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Introduccién. La L-asparaginasa es una enzima de
interés biotecnoldgico debido a que se utiliza como un
tratamiento estandar contra la Leucemia Linfocitica
Aguda (LLA). No obstante, las dos fuentes de la enzima
(Escherichia coli y Erwinia chrysanthemi) actualmente
disponibles para tratamiento presentan efectos
secundarios adversos como reacciones
inmunogénicas por su origen bacteriano y problemas
asociados a la actividad secundaria de glutaminasa (1).
Es por ello que en la actualidad se han realizado
andlisis bioinformaticos para la busqueda de nuevas
fuentes de L-asparaginasa como la de S. scabrisporus
la cual posee un bajo perfil inmunogénico, afinidad por
el sustrato (asparagina) y no posee actividad
secundaria de glutaminasa (2). El objetivo de este
trabajo es la produccion recombinante de la L-
asparaginasa de S. scabrisporus y la caracterizacién
cinética de la enzima.

Metodologia. La L-asparaginasa de S. scabrisporus
fue clonada en el plasmido pJET (Thermo Fisher) y
después subclonada en el plasmido pET28a el cual se
utilizé para transformar células competentes
BL21(DE3) de E. coli. La proteina fue purificada con
una columna de afinidad a niquel (HisTrap, Cytiva) con
eluciones ascendentes de Imizadol (20, 50, 100, 300 y
500 mM), las fracciones obtenidas fueron observadas
en geles de poliacrilamida al 12%. Los ensayos de
cinética enzimética se realizaron utilizando buffer de
carbonatos pH 10, 0.1 M y el sustrato utilizado fue L-
asparagina y L-glutamina.

Resultados. Como se puede observar en la figura 1,
en los carriles 7-10 se observan las bandas de 35kDa
correspondiente a la asparaginasa de S. scabrisporus.
La enzima obtenida fue utilizada para realizar cinéticas
enzimaticas y determinar los parametros cinéticos
utilizando el modelo de Michaelis-Menten (tabla 1).
Ademas, se verifico la actividad especifica de la enzima
por el sustrato L-asparagina encontrando que en
presencia de L-glutamina (figura 2), la enzima no
presento actividad en tiempos de hasta 1 hora.
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Fig. 1. Purificacion de la L-asparaginasa de S. scabrisporus. Gel de

poliacrilamida al 12%.
Tabla 1. Parametros cinéticos de la L-asparaginasa

Enzima Vmax (UM) Km (mM) R?

L-asparaginasa 0.01395+0.0011 7.91+1.40 0.976

Actividad enzimatica L-asparaginasa
s +
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Fig. 2. Ensayos de actividad enzimatica usando L-asparagina y L-
glutamina como sustrato.

Conclusiones. Los resultados obtenidos comprueban

la purificacion de la asparaginasa recombinante de S.

scabrisporus, al igual que se pudo demostrar la

actividad especifica por el sustrato asparagina y su
nula actividad secundaria de glutaminasa.
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