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RESUMO  

 

Uma grande variedade de substâncias tais como vitaminas, antibióticos e enzimas são 

produzidas por bactérias, dentre as inúmeras moléculas produzidas encontramos a enzima L-

asparaginase (E.C. 3.5.1.1), a qual hidrolisa o aminoácido L-asparagina em ácido aspártico e 

amônia. A L-asparaginase apresenta dois tipos estruturais (Tipo I e II), sendo que o tipo II 

apresenta um enorme atrativo na produção de biofármacos, devido ao amplo espectro da 

atividade antitumoral. A procura por novos microrganismos produtores de L-asparaginase é 

muito importante, uma vez que novas enzimas com diferentes características bioquímicas 

possam ser encontradas. Objetivou-se com o presente estudo analisar a produção de L-

asparaginases por bactérias isoladas do coral Siderastrea stellata dos recifes de Cabo Branco, 

Paraíba, bem como caracterizar utilizando ferramentas moleculares, os isolados ativos na 

produção desta enzima. Na análise qualitativa em meio Czapek Dox com L-asparagina e 

vermelho fenol ou azul de bromotimol, foi evidenciado que 16 dos 69 isolados de bactérias 

avaliados, exibiram produção de L-asparaginase. A análise quantitativa de atividade de L-

asparaginase, revelou que o meio Czapek Dox com adição de 1% L-asparagina proporcionou 

uma maior atividade desta enzima, comparado com o meio contendo 1% de extrato de levedura. 

A atividade total dos 16 isolados cultivados no meio Czapek Dox com L-asparagina variou de 

113,5 a 425,1 IU/mL e a atividade especifica de 151,9 a 759,3 IU/mg de biomassa. A atividade 

total dos 16 isolados cultivados no meio Czapek Dox com extrato de levedura variou de 5,2 a 

109,8 IU/mL, e a atividade especifica de 8,5 a 569,3 IU/mg de biomassa. A análise das 

sequências parciais do gene RNAr 16S revelou similaridade igual ou superior a 99% para três 

isolados do gênero Bacillus e para um isolado do gênero Staphylococcus. Para detecção do gene 

de L-asparaginase tipo II (AnsZ), foram construídos dois pares de primers, AsnZ1 e AsnZ2 com 

base no alinhamento das sequências deste gene em Bacillus subitils (GenBank NC_000964.3). 

Ambos os primers mostraram eficácia na detecção do gene de L-asparaginase, o qual foi 

detectado em 11 dos 16 isolados de bactérias analisados. As sequências do gene de L-

asparaginase amplificados com os primers AsnZ1 foram analisados em quatro isolados 

pertencentes ao gênero Bacillus, utilizando as plataformas BLASTx e Uniprot, apresentando 

similaridade para L-asparaginase tipo II. Os dados obtidos apontam que o tecido do coral S. 

stellata demonstra ser uma fonte rica de bactérias produtoras de L-asparaginase e que alguns 

isolados apresentam um potêncial para ser explorado para fins biotecnológicos.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias, L-Asparaginase, AnsZ. 
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ABSTRACT 

 

A wide variety of substances such as vitamins, antibiotics and enzymes are produced by 

bacteria, among many molecules produced by an L-asparaginase (E.C. 3.5.1.1), which 

hydrolyzes the amino acid L-asparagine in aspartic acid and ammonia. L-asparaginase has two 

structural types (Type I and II), and Type II has an important role on the in the production of 

biopharmaceuticals due to the broad spectrum of antitumoral activity. The search for new L-

asparaginase producing microorganisms is very important, since new enzymes with different 

biochemical and physiological characteristics have been found. The present study aimed to 

analyze the production of L-asparaginases by bacteria isolated from the scleractinian coral 

Siderastrea stellata from Cabo Branco, Paraíba reefs, as well as to characterize the use of 

molecular tools, the active isolates in the production of the enzyme. In the qualitative analysis 

in Czapek Dox medium with L-asparagine and red phenol or bromothymol blue, it was 

evidenced that 16 of the 69 isolates of bacteria evaluated showed production of L-asparaginase. 

Quantitative analysis of L-asparaginase activity revealed that Czapek Dox medium with 

addition of 1% L-asparagine provided a higher activity of this enzyme compared to the medium 

containing 1% yeast extract. The total activity of the 16 isolates cultured in Czapek Dox 

medium with L-asparagine ranged from 113.5 to 425.1 IU / mL and the specific activity of 

151.9 to 759.3 IU / mg of biomass. The total activity of the 16 isolates cultivated in Czapek 

Dox medium with yeast extract ranged from 5.2 to 109.8 IU / mL and the specific activity of 

8.5 to 569.3 IU / mg of biomass.  Analysis of the partial sequences of the 16S rRNA gene 

revealed similarity of 99% or higher for three isolates of the genus Bacillus and for onde isolate 

of the genus Staphylococcus. For detection of the L-asparaginase type II gene (AnsZ), two 

primer pairs, AsnZ1 and AsnZ2, were constructed based on the alignment of the sequences of 

this gene in Bacillus subtils (GenBank NC_000964.3). Both primers showed efficacy in the 

detection of the L-asparaginase gene, being detected in eleven of the isolates of bacteria 

analyzed. The L-asparaginase gene sequences amplified with the AsnZ1 primers were analyzed 

in four isolates, using as platforms BLASTx and Uniprot showed similarity to L-asparaginase 

type II. The data obtained indicate that S. stellata coral tissue is a rich source of L-asparaginase-

producing bacteria and that some isolates have a potency to be exploited for biotechnological 

purposes. 

 

KEYWORDS: Bacteria, L-asparaginase, AsnZ. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Recifes de Corais e Microbiota Associada  

 

Compreendendo mais de 90% da biosfera, o ecossistema marinho é considerado o maior 

do planeta, apresentando inúmeras características físico-químicas e biológicas variáveis como 

pressão, radiação, temperatura, pH, concentração de oxigênio e nutrientes, nos diversos 

ambientes do ecossistema, variações estas que permitiram o desenvolvimento e adaptação de 

uma enorme diversidade de organismos (MUNN, 2004; BAHARUM; BENG; MOKHTAR, 

2010).  

Os recifes de corais são construções biogênicas de significativo valor geológico e 

biológico, formados por sedimentos e restos de seres marinhos que vivem fixos no fundo do 

mar ou através da deposição de carbonato de cálcio derivado de algas coralíneas, bem como 

estruturas orgânicas provenientes de outros invertebrados que se encontram presentes nas 

profundezas do mar (CASTRO, 1997; LIMA, 2002; CORREIA; SOVIERZOSKI, 2005).  

Os corais estão distribuídos entre os trópicos de Câncer e Capricórnio, sendo privilégio 

dos mares tropicais, encontrados em poucos países do mundo, dentre eles o Brasil, sendo o 

único país do Atlântico Sul Ocidental a contemplar esse ecossistema (CASTRO, 1997; 

CORREIA; SOVIERZOSKI, 2005; SILVA, 2007; MELO et al., 2014). No Brasil, os recifes de 

corais encontram-se distribuídos de maneira descontínua, em faixas estreitas localizadas nas 

regiões próximas à costa, sendo registrado desde o estado do Maranhão (cerca de 0°53’ S, 

44°16’ W) até os recifes de Viçosa na área de Abrolhos (cerca de 18°01’ S, 39°17’ W), tendo 

uma ocupação de cerca de 12.000 Km² (MMA, 2006; CASTRO, 2010; MELO et al., 2014).  

Nunes et al. (2011) verificaram que 23 espécies formadoras de corais estão presentes no 

ambiente recifal brasileiro, dentre elas: Mussismilia braziliensis (Verrill, 1868); Mussismilia 

híspida (Verrill, 1868), Mussismilia hartti (Verrill, 1868); Favia leptophylla (Verrill, 1868), 

Favia gravida (Verrill, 1868) e Siderastrea stellata (Verrill, 1868). A espécie S. stellata é 

considerada como a única espécie do gênero Siderastrea encontrada no país, sendo endêmica 

dos recifes costeiros do Brasil (FERREIRA et al., 2004; NEVES et al., 2010; COSTA et al., 

2011). 

Devido a imensa zona de distribuição e diversidade dos corais no Brasil, diversos 

estudos são realizados com o objetivo de analisar a capacidade que estes possuem de se 

associarem a diversos microrganismos que são as entidades bióticas mais numerosas e diversas, 

capazes de colonizar múltiplos ambientes com sucesso. Dentre os microrganismos associados 
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aos corais, são encontrados eucariontes heterotróficos (fungos) e fotoautotróficos (clorofíceas 

e diatomáceas), procariontes (archeas e bactérias) e vírus (ROHWER et al., 2002; SANTANA, 

2011).  

Uma alta taxa de diversidade taxonômica de bactérias encontrada em associação com 

os recifes de corais foi descrita, dentre elas diferentes gêneros como: Vibrio, Arcobacter, 

Staphylococcus, Paenibacillus, Bacillus e Pseudoalteromonas (ROHWER et al., 2001; 

MOUCHKA; HEWSON; HARVELL, 2010). Lins-de-Barros et al. (2010) e Castro et al. (2010) 

estudando o cnidário S. stellata nos recifes de corais brasileiros, verificaram a presença de 

vários gêneros de bactérias associadas ao coral, no entanto, ainda é desconhecido o papel real 

destes microrganismos nos corais.  

A elevada diversidade de microrganismos associados aos corais contribuiu para a 

evolução dos vários mecanismos de defesa e/ou ataque contra agentes químicos e/ou biológicos. 

Supõe-se que as associações bactérias-corais podem aumentar a sobrevivência dos corais 

devido as importantes funções que as bactérias excedem, como o fornecimento de alimentos, e 

a sua atuação como probióticos no coral que promove o crescimento de bactérias benéficas com 

atividade antimicrobiana que impedem a infecção de agentes patogênicos no coral (RESHEF, 

2006).  

Estima-se que apenas uma pequena fração da biodiversidade dos microrganismos dos 

recifes de corais é conhecida, e desta uma porcentagem ainda menor foi testada para detecção 

de compostos ativos. Desta forma, os microrganismos derivados de ambientes marinhos 

constituem uma fonte muito importante de recursos genéticos para aplicações em biotecnologia, 

por pertencerem a ambientes ainda pouco explorados, podendo representar a descoberta de 

novas drogas ou novos compostos de interesse (ADEY, 2000). 

A compreensão da ocupação e participação dos microrganismos e seus genes em 

diversos ambientes é um dos grandes desafios para a ciência, tendo em vista que, apenas uma 

pequena fração dos microrganismos pode ser cultivado em laboratório com as tecnologias 

disponíveis, motivado pelas complexas relações dos microrganismos com ambiente que 

habitam ou coabitam, bem como a influência de diversos fatores, como: disponibilidade de 

certos nutrientes inorgânicos e/ou orgânicos; excesso de compostos inibitórios; combinações 

incorretas de temperatura, pressão ou pH (SIMU; HAGSTRÖM, 2004; SCHLOSS; 

HANDELSMAN, 2005).  

Apesar de apenas uma pequena porcentagem dos microrganismos poderem ser 

cultivados em laboratórios, as técnicas tradicionais de isolamento e cultivo de microrganismos 

são de grande importância, pois possibilitam analisar as diversas espécies microbianas que 
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compõem um ambiente, a fim de se obter compostos bioativos que possam ser utilizados em 

diversas áreas do conhecimento (TORSVIK et al., 1990; SILVA FILHO; OLIVEIRA, 2004).  

 

1.2. Enzimas Microbianas 

 

Os microrganismos sem dúvida são uma inestimável fonte de recursos, pois possuem a 

capacidade de produzirem uma infinidade de compostos. Em meio das variadas moléculas 

produzidas pelos microrganismos encontramos as enzimas, que são proteínas biocatalisadoras 

(exceto as ribozimas) de um enorme repertório de reações, sendo essenciais para a quebra de 

moléculas relacionadas com o crescimento e manutenção de vida dos organismos (HOLLIDAY 

et al., 2009).  

As enzimas há muito tempo vêm sendo utilizadas pelas ações humanas com diversas 

aplicações, desde o simples preparo de queijos à produção de biofármacos, provenientes de 

inúmeras fontes, dentre elas os microrganismos, sendo estes um dos grandes alvos da 

biotecnologia. As enzimas apresentam uma característica de grande valia, pois catalisam 

transformações sem a ocorrência de reações ou produtos em paralelo como é comum na 

utilização com catalisadores químicos (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). 

A utilização dos microrganismos como fungos e bactérias na produção em larga escala 

de enzimas, apresentam inúmeras vantagens se comparado com outros sistemas biológicos, pois 

estes possuem algumas peculiaridades que lhes dão destaque, como: a utilização de materiais 

residuais industriais como fonte de nutrientes e crescimento; alto rendimento a partir na 

manipulação gênica e otimização de cultivo (HAIKI; RAKSHIT, 2003; BRANDÃO; 

CASTRO, 2004; ORLANDELLI et al., 2012).  

Diversas implicações podem ocorrer na produção de enzimas por microrganismos, 

dentre elas: a concentração e tipos de substratos que induzem ou inibem a síntese e atividade 

enzimática; tamanho do inóculo microbiano; tempo de incubação; pH do meio o qual pode 

afetar suas estruturas e funções devido aos seus grupos ionizáveis; temperatura, já que nem 

sempre a temperatura ótima da atividade enzimática coincide com temperatura ótima de 

crescimento dos microrganismos (SAID; PIETRO, 2002). 

Algumas desvantagens podem limitar a utilização das enzimas, como o alto custo de 

isolamento e purificação; instabilidade de sua estrutura após o isolamento e purificação do meio 

natural, podendo apresentar modificações mediantes sua aplicação; sensibilidade às condições 

reacionais (enzimas podem ser inibidas por substâncias que estão presentes no meio reacional); 
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a possibilidade de desnaturação por solventes orgânicos e/ou por temperaturas relativamente 

elevadas (FABER, 2001).  

Para contornar todas limitações quanto as implicações da produção e utilização de 

enzimas microbianas, são necessários conhecimentos básicos quanto as características físico-

químicas e biológicas da enzima de interesse, bem como o comportamento dos microrganismos 

produtores em determinadas condições de cultivo, almejando um aumento na sua produtividade 

através do processo de otimização das condições de cultivo, bem como uma maior utilização 

da enzima a ser produzida (HADEBALL, 1991).  

 

1.3. A Enzima L-asparaginase 

 

1.3.1. Estrutura e Função 

 

A L-asparaginase é uma enzima classificada como L-asparagina amidohidrolase - E.C. 

3.5.1.1. (Classificação da Comissão de Enzimas da União Internacional de Bioquímica) 

apresentando duas formas estruturais: Tipo I e II. Ambos os tipos de L-asparaginase são 

responsáveis por catalisar a reação de hidrólise do aminoácido L-asparagina em ácido aspártico 

e amônia (Figura 1) (CAMPBELL et al., 1967; GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2011; 

NOMME et al., 2012).  

Figura 1. Reação de hidrólise catalisada pela L-asparaginase. 

 

Fonte: Adaptado de Borek e Jaskólski (2001). 

 

A L-asparaginase é encontrada em diversos animais, plantas e microrganismos, no 

entanto, os humanos não detêm a capacidade de sua síntese (PANOSYAN et al., 2004; 

ZALEWSKA-SZEWCZYK et al., 2007; VERMA et al., 2007; VAN DEN BERG, 2011). A 

enzima ganhou notória atenção a partir de pesquisas que contribuíram para a descoberta de que 

a L-asparaginase poderia ser utilizada como agente antineoplásico, sendo o estudo pioneiro 

realizado por Clementi (1922), que estudou linfoma em mamíferos e observou que o soro de 
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porquinhos-da-Índia (Cavia porcellus) ocasionava a morte dos linfomas, apresentando um alto 

potencial antitumoral, sem, afirmar quais moléculas ou compostos estavam envolvidos nesta 

atividade. Kidd (1953) também observou a morte e inibição do crescimento de tumores 

induzidos em ratos e camundongos depois do tratamento com soro de porquinhos-da-Índia 

(Cavia porcellus), fato este não verificado com soro humano, cavalo ou coelhos (MÜLLER; 

BOOS, 1998; SOARES et al., 2002; GRAHAM, 2003).  

Broome (1961, 1963), após analisar e correlacionar os resultados de Kidd (1953) e 

Clementi (1922), percebeu uma regressão em linfomas transplantados em camundongos, 

chegando à conclusão que este fato ocorria devido à dependência nutricional das células 

malignas em L-asparagina exógena, a qual foi disponibilizada na alimentação dos animais, 

concluindo que a atividade antineoplásica do soro foi causada pela enzima L-asparaginase. 

Estudos posteriores a descoberta da L-asparaginase como agente antineoplásico, foram 

realizados, com o intuito de elucidar a estrutura da enzima, dente eles o de Campbell et al. 

(1967) que verificaram a presença de duas isoformas da enzima, sendo L-asparaginase Tipo I e 

L-asparaginase Tipo II das quais apresentam estruturas bioquímicas e genéticas diferenciadas. 

A L-asparaginase Tipo I, apresenta uma estrutura quaternária dimérica com baixa afinidade por 

L-asparagina; a L-asparaginase Tipo II, possui uma estrutura quaternária tetramérica e alta 

afinidade por L-asparagina (Figura 2) (CEDAR; SCHWARTS, 1967).  

Figura 2. Estruturas tridimensionais de L-asparaginase Tipo I e II de E. coli. 

 

Fonte: Adaptado de Michalska (2006). 
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As propriedades dos dois tipos de L-asparaginase foram estudadas exaustivamente em 

bactérias como Erwinia chrysanthemi (AGHAIYPOUR et al., 2001), Escherichia coli 

(BAGERT; RÖHM, 1989) e Erwinia carotovora (KOTZIA; LABROU, 2005; WINK et al., 

2010). Em particular, a enzima do Tipo II apresenta atividade antineoplásica e pode ser usada 

no tratamento de leucemia, fato este não verificado para o Tipo I, pelo fato do Tipo II ter maior 

processividade (DUVAL et al., 2002). Algumas bactérias como a Escherichia coli, apresentam 

os dois tipos enzimáticos independentes, o Tipo I se localiza no citoplasma e o Tipo II no espaço 

periplasmático (OETTGEN et al., 1967). 

Wriston e Yellin (1973) ao analisarem a estrutura nativa de L-asparaginase de ambos os 

tipos em E. coli, verificaram que as enzimas apresentaram funcionalidade em uma faixa de pH 

de 5,50 à 10,8, perdendo sua função em pH 11,2. Soares et al. (2002) também analisando a 

influência do pH sobre a estrutura e função da L-asparaginase, observaram que houve uma 

mudança irreversível na estrutura da enzima no pH 5,00 e 11,5, enquanto que em pH 8,60 há 

uma renaturação de cerca de 50 a 70 % de atividade da enzima em sua forma nativa, inferindo 

que as subunidades da enzima podem ser renaturadas e reassociadas, com recuperação da 

atividade enzimática dependendo das condições experimentais (pH, tempo e temperatura), 

características bioquímicas e físico-quimicas, bem como as características genéticas dos 

microrganismos produtores desta enzima.  

Stecher et al. (1999) analisando a estrutura de L-asparaginase Tipo II, verificaram que 

a enzima é um homotetrâmero com subunidades idênticas e com peso molecular de 

aproximadamente 35 kDa por subunidade, conectadas principalmente por forças não-

covalentes. Aghaiypour et al. (2001) também analisando a estrutura da asparaginase tipo II, 

verificaram que cada monômero é composto por aproximadamente 330 resíduos de 

aminoácidos, estando organizados em dois domínios conectados por aproximadamente 20 

resíduos de aminoácidos. 

Fisher e Wray (2002) estudando em Bacillus subtilis 168 a produção de L-asparaginase 

relatou a ocorrência e expressão de dois genes codificantes para L-asparaginase, sendo AsnA e 

AsnZ, chegando à conclusão que a expressão de um ou ambos os genes, é regulada de acordo 

com a composição do meio de cultivo e condições fornecidas a bactéria. A sequência dos 

aminoácidos do produto do gene AsnA em Bacillus subtilis 168 é semelhante à asparaginase 

Tipo I de E. coli, enquanto que a sequência do produto do gene AsnZ se assemelha a de L-

asparaginase Tipo II, sendo necessários estudos afim de verificar suas propriedades enzimáticas 

antes da aplicação farmacológica (SUN; SETLOW, 1991; FISHER; WRAY, 2002).  
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1.3.2. Produção por Microrganismos 

 

 Diversos microrganismos produtores de L-asparaginase são descritos na literatura, em 

suma maioria provenientes de bactérias como: Escherichia coli (KHUSHOO et al., 2004); 

Erwinia carotovora (KAMBLE et al., 2006); Enterobacter aerogenes (MUKHERJEE et al., 

2000); Thermococcus kodakarensis (HONG et al., 2014); Bacillus licheniformis (MAHAJAN 

et al., 2012); Pseudomonas aeruginosa (ABDEL-FATTAH; OLAMA, 2002); 

Corynebacterium glutamicum (MESAS; GIL; MARTIN, 1990);  Staphylococcus sp. (HAN; 

JUNG; PARK, 2014). Diversos fungos também apresentam a capacidade de produzir L-

asparaginase como: Rhizomucor miehei (HUANG et al., 2014); Cladosporium sp. (MOHAN 

KUMAR; MANONMANI, 2013); Saccharomyces cerevisiae (FERRARA et al., 2006); 

Zymomonas mobilis (CASOTTI et al., 2007); Streptomyces albidoflavus (NARAYANA; 

KUMAR; VIJAYALAKSHMI, 2008) Acynetobacter glutaminasificans (JONER, 1976); 

Cylindrocarpon obtusisporum (RAHA et al., 1990).  

Borek e Jaskólski (2001) analisando a distribuição de L-asparaginase em diversos 

gêneros e espécies bacterianas, propuseram uma árvore filogenética, ficando claramente 

dividida em duas ramificações: os produtores de asparaginase tipo I e os produtores de 

asparaginase tipo II, sendo as asparaginases tipo I encontrada no citoplasma e as asparaginases 

tipo II secretadas no periplasma (Figura 3). 

Embora diversos microrganismos possuam a capacidade de produzir L-asparaginase, as 

principais fontes da enzima para uso terapêutico são de E. coli e E. carotovora (DUVAL et al., 

2002; KHUSHOO et al., 2004). Novas enzimas estão sendo purificadas, no entanto, os 

processos de produção e purificação possuem limitada eficácia e alto custo, tendo em vista que 

sintese da L-asparaginase nos variados microrganismos podem sofrer influência de diversos 

fatores (DUVAL et al., 2002; KENARI; ALEMZADEH; MAGHSODI, 2011).  

Paul e Cooksey (1981) verificaram que a amônia liberada pela enzima pode estimular a 

produção de L-asparaginase. Verificaram também que disponibilidade de ácidos orgânicos 

(lactato, piruvato, fumarato, malato, succinato e oxalacetato) regulam a síntese desta enzima. 

Duval et al. (2002) também analisando a influência de fatores sobre a síntese e atividade de L-

asparaginase em E. coli, verificaram que esta enzima é induzida pela presença de um grupo de 

aminoácidos como glutamina e o glutamato, tendo um aumento substancial na sua atividade e 

síntese, contudo, a síntese e atividade da L-asparaginase depende não somente das condições de 

cultivo fornecida aos microrganismos, como também dos genótipos dos organismos produtores 

(AHMAD; PANDIT; MAHESHWARI, 2012). 
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Figura 3. Cladograma de distribuição de bactérias produtoras de L-asparaginases, onde os 

ramos com cor roxa e laranja correspondem a asparaginase Tipo I e II, respectivamente. 

 

Legenda: A cor castanha indica as sequências homólogas para L-asparaginase tipo I; A cor azul indica as 

sequências com homologia para L-asparaginase tipo II; Fonte: Borek e Jaskólski (2001). 

 

Apesar das implicações como o alto custo de purificação e interferentes sobre síntese e 

atividade de L-asparaginase, pesquisas são necessárias para que sejam encontradas novas 

isoformas deste tipo enzimático de origem bacteriana com baixo custo de produção e 

purificação, bem como propriedades físico-químicas e biológicas variadas, tendo em vista que 

as enzimas podem variar entre os microrganismos de acordo com suas características genéticas, 
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e novas formas desta  enzima possam ser encontrada com reduzido efeitos colaterais e alta 

propriedade antineoplásicas  (Tabela 1). (EDEN et al., 1990; NAGARETHINAM et al., 2012).   

 

Tabela 1. Características físicas, químicas e biológicas de L-asparaginases produzidas por 

microrganismos. 

 

Origem 

Massa 

Molecular 

(kDa) 

Tipo Estrutura 
Temperatura 

(0C) 
pH 

Atividade 

Especifica 

(U/mg) 

Referência 

Bacillus 

circulans 
140 II Tetrâmero N.D. 8.6 N.D. 

PRAKASHA

M et al.,2010 

Thermococcus 

kodakarensis 
70 I Dímero 85 9.5 3300.0 

CHOHAN e 

RASHID, 

2013 

Vibrio 

succinogenes 
146 II Tetrâmero N.D. 7.3 202.0 

DISTASIO 

et al., 1976 

Pseudomonas 

stutzeri 
34 I Monômero 37 9.0 723.3 

MANNA et 

al., 1995 

Bacillus 

aryabhattai 
155 II Tetrâmero 40 8.5 647.47 

SINGH et 

al., 2013 

Fonte: Autor. 

 

 

1.3.3. Aplicações na Indústria Farmacêutica 

 

Grande problemática quanto ao uso de quimioterápicos convencionais no tratamento de 

neoplasias se deve a capacidade de destruição não somente de células tumorais, mas também 

de células normais, para isto sendo necessário o desenvolvimento de fármacos mais eficientes 

e seletivos. As enzimas têm se tornado um dos grandes alvos de interesse para fins terapêutico, 

tendo como base, as diversas características que estas apresentam, dentre elas a capacidade de 

catalisar reações de várias moléculas alvos de interesse com alta especificidade e afinidade 

(VELLARD, 2003). 

A L-asparaginase vem ganhando grande atenção em alguns tratamentos antineoplásicos, 

dentre eles o de melanossarcoma, leucemia mielomonocítica, linfoma de Hodgkin e 

linfosarcoma, no entanto, a sua utilização tem sido limitada por uma elevada taxa de 

hipersensibilidade a longo prazo, bem como o desenvolvimento de anticorpos que podem 

causar choque anafilático e/ou neutralização do efeito do fármaco (THOMAS et al., 2010; ZUO 

et al., 2015).  
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Para que uma isoforma da L-asparaginase seja utilizada com fins terapêuticos, algumas 

propriedades da enzima devem ser levadas em consideração, visando uma maior eficiência 

como: a cinética realizada pela constante de Michaelis (Km) deve apresentar baixo valor; a 

capacidade de não serem inibidas por altas concentrações dos produtos (ácido aspártico e 

amônia); as condições ótimas de pH e temperatura da enzima deveram ser compatíveis com os 

parâmetros fisiológicos do organismo humano, para uma melhor ação farmacológica; baixo 

peso molecular (kDa) (KURTZBERG, 2000). 

Dentre todas as indicações de tratamento com a L-asparaginase sem dúvida a maior 

aplicação e destaque quanto a utilização desta enzima, ocorre na terapia da leucemia linfocítica 

aguda (LLA). Seu mecanismo de ação tem como base o fato de que algumas células neoplásicas 

requerem uma fonte externa de asparagina devido à sua capacidade limitada de sintetizar este 

aminoácido em quantidades suficientes para o crescimento, proliferação e manutenção celular. 

A L-Asparaginase hidrolisa a asparagina do sangue e assim priva as células tumorais deste 

aminoácido ocasionando uma interferência na síntese proteica destas células, culminando 

consecutivamente na perda de funções vitais das células induzindo á apoptose p53-dependente 

(Figura 4) (OETTGEN et al., 1967; KIRIYAMA et al., 1989; MOOLA et al., 1994; BUSHMAN 

et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2013; GUILLEME et al., 2013; DHALE; MOHAN-

KUMARI, 2014; SONG et al., 2015). 

Capizzi (1993) afirma que o tratamento e administração continua de L-asparaginase 

pode causar sérios efeitos colaterais, dentre eles: edema, choque anafilático, retardo mental, 

urticária, alergias brandas, náuseas, entre outros. Müller e Boos (1998) verificaram que as 

reações de hipersensibilidade são causadas pelo acúmulo de anticorpos contra a enzima que 

podem ocorrer após uma semana do tratamento. Os anticorpos produzidos em resposta à 

administração continua de L-asparaginase além de ocasionar reações de hipersensibilidade, 

podem inativar a enzima, reduzindo consideravelmente seu tempo de meia-vida, mesmo sem 

causar efeitos adversos significativos. 

Duval et al. (2002) e Kurtzber (2000) verificaram que a grande maioria das L-

asparaginases produzidas por microrganismos possuem uma dupla atividade, detendo a 

capacidade de também hidrolisar o aminoácido L-glutamina em glutamato, já que a hidrólise 

da L-glutamina é bastante similar à hidrólise da L-asparagina devido à semelhança estrutural 

entre ambos os aminoácidos, apresentando atividade glutaminase-asparaginase, porém a 

enzima apresenta baixa afinidade pela L-glutamina. A atividade de glutaminase pode aumentar 

o potencial antitumoral da enzima, no entanto, este aumento também pode influenciar casos de 

toxicidade clinica pela liberação dos metabólitos da hidrólise. 
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Para sobrepor as implicações do uso da asparaginase, novas alternativas são propostas 

como: a associação da enzima com agentes quimioterápicos (prednisona, vincristina, 

metotrexato, 6-mercaptopurina, citarabina e ciclofosfamida); modificações estruturais na 

enzima, como L-asparaginase peguilhada (PEG-asparaginase), que possui ligação covalente 

com um grupo polietilenoglicol (MOOLA et al., 1994; WINK, 2010). 

 

Figura 4. Mecanismo geral do efeito da atividade de L-asparaginase sobre células tumorais. 

 

 

Fonte: Adaptado de Shrivastava et al. (2016). 

Três formas comerciais de L-asparaginase são conhecidas, sendo asparaginase de E. 

coli, asparaginase peguilhada de E. coli e asparaginase de E. chrysanthemi, as quais diferenciam 
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entre si nas propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas (LANVERS et al., 2002; 

AVRAMIS; PANOSYAN, 2005; GERVAIS et al., 2013).  

No Brasil, a L-asparaginase como medicamento era formulado pelo Laboratório Bagó 

a partir da matéria-prima importada, sendo encontrado na forma comercial Elspar® (L-

asparaginase de E. coli), até o ano de 2012, quando foi suspensa a sua fabricação e distribuição, 

culminando em uma crise de desabastecimento do fármaco (SCHMIDT, 2012; LOFTUS, 

2012). Mediante a suspensão do fármaco, o Ministério da Saúde Brasileiro, através do Serviço 

Único de Saúde (SUS), incluiu a L-asparaginase na Relação Nacional dos Medicamentos 

Essenciais (RENAME) por fazer parte de diversos protocolos de tratamentos oncológicos, 

sendo prioritário a compra, aquisição e transferência de tecnologia para produção da enzima no 

país, no entanto, sem grande sucesso. Atualmente, para o abastecimento de L-asparaginase no 

Brasil, tem se utilizado o medicamento Aginasa ®, produzido pela indústria Kyowa Hakko 

Kirin, com sede no Japão, culminando em um alto custo de importação e distribuição (MPF, 

2013; PAULA, 2015; BRASIL, 2016). 

 

1.3.4. Aplicações na Indústria Alimentar 

 

Grande parte dos alimentos industrializados antes de serem consumidos passam por 

diversas etapas de beneficiamento e processamento, dentre eles o processamento térmico, que 

tem por objetivo a degradação de compostos ou substâncias tóxicas, inativação de enzimas e 

microrganismos patogênicos, bem como a formação dos compostos responsáveis por oferecer 

cor, aroma e sabor aos alimentos, no entanto, este processo pode culminar na produção de 

compostos tóxicos e/ou carcinogênicos (MINTZ, 2001; NITZKE; FREELAND-GRAVES, 

2007). 

Durante o tratamento térmico de alimentos ricos em carboidratos, ocorrem diversas 

reações entre os açúcares, aminoácidos e proteínas, dentre elas a Reação de Maillard, que 

consiste em uma reação da carboxila reativa de um açúcar redutor com o grupamento amina de 

proteínas ou aminoácidos, dando a cor e sabor característico de alimentos fritos, no entanto, 

estudos indicam que esta reação está relacionada com a formação de acrilamida, um composto 

carcinogênico e com efeitos neurotóxicos (NITZKE; FREELAND-GRAVES, 2007; 

ARISSETO; TOLEDO, 2008; CAPUANO; FOGLIANO, 2011). 

A asparagina é principal aminoácido envolvido na reação de Maillard pela presença do 

seu grupamento amido em sua cadeia lateral (ARISSETO; TOLEDO, 2008). Diante da 

informação de que a asparagina é um dos aminoácidos responsáveis pela formação de 
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acrilamida, grande atenção vem sendo dada a essa enzima pela indústria alimentícia, utilizando 

amplamente a L-asparaginase durante as etapas de beneficiamento e pré-processos industriais 

em alimentos ricos em carboidratos e asparagina, quando estes serão submetidos a fritura ou 

torra (Figura 5) (MOTTRAM; WEDZICHA; DODSON, 2002).  

 

Figura 5. Mecanismo de formação de acrilamida em alimentos processados sob altas 

temperaturas. 

 

Fonte: Adaptado de Fennema et al. (2010). 

 

Pedreschi et al. (2008) verificaram que a adição de L-asparaginase antes do 

beneficiamento e processo de fritura dos alimentos, reduz a formação de acrilamida, pois boa 

parte da asparagina é convertida em ácido aspártico e amônia, tendo como resultado o bloqueio 

da reação de Maillard e inibição de formação de acrilamida. 

Dhanam e Kannan (2013) verificaram que o tratamento de alimentos com L-

asparaginase submetidos a fritura reduz a formação de acrilamida em 90%. Mohan Kumar et 

al. (2013) verificaram que o tratamento de batatas para formulação de snacks com L-

asparaginase, reduziu a formação de acrilamida em 97%, demostrando a alta eficácia do 

tratamento de alimentos ricos em L-asparagina. 

Devido a importância da L-asparaginase na indústria de alimentos, diversas pesquisas 

visam a formulação desta enzima para larga escala industrial, como por exemplo L-

asparaginase fúngica do produto Acrylaway® fabricado pela empresa Novozymes®, que tem 

como proposta a redução dos níveis de acrilamida em diversos alimentos industrializados 

(HENDRIKSEN et al., 2009; NOVOZYMES, 2013).  
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1.4. Identificação de Microrganismos  

 

A correta identificação e classificação dos microrganismos é de extrema importância 

não só quanto aos aspectos clínicos, mas também em estudos ambientais e no uso dos 

microrganismos na biotecnologia. Os métodos tradicionais mais utilizados que auxiliam na 

identificação das bactérias, consistem em levantar e analisar dados relativos as características 

morfológicas, constituição química, testes bioquímicos e processos fisiológicos (BALOWS et 

al., 1991; PROSSER, 2002), no entanto, o levantamento e análises destes dados não geram 

informações eficientes sobre as relações evolutivas entre os organismos, e a capacidade de 

identificar a nível de espécie é limitada, resultando na formação de grupos taxonômicos 

relativamente heterogêneos e artificiais (HUGENHOLTZ; PACE, 1996). 

Pesquisas na área de classificação dos organismos levou ao desenvolvimento de técnicas 

moleculares como reação em cadeia da polimerase (PCR), sequenciamento de DNA e o 

descobrimento de marcadores moleculares, surgindo novas possibilidades nos campos da 

classificação, identificação e diagnóstico dos organismos vivos, incluindo os microrganismos, 

ampliando os diversos de estudos sobre a classificação, filogenia e evolução, modificando os 

sistemas anteriormente descritos (SANGER et al., 1977; SAIKI et al., 1988; TORSVIK et al., 

1990; TORSVIK; ØVREAS, 2002; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005). 

Com base no desenvolvimento de novas técnicas e a elucidação de alguns processos no 

campo da genômica, descobriu-se que a classificação e identificação dos microrganismos pode 

ser efetuada com base molecular através da determinação das sequências nucleotídicas de genes 

evolutivamente conservados. Os RNAs que compõem os ribossomos (rRNAs), são essenciais 

para todos os organismos, estando entre as macromoléculas mais conservadas evolutivamente 

de todos os sistemas biológicos de vida, sendo considerado como um marcador molecular na 

identificação e construção de filogenias nos diversos organismos (WOESE, 1975; WOESE, 

1977; PACE et al., 1986). 

Em procariotos, a sequência do gene RNA ribossomal 16S apresenta alto grau de 

conservação, apresentando um conjunto de aproximadamente 1.500 pares de nucleotídeos, 

possuindo regiões com sequencias variáveis ou hiperváriaveis (regiões de V1 a V9), entre 

regiões conservadas em diferentes locais da molécula, sendo úteis para inferências filogenéticas 

e identificação de espécies (WOESE et al., 1975; LANE et al., 1985; MACRAE, 2000; 

ACINAS et al., 2004). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Analisar a produção e atividade de L-asparaginase das bactérias cultiváveis do tecido 

do coral S. stellata dos recifes costeiros do Cabo Branco-Paraíba, bem como identificar 

utilizando ferramentas moleculares os isolados ativos na produção enzimática. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

a) Detectar a atividade de L-asparaginase em bactérias isoladas do coral S. stellata; 

b) Analisar quantitativamente a atividade de L-asparaginase produzida por bactérias 

em diferentes condições de cultivo; 

c) Identificar os isolados de bactérias do tecido do coral S. stellata ativas na produção 

de L-asparaginase, com base nas sequências do gene RNAr 16S; 

d) Desenhar primers para detecção de gene de L-asparaginase Tipo II nos isolados de 

bactérias; 

e) Detectar o gene envolvido na produção de L-asparaginase Tipo II nos isolados de 

bactérias; 

f) Selecionar os isolados de bactérias mais promissores quanto à produção de L-

asparaginases para uso nos processos biotecnológicos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Isolados de Bactérias do Tecido do Coral S. stellata 

 

As bactérias utilizadas no presente trabalho foram isoladas do coral S. stellata, em 

diversas condições de saúde: sadias (marrom) e com alteração de pigmentação (roxo). As 

colônias de corais coletadas para o isolamento de bactérias, foram obtidas nos recifes costeiros 

da Praia de Cabo Branco, Paraíba, sendo catalogadas e depositadas na coleção de bactérias do 

Laboratório de Biologia de Microrganismos (BIOMICRO/DBM/UFPB). 

Foram analisados 69 isolados bacterianos com codificação “SR__” do coral com 

alteração de pigmentação (roxo) e “SS__” os obtidos do coral sadio. 

A caracterização dos isolados foi realizado na base da morfologia celular, coloração de 

Gram segundo a metodologia de Huecker modificada (SMIBERT; KRIEG, 1994) e presença 

de endósporos com base na técnica descrita por Gerhardt et al. (1994), sendo os isolados 

agrupados de acordo com estes caracteres (Tabela 2) (MEDEIROS, 2014). 

 

Tabela 2. Isolados de bactérias provenientes do coral S. stellata, agrupados de acordo com as 

características morfofisiológicas analisadas. 

Coloração de 

Gram* 

Características 

Morfofisiológicas 
Isolados 

 

G+ 

 

Bastonetes sem endósporos 

SR01, SR09, SR17, SR19, SR24, 

SR25, SR27, SR30, SR39, SR50, 

SR51, SR54, SR55, SR62, SS10, 

SS11, SS13, SS14, SS15, SS16, 

SS19, SS20, SS21B, SS24, SS27, 

SS29, SS30, SS33, SS35, SS36 

 

 

G+ 

 

 

Bastonetes com endósporos 

 

SR02A, SR03, SR04, SR05, SR08, 

SR11, SR22, SR29, SR34, SR37, 

SR41, SR44, SR60, SR61, SS03, 

SS04, SS08, SS09B, SS18, SS21A, 

SS23, SS25 
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G+ 

 

Cocos  

 

SR02B, SR21, SR26, SR38, SR45, 

SS09A, SS22, SS28 

 

G+ 

 

Filamentos 

 

SR31 

 

G− 

 

Bastonetes sem endósporos 

 

 

SR07, SR15 SR18, SR20, SR35, 

SS02, SS12, SR13 

 

Legenda: *G+ Reação positiva no teste de coloração de Gram; G−  Reação negativa no teste de coloração de Gram. 

Fonte: Autor; Medeiros, 2014. 

 

3.2. Detecção da Atividade de L-asparaginase das Bactérias  

 

Para uma seleção preliminar das bactérias com atividade de L-asparaginase, todos 

isolados foram analisados quanto degradação do aminoácido L-asparagina de acordo com a 

metodologia de Gulati et al. (1997), utilizando o meio Agar Czapek Dox com a seguinte 

composição: Na2HPO4 (Neon) – 6,0 g/L; KH2PO4 (Neon) – 2,0 g/L; NaCl (Neon) − 0,5 g/L; L-

asparagina (Êxodo) – 10,0 g/L; Glicerol (Sigma) – 2,0 g/L; MgSO47H2O (Neon) − 0,2 g/L; 

CaCl22H2O (Neon) − 0,005 g/L; Agar (HiMedia) – 20,0 g/L, Vermelho Fenol (Sigma) 0,009% 

ou Azul de Bromotimol (Sigma) 0,009%, pH 5,5. 

As placas com as culturas bacterianas foram incubadas a 37 °C por 48 horas, tendo como 

resultado positivo para produção de enzima, a formação de um halo rosa ou róseo em meio com 

indicador vermelho fenol, ou azul esverdeado em meio com indicador azul de bromotimol, 

ambos circundantes as colônias devido à liberação da amônia pela hidrólise da asparagina e 

alcalinização do meio. 

 

3.3. Análise Quantitativa da Atividade de L-asparaginase  

 

Os isolados bacterianos que apresentaram atividade de L-asparaginase em meio Czapek 

Dox, foram selecionados para análise quantitativa da atividade L-asparaginase. 
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3.3.1. Cultivo das Bactérias 

 

A análise quantitativa da atividade de L-asparaginase dos isolados selecionados foi 

realizada através do cultivo em meio líquido. Os isolados foram previamente cultivados em 

meio Agar Nutriente (HiMedia) por 24 horas a 37 0C, em seguida uma colônia bacteriana foi 

transferida para um pré-inóculo em Caldo Nutriente (HiMedia), até a obtenção padrão de 

turvação correspondente a 3 na escala de McFarland (BioMérieux). Posteriormente, retirou-se 

1,0 mL do cultivo e o centrifugou a 12.000 rpm à 25 oC por 10 minutos. As células precipitadas 

resultantes da centrifugação foram transferidas para dois meios de cultura, tendo como base o 

meio Czapek Dox, com fontes de nutrientes diferenciados: 

a) Meio I Czapek Dox: (L-asparagina (Êxodo) – 10,0 g/L; Na2HPO4 (Neon) – 6,0 g/L; 

KH2PO4 (Neon) – 2,0 g/L; NaCl (Neon) − 0,5 g/L; Glicerol (Sigma) – 20,0 g/L; 

MgSO47H2O (Neon) − 0,2 g/L; CaCl22H2O (Neon) − 0,005 g/L, pH 7,0. 

b) Meio II Czapek Dox: (Extrato de Levedura (HiMedia) – 10,0 g/L; Na2HPO4 (Neon) – 

6,0 g/L; KH2PO4 (Neon) – 2,0 g/L; NaCl (Neon) − 0,5 g/L; Glicerol (Sigma) – 20,0 g/L; 

MgSO47H2O (Neon) − 0,2 g/L; CaCl22H2O (Neon) − 0,005 g/L), pH 7,0. 

O cultivo das bactérias foi realizado em erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do 

meio de cultura sob agitação a 150 rpm por 48 horas a 37 oC.  As culturas foram centrifugadas 

a 12.000 rpm por 15 minutos, e o precipitado utilizado para análise de atividade de L-

asparaginase.  

Foram mensurados os valores do pH inicial e final das culturas das bactérias através do 

método potenciométrico, empregando um medidor de pH (Hanna- HI2221) previamente 

calibrado com soluções-tampão pH 4,0, 7,0 e 10,0 ± 0,01.  

 

3.3.2. Quantificação da Atividade de L-asparaginase 

 

A análise da atividade de L-asparaginase foi realizada pelo método proposto por 

Mashburn e Wriston (1963), com algumas modificações.  

Os ensaios foram realizados em duplicata utilizando as células obtidas pela 

centrifugação de 1,0 mL das culturas dos meios I e II e 1,0 mL de solução contendo L-

asparagina (Êxodo) (200 Mm) em Tris-HCl (Neon) (50 Mm), pH 7,0. A mistura foi agitada no 

vórtex (Certomat MV Biotech) por 1 minuto e incubada por 30 minutos a 37 0C em banho-

maria. A reação foi interrompida pela adição de 0,1 mL de Ácido Tricloroacético (Dinâmica) a 

1,5 M. A mistura da reação foi centrifugada (12.000 rpm por 15 minutos) e a amônia liberada 
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pela hidrólise de L-asparagina foi quantificada no sobrenadante como segue: uma alíquota de 

100,0 L do sobrenadante foi adicionada em 700,0 L de água ultrapura e 200,0 L do reagente 

de Nessler (Neon). Essa mistura foi incubada em microplacas de 96 poços a 25 0C durante 20 

minutos para posterior leitura. A leitura da absorbância foi realizada em utilizando a leitora 

ELISA EL-800 (Biotek) a 450 nm, a fim de determinar a quantidade de amônia liberada no 

processo. 

Uma unidade de atividade enzimática total (IU), foi definida como a quantidade de 

enzima que produz 1,0 μmol de amônia por minuto nas condições do ensaio, sendo expresso 

em IU/mL. Foi construída uma curva de calibração utilizando a solução padrão de sulfato de 

amônia, nas concentrações 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 mM (Apêndice A). 

 

3.3.3. Quantificação de Proteínas Totais 

 

A quantificação de proteínas totais foi realizada a partir do sobrenadante utilizado para 

análise de atividade enzimática (ver item 3.3.2.), pelo método de Bradford (1976). A curva 

padrão de albumina sérica bovina (Bio-Rad) foi feita utilizando concentrações de 10, 20, 40, 

60, 80 e 90 µg/mL de albumina (Apêndice B).  

 

3.3.4. Quantificação da Biomassa de Bactérias 

 

As culturas de bactérias foram centrifugadas à 12.000 rpm por 15 minutos, e a massa 

celular foi transferida para placas de Petri previamente pesadas. As placas foram submetidas à 

secagem em estufa a 105 oC por no mínimo 24 horas, até apresentarem peso constante. A 

biomassa foi expressa em miligrama de células por mililitro (mg/mL). 

 

3.4. Caracterização Molecular dos Isolados de Bactérias  

 

3.4.1. Extração do DNA Genômico 

 

Os isolados de bactérias que apresentaram atividade de L-asparaginase foram 

selecionados para extração do DNA genômico total. Inicialmente, os isolados foram cultivados 

em meio Caldo Marinho (HiMedia) por 24 horas a 37 0C, em seguida as culturas foram 

centrifugadas a 6.000 rpm durante 10 minutos. As células resultantes da centrifugação foram 

resuspensas em tampão TE pH 8,0 (Tris-HCL 1M; EDTA 0,5M) e congeladas a -20°C. O 
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processo de extração do DNA foi realizado segundo o método de Cheng e Jiang (2006) com 

algumas modificações. As células foram descongeladas e suspensas em 200,0 μL de tampão 

TE, pH 8,0 e em seguida foram adicionadas as pérolas de vidro (Ø 425-600 μm, 200 μL) e 

200,0 μL de fenol saturado (AMRESCO) (pH 8,0). Os microtubos foram colocados no vórtex 

por 90 segundos e centrifugados por 5 minutos a 13.000 rpm em 4°C. Posteriormente foi 

removido 160,0 μL da fase superior da amostra e adicionou-se 40,0 μL de TE e 100,0 μL de 

clorofórmio (Neon). Após centrifugação das amostras (5 min., 13.000 rpm, 4°C), removeu-se 

160,0 μL da fase superior e adicionou 40,0 μL de TE e 5 μL de RNase (Invitrogen) (10 mg/ 

mL) e incubou as amostras à 37 °C por 10 minutos em banho-maria. Em seguida acrescentou-

se 100,0 μL de clorofórmio/álcool isoamilico (24:1), homogeneizou-se e centrifugou-se a 

13.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O volume de 150,0 μL da fase superior contendo DNA foi 

colocado em um microtubo e congelado a -20°C.  

 

3.4.2. Quantificação do DNA Gênomico 

 

As amostras de DNA foram quantificadas utilizando aparelho NanoDrop (Thermo 

Scientific 2000C). As concentrações do DNA foram expressas em ng/μL por meio da 

absorbância das bases, no comprimento de onda de 260 nm. O grau de pureza das amostras foi 

estabelecido pela razão dos espectros A260/A280 nm. 

 

3.4.3. Amplificação do Gene RNAr 16S 

 

A amplificação do gene referente ao RNAr 16S foi realizada pela Reação de Cadeia da 

Polimerase (PCR) em termociclador (Biosystems 2720). Preparou-se um mix padronizado 

composto por 1,0 μL dos oligonucleotídeos universais 26F forward  

5’GAGTTTGATCMTGGCTCAG3’ e 1492R reverse  5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT 

3’, na concentração de 50,0 pmol/μL,  7,5 μL de tampão de PCR , 1,0 μL  de dNTPs  

(Invitrogen®) a 100 Mm, 0,5 μL  de Taq Polimerase  (Invitrogen®) a 5,0 U/μL  e 2,0 μL  DNA 

extraído com concentração padronizada em 50,0 ng/μL para o volume final reacional de 50,0 

μL. Foram utilizadas as seguintes condições para amplificação do gene RNAr 16S:  temperatura 

de desnaturação inicial à 94° C por 5 min; 25 ciclos de 94° C por 1 min., 57° C por 2 min. e 72 

°C por 2 minutos; extensão final à 72° C por 10 min..  
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3.4.4. Desenho dos Primers Para Detecção do Gene de L-asparaginase (AsnZ) 

 

Foram construídos primers com auxílio do programa Primer-BLAST e o banco de 

sequências do National Center for Biotechnology Information (NCBI). A construção foi 

baseada no alinhamento da sequência de Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (Genbank 

NC_000964.3) (Anexo A) com a sequência contendo 1.128 pb codificantes do gene AsnZ 

(Asparaginase tipo II- ID:938392/ NP-388151.1).  

Dois pares de primers foram construídos, AsnZ1 e AsnZ2 de 22 e 20 nucleotídeos, 

respectivamente. O tamanho dos amplicons foi estimado em 1.225 pb e 769 pb para AsnZ1 e 

AsnZ2, respectivamente. As sequências foram desenhadas visando a não formação de estruturas 

secundarias intramoleculares estáveis entre os primers sendo considerado como fator relevante 

a diferença entre as temperaturas de pareamento (Tm em oC), não superior a 10ºC entre os pares 

de primer. Para se verificar a especificidade dos primers obtidos utilizou-se a plataforma 

BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool), disponível no site 

(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/), para assegurar que os primers obtidos podem 

amplificar as sequências codificantes específicas para o gene de L-asparaginase Tipo II. 

 

3.4.5. Detecção do Gene de L-asparaginase (AsnZ) 

 

O gene envolvido na produção de L-asparaginase Tipo II foi detectado a partir da reação 

em cadeira da polimerase (PCR) utilizando os primers construidos. Foram utilizadas as 

seguintes condições para amplificação utilizando o par do primer AsnZ1: temperatura de 

desnaturação inicial à 94° C por 5 min; 30 ciclos de 94° C por 1 min., 62° C por 2 min. e 72 °C 

por 2 minutos; extensão final à 72° C por 10 min. Para os primers AnsZ2, foram utilizadas as 

seguintes condições: temperatura de desnaturação inicial à 94° C por 5 min; 30 ciclos de 94° C 

por 1 min., 58° C por 2 min. e 72 °C por 2 minutos; extensão final à 72° C por 10 min. 

 

3.4.6. Eletroforese em Gel de Agarose dos Produtos de PCR 

 

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (BIO-RAD) de 

1,5%, sob uma voltagem de 100V. As amostras foram coradas com GelRed™ (BIOTIUM) e 

observadas em sistema de fotodocumentação de géis (Loccus) para verificação das bandas 

correspondentes ao amplicon de cada gene. Para o gene de RNAr 16S o produto esperado era 

de 1500 pb. Para o gene de L-asparaginase AsnZ os produtos esperados eram de 1225 e 769 pb, 



35 

 

para os primers AsnZ1 e AsnZ2, respectivamente. Para análise dos tamanhos dos produtos de 

PCR utilizou-se um padrão de peso molecular de 100 pb (Axygen). 

 

3.4.7. Purificação e Sequenciamento dos Produtos de RNAr 16S e AsnZ 

 

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit SV Gel and PCR Clean-UP 

System (PROMEGA) de acordo com as instruções do fabricante. A concentração e pureza do 

DNA purificado foi determinada utilizando NanoDrop (Thermo Scientific 2000C). 

Para o sequenciamento, os produtos da purificação da PCR foram padronizados nas 

concentrações de 30 a 40 ng com água ultrapura (Mili-Q), tendo como volume final de 20 μl. 

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratório de Genômica e Expressão Gênica 

(Centro de Ciências Biológicas, UFPE) utilizando o sequenciador automático ABI-PRISM 

3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polímero POP6 (Applied Biosystems). 

Os DNA-moldes (30 a 40 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol dos primers, com 3 µL 

do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um 

volume final de 10µL. As reações de marcação foram realizadas em termociclador GeneAmp 

PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturação inicial a 96 ºC por 3 

min seguida de 25 ciclos de 96ºC por 10 seg., 55ºC por 5 seg. e 60ºC por 4 min. Uma vez 

marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitação com isopropanol a 75 % e lavagem 

com etanol a 60 %. Os produtos precipitados foram diluídos em 10µL de formamida (Applied 

Biosystems), desnaturados a 95ºC por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no 

sequenciador automático. Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o 

programa Data Collection v 1.0.1 (Applied Biosystems) com os parâmetros Dye Set “Z”; 

Mobility File “DT3100POP6{BDv3} v1.mob”; BioLIMS Project “3100_Project1”; Run 

Module 1 “StdSeq50_POP6_50cm_cfv_100”; e Analysis Module 1 

“BC3100SR_Seq_FASTA.saz”." 

 

3.4.8. Analises das Sequências 

 

As sequências geradas do gene RNAr 16S e do gene AsnZ dos isolados de bactérias 

foram comparadas com as sequências depositadas no banco de sequencias do National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) usando-se BLASTn e BLASTx (Basic Local Alignment 

Search Tool), disponível no site (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/), bem como 

sequências depositadas no banco de sequencias do UNIPROT, disponível no site 
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(http://www.uniprot.org/blast/). Para o gene RNAr 16S, foram analisadas as similaridades das 

sequências obtidas com as sequências presentes no banco de dados, sendo consideradas as que 

apresentaram similaridade ≥ 97%. Para o gene AsnZ foram analisadas as similaridades das 

sequências obtidas com as sequências presentes no banco de dados. O alinhamento múltiplo 

das sequências e a construção de árvores filogenéticas com base no gene RNAr 16S, foram 

realizados através do programa MEGA versão 7.0, utilizando o método Neighbour Joining e o 

modelo Kimura 2 (TAMURA et al. 2015).  

 

3.4.9. Análise Estatística 

 

Análise estatística foi realizada pelo teste t de Student, não pareada, comparando os 

níveis de atividade enzimática entre os meios de cultivo para cada isolado, sendo utilizada a 

média de dois experimentos em triplicata, expressos em média ± desvio padrão, considerando-

se como significativos os valores com p < 0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1.  Produção de L-asparaginase por Bactérias 

 

A detecção da atividade de L-asparaginase foi realizada em 69 isolados de bactérias 

provenientes do coral S. stellata. Destes, 16 isolados demonstraram atividade de L-asparaginase 

em meio Czapek Dox com L-asparagina e os indicadores vermelho fenol ou azul de bromotimol 

(Figura 6) (Tabela 3). 

 

Figura 6. Detecção da atividade de L-asparaginase em meio Czapek Dox com L-asparagina e 

os indicadores vermelho fenol (A e B) ou azul de bromotimol (C e D). 

 

 

 
Legenda: (A e C) As setas indicam resultado positivo pela presença de halo depledação de L-asparagina, ao redor 

da colônia, com os indicadores vermelho fenol e azul de bromotimol, respectivamente; (B e D) Resultado negativo 

ausência de halo de hidrolise de L-asparagina, com os indicadores vermelho fenol e azul de bromotimol, 

respectivamente. 

 

Todas as bactérias produtoras de L-asparaginase foram Gram positivas, fato este de 

grande relevância pois amplia o espectro das bactérias produtoras deste tipo de enzima, visto 

que, a grande maioria dos trabalhos científicos indica as bactérias Gram negativas, 
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principalmente Escherichia coli, Serratia marcescens e Erwinia carotovora, como produtores 

de L-asparaginase (AGHAIYPOU et al., 2001; KOTZIA; LABROU, 2005; WINK et al., 2009; 

WINK et al., 2010). 

  

Tabela 3. Detecção da atividade de L-asparaginase por bactérias isoladas do coral S. stellata no 

meio Czapek Dox com L-asparagina e os indicadores vermelho fenol ou azul de bromotimol. 

Isolados Vermelho Fenol  Azul de Bromotimol  

SR01 — — 

SR02B — — 

SR02A — — 

SR03 — — 

SR04 — — 

SR05 + + 

SR07 — — 

SR08 — — 

SR09 — — 

SR11 + + 

SR13 — — 

SR15 — — 

SR17 — — 

SR18 — — 

SR19 — — 

SR20 — — 

SR21 + + 

SR22 + + 

SR24 — — 

SR25 — — 

SR26 — — 

SR27 — — 

SR29 — — 

SR30 — — 

SR31 — — 

SR34 — — 

SR35 — — 

SR37 — — 

SR38 — — 

SR39 — — 

SR41 + + 

SR44 + + 

SR45 — — 

SR50 — — 

SR51 — — 

SR54 — — 

SR55 — — 

SR60 + + 
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SR61 + + 

SR62 — — 

SS02 — — 

SS03 + + 

SS04 + + 

SS08 + + 

SS09A — — 

SS09B + + 

SS10 — — 

SS11 — — 

SS12 — — 

SS13 — — 

SS14 — — 

SS15 — — 

SS16 — — 

SS18 + + 

SS19 — — 

SS20 — — 

SS21A + + 

SS21B — — 

SS22 — — 

SS23 + + 

SS24 — — 

SS25 + + 

SS27 — — 

SS28 — — 

SS29 — — 

SS30 — — 

SS33 — — 

SS35 — — 

SS36 — — 

 

Legenda: (+) Produção de L-asparaginase; (—) Ausência da produção de L-asparaginase. 

 

  Dhale e Mohan-Kumari (2014) em seus estudos sobre a triagem de microrganismos 

produtores de L-asparaginase, verificaram a influência dos indicadores vermelho fenol e azul 

de bromotimol na detecção da atividade enzimática, constatando que a adição do azul de 

bromotimol evidência atividade de L-asparaginase mesmo que haja uma baixa concentração e 

atividade enzimática, sendo mais confiável que a utilização do vermelho fenol como indicador, 

tendo em vista que alguns microrganismos não apresentam o crescimento quando utilizado este 

indicador. Diferentemente, neste trabalho foi observado que ambos os indicadores revelaram a 

atividade enzimática, no entanto, no meio com o indicador vermelho fenol a visualização de 

halos de hidrolise de L-asparagina foi mais evidente.  
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4.2.  Avaliação da Atividade de L-asparaginase por Bactérias 

 

Os 16 isolados de bactérias que apresentaram produção de L-asparaginase em meio 

Czapek Dox foram selecionados para análise quantitativa da atividade enzimática. As bactérias 

que foram cultivadas em meio contendo L-asparagina como fonte de nitrogênio, apresentaram 

maior atividade enzimática total, variando de 113,5 IU/mL à 425,1 IU/mL, quando comparado 

com dados obtidos dos no meio com extrato de levedura, que apresentou variação de 5,2 IU/mL 

à 109,8 IU/mL, (Tabelas 4 e 5) (Figura 7). 

Com relação a biomassa de bactérias, obteve-se melhor rendimento para os isolados 

SR22, SR44 e SR05, quando cultivados em meio com L-asparagina, com valores de 1,36 

mg/mL, 1,31 mg/mL e 1,18 mg/mL, respectivamente. No meio com extrato de levedura, os 

maiores valores de biomassa foram 0,98 mg/mL, 0,90 mg/mL e 0,89 mg/mL para os isolados 

SR41, SR60 e SR05, respectivamente (Tabelas 4 e 5). 

Em relação a atividade especifica relacionada a biomassa de bactérias, obteve-se maior 

atividade no meio com L-asparagina com maior valor de 759,3 U/mg de células para o isolado 

SS21A, em comparativo com o cultivo em meio com extrato de levedura, que teve maior 

atividade com valor de 569,33 U/mg de células, para o mesmo isolado (Tabelas 4 e 5).  

A quantidade de proteínas totais extracelulares, foi maior nos isolados cultivados em 

meio com extrato de levedura, em relação ao meio com L-asparagina, obtendo-se valores de 

103,3 µg/mL, 84,3 µg/mL e 81,2 µg/mL de proteínas totais para os isolados SS18, SR61 e 

SS09B, respectivamente. Para os isolados cultivados em meio com L-asparagina foram obtidos 

maiores valores de 51,2 µg/mL, 41,2 µg/mL de proteínas para os isolados SR05 e SR41, 

respectivamente.  

Quanto à atividade específica relacionada as proteínas totais, houve uma maior atividade 

dos isolados cultivados em meio com L-asparagina, com valores de 29,3 U/µg, 18,5 U/µg e 

15,8 U/µg para os isolados SS21A, SS08 e SS18, respectivamente. O cultivo com extrato de 

levedura apresentou atividade variando de 0,1 U/µg à 2,5 U/µg (Tabelas 4 e 5). 

Foi observado alterações do pH do meio de cultura durante o cultivo dos isolados 

avaliados, variando entre 6,90 e 7,60 no cultivo dos isolados no meio com L-asparagina, e entre 

5,42 e 6,68 em meio com extrato de levedura (Tabela 5). 

Com base nos dados obtidos quanto a atividade total, biomassa, atividade especifica de 

proteínas e biomassa, bem como a variação do pH do meio de cultivo, o isolado SS21A foi o 

que obteve melhores resultados em meio de cultivo com L-asparagina, sendo este promissor na 

produção de deste tipo de enzima. 
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Tabela 4. Atividade total e específica de L-asparaginase, biomassa, proteínas totais e pH inicial 

e final do cultivo das bactérias em meio Czapek Dox com L-asparagina. 

 

Isolados 

Atividade 

total 

(IU/mL) 

 

Biomassa* 

(mg/mL) 

Proteínas 

totais 

(µg/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mg de 

células) 

Atividade 

específica 

(U/µg de 

proteínas) 

pH 

Inicial- 

Final 

SR 05 246,8 ± 3.0 1,18 51,2 ± 1.2 209,2 4,8 7,00 - 7,43 

SR 11 N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** 

SR 21 N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** N.D. ** 

SR 22 206,5 ± 5.2 1,36 13,8 ± 2.8 151,9 14,9 7,00 - 7,11 

SR 41 222,7 ± 3.9 1,12 41,2 ± 2.8 198,9 5,4 7,00 - 7,21 

SR 44 280,4 ± 2.2 1,31 34,8 ± 1.5 214,1 8,0 7,00 - 7,25 

SR 60 139,5 ± 1.2 0,57 16,0 ± 2.7 244,9 8,7 7,00 - 7,03 

SR 61 228,9 ± 4.2 1,12 26,3 ± 1.7 204,4 8,7 7,00 - 6,99 

SS 03 169,9 ± 4.1 0,50 15,8 ± 2.8 339,9 10,7 7,00 - 7,60 

SS 04 224,1 ± 5.1 0,52 15,8 ± 2.4 431,1 14,1 7,00 - 7,44 

SS 08 300,4 ± 4.7 0,54 16,2 ± 1.7 556,4 18,5 7,00 - 6,97 

SS 09B 182,5 ± 4.6 0,73 18,5 ± 1.4 250,1 9,8 7,00 - 7,51 

SS 18 113,5 ± 5.2 0,29 7,1 ± 0.9 391,7 15,8 7,00 - 6,90 

SS 21A 425,1 ± 5.4 0,56 14,5 ± 1.5 759,3 29,3 7,00 - 6,86 

SS 23 208,4 ± 5.4 0,74 14,5 ± 1.0 281,7 14,4 7,00 - 7,54 

SS 25 206,4 ± 2.4 0,47 14,0 ± 2.1 439,2 14,7 7,00 - 7,45 

Legenda: SR_ e SS_ – isolados da colônia sadia e roxa, respectivamente. *Peso seco de células bacterianas; ** 

Não Determinado. 
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Tabela 5. Atividade total e específica de L-asparaginase, biomassa, proteínas totais e pH inicial 

e final do cultivo das bactérias em meio Czapek Dox com extrato de levedura. 

 

Isolados 

Atividade 

total 

(IU/mL) 

 

Biomassa* 

(mg/mL) 

Proteínas 

totais 

(µg/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mg de 

células) 

Atividade 

específica 

(U/µg de 

proteínas) 

pH 

Inicial- 

pH Final 

SR 05 48,7 ± 3.6 0,89 52,8 ± 3.1 54,8 0,9 7,00 - 6,53 

SR 11 67,7 ± 3.8 0,30 48,5 ± 2.4 225,7 1,4 7,00 - 6,25 

SR 21 107,0 ± 5.2 0,34 55,3 ± 3.2 314,7 1,9 7,00 - 6,65 

SR 22 60,3 ± 5.4 0,35 44,1 ± 3.5 172,5 1,4 7,00 - 6,67 

SR 41 65,5 ± 2.8 0,98 67,6 ± 3.6 66,8 1,0 7,00 - 6,31 

SR 44 88,9 ± 5.7 0,73 35,3 ± 1.9 121,8 2,5 7,00 - 6,55 

SR 60 81,5 ± 2.0 0,90 36,4 ± 2.5 90,6 2,2 7,00 - 6,68 

SR 61 109,8 ± 5.4 0,6 84,3 ± 1.7 183,0 1,3 7,00 - 6,05 

SS 03 5,2 ± 1.6 0,62 50,5 ± 2.0 8,5 0,1 7,00 - 6,50 

SS 04 8,9 ± 2.7 0,75 48,4 ± 2.0 12,0 0,2 7,00 - 6,35 

SS 08 96,8 ± 3.2 0,69 61,0 ± 1.9 140,3 1,6 7,00 - 6,50 

SS 09B 27,4 ± 1.0 0,54 81,2 ± 2.9 50,7 0,3 7,00 - 6,34 

SS 18 58,0 ± 5.7 0,29 103,3 ± 1.5 200,0 0,6 7,00 - 6,14 

SS 21A 74,0 ± 1.4 0,13 63,6 ± 3.0 569,3 1,2 7,00 - 5,42 

SS 23 24,9 ± 3.5 0,78 70,3 ± 2.6 32,0 0,4 7,00 - 6,22 

SS 25 37,3 ± 3.2 0,85 54,5 ± 3.2 44,0 0,7 7,00 - 6,20 

Legenda: SR_ e SS_ – isolados da colônia sadia e roxa, respectivamente. *Peso seco de células bacterianas; ** 

Não Determinado. 

 

Minim e Alegre (1992) em seus estudos com Erwinia aroideae produtora de L-

asparaginase, afirmaram que ocorre um aumento gradativo do pH durante o cultivo como 

resultado da ação da L-asparaginase sobre a L-asparagina, fato este observado neste trabalho, 

em meio de cultura com L-asparagina. De fato, as alterações do pH do cultivo encontrados neste 

trabalho podem ser explicadas pelo produto final da reação, que tem como resultado da 

atividade enzimática no meio de cultivo com consecutiva modificação do pH, o que geralmente 

vai na contramão dos cultivos tradicionais de bactérias que tendem à fermentação e 

consequentemente diminuição do pH. 
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Mahajan et al. (2014) em estudos sobre produção e atividade de L-asparaginases por 

Bacillus licheniformis, avaliaram a influência de vários substratos em diferentes concentrações 

sobre atividade enzimática, atingindo uma máxima atividade (160 IU/mL) utilizando L-

asparagina na concentração de 20 g/L como fonte de nitrogênio. De fato, foi verificado neste 

trabalho que a L-asparagina em comparação com extrato de levedura induziu melhor atividade 

de L-asparaginase, visto que, na concentração de 10 g/L de L-asparagina foi possível obter o 

maior valor de atividade total de 425,1 IU/ml (isolado SS21A).  

Verma et al. (2007) constataram em seus experimentos que o extrato de levedura é 

importante indutor para o crescimento celular e a síntese de L-asparaginase, porém, em alta 

concentração inibe síntese, produção e atividade enzimática. Os dados obtidos indicam que a 

concentração do extrato de levedura no meio de cultura analisada em comparação com meio de 

cultura contendo L-asparagina, reduziu significativamente a atividade enzimática dos isolados 

estudados (Figura 7). 

 

Figura 7. Atividade total de L-asparaginase de bactérias isoladas do coral S. stellata, cultivadas 

em meio Czapek Dox com L-asparagina ou extrato de levedura.  
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Legenda: ***p < 0,001 e ****p < 0,0001. 

    

Os estudos de Minim e Alegre (1992) quanto produção de L-asparaginase por Erwinia 

aroideae apontaram que determinados substratos em certas concentrações podem levar inibição 

da atividade enzimática, bem como sua síntese. Observaram também que o extrato de levedura 

na concentração de 16 g/L adicionado ao meio de cultura, aumentou a produção de biomassa, 

no entanto, inibiu a produção da enzima, fato este não observado com L-asparagina nas mesmas 
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condições, tendo esta induzido uma menor produção de biomassa, porém uma alta atividade de 

L-asparaginase. Neste trabalho foi observado uma maior produção de biomassa e atividade total 

em meio com L-asparagina, quando comparado com extrato de levedura.  

4.3. Caracterização Molecular e Análise Filogenética do Gene RNAr 16S 

 

O DNA genômico extraído dos 16 isolados produtores de L-asparaginase, apresentou 

rendimento de 210,0 ng/μL à 530,7 ng/μL de DNA, tendo as amostras apresentado grau de 

pureza (DO260-280) variando de 1,68 à 1,93.  

Todos os isolados apresentaram amplificação por PCR do gene RNAr 16S, obtendo um 

fragmento de DNA de 1.500 pb, conforme esperado para os primers utilizados (Figura 8). Os 

produtos da PCR foram purificados e quantificados obtendo entre 21,0 ng/μL à 74,8 ng/μL de 

DNA e grau de pureza (DO260-280) de 1,70 à 2,37, sendo o standard de 1,8 que corresponde a 

uma proporção acima de 30% de DNA para 70% de proteínas. Isto indica que as amostras 

utilizadas possuem alto grau de pureza pois estão acima de 1,8 em sua maioria. 

As sequências do gene RNAr 16S de boa qualidade foram obtidas em 4 amostras, 

correspondente aos isolados SR21, SR41, SR60 e SS23. As sequências dos 12 isolados não 

puderam ser utilizadas para analise filogenética devido à baixa qualidade (alto número de bases 

não identificadas).  

A análise das sequências do gene RNAr 16S dos isolados usando a ferramenta BLASTn 

apontou que três isolados apresentaram similaridade igual ou superior a 99% para o gênero 

Bacillus (SR41, SR60 e SS23) (Tabela 6, Figura 9 e Apêndices E, F e G) e um isolado (SR21) 

para o gênero Staphylococcus (Tabela 6, Figura 9 e Apêndice H).  

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da amplificação do gene RNAr 16S 

dos isolados de bactérias produtores de L-asparaginase. 

 

Legenda: PM - Marcador do peso molecular de 100 pares de base (pb) (Axygen); SR_ e SS_ – isolados da colônia 

roxa e sadia de S. stellata, respectivamente. 
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Tabela 6. Comparações das sequências parciais do gene RNAr 16S utilizando o programa 

Blastn (refseq_rna) de bactérias.  

 

 

Isolado 

 

Alinhamento mais 

significativo do Blastn 

(GenBank ID) 

 

 

E-value 

 

Identidade 

máxima 

 

Código de acesso - 

NCBI 

 

SR41 

 

Bacillus_subtilis 

 

0.0 

 

99% 

 

JX673943.1 

 

SR60 

 

Bacillus_subtilis 

 

0.0 

 

99% 

 

KX670428.1 

 

SS23 

 

Bacillus_subtilis 

 

0.0 

 

99% 

 

KP717559.1 

 

SR21 

 

Staphylococcus_epidermidis 

 

0.0 

 

99% 

 

KU550237.1 

Legenda: SS_ e SR_ – isolados da colônia sadia e roxa de S. stellata, respectivamente. 

 

Figura 9. Árvore filogenética dos isolados SR41, SR60, SR21 e SS23 e de bactérias do 

GenBank, com base na comparação das sequencias de RNAr 16S.  

 

Legenda: Os valores de bootstrap mostradas na árvore foram obtidos com base de 1.000 réplicas. Os números de 

acesso das sequencias do GenBank são mostradas em parênteses. 

 SR41

 Bacillus_subtilis_strain_S2O_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence (JX673943.1)

 Bacillus_sp._3RB1_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence (KT150178.1)

 Bacillus_subtilis_strain_BCd2_16S_ribosomal_RNA_gene_partial_sequence (KP717559.1)

 SS23

 SR60

 Bacillus_sp._NIASMI (LC027447.1)

 Bacillus_subtilis_strain_ (KX670428.1)

 Staphylococcus_sp._DGM_MH2a (JF923458.1)

 Staphylococcus_epidemidis_strain (KU550237.1)

 SR21
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Trabalhos realizados mostram a imensa diversidade de microrganismos em ambientes 

marinhos, indicando a inquestionável relevância de bactérias no ecossistema marinho e o 

potencial biotecnológico deste ambiente (SILVA, R., 2015; RESHEF et al.2006; MEDEIROS, 

2014). Gontang et al. (2007) em estudos analisando bactérias de sedimentos marinho, 

verificaram com base molecular no gene RNAr 16S que o ambiente marinho apresenta uma alta 

diversidade de bactérias Gram positivas, sendo encontrado diversos gêneros como 

Halobaccilus, Pontibacillus, Thermoactinomyces, Bacillus.  

Existem poucos trabalhos sobre a diversidade de bactérias no tecido do coral S. stellata. 

Lins-de-Barros et al. (2013) e Araújo (2013) verificaram que o filo Proteobactéria foi dominante 

entre a microbiota associada a essa espécie de coral, sendo encontrado gêneros de bactérias 

Gram negativas como Halomonas, Alteronas, Pseudoalteromonas, Cobetia, Vibrio, 

Marinobacter, Glaciecola. Lins-de-Barros et al. (2013) verificaram que a classe dominante 

entre as bactérias do coral sadio e branqueado de S. stellata coletadas em Búzios foram 

predominantemente das α-Proteobactérias, enquanto que Araújo (2013) ao estudar as colônias 

do coral sadio e roxo dos recifes costeiros do Cabo Branco observou que a classe dominante foi 

a ɣ- Proteobactéria.  

Os resultados obtidos quanto a identificação e diversidade das bactérias isoladas de S. 

stellata com base no sequenciamento do gene RNAr 16S, apresentam somente representantes 

do filo Firmucutes sendo eles concebidos pelos gêneros Bacillus e Staphylococcus.  

 

4.4.  Construção dos Primers e Detecção do Gene de L-asparaginase (AsnZ)  

 

Para detecção do gene de L-asparaginase Tipo II, foram desenhados dois pares de primes 

específicos: AsnZ1 e AsnZ2.  O par do primer AsnZ1 foi desenhado visando um amplicon de 

aproximadamente 1.225 pb, modelado na região promotora não transcrita do gene (5’ ─ 3’ 

UTR). O par do primer AsnZ2 foi desenhado almejando um amplicon de aproximadamente 769 

pb, modelado na região codificante (CDS) do gene, posterior ao códon de iniciação e anterior 

ao códon de finalização (Tabela 7) (Apêndices C e D).  

A detecção por PCR do gene AsnZ responsável pela produção de L-asparaginase tipo II 

utilizando os pares de primers AsnZ1 e AsnZ2, apresentou resultado positivo para ambos os 

iniciadores em 11 dos 16 isolados analisados (Tabela 8). Os produtos da PCR obtidos com os 

primers AsnZ1 foram representados por uma única banda em eletroforese com tamanho cerca 

de 1.300 pb (Figura 10). Nos produtos da PCR utilizando os primers AsnZ2 visualizou-se uma 

única banda com tamanho aproximado de 800 pb (Figura 11). 
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Tabela 7. Sequências e características relevantes dos pares de primers desenhados para detecção 

do gene de L-asparaginase. 

   

Tabela 8. Detecção do gene de L-asparaginase nos isolados bacterianos, por técnica de PCR 

utilizando os primers AsnZ1 e AsnZ2. 

Isolado Primers AsnZ1 Primers AsnZ2 

SR05 + + 

SR11   

SR21   

SR22 + + 

SR41 + + 

SR44   

SR60 + + 

SR61 + + 

SS03 + + 

SS04 + + 

SS08   

SS09B + + 

SS18   

SS21A + + 

SS23 + + 

SS25 + + 

 

Legenda: (+) Amplificado; () Não amplificado; SS_ e SR_ – isolados de bactérias de colônias sadia e roxa de S. 

stellata, respectivamente. 

 

 

Primer 

 

Sequência do Primer 

 

Tm 

(ºC) 

 

Bases 

 

CG% 

 

Tamanho do 

Fragmento 

Amplificado 

(pb) 

 

AsnZ1 

Forward 5’-

AGCTGACTGATCTTTTGACTGA-

3’ 

 

57.39 

 

22 

 

40.91  

1225 
Reverse 5’-

AGGCTTATTCGCCTTCTTTTCT-3’ 

 

58.04 

 

22 

 

40.91 

 

AsnZ2 

 

Forward 5’-

GAATCCCCGAAAGAAAAAGC-3’ 

 

55.24 

 

20 

 

45.50  

769 
Reverse 5’-

TTACAGCAGCGTCAAACAGG-3’ 

 

58.77 

 

20 

 

50.00 
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Os produtos das amplificações foram purificados e quantificados obtendo entre 10,3 

ng/μL e 36,9 ng/μL de DNA com grau de pureza (DO260-280) entre 1,60 e 2,93. De todas as 

amostras submetidas ao sequenciamento, foram obtidas sequências de boa qualidade em apenas 

para quatro isolados, sendo SR22, SR60, SS04 e SS23, ambos produtos da amplificação com 

os primers AsnZ1. A análise molecular da sequência do gene amplificado utilizando a 

ferramenta BLASTx, mostrou similaridade com a proteína L-asparaginase de bactérias do 

gênero Bacillus (Tabela 9 e Apêndices I, J, K e L). A análise das sequências utilizando a 

ferramenta UNIPROT, apontou para proteína L-asparaginase de bactérias do gênero Bacillus, 

tendo como gene codificante AsnZ para asparaginase tipo II (Tabela 10 e Apêndices M, N, O e 

P). 

 

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos da amplificação do gene de L-

asparaginase utilizando os primers AsnZ1. 

 
Legenda: PM - Marcador do peso molecular em pares de base (pb) (Axygen); SS_ e SR_ – isolados de bactérias 

de colônias sadia e roxa de S. stellata, respectivamente. 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos produtos da amplificação do gene de L-

asparaginase utilizando os primers AsnZ2. 

 
Legenda: PM - Marcador do peso molecular em pares de base (pb) (Axygen); SS_ e SR_ – isolados de bactérias 

de colônias sadia e roxa de S. stellata, respectivamente. 
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Tabela 9. Comparações das sequências parciais do gene de L-asparaginase de isolados de 

bactérias utilizando a plataforma Blastx. 

 

Isolado 

Alinhamento mais 

significativo do Blastx 

(GenBank ID) 

 

E-value 

 

Identidade 

máxima 

 

Código de acesso 

- NCBI 

 

SR22 

 

L-asparaginase 

[Bacillus subtilis] 

 

 

7e-25 

 

99% 

 

WP_033883143.1 

 

SR60 

 

L-asparaginase 

[Bacillus subtilis] 

. 

 

1e-43 

 

93% 

 

CUB 26724.1 

 

 

SS23 

 

L-asparaginase 

[Bacillus subtilis] 

 

 

2e-50 

 

100% 

 

WP_033883143.1 

 

SS04 

 

L-asparaginase 

[Bacillus tequilensis] 

 

6e-139 

 

84% 

 

WP_046664295.1 

 

Legenda: SS_ e SR_ – isolados de bactérias de colônia sadia e roxa de S. stellata, respectivamente. 

 

Tabela 10. Comparações das sequências parciais do gene de L-asparaginase de isolados de 

bactérias utilizando a plataforma Uniprot. 

Isolado 
Alinhamento mais 

significativo do Blast 
E-value 

Identidade 

máxima 

Código de 

acesso 

 

SR22 

 

L-asparaginase [Bacillus 

subtilis XF-1] 

 

 

3.3e-32 

 

91.5% 

 

M4KPA7 

SR60 
L-asparaginase [Bacillus 

subtilis XF-1] 
4.9e-46 100% M4KPA7 
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SS23 

 

L-asparaginase [Bacillus 

subtilis XF-1] 

 

5.3e-41 90.6% M4KPA7 

 

SS04 

 

L-asparaginase [Bacillus 

subtilis XF-1] 

 

2.9e-105 99.4% M4KPA7 

 

Legenda: SS_ e SR_ – isolados de bactérias de colônia sadia e roxa de S. stellata, respectivamente. 

 

Mahajan et al. (2014) afirmam ser de extrema importância de busca por novos gêneros 

e espécies de bactérias produtores de L-asparaginase com a finalidade de obtenção de novas 

isoformas desta enzima.  

Han et al. (2014) isolou uma cepa de Staphylococcus sp. em alimentos com atividade 

de L-asparaginase Tipo II e identificou o gene responsável pela produção de desta enzima. Entre 

os isolados de bactérias analisadas neste trabalho, um isolado do gênero Staphylococcus foi 

positivo quanto a produção da enzima L-asparaginase, confirmando a capacidade deste gênero 

para a produção da enzima analisada. 

Na busca por novos microrganismos produtores de L-asparaginase para utilização na 

indústria alimentícia, grande atenção deve ser dada visando a segurança alimentar. Onishi et al 

(2010) e Jia et al. (2013) afirmam não ser indicado a utilização de L-asparaginase provenientes 

de cepas de E. coli selvagens ou recombinantes como é comumente utilizado para produção de 

L-asparaginase para fins terapêuticos. Para o tratamento de alimentos é aconselhável a 

utilização desta enzima proveniente de outras espécies e gêneros bacterianos, dentre eles 

Bacillus, por serem não patogênicas e livres de endo e exo toxinas (HARWOOD; WIPAT, 

1996). Neste trabalho a maioria dos isolados produtores de L-asparaginase Tipo II pertencem 

ao gênero Bacillus, mostrando o grande potencial para produção de desta enzima para utilização 

pela indústria alimentícia. 

Jia et al. (2013) conseguiu obter em Bacillus subtilis B11−06 o gene codificante para L-

asparaginase Tipo II (AsnZ) obtido a partir do desenho de primers e amplificação por PCR, da 

sequência do gene em Bacillus subtilis 168. Foi montando um sistema de expressão heteróloga, 

onde verificaram que a atividade enzimática de L-asparaginase foi notadamente mais elevada 

no clone e que a enzima apresentou maior estabilidade térmica em comparação com a produzida 
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pela estipe selvagem, sendo significativamente promissor a utilização desta enzima pela 

indústria alimentícia, descrito como o primeiro sistema de expressão de AsnZ em B. subtilis. 

Para detecção do gene AsnZ neste trabalho, foram construídos dois pares de primers, 

dentre eles o AsnZ1. As análises das sequências amplificadas pelo primer apontaram para L-

asparaginase Tipo II de bactérias do gênero Bacillus, podendo este iniciador ser utilizado para 

estudos posteriores para produção desta enzima por sistema de expressão heteróloga, sendo 

necessário a verificação de possíveis sítios de inserção e restrição com base no sistema de 

expressão a ser utilizado. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 O tecido do coral Siderastrea stellata demonstrou ser uma fonte rica de bactérias 

produtoras de L-asparaginase, uma vez que dezesseis isolados apresentaram atividade 

enzimática.  

 

 Os bastonetes Gram positivos formadores de endósporos, representaram o maior 

percentual de bactérias com atividade de L-asparaginase.  

 

 A identificação molecular baseada no gene RNAr 16S, demonstrou que três isolados 

pertenceram ao gênero Bacillus e um isolado ao gênero Sthaphylococcus. 

 

 A L-asparagina como fonte de nitrogênio no meio de cultivo, proporcionou uma maior 

atividade especifica de L-asparaginase, comparado ao extrato de levedura.   

 

 Os pares de primers AsnZ1 e AsnZ2, mostraram eficácia na detecção do gene de L-

asparaginase Tipo II (AsnZ) em bactérias do gênero Bacillus, podendo ser utilizado em 

estudos de detecção da asparaginase tipo II. 

 

 As bactérias obtidas do coral Siderastrea stellata possuem um potencial para estudos de 

prospecção biotecnológica. Estudos futuros mais detalhados são necessários para 

otimizar condições de cultivo com finalidade de obter uma alta produção de L-

asparaginase pelos isolados analisados. 
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Apêndice A   Curva de calibração de sulfato de amônio ((NH4)2SO4), utilizando o reagente 

de Nessler.  

 

 

 

 

Apêndice B  Curva de calibração de albumina sérica bovina (BSA), utilizando o reagente de 

Bradford. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



71 

 

Apêndice C  Construção do par do primer AsnZ1 obtido com o programa Primer-BLAST, com base no alinhamento da sequência de Bacillus 

subtilis subsp. subtilis str. 168 (NC_000964.3), com gene codificante para L-asparaginase Tipo II. 
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Apêndice D  Construção do do par do primer AsnZ2 obtido com o programa Primer-BLAST, com base no alinhamento da sequência de Bacillus 

subtilis subsp. subtilis str. 168 (NC_000964.3), com gene codificante para L-asparaginase Tipo II. 
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Apêndice  E Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene RNAr 16S do isolado SR41 e as sequências disponibilizadas pelo GenBank 

através do BLASTn. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequência analisada 
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Apêndice F  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene RNAr 16S do isolado SR60 e as sequências disponibilizadas pelo GenBank 

através do BLASTn. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequência analisada. 
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Apêndice G  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene RNAr 16S do isolado SS23 e as sequências disponibilizadas pelo GenBank 

através do BLASTn. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequência analisada. 
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Apêndice H  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene RNAr 16S do isolado SR21 e as sequências disponibilizadas pelo GenBank 

através do BLASTn. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequência analisada. 
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Apêndice I  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SR22 com as 

sequências disponibilizadas pelo GenBank através do BLASTx. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 99% com a sequência 

analisada. 
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Apêndice J  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SR60 com as 

sequências disponibilizadas pelo GenBank através do BLASTx. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 93% com a sequência 

analisada. 
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Apêndice K  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SS23 com as 

sequências disponibilizadas pelo GenBank através do BLASTx. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 100% com a sequência 

analisada. 
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Apêndice L  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SS04 com as 

sequências disponibilizadas pelo GenBank através do BLASTx. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade acima de 84% com a sequência 

analisada. 
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Apêndice M  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SR22 com as 

sequências disponibilizadas pelo UNIPROT através do Blast. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 91.5% com a sequência 

analisada. 
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Apêndice N  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SR60 com as 

sequências disponibilizadas pelo UNIPROT através do Blast. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 100% com a sequência 

analisada. 
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Apêndice O  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SS23 com as 

sequências disponibilizadas pelo UNIPROT através do Blast. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 100% com a sequência 

analisada. 
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Apêndice P  Resultado da comparação e alinhamento da sequência parcial do gene de L-asparaginase gerada com primer AsnZ1, do isolado SS04 com as 

sequências disponibilizadas pelo UNIPROT através do Blast. As sequências visualizadas na Tabela apresentam a similaridade de 100% com a sequência 

analisada. 
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Anexo A  Sequência do gene de L-asparaginase Tipo II (AsnZ), a partir do genoma de Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (Genbank 

NC_000964.3). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000964.3?report=fasta&from=290915&to=292042  


