do que a 

enzima nativa, e aproximadamente nove vezes maior do que a L-asparaginase produzida por 

Erwinia (SHRIVASTAVA et al., 2016). 

A L-asparaginase de E. coli conjugada com PEG tornou-se uma alternativa aos 

problemas dos pacientes hipersensíveis às formas nativas da L-asparaginase (HAK et al., 

2004). Outra maneira encontrada para melhorar o tratamento da LLA foi administrar 

conjuntamente L-asparaginase e metotrexato (AGUAYO et al., 1999), um fármaco utilizado 

comumente em tratamento de doenças autoimunes por sua capacidade de diminuir a liberação 

do ácido fólico. A forma de administração destes fármacos sempre foi preferencialmente 

intramuscular (EL-NAGGA; EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014; TSURUSAWA et al., 

2004), devido à necessidade de proteger a enzima da ação das proteases do trato digestivo 

(SAID; PIETRO, 2010). 

Os esforços empenhados durante a década de 70 para reduzir respostas 

imunológicas da L-asparaginase resultaram na aceitação pela Food and Drug Administration 

(FDA) em 1994 do uso da enzima de E. coli conjugada com PEG, sob o nome comercial de 

ONCASPAR ® (FDA, 2006). Todavia, o complexo PEG-L-asparaginase comprometia a 

qualidade terapêutica da enzima. Assim, uma nova fonte de L-asparaginase surgiu: o gênero 

Erwinia. De fato, o uso da L-asparaginase oriunda de E. chrysanthemi ainda é uma opção para 

pacientes que já reagiram contra a L-asparaginase produzida por E. coli. A L-asparaginase de 

E. chrysanthemi também foi aprovada pela FDA em 2011 (BATOOL et al., 2016). Contudo, 

essa enzima também apresentou efeitos relacionados a respostas imunológicas e toxicológicas 
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como dificuldade para respirar, olhos inflamados, bronco-aspiração e pancreatite 

(FERNANDEZ et al., 2014). 

Em 2014 foi feita uma comparação entre as três L-asparaginases comercialmente 

disponíveis, ou seja, a enzima nativa de E.coli, a enzima de E. coli conjugada com PEG e a 

enzima proveniente de E. chrysanthemi (FERNANDEZ et al., 2014). O estudo demonstrou 

que era possível substituir temporariamente as formas de L-asparaginases para pacientes que 

apresentassem respostas imunogênicas. Contudo, não dava uma resposta definitiva aos 

problemas de hipersensibilidade e toxicidade da enzima bacteriana. A não resolução de tais 

problemas compromete a eficácia do tratamento, já que pacientes com altos graus de 

anticorpos mostram os mais altos níveis de L-asparagina (HAK et al., 2004).  

A nanotecnologia também foi avaliada como alternativa para diminuir os efeitos 

secundários da administração de L-asparaginase. Lipossomas da escala dos 100 nm foram 

usados para encapsular a enzima, reduzindo sua detecção pelo sistema imune e as respostas 

imunológicas (GASPAR; PEREZ-SOLER; CRUZ, 1996). Em geral, a maioria das 

encapsulações atuais são utilizadas para permitir a passagem através da barreira 

hematoencefálica (BBB, do inglês Brain Blood Barrier). Entretanto, tais encapsulações são 

tão eficazes nesse sentido que por vezes resultam na perda da atividade desejada (BANKS, 

2009). Por isso, é fundamental usar complexos que alterem minimamente as propriedades 

químicas de ligação dos fármacos (SILVA, 2008). Contudo, o custo da nanotecnologia 

dificulta a pesquisa e a produção industrial. 

Em resumo, até o momento, são utilizadas formulações comerciais da enzima 

produzida por bactérias que geram vários efeitos secundários e uma forma enzimática 

conjugada com um polímero que reduz seus efeitos tóxicos e aumenta o tempo de meia-vida, 

mas que lamentavelmente não é tão eficiente como a nativa (EMADI; ZOKAEE; 

SAUSVILLE, 2014).  Assim, esses dois micro-organismos, E. coli e E. chrysanthemi, 

representam as fontes principais de L-asparaginase há um longo tempo (BONETTI et al., 

1969). 

Os tratamentos que envolvem o uso da L-asparaginase são um foco de pesquisa da 

oncologia moderna, não só pela quantidade de micro-organismos produtores que vêm sendo 

reconhecidos, como pela eficácia do tratamento, que permite alcançar a remissão completa da 

doença em 90% das crianças tratadas, bem como pela mínima aparição de efeitos secundários 
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quando comparado com a quimioterapia tradicional (HOWLADER et al., 2016; SAVITRI; 

ASTHANA; AZMI, 2003). Embora a L-asparaginase não seja utilizada como fármaco único 

no tratamento da LLA, é um princípio ativo indispensável complementar a outros agentes 

terapêuticos (VERMA et al., 2007).  

Assim, a descoberta e produção de L-asparaginase microbiana foram 

fundamentais para a terapêutica da LLA. Entretanto, a maioria dos micro-organismos produz 

uma forma de L-asparaginase intracelular, o que dificulta a obtenção da enzima devido à 

necessidade de se incluir no processo produtivo a etapa de ruptura celular para a recuperação 

do produto, gerando perdas e diminuindo o rendimento (KIL; KIM; PARK, 1995). Além 

disso, outros autores relatam que os rendimentos obtidos também são muito baixos no que diz 

respeito à atividade enzimática (KENARI et al. apud MAHAJAN et al., 2012).  

Os fungos filamentosos são um recurso biológico muito interessante para a busca 

de novos produtores de L-asparaginase, como alternativa à L-asparaginase bacteriana 

atualmente disponível no mercado, uma vez que diversas espécies são capazes de produzir 

elevadas quantidades da enzima extracelular. Assim sendo, a produção da enzima fúngica 

pode trazer como vantagem uma maior facilidade no procedimento de purificação. 

A pesquisa sobre a produção de L-asparaginase de origem fúngica é mais recente 

e há relatos com resultados positivos sobre sua eficácia para o combate às células malignas 

(SHRIVASTAVA et al., 2010). No Quadro 1 se listam alguns organismos produtores desta 

enzima, incluindo espécies de fungos que foram descritas como produtores de L-asparaginase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

Quadro 1 – Bactérias e fungos produtores de L-asparaginase 

Comparação entre bactérias e fungos produtores de L-asparaginase 

Bactérias gram-negativas Bactérias gram-positivas Fungos 

Acinetobacter calcoaceticus Bacillus circulans Alternaria sp. 

Azotobacter agilis B. coagulans Aspergillus nidulans 

Brevibacillus brevis Bacillus sp. A. niger 

Citrobacter freundi B. mesentericus A. oryzae 

Citrobacter sp.  B. polymyxa A. tamarii 

Escherichia coli B. subtilis A. terreus 

Enterobacter aerogenes B. licheniformis Candida utilis 

E. cloacae B. circulans MTCC 8574 C. bombicola 

Erwinia aroideae Corynebacterium glutamicum C. guilliermondii 

E. cartovora Mycobacterium bovis Cylindrocapron obtusisporum 

E. chrysanthemi M. phlei Fusarium roseum 

Helicobacter pylori Staphylococcus sp.  Mucor sp. 

Klebsiella pneumoniae S. aureus Pichia polymorpha 

Pectobacterium carotovorum Streptococcus albus Rhodosporidium toruloides 

Pseudomonas sp. 

 

Rhodotorula sp. 

P. fluorescens AG  

 

Saccharomyces cerevisiae 

P. geniculate 

  P. ovalis 

  P. stutzeri 

  Proteus vulgaris 

  Pyrococcus horikoshii 

  Serratia marcescens 

  Thermus thermophiles 

  T. aquaticus 

  Vibrio succinogenes 

  Zymomonas mobilis     

 Fonte: (BATOOL et al., 2016) 

2.3 Câncer, leucemias e tratamento 

Todas as células dos organismos vivos existem em uma harmonia cíclica 

orientada a manter a vida. Essa harmonia cíclica envolve processos como aumento de massa 

celular, síntese de DNA e divisão diploide da célula. Esse ciclo se conhece como ciclo G1-S-

G2-M ou simplesmente ciclo celular (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2008) onde 

estão incluídas fases como duplicação de DNA, síntese de proteínas e mitose (FIG. 4). Às 

vezes, há fatores que interrompem os mecanismos que regulam a multiplicação celular e, 

portanto, começa-se a ver uma reprodução descontrolada de uma célula: esse fenômeno é 

conhecido como neoplasia.  
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Figura 4– Ciclo celular 

 

Fonte: modificado de DE ALMEIDA et al. (2005). M, fase de divisão celular; G1, fase de crescimento 1 (do 

inglês growth;, S, fase de síntese; G2, fase de crescimento 2. 

A definição de neoplasia, segundo Pérez-Tamayo e Robbins, citados pelo Instituto 

Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) (INSTITUTO NACIONAL DE 

CÂNCER, 2008), é “uma proliferação anormal de tecido que foge parcialmente ou totalmente 

ao controle do organismo tendendo à autonomia e à perpetuação com efeitos agressivos no 

hospedeiro.”. Assim, nem toda neoplasia é maligna, ou seja, nem toda neoplasia é um câncer. 

Habitualmente, o conceito de neoplasia é confundido com o de câncer e esse 

último com o de tumor. Entretanto, câncer é uma palavra que associa mais de 100 doenças, 

não apenas uma. Hoje existem quase 200 tipos de cânceres e todos se constituem em 

neoplasia maligna responsáveis por 13% das mortes no mundo, o que significa mais de 7 

milhões de óbitos globais (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2008). Estima-se que 

em 2020 o número de pacientes com alguma destas doenças será maior que 15 milhões 

(INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2006). 

Outro erro na linguagem coloquial tem a ver com a palavra tumor. Um tumor não 

está sempre associado a uma neoplasia maligna, bem como há diversos cânceres que não 

chegam a formar um tumor. A leucemia, por exemplo, é um tipo de câncer que se expande 

sem gerar protuberâncias (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).  

No estudo dos tumores, é fundamental estabelecer as diferenças entre as formas 

benignas e as formas malignas. Entre os critérios para a diferenciação de tumores está 

incluído o critério da encapsulação, segundo o qual os tumores benignos não possuem 
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cápsulas e sim pseudocápsulas como consequência da acumulação de tecidos (INSTITUTO 

NACIONAL DE CÂNCER, 2008). Segundo o critério do crescimento, os tumores benignos 

com frequência crescem lentamente, exibindo um bom suprimento vascular e quase nunca 

necrose e hemorragia. Segundo o critério da morfologia, um tumor benigno consegue imitar o 

aspecto do tecido de origem, enquanto o tumor maligno se reproduz formando atipias 

neoplásicas, com caracteres que se afastam da célula proveniente. Segundo o critério de 

mitoses, nos tumores malignos observa-se um maior número de processos reprodutivos e de 

caráter atípico, enquanto nos tumores benignos as figuras de mitoses são raras, porém típicas. 

Segundo o critério da antigenicidade, os tumores malignos apresentam uma alta capacidade 

produtiva de antígenos; que traz como consequência uma recente detecção destas células 

mediante o uso de biomarcadores. Finalmente, segundo o critério da metástase, só os tumores 

malignos têm a capacidade de migrar a outros locais e dessa maneira invadir tecidos distantes 

(INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2008). A diferenciação de tumores quanto aos 

critérios descritos é apresentada resumidamente no Quadro 2. 

Quadro 2 – Diferenças entre tumores benignos e malignos 

 
Critério BENIGNOS MALIGNOS 

Encapsulação Presença frequente Geralmente ausente 

Crescimento Lento, expansivo e delimitado. 
Rápido, infiltrativo pouco 

delimitado. 

Morfologia Reproduz o aspecto do tecido de origem 
Caracteres diferentes ao tecido de 

origem 

Mitoses Raras e típicas Frequentes e atípicas 

Antigenicidade Ausentes 
Presente - embora geralmente 

fraco 

Metástases Não acontece Frequentes 

Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER (2008) 

Todos os tipos de cânceres se diferenciam segundo sua origem tecidual, porém 

todos apresentam um crescimento desmesurado de células transformadas (DE ALMEIDA et 

al., 2005). Para o diagnóstico, é necessário fazer uma biópsia, que em poucas palavras 

significa coletar uma amostra do tecido para a condução de análises laboratoriais. A 

transformação maligna que ocorre em tais células é resultado progressivo e cumulativo da 

expressão de oncogenes que foram modificados a partir de proto-oncogenes, ou pela perda da 

função de genes supressores de tumor. Algumas vezes o crescimento de células tumorais está 

relacionado a fatores genéticos, espontâneos, mas também a fatores de risco. Os fatores de 

risco incrementam a possibilidade de proliferação de células neoplásicas, pois são 
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normalmente hábitos que expõem às células a danos irreparáveis, entre eles o fumo, a 

exposição desmesurada ao sol, dieta pouco balanceada. Inclusive, o INCA afirma que o 

crescimento alarmante dos cânceres em adultos está mais relacionado com a dita exposição 

aos fatores de risco (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2008).  

Duas consequências críticas seguem o crescimento do câncer: a primeira, é que as 

células de um tecido vão sendo progressivamente substituídas por células tumorais trazendo 

como consequência a ocupação de células disfuncionais no lugar das células funcionais; a 

segunda é que ocorre saturação de vasos sanguíneos para alimentar o crescimento maligno. 

Portanto, o processo de angiogênese é acelerado até o ponto em que o grupo de células 

neoplásicas não consegue se nutrir de oxigênio suficiente e deve migrar a outro local. Este 

último fenômeno é a metástase (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2006).   

Embora a proliferação geral de células no reino animal ocorra de forma 

programada, a maior parte dos tumores malignos apresenta crescimento descontrolado. Uma 

característica fundamental do câncer é o crescimento contínuo indefinido. Todas as células 

animais possuem um terminal nos cromossomos chamado telômero composto por várias 

sequências TTAGGG cuja função é proteger o cromossomo (SHAY; WRIGHT, 2011). Com 

o passar do tempo (medido em divisões celulares) tais terminais vão se desgastando aos 

poucos até gerar cromossomos diminuídos em tamanho, o que é traduzido fenotipicamente em 

envelhecimento. Contudo, 90% dos tipos de câncer consegue expressar a enzima telomerase, 

i.e., uma ribonucleoproteína que consegue aderir terminais ao telômero alimentando o 

cromossomo e permitindo a divisão celular por tempo indefinido (KIM et al., 1994). Em 

outras palavras, 90 % dos cânceres não envelhecem e não morrem naturalmente. 

As leucemias são os tipos de cânceres mais frequentes em crianças entre os 2 e os 

10 anos de idade  (EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016; INSTITUTO NACIONAL DE 

CÂNCER, 2008). A LLA é uma das formas de câncer que se originam nos linfócitos, um dos 

tipos de células que compõem o grupo dos glóbulos brancos. O termo leucemia “linfocítica” 

faz referência à natureza das células que ainda não amadureceram por completo e estão nas 

primeiras etapas da diferenciação celular, enquanto o termo “agudo” sugere que a leucemia 

pode crescer rapidamente e que tende a piorar se não se submeter a tratamento. Além disso, 

no caso da LLA os linfócitos ainda não desenvolveram atividade imunológica alguma, o que 

significa que se vê um bloqueio total na produção de linfócitos normais (HAMERSCHLAK, 
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2012). Ao contrário, na leucemia linfoblástica crónica (LLC), as células não são tão eficientes 

quanto os linfócitos normais, porém ainda têm atividade imunológica.  

Os outros tipos de câncer que têm relação com os linfócitos se chamam linfomas. 

A principal diferença entre eles é que as leucemias se desenvolvem principalmente na medula 

e no sangue, enquanto os linfomas danificam gânglios linfáticos e outros órgãos, embora 

também possam atingir a medula (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). O INCA, citado 

por Mila (2014), resume os sintomas da seguinte forma: “Em geral, os sintomas da leucemia 

decorrem do acúmulo dessas células na medula óssea, prejudicando ou impedindo a produção 

dos glóbulos vermelhos (causando anemia), dos glóbulos brancos (causando infecções) e das 

plaquetas (causando hemorragia).”. 

Para o tratamento dos cânceres em geral, existem alternativas tradicionais como a 

remoção cirúrgica, na qual se extrai um órgão (ou parte do órgão) como ocorre no câncer de 

mama ou de próstata (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). Outro método, a 

quimioterapia, se baseia na administração de um fármaco que deve percorrer o organismo 

como um todo a fim de diminuir o crescimento celular. A radioterapia, irradiação de altas 

frequências do espetro eletromagnético, também é um método para evitar o crescimento 

celular oncológico (DE ALMEIDA et al., 2005). Para o tratamento quimioterápico das 

leucemias no Brasil, na maioria das vezes são utilizados fármacos como fludarabina, 

ciclofosfamida, rituximabe, e cloramubucilo (HAMERSCHLAK, 2012), os quais atacam o 

crescimento celular em células hematológicas. Lamentavelmente, e segundo Hamerschlak 

(2012), o Sistema Único de Saúde (SUS) não contempla o fornecimento de todos esses 

fármacos. 

Além desses tratamentos tradicionais, existem outras técnicas em 

desenvolvimento um pouco mais inovadoras, como a inclusão de nanotubos de carbono 

acoplados ao peptídeo F3, que localiza tecidos com forte produção de nucleolina 

(característica destacada das células neoplásicas) para serem posteriormente irradiados e 

destruídos com luz infravermelha (I.V.) sem lesionar as células normais, pois a capacidade de 

absorção de luz I.V. dos nanotubos é elevada, enquanto as células sem os nanotubos não são 

afetadas (PRICKETT et al., 2011). 

O problema que os tratamentos tradicionais apresentam é a ocorrência de danos 

colaterais que atingem as células normais. Porém, permanece sua utilização clínica, uma vez 
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que muitas metodologias alternativas ainda estão sendo estudadas in vitro. Por consequência, 

a aplicação da L-asparaginase como terapia complementar fornece excelentes resultados e seu 

uso é imprescindível para o tratamento da LLA (DOUER, 2008; MÜLLER; BOOS, 1998; 

NARTA; KANWAR; AZMI, 2007).  

A avaliação da atuação da L-asparaginase como fármaco em várias neoplasias e 

em doenças parasitárias, como leishmaniose (SINGH et al., 2015), tem sido foco de pesquisas 

recentes. Essa enzima foi administrada em pacientes com doenças como linfoma não-Hodgkin 

(KOBRINSKY et al., 2001), LLC, alguns tipos de leucemia mielóide (WILLEMS et al., 

2013) e linfosarcoma (BANSAL et al., 2012). No caso da leucemia mielóide crônica (LMC), 

a L-asparaginase consegue estimular autofagia nas células neoplásicas além de apoptose 

(SONG et al., 2015). Em outros experimentos, a L-asparaginase conseguiu reduzir cerca de 

70% das amostras de leucemia mielóide aguda (AGRAWAL et al., 2003). Contudo, vários 

efeitos adversos são observados quando se usa a L-asparaginase nestas doenças. Em geral, se 

afirma que a causa destes eventos é a atividade glutaminásica secundária exercida por 

algumas isoformas de L-asparaginase (BATOOL et al., 2016; HOWARD; CARPENTER, 

1972; MAHAJAN et al., 2014).  

Estudos recentes apontam que a L-glutaminase pode atuar como enzima 

terapêutica adjuvante da L-asparaginase porque também atua reduzindo a produção de 

acrilamidas (ELSHAFEI et al., 2014). Além disso, pode ser considerada uma droga com 

potencial efeito anti-linfoma para doenças como a LMC (GREENBERG; BLUMENTHAL; 

RAMADAN, 1964). O motivo é que a L-glutaminase, ao hidrolisar o aminoácido L-

glutamina e impedir sua conversão a L-asparagina via transaminação, diminui a síntese desse 

último (EMADI; ZOKAEE; SAUSVILLE, 2014). Willems et al. (2013) sugerem que a 

expressão de glutamina-sintetase de algumas células leucêmicas pode representar um 

mecanismo de resistência à ação anti-leucêmica da L-asparaginase. Aliás, a diminuição da 

atividade de glutamina sintetase concomitante à administração de L-asparaginase dispara uma 

forte apoptose leucêmica, segundo Rotoli et al. (2005) citado por Verma (2007). Entretanto, 

devido aos efeitos tóxicos relacionados à atividade glutaminásica, para o tratamento de células 

leucêmicas deficientes na síntese de L-asparagina, pode ser preferível a aplicação de L-

asparaginase sem atividade de L-glutaminase. 

Em virtude da sua importância como fármaco, a procura por outras fontes de L-

asparaginase tem sido alvo de muitas pesquisas, com o objetivo de se obter a produção de 
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enzimas microbianas extracelulares que apresentem menos efeitos adversos. Os fungos 

filamentosos apresentam uma proximidade evolutiva maior com os seres humanos do que as 

bactérias e, aparentemente, isso minimiza os efeitos secundários da L-asparaginase fúngica 

(HUANG et al., 2014) e as respostas imunológicas (SHRIVASTAVA et al., 2012). Da 

mesma forma, a L-asparaginase de origem suína não apresentava atividade de glutaminase e, 

portanto, poderia resultar em diminuição dos danos colaterais (MEISTER et al., 1955)(apud 

EL-NAGGA; EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014). Por exemplo, a L-asparaginase produzida 

por A. niger não causa toxicidade às células humanas normais e sim às células neoplásicas da 

linhagem RS4 e HL60 (LOUREIRO et al., 2012). 

Diante do panorama apresentado, é possível concluir que as leucemias são 

sensíveis ao esgotamento de aminoácidos que resulta da atividade enzimática da L-

asparaginase, ou da atividade secundária glutaminásica. Também é possível inferir que, 

provavelmente, os resíduos metabólicos da ação glutaminásica são parte importante da origem 

dos efeitos secundários indesejados.  

Dessa maneira, a procura de novas fontes de L-asparaginase e a melhoria da 

produção são etapas essenciais para fornecer subsídios às pesquisas clínicas, que objetivam 

encontrar formas mais viáveis da enzima, tanto no sentido do custo do tratamento, quanto da 

redução dos efeitos colaterais e do aumento da sua resistência ao sistema imunológico (EL-

NAGGA; EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014; MAHAJAN et al., 2012). 

2.4 História e atualidade da luta contra o câncer no Brasil 

A luta contra o câncer no Brasil remonta ao ano de 1907, quando Álvaro Alvim, 

pioneiro em radioterapia, adquiriu a primeira máquina de raios X no país e a instalou no Rio 

de Janeiro. Depois de pesquisar e desenvolver muitos tratamentos, a maioria gratuitos, tornou-

se o primeiro mártir da radioterapia por causa de má manipulação dos aparelhos e morreu em 

1928 (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2007). Posteriormente, em 10 de abril de 

1919, o Instituto de Radiologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (UFRJ) começou a trabalhar com brometo de rádio. Similarmente, o Instituto de 

Rádio em Belo Horizonte/ MG foi inaugurado em 1921 e visitado por Marie Curie em 1926 

(FENELON; ALMEIDA, 2001). Esse instituto adquiriu 35,5 mg de rádio em 1921, 400 mg 

em 1937 e 500 mg em 1945. Hoje, essa instituição conta com três aparelhos de radioterapia 

profunda, um de radioterapia superficial e um voltado à pesquisa. 
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Em 1937, Mario Kroeff, Sérgio Barros e Eduardo Rabello assumiram que o 

tratamento do câncer deveria ser financiado pelo governo (INSTITUTO NACIONAL DE 

CÂNCER, 2006). Em consequência, o presidente Getúlio Vargas assinou o decreto Lei No. 

378 e um ano mais tarde foi criado o Centro de Cancerologia, que posteriormente passou a se 

chamar Instituto Nacional do Câncer (INCA) (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 

2007). O INCA publicou uma resenha resumindo o trabalho feito pelo Ministério da Saúde e 

os centros de pesquisa até então existentes.  

Os projetos contra o câncer começaram a ter impacto nacional em 1941, quando 

foi criado o Serviço Nacional de Câncer (SNC), destinado a orientar, difundir e controlar a 

campanha contra o câncer no Brasil, como previa o Decreto-Lei nº 3.643 (INSTITUTO 

NACIONAL DE CÂNCER, 2006). Todas essas ações foram vistas por organismos 

internacionais, o que trouxe a decisão da União Internacional de Controle do Câncer (UICC) 

de organizar no Brasil, em 1954, o 6º Congresso Internacional de Câncer, que ocorreu em São 

Paulo organizado por um dos integrantes do então diretor do SNC, Antônio Prudente.  

No ano de 1957 o presidente Juscelino Kubitschek inaugurou o Hospital-Instituto 

do INCA, sede central do SNC. Um conjunto de ações políticas posteriores, como o Decreto 

No. 61.968 de 1967, o Decreto No. 66.623 de 1976 e a Lei Orgânica da Saúde No. 8.080 de 

1990, inclui o câncer nos planos nacionais de saúde (INSTITUTO NACIONAL DE 

CÂNCER, 2006), que foi denominado Sistema Único de Saúde (SUS) em 1988. Apesar de 

todo esse histórico, o câncer tornou-se atualmente um problema de saúde pública 

(INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2006). 

A Figura 5 mostra um resumo histórico das causas de morte no Brasil entre os 

anos 1930 e 2004. Aqui cabe ressaltar que as neoplasias não foram apenas uma das grandes 

causas de mortalidade, mas também que nos últimos 74 anos o número de mortes por câncer 

foi aumentando. Embora os números estejam ligados ao crescimento exponencial da 

população no último século e, estatisticamente, o quantitativo de pessoas doentes tenha 

aumentado, pode-se observar que nem todas as doenças mostram esse incremento. Aliás, as 

doenças infecciosas e parasitárias diminuíram ao longo do tempo, certamente devido às 

pesquisas e ao desenvolvimento de antibióticos e afins pela indústria farmacêutica. 



33 

 

Figura 5 – Mortalidade no Brasil entre os anos 1930 e 2004 

Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER (2006) 

As leucemias estão entre as principais doenças no Brasil. Na Tabela 1 está 

resumida a informação acerca dos casos diagnosticados no país em 2012 segundo as regiões. 

Aqui, excluindo o câncer de pele, Hamerschlak descreve a posição que tem as leucemias para 

cada região separadas por gênero.  Nesse ano foram relatados 8510 pacientes com este tipo de 

doenças, sendo 4.570 homens e 3.940 mulheres, significando em média, 5 casos por cada 

100.000 habitantes (homens) e 4 por cada 100.000 mulheres (HAMERSCHLAK, 2012). 

Contudo, a situação está piorando. Para o ano 2016-2017 se estima que 5.530 homens e 4.530 

mulheres sejam diagnosticados com leucemias, o que aumenta a proporção para 5,63 casos 

por cada 100.000 homens e 4,38 por cada 100.000 mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE 

CÂNCER, 2015). 

Todavia, os tratamentos disponíveis no país atingem um índice de cura de 70% 

das crianças e 50% dos adultos com os tratamentos disponíveis desde 2012. Flávio Luisi, que 

foi diretor clínico do Grupo de Apoio ao Adolescente e à Criança com Câncer (GRAAC) em 

2014, ressaltou a importância do uso terapêutico da L-asparaginase, ao afirmar que “o 

medicamento é imprescindível. A gente não tem substituto para esse remédio. Ou você dá L-

Asparaginase ou você dá L-Asparaginase, seja ela em que forma for. Não poder curar a 

criança por falta de um medicamento é uma situação desesperadora.” (MILA, 2014). 
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Tabela 1 - Frequência de leucemias no Brasil no ano 2012 separados por região e por gênero 

Frequência das leucemias no Brasil (2012) 

 

Homens Mulheres 

Região Posição casos / 100 mil 

habitantes 
Possição 

casos / 100 mil 

habitantes 

Norte 5 3 7 3 

C. Oeste 10 5 10 3 

Sudeste 11 5 12 4 

Sul 11 6 13 5 

Nordeste 8 4 10 4 

Fonte: próprio autor baseado nos dados de HAMERSCHLAK (2012). 

Os últimos anos não trouxeram os melhores índices quanto ao tratamento das 

leucemias infantis. Na Figura 6 é possível observar que houve um aumento dos casos de 

leucemia em pacientes menores de cinco anos em todos os estados. Por exemplo, em cidades 

como São Paulo ou Natal, de cada 100.000 habitantes, aproximadamente 6 crianças 

masculinas e 4 femininas padecem algum tipo de leucemia. O maior aumento dessas doenças 

foi de 45% (Manaus) e 15% (Belo Horizonte) (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 

2006). 

Figura 6 - Distribuição das taxas de incidência de leucemias infantis 

 

Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER (2006).  
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Além da morbidade do câncer, um fator importante e, mais crítico, é a sua 

mortalidade na população brasileira. Como visto na Figura 7, os índices de mortalidade entre 

0 e 19 anos oscilam de 9 a 18 mortes por cada 100.000 habitantes no território nacional. A 

taxa total de morte para este tipo de doença resultou em um total de 14,94 óbitos por cada cem 

mil habitantes entre 2009 e 2013.  

Figura 7 - Taxa de mortandade por leucemias no Brasil em crianças entre os anos 2009 e 2013 

Fonte: DE CAMARGO et al. (2016), Tabela 203. 

Agravando esse cenário, em 2014 se estabeleceu uma crise pela falta de L-

asparaginase no Brasil, em decorrência da descontinuação da importação dessa enzima, 

considerada um medicamento fundamental no tratamento da LLA (SOBOPE, 2014), pelo 

Laboratório Bagó®. O custo de abastecimento para o país foi de R$17,6 milhões por 52,3 mil 

frascos adquiridos nesse mesmo ano (AGÊNCIA FIOCRUZ DE NOTICIAS, 2014). Isso 

significa que embora o país esteja tomando medidas para a aquisição do medicamento, é 

preciso levar em consideração a clara necessidade de se tornar um produtor na América. Uma 

parceria entre a FIOCRUZ e os laboratórios privados NT Pharma e United Biotec, com 
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subsídio do Ministério da Saúde, tem como objetivo estabelecer essa inovação na indústria 

enzimática e biotecnológica no Brasil. Normalmente, os medicamentos biológicos custam 

para o Ministério da Saúde um montante de R$ 4 bilhões por ano, o que representa 43% do 

seu orçamento anual (AGÊNCIA FIOCRUZ DE NOTICIAS, 2014). 

Aparentemente, segundo o INCA, as razões políticas estão entre as causas do 

desabastecimento. Similarmente ao que ocorreu nos Estados Unidos, uma suposta restrição ou 

falta do medicamento implica em pouca oferta, ao passo que a demanda ainda se mantém, ou 

melhor, aumenta. Por consequência, o preço desse medicamento aumenta absurdamente. Em 

conclusão, um problema político-econômico interfere nos recursos de saúde pública, pois, em 

decorrência do custo, finalmente o Estado decide que não e viável fornecer esse tratamento 

(INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2012). Cláudio Galvão, presidente da Sociedade 

Brasileira de Oncologia Pediátrica (SOBOPE), informou a falta do medicamento por quase 10 

meses, de julho de 2010 a abril de 2011. 

2.5 Desafios e perspectivas do uso de L-asparaginase 

A partir do referencial histórico do descobrimento e da produção de L-

asparaginase, é evidente que muitos desafios permanecem, incluindo a busca por novas 

enzimas com menos potencial imunogênico, menos efeitos colaterais, maior tempo de meia-

vida, atividade mais eficiente e menor custo. 

Nos estudos de Dinndorf et al. (2007), Asselin et al (1993) e Muller (1998); 

citados por Fernandez (2014), se relata que o tempo de meia-vida das três formas comerciais 

de L-asparaginase são de 1 semana, 1,3 dias e de 0,65 dias para Oncaspar ®, Elspar ®, e 

Erwinase ®, formulados respectivamente com a L-asparaginase de E. coli conjugada com 

PEG, a forma nativa da enzima de E. coli e a forma nativa da enzima de Erwinia sp. Esse 

estudo demonstra que a conjugação da L-asparaginase com PEG resulta na formação de um 

complexo com meia vida aumentada, porém, sua eficiência não é a mesma da enzima nativa 

(HAK et al., 2004). 

Os experimentos de Riccardi et al., conseguiram demonstrar que 0,1 U/mL no 

plasma sanguíneo é a quantidade mínima de enzima necessária para eliminar por completo os 

níveis de L-asparagina do liquido cefalorraquidiano (RICCARDI et al., 1981). Outros 

pesquisadores afirmam que os níveis de L-asparaginase devem ser mantidos em cerca de 0,5 
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U/mL para reduzir os níveis de L-asparagina abaixo dos limites de detecção (TSURUSAWA 

et al., 2004). 

A química e a engenharia se integram à biotecnologia nesse panorama da busca 

pela melhoria das formulações de L-asparaginase. Existem estudos no sentido de desenvolver 

alternativas para evitar efeitos secundários por parte das enzimas de origem procarionte. 

Também se está trabalhando na produção de enzimas de origem eucarionte. Uma vez que a 

extração da enzima de origem animal é complicada (SAVITRI; ASTHANA; AZMI, 2003), os 

micro-organismos tornaram-se a fonte de L-asparaginase mais atrativa, porém, apesar do 

potencial biotecnológico microbiano comparado às fontes animais, a produção desta enzima 

não é suficiente para abastecer a demanda farmacêutica atual nem as demais aplicações 

industriais (MAHAJAN et al., 2013). Somando a esse cenário, a produção em escala 

industrial torna-se um desafio ainda maior porque o mercado, embora globalizado, está 

restrito a poucos produtores como ONCASPAR®, ERWINASE®, e KIDROLASE® 

(VERMA et al., 2007).  

Muitas vezes, os processos produtivos não são eficientemente melhorados não 

apenas pelo erro na escolha das variáveis, mas por obstáculos ignorados ou problemas não 

resolvidos. Muitos processos biotecnológicos com fungos são gerados desconhecendo-se a 

fisiologia e o crescimento dos micélios. Por vezes, o emaranhado das hifas em processos 

aeróbios limita a transferência de oxigênio ao interior da célula. O próprio oxigênio tem uma 

solubilidade limitada (7,52 mg.L
-1

 a 55 °C) (DORAN, 1995) e essa solubilidade é diminuída 

na presença de mais compostos e macromoléculas presentes no meio de cultura. Segundo 

Gibbs et al. (2000), a morfologia da cultura é crítica para culturas submersas e inclusive para 

fermentações contínuas, pois está fortemente vinculada à viscosidade do meio, variável que 

também vai interferir com a transferência de massa, embora seja possível a adição de 

surfactantes para controlar este fenômeno.  

No campo da indústria de alimentos ainda há necessidade de muita informação 

científica e da condução de pesquisas, a fim de se encontrar, por exemplo, uma L-

asparaginase termo-resistente, já que nos processos que levam à produção da acrilamida a 

temperatura pode alcançar até 120 °C (SHANTHIPRIYA et al., 2015). As pesquisas atuais 

não avaliaram a atividade enzimática da L-asparaginase em elevada temperatura e, por 

consequência, a enzima é adicionada ao final dos processos culinários descritos 

anteriormente. 
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Assim como as enzimas termo-resistentes, as que permanecem ativas quando 

submetidas a temperaturas negativas são de grande interesse comercial, pois o processo de 

liofilização é fundamental no processo de purificação. Por exemplo, Mesas, Gil e Margín 

(1990) relatam que a L-asparaginase extraída de Corynebacterium glutamicum mantém sua 

atividade quando congelada a -80 °C, porém é inativada em 50% depois de cinco dias, se 

mantida a 4°C. 

Finalmente, a L-asparaginase foi declarada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como essencial dentro da lista dos medicamentos mais importantes 

(SHANTHIPRIYA et al., 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015), o que sugere 

que qualquer país deve manter um estoque desse medicamento e que provavelmente deve se 

incluir nos serviços e orçamento de saúde pública. Em dezembro de 2012, ELSPAR ® deixou 

de ser disponível nos Estados Unidos (EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016). Quando 

potências mundiais enfrentam crise de abastecimento de um produto essencial, se abrem 

perspectivas e oportunidades. Esta é uma grande oportunidade para o Brasil entrar no 

mercado farmacêutico aproveitando sua vasta biodiversidade. 

2.6 Os fungos, sua nutrição e estado da arte no cultivo biotecnológico 

É chamado de fungo qualquer organismo que seja eucarionte, não fotossintético, 

i.e. heterótrofo, que possua parede celular de quitina ou outro polissacarídeo, e que possa 

propagar seu material genético com esporos (BROWN, 2007). Os fungos podem extrair 

energia da molécula de glicose pela via glicolítica, em condições aeróbias ou anaeróbias 

(RIBEIRO; STELATO, 2011).  Diversos outros carboidratos e substratos podem ser 

hidrolisados e oxidados para a extração de energia e obtenção de carbono. 

A micologia, ciência que estuda os fungos, separa-os em dois tipos segundo sua 

estrutura celular. Fungos unicelulares são chamados de leveduras e os demais são chamados 

de fungos filamentosos. Leveduras podem se reproduzir por divisão celular simples ou por 

brotamento e, quando os brotos não se separam da célula mãe, passam a formar estruturas 

alongadas, também conhecidas como pseudo-hifas (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 

2001). Esporos assexuais que saem da célula parental, porém menores, são denominados 

blastósforos (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001) e quando permanecem aderidos 

resultam na formação de pseudo-hifa (FIG. 8).  
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Os fungos filamentosos são micro-organismos que crescem de maneira apical, ou 

seja, através da extensão dos ápices de filamentos tubulares denominados hifas. O 

emaranhado de hifas que compõe o crescimento vegetativo pode crescer de modo tão 

contínuo que se torna macroscopicamente visível. Esse emaranhado é denominado micélio. 

Há fungos cujas hifas apresentam septos intercalares, os quais separam 

compartimentos individuais contendo núcleo e demais organelas, ao passo que fungos 

pertencentes aos grupos taxonômicos mais antigos são asseptados (FIG. 8) (RIBEIRO; 

STELATO, 2011). Embora os fungos filamentosos sejam considerados seres pluricelulares, a 

migração de organelas e a troca de material citoplasmático que ocorre através dos poros dos 

septos impedem a definição de seus compartimentos como células individuais 

(LOGUERCIO-LEITE et al., 2006; RIBEIRO; STELATO, 2011).  

Figura 8 - Fungos filamentosos e leveduras 

Fonte: (BROWN, 2007). 

Superior: Molds, Fungos filamentosos. Inferior: Yeasts, Leveduras. 

Mesmo que as leveduras e os fungos filamentosos sejam estruturalmente 

diferentes, existem espécies de fungos que apresentam um fenômeno chamado dimorfismo. O 

dimorfismo é a característica de crescimento que pode alternar-se entre as formas 

leveduriforme e filamentosa em condições diferentes. Por exemplo, Paracoccidioides 

brasiliensis, descoberto no Brasil em 1908, se comporta como fungo filamentoso a 25 °C e 
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como levedura a 37 °C (RIBEIRO; STELATO, 2011). O dimorfismo é um fenômeno 

característico de diversos fungos patogênicos. 

O comportamento celular do fungo é parte da informação fundamental que precisa 

ser considerada na elaboração dos meios de cultura em escala industrial. No exterior da 

célula, em meio aquoso, quem governa a transferência de massa é a reologia influenciada pela 

presença de pellets e micélios. Para entender o comportamento reológico da cultura, é preciso 

conhecer a fisiologia e tipo de crescimento do micro-organismo cultivado. Como os gêneros 

Penicillium e Aspergillus possuem numerosas aplicações industriais, não é surpreendente que 

estejam entre os fungos melhor estudados e caracterizados. Contudo, há que se observar que o 

conhecimento de alguns gêneros ou mesmo de espécies relacionadas não é suficiente para 

predizer o comportamento geral dos milhões de fungos filamentosos que as estimativas 

apontam (GIBBS; SEVIOUR; SCHMID, 2000). 

Globalmente, o cultivo industrial de fungos é usado principalmente para a 

produção de penicilinas e cefalosporinas (GIBBS; SEVIOUR; SCHMID, 2000). Mas, a 

biotecnologia fúngica não se esgota em suas aplicações para a produção de antibióticos. Os 

fungos são estudados e aplicados em processos que vão desde a produção de biocombustíveis 

por fungos filamentosos que produzem etanol, amilases e outras enzimas industriais (DA 

SILVA, 2011), corantes (DUFOSSÉ et al., 2014), antioxidantes naturais (SMITH; DOYLE; 

MURPHY, 2015) até a remediação de mercúrio em solos (KURNIATI et al., 2014).  Além 

dos antibióticos, diversos fármacos importantes como hipolipemiantes e imunossupressores 

são de origem fúngica, bem como uma série de insumos, dentre eles vitaminas e ácidos 

orgânicos. Em conclusão, os fungos filamentosos contribuem substancialmente à economia 

global.  

Diante da riqueza do metabolismo fúngico e da diversidade de proteínas e 

metabólitos que produzem e/ou secretam, o processo produtivo com fungos filamentosos 

requer conhecimento acerca de sua fisiologia e aspectos nutricionais, como base para a 

elaboração de meios que permitam o direcionamento do metabolismo para o acúmulo de um 

produto em particular. A chave para o êxito de um processo produtivo consiste na correta 

elaboração dos meios e demais condições de cultivo, a fim de balancear o crescimento, sem 

que haja detrimento da produção. 
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Os vários relatos na literatura que tratam da produção de L-asparaginase por 

fungos filamentosos abordam diversas variáveis que influenciam o melhoramento da 

atividade enzimática. Algumas delas são a fonte de carbono, a fonte de nitrogênio, a 

temperatura do meio, o tempo de incubação, o pH do meio, a agitação e a areação artificial. A 

maioria dos relatos se limita a avaliar apenas as fontes de carbono e o pH. Sarquis et al. 

(2004) observaram uma atividade enzimática de 0,058 U.mL
-1 

produzida por A. terreus 

quando o meio de cultura era suplementado com 2% de prolina, 2 g . L
-1

 de glicose e 10 g . L
-

1 
de L-asparagina como substrato indutor. 

Shrivastava (2012) relatou a produção de atividade de L-asparaginase de 20 U/mL 

por Penicillium digitatum cultivado em meio contendo 2 g . L
-1

 de glicose como fonte de 

carbono, 10 g . L
-1

 de L-asparagina como fonte de nitrogênio e pH 7. Patro et al. (2011) 

relataram que frutose era melhor utilizada por Aspergillus flavus do que outros sacarídeos 

adicionados ao meio de cultura como fonte de carbono e que xantina e ácido glutâmico foram 

melhores fontes de nitrogênio do que extrato de levedura, prolina, triptofano e outros 

aminoácidos para a produção de L-asparaginase. Após isolar a enzima de A. flavus, os autores 

relataram que a atividade de L-asparaginase atingiu 10 U.mg
-1

 . Shanthipriya (2015) publicou 

um estudo no qual três fungos filamentosos produziram atividade enzimática entre 40 e 70 

U/mL após 8 dias de cultivo em meio suplementado com 5 g . L
-1 

de asparagina e de glicose, 

em pH 6 a 8.  

Não existe maneira teórica de conhecer a composição correta do meio de cultura 

ideal para cada micro-organismo (EL-NAGGA; EL-EWASY; EL-SHWEIHY, 2014). 

Contudo, existem parâmetros que podem ser seguidos e componentes mínimos que devem ser 

utilizados na formulação dos meios de cultivo e produção (BROWN, 2007). A seleção de 

nutrientes, bem como sua concentração, é um trabalho que, apesar de contar com dados de 

referência na literatura os quais podem servir como ponto de partida, depende de estudos 

dedicados a cada nova linhagem produtora. 

A maioria dos fungos filamentosos são aeróbios ou anaeróbios facultativos e 

também mesófilos (SAID; PIETRO, 2010), i.e., apresentam intervalo de temperatura ideal 

para o crescimento entre 25 e 30 °C (RIBEIRO; STELATO, 2011). Quando cultivados em 

meio sólido, tendem a crescer de maneira radial formando círculos ou discos de micélio. 

Quando cultivados em meio líquido em cultura submersa, tendem a gerar pequenos agregados 

de micélio denominados pellets. 
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Os fungos são organismos heterótrofos e, por isso, o meio de cultivo deve conter 

uma fonte de carbono orgânica. Devido ao papel decompositor que os fungos exercem nos 

ecossistemas (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001; TORTORA; FUNKE; CASE, 

2012), nos ciclos do carbono e nitrogênio, é natural inferir que seus genomas estejam repletos 

de genes codificadores de enzimas que atuam sobre uma variada gama de substratos 

complexos, o que, de fato, é realidade. Esses micro-organismos são capazes de converter 

biomassas poliméricas constituídas de carboidratos, como pectinas, amido, celuloses e 

hemiceluloses, dentre outros, convertendo-os a produtos de baixa massa molecular, que 

absorvem em seu processo nutricional (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Há fungos, como 

os basidiomicetos, popularmente conhecidos como cogumelos, que são extremamente 

eficientes para a decomposição da estrutura recalcitrante da madeira, os quais desenvolvem 

papel primordial nos ecossistemas em florestas (BIANCHINI, 2011; MADIGAN, 2010). Sua 

versatilidade bioquímica encoraja a busca por fontes alternativas de substratos 

biotecnológicos entre resíduos e co-produtos, a um custo menor. Em conclusão, variados 

carboidratos, de alto ou baixo peso molecular, além de muitas outras biomoléculas podem ser 

utilizadas pelos fungos como fontes de carbono, enquanto que as mesmas enzimas que 

expressam também apresentam por vezes numerosas aplicações e elevado valor.  

O nitrogênio é outro nutriente extremamente importante para o crescimento dos 

fungos, uma vez que é constituinte dos aminoácidos, proteínas, nucleotídeos, ácidos nucléicos 

e outras biomoléculas nitrogenadas. Os fungos filamentosos são capazes de degradar 

moléculas orgânicas nitrogenadas como aminoácidos e vitaminas para obter nitrogênio e usá-

lo na produção de ácidos nucléicos e proteínas (BROWN, 2007). Entretanto, os fungos 

possuem vias metabólicas para a assimilação de nitrogênio inorgânico, incluindo nitratos, 

nitritos e amônio, bem como formas mais simples de nitrogênio orgânico, como a ureia. 

Metais e outros minerais são também compostos essenciais, pois são cofatores de 

reações enzimáticas e parte de muitas moléculas como citocromos, ATP, e compostos 

organometálicos. Portanto, potássio, sódio, magnésio, ferro, zinco, cálcio e fósforo (entre 

outros) são necessários ao crescimento.  

As células são compostas por 70% de água, o que equivale a dizer que a água é o 

solvente do meio biológico, no qual ocorrem as reações enzimáticas. Além disso, o transporte 

de íons e compostos através da membrana só ocorre na sua presença (BROWN, 2007; 

TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A preparação de meios quimicamente definidos ocorre 
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preferencialmente com o uso de água destilada, pois a composição da água de torneira pode 

variar e, inclusive, conter compostos que podem interferir no metabolismo e no crescimento. 

Além da variação natural que pode ocorrer no teor de impurezas, a localização geográfica 

altera a composição da água de torneira, dificultando a padronização de processos 

extrapoláveis para várias regiões.  

Não apenas os nutrientes disponíveis no meio, mas, também a faixa de pH e a 

temperatura alteram o crescimento fúngico, bem como seu metabolismo e morfologia, 

constituindo-se importantes variáveis em um processo produtivo. 

O meio de cultivo é um dos quatro pontos fundamentais de um processo 

biotecnológico, sendo os demais, a própria linhagem produtora, a forma de condução do 

bioprocesso e as operações unitárias para recuperação do produto. Diante das considerações 

acerca da versatilidade de substratos de carbono, nitrogênio, fosfatos e outros nutrientes que 

os fungos são capazes de utilizar, bem como dos intervalos de pH e temperatura nos quais 

crescem e produzem, torna-se evidente a complexidade da elaboração de meios e condições 

destinados a promover seu crescimento controlado, tendo em vista uma tal interferência nos 

processos metabólicos que resulte em acúmulo de um produto desejado.  

Assim, para a elaboração de novos processos produtivos os estudos 

tradicionalmente realizam a seleção de variáveis que interferem positivamente para o acúmulo 

do produto, seja através dos métodos convencionais de análise univariada, ou pelo emprego 

de métodos de estatística multivariada. Entretanto, ambos os procedimentos convergem para a 

busca das melhores condições de cultivo, nas quais a produção seja máxima, 

preferencialmente mais rápida e com menor custo. 

2.7 Estatística multivariada 

Tradicionalmente, os métodos de investigação para a busca das melhores 

condições de um processo produtivo, pela determinação da melhor combinação dos valores 

das variáveis envolvidas, utilizam a análise univariada. Nesse tipo de abordagem, a resposta 

de interesse do processo, que pode ser a concentração de um determinado produto, é medida 

em função da variação de um único fator, enquanto que os demais fatores permanecem 

constantes, sob valores fixos. Ao se determinar o valor do fator estudado que resulta em 

máxima resposta, esse é selecionado para os experimentos seguintes, nos quais é mantido, 
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enquanto que novo fator passa a ser variado. Assim, progressivamente, os melhores níveis de 

cada fator são encontrados e utilizados para compor as condições do processo final. 

No caso da análise univariada, portanto, a melhor combinação de valores é obtida 

depois de conferir, por exemplo, qual o melhor substrato em um experimento, assim como sua 

concentração em outro, a melhor temperatura em um terceiro, o melhor tempo de incubação 

em um quarto e daí por diante. Entretanto, a desvantagem principal dessa abordagem, para 

além do número elevado de experimentos e do tempo demandado até o ajuste, consiste em 

que não são verificados os efeitos entre as variáveis, ou seja, suas interações que interferem 

positiva ou negativamente na resposta desejada, pois cada variável é observada 

individualmente e não como um conjunto de fatores interdependentes. 

A estatística multivariada é uma ferramenta poderosa que não mede apenas a 

influência de cada variável de entrada (fator) na variável de saída (resposta). Mede também as 

interações entre as variáveis e permite avaliar a sua significância. Nos experimentos 

multivariados, são aplicados “níveis” de valores para cada fator investigado, que vão de um 

mínimo a um máximo, sendo a combinação de níveis de cada fator utilizada para gerar um 

planejamento fatorial de experimentos nos quais uma variável é estudada segundo o 

comportamento de outras que são investigadas ao mesmo tempo. Como resultado, a estatística 

multivariada economiza uma grande quantidade de tempo, permitindo chegar à condição de 

ajuste mais rapidamente (MOHAN KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013). 

O termo planejamento fatorial vem da multiplicação do número de variáveis 

independentes, ou fatores, e do número de níveis de cada variável. Nos planejamentos 

fatoriais, os valores das variáveis de entrada vão comumente de um nível menor, designado 

com a simbologia (-) ou (-1), a um nível maior, designado (+) ou (+1). Existe uma relação 

geométrica presente nos planejamentos fatoriais. A combinação, por exemplo, de três 

variáveis com dois níveis cada uma, daria um total de 2
3
 experimentos, equivalente ao número 

de vértices de um cubo, ou seja oito, que são ilustrados na Figura 9. O resultado de um 

planejamento fatorial é um diagrama de quantificação da influência de cada variável de 

entrada e das suas interações em relação à variável de saída. Dessa maneira, pode-se conhecer 

quais variáveis têm um impacto positivo ou negativo e qual é a intensidade desse impacto. Por 

isso, os planejamentos fatoriais permitem selecionar as variáveis que efetivamente possuem 

significância e devem ser consideradas para a melhoria do processo. 
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Figura 9 - Exemplo de planejamento fatorial genérico com três variáveis: pH, concentração de carbono e 

concentração de nitrogênio 

Fonte: próprio autor. C, concentração da fonte de carbono; N, concentração da fonte de nitrogênio. Os 

sinais +/ - representam o nível de cada variável. O processo correspondente ao vértice (-/-/+) contém o nível 

baixo de C e N e o nível alto de pH. 

Figura 10 - Diagrama de um desenho composto central genérico 

 

Fonte: próprio autor. As letras m, M e C representam o ponto mínimo, máximo e central de cada 

variável. O valor ± α é o valor axial. O ponto CCα é o ponto central para as variáveis 1 e 2, e o ponto axial 

superior para a variável 3. 

Um desenho composto central (DCC) é outra ferramenta útil para a melhoria de 

processos, cujo objetivo é gerar um modelo de otimização de variáveis, ou seja, aquele em 

que se encontra a melhor combinação de valores das variáveis de entrada para gerar a máxima 

resposta da variável de saída. Nesse tipo de experimento, cada variável de entrada é avaliada 
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em cinco pontos: os dois limites do intervalo (- e +), um ponto central (C ou 0), também 

denominado de ponto médio, e mais dois extremos axiais. Os valores axiais são determinados 

através da constante de rotatabilidade (α), que descontada do limite inferior (-) e acrescida ao 

limite superior (+), gera os extremos de valores que permitem expandir a análise para além da 

superfície da figura geométrica gerada no planejamento fatorial. O valor α é uma função do 

número de tratamentos e do número de variáveis. Quando três variáveis são investigadas em 

um DCC, o diagrama torna-se similar a um cubo estendido, como ilustrado na Figura 10. 

Assim como o resultado de um planejamento fatorial é um relatório dos impactos 

das variáveis, um dos resultados mais úteis de um DCC é um modelo matemático de segunda 

ordem e preditivo. Além de descrever matematicamente o comportamento entre variáveis de 

maneira que a magnitude de uma resposta (W) possa ser prevista em função dos níveis 

aplicados para as variáveis de entrada, ou seja,     (     ), esse modelo também sugere a 

melhor combinação das variáveis para obter um resultado otimizado da variável de saída. É 

preciso enfatizar que a “otimização” de um processo nem sempre significa a busca pela 

resposta máxima da variável de saída, pois é possível que o objetivo de determinados 

experimentos seja minimizar a resposta, ou seja, quando (W) corresponda, por exemplo, à 

concentração de um príon, de uma toxina indesejável, de um inibidor do processo produtivo, 

ou de um produto secundário que compete com o produto principal. Dessa maneira, uma série 

de cálculos estatísticos é feita com o único objetivo de gerar um modelo matemático 

quadrático, como descrito na Equação (1). 

 

 

 

 

Onde W é a variável de saída, β0 é o termo constante; βi são os coeficientes 

lineares de cada variável independente; βii os coeficientes quadráticos de cada variável 

independente; βij os coeficientes da interação de cada duas variáveis; e    e     são, 

respectivamente, as variáveis lineares e a interação como produto de cada duas dessas 

variáveis. 
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Outro resultado importante do DCC é um denominado diagrama de superfícies. 

Este gráfico tem a estrutura de um parabolóide hiperbólico (devido a sua natureza 

multivariável) tonificado ou colorido com superfícies de diferentes níveis que representam 

como os intervalos das variáveis de entrada vão alterando o valor da variável de saída. A 

interpretação permite observar qual é a faixa de valores de cada fator/variável de entrada que 

resulta e mantém uma condição particular da variável de saída, o que se denomina robustez do 

processo. A Figura 11 é um exemplo de superfície onde as três variáveis independentes 

representam uma curva cujas cores representam os intervalos de resposta para a variável de 

saída. 

Figura 11– Superfície de nível para três variáveis de entrada. 

 

Fonte:  https://www.mathworks.com/matlabcentral/answers/278789-drawing-contour-under-a-fitted-

surface-curve-in-matlab?requestedDomain=www.mathworks.com 

Assim, os planejamentos fatoriais permitem conhecer os efeitos positivos ou 

negativos de variáveis de entrada, bem como de suas interações, sobre uma ou mais respostas 

de interesse, a fim de selecionar as variáveis que devem ser consideradas para o 

melhoramento de um processo. Nesse sentido, compõem uma etapa anterior aos DCC, nos 

quais as variáveis selecionadas são estudadas através da metodologia de superfície de 

resposta, permitindo encontrar a melhor combinação de valores e ajustar o processo, ou seja, 

otimizá-lo, bem como construir um modelo matemático preditivo do comportamento de tal 

processo em vista das variáveis estudadas. A união dessas duas metodologias é um avanço 

considerável aos métodos tradicionais univariados de ajuste. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Apontar variáveis com efeitos significativos para a produção de L-asparaginase 

por Penicillium sp. T8.3 e melhorar o processo produtivo. 

3.2 Objetivos Específicos 

 Determinar e avaliar estatisticamente o efeito das variáveis concentração de 

glicerol, de L-asparagina e do pH sobre a produção biotecnológica de L-

asparaginase por Penicillium sp. T8.3; 

 Selecionar as variáveis de interesse para compor um desenho composto central 

rotacional (DCC) e otimizar a produção de L-asparaginase fúngica; 

 Elaborar um modelo matemático preditivo da produção de L-asparaginase e 

analisar sua validade experimental. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Linhagem produtora e manutenção 

A linhagem Penicillium sp.T8.3 pertence ao estoque de linhagens do Laboratório 

de Biologia Molecular e Biotecnologia de Fungos Filamentosos.  A linhagem T8.3 (SILVA, 

2011) foi cultivada em ágar Czapek-Dox (FRISVAD; SAMSON, 2004) durante 7 dias a 30 

°C e, após formação do micélio maduro e esporulado, as culturas foram conservadas a 6 ± 4 

°C. Repiques periódicos foram preparados a cada 4-6 meses para manutenção e semanalmente 

para os experimentos (FIG.12). A manutenção por períodos maiores foi realizada pela 

imersão de blocos de micélio maduro em água destilada estéril contida em micro-tubos 

(CASTELLANI, 1964) e armazenando-se a 6 ± 4 °C. Estudos anteriores mostraram que a 

linhagem T8.3 foi capaz de expressar atividade de L-asparaginase durante procedimento de 

triagem (BACELAR, 2016). Embora a atividade produzida em meio líquido tenha sido menor 

do que a de outras linhagens estudadas (BACELAR et al., 2016), o crescimento confluente e a 

abundante produção de conídios pela linhagem T8.3 são características importantes para o 

desenvolvimento de processos produtivos, justificando sua escolha no presente trabalho.  

Figura 12 - Linhagem T8.3 após cultivo de 72 horas em meio Czapek-Dox a 30°C. 

 

Fonte: próprio autor 

4.2 Produção de inóculo 

Os fungos são capazes de formar estruturas reprodutivas e esporos, através dos 

quais se propagam. Tais esporos, sejam oriundos da reprodução sexual ou assexual, podem 

ser utilizados para inocular meios de cultivo e produção.  
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O gênero Penicillium, assim como outros gêneros de fungos conhecidos, é capaz 

de se reproduzir assexuadamente pela formação de conidióforos e conídios. A produção de 

conídios da maioria dos fungos filamentosos ocorre em maior intensidade após sete dias em 

incubação a 30 °C (CHOW; TING, 2015; ELSHAFEI et al., 2012; SARQUIS et al., 2004). O 

tempo e a temperatura podem variar entre as espécies, assim como o meio de cultivo, de 

modo que, uma etapa importante na elaboração de processos produtivos é determinar o tipo de 

inóculo mais conveniente, bem como as condições ideais para sua produção. Em estudos 

prévios verificou-se que a linhagem T8.3 apresenta formação abundante de conídios cultivada 

em ágar Czapek-Dox (FRISVAD; SAMSON, 2004) durante 7 dias a 30 °C. 

A linhagem T8.3 foi cultivada nas condições acima descritas e, após crescimento 

confluente da colônia, os conídios foram coletados em água destilada estéril 

(SHANTHIPRIYA et al., 2015). Para padronizar a quantidade de conídios inoculados nos 

meios produtivos, foi realizada a contagem em câmara de Neubauer, após preparo serial das 

diluições necessárias 1:10 e 1:100, conforme cálculos exemplificados no Apêndice A1. Os 

conídios coletados foram inoculados nos meios produtivos (descritos posteriormente) a uma 

concentração 10
5
 conídios . mL

-1
. Os volumes de inóculo variaram entre 50 e 200 µL 

adicionados a um volume de meio de 60 mL. 

4.3 Meio e condições para a produção de L-asparaginase 

A produção de L-asparaginase por Penicillium sp.T8.3 foi conduzida por processo 

estacionário em batelada. Os meios produtivos líquidos foram preparados segundo a 

formulação básica descrita anteriormente por Bacelar et al. (2016): 2,0 g . L
-1

 de KH2PO4, 0,5 

g . L
-1 

de NaCl e 0,2 g . L
-1

 de MgSO4·7H2O. A concentração de sais inorgânicos foi mantida 

em todos os bioprocessos. As fontes de carbono, nitrogênio e o pH foram variados segundo 

determinado por planejamento fatorial e DCC. Após preparo de cada meio, 60 mL foram 

transferidos para frascos Erlenmeyer de 125 mL, os quais foram esterilizados em autoclave 

durante 15 minutos a 120 °C e 1,1 atm. Após resfriamento a temperatura ambiente, os meios 

foram inoculados com conídios recém coletados, a uma concentração final de 10
5
 . mL

-1
 de 

meio. As culturas foram incubadas em estufa a 30 °C durante três dias sem agitação para os 

experimentos do Planejamento Fatorial e durante 5 dias para o Desenho de Composto Central, 

também sem agitação. Amostras do caldo das culturas foram coletadas em intervalos de 24 

horas para determinação da atividade enzimática produzida, bem como da concentração de 

amônio liberada no meio. 



51 

 

4.4 Planejamento fatorial 

Bacelar et al. (2016) demonstraram que a fonte de carbono glicerol pode resultar 

em maior produção de L-asparaginase por Penicillium sp.T8.3 do que a suplementação do 

meio com glicose, embora essa última tenha induzido expressão mais rápida da atividade 

enzimática. Considerando o potencial uso do glicerol como substrato de menor custo e o 

benefício para a futura aplicação em produção comercial, no presente estudo, glicerol foi 

escolhido como fonte de carbono para compor uma das variáveis de entrada do planejamento 

fatorial dos bioprocessos. 

A fonte de nitrogênio, além de influenciar o metabolismo e o crescimento fúngico, 

é de especial interesse para a produção de L-asparaginase, visto que essa enzima está 

envolvida no metabolismo de nitrogênio, pelo qual é regulada, segundo relatos anteriores 

(DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977; SARQUIS et al., 2004). Desse modo, o 

aminoácido L-asparagina foi selecionado como fonte de nitrogênio por ser indutor da 

produção de L-asparaginase pela linhagem T8.3, constituindo a segunda variável de entrada 

do planejamento fatorial conduzido no presente estudo.  

O pH foi escolhido como terceira variável de entrada do planejamento fatorial, 

uma vez que influencia o crescimento e o metabolismo fúngico, afetando a expressão gênica 

(SELVIG; ALSPAUGH, 2011; SHARMA; SHARMA; SETH, 2016) e a produção 

biotecnológica dos produtos fúngicos. 

Um planejamento fatorial completo do tipo n
k
 foi elaborado, onde k indica o 

número de variáveis independentes (variáveis de entrada ou fatores, iguais a três) e n o 

número de níveis aplicados, iguais a dois, sendo o mínimo (-) e o máximo (+). Dessa forma, o 

planejamento foi composto por 2
3
 condições experimentais, pela combinação dos níveis 

máximo e mínimo das três variáveis independentes: concentração de glicerol, concentração de 

L-asparagina e pH. A atividade de L-asparaginase foi determinada como variável de saída, ou 

resposta, em cada um dos oito bioprocessos planejados. 

A Tabela 2 mostra as variáveis e os níveis que foram aplicados para gerar o 

planejamento fatorial, com auxílio do programa Statistica 7.0 (Statsoft®). Os oito 

bioprocessos resultantes da combinação de variáveis e seus níveis são mostrados na Tabela 3. 
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Tabela 2–Variáveis e níveis para elaboração de planejamento fatorial 2
3
 

 

  
Níveis 

Fator Variável - + 

X glicerol [g . L
-1

] 0,5 20 

Y L-asparagina [g . L
-1

] 0,5 10 

Z pH 5,5 6,5 

Fonte: próprio autor 

 

Tabela 3–Bioprocessos gerados por planejamento fatorial para seleção de variáveis com efeito na 

produção de L-asparaginase por Penicillium sp. T8.3 

 
 

Variável  

Meio 

 

[glicerol] 

(g . L
-1

) 

[L-asparagina] 

(g . L
-1

) 

pH 

 

1 (---) 0,5 0,5 5,5 

2 (+--) 20 0,5 5,5 

3 (-+-) 0,5 10 5,5 

4 (++-) 20 10 5,5 

5 (--+) 0,5 0,5 6,5 

6 (+-+) 20 0,5 6,5 

7 (-++) 0,5 10 6,5 

8 (+++) 20 10 6,5 

Fonte: próprio autor. A simbologia da combinação dos sinais entre parênteses, negativos e/ou positivos, denota o 

mínimo ou máximo nível para as variáveis fonte de carbono, fonte de nitrogênio e pH, respectivamente. Os 

níveis mínimo (-) e máximo (+) para as variáveis concentração de glicerol (0,5 e 20 g . L
-1

), concentração de L-

asparagina (05 e 10 g . L
-1

) e pH (5,5 e 6,5) nos meios 1 a 8 são mostradas na tabela. 

Todos os bioprocessos gerados por planejamento fatorial mostrados na Tabela 3 

foram conduzidos em triplicata. 

4.5 Desenho composto central (DCC) 

Os bioprocessos gerados por DCC foram construídos com base na análise dos 

resultados do planejamento fatorial, segundo a qual foi possível selecionar as variáveis e 

modificar seus níveis em busca da máxima atividade enzimática de L-asparaginase, ou seja, 

do ajuste da resposta. As três variáveis, concentração de glicerol, concentração de L-

asparagina e pH foram mantidas para elaboração do DCC, entretanto seus níveis foram 

modificados, como mostra a Tabela 4.  

Através da aplicação das variáveis e níveis mostrados na Tabela 4, foram gerados 

15 condições de bioprocessos, sendo oito combinações dos níveis máximo e mínimo das 
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variáveis de entrada, mais seis combinações correspondentes aos dois pontos axiais (menor e 

maior) das três variáveis e um ponto central do experimento, gerado pela combinação dos 

valores médios das variáveis de entrada (TAB 5). Ao todo, no DCC foram conduzidos 18 

bioprocessos, uma vez que o ponto central foi conduzido pela elaboração de quatro replicatas 

para controle estatístico. A atividade de L-asparaginase foi determinada como variável de 

resposta. 

Tabela 4 – Variáveis e níveis para elaboração de Desenho Composto Central 

 

 

Níveis 

Variáveis Unidade Axial (-α)  Min(-1) Central Max(+1) Axial(+α)  

Glicerol [g . L
-1

]  3,2  8,0 15,0 22,0 26,8 

L-asparagina [g . L
-1

] 0,8 2,5 5,0 7,5 9,2 

pH   3,3 4 5 6 6,7 

Fonte: próprio autor. 

 

Tabela 5 - Bioprocessos gerados por Desenho Composto Central para ajuste da produção de L-

asparaginase por Penicillium sp. T8.3 

 

 

C [g . L
-1

] N [g . L
-1

] pH 

1 8 2,5 4 

2 8 2,5 6 

3 8 7,5 4 

4 8 7,5 6 

5 22 2,5 4 

6 22 2,5 6 

7 22 7,5 4 

8 22 7,5 6 

9 3,2 5 5 

10 26,8 5 5 

11 15 0,8 5 

12 15 9,2 5 

13 15 5 3,3 

14 15 5 6,7 

15 15 5 5 

16 15 5 5 

17 15 5 5 

18 15 5 5 

Fonte: próprio autor 

4.6 Determinação de amônio e atividade enzimática 
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A concentração de amônio e a atividade de L-asparaginase foram monitoradas a 

cada 24 horas. Para a determinação da atividade enzimática produzida em cada bioprocesso, 

alíquotas de 10 mL foram coletadas assepticamente dos filtrados das culturas, as quais foram 

transferidas para tubos de polipropileno de 15 mL e centrifugadas por 10 minutos a 8.000 g.  

A determinação da concentração de amônio no filtrado das culturas permite um 

acompanhamento indireto da hidrólise do substrato L-asparagina e sugere a expressão da 

atividade enzimática. Para a dosagem de amônio, foi utilizado o método de Nessler. O 

reagente de Nessler é uma solução de iodeto de mercúrio em meio alcalino que, em contato 

com íons amônio (NH4
+
), forma um complexo amarelo de óxido de mercúrio-amidoiodeto de 

mercúrio. A semi-reação é descrita na equação (2). 

 

 

A intensidade dada pela cor amarela deste complexo é proporcional à 

concentração inicial de amônio, gerando uma correlação entre o íon e a absorbância em 450 

nm (FIG. 13).  

Figura 13 - Coloração do reagente de Nessler em diferentes concentrações de amônio. 

 
Fonte: próprio autor 

Para a dosagem, 100 µL do sobrenadante da amostra centrifugada foram 

adicionados a uma mistura de 450 µL de reagente de Nessler e 600 µL de água destilada. As 

amostras foram incubadas a 28 ± 2 °C antes e a absorbância foi determinada em 

espectrofotômetro em 450 nm de cumprimento de onda. A concentração de amônio foi 

determinada contra uma curva de calibração com padrões conhecidos. A curva e o preparo do 

reagente de Nessler estão descritas no Anexo B. 

NH4
+
 + 2[HgI4]

-2
 + 4OH

−
 → HgO·Hg(NH2)I + 7I

−
 + 3H2O (2) 
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A atividade enzimática de L-asparaginase foi determinada através do método da 

hidrólise do substrato L-asparagina, quantificando-se a concentração de amônio liberado na 

reação com uso do reagente de Nessler (CHOW; TING, 2015; RADHIKA TIPPANI, 2012; 

SHAKAMBARI et al., 2015). Esse método é de fácil execução e baixo custo, sendo utilizado 

por diversos autores. 

Para determinação da atividade enzimática foi preparada uma mistura de 100 µL 

de tampão Tris.HCl pH = 7,0, mais 200 µL de solução de L-asparagina 0,04 M  e 100 µL de 

água destilada. A mistura reacional foi pré-incubada a 37 ± 2 °C e, em seguida, 100 µL do 

sobrenadante das amostras foram adicionados. A reação foi incubada por 30 minutos a 37 ± 2 

°C e interrompida com 100 µL de ácido tricloroacético (TCA) 1,5M (CHOW; TING, 2015; 

DESHPANDE; CHOUBEY; AGASHE, 2014; KIM et al., 2001; KIRANMAYI et al., 2014; 

MOHAN KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 2013; SARQUIS et al., 2004; 

SHRIVASTAVA et al., 2012). Uma alíquota de 100 µL dessa reação foi adicionada à mistura 

de reagente de Nessler e água, como acima descrito, e a concentração de amônio foi 

determinada da mesma maneira. A curva de calibração utilizada foi construída com as 

mesmas concentrações do analito de referência, porém preparada em mistura contendo TCA, 

Tris.HCl e L-asparagina nas mesmas proporções utilizadas na reação de dosagem. Uma vez 

que o produto da reação enzimática, amônio, também se encontra presente na amostra retirada 

do sobrenadante das culturas, as dosagens foram realizadas tanto no tempo inicial (Tempo 

zero, “T0”) quanto no tempo final, após 30 minutos de reação (“T30”). A absorbância 

determinada no tempo inicial foi descontada da absorbância final, sendo a diferença entre as 

duas absorbâncias utilizadas no cálculo para determinação da concentração de amônio 

liberado nos trinta minutos de reação enzimática. Uma unidade de atividade enzimática foi 

definida como a quantidade de enzima que libera 1 μmol de amônio por minuto por mL de 

amostra nas condições de reação. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Resultados do Planejamento fatorial 

As curvas de liberação de amônio nos bioprocessos planejados é mostrada nos 

Gráficos 1 e 2. São mostrados os resultados como média de três triplicatas ± o desvio padrão. 

Como é possível verificar no Gráfico 1, os processos 1, 2, 5 e 6, nos quais a variável 

concentração de L-asparagina foi ajustada em seu menor nível (0,5 g . L
-1

), apresentaram 

baixa liberação de amônio, como esperado. Entretanto, dentre eles, os processos 1 e 5, que 

também possuem em comum a concentração de glicerol ajustada no valor mínimo (0,5 g . L
-1

) 

apresentaram liberação de amônio mais rápida (48 horas) do que os processos 2 e 6, cuja 

concentração de glicerol foi ajustada inicialmente em 20 g . L
-1

. Essa análise pode indicar que 

o excesso de glicerol diminui a hidrólise de L-asparagina e a consequente liberação de amônio 

no meio, indicativo de que a expressão da atividade enzimática foi diminuída. Há que se 

observar também que a liberação de amônio do bioprocesso 5 foi ligeiramente aumentada em 

relação à do bioprocesso 1, sendo  que esses se diferenciam pelo pH, ajustado em 6,5 no 

primeiro e 5,5 no segundo. A comparação das curvas de liberação de amônio nos processos 2 

(pH 5,5) e 6 (pH 6,5) também mostra que houve maior liberação de amônio nesse último. 

Assim, é passível de extrapolação que o pH mais neutro pode favorecer a atividade 

hidrolítica. É necessário notar, porém, que a liberação de amônio na cultura sofre também a 

interferência do processo de absorção pelo micélio, de modo que a concentração oscila, 

tornando imprescindível a determinação direta da atividade enzimática. 

O Gráfico 2 mostra as curvas de liberação de amônio nos bioprocessos ajustados 

com o maior nível da variável concentração de L-asparagina, ou seja, 10 g . L
-1

. 

Coerentemente, ocorreu liberação de elevada concentração de amônio nesses processos, se 

comparada com a que se observa nos processos ajustados com apenas 0,5 g . L
-1 

de L-

asparagina (GRAF. 1).  

Dentre os bioprocessos 3, 4, 7 e 8, o perfil do processo 4 foi diferente dos demais, 

com concentração de amônio no meio permanecendo inferior à observada nos processos 3, 7 e 

8. Curiosamente, a atividade enzimática produzida no processo 4 foi a mais elevada ao longo 

do tempo (TAB. 6) o que mostra que a presença de amônio no meio pode não ser um 

indicador fiel para análise da atividade enzimática. Para a interpretação desse resultado é 

preciso levar em consideração a complexidade do crescimento fúngico e da assimilação de 
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nutrientes. Uma vez que a cultura é dinâmica, a concentração dos nutrientes no meio, 

incluindo fontes de carbono e seus produtos de hidrólise, bem como as fontes de nitrogênio, 

não se acumulam indefinidamente, pois são absorvidas pelo micélio. 

Gráfico 1 - Liberação de amônio nas culturas com baixa suplementação de L-asparagina 

 

Fonte: próprio autor. Bioprocesso 1: Glicerol 0,5 g . L
-1

; L-asparagina 0,5 g . L
-1

 e pH 5,5. Bioprocesso 2: 

Glicerol 20 g . L
-1

; L-asparagina 0,5 g . L
-1

 e pH 5,5. Bioprocesso 5: Glicerol 0,5 g . L
-1

; L-asparagina 0,5 g . L
-1 

e pH 6,5. Bioprocesso 6: Glicerol 20 g . L
-1

; L-asparagina g . L
-1

 e pH 6,5. 

Gráfico 2–Liberação de amônio nas culturas com alta suplementação de L-asparagina 

 

Fonte: próprio autor. Bioprocesso 3: Glicerol 0,5 g . L
-1

; L-asparagina 10 g . L
-1 

e pH 5,5. Bioprocesso 4: 

Glicerol 20 g . L
-1

; L-asparagina 10 g . L
-1

e pH 5,5. Bioprocesso 7: Glicerol 0,5 g . L
-1

; L-asparagina 10 g . L
-1

 e 

pH 6,5. Bioprocesso 8: Glicerol 20 g . L
-1

; L-asparagina 10 g . L
-1

 e pH 6,5. 
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A Tabela 6 apresenta as atividades de L-asparaginase produzidas nos bioprocessos 

1, 2, 4 e 8 em U. Nenhuma atividade detectável foi produzida nos processos 3, 5, 6 e 7. 

Mesmo nos processos nos quais foi verificada uma produção da atividade enzimática, essa foi 

muito baixa, evidenciando a necessidade de ajuste dos processos produtivos. Porém, se 

comparada com dados da literatura, mesmo ainda antes do ajuste, é possível perceber que a 

linhagem T8.3 possui potencial para o desenvolvimento de um processo produtivo. As 

atividades produzidas oscilaram entre 0,2 a 0,4 U em períodos de cultivo de 48 a 72 horas. 

Após triagem de 89 isolados fúngicos e seleção dos 25 melhores produtores Chow e Ting 

(2015) obtiveram uma atividade de 0,25 U/mL pelo isolado ODL4. 

Tabela 6 - Atividade enzimática produzida nos bioprocessos delineados por planejamento fatorial 

 

             Atividades enzimáticas (U) 

Bioprocesso 24 h 48 h 72 h 

1 (- - -) 0,01 ± 0 0,19 ± 0 0 ± 0 

2 (+ - -) 0 ± 0 0,15 ± 0,04 0,43 ± 0,03 

4 (+ + -) 0 ± 0 0,39 ± 0,03 0,56 ± 0,06 

8 (+ + +) 0 ± 0 0,12 ± 0,04 0 ± 0 

Fonte: próprio autor. Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima que libera 

1 µmol de amônio por minuto por mL nas condições de reação (37 °C e pH 7,0). 

Embora as atividades de L-asparaginase produzidas nos bioprocessos delineados 

por planejamento fatorial tenham sido baixas, a análise permitiu verificar quais variáveis 

apresentam efeito significativo sobre a resposta. Os diagramas de Pareto das Figuras 14 e 15 

apresentam as análises realizadas acerca dos efeitos das variáveis de entrada (concentração de 

glicerol, concentração de L-asparaginase e pH) sobre a resposta produção de L-asparaginase 

após 48 e 72 horas, respectivamente. Os valores mostrados nos diagramas de Pareto são 

adimensionais e representam o impacto de cada variável de entrada na variável de saída. 

Através da análise estatística mostrada nos diagramas (FIG.14 e FIG.15) foram 

determinados efeitos fortemente positivos e significativos (9,6 e 9,3) da variável concentração 

de glicerol sobre a atividade enzimática presente no extrato após 48 horas. Os dados indicam 

que o aumento da concentração de glicerol, no intervalo de valores estudado, é benéfico para 

o aumento da atividade de L-asparaginase, tanto após 48 horas como após 72 horas de cultivo. 

Ou seja, o nível máximo da concentração de glicerol (20 g . L
-1

) induz aumento da produção 

da atividade enzimática em relação ao nível mínimo (0,5 g . L
-1

). 
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Figura 14 - Diagrama de Pareto para análise do efeito das variáveis de entrada sobre a atividade de L-

asparaginase produzida por Penicillium sp. T8.3 em cultivo de 48 horas 

 

 
Fonte: próprio autor 

 

Figura 15 - Diagrama de Pareto para análise do efeito das variáveis de entrada sobre a atividade de L-

asparaginase produzida por Penicillium sp. T8.3 em cultivo de 72 horas 

 
 

Fonte: próprio autor 

O pH também teve uma influência muito significativa, porém negativa, sobre a 

produção de atividade de L-asparaginase por Penicillium sp.T8.3. Ao contrário do efeito 

positivo da concentração de glicerol, a variável pH apresentou efeitos significativos e 

negativos sobre a produção de atividade enzimática de L-asparaginase após 48 horas e 72 

horas, de – 8,2 e – 9,3, respectivamente (FIG. 14 e FIG. 15). Esses resultados indicam que, 
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para um aumento da produção de L-asparaginase, é preferível a diminuição dos valores de 

pH. Assim, o ajuste do pH em 5,5 resulta em aumento da atividade de L-asparaginase em 

relação ao pH 6,5.  

É importante ressaltar que o objetivo do planejamento fatorial é permitir apontar 

as variáveis que apresentam efeito significativo e que, portanto, devem ser consideradas para 

a elaboração dos experimentos de ajuste, ou seja, nos DCC. Assim, o fato de que as variáveis 

concentração de glicerol e pH apresentaram efeitos fortemente significativos sobre a produção 

de L-asparaginase indica que devem ser selecionadas, uma vez que possuem impacto para a 

resposta. Além disso, a análise multivariada do planejamento fatorial desenvolvido permitiu 

identificar valores de referência para estabelecer a faixa que deve ser aplicada nos 

experimentos de otimização, indicando como ponto de partida o nível máximo da 

concentração de glicerol e o nível mínimo do pH. 

A determinação do efeito das interações entre as variáveis é uma das principais 

vantagens de se realizar um planejamento fatorial, o que não seria percebido através de 

análise univariada. Na Figura 15, é possível verificar que um dos três maiores efeitos sobre a 

atividade de L-asparaginase após 72 horas de cultivo foi o da interação entre as variáveis 

concentração de glicerol e pH (interação 1 x 3), o qual foi fortemente negativo (- 9,3). Esse 

efeito foi tão significativo quanto o do próprio pH e da concentração de glicerol. Entretanto, o 

índice negativo do efeito da interação pH x glicerol, indica que, para o aumento da resposta L-

asparaginase produzida após 72 horas, é necessário que os valores das variáveis da interação 

sejam ajustados de maneira oposta. Ou seja, enquanto a concentração de glicerol deve 

aumentar, o pH deve diminuir. No presente caso, como o próprio efeito das variáveis indica 

que a concentração de glicerol deve ser mantida no nível máximo (efeito positivo) e o pH 

deve ser mantido no nível mínimo (efeito negativo), é possível obedecer à interação sem 

prejuízo da resposta. Há casos em que a interação é positiva, mas os efeitos das variáveis são 

opostos e, nessa condição, é necessário obedecer ao efeito mais significativo, cujo valor 

modular é maior. 

O diagrama de Pareto da Figura 15 também mostra um efeito negativo e 

significativo para a interação das variáveis glicerol e pH. Embora esse efeito seja menor em 

48 horas (-2,7) do que após 72 horas (-9,3), indica que também a produção da enzima após 48 

horas deve ser aumentada quando os níveis dessas duas variáveis forem ajustados de maneira 

oposta (FIG. 14 e FIG. 15). 
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A variável concentração de L-asparagina teve um efeito menor do que o da 

concentração de glicerol e do pH sobre a produção de atividade após 48 horas (FIG.14). 

Entretanto, esse efeito foi positivo (3,0) indicando que o nível maior de L-asparagina (10 g . 

L
-1

) é preferível ao mínimo (0,5 g . L
-1

) para a produção da enzima nos cultivos de 48 horas. 

O efeito dessa variável tornou-se não significativo após 72 horas, o que é compreensível, se 

levado em consideração que a necessária indução enzimática já foi iniciada nos tempos 

anteriores de cultivo e que progressivamente a hidrólise do substrato deve diminuir sua 

concentração no meio, diminuindo também seu impacto sobre a resposta. 

As interações da variável 2, concentração de L-asparagina, com a concentração de 

glicerol (interação 1 x 2) e com o pH (interação 2 x 3) foram significativas nos cultivos de 48 

horas, com efeitos positivos de 8,5 e 3,9 respectivamente (FIG.15). Desse modo, para 

estabelecer novas faixas de valores que possam ser aplicadas nos experimentos de DCC, em 

obediência à interação 1 x 2 cujo efeito foi fortemente significativo e positivo, é preciso 

considerar que glicerol e L-asparagina devem ter suas concentrações aumentadas 

concomitantemente, ou seja, ambos devem ter como referência o nível máximo, 20 e 10 g . L
-

1
. No caso da interação 2 x 3, também com efeito positivo, a concentração de L-asparagina 

deve ser ajustada no nível máximo, bem como o pH deveria também ser ajustado no nível 

máximo, 6,5. Porém, o efeito da variável pH foi negativo e mais significativo do que o da 

interação 2 x 3, o que significa dizer que seu impacto para a resposta é maior, de modo que ao 

balancear a análise, é preferível ajustar o pH para o mínimo, desobedecendo à interação 2 x 3. 

Assim, as análises dos bioprocessos desenvolvidos por planejamento fatorial 

mostraram que as três variáveis foram apontadas como significativas para a produção de L-

asparaginase, não devendo ser descartadas quando do delineamento dos experimentos de 

DCC. Além disso, foram tomados por base os valores máximos da concentração de glicerol 

(20 g . L
-1

) no estabelecimento dos novos níveis mínimo e máximo desta variável no DCC: 8 

a 22 g . L
-1

. Para o pH, considerando que o nível mínimo pH 5,5 foi mais benéfico para a 

resposta do que pH 6,5, foi estabelecida uma variação de 4,0 a 6,0, a fim de explorar um 

intervalo de pH mais ácido do que o analisado no planejamento fatorial. Por fim, para a 

concentração de L-asparaginase, cujo nível máximo (10 g . L
-1

) foi apontado como 

preferencial ao nível mínimo (0,5 g . L
-1

) a faixa de valores proposta para o DCC oscilou de 

2,5 a 7,5 g . L
-1

, a fim de elevar o nível mínimo e manter um nível máximo ainda próximo ao 

utilizado no planejamento fatorial. Além dos níveis mínimos e máximos estabelecidos para 
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cada variável de entrada após análise do planejamento fatorial, o DCC, como anteriormente 

descrito, permite a investigação de valores aquém e acima destes, através dos pontos axiais. 

5.2 Resultados do Desenho composto central (DCC) 

Após definição das variáveis para composição do DCC e sua faixa de valores 

foram gerados os bioprocessos anteriormente descritos (TAB. 5). Foram determinados nos 

sobrenadantes das culturas, após a separação da biomassa, a atividade de L-asparaginase 

como resposta dos experimentos e também o pH, além da concentração de amônio. Tendo em 

vista que nos bioprocessos do planejamento fatorial as atividades enzimáticas de alguns 

processos estavam ainda se iniciando após 72 horas, a análise foi estendida até 120 horas de 

cultivo. Os resultados das atividades enzimáticas produzidas nos bioprocessos delineados por 

DCC são mostrados na Tabela 7.  

A partir da análise dos resultados é possível ressaltar que foi mantida a tendência 

de aumento da atividade enzimática nos tempos posteriores de cultivo, especialmente após 72 

a 120 horas, como se previra pela análise dos resultados do planejamento fatorial (TAB 7). 

Como é possível perceber através dos dados da Tabela 7, a produção enzimática foi incipiente 

nos cultivos de 24 e 48 horas, elevando-se após 72 horas em alguns bioprocessos e após 96 e 

120 horas na maioria dos bioprocessos. Isso indica que esses são os tempos mais adequados 

para a produção de L-asparaginase por Penicillium sp. T8.3. 

Entre os bioprocessos delineados por DCC, a produção de L-asparaginase 

alcançou níveis significativos nos bioprocessos DCC7, DCC14 e DCC15-18 (pontos centrais) 

sendo de 4,6 U (120 horas); 6,5 U (72 horas) e 5,0 ± 0,9 U (120 horas), respectivamente. É 

possível perceber que na maior parte dos processos nos quais a atividade se elevou, a elevação 

ocorreu após 120 horas de cultivo, bem como os pontos centrais do experimento estiveram 

entre os processos cuja atividade enzimática foi maior. Esse último dado revela que a faixa 

ótima de valores para um máximo de atividade foi alcançada. 

Os dados também mostram que com um número relativamente pequeno de etapas 

experimentais, sendo oito condições experimentais no planejamento fatorial mais 15 

condições geradas no DCC, a atividade de L-asparaginase produzida por Penicillium sp.T8.3 

aumentou em mais de 16 vezes, comparando-se o máximo da atividade nos bioprocessos 

elaborados por planejamento fatorial (0,4 U) e a atividade de 6,5 U alcançada no processo 

DCC14 (TAB. 6 e TAB. 7). Ao comparar-se com a atividade ótima obtida nos pontos centrais 
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após 120 horas, o aumento foi maior que 12 vezes. Nos resultados reportados por outros 

estudos em que se produziu L-asparaginase bacteriana são descritas atividades enzimáticas de 

32,2 U (MAHAJAN et al., 2012), 3,23 U (DESHPANDE; CHOUBEY; AGASHE, 2014), 

3,96; 7,42 e 6,99 (KIRANMAYI et al., 2014). Embora exista uma alta atividade com a 

enzima obtida de bactérias, os resultados aqui apresentados estão acima da média dos citados. 

Além disso, uma L-asparaginase de origem eucarionte apresenta como perspectivas para os 

estudos clínicos de vantagens terapêuticas que incluem menor resposta imunológica e menos 

efeitos tóxicos, como foi descrito anteriormente.  

Os resultados alcançados mostram que o planejamento estatístico de experimentos 

e a análise multivariada são ferramentas poderosas que permitem identificar as condições 

ideais necessárias ao ajuste de processos biotecnológicos. 

Tabela 7 - Atividade enzimática produzida nos bioprocessos delineados por desenho composto central 

entre 24 e 120 horas de incubação. 

                                          Variáveis de entrada                       Atividade enzimática (U) 

Bioprocesso [C] (g . L
-1

) [N] (g . L
-1

) pH 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 

1 8,0 2,5 4,0 0,0 0,0 0,3 0,2 0,1 

2 8,0 2,5 6,0 0,0 0,0 0,1 0,3 0,1 

3 8,0 7,5 4,0 0,0 0,4 0,5 0,0 2,6 

4 8,0 7,5 6,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 

5 22,0 2,5 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 

6 22,0 2,5 6,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 

7 22,0 7,5 4,0 0,0 0,1 0,0 0,0 4,6 

8 22,0 7,5 6,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

9 3,2 5,0 5,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 

10 26,8 5,0 5,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 

11 15,0 0,8 5,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 

12 15,0 9,2 5,0 0,3 0,3 0,2 0,1 0,1 

13 15,0 5,0 3,3 0,6 0,2 0,1 0,1 0,0 

14 15,0 5,0 6,7 0,0 0,5 6,5 0,0 0,0 

15 (C)  15,0 5,0 5,0 0,0 0,2 0,2 0,0 5,3 

16 (C)  15,0 5,0 5,0 0,0 0,2 0,3 0,0 5,7 

17 (C)  15,0 5,0 5,0 0,0 0,2 0,2 0,7 3,9 

18 (C)  15,0 5,0 5,0 0,0 0,2 0,3 0,2 5,3 

Fonte: próprio autor. A nomenclatura [C], [N] e pH indica a concentração da fonte de carbono, de nitrogênio 

e o pH do meio, respectivamente. Aqui se ressaltam os bioprocessos com maior atividade enzimática: 

bioprocessos 3, 7, e os 4 pontos centrais (15, 16, 17 e 18) após 120 horas, e o bioprocesso 14 após 72 horas. Uma 

unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 µmol de amônio por 

minuto por mL nas condições de reação (37 °C e pH 7,0). 
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Os resultados dos experimentos do DCC nos cultivos de 120 horas, ao serem 

analisados, permitiram que fossem gerados os gráficos de superfície de resposta, através dos 

quais é possível verificar que as faixas de valores abrangidas compreendem o máximo da 

resposta obtida, indicando otimização do bioprocesso. A Figura 16 mostra as curvas de 

superfície de resposta em função das variáveis concentração de glicerol e L-asparagina, bem 

como as curvas da resposta em função das variáveis L-asparagina x pH e glicerol x pH. Nos 

três casos é possível verificar que o máximo da resposta, acima de 4 U, encontra-se na parte 

central da curva. Ou seja, o intervalo de valores mínimo e máximo aplicado no DCC para as 

três variáveis foi eficiente para encontrar o ponto onde a atividade é maximizada. A existência 

de pontos de sela, ou pontos inferiores que ladeiam a resposta máxima, é indicativa de que 

foram encontrados os valores ideais para o ajuste.  

Figura 16 - Superfícies de resposta da atividade enzimática de L-asparaginase após 120 horas em função 

das variáveis de entrada, concentração de glicerol, de L-asparagina e pH. 

 

Fonte: próprio autor. (A) Superfície de resposta em função do pH e da concentração de glicerol. (B) Superfície 

de resposta em função da concentração de L-asparagina e da concentração de glicerol. (C) Superfície de resposta 

em função do pH e da concentração da L-asparagina. 
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Esses dados encorajaram a elaboração de um modelo matemático baseado no 

efeito das variáveis, o qual possa ser utilizado para prever o comportamento da resposta 

produzida em novos bioprocessos. 

Além da otimização pela determinação da faixa de valores que delimita a máxima 

resposta, é desejável que os processos produtivos sejam robustos, ou seja, que a amplitude dos 

valores que resultam no máximo da produção seja o maior possível. A robustez é uma medida 

da sensibilidade da variável de resposta às mudanças em qualquer uma das variáveis de 

entrada. Para exemplificar, a utilidade da robustez de um modelo matemático está ligada a um 

intervalo de erro que pode ter a medição da variável de entrada sem alterar significativamente 

a variável de saída. No presente trabalho, a robustez do modelo gerado permite inferir o 

quanto pode mudar a atividade enzimática em função de variações nos valores da 

concentração de glicerol, de L-asparagina ou do pH inicial do meio. A Figura 17 mostra os 

gráficos de robustez obtidos a partir da análise estatística do DCC. 

Figura 17 - Robustez da produção de L-asparaginase de Penicillium sp. T8.3 em função das variáveis 

concentração de asparagina x concentração de glicerol, pH x concentração de asparagina e pH x 

concentração de glicerol. 

 

Fonte: próprio autor 
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Segundo os diagramas de robustez mostrados na Figura 17, os intervalos de 

trabalho para garantir uma atividade enzimática acima de 4 U são de, aproximadamente,12 a 

18 g/L para a concentração de glicerol (Figura 17A e 17C), 4 a 7 g/L para a concentração de 

L-asparagina (Figura 17A e 17B) e 4,5 a 5,2 para o pH (Figura 17B e 17C). A análise dos 

diagramas indica que uma alteração nos valores das variáveis dentro dos limites acima 

indicados não deve afetar significativamente a resposta, que deve permanecer acima de 4 U de 

atividade de L-asparaginase. Variações da ordem de 6 g . L
-1

 (glicerol) e 3 g . L
-1

 (L-

asparagina) significariam alterações da ordem de 6 e 3 kg dos substratos em um volume de 

1000 L. Processos robustos geram menos impactos na produção em escala industrial, pelo que 

são mais promissores para a produção comercial. 

O modelo matemático foi gerado pela aplicação dos coeficientes de cada variável 

em seus efeitos lineares e quadráticos sobre a resposta atividade de L-asparaginase.  Os 

valores de atividade enzimática computados geraram uma função para predizer o valor da 

atividade enzimática em função da concentração de glicerol, concentração de L-asparagina e o 

pH inicial do meio de cultura. Os índices pelos quais as variáveis de entrada impactam a 

variável de saída, atividade de L-asparaginase, são determinados através da análise estatística 

do efeito de cada variável, com base nas alterações dos níveis especificados no DCC e as 

resultantes flutuações no valor da atividade de L-asparaginase. 

Na Tabela 8 se mostram os coeficientes gerados através do programa Statistica 

7.0 junto com os valores da significância p. O valor de significância mais utilizado é de 5%, o 

que indica que o valor de p igual a 0,05 é significativo em 95%. Dessa forma, coeficientes que 

apresentaram valores de p superiores a 0,05 foram considerados não significativos. 

Na Tabela 8 é possível observar que os coeficientes quadráticos (β11, β22 e β33) 

foram significativos, com valores de p muito inferiores a 5% e intervalos de confiança muito 

acima de 95%. Dessa forma, diante da sua significância estatística os coeficientes dos efeitos 

quadráticos das variáveis concentração de glicerol, concentração de L-asparagina e pH foram 

aplicados no modelo matemático. Os coeficientes lineares, embora não significativos segundo 

os valores de p acima de 0,05 também foram incluídos por hierarquia. Como os valores 

quadráticos menores que zero geram uma concavidade negativa, eles são usados para deter o 

impacto crescente dos fatores lineares; de outra maneira, se fossem utilizados unicamente os 

valores lineares crescentes, o modelo suporia uma atividade enzimática infinita quando as 

variáveis de entrada forem infinitas também. 
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Tabela 8 - Sumário dos coeficientes e suas significâncias determinados no modelo matemático. 

 
Coeficiente Variável associada Valor Significância (p) 

β0 - -58,52 0,0002 

β1 glicerol 1,14 0,7169 

β11 glicerol -0,033 0,0035 

β2 L-asparagina 4,32 0,1720 

β22 L-asparagina -0,26 0,0036 

β3 pH 18,07 0,1643 

β33 pH -1,63 0,0035 

β12 1-2 (glicerol-asn) 0,01 0,5964 

β13 1-3 (glicerol-pH) 0,04 0,5644 

β23 2-3 (asn-pH) 0,35 0,0935 

Fonte: próprio autor. β0: constante do modelo; β1, β2, e β3: coeficientes lineares de cada variável; β 11, β 22 e β 

33: coeficientes dos termos quadráticos; β 12, β 23 e β 13: coeficientes de interação entre cada duas variáveis. 

Variável 1: concentração de glicerol; Variável 2: concentração de L-asparagina; Variável 3: pH. 

Aplicando-se a constante do modelo, bem como os coeficientes lineares e 

quadráticos das três variáveis envolvidas, foi possível chegar à equação matemática (3), 

preditiva da resposta W, atividade enzimática de L-asparaginase no extrato da cultura. 

              [ ]       [ ]       [ ]      [ ]                     

Na qual [C], [N] e pH, correspondem à concentração de glicerol, de L-asparagina, e ao 

pH respectivamente. 

A análise realizada com auxílio do programa Statistica 7.0 sugeriu os pontos críticos 

do processo, ou seja, através da equação matemática (3), o valor de cada variável de entrada 

para otimizar o valor da valor da variável de saída corresponde a 15,5 g . L
-1

 e 5,6 g . L
-1 

para 

a concentração de glicerol e L-asparagina, respectivamente e pH 4,8.  Segundo a previsão do 

ponto máximo da resposta de atividade de L-asparaginase que pode ser alcançada pela 

aplicação dos pontos críticos nas condições utilizadas no presente estudo, o valor teórico da 

atividade enzimática foi de 16,4 U. 

5.3 Avaliação experimental do modelo matemático 

Embora os dados usados para obter este modelo houveram sido experimentais, o 

valor da atividade enzimática é chamado de teórico, uma vez que trata-se de um valor que foi 

previsto por um modelo matemático preditivo do comportamento da resposta de um 

determinado processo. Em se tratando de um modelo teórico, é necessário que sua validade 

(3) 
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para previsão da resposta seja analisada experimentalmente, a fim de verificar o quanto a 

previsão se aproxima dos valores experimentais. 

Desse modo, seis meios foram preparados nas condições determinadas como 

ponto crítico do processo ou seja: 15,5 g . L
-1 

de glicerol; 5,6 g . L
-1

 de L-asparagina e  pH 4,8. 

Cinco meios foram inoculados e um deles foi utilizado como controle. Os seis meios foram 

submetidos às mesmas condições de temperatura e monitorados em intervalos de 24 horas a 

partir do terceiro dia de cultivo, uma vez que nos bioprocessos planejados e no DCC, a 

produção de atividade enzimática começava a se elevar após 72 horas. Foram determinados 

nas amostras dos sobrenadantes: o amônio residual e a atividade enzimática. 

A liberação de amônio pode ser correlacionada com o decréscimo da concentração 

do substrato L-asparagina no meio de cultivo. Cada 18 gramas de amônio liberado equivalem 

ao consumo de 132 gramas de L-asparagina. Com base nessa análise, foi construído no 

Gráfico 3, a curva de consumo de L-asparagina em função do tempo nas culturas teste e 

controle. Na cultura controle, não inoculada, a concentração de amônio residual apresentou 

variação mínima ao longo de tempo de incubação, traduzindo-se na curva linear de consumo 

de L-asparagina verificada no Gráfico 3. Esses resultados sugerem que a quantidade de L-

asparagina degradada no processo de esterilização do meio em autoclave é depreciável, e, em 

consequência, que todo o amônio obtido nos meios testados é um produto da atividade da L-

asparaginase secretada pela biomassa. 

Gráfico 3 - Queda na concentração de L-asparagina nos meios em condições de otimização 

 

Fonte: próprio autor. 
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Segundo Savitri (2003), uma alta atividade de L-asparaginase está vinculada à 

falta de fonte de nitrogênio. Os resultados do presente trabalho também mostram uma 

atividade enzimática máxima no momento que a concentração de nitrogênio é próxima a zero. 

Aparentemente, quando ocorre redução intensa da fonte de nitrogênio após 72 horas, a qual é 

quase esgotada após 120 horas de cultivo, surge a necessidade metabólica de que se aumente 

a produção da enzima para acelerar o processo de hidrólise de fontes nitrogenadas e aumentar 

a captação dos produtos resultantes. No Gráfico 4 é possível verificar que a máxima da curva 

de atividade de L-asparaginase corresponde ao intervalo entre 96 e 120 horas. Drainas et al. 

(1977), por exemplo, utilizaram A. nidulans para produzir L-asparaginase. Os autores 

concluem que um consumo da fonte de nitrogênio cria uma queda nos níveis de amônia, 

levando ao aumento da atividade enzimática (DRAINAS; KINGHORN; PATEMAN, 1977). 

Vários outros autores confirmam este fenômeno (SARQUIS et al., 2004; SAVITRI; 

ASTHANA; AZMI, 2003), enquanto outros (CADDICK; PETERS; PLATT, 1994) afirmam 

que o gene de L-asparaginase está sujeito à regulação de nitrogênio, através do fator GATA e 

dos ativadores ARE-A e NIT-2 que regulam a transcrição em função da disponibilidade de 

nitrogênio.  

A curva cinética da atividade enzimática e produção de L-asparaginase mostrada 

no Gráfico 4, permite observar que a mais alta atividade enzimática foi atingida após 96 e 120 

horas de incubação (GRAF. 4). A Atividade enzimática determinada na cultura controle foi 

nula.  

Ao comparar a atividade de L-asparaginase produzida por Penicillium sp.T8.3 nas 

condições otimizadas com os relatos de outros autores é possível verificar a eficácia do 

método de melhoramento da produção da atividade enzimática utilizado no presente estudo. 

Soniyamby et al. (2011) conseguiram uma atividade máxima de 3,75 U.mL
-1 

em estudos 

desenvolvidos com Penicillium sp. Trabalhos realizados com o gênero Fusarium resultaram 

em uma atividade de L-asparaginase de 3,1 U.mL
-1

 (NAKAHAMA; IMADA; IGARASI, 

1973). Entretanto, o Gráfico 4 mostra que a máxima atividade de L-asparaginase produzida 

nos cultivos de Penicillium sp.T8.3 foi de 12,7 U, muito próxima do valor teórico de 16,4 U 

previsto no modelo gerado, descrito na equação (3). 
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Gráfico 4 - Produção de L-asparaginase por Penicillium sp. T8.3 em bioprocesso melhorado 

 

Fonte: próprio autor 

Finalmente, é importante ressaltar que os experimentos permitiram o alcance dos 

objetivos propostos, elevando a produção da atividade enzimática de 0,4 U para 12,7 U, um 

aumento aproximado de 32 vezes. Uma comparação porcentual entre o resultado obtido e o 

predito pelo modelo foi feita. A atividade máxima que o modelo matemático propôs está 

descrita na Tabela 9 com os coeficientes das variáveis estudadas e seus aportes para a 

atividade enzimática. A atividade enzimática obtida experimentalmente corresponde a 77% da 

previsão teórica, permitindo concluir pela validade do modelo matemático gerado. 

Tabela 9 - Comparação entre o modelo matemático e o resultado experimental. 

 
Variável  Coeficiente 

do modelo  

Valor da 

variável 

Aporte à 

atividade 

- -58,52 

 

-58,5  

[C] 

Glicerol 

1,14 15,5 17,7  

-0,033 15,5 -7,9  

[N] Asp 
4,32 5,6 24,2  

-0,26 5,6 -8,2 l 

pH 

inicial 

18,07 4,8 86,7  

-1,63 4,8 -37,6  

 
Atividade 
  

Prevista 16,4 U 

  Experimental 12,7 U 

Fonte: próprio autor. 

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

12,0

14,0

16,0

18,0

48 72 96 120 144

A
ti

vi
d

ad
e

 e
n

zi
m

át
ic

a 
[U

] 

Tempo de incubação (horas) 



71 

 

6 CONCLUSÕES 

Através do planejamento estatístico de bioprocessos, pela combinação de 

planejamento fatorial e desenho composto central, foi possível estabelecer as bases da 

produção de L-asparaginase por um isolado do gênero Penicillium. 

Os resultados apontaram a relação positiva da concentração da fonte de carbono 

glicerol sobre a produção da enzima L-asparaginase, determinada nos extratos dos 

bioprocessos, ao contrário do efeito negativo determinado para o pH do meio. A concentração 

de L-asparagina é significativa apenas nos tempos iniciais de cultivo, mas não após 72 horas.  

Esses dados corroboram os resultados observados acerca do decréscimo da 

concentração do substrato de nitrogênio que coincide com a máxima atividade enzimática no 

bioprocesso otimizado, de acordo com os relatos da literatura acerca da relação entre 

esgotamento de nitrogênio e estímulo da produção de L-asparaginase. 

Os resultados do presente trabalho, além de elevar a produção de atividade 

enzimática de L-asparaginase pela linhagem Penicillium sp.T8.3 de 0,4 U para 12,7 U, muito 

acima da produção obtida na maioria dos estudos que relataram produção da enzima fúngica, 

permitiu gerar conhecimentos acerca do bioprocesso produtivo. O meio de cultura obtido para 

esta atividade enzimática final foi preparado com 15,5 g . L
-1 

de glicerol, 5,6 g . L
-1 

de L-

asparagina e pH 4,8. 

Os experimentos delineados por DCC e a metodologia de superfície de resposta 

permitiram gerar modelo matemático para predizer a resposta produção de atividade de L-

asparaginase nas condições de otimização em 77%, após validação experimental. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E TRABALHO FUTURO 

Os conhecimentos gerados e o ajuste do bioprocesso para a produção de L-

asparaginase abrem como perspectiva que sejam conduzidos estudos posteriores para a 

investigação acerca do controle da expressão da atividade de L-asparaginase em função do 

metabolismo de nitrogênio e para a elaboração de processo produtivo em escala ampliada. 

Esta pesquisa também abre caminhos para que novos estudos de purificação e 

isolamento da enzima L-asparaginase de Penicillium sp. T8.3 sejam conduzidos, com 

posterior caracterização cinética e determinação das variáveis km e µmax. Outras perspectivas 

de estudo incluem a determinação do potencial terapêutico e avaliação de efeitos colaterais 

que esta enzima pode exibir. 
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APÉNDICE 

APÊNDICE A - MATEMÁTICA DETALHADA 

A.1 Equação da câmara de Neubauer 

As leituras da câmara de Neubauer foram feitas para medir um volume certo de 

esporos e dessa maneira inocular sempre 10
5
 conídios/mL. A equação é uma proporção entre 

a quantidade desejada e a quantidade lida no microscópio: 

                                    

                               
       

  
       

Onde Leitura é o numero de conídios observados na câmara, diluição é o fator 10
2
 

do inóculo lido, Fcâmara é a constante 10
4
vem das dimensões da câmara de Neubauer, e   é o 

volume a adicionar no meio de cultura [mL]. O número 60 é porque cada experimento foi 

calculado para 60 mL de meio. Nessa ordem de ideias, o volume é: 

  [  ]   
           

             
  

    

       
 

Então, de um volume diluído com 20 conídios na meia, 300 µL do volume 

concentrado original são adicionados ao meio de cultura. 

A.2 Interpolação da linha reta “concentração de amônio vs. Absorbância lida no 

espectrofotômetro” 

Uma solução mãe de 500 µg.mL
-1 

de sulfato de amônio (seco) é preparada. 

Posteriormente, seis diluições são preparadas a partir dessa solução para usá-las como pontos 

padrão da curva de calibração. Os pontos regularmente usados foram 60, 50, 25, 10, 5 e 2,5 

µg.mL
-1

. Adicionalmente, se usou agua destilada como branco. Todos os pontos da curva 

foram sometidos às mesmas condições que as amostras para padronizar a leitura. Todos os 

pontos foram lidos em triplicata e se construiu o Gráfico 5 com as médias dos dados. A 

Tabela 10 resume as informações dos padrões preparados e lidos. 
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Tabela 10 - ABS. dos padrões para a curva de calibração 

Abs. e concentração de amônia 

 
Abs Méd SD [ug.mL

-1] 

Br 0 0 
 

0 0 0 

P1 0,011 0,015 0,011 0,01233 0,00231 2,5 

P2 0,043 0,045 0,046 0,04467 0,00153 5 

P3 0,162 0,143 0,15 0,15167 0,00961 10 

P4 0,39 0,373 0,351 0,37133 0,01955 25 

P5 0,757 0,768 0,752 0,759 0,00819 50 

P6 0,89 0,87 0,884 0,88133 0,01026 60 
Fonte: próprio autor 

Após de obter uma linha reta tipo Y = MX + B, com Y = absorbância e X = 

concentração, um valor lido no espectrofotómetro é interpolado da maneira seguinte: 

 

Gráfico 5 - Curva de calibração do espectrofotómetro: absorbância vs. concentração de amônia 

 

Fonte: próprio autor(Curva exemplo. Setembro 26, 2015) 

           [      ]          [      ]  
          

      
 

Uma leitura de 0,602 ABS então: 

[      ]   
            

      
            

     

 

 

y = 0,0151x - 0,0127 
R² = 0,9984 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

0 10 20 30 40 50 60 70

A
b

s 

Concentração [ug NH4/mL] 

Abs. e concentração de amonia 



84 

 

ANEXOS 

ANEXO A - MEIO SÓLIDO CZAPEK-DOX 

Tabela 11 - Meio sólido Czapek-DOX 

MéiosolidoCzapek-Dox 

Sacarose 30g 18g 

NaNo3 3g 1,8g 

K2HPO4·3H2O 1,3g 0,78g 

MgSO4·7H2O 0,5g 0,3g 

CuSO4·5H2O 0,005g 0,003g 

ZnSO4·7H2O 0,01g 0,006g 

FeSO4·7H2O 0,01g 0,006g 

KCl 0,5g 0,3 

Ágar 15g 9g 

Agua destilada até completar 1000 mL 600 mL 

Fonte: (FRISVAD; SAMSON, 2004) 

A Tabela 11 mostra o procedimento para preparar 600 ml e 1000 ml de médio. A mistura de 

1000 mL consegue preparar 30 placas (aprox.) e a mistura de 600 mL, 18 (aprox.). O 

procedimento em ordem é: 

1) Misturar os reagentes com menos do total da água e sem o ágar. 

2) Concertar o pH a 6,3 (após da mistura o pH deve estar ao redor de 8,0 unidades) 

3) Adicionar e misturar com o ágar 

4) Autoclavar e verter. 
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ANEXO B - REAGENTES DE LABORATÓRIO 

AB.1 Solução 1,5 M de ácido tricloro acético TCA 

1) Pesar 122,5 g de TCA 

2) Diluir o sólido a temperatura ambiente 

3) Completar até 500 mL com agua destilada em uma proveta de laboratório 

4) Autoclavar e armazenar 

AB.2 Solução 1M(pH 7) de Tris HCl 

1) Pesar 77,34 g de Tris HCl 

2) Diluir o sólido a temperatura ambiente  

3) Ajustar o pH a 7.0 (o pH inicial da solução deve estar abaixo de 3) 

4) Completar até 500 mL com agua destilada em uma proveta de laboratório 

5) Autoclavar e armazenar 

AB.3 Solução de sulfato de amônio e preparação dos padrões da curva analítica 

1) Pesar 0,0458 g de sulfato de amônio seco 

2) Completar até 25 mL com agua destilada em uma proveta 

Para obter sulfato de amônio seco pode-se pesar uma quantidade maior e deixar 

24 horas em um forno a 50 °C. Deve-se deixar permanentemente o sulfato de amônio em um 

dessecador logo de ser tirado do forno para manter a mínima humidade. Os padrões se 

preparam com se mostra na Tabela 12. 

Tabela 12 - Padrões da curva analítica de amônio 

 Padrão [µg.mL
-1

] Amônio Água 

P6 

P5 

60 

50 

120 µL de Solução principal  

100 µL de Solução principal 

880 µL 

900 µL 

P4 25 500 µL de padrão P5 500 µL 

P3 10 100 µL de padrão P5 400 µL 

P2 5 100 µL de padrão P5 900 µL 

P1 2,5 500 µL de padrão P2 500 µL 

Fonte: próprio autor 
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AB.4 Reagente de Nessler como indicador de amônio (1000 mL) 

 

1. Diluir 61,75 g de iodeto de potássio (KI) em 200 mL de água ultra pura livre de 

amônia 

2. Diluir 180 g de hidróxido de potássio (KOH) em 250 mL de água ultra pura livre de 

amônia 

3. Diluir 25 g cloreto de mercúrio (II) (HgCl2) em 400 mL de água ultra pura livre de 

amônia quente. Essa solução deve ser saturada. A fração 25/400 é aproximada. 

4. Pesar 0,75 g de iodeto de potássio por aparte. 

5. Misturar a solução (3) na solução (1) ate precipitar o iodeto de mercúrio (II), um 

sólido vermelho. 

6. Adicionar à solução anterior o composto (4) 

7. Adicionar a solução (2) à anterior quando estiver fria e ajustar o volume total a 1000 

mL. 

O reagente de Nessler deve ser conservado em garrafa âmbar em frio para evitar a 

rápida oxidação do composto de mercúrio.  A água utilizada foi água destilada de osmose 

reversa.  


