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_Introducagc

A L-asparaginase é uma enzima que foi lancada recentemente no mercado para
reducao da formacao da acrilamida em alimentos que contém acucares redutores e
asparagina e sao submetidos a temperaturas superiores a 100°C como batatas fritas,
biscoitos e produtos de panificacao. A acrilamida é formada por meio da reacao de
Maillard em alimentos contendo acucares redutores e o aminoacido L-asparagina,
submetidos a alta temperatura. A reacao de Maillard € importante para a formacao de
compostos de aromas e coloracao desejaveis em alimentos, no entanto ocorre a
formacao de acrilamida gue € potencialmente cancerigena. Uma alternativa para a
reducdo da formacao deste composto em alimentos € o uso da enzima L-
asparaginase microbiana gque hidrolisa seletivamente o aminoacido L-asparagina em
acido aspartico e amonia, com minimo impacto sobre a qualidade do produto final
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Figura 1 — Hidrolise da L-asparagina catalisada pela L-asparaginase

Material e Metodos

1.Isolamento de micro-organismos:

« Amostras de solo e vegetais foram utilizadas para o isolamento de micro-organismos
produtores de L-asparaginase.

* Os micro-organismos foram isolados em placas de Petri por esgotamento.

2.Triagem de fungos produtores de L-asparaginase em placas de Petri (Gulati et al.
1997)

» Testes em placas de petri contendo o meio Czapec Dox modificado, composto por 2,0g de
glicose; 10,0 g de L-asparagina; 1,52 g de KH,PO,; 0,52 g de KCI; 0,52 g de MgS0O,.7H,0;
0,01 g de CuNO4.3H,0; 0,01 g de ZnS0O,.7H,0; 0,01 g de FeS0O,.7H,0, 20 g de agar, 15mL
de solucao 0,25% etandlica de vermelho de fenaol, por Litro, ajustado para pH 6,2.

3.Triagem de bactérias produtoras de L-asparaginase em placas de Petri (Gulati et al.
1997)

*Testes em placas de petri contendo o meio composto por 6,0 g de Na,HPO,.2H,0O; 3,0 g de
KH,PO,; 0,5 g de NaCl; 5 g de L-asparagina; 2 mL de solu¢ao 1M de MgSO,.7H,0O; 1 mL de
solucao 0,1M de CacCl,.2H,0O; 10 mL de solucao 20% de glicose, 20 g de agar e 15mL
solucao etandlica 0,25% de vermelho de fenol , por Litro, ajustado para pH 7,0.

4. Estudo da producao da L-asparaginase frascos Erlenmeyers por fermentacao
submersa

*Os micro-organismos foram cultivados em frascos contendo 50 mL de meio de cultivo com
composicao idéntica ao meio descrito no item 2 (fungos) e 3 (bactérias), porem sem a
adicao de vermelho de fenol e agar. Os fungos filamentosos foram fermentados a 33°C, 160
rom por 96h e em seguida os meios de cultura foram filtrados em algodao. A atividade de
asparaginase fol determinada no filtrado. Os frascos inoculados com as bactérias foram
incubados a 37°C, 200 rpm por 24h. Apos fermentacado o meio de cultura foi centrifugado a
10.000 xg e o sobrenadante usado como extrato enzimatico bruto, para determinacao da
asparaginase.

5.Determinacao de Atividade de L-asparaginase:

A mistura de reacao 0,5 mL de solucao de L-asparagina (0,04M), 0,8 mL de solucao
tampéo fosfato de sodio 0,1M, pH 8,0, foi incubada a 37°C por 30 minutos. Em seguida foi
adicionado 0,5 mL de &acido tricloroacético 15% e 0,5 mL de reagente de Nesller. A
absorbancia das solucoes foi medida a 450 nm em espectrofotometro.

* Fol preparada uma curva padrao de cloreto de amonio. Uma unidade de atividade de L-
asparaginase fol definida como a quantidade de enzima que libera 1 ymol de amonia por
minuto nas condicoes de estudo.
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1.Isolamento de micro-organismos

 Foram Isoladas cinguenta e quatro linhagens de fungos filamentosos de
amostras de solo e vegetais. Sete linhagens de bactérias foram obtidas da colecao
de cultura do Laboratorio de Bioguimica de Alimentos da FEA/Unicamp.

2. Triagem de micro-organismos produtores de L-asparaginase em placas de Petri:
* Entre as 54 linhagens de fungos testadas, vinte e cinco apresentaram halo de
coloracao rosada em meio de cultura contendo L-asparagina e vermelho de fenol
apos 72h de incubacao a 30°C. Dentre as 7 linhagens bacterianas apenas a
linhagem de Serratia plymuthica ATCC 15928 apresentou halo.

» A Figura 2 ilustra a formacao de halo de coloracao rosada, ao redor da cultura do
fungo Aspergillus beiju, uma linhagem da Colecao de Cultura do Laboratério de
Bioquimica de Alimentos. Este resultado indica a producao de amonia a partir da
hidrolise do substrato pela L-asparaginase, em meio contendo L-asparagina e
vermelho de fenol. Por outro lado, nao houve a formacao de halo de coloracao
rosada, ao redor do fungo, no meio de cultivo controle contendo nitrato de sodio e
vermelho ( Figura 3).

Figura 2- Formacao de halo de coloracao
rosada pela linhagem de A. belju em meio
contendo L - asparagina e vermelho de
fenol.

Figura 3- Linhagem de A. belju em
meio contendo nitrato de sédio e
vermelho de fenol.

3.Resultados da fermentacao.

‘Nos testes de fermentacao submersa das linhagens de fungos e bactérias
previamente selecionadas em frascos Erlenmeyer agitados nao fol detectada
producao de L-asparaginase. Mais estudos utilizando diferentes meios de cultivo e
condicoes de fermentacdo sao necessarios para avaliar a producado de L-
asparaginase pelos micro-organismos selecionados nos testes de placas de petri.

Conclusoes

Neste trabalho foram isoladas 54 linhagens de fungos filamentosos de amostras de
solos e vegetais para a selecao de micro-organismos produtores de L-
asparaginase. Vinte e cinco linhagens de fungos apresentaram halo de coloracao
rosada em placa de Petri contendo meio de cultivo contendo L-asparagina, sais e
vermelho de fenol, indicativo da producao da enzima. Uma linhagem bacteriana
pertencente ao laboratorio de Bioguimica de Alimentos também apresentou halo de
coloracao rosa em placa de Petri. Contudo, nenhuma das linhagens apresentou
producao de L-asparaginase apos fermentacao em frascos Erlenmeyer agitados
contendo meio de cultura liguido contendo L-asparagina, glicose e sais.
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