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Resumo

A L-asparaginase catalisa a hidrolise da L-asparagina em acido aspartico e amodnia, sendo
utilizada na industria de alimentos para reduzir a acrilamida, uma substancia cancerigena.
Enzimas purificadas tém alta atividade especifica e estabilidade, essenciais para a eficiéncia em
aplicacbes industriais. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um criogel funcionalizado com
L-arginina (crio-Arg) visando a captura da L-asparaginase de Aspergillus caespitosus. Os
criogéis de poliacrilamida foram sintetizados a -12 °C e funcionalizados via método epdxi usando
a L-arginina em tampao de sulfato de ambnio (2 mol/L; pH 9,5) por 28 h a 60°C, seguido de
imersdo em solucdo de borohidreto de sédio. O extrato fermentado contendo a L-asparaginase
foi obtido por fermentacdo em estado sélido de A. caespitosus, utilizando 10 g de fibra de
ora-pro-nobis, 10 mL de sais de Khanna, 3 g de L-asparagina e 10 mL da suspenséo contendo
107 de esporos do fungo. A incubacgéo ocorreu a 25 °C por 120 h e posteriormente, a cultura foi
rompida, diluida em agua destilada estéril a 4 °C e agitada (120 rpm/60 min). Apds, realizou-se a
lise celular por sonicacéo e o filtracdo a vacuo. A adsorcéo foi conduzida em batelada a 25°C por
24 h, utilizando-se 0,05 g de crio-Arg e 5 mL do extrato fermentado em tampao fosfato de sédio
(1:1 v/v). O processo foi otimizado empregando um DCCR 22, variando a concentragao salina (20
a 100 mmol/L) e o pH (3,0 a 9,0) do tampédo. ApOs a adsorcdo, os sobrenadantes foram
analisados para quantificagao de proteina total e atividade enzimatica pelo método de Bradford e
reagente de Nessler. A maior capacidade de adsorcéo (60,84 mg/g) foi alcancada em pH 3,88 e
concentracao salina ([S]) de 88,29 mmol/L. O modelo matematico obtido foi significativo, sendo g
(mg/g) = 63,88 - 23,04*pH + 2,43 pH*pH + 1,06 [S] - 0,15 pH*[S], apresentando um R2 de 0,91.
Em condigfes &cidas, a enzima apresentou carga liquida positiva e foi adsorvida no grupo acido
carboxilico da L-arginina carregado negativamente. O aumento da [S] de 31,72 mmol/L para
88,29 mmol/L em pH acido melhorou a solubilidade da enzima. Em pH 6, a capacidade de
adsorcao dos criogéis foi baixa, devido a interacdo proteina-proteina e a exposicdo de grupos
hidrofébicos proximos ao ponto isoelétrico da enzima. O crio-Arg desenvolvido apresentou
potencial como uma matriz de troca ibnica eficaz para capturar L-asparaginase de meios
fermentados.
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