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Nomenclatura

Simbolo
6-APA
7-ADCA
AFA
AG

BCL

EMFG
ES
J)

FCTP

FG

PG

PGA

Fs

NOMENCLATURA

Descrigao

Acido 6-aminopenicilanico

Acido 7-aminodiacetocefalosporanico
Acido fenilacético

Gel de agarose

Ligagoes cruzadas (bond cross linked)
espaco anular

Enzima

Ester fenilglicinato de metila
Complexo enzima-substrato
Fungdo de saida

Fluxo de Taylor-Couette-Poiseuille
Fenilglicina

Energia livre de Gibbs

Constante de Michaelis-Menten
Produto

Produtividade

Penicilina G

Enzima penicilina G acilase

raio

Velocidade de reagdo enzimatica

Rendimento de Sintese

Unidade

ML*T?

ML

ML>T!

ML>T!

i



Nomenclatura

Simbolo Descri¢ao Unidade
R; raio do cilindro interno L
RFV Reator de fluxo em vortices -
S Substrato -

S Seletividade -

t tempo T
Ta. valor do nimero de Taylor critico -
Ul Unidade internacional, PG 5% a 37°C e pH 8 MT!
V4 Relagdo entre a velocidade com que os vortices -

caminhavam ao longo do reator e a velocidade axial
média
V max Velocidade maxima ML>T!

X Dados de entrada
0 rotagdo do cilindro interno T

) Adimensional de co.mprimento -

A Amplitude axial do vortice L

T Adimensional de tempo -

Obs.: Na unidade o indicador ( - ) indica que o simbolo ndo tem unidade, espago
em branco indica que o simbolo tem unidade variavel.

il
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Abstract

ABSTRACT

Enzymatic route to produce antibiotic acts in mild reaction conditions
(aqueous medium, neutral pH and moderate temperatures). Furthermore it reduces
the number of reaction steps and decreases the amount and toxicity of waste
products per kilogram of antibiotic. The enzymatic synthesis of ampicillin from
phenylglycine methyl ester (PGME) and 6-aminopenicillanic acid (6-APA) can be
an attractive alternative, replacing the chemical route. The use of an immobilized
enzyme to catalyze the synthesis is very important to reduce costs. Penicillin G
acylase (PGA) [EC 3.5.1.11] from E. coli was immobilized on two supports
(agarose gel and silica). This work undertakes an optimization study of the
enzymatic synthesis of ampicillin, to find out optimized process conditions.
Therefore, it was studied the influence of the following variables: pH,
temperature, 6-APA initial concentration, buffer concentration and the presence of
methanol. Response variables were productivity, selectivity and yield (based on 6-
APA initial concentration). The assays were carried on accordind to factorial
design 2°. Temperature, pH, and 6-APA initial concentration influenced
significantly the responses.

At synthesis of ampicillin from PGME and 6-APA, two other reactions
compete with the synthesis reaction: hydrolysis of PGME (a parallel reaction) and
hydrolysis of ampicillin (in series with the synthesis). The yield of the synthesis of
ampicillin depend on the rates of three different reactions. The highest yield was
achieved at 4°C, pH 6.5, without methanol, and with low buffer concentration.
The results also indicate that it is possible to work with this system at high
productivities, and it still keeps high yields at 25°C, without buffer, and pH 6.5.

After the selection of reaction conditions (25°C, pH 6.5), assays with PGA
immobilized on silica carrier were realized. Convensional reactors may cause
shearing on derivative enzyme-silica, which led using fixed-bed reactor. Mass
transport parameters were estimated by fitting heterogeneous mathematical model
to experimental data of catalytic bed with recirculation, running on transient state.

Another used support on immobilized enzyme was agarose gel. Domain of
experimental assays used in the neural network training and validation were initial
substrate concentrations ranged from 50 to 250mM. A mechanistic model to
represent the synthesis of ampicillin from PGME and 6-APA is a set of series-
parallel reactions (ampicillin and PGME hydrolysis are undesirable side reactions)
would be too complex, with an intractable number of kinetic parameters.
Simplified models could not represent all the experimental data, and a hybrid
model was used. Neural networks were trained to predict reaction rates and used
in the mass balance equations. A feedforward neural network, with one hidden
layer was used. Results of the simulation were promising. The operational region
that of high productivity and selectivity of antibiotic could be successfully
mapped. An important aspect to improve the selectivity of ampicillin synthesis is
to precipitate the antibiotic because the hydrolysis reaction would be decreasing.
An approprieted biocatalyst which preventing the precipitation was developed,
and used in a Taylor vortex reactor where shears are smaller. Synthesis assays
using high substrate concentrations were performed in this reactor, occurring
precipitate of antibiotic during reaction, to improve yield, selectivity, and
productivity of this system.
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RESUMO

A rota enzimatica para producdo de antibidticos atua em condi¢des suaves de
temperatura, pressao ¢ pH, em meio aquoso, além de ter bem menor impacto
ambiental. A sintese enzimatica de ampicilina a partir de éster metilico de
fenilglicina (EMFG) e 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA) foi estudada como
alternativa a rota de produg¢do quimica. O uso de enzimas imobilizadas ¢ comum
na literatura devido aos beneficios que estas apresentam em relacdo as enzimas
soluveis: separa¢ao do meio reacional e reutiliza¢do do biocatalisador.

A enzima penicilina G acilase [EC 3.5.1.11] foi imobilizada em dois diferentes
suportes (silica e agarose). O primeiro passo estudado para producdo do
antibiotico foi a determinagdo das condi¢des 6timas de operacdo. Assim, estudou-
se a influéncia das seguintes varidveis: pH, temperatura, concentracao inicial de 6-
APA, concentracdo i6nica do meio reacional e presenca de solvente organico
(metanol). As varidveis-resposta utilizadas foram produtividade, seletividade e
rendimento. Os ensaios foram conduzidos segundo um planejamento fatorial 2°.
As variaveis que mais influenciaram nas respostas foram: temperatura, pH e
concentragdo inicial de 6-APA. O uso de EMFG para acilagio do nucleo -
lactamico, 6-APA, resulta num sistema reativo série-paralelo, cujas reagoes
indesejadas de hidrolise (do EMFG e do antibidtico) ocorrem simultaneamente a
de formacao do antibidtico. Assim, a concentracdo maxima atingida de antibiotico
depende das velocidades relativas das trés reagdes. Observou-se que o maior
rendimento de sintese foi obtido na temperatura de 4°C, pH 6,5, sem adi¢dao de
solvente organico e em meio reacional de baixa concentragdo idnica. Os
resultados também mostraram que ¢ possivel operar o sistema com alta
produtividade, e ainda se manterem os rendimento elevados a 25°C, concentracao
mais elevada de reagentes, auséncia de tampao fosfato e pH 6,5.

Ap6s a selegdo das condigdes reacionais (25°C, pH 6,5), ensaios, utilizando-se a
PGA imobilizada em silica, foram realizados. O derivado enzima-silica sofre
desgaste por cisalhamento em reator convencional, o que levou a utilizagdo de
reator de leito fixo. Pardmetros de resisténcia a transferéncia de massa externa e
interna no suporte sobre a velocidade global de reacdo foram estimados a partir de
dados experimentais, com auxilio de modelo matemdtico heterogéneo do leito
catalitico com recirculagdo total, operando em regime transiente.

O outro suporte empregado na imobilizacao de PGA foi agarose intercruzada, que
tem maior resisténcia ao cisalhamento. Experimentos de sintese com
concentragdes iniciais de reagentes variando de 50 a 250mM, utilizando-se o
derivado enzima-agarose, formaram o dominio para treinamento de redes neurais
que pudessem prever as velocidades de reagdo, pois um modelo mecanistico das
trés reacdes, levando em conta efeitos inibitérios e alostéricos de reagentes e/ou
produtos, mostrou-se muito complexo, com numero intratavel de parametros
cinéticos. Simplificagdes desse modelo, diminuindo-se o nimero de pardmetros
ajustaveis, ndo conseguiram representar os dados experimentais em toda a faixa
de interesse. Conjuntos de dados para treinamento supervisionado foram
alimentados a redes ‘“feedforward” com uma camada oculta. Essa abordagem
permitiu uma boa representacdo da sintese de ampicilina na faixa operacional
estudada e também direcionou os ensaios para regido onde se maximizassem
produtividade e seletividade. As velocidades de reacdo previstas pelas redes
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neurais foram incluidas nas equagdes fundamentais de balanco de massa,
compondo um modelo hibrido do processo. As simula¢des com o modelo hibrido-
neural direcionaram os ensaios de sintese para regido onde se maximizaram a
produtividade e seletividade da reagao.

Observou-se que aspecto importante para a melhoria da seletividade na producao
de ampicilina era a operagdo do reator em uma regido onde ocorria precipitagdo
do antibiotico, pois quando este cristalizava no proprio reator, diminuia-se sua
perda por hidrélise. Um biocatalisador adequado, que suportasse a precipitacao da
ampicilina no meio reacional, foi desenvolvido, patenteado e utilizado em reator
de escoamento em vortices de Taylor, onde as tensdes de cisalhamento sdo
menores. Sinteses utilizando concentragdes altas de reagentes foram realizadas
nesse reator, de modo a precipitar o antibidtico, incrementando-se rendimento,
seletividade e produtividade do sistema.
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1 INTRODUCAO

Em 1996, o mercado mundial de antibidticos era estimado em 23 bilhdes de
dolares. ** O mercado de bactericidas dos Estados Unidos era maior que US$ 8
bilhdes, incluindo cefalosporinas (US$ 3,6 bilhdes), penicilinas (US$ 1,2 bilhdo) e
tetraciclinas (US$ 0,5 bilhdo). '* Em contraste, o mercado mundial de fungicidas
era de aproximadamente 3 bilhdes de dolares e o mercado antiviral era de 2,6
bilhdes com uma previsdo de mercado para mais de 5 bilhdes no ano 2000. Hoje,
o mercado mundial para os antibidticos -lactamicos ¢ estimado em 15 bilhdes de
dolares e as penicilinas tém vendas de 5 bilhdes, ou seja, os antibidticos -
lactamicos ddo conta de mais de 65% do mercado mundial de antibidticos. 4!

Existe uma tendéncia na industria de quimica fina em substituir os métodos
classicos de sintese por rotas cataliticas mais limpas, que minimizem a geragao de
residuo e evitem, se possivel, o uso de solventes toxicos. A sintese quimica de [3-
lactamicos, utilizada atualmente na industria em vista de seu alto rendimento,
emprega solventes organoclorados, indesejaveis tanto como residuo, como
enquanto impureza presente no produto.

No passado, s6 uma atencao superficial foi dada a eficiéncia ambiental e
energética. Entretanto, ao se considerar a quantidade de residuos formados por Kg
de produto (ver Tabela 1.1), observa-se uma clara necessidade de reducdo do
impacto ambiental das indéstrias de quimica fina e farmacéutica devido as novas
leis de protegdo ambiental. '

Tabela 1.1: Produgdo de residuo em varios ramos da industria quimica. '™

Ramo industrial Produto (t/a) Fator’
Refinamento de 6leo | 10°— 108 <<0,1
Quimica geral 10* - 10° 1-5
Quimica fina 10— 10* 5-50
Farmacéutica 1-10° 25->100

* Residuo formado por produto industrializado (Kg/Kg).
Nos utltimos anos as enzimas se tornaram disponiveis mais facilmente e a

um custo mais baixo para aplicagdo em larga-escala — por exemplo, as enzimas
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hidroliticas usadas em sabdes. Isto estimulou sua aplicagao pela industria de
quimica fina, o que melhorou a estabilidade e eficiéncia dos biocatalisadores
disponiveis, em condigdes industriais de produ¢do. O uso de enzimas imobilizadas
¢ comum na literatura devido aos beneficios que apresentam em relacdo as
enzimas soluveis: facil separacdo do meio reacional e reutilizacdo do
biocatalisador. As caracteristicas singulares das enzimas fornecem oportunidades
para desenvolver procedimentos ambientalmente aceitaveis que sdo mais
eficientes na utilizacdo de energia e matéria-prima e, além disso, as enzimas
freqiientemente proporcionam produtos de qualidade superior. Penicilina G
acilase (PGA) ¢ uma enzima atualmente empregada na industria na hidroélise da
penicilina G para a producdo de 6-APA, mas também pode ser empregada para a
sintese de antibidticos semi-sintéticos. A sintese enzimatica de ampicilina
realizada neste trabalho utilizou como catalisador a PGA de Escherichia coli [EC
3.5.1.11]. PGA ¢ o segundo catalisador mais usado em escala industrial, em nivel
mundial. Estima-se que entre 10 e 30 toneladas de enzima imobilizada sdo usadas
em todo o mundo em diferentes preparacdes biocataliticas **. A utiliza¢io
industrial de enzimas, contudo, tem sido limitada pela instabilidade operacional
desses catalisadores. A imobilizagdo da enzima ¢ ponto essencial para viabilizar
economicamente a rota enzimatica em virtude do alto custo do catalisador. Em
aplicac¢des industriais, essa técnica possibilita o reaproveitamento da enzima e seu
uso em reatores continuos. A enzima utilizada neste trabalho foi imobilizada em
dois diferentes suportes (gel de agarose e silica macroporosa).

A engenharia enzimatica pode apresentar-se como uma alternativa para
mudar a produgdo vigente da industria farmacéutica. Ela conta com trés
ferramentas fundamentais (ver Figura 1.1):

1. A engenharia do catalisador: voltada ao projeto de catalisadores enzimaticos
mais eficientes e estaveis;

2. A engenharia da reacdo, cujo objetivo ¢ buscar condi¢des otimas de reacao
(pH, temperatura, caracteristicas cinéticas da reacao);

3. A engenharia do reator, incluindo o projeto do reator enzimatico considerando

as caracteristicas cinéticas da reag@o e os requerimentos gerais do processo.
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PROJETO DE PROCESSOS ENZIMATICOS DE INTERESSE INDUSTRIAL

SELEGAO DO CATALISADOR

‘..3’:. Isolamento @)
LAY -

Pool de Enzimas U Enzima de Interesse

ENGENHARIA ENZIMATICA

o -[lo- - B

Estabilizag&o (1) Estabilizagao (Il)

Enzima Soluvel  Imobilizagio Multiinteracio (Estratégias Adicionais
enzima - suporte de Estabilizagao)

ENGENHARIA DA REAGAO
pH
Temperatura <« Eficiéncia <«— Meio de Reagio

~ vV

Conc. de Reagentes

U

ENGENHARIA DO REATOR

Caracteristicas Cinéticas

Selegdo do Reator Adequado

U

PROCESSO ENZIMATICO OTIMO

Figura 1: Desenvolvimento de um processo enzimatico de interesse comercial. 2°

Nesse contexto insere-se este trabalho, parte de uma linha de pesquisa
atualmente em andamento no DEQ/UFSCar, a qual objetiva estudar a produgao de
antibioticos semi-sintéticos por rota enzimdtica como alternativa aos processos

quimicos. Esta tese comparou diferentes suportes para o catalisador e diferentes
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concepgoes para o reator enzimatico. Modelos matematicos dos reatores de sintese
de ampicilina foram utilizados como ferramentas auxiliares nesses estudos.

A industria farmacéutica desenvolveu-se ao longo dos ultimos 50 anos
tendo os antibidticos como uma de suas principais linhas de produtos. Dentre eles
estdo os antibidticos P-lactdmicos, dos mais importantes clinicamente.
Antibioticos B-lactdmicos sdo aqueles que possuem um grupamento quimico
chamado anel B-lactdmico, responsavel pela atividade bactericida. As penicilinas
sdo compostas por este anel ligado a um anel tiazolidina. A manipulacdo da
estrutura lateral ao anel B-lactamico resultou na sintese de aminopenicilinas com
melhor absor¢do oral e superior atividade contra agentes patogénicos em relagao a
benzilpenicilina (penicilina G), que foi o primeiro antibidtico natural utilizado em
larga escala. Tais antibioticos também sao importantes em medicina veterinaria. O
antibiotico deste trabalho (ampicilina) foi produzido enzimaticamente, a partir de
éster metilico de fenilglicina (EMFG) e acido 6-amino penicilanico (6-APA).

Ampicilina (acido  6-[2-amino-2-fenilacetamida]penicilanico) ¢ um
antibiotico semi-sintético muito estdvel em meio acido, bem absorvido pelo
organismo e efetivo a baixas concentragdes para uma grande variedade de
organismos Gram-negativos e Gram-positivos. 89 No Brasil, os antibidticos
respondem pela maior parte do faturamento da industria farmacéutica — cerca de
68% — e tém sido um dos maiores responsaveis pela elevacdo significativa dos
precos de medicamentos no mercado brasileiro (Folha de Sao Paulo, caderno 3, 15
de margo de 2000).

A importancia dos antibidticos semi-sintéticos, como a ampicilina, decorre
de sua maior estabilidade, facilidade de absor¢do e do fato de originarem menos
reacdes secundarias. A rota atual de produgdo industrial de ampicilina € a sintese
quimica. A rota enzimatica pode oferecer importantes vantagens sobre a quimica,
pois atua em condigdes suaves de temperatura, pressao e pH, além de ter menor
impacto ambiental. Assim, a tecnologia enzimatica ¢ uma alternativa interessante,
sob o ponto de vista ambiental e econdmico, para a producdo de antibidticos semi-
sintéticos. No entanto, o ponto fraco dessa rota ¢ que a enzima pode hidrolisar
tanto o EMFG (ou qualquer outro precursor, doador acil, que se utilize) quanto o

antibiotico formado, reduzindo o rendimento do processo.
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Assim, na reacdo de sintese enzimatica, o uso de EMFG para acilagdo do
nucleo P-lactamico (6-APA) resulta num sistema reativo série-paralelo, cujas
reagoes indesejadas de hidrélise (do EMFG e do antibiotico) ocorrem
simultaneamente a de formacao do antibidtico. A maxima concentra¢cdo atingida
de antibiotico depende predominantemente das velocidades relativas das trés
reacdes. Conseqiientemente, a otimizagdo do processo ¢ dependente das
propriedades da enzima, da temperatura, da concentragao dos substratos, do pH,
da forga i6nica do meio reacional e do suporte utilizado na imobilizacdo. Um
outro aspecto importante para a otimizagao do processo € a operagdo do reator em
regido onde ocorra precipitagdo do antibiotico. Na sintese enzimatica de
ampicilina, seletividade e rendimento do processo serdo aumentados se o
antibiotico cristalizar no proprio reator, diminuindo assim sua perda por hidroélise.
Desta forma, a linha de pesquisa em que se insere este trabalho tem dupla
motivagdo: econdmica ¢ ambiental, pois a melhoria de seu rendimento também

contribuira para torna-la mais competitiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica desta tese inicia-se pela enzima, suportes € processos
de imobilizacdo utilizados para formagao do biocatalisador. Em seguida enfocam-
se 0s processos enzimdticos para a producao de antibioticos [B-lactamicos e,
especificamente, de ampicilina. Depois, destacam-se informagdes sobre o
mecanismo de reagdao envolvido. Um breve informe sobre redes neurais também ¢é
apresentado, ja que eclas foram usadas para prever a velocidade de reacdo do
antibiotico. Finalmente, apresentam-se tipos de reatores enzimaticos, com

destaque para os usados na sintese enzimatica de ampicilina.

2.1 ENZIMAS

Enzimas sdo catalisadores e, portanto, apenas aumentam a velocidade da
reacdo, diminuindo sua energia de ativacdo. Elas tém alta eficiéncia ao realizar as
complexas reagdes bioquimicas que formam parte do metabolismo dos seres
vivos. As boas propriedades cataliticas destas singulares proteinas podem também
ser usadas “in vitro”, ou seja, fora dos organismos vivos. Existe muito interesse no
emprego de enzimas como catalisadores industriais, pois elas tém atividade
catalitica em condi¢des suaves de temperatura, pH, etc. Isto faz delas interessantes
catalisadores de processos quimicos cujos reagentes e/ou produtos sejam
instaveis, que se decomponham em condi¢des extremas de reacdo (ex.: fArmacos).
Estas suaves condigdes de reagdo sao favoraveis sob o ponto de vista ambiental e
também econdmico, por baixarem custos energéticos e de purificacdo do produto.

As enzimas tém elevada seletividade ao substrato. Sdo capazes de catalisar
especificamente uma Unica reagdo sobre reagentes complexos, que podem
converter varios grupos funcionais com reatividade similar. Esta caracteristica faz
com que as enzimas sejam Uteis em processos complexos de quimica fina, tais
como, oxidagoes, condensagdes ¢ hidrolises muito seletivas. As reagdes
enzimaticas apresentam as seguintes formas de especificidade: (1) especificidade
de reagdo, (2) especificidade de ligacao e (3) estereoespecificidade (por exemplo,
especificidade Otica). * Podem atuar seletivamente, com um tnico tipo de

substrato em uma solu¢do de compostos similares. Também sdo capazes de
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discriminar isémeros de um composto quiral*. ¥ Em conseqiiéncia de todas estas
caracteristicas, as enzimas sdo catalisadores de grande potencial industrial. Além
disso, s@0 as vezes a Unica alternativa para processos que exigem as caracteristicas
mencionadas acima.

Atualmente, os processos enzimaticos vém se mostrando excelentes
competidores dos processos quimicos tradicionais. Na industria alimenticia, o
processamento de alimentos requer reagdes muito especificas e seletivas e, na
industria farmacéutica, as reagdes lidam com substratos ou produtos complexos e
instaveis. Aqui € necessario ressaltar uma tendéncia da aplicagdo de processos
enzimdticos no nivel industrial, nos proximos anos, devido a crescente
preocupacdo com a preservacdo dos recursos ecoldgicos e devido a
implementagdo de novas legislagdes de controle ambiental, penalizando (multas e
até fechamento) as industrias que contaminam o meio ambiente.

Atualmente, varios processos enzimadticos sdo comercialmente utilizados,
entre eles, pode-se citar: hidrélise da penicilina pela penicilina G acilase para a
formagao do acido 6-aminopenicilanico; uso de invertase e glicose-isomerase na
industria alimenticia; utilizacdo de tripsina para a transformacao da insulina de
porco em insulina humana '*.

Apesar das excelentes perspectivas que as enzimas apresentam como
catalisadores, sua aplicacdo industrial ndo ¢ imediata, pois tém peculiaridades que
limitam sua utilizagdo em escala industrial. Na sua forma livre, sdo catalisadores
instaveis. Sao soliiveis no meio reacional e estdo presentes sempre em baixas
concentragdes. Por isso, sua separagdo do produto final é muitas vezes invidvel
economicamente, impedindo seu uso em forma soluvel em processos continuos.
Algumas enzimas podem apresentar inibi¢do competitiva por produtos da reagao,
e também podem catalisar “in vitro” reagdes que nao realizavam “in vivo” (por
exemplo, poderiam apresentar reacdes secundarias, tendo estereoespecificidade ou
regioseletividade diferentes) *. A complexidade inerente & estrutura da enzima
livre confere a esta uma baixa estabilidade operacional.

A engenharia enzimatica busca aumentar a estabilidade do biocatalisador ¢ a

carga enzimatica no reator através da imobilizacdo da enzima em suportes

* A . . . ..
Substincia que possui a0 menos um carbono assimétrico em sua estrutura.
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insoluveis. Desta forma, economiza-se na producdo do biocatalisador e na
separacio do produto final, além de se poder reduzir o volume do reator 2°.

Muitas enzimas foram designadas pela adi¢do do sufixo ase ao nome do
substrato, isto é, a molécula sobre a qual exerce acdo catalitica. Contudo essa
nomenclatura nem sempre tem sido pratica, resultando que muitas enzimas
receberam nomes pouco informativos, sob o ponto de vista quimico. Uma
classificagdo sistemdtica das enzimas foi adotada por recomendagdo de uma
comissao internacional em enzimas (EC). O novo sistema divide as enzimas em
seis classes principais e conjuntos de subclasses, de acordo com o tipo de reagao
catalisada '™. Por causa dos diferentes sistemas de nomenclatura varios nomes
podem ser aplicados a uma tUnica enzima. A enzima utilizada neste trabalho sera

designada aqui por penicilina G acilase (PGA).

2.1.1 Penicilina G Acilase

Uma das enzimas de maior interesse industrial é a PGA *. A enzima PGA
[EC 3.5.1.11] é também conhecida como penicilina amidase, penicilina
amidohidrolase ou penicilina aciltransferase 2* °* ' Sua nomenclatura aprovada
pela comissdo de enzimas ¢ benzilpenicilina amidohidrolase.

PGA originada de varios microorganismos (Streptomyces lavendulae,
Norcadia, Proteus rettgeri, E. coli, Bacillus megaterium, A. faecalis) foi relatada
desde 1960 * e sua atividade varia consideravelmente de acordo com o
microrganismo de origem *. PGA de Escherichia coli (empregada neste trabalho)
¢ a enzima mais estudada com respeito a sintese de antibiéticos semi-sintéticos. >
Ela ¢ um o,B-heterodimero e se localiza no espago periplasmatico das células de
E. coli produtoras . A atividade especifica da enzima ¢é estimada em 40 Ul/mg de
enzima pura %7 sendo 1 UI (unidade internacional) definida como a concentragdo
em pumol de 6-APA produzida por minuto a partir da hidrolise de penicilina G, PG
a37°C e pH 8.

lumol de6 — APA (
min

101 = 37°C, pH 8,0)

O centro ativo da enzima se encontra situado entre as duas subunidades (ver

Figura 2.1). A subunidade a, de 20 kDa, ¢ responsavel pelo reconhecimento do
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substrato especifico para a enzima (especificidade), ou seja, reconhece a cadeia
lateral do substrato, e a subunidade [, de 70 kDa, contribui com um residuo serina

1332 Ambas subunidades sdo

terminal essencial para a atividade catalitica
produzidas a partir de uma pré-proteina na qual os peptideos desenvolvidos sdao
separados por um peptideo-espacador, e sdo precedidos por um lider seqiiencial
que direciona a proteina para o periplasma. Durante ou depois do transporte para o
periplasma, o peptideo-lider ¢ removido, a proteina dobra e o peptideo-espagador

¢ cortado para produzir a a,B-enzima desenvolvida 2.

Figura 2.1: PGA de E. coli, subunidade o (em lilas),
subunidade B (em vermelho) e serina (em
verde).

Em 1995, a estrutura tridimensional da PGA e um mecanismo para a
hidrolise da penicilina G foram apresentados *. A enzima contém um unico
residuo catalitico, a serina N-terminal da subunidade . O centro ativo da PGA
tem uma estrutura complexa que envolve sitios de dominio hidrofobico. Juntas, as
subunidades formam a enzima cataliticamente ativa. Sua dissociacdo ocasiona a
inativacdo da mesma. O mecanismo de ag¢do que faz o acoplamento enzima-
substrato ¢ complexo, pois a serina cataliticamente ativa (situada no centro ativo)
¢ inacessivel a agdo do meio quando ndo estd presente acido fenilacético ou um
composto andlogo. Assim, na presenca desses substratos hd uma série de
mudangas conformacionais, fazendo o sitio ativo (serina) da enzima ser exposto e

permitindo que se forme o complexo acil-serina.

10
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2.1.2 Uso da PGA como Catalisador de Sintese de Antibioticos

Penicilinas acilase estdo sendo usadas em industrias farmacéuticas para a
fabricacdo de 6-APA e 7-ADCA (4cido 7 amino- diacetocefalosporamico). '**!%
Além desta aplicacdo principal, as PGAs fornecem ferramentas tteis para realizar
reagdes em sintese organica. Isto estd de acordo com a tendéncia de aumento do
uso de enzimas como catalisadores para construir moléculas organicas,
particularmente onde a estereoespecificidade absoluta ¢ necessaria. Varias
enzimas s3o usadas na resoluco racémica de aminoécidos, amidas e alcoois. ** O
principio fundamental no desenvolvimento de tais processos ¢ sua
estereoespecificidade. ** Também catalisam a hidrolise de ésteres de fenilacetil de
certos carbindis, e os produtos gerados sdo matérias-primas para sintese de varios
produtos naturais e antibidticos. Além disso, sdo usadas em reagdes de protegdo e
desprote¢do dos grupos funcionais tanto de aminoacidos e peptideos como de
acucares.

As penicilinas semi-sintéticas apresentam melhores propriedades que as
obtidas unicamente por fermentagdo. Elas possuem maior estabilidade, sio melhor
absorvidas pelo organismo e originam menos reagdes colaterais. Uma prova da
importancia que estes compostos vém alcancando ¢ que 85% das penicilinas
produzidas sdo obtidas a partir da modificagio quimica do 6-APA. *” Estimou-se
que a producdo mundial anual do intermediario fundamental, 6-APA, chegaria a
7.000 toneladas no ano 2000. '** A produc¢io mundial de 6-APA para o ano 2000
foi de 9.000 toneladas. '® Estes dados confirmam que o uso da PGA na industria
farmacéutica continuard sendo primordial nas proximas décadas. A utilizacdo da
PGA industrialmente como catalisador requer o conhecimento de suas
propriedades intrinsecas, pois assim ¢ possivel tracar os limites das condicdes
experimentais que serdo empregadas nas reacoes enzimaticas.

Em um reator industrial, a simples dissociagdo das subunidades da PGA
seria suficiente para provocar sua inativagdo irreversivel. Quanto mais ativos e
estaveis os derivados enzimaticos utilizados, maior sera a viabilidade econdmica
de sua utilizagdo. Dos problemas mencionados para utilizacdo de enzimas como

catalisadores, dois de fundamental importancia devem ser ressaltados:

11
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1. Sua solubilidade ao meio reacional, que dificulta sua separagdo dos produtos e
sua reutilizacgao ¢;
2. Sua baixa estabilidade nas condigdes de reagao.
Esses problemas podem ser solucionados usando-se diferentes tipos de

suportes para imobiliza¢ao da enzima.

2.1.3 Imobilizacio da PGA

Imobilizagdo de enzimas ¢ uma alternativa bem estabelecida no
desenvolvimento de processos. A variedade de métodos e suportes existentes
permite um grande nimero de combinagdes, de forma que praticamente toda
enzima pode ser imobilizada. '® Os melhores resultados na imobilizagdo de
proteinas sdo obtidos quando se mantém ou se realca a sua estabilidade estrutural
e térmica em vista de aplicacdes em longos periodos. ™!

Apesar das excelentes perspectivas que as enzimas apresentam como
catalisadores, sua aplicacdo industrial ndo ¢ imediata. Tém elevado custo, sdo
soliveis em agua e estdo presentes sempre em baixas concentragdes. Por isso, sua
separacao do produto final ¢ muitas vezes invidvel economicamente, impedindo
seu uso em processos continuos. Os problemas podem ser solucionados usando
enzima imobilizada. Numerosas técnicas de imobilizagdo para PGA foram
testadas em escala de bancada. Por exemplo, adsor¢do, ligacdo cruzada, ligagao
covalente e encapsulamento (ver Figura 2.2). ***'* Segundo Van Beynum, * uma
enzima imobilizada ¢ aquela que esté fisicamente confinada ou localizada em uma
regido definida do espago com reteng¢do de sua atividade catalitica, podendo ser
utilizada repetida e continuamente. Os fatores economicos que sdo levados em
consideracdo para estabelecer a possibilidade de se usar enzima imobilizadas sdo:
(1) custo da enzima, (2) ampliagdo da necessidade de enzima purificada, (3)
custos dos produtos quimicos da imobilizagdo e do processo de imobilizagdo, (4)
estabilidade enzimatica; (5) efeitos de inibi¢do e envenenamento *.

O método de imobilizagdo, neste trabalho, consistiu em ligar
covalentemente as enzimas a suportes insoluveis em agua, ja que o meio reacional
¢ aquoso. Essa técnica de imobilizagdo ¢ a mais antiga e prevalecente. As enzimas

sdo covalentemente ligadas ao suporte na presenca de um inibidor competitivo ou

12
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substrato para prevenir a possibilidade de dano ao sitio ativo da enzima. ' A
selecdo das condicdes para imobilizagdao ¢ mais dificil que em outros métodos de
ligagdo. So alguns suportes que contém sitios reativos podem ligar-se diretamente
com as enzimas. A maioria dos materiais-suporte ndo possui esta caracteristica,
mas tem grupos hidroxil, amino, amida ou carboxil que requerem ativagdo
anterior para formagdo da ligacdo covalente com a enzima. Este ¢ o caso dos
suportes utilizados neste trabalho. Para preservar a atividade enzimatica, o suporte
s6 pode se combinar quimicamente com grupos funcionais da enzima que nao sao
essenciais para sua agdo catalitica. Os reagentes usados também devem ser tais
que ndo afetem a ligagdo ou os residuos de aminoacidos essenciais do sitio ativo

da enzima.

Enzima

(O]

%G
)
)

Figura 2.2: Representacdo diagramatica das técnicas de imobilizacdo. (a) liga¢ao
covalente, (b) adsor¢do, (c) entrecruzamento, (d) encapsulamento. *

Depois que as ligagdes covalentes sao formadas, a natureza forte da ligacao
impede o arraste do biocatalisador para fora dos poros do suporte. O
biocatalisador assim produzido deve ter algumas caracteristicas importantes:
promover o aumento da interacdo enzima-substrato e a diminuicdo da inibi¢do
pelo produto; alterar o pH 6timo aparente para um valor desejado; desencorajar o

crescimento microbiano e facilitar a pronta recuperacdo da enzima para

13
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reutilizagdo. Para uso em um reator, o suporte deve ser estavel em solucao e nao
se deteriorar sob as condi¢des de reacao.

A escolha do método de ligacdo, como também do suporte insoluvel, é de
muita importancia. As propriedades das enzimas imobilizadas sdo governadas
pelas interagdes da enzima com o suporte. Tais interacdes fornecem uma enzima
imobilizada com propriedades quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas
especificas (ver Figura 2.3). Ao se imobilizar uma enzima eliminam-se diversos
problemas, porém a enzima imobilizada adquire outras caracteristicas que devem

ser analisadas.

Propriedades biogquimicas ‘ Caracteristicas quimicas

‘Cinética 2 tipo de reagdo ‘ Propriedades mecinicas

. A . Efeitos de transferéncia - .
Método de imohilizagéo| | de massa |{Estabilidade operacional
Rendimento (94 Eficiencia 4] N2 de ciclos
|
Desempenho
Enzima cansumida
Produtividade

Figura 2.3: Propriedades da enzima imobilizada. '®

No desenvolvimento dos processos com enzimas imobilizadas, um
parametro de fundamental importancia ¢ a estabilidade operacional (Figura 2.3).
Os processos com enzimas imobilizadas somente serdo mais econdémicos que 0s
processos com enzima livre se a meia-vida da enzima imobilizada for
suficientemente longa. *® A literatura a respeito de enzimas imobilizadas,
enfocando sua estabilidade e a importancia do atraso difusional ¢ muito vasta.
Seguem alguns casos, a titulo de ilustracdo: estimativa de parametros cinéticos e
de transferéncia de massa para producdo de etanol, a partir de amido liquefeito,
usando glicoamilase imobilizada em silica macroporosa; efeitos difusivos de
processos utilizando PGA imobilizada em silica e em gel de agarose; efeitos da

difusdo utilizando glicoamilase imobilizada em silica no processo de hidrdlise de
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maltose; estabilidade operacional de lipases imobilizadas em silica na hidrolise do
azeite de oliva; estudo comparativo da imobilizagdo de glicosidase em silica para
obter melhor estabilidade térmica do derivado sdo alguns exemplos concernentes

. . g ~ oqe 21.51 125.1
ao tipo de imobilizagdo e aos suportes utilizados neste trabalho. 2'=":68:73125.158

2.1.4 Suportes para Imobilizacio

Os suportes utilizados na imobilizagdo de enzimas podem ser classificados
de acordo com sua composi¢ao e morfologia. A Figura 2.4 mostra a classificagdo
dos suportes segundo sua composi¢dao. Quanto a morfologia, os suportes podem
ser porosos, ndo-porosos ou com estrutura gel. Na imobilizagdo de uma enzima, a
morfologia do poro e de sua superficie ¢ fator fundamental, pois este deve ser
suficientemente grande para permitir a acomodagdo da enzima e o livre acesso do
substrato; mas quanto maior o poro menor a area superficial do suporte e,
conseqiientemente, menor o espago disponivel para a ligacdo da enzima. O
suporte também deve apresentar numerosos grupos de facil ativagdo para
participar da formagdo das ligagdes com os grupos reacionais da enzima. Além da
morfologia do poro, as condigdes de imobilizagdo também devem ser
consideradas, pois elas influenciam na quantidade e na distribui¢do da enzima que

se liga ao suporte poroso.

| | _
| Sintéticos | | Mineraisl
Poli - | Protcinas | | ] i
oricsizzcsa Polistireno Arcia Vidro de poro-
N . sidade controlada
Poliacrilatos Bentorila )
T Ceramica de po-
Polivinilicos Horne-blenda rosidade controlada
CeIu!ose S22 Nylen Pedra-pomes Silica de poro -
Pectna Albumina sidade controlada
Agar . -
Quitia Gelalina Oxido de Ferro
Amido Seda Oxido de Niquel

Figura 2.4: Suportes para imobilizagdo. ¢

Diferentes suportes ja foram usados na imobilizacao da PGA, tais como: gel

de agarose, silica macroporosa, epoxi, aluminosilicato mesoporoso (MCM-41),
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resinas poliacrilicas como amberlite XAD7, particulas de nylon e quitosana.
9,15,18,35,42,48,86,124,167

2.1.4.1 Gel de agarose

O gel de agarose foi o primeiro suporte a ser utilizado neste trabalho, por
possuir uma grande area superficial, ser de facil ativagdo a partir de grupos
hidroxila, e apresentar boas propriedades mecanicas, que o tornam resistente a
agitacdo e a pressoes relativamente altas, podendo ser usado sem dificuldade em
condicoes industriais.

A agarose ¢ uma fragdo de um polimero natural conhecido como é4gar. Este
polimero natural ¢ obtido a partir de algas vermelhas, entre elas as conhecidas
como Gelidium amansii, G. subcostatum, G. japonicum, Pterocladia tenius,

163 Quas caracteristicas

Ceramium boydenii, ® Gloiopeltis complanata.
dependem nao s6 das algas utilizadas para sua obtengdo, mas também, da época
de coleta, lugar e método de extragdo. As duas fragdes que formam o agar sdo
chamadas agarose e agaropectina pela sua semelhanca com as duas fragdes que
formam o amido. A agarose, fracdo geleificante do agar, ¢ um polimero cuja
cadeia principal ¢ constituida por agarobiose, molécula formada por 1,3-B-D-
galactopiranose e 1,4-a-galactopiranose (Figura 2.5) ou seu derivado anidro 1,3-

B-D-galactopiranose 3,6-anidro-galactose (Figura 2.6).
CHJOH

OH O OH CH20>{
OH
OH O

H

HO

Figura 2.5: molécula de agarobiose.

A cadeia de agarose tem uma estrutura de dupla hélice que se agrega para
formar uma estrutura tridimensional capaz de reter liquidos no seu interior. A
agaropectina possui a mesma composi¢cdo, mas algumas unidades dos polimeros
sdo substituidas por 4-6-O-(1-carboxietilidena)-D-galactopiranose ou por agucares

Co . 136,150
residuais sulfatados ou metilados.
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H
0
CH
s
HO &
H OH

Figura 2.6: Derivado anidro da galactose.

A resisténcia mecanica do gel de agarose pode diminuir em até 75% quando
este ¢ usado como suporte para imobiliza¢des e ndo se recomenda a sua utilizagdo
em temperaturas superiores a 50°C. ' Porém sua baixa densidade de cargas
elétricas livres e sua pouca reatividade tornam esses géis muito atrativos para
aplicagdes em processos biotecnoldgicos.

Para melhorar suas caracteristicas mecanicas € aumentar sua estabilidade, as
hélices duplas do polimero podem ser refor¢adas por interligacdes, num processo
conhecido como ligacdo cruzada. Muito freqiientemente, usa-se 2-3-
dibromopropanal como agente de ligacdo entre as fibras. Uma caracteristica do
gel de agarose, quando comparado com outros géis naturais, ¢ o grande raio de
poro, na faixa de 20-680A, dependendo do método de preparacio e da

concentracdo do polimero. '

2.1.4.2 Silica macroporosa

Existe uma grande variedade de suportes para imobilizacdo. A silica
macroporosa apresenta uma série de vantagens, tais como: elevada resisténcia
mecanica a compressdo, estabilidade térmica, resisténcia a ataque de
microrganismos e de solventes organicos, e facil regeneragdo por processo de
pirdlise. % Entretanto, normalmente apresentam baixa resisténcia a abrasio e
cisalhamento. A silica macroporosa ¢ um dos suportes ja estudados pelo grupo de
trabalho do DEQ/UFSCar, por isso foi o segundo suporte escolhido para produzir
derivados estabilizados de PGA de E. coli.

Silica porosa ¢ uma das varias formas de silica amorfa. Outras formas sao
precipitados nao-porosos, hidrogéis de silica, materiais pirogé€nicos, minerais

opalinos. Essas substancias variam consideravelmente na aparéncia, dureza e grau
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de hidratagdo, mas podem ser consideradas como produtos da policondensagao do
acido ortosilicico-Si(OH),. 12

Textura porosa da silica, area superficial especifica, volume e didmetro do
poro dependem do tamanho e empacotamento das particulas elementares. Uma
particula elementar consiste de uma rede tridimensional de tetraedros de SiOu,
cada atomo de silicio estando ligado a quatro oxigénios e cada oxigénio estando
ligado a dois silicios. A superficie da particula ¢ coberta com grupos OH que sdo
responsaveis pela natureza hidrofilica da silica normal, e numerosas moléculas de
agua sao ligadas aos grupos OH durante o processo de condensacgao polimérica do
acido ortosilicico, gerando o hidrogel. Quando esse hidrogel ¢ seco, com o
processo de policondensa¢do ainda ocorrendo, um xerogel (silica porosa) ¢
formado. **"*® Analises de raio-X apresentadas por Pereira, 1996 '* revelaram
que a silica utilizada neste trabalho ¢ amorfa.

Os silandis na superficie da silica porosa podem reagir com varios
componentes quimicos ficando superficialmente estdveis e permitindo, assim, a
adaptacdo da superficie para aplicacdes especificas. Das diversas reacdes
quimicas que podem ocorrer na superficie da silica porosa, '* a reacio com
compostos orgassilanicos foi utilizada para a ativacdo do suporte neste trabalho.
Além da morfologia do poro, as condigdes de imobilizagdo também devem ser
consideradas, pois influenciam na quantidade e na distribui¢do da enzima que se

liga ao suporte poroso.

2.2 PENICILINAS

As penicilinas, antibidticos empregados, inicialmente, para o tratamento de
doengas infecciosas de origem bacteriana, sdo produzidas por varias espécies de
Penicillium, principalmente pelo P. chrysogenum, bem como por outras espécies
de fungos. A benzilpenicilina, desde sua descoberta, sempre teve maior atividade
in vivo. Seu largo uso se deve a baixa toxicidade e alta seguranca como agente
quimioterapico. Apesar disso, apresenta sérias limitagdes: rapida excrecdo através
dos rins, espectro limitado, susceptibilidade a todas as -lactamases conhecidas e,
em conseqiiéncia de seu sistema anelar, alta reatividade quimica, tanto em meio

basico como acido, impedindo sua utilizagdo por via oral. Além disso, pode

18



Revisdo Bibliogrdfica

desencadear efeito alérgico, como urticaria. Devido a essas limitagcdes, compostos
de maior estabilidade e lenta velocidade de excre¢do ja eram desejados mesmo no

I 116,132
inicio do uso da droga. ''®"?

2.2.1 Historico

O estudo de Pasteur, em 1877, que descreve a inibicdo do crescimento do
bacilo carbunculoso na urina por outras bactérias que ali se desenvolviam ao
mesmo tempo, pode ser destacado como o precursor dos estudos que levaram a
descoberta da penicilina e, conseqlientemente, dos demais antibidticos. Seus
trabalhos enfatizam principalmente o antagonismo entre bactérias. Em 1886,
Bartolomeu Gosio isolou, de um fungo que denominou Penicillium glaucum,
pequena quantidade de uma substancia bactericida. Enerst Duchesne, em 1897,
publicou uma tese de doutoramento “Contribui¢do ao estudo da concorréncia vital
entre os microrganismos. Antagonismo entre os bolores e os microbios”, em que
demonstrou o antagonismo entre certos bolores e bactérias patogénicas, in vivo,
pela inoculagdo concomitante, em um animal, de culturas e verificando a
atenuacao da viruléncia. A indicagdo de possiveis aplicacdes terapéuticas surge
freqilentemente como conclusdo destes trabalhos. ''®'%

Em 1928, Sir Alexander Fleming, > professor de bacteriologia no St Mary's
Hospital da Universidade de Londres, estudando mais ou menos ao acaso o bolor,
verificou que o mesmo fez desaparecer, em algumas placas, estafilococcus em
volta da formag¢do miceliana. Fleming notou que este fungo, isolado, e
identificado mais tarde como sendo o Penicillium notatum, produzia uma
substancia bactericida seletiva. Por conveniéncia, ele chamou o filtrado do caldo
de cultura “penicillin”. Em 1929, publicou, no British Journal of Experimental
Pathology, trabalho mostrando o poderoso efeito antibacteriano da substancia
contida no caldo, em diferentes bactérias e em diferentes graus. Estudou sua
estabilidade quanto ao tempo, condi¢des de temperatura e pH, bem como sua
toxicidade. Sugeriu seu uso terapéutico como anti-séptico.

Em 1940, Chain et al. publicaram trabalho sobre as propriedades quimicas,
farmacoldgicas e quimioterdpicas da substincia produzida pelo fungo e descrita

por Fleming. Era um pé castanho, levemente soluvel em agua, obtido do meio de
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cultura, que, mesmo nao sendo puro, mostrou atividade antibacteriana muito alta e
ndo parecia relacionar-se com qualquer substidncia quimioteripica em uso na
época. Um extenso trabalho dos primeiros resultados clinicos, juntamente com o
método de extracdo, foi publicado por Abraham et al. em 1941.

Foi na Inglaterra, em 1941, que a penicilina foi testada pela primeira vez em
ser humano. Em 1942, iniciaram-se os testes clinicos nos Estados Unidos. Devido
as péssimas condi¢des impostas pelo estado de guerra, na Inglaterra, verificou-se a
impossibilidade de se produzir a penicilina em grande escala naquele pais. Em
1941, Howard Walter Florey e N. G. Heatley foram para os Estados Unidos e, nos
laboratorios americanos, com a colaboracdo de Robert D. Coghill aperfeicoaram
as técnicas britanicas e as aplicaram na manufatura industrial da penicilina
naquele pais. Em 1945, Fleming juntamente com Florey e Chain ganharam o
prémio Nobel de medicina.

A descoberta da penicilina, o primeiro antibidtico que encontrou uso pratico
no homem, marcou o inicio de uma era que produziu grande numero de tais
substancias. As primeiras penicilinas, biossintéticas, ainda hoje estdo em uso
clinico. Outras, semi-sintéticas, com amplo espectro e melhores propriedades

farmaco-cinéticas, foram paulatinamente sendo utilizadas.

2.2.2 Estrutura Geral

A estrutura basica das penicilinas contém uma série de componentes: um
anel tetragonal PB-lactdmico fundido a outro tiazolidinico, e uma cadeia lateral
variavel ligada ao sistema biciclico na posi¢ao 6, através do grupo acilamino, uma

carboxila em 3, e duas metilas em 2, conforme férmula geral:

R = cadeia lateral variavel
Figura 2.7: Estrutura geral das penicilinas.
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O anel B-lactaimico ¢ uma condensacdo de moléculas de alanina e -
dimetilcisteina para formar nucleos penam. O anel B-lactdmico é essencial para
atividade antimicrobial e a cadeia lateral determina o espectro de atividade e as
propriedades farmaco-cinéticas do composto. Modificagdes estruturais da cadeia
lateral da penicilina podem levar de algum modo a um aumento de estabilidade

frente a B-lactamases e assim, expandir a atividade antibacterial das penicilinas.

2.2.3 Nomenclatura

Uma vez determinado que as penicilinas possuem um nucleo comum e
diferem apenas na cadeia lateral, elas foram, primeiramente, distinguidas, na
Inglaterra, por algarismos romanos e nos Estados Unidos, por letras, seguindo a
seqiiéncia de suas descobertas. Para evitar ambiguidade na nomenclatura o
sistema de numeros e letras foi substituido por prefixos, indicando a natureza da
cadeia lateral. Deste modo, o grupo amida ¢ incluido no nome basico penicilina.

O sistema de anel biciclico ndo substituido (Fiqura 2.7) ¢ denominado
penam. Assim as penicilinas s3o também chamadas acidos 6-acilamino-2,2-
dimetilpenam-3-carboxilico, obedecendo a numeragdo aceita desde o inicio dos
estudos e indicada na estruturacao da Figura 2.7. O penam com duas metilas no
carbono 2 e a carboxila em 3 ¢ denominado &4cido penicilanico. Portanto, as

penicilinas sdo, ainda, chamadas acidos 6-acilaminopenicilanicos.

2.2.4 Uso Terapéutico

As penicilinas s3o mais ativas contra bactérias gram-positivas do que contra
as gram-negativas. A mais usada, entre todas, ¢ a benzilpenicilina. A obtengdo de
derivados levou a compostos mais ativos contra os gram-negativos. As varias

penicilinas podem ser divididas em seis grupos: 2

(1) penicilinas naturais (ex.:
benzilpenicilina), 2) penicilinas administradas oralmente (ex.:
fenoximetilpenicilina, ou penicilina V), (3) penicilinas anti-estafilococais (ex.:
meticilina, oxacilina), (4) penicilinas de amplo-espectro (ex.: ampicilina,
amoxicilina), (5) penicilinas ativas contra P. aeruginosa (ex.: carbenicilina), e (6)

penicilinas resistentes as -lactamases (ex.: formidacilina, temocilina).
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As penicilinas sdo administradas via oral, intramuscular, endovenosa e
topica. Sao inativadas em meio acido com relativa facilidade e, por isso, algumas
ndo tém atividade por via oral, por serem degradadas pela acdo do suco géstrico.
Sdao notaveis em sua auséncia geral de toxicidade. Esta falta de toxicidade ¢
marcante em individuos normais, mas o amplo uso destas substancias torna
consideravel a incidéncia de reagdo adversa, o que exige cuidado em sua
prescricao. O efeito adverso mais comum ¢ uma reagdo alérgica a qual pode levar

de leves erupgdes até choque anafilatico que pode ser fatal.
2.2.5 Obtencao
As penicilinas podem ser obtidas por fermentagdo, por via semi-sintética ou

sintética.

2.2.5.1 Fermentacao

Por este processo foi obtida acima de uma centena de penicilinas. Destas
somente a benzilpenicilina e a fenoximetilpenicilina sdo de grande utilidade
clinica. Sao produtores, principalmente, o Penicillium notatum e o P.
chrysogenum, além de outras espécies de fungos. Por volta de 1970, com os
melhoramentos no meio e no processo de cultura, a produgdo industrial de
penicilina tinha chegado a 20.000 unidades por mililitro.

Os meios de cultura para o crescimento dos organismos contém poucos
ingredientes basicos: acucar fermentavel, uma adequada fonte de nitrogénio e
tampado, ou outros meios para controlar o pH. Com o uso de dgua de milho no
meio de cultura, no inicio dos estudos sobre a producao da penicilina, observou-se
um grande aumento no rendimento e reducdo no periodo necessario para
incubacdo. A adi¢do de dacido fenilacético ao meio de cultura aumenta o
rendimento na produg¢do de benzilpenicilina. Estes resultados, somados aos
estudos de biossintese, levaram a obten¢do de penicilinas com diferentes cadeias
laterais, através da adi¢do de precursores adequados ao meio de cultura. Porém,
nao foi obtido composto comparavel a benzilpenicilina quanto a sua agdo

antibacteriana.
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2.2.5.2 Semi-sintéticas

A adicdo de precursor ao meio de fermentacdo teve alcance limitado na
obtencdo de novas penicilinas. Em 1959, entretanto, o acido 6-aminopenicilanico
foi descoberto e sintetizado em quantidade. Isto possibilitou a acilagdo de seu

aminogrupo e iniciou a sintese de uma ampla faixa de outros derivados. **

2.2.5.3 Sintéticas

A sintese total de penicilinas, de modo geral, tem pouca importancia,
quando comparada com os processos de fermentagdo e sintese parcial. Apenas
algumas penicilinas foram obtidas por este meio, embora exista grande interesse
na obten¢do de antibidticos B-lactdmicos em geral. A dificuldade na sintese de
penicilinas esta relacionada a certas caracteristicas da molécula principalmente a
ligagdo amida, bastante labil, do anel B-lactamico. O processo de sintese envolve
varias etapas de baixo rendimento e alto custo, ndo competindo com os outros

processos de obtencao.

2.3 AMPICILINA

Em 1949, os Estados Unidos eram o maior pais produtor de antibioticos,
com uma producdo anual de aproximadamente 83 toneladas de penicilina G
sodica. Em 1982, a produgdo mundial de penicilina era maior que 12.000
toneladas, e a Europa era o maior produtor. 170. Em 1995, a produ¢do mundial
era de aproximadamente 33.000 toneladas, um aumento de cinco vezes em relagao
a década de 60. Aproximadamente 75% da penicilina fabricada (~33.000 ton) era
convertida em penicilinas e cefalosporinas semi-sintéticas °.

Ampicilina “acido (2S, 5R, 6R)-6-[(R)-2-amino-2-fenilacetamido]-3,3-
dimetil-7-ox0-4-tia-1-aza-biciclo [3.2.0] heptano-2-carboxilico]” ¢ um antibidtico
B-lactamico semi-sintético e foi preparada pela primeira vez por Doyle em 1961.
A férmula molecular da ampicilina ¢ C;H9N304S com massa molar de 349,42. O
anel B-lactamico, que ¢ composto de trés atomos de carbono e um de nitrogénio,
pode ser visto na Figura 2.8. As caracteristicas da ampicilina, abaixo relacionadas,
podem ser encontradas no seguinte endereco eletrénico:

http://www.dsm.com/dai/products.
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Quimica - Ampicilina ¢ uma aminopenicilina, s6 se diferenciando
estruturalmente de penicilina G pela presenga de um grupo amino na posicao alfa
no anel benzénico. Ampicilina esta disponivel comercialmente na forma
trihidratada para administragdo oral e como sal de so6dio para administragao
intramuscular. Sua poténcia ¢ expressa em termos de ampicilina calculada em
base anidra. Ampicilina trihidratada ocorre como um pd branco cristalino,
praticamente sem odor que ¢ ligeiramente soluvel em agua (solubilidade aquosa
de cerca de 6mg/ml a 20°C e cerca de 10mg/mL a 40°C). Ampicilina sodica
ocorre como um pod branco, cristalino, sem odor, higroscopico, muito soluvel em
agua.

Estabilidade — Ciapsulas de ampicilina para suspensdao oral devem ser
armazenadas entre 15 e 30°C. A suspensdo oral pronta preferencialmente deve ser
refrigerada entre 2 e 8°C por catorze dias, mas ¢ estavel por sete dias a
temperatura ambiente. Inje¢des de solugdao de ampicilina sodica devem ser usadas
dentro de 1 hora e ndo devem ser congeladas. Ampicilina sddica ¢ potencialmente
(quimica e fisica) incompativel com algumas drogas, incluindo aminoglicosidases,
mas a compatibilidade depende de vérios fatores (por exemplo: concentragdo das
drogas, espécie do diluente usado, pH resultante, temperatura).

Espectro — Com base em seu espectro de atividade, ampicilina ¢ classificada
como uma aminopenicilina. Ampicilina compartilha os mesmos usos que outras
aminopenicilinas, principalmente para o tratamento de infec¢des causadas por
bactérias gram-negativas suscetiveis (por exemplo, Haemophilus influenzae,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitides, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Salmonella sp.). Ampicilina também ¢é usada para o tratamento de
infeccoes causadas por bactérias gram-positivas suscetiveis (por exemplo,
Streptococcus pneumoniae, estafilococitos nao produtores de penicilinases,
Clostridium sp, Bacillus antracis, Corinebacterium xerose, Listeria e grande parte
dos enterococos); entretanto, como outras aminopenicilinas, a ampicilina
geralmente ndo deve ser usada para o tratamento de infec¢des por estreptococos
ou estafilococos, quando a penicilina natural seria efetiva. Oralmente
administrada, a ampicilina ndo deve ser usada para tratamentos iniciais graves,

infecgdes com risco de morte. Ampicilina geralmente tem o mesmo espectro de
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atividade e o mesmo nivel de atividade contra organismos suscetiveis a
amoxicilina,;entretanto, ¢ menos ativa in vitro que a amoxicilina contra
enterococitos e Salmonella sp., porém mais ativa que amoxicilina contra Shigella
e enterobactérias.

Absorc¢ao — Ampicilinas anidra e trihidratada geralmente sdo estaveis na presenca
de secrecdes gastricas acidas e 30 a 55% da dose oral ¢ absorvida em adultos em
jejum. A presenga de alimentos no estdmago geralmente diminui velocidade e
extensdo da absor¢do de ampicilina. Ampicilina ¢ distribuida pela bilis.
Concentragdes biliares de ampicilina em pacientes com fung¢ao biliar normal pode
ser 1 — 30 vezes maiores que concentragdes simultaneas no soro, para doses orais

unicas de ampicilina.

a
f 5 H
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Figura 2.8: Ampicilina e circundadoo anel B-lactamico.

2.4 CINETICA ENZIMATICA

Os microrganismos sdo utilizados industrialmente em conversdes
bioquimicas de compostos organicos soluveis em dagua. As células dos
microrganismos sao usadas como fonte de enzimas em estudos de bancada e em
aplicagdes comerciais. Os produtos dessas conversdes podem ser: bebidas como
cervejas e vinhos, faArmacos como antibioticos e esterdides.

A hidrélise da sacarose catalisada pela invertase desempenhou um
importante papel no desenvolvimento inicial de uma equacdo adequada para
explicar o comportamento de reagdes catalisadas por enzimas. Na época, havia
numerosas hipoteses para explicar o diferente comportamento cinético, mas
nenhuma recebeu plena aceitagdo, até a proposta sugerida por Brown, 1902, de
um modelo em que um complexo enzima-substrato era um intermedirio
153

obrigatorio na seqiiéncia da reagao.

E+S<ES—>E+P
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O modelo proposto por Brown para reagdes enzimaticas resistiu ao tempo.
Porém, era estritamente intuitivo e carecia de uma fundamentacdo matematica.
Um tratamento matematico deste modelo foi mostrado por Vitor Henri em 1903.
Foi Henri quem obteve a equagdo que ¢ freqiientemente atribuida a Michaelis-
Menten. Na verdade, Michaelis ¢ Menten reconhecem que o proposito de seus
trabalhos era fornecer confirmagdo experimental a formulacdo publicada por
Henri: '

_ VmaxS
K, +S

- (2.1)

Em uma concentra¢ao constante de enzima, E, a velocidade de uma reacao
catalisada por enzima, r;, aumenta com o aumento da concentracdo do substrato,
S. Uma caracteristica das reagdes catalisadas por enzima, na auséncia de efeitos de
inibicao pelo substrato, ¢ que a velocidade tende assintoticamente a um maximo
quando S tende ao infinito. Essa velocidade maxima ¢ geralmente expressa por
Vinax- ‘A observacao experimental do comportamento de enzimas mostra que ha,
para a maioria delas, desvios do modelo de Michaelis-Menten. Estes desvios
podem ser explicados por efeitos inibidores do substrato e/ou produto. ''*'33,

Baseando-se nesta constatacdo, modelos mais complexos foram desenvolvidos a

partir da equagao 2.1.

2.5 SINTESE ENZIMATICA DE AMPICILINA

Hoje, os antibioticos semi-sintéticos [-lactamicos, tais como ampicilina,
amoxicilina, cefalexina, cefadroxil, cefaclor, sdo preparados, em escala industrial,
por métodos quimicos. Geralmente, eles t€ém o grupo carboxil da cadeia lateral
protegido, com posterior remo¢ao do grupo de prote¢do por hidrolise. Por
exemplo, a ampicilina pode ser preparada pela reagdo com 6-APA, tendo o grupo
carboxil da D-fenilglicina protegido como acido D-fenilglicina cloro, seguido da
remog¢ao do grupo de prote¢ao por hidrdlise. Estas reagdes tipicamente envolvem
passos dispendiosos, tais como o uso de vdrias etapas, com o perigo de ocorrer
racemizagoes e reagdes secundarias; utilizacdo de compostos altamente toxicos
(piridina, dimetilanilina, diclorometano, etc) e necessidade de trabalhar com

temperaturas extremamente baixas (-40°C). 263031
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A penicilina estudada neste trabalho (ampicilina) ¢ semi-sintética, pois parte
da molécula (nucleo PB-lactdimico ou 6-APA) ¢ produzida por fermentacao
(natural). Ao se adicionar a cadeia lateral (FG) o 6-APA, forma-se a ampicilina,
que nao ¢ produzida por fermentacao.

Cada uma das variaveis que definem o meio reacional (pH, temperatura,
natureza e concentragdo dos solventes, entre outros) tem efeitos diferentes sobre a
sintese enzimatica de ampicilina, por isso as condi¢des Otimas de reacdo sao
estabelecidas ndo otimizando uma das variaveis de interesse, mas buscando faixas
de condi¢des que permitam obter simultaneamente bons valores em todos os
parametros industriais do processo enzimatico.

Duas possiveis estratégias de sintese enzimatica de antibidticos semi-
sintéticos com PGA sdo a rota de sintese termodinamicamente controlada e a

cineticamente controlada (Figura 2.9).

controle cinético

equilibrio

Rendimento

controle termodinamico

tempo

Figura 2.9: Rendimento da sintese de ampicilina em fun¢do do
tempo, controle cinético e controle termodinamico. '™

Processos enzimaticos de condensacdo, em principio, podem ser realizados
via rota de controle termodindmico ou de controle cinético. A sintese
termodinamicamente controlada segue em dire¢do ao equilibrio, enquanto a
sintese cineticamente controlada pode ultrapassar o equilibrio, dependendo das
condicdes de reacdo e das propriedades do biocatalisador. Na sintese

cineticamente controlada o rendimento do produto ¢ determinado pelo balanco
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entre as atividades esterase, sintetase e amidase, que sdo diferentemente afetadas

c ~ 91
pelas condi¢des de reacao.

2.5.1 Sintese Termodinamicamente Controlada

Sob qualquer ponto de vista (tedrico, pratico, econdmico, etc), esta seria a
estratégia mais simples de sintese de antibioticos semi-sintéticos. ** Neste caso
haveria a condensagdo direta do doador de acil (fenilglicina) e do nucleo
antibidtico (6-APA). A reacdo inversa seria a hidrolise da ampicilina, ver Figura
2.10. Em termos de processo, deve-se buscar o deslocamento do equilibrio no

sentido da sintese.
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Figura 2.10: Sintese de ampicilina termodinamicamente controlada.

4

H

Virios trabalhos reportam ser invidvel em meio aquoso a sintese
termodinamicamente controlada de ampicilina, diretamente a partir de fenilglicina
(FG) e de 6-APA. Ha dois sérios inconvenientes nessa rota. O primeiro, de
natureza cinética, estd relacionado com a dificuldade da PGA de E. coli ligar-se a

18,39,122
formas carregadas de substratos. '**

Para que o substrato seja reconhecido e o
sitio hidrofoébico se “abra”, a FG deveria ter os grupos carboxil e amino

descarregados (ver Figura 2.10). Entretanto, dada a diferenca entre os respectivos
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pK’s, nao havera nenhum pH em que seja apreciavel a concentragdo de moléculas

nessa situagdo (estado de ionizacdo II na Figura 2.10). Quando o grupo carboxil
da FG ndo estd ionizado, seu grupo amino estd na forma NH;, estado de

ionizagdo I (Figura 2.10). Ao se aumentar continuamente o pH do meio, a FG
perde primeiro o hidrogénio do grupo carboxil para depois perder o hidrogénio do
grupo amino, chegando ao estado de ionizagao III (Figura 2.10). Esta
peculiaridade da PGA de E. coli ¢ um obstaculo importante a sintese direta (ou
“termodinamicamente controlada”) de antibidticos P-lactamicos que contenham
um grupo amino ligado ao carbono o, como ¢ o caso da ampicilina.

O segundo inconveniente ¢ de natureza termodindmica: em meio aquoso o
equilibrio da reacdo esta fortemente deslocado no sentido da hidrdlise, como se
verd a seguir. Assim, hd em tese trés opgdes para melhorar os rendimentos da
sintese termodindmica: usar PGA’s de outra origem microbiana, diminuir a
concentragdo de agua (a reacdo sera deslocada no sentido da sintese) ou favorecer
a presenga de substrato na forma ndo-idnica, atuando sobre as constantes de
ionizagao.

A primeira alternativa foi testada, empregando PGA isolada de
Xanthomonas sp. ' Observou-se que essa enzima nio necessitava que o substrato
estivesse neutro para reconhecé-lo e tinha alta especificidade para substratos que
possuiam um grupo a-amino. A hidrdlise de ampicilina e cefalexina foi testada a
pH 7 e se observou que a reag@o de hidrélise era favorecida termodinamicamente
e a sintese desses antibidticos, diretamente a partir de fenilglicina e 6-APA ou 7-
ADCA nao era factivel em meio aquoso.

Testaram-se solventes organicos para contornar o problema do equilibrio
termodinamico, porém a dificuldade nessa solucdo ¢ a estabilidade da enzima em
meio organico; sua atividade é reduzida em virtude de mudangas conformacionais
indesejadas pelo meio hidrofobico. ™!

Esta rota, embora simples, ¢ uma estratégia rigida, ja que o rendimento do
produto ¢ determinado exclusivamente pela constante de equilibrio. Uma forma de
contornar esses problemas ¢ a substitui¢do da FG por um derivado: éster, amida,
ou fenilglicina N-acilada. Com este procedimento, elimina-se o radical carboxil

que, desprotonado, prejudica o reconhecimento do substrato pela enzima de E.
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coli. A reagdo de sintese a partir desses derivados ¢ denominada “cineticamente
controlada”. O emprego de ésteres ¢ mais vantajoso para a sintese de muitos
antibioticos B-lactdmicos, do ponto de vista termodindmico, que o uso de outros
derivados. A energia de Gibbs padrio da sintese a partir de ésteres ¢
consideravelmente reduzida, e o pH 6timo muda da faixa acida para uma faixa

O] 162
fracamente 4cida ou neutra. '°

2.5.2 Sintese Cineticamente Controlada

Na sintese cineticamente controlada, o rendimento do produto ¢
determinado pelo balango entre as atividades esterase, sintetase e amidase, que sdo
diferentemente afetadas pelas condicdes de reacdo. *' A Figura 2.11 ilustra a
sintese de ampicilina cineticamente controlada a partir de éster metilico de

fenilglicina (EMFG) e 6-APA (rota de sintese deste trabalho).

// [0)
(0) N H
a 4 . B 3 TH —C— M ,
— M +
Il\HZ \OCH; N : NH, Ir H, GH,0H
7 OH N
O (OCH
Ester Metilico de Fenilglicina 6-APA Ampicilina Metanol
Hidrolise 2
H(id}ggl)ise 1 (HO)
HN H,

(H—O0H H—O0

| + qLoH | + H,

N, 3 NH, SN

(0] COOH

Fenilglicina (PG) Metanol Fenilglicina (PG)
Figura 2.11: Sintese de ampicilina cineticamente controlada.

Esta ¢ uma das estratégias de sintese mais populares na literatura cientifica
2299819 Como ja se viu, uma alternativa para lidar com a limitagio
termodindmica da sintese de ampicilina ¢ o uso de derivados ativos de FG, como
ésteres ¢ amidas. De tais compostos, 0 EMFG levou a rendimentos mais altos do
que as amidas ***7. Note-se que essa rota apresenta uma nova reac¢io paralela,

indesejada: a formagdo de FG e metanol pela hidrolise do EMFG. Além disso, a
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ampicilina produzida pode, também, ser hidrolisada em FG e 6-APA. Para se
obter rendimento mais alto em ampicilina, a sintese ¢ interrompida antes que a
velocidade de hidrdlise do antibidtico se torne maior que sua velocidade de sintese
53

Para facilitar a compreensdo da discussdo que segue, definem-se aqui os
critérios usados para avaliar o desempenho do processo de sintese: rendimento ¢
[antibiotico  produzido/EMFG  consumido]; seletividade ¢ [antibiotico
produzido/fenilglicina  produzida] e  produtividade ¢é  [antibidtico
produzido/tempo/volume de reator].

O mecanismo da rota cineticamente controlada da sintese enzimatica de
ampicilina segue duas etapas. Inicialmente, um grupo da enzima liga-se
covalentemente com o derivado da cadeia lateral, formando o intermediario acil-
enzima. O sitio ativo da enzima de E. coli s6 formard este intermediario se o
grupo a-amino na molécula de EMFG estiver desprotonado. Em seguida, na
desacilagdo, esse doador acil (complexo acil-enzima) reagira com o nucledfilo (6-
APA), formara o antibiodtico e a enzima regenerada. E necessario que o nucleéfilo
se encontre adsorvido no centro ativo da enzima antes da formacdo do acil-
enzima, ja que a concentra¢do de dgua ¢ extremamente maior que a de 6-APA.
4571 Assim, se o nucledfilo ndo estiver posicionado, o complexo acil-enzima
desacilar-se-4 com a 4gua formando FG (hidrdlise 1 da Figura 2.11). A formagao
do complexo acil-enzima também ocorre com o antibidtico; a alta concentracdo de
agua promove a desacilagdo do intermediario liberando FG e 6-APA e novamente
regenerando a enzima (hidrolise 2 da Figura 2.11).

A estrutura do sitio ativo da PGA ¢ complexa, em forma de bolsa com
grupamentos serina e asparagina, entre outros. Na Figura 2.12 vé-se uma proposta
de mecanismo catalitico que mostra a importante fun¢ao das pontes de hidrogénio
entre a agua e o grupo o.-amino da serina B1 (altamente nucleofilico). O substrato
também interage com os nitrogénios B69 e os da ligacdo lateral da asparagina
B241. Nessa bolsa (sitio ativo) a serina Bl fica posicionada para um ataque
nucleofilico ao carbono carbonil do substrato (penicilina G, no caso da Figura
2.12). ** Quando o substrato é o EMFG, sua hidrdlise segue esse mesmo

mecanismo. A dissociagdo do 6-APA pode ter efeito na sintese de ampicilina, pois
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ele tem de estar neutro para aceitar préoton e dirigir um ataque nucleofilico sobre o
grupo 4cido do intermedirio acil-enzima °. O papel da molécula de 4gua,
formando ponte de hidrogénio no amino terminal da serina B1, entretanto, ndo ¢
consensual. McVey et al., 2001, "' propuseram outro mecanismo de formagio do
complexo acil-enzima que dispensa essa interacdo com uma molécula de agua. A
atividade da enzima seria altamente dependente da asparagina B241 (contribui
com o posicionamento do substrato e sitio ativo), sugerindo que um par Ser-Asn

seria uma maneira mais apropriada para descrever seu sitio ativo.
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Figura 2.12: Passos do mecanismo proposto para a acao catalitica da penicilina G
acilase na hidrélise de penicilina G. *

Esta rota de sintese parece mais complexa que a termodinamicamente
controlada, mas tem caracteristicas interessantes. A rota ¢ realizada em condigoes
suaves de reacdo (meio aquoso), rendimentos mais elevados que a rota
termodinamicamente controlada sdo obtidos, e as velocidades de reacao sdao mais

elevadas. Como a enzima atua como transferase e como hidrolase, os rendimentos
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dependem das propriedades da enzima, dos substratos e das varidveis
experimentais (pH, temperatura, forca idnica, presenca de solventes organicos).
Por exemplo, a 4° C a velocidade da reagdo de sintese de ampicilina supera
as velocidades das reagdes de hidrolise, resultando em alto rendimento de sintese
— as custas, entretanto, de uma menor produtividade, em virtude da menor
temperatura. Viu-se, também, que a interagdo dos efeitos do pH-temperatura era
importante e que o efeito do pH era mais significativo em uma temperatura mais
baixa (4°C). ** Estas caracteristicas indicam que a analise dos experimentos deve

integrar todos os fatores que influenciam a reagao.

2.5.3 Efeito dos Solventes Organicos

Do ponto de vista termodindmico, os solventes organicos sdo
imprescindiveis em sistemas monofasicos de sintese enzimatica de antibidticos
semi-sintéticos. Os solventes alteram as constantes termodindmicas de
dissociacdo, aumentando os valores dos pK’s dos grupos carboxilicos. Reduzem,
ainda, a concentragdo de agua, desfavorecendo assim a reacdo de hidrolise. Por
outro lado, se a enzima estiver em forma soltvel (ndo imobilizada) pode ocorrer
sua precipitagdo em meio apolar.

No caso da sintese cineticamente controlada, a presenga de solventes
organicos (etilenoglicol, metanol, etanol, acetona, dimetilformamida) leva a um
aumento de rendimento de sintese, quando se trabalha numa faixa de concentragio
baixa de substrato (< 50mM) ##47149181 yyando o solvente esta muito diluido, o
rendimento de sintese aumenta a medida que aumenta sua concentracdo (0s
resultados mais expressivos sdo obtidos usando metanol), mas para solugdes
acima de 40% v/v esse rendimento comeca a decrescer. Neste caso, ocorre queda
de atividade da enzima em virtude de mudancas indesejadas de sua estrutura
terciaria em meio hidrofobico, que dificultam o acesso dos substratos ao sitio
ativo. "% Solventes organicos foram empregados na rota cineticamente
controlada para minimizar as reacdes indesejadas de hidrolise, apesar da redugdo

da estabilidade da enzima em meio organico. >"2*!:134
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2.5.4 Dependéncia do pH

Em catélise enzimatica ¢ necessario escolher cuidadosamente o pH do meio
e controla-lo, pois essa varidvel interfere diretamente na formacdo do complexo
enzima-substrato. A dependéncia das constantes cinéticas de reacdes enzimaticas
com relacao ao pH pode render informagdes importantes sobre o mecanismo de
intera¢dao enzima-substrato.

Em sinteses cineticamente controladas, uma redu¢cdo de pH diminui a
velocidade de hidrdlise do éster e do antibiotico. Entretanto, a velocidade de
hidrélise do substrato diminui mais que a do antibidtico. Desta forma, se a reagao
for interrompida em momento conveniente, o rendimento da reagdo com relagdo

ao éster (ou amina) precursor da cadeia lateral pode ser maximizado. *>%7133

No mecanismo proposto por Ospina et al. (1996) *°

o grupo amino do 6-
APA ndo pode estar protonado; ao contrario, deve estar pronto para dirigir um
ataque nucleofilico sobre o complexo intermediario acil-enzima. Assim, o efeito
do pH na reacdo de sintese esta também fortemente ligado a dissociacdo do 6-
APA. Quando aqueles autores promoveram sinteses de ampicilina a varios pHs, a
seletividade aumentou quando se trabalhou a menores pHs (até 6,0); abaixo desse
valor a seletividade da reacdao diminuiu.

Outro aspecto que ¢ influenciado pelo pH ¢ a desacilagdo do complexo acil-
enzima (sintese do antibiotico ou hidrdlise do EMFG). Ela ¢ prejudicada pela
queda do pH, mas o ataque nucleofilico pelo 6-APA ¢ menos afetado (pois, 6-
APA ainda estd com grupo amino na forma NH; em pH mais baixo, pK, = 2,5 ¢
pKsp =4,9) do que o promovido pela dgua: a velocidade de sintese decresce menos
que a de hidrélise do EMFG, aumentando assim a seletividade da sintese. ‘%

Note-se, ainda, que a atividade catalitica da enzima cai em pHs acidos, pois
o grupo amino da serina terminal precisa estar descarregado para poder promover
o ataque nucleofilico a liga¢do carboxilica (éster ou amida) do substrato (vide
primeira etapa do mecanismo na Figura 2.12). Uma possivel explicacdo para o
aumento de seletividade da sintese quando se diminui o pH pode estar na maior
afinidade do 6-APA para adsorcdo em seu respectivo sitio na enzima, quando o

pH ¢ reduzido, mas ndo tanto a ponto de desnaturar a enzima. Isso pode parecer

contraditério com a necessidade do grupo amino livre do 6-APA dever estar
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desprotonado para o ataque nucleofilico ao acil-enzima (desacilagdao), mas
resultados experimentais em pH igual a 6,5 indicaram claramente esse

. 55,69
favorecimento

. Em valores de pH ainda mais baixos (<6,0), a seletividade
diminui novamente. Esta Gltima queda pode ser atribuida a enzima estar fora da

sua faixa de estabilidade.

2.5.5 Dependéncia da Temperatura

A velocidade de reagdes catalisadas por enzimas aumenta com o aumento da
temperatura, até certo ponto. Acima de uma certa temperatura, a atividade da
enzima decresce com a temperatura por causa de sua desnaturacdo. Assim, o
efeito da temperatura sobre as enzimas ¢ regido por dois fendmenos opostos: (1) o
aumento na atividade enzimadtica segue equacdes tipo Arrhenius; (2) a perda de
atividade pode ser devida a desnaturagcdo térmica da enzima, que possui uma
cinética de desnaturacdo que também varia com a temperatura de acordo com a
equacdo de Arrhenius *"'*'%.

Numa sintese controlada pelo equilibrio termodinamico, o efeito da
temperatura sobre a conversdo pode ser antecipado. Quando a reacdo ¢
exotérmica, como no caso da formacdo de benzilpenicilina a partir de 4cido
fenilacético (AFA) e 6-APA, a conversao (definida como antibiotico
formada/AFA inicialmente presente) decresce com o aumento da temperatura.
Para processos endotérmicos, como a formagao de fenoximetilpenicilina, acontece
o contrario. Entretanto, para a sintese cineticamente controlada de ampicilina a
questdo da seletividade ¢ essencial. Como se trata de sistema reacional complexo,
série-paralelo, os efeitos térmicos nao sdo imediatamente previsiveis. Ao se
favorecer a hidrolise 1 (ver Figura 2.11) perde-se substrato e se eleva o custo
global do processo. Por outro lado, trabalhando-se com tempos de residéncia no
reator inadequados, pode-se favorecer a hidrélise 2, novamente encarecendo o
processo. H4 um decréscimo do rendimento maximo de sintese com o aumento da
temperatura. Comparando-se as velocidades de hidrolise 1 e 2, e de sintese em
duas temperaturas, obviamente, todas velocidades diminuem com a redugdo da
temperatura, mas as velocidades de hidrolise sdo mais significativamente afetadas

12,55,69,87,97 - . -
na menor temperatura. ™7 E nessa condi¢io que se observam as maiores
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velocidades relativas (sintese do antibiotico/hidrolise do éster), assim favorecendo
uma maior conversdo em antibidtico. Entretanto, a temperaturas mais baixas a
produtividade do reator caird. Na sintese de ampicilina, a queda do rendimento
ndo ¢ linear com o aumento da temperatura: ele se mantém com uma tendéncia

decrescente suave até 20°C e a partir deste ponto ha uma diminuicéo sensivel. ¥’

2.5.6 Efeito da Concentracio Ionica

A concentragao idnica do meio reacional ¢ mais uma variavel que interfere
nas propriedades cataliticas da enzima. Altas concentragdes de sais inorganicos
induzem a dissociacdo das sub-unidades da proteina, o que poderia resultar em
uma diminui¢do dréstica da atividade enzimatica. O controle de pH no reator, em
escala industrial, ¢ feito pela adicdo de NaOH em combina¢do com um tampao,
normalmente fosfato de potassio. Porém, uma concentracdo idnica alta pode
encarecer os processos de purificacdo subseqiientes, j4 que antibidticos sdo
produtos que requerem alto grau de pureza.

Um aumento na concentragdo ionica de tampao fosfato no meio reacional
leva a um aumento da velocidade de hidrolise da penicilina G para a producao de
6-APA ', Nas sinteses de antibioticos B-lactimicos realizadas com enzimas
livres, o efeito de uma alta concentracdo i6nica (um tampao fosfato ou um sal
inerte como NaCl) no meio reacional inibe a sintese do antibidtico, assim uma
redugdo da concentragio idnica aumentaria a seletividade no sentido da sintese '*.
Quando se utiliza enzima imobilizada, o rendimento de sintese de ampicilina
aumenta com o aumento da concentracao de tampao fosfato até 25mM. Acima
dessa concentracdao o rendimento de sintese volta a cair, pois numa concentragao
ionica alta a enzima diminui sua capacidade de adsor¢do de substrato e, assim,

.. . . , g e, 4
diminui sua capacidade de sintese de antibiotico **>*>>%.

2.5.7 Influéncia da Concentrac¢ao dos Substratos

O 6-APA atua hora como inibidor, hora como ativador na forma¢ao do
complexo acil-enzima durante a sintese do antibidtico. Esse efeito ¢ mais
acentuado nos ensaios realizados a pH mais 4cido, pois nestas condi¢des o 6-APA

estaria mais adsorvido a enzima, indicando que a velocidade de sintese ¢
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proporcional a fracdo de 6-APA adsorvida & enzima. “>"*% Um aumento no
rendimento e/ou seletividade de sintese do antibidtico ¢ observado quando se
aumenta a concentrago de reagentes no meio reacional '726273755:73:84.96.109,171

Uma estratégia promissora para reacdo enzimatica envolve o uso de
substratos e/ou produtos sélidos. *’ Neste caso, suspensdes dos produtos e/ou
substratos estdo presentes no meio reacional, enquanto a reacdo enzimatica
acontece na fase liquida. Esta estratégia ¢ especialmente vantajosa, pois com a
ampicilina cristalizada facilita-se a purificagdo ao mesmo tempo em que se reduz
a reacdo de hidrolise 22717,

A sintese de ampicilina realizada em concentracdes iniciais altas de
substratos (= 100mM) alcanca rendimentos maiores (~ 90%) do que as sinteses
realizadas em concentragdes iniciais de substratos bem abaixo das concentragdes
de saturacdo. Porém, hd um inconveniente: devido a grande concentra¢do do
produto no meio reacional '’ pode ocorrer degradagio de ampicilina em niveis
inaceitaveis. Outro inconveniente ¢ a presenga de EMFG em concentragdo alta, o
que aumenta a solubilidade do antibidtico, efeito ndo desejado, pois dificulta sua
separagdo do meio '”°.

Ampicilina, como qualquer outro antibidtico B-lactdmico com um grupo
amino na cadeia lateral, pode, sob certas circunstancias, formar acido penicildico,
polimeros, entre outros produtos de degradacao. A estabilidade da ampicilina em
solugdes aquosas e diferentes pH’s foi estudada, e sua degradagdao em condigdes

4cidas é mais lenta 53145

. Para minimizar os efeitos da degradacdo do antibiotico,
solugdes classicas como filtragdo ou cristalizacdo e, também, sinteses em pH

acido podem ser adotadas.

2.6 REDES NEURAIS NA CINETICA DA SINTESE DE AMPICILINA

A modelagem matemadtica e a simulagdo de processos bioquimicos utilizam
amplamente modelos deterministicos cada vez mais complexos. No entanto, em
alguns casos, esses modelos nao se aplicam devido a falta de informacao
experimental ou mesmo a complexidade do sistema em estudo. * Como ja visto, a
sintese enzimatica cineticamente controlada de ampicilina realizada neste trabalho

partiu de EMFG e 6-APA. O uso de EMFG para acilagdo do anel B-lactamico, 6-
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APA, resulta num sistema reativo s€rie-paralelo, cujas reagdes indesejadas de
hidrolise (do EMFG e do antibiotico) ocorrem simultaneamente a de formagdo do
antibiotico (Figura 2.13). Varios autores apresentaram modelos cinéticos para as

~ , o A 47,52,53,73,95,97,134,135
reagdes de sintese de antibidticos P-lactamicos, *73233739597.13413

porém todos
vém acompanhados de numerosas simplifica¢cdes. Modelos semi-empiricos e
mecanisticos classicos simplificados ndo conseguem ser extrapolados para toda a
faixa de estudo.

transferase

EMFG + 6-APA+H,0 AMP +CH;OH+HO

- (s) / _
hidrol;;sX\\ hld(i‘l% l)ase

(hl
FG+CHyOH+6-APA

Figura 2.13: Reagdes envolvidas na sintese enzimatica de ampicilina a partir de
EMFG.

A cinética da sintese enzimatica de antibidticos B-lactamicos semi-sintéticos
¢ complexa e altamente nao-linear. Conseqiientemente, sua modelagem
mecanistica conduz a equagdes de velocidade de reagdo com grande ntimero de
parametros. O desenvolvimento de modelos empiricos alternativos tem grande
relevancia neste caso. Uma alternativa factivel aos modelos cinéticos
convencionais ¢ o uso de redes neurais artificiais (RNA), uma técnica de
inteligéncia artificial cujo ponto forte ¢ apreender as caracteristicas da resposta de
um sistema a partir de conjuntos experimentais de dados de entrada e/ou saida.
Esta ferramenta apresenta a capacidade de reproduzir comportamentos nao-
lineares complexos diretamente a partir de dados do processo, e de se adaptar a
mudangas no comportamento dindimico do mesmo através de um procedimento de
treinamento ou aprendizado. ' Assim, RNAs podem substituir ou complementar
modelos deterministicos. A aplicacdo de RNAs em processos biotecnologicos
vem aumentando nos ultimos anos. Elas t€m sido utilizadas para estimar variaveis
de estado, para determinar fases bioldgicas em conjunto com sistemas
especialistas, monitorando reatores bioquimicos. **

Uma RNA ¢ composta por um conjunto de neurdnios com capacidade de
processamento, € sua topologia define a forma como estes neurdnios estdo

conectados. Seja x um conjunto de dados de entrada, f{x) a fungdo saida. A
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estimativa da saida f{x) ¢ f(x), funcdo do vetor de entrada e dos coeficientes de
adaptacdo da rede (pesos) w. De uma maneira geral, o que se deseja obter € o
valor do incremento Aw a ser aplicado ao vetor w que faca f(x) aproximar-se de
ftx). Este procedimento ¢ chamado de treinamento ou aprendizado da rede. Dois
eficientes algoritmos para isso s3o os de Marquardt (1963), para problemas de
menores dimensdes, e o de retropropagagdo, que nio leva em conta todas as
dimensdes do erro para o calculo de seu gradiente com respeito aos pesos a cada
iteracdo, mas as custas de uma convergéncia mais lenta. Este Gltimo algoritmo ¢
mais adequado a redes com maior numero de neurénios. Ambos buscam o valor
de w que, em geral, minimiza o quadrado da norma dos erros, |f(x) — fx)|I*;
usualmente, recai-se em problema de minimos quadrados.

Os neurdnios sdo a base da rede neural. Os componentes de um neurdnio
artificial sdo: ®
1. Entradas e Saidas
2. Pesos
3. Limiar do Neurdnio
4. Funcgodes de Transferéncia

A arquitetura de uma RNA se refere a como seus neurdnios estdo
interconectados. Fazem parte da definicdo da arquitetura os seguintes parametros:
nimero de camadas da rede, numero de neurdnios em cada camada, tipo de
conexao entre 0s neurdnios.

Treinar uma rede neural consiste em um processo iterativo de ajuste de
parametros: os pesos das conexdes entre as unidades de processamento, que
guardam, ao final do processo, o conhecimento que a rede adquiriu do ambiente
em que estd operando. Diversos métodos para treinamento de redes foram
desenvolvidos, podendo ser agrupados em dois grupos principais: aprendizado
supervisionado e aprendizado nao supervisionado. Outros dois grupos bastante
conhecidos sdo os de aprendizado por refor¢co (caso particular de aprendizado
supervisionado) e aprendizado por competicdo (caso particular de aprendizado

ndo-supervisionado).
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Existem véarios algoritmos para treinar redes. Uma das formas mais comuns
de treinamento de redes neurais ¢ o método de correcao de erros. Uma das
técnicas dessa classe é conhecida como retropropagacio (back-propagation). ®

O algoritmo de retropropagacao ¢ supervisionado e utiliza pares (entrada,
saida desejada) para, por meio de um mecanismo de correcdo de erros, ajustar os
pesos da rede. O treinamento ocorre em duas fases, chamadas de fase forward e
fase backward. A fase forward ¢é utilizada para definir a saida da rede para um
dado padrio de entrada. A fase backward utiliza a saida desejada e a saida
fornecida pela rede para atualizar os pesos de suas conexdes.

Existem muitos pardmetros que controlam o desempenho e capacidade
preditiva de uma RNA. Para se obter uma rede eficiente, deve-se levar em conta
varios aspectos. No caso da RNA escolhida neste trabalho, eles sdo: (1) sele¢ao do
numero de camadas ocultas e do nimero de neuronios nelas contidos; (2)
normalizacdo do conjunto de dados de entrada/saida; (3) inicializacdo dos pesos;
(4) determinacdo da taxa de aprendizado e do termo de momento; (5) selecdo de
uma fun¢do de transferéncia apropriada e (6) realizacdo de testes de sobre-
treinamento e de validagao.

A rede neural ¢ um exemplo de modelo empirico e opera por ajuste de
curva. E paralela, pois cada neurdnio trabalha independentemente dos outros. Por
causa do paralelismo, redes neurais tém uma melhor capacidade de filtragdo de
dados com ruidos ou incompletos. Porém, a rede neural tem algumas limitagdes,
pois necessita de longos tempos de treinamento, grandes quantidades de dados
para o treinamento e ndo tem nenhuma garantia de bom resultado e robustez em
extrapolagdes. A rede neural pode cair em minimos locais durante seu
treinamento, ser precisa em determinadas regides e imprecisas em outras.

A explosao do uso de redes neurais aplicadas a engenharia pode ser
atribuida a algumas razdes: *°
1. O grande avango de hardware que possibilitou que o treinamento das redes

fosse econdmico, relativamente facil e rapido;
2. O sucesso na aplicagdo de RNAs, que utilizam técnicas algoritmicas, como

SENSOores,;
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3. A capacidade de extrair informag¢des das plantas industriais de maneira
eficiente;

4. Alguns profissionais sustentam que RNAs s3o mais faceis de usar e aplicar a
processos reais quando comparadas a modelos polinomiais ou estatisticos;

5. Finalmente a versatilidade na estrutura e aplicagdo das RNAs possibilita seu

uso com modelos convencionais (sistemas hibridos).

2.7 SISTEMA HIiBRIDO NEURAL
Embora RNAs tenham se mostrado uma técnica eficiente para a solucio de

um grande numero de problemas, ¢ um grave erro afirmar que elas sdo suficientes

para resolver qualquer tipo de problema. RNAs apresentam varios limitagdes que

ndo permitem seu uso exclusivo. Sistemas hibridos combinam dois ou mais tipos
diferentes de enfoques de modelagem matematica, podendo um deles ser uma

RNA. "

A utilizagdo de redes neurais em modelos hibridos ¢ pratica difundida em
véarios campos. ' Modelos hibridos podem ser constituidos por modelos
fenomenoldgicos acoplados a redes neurais, cuja funcio ¢ fornecer pardmetros ou
substituir equagdes constitutivas do modelo. A idéia por trds do desenvolvimento
de sistemas hibridos ¢ a de que uma unica técnica, devido as suas limitagdes e/ou
deficiéncias, pode ndo ser capaz, por si sO, de resolver um dado problema. Neste
caso, a combinagdo de duas ou mais técnicas pode levar a uma solugdo mais
robusta e eficiente. E importante ressaltar, porém, que a utilizagio de sistemas
hibridos ndo leva necessariamente a uma melhora do desempenho do sistema
como um todo sobre aquele obtido individualmente pelas técnicas que foram
combinadas para gera-los. Um importante foco de pesquisas em sistemas hibridos
tem sido o de combinar técnicas fortemente baseadas em dados (RNAs, por
exemplo) com técnicas que utilizam de conhecimento.

Uma metodologia geral para formulagio de um modelo hibrido-neural é: '

e [Estabelecer as equagdes de balanco que, junto com relagdes termodindmicas e
de transporte, permitem relacionar as variaveis de entrada e saida com
parametros do modelo;

e Determinar quais os parametros do modelo que serdo estimados pela rede

neural e estabelecer a dependéncia com as variaveis de entrada;
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e Determinar a estrutura e o treinamento das redes neurais usando dados obtidos
do processo;

e Avaliar a qualidade do ajuste ¢ a capacidade de predicio do modelo final
usando dados ndo incluidos no ajuste.

Em reacdes enzimaticas, muitos efeitos podem influenciar a velocidade de
reacdo, tais como inibi¢do/ativacdo por produtos e/ou reagentes. A obtencdo de
modelos que representem adequadamente o comportamento dos dados
experimentais nao ¢ uma tarefa facil. Para poder reduzir o nimero de parametros
que decorrem do modelo mecanistico usado, geralmente se fazem hipoteses muito
simplificadoras. Esses modelos tornam-se restritos e a expressdo da velocidade da
reacdo pouco generalizavel.

A aplicagdo de modelos hibridos usando RNAs em processos
biotecnoldgicos vem aumentando nos ultimos anos. Aspectos do problema que
sdo bem conhecidos sdo descritos fenomenologicamente, enquanto RNAs
descrevem os termos desconhecidos do modelo .

Com o intuito de ndo deixar o texto cansativo para o leitor, detalhes acerca
da rede neural, seus métodos de treinamento e de validagdo, utilizados neste
trabalho, bem como alguns principios de funcionamento de uma rede neural e

alguns aspectos histdricos estdo descritos no Apéndice A.

2.8 REATORES PARA SINTESE ENZIMATICA DE ANTIBIOTICOS

Para definicdo do tipo de reator e de suas condi¢cdes operacionais deve-se
levar em conta todo o conhecimento acerca da reagdo e do catalisador. A escolha
do melhor reator busca minimizar os problemas que surgem durante a reagdo para
se obter o maior rendimento, seletividade e/ou produtividade possiveis.

A escolha de um reator para sintese de ampicilina ¢ influenciada por
diversos fatores. Ao se realizar a sintese cineticamente controlada do antibidtico
ocorre uma queda no pH do meio devido as reagdes de hidrolise do EMFG e da
ampicilina. Assim, deve-se ter um controle dessa varidvel, mas, como ja visto, o
emprego de tampdes deve ser minimizado, pois sua presenca encarece a

purificagdo e extra¢cdo do produto.
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Para uma analise racional do sistema de reator com enzima imobilizada, ¢é
necessario investigar o efeito da resisténcia a transferéncia de massa externa as
particulas de catalisador, e das resisténcias difusionais no suporte poroso sobre a
velocidade global de reacdo. A restrigdo difusiva, que normalmente aparece em
catalise heterogénea, também tem sido freqlientemente encontrada em reagdes

138 Neste trabalho de doutorado este estudo nio foi

com enzimas imobilizadas.
realizado, pois trabalhos anteriores do grupo 2****7? detectaram a regiio em que
efeitos de transporte de massa sdo significativos. Assim, todos os experimentos
cinéticos foram realizados na regido em que os efeitos da resisténcia no filme
externo a particula e efeitos intraparticula foram eliminados.

No ambito deste trabalho foram comparadas alternativas de reator para a
produgdo de ampicilina na presenca de particulas de catalisador suspensas em
meio aquoso: reator convencional tipo tanque agitado, reator de leito fixo e reator
de escoamento em vortices (REV) de Taylor-Poiseuille. Este Gltimo reator tem
como caracteristica a presenca de vortices toroidais no espaco anular entre dois
cilindros, obtidos pela rotagdo do cilindro interno. Esse tipo de escoamento
apresenta algumas vantagens. A agitacdo obtida ¢ suave, embora eficiente,
tornando-o ideal em aplicagdes para as quais baixas tensdes de cisalhamento
sejam uma exigéncia do processo (como ¢ o caso dos suportes porosos utilizados
na imobilizacdo). Assim, para se atingir rendimentos mais altos e melhores
condi¢des operacionais, reatores ndo convencionais, como o REV, podem reduzir
os custos de processamento. Em um reator de mistura, a agitagdo pode ser muito
agressiva para as particulas de catalisador. No caso de um reator de leito
fluidizado, a velocidade axial necessdria a fluidiza¢do tornaria necessario operar
com alta razao de reciclo. Gradientes de pH entre o reator e o tanque de circulagdo
poderiam afetar substratos ou produtos. Um reator tubular de leito fixo pode
apresentar sérias limitagdes ao transporte de massa extraparticula, reduzindo a

velocidade aparente de reagdo e, conseqlientemente, a eficiéncia do processo.
2.8.1 Reator de Leito Fixo

O uso da silica como suporte para imobilizagdo de enzimas implica a

necessidade de uma configuracdo de reator que atenda a sua restricdo de baixa
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resisténcia ao cisalhamento. Dessa forma, reatores tipo tanque agitado — usados
nas reacdes de sintese com gel — ndo sdo indicados. Para viabilizar o estudo do
suporte silica, desde a medida de atividade da enzima imobilizada no suporte até a
garantia de operacdo sem limitacdo por efeitos difusivos, testou-se uma
configuragao de reator em leito fixo, com recirculagao. 60

O balango material em reator diferencial (com pequena massa de

catalisador) de leito fixo:

qAC, =W (2.2)
em que:
g ¢ a vazao volumétrica de recirculagao;
AC é a mudancga na concentragdo de substrato através do reator;
r € a velocidade de reagdo (considerada invariante ao longo do leito, pois o reator
¢ suposto diferencial) dada em mol por unidade de tempo por unidade de enzima
imobilizada;
W ¢ a massa da matriz de enzima imobilizada.

E necessaria uma baixa conversdo por passe no reator para ter uma
aproximacao de operacdo sem gradiente no sistema. Isso foi conseguido
empregando uma vazao volumétrica de recirculagdo ¢ suficientemente alta, de
forma que a conversdo por passe calculada através da equacgao 2.2 fosse pequena.
A sintese de ampicilina foi realizada utilizando-se o sistema com recirculagdo com

reator de leito fixo. A Figura 2.14 mostra um esquema do sistema reacional.

= X

Leito Fixo
i )
tatigue
homba
petistaltica

Figura 2.14: Esquema experimental do reator de leito fixo para sintese de
ampicilina catalisada por PGA imobilizada em silica.
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2.8.2 Reator de Escoamento em Vortices (REV)

O escoamento que aparece no espago anular entre dois cilindros, sendo que
ao menos um deles seja rotatorio, ¢ a base de numerosos estudos de
fluidodinamica. Observando a Figura 2.15 vé-se um esquema de dois cilindros
concéntricos com a formacao de pares de vortices com sentidos alternados de
rotacdo, pela rotacdo do cilindro interno. A partir de uma rotacao critica, inicia-se
a formagao de vortices toroidais sobrepostos ao fluxo principal de Couette.

O escoamento de um fluido entre cilindros concéntricos compridos, interno
estaciondrio e externo rotante, foi estudado por Couette (1890) para medir a
viscosidade dinamica, yu, do fluido. Couette propds dois arranjos experimentais:
medir o momento exercido pela rotagao de um cilindro externo sobre um cilindro
interno estacionario, com o fluido preenchendo o espaco anular, € medir o fluxo
através de tubos (método introduzido anteriormente por Poiseuille). A viscosidade
foi determinada através da medida do torque transmitido pelo fluido ao cilindro
interno''’. Embora os experimentos de Couette ndo fossem muito precisos,
constituiram-se em uma contribui¢do duradoura a fluidodindmica. A partir deles
consagrou-se a denominagdo de escoamento de Couette: o fluxo de cisalhamento

entre limites mdveis ou estaciondrios, circulares ou planos.

Figura 2.15: Reator de escoamento em vortice de Taylor-Poiseuille.

G. 1. Taylor (1923) ' determinou a velocidade de rotagdo critica dos
cilindros para a formagdo de vortices no espaco anular. A rotacdo do cilindro

interno impde uma forga centrifuga mais alta ao fluido adjacente do que aquele
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mais distante. Até certo limite, a for¢a viscosa consegue compensar esse efeito,
mas a partir da rotagdo chamada de critica, o escoamento de Couette torna-se
instavel. Surgem, entdo, pares de vortices girando em sentidos opostos. A
amplitude axial do vortice ¢ aproximadamente igual ao tamanho da abertura
anular. A energia que ¢ transmitida para o fluido pela rota¢dao do cilindro interno
produz dois movimentos rotacionais: uma rotagdo tangencial global e uma rotagao
secundaria (com componente axial e radial) dentro dos vortices.

Taylor calculou teoricamente e confirmou experimentalmente o critério para
a formagdo de vortices em um anel estreito, baseado no niumero de Taylor (7a),
assim chamado “a posteriori” por outros autores. Este autor descartou os termos
ndo lineares das equagdes de Navier-Stokes e conseguiu soluciond-las,
antecipando a rotagdo critica para o inicio da instabilidade. O escoamento de
Couette ¢ facilmente reprodutivel sendo, portanto, muito adequado para o estudo
das conseqiiéncias de disturbios infinitesimais em seu campo de velocidades.

Detalhes acerca do modelo do reator vide Apéndice B.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado em vérias etapas. Para cada uma, mostrar-se-ao
0s materiais, equipamentos ¢ procedimentos analiticos usados para uma melhor

visualizacdo das etapas experimentais desenvolvidas.

3.1 IMOBILIZACAO DA PGA EM DIFERENTES SUPORTES

A penicilina G acilase de Escherichia coli recombinante [EC 3.5.1.11] foi
doada por Antibidticos S.A., Espanha. O caldo doado contendo a solucdo de
enzima foi previamente purificado, centrifugado 11.000 rpm por 30 minutos a
4°C. Em seguida, fez-se a didlise, também a 4 °C, do sobrenadante. A PGA foi
dialisada e armazenada em congelador para todas as futuras imobilizagdes. A
atividade desta solucdo de enzima foi de 256 Ul/mL. Essa PGA foi imobilizada

em silica e em gel de agarose.

3.1.1 Materiais e Equipamentos
Materiais

e Suporte 1: agarose 6BCL, 8BCL e 10BCL (6%, 8% e 10% em peso)
produzida por Hispanagar S.A. (Espanha) doada por Dr. J. M. Guisan,
do Instituto de Catalise e Petréleo Quimica (ICP/CSIC), Madri,
Espanha.

e Suporte 2: silica macroporosa foi preparada conforme procedimento
descrito na literatura '®. A silica possuia a seguinte caracterizagdo:
273A de didmetro médio de poro; area BET: 56,6 mz/g; area de
adsor¢do 53,1 m%/g; volume de poros: 0,3262 m*/g.

e Reagentes de imobilizacdo: borohidreto de sodio, 2,3 epoxipropanol
(glicidol), periodato de sddio, bicarbonato de sddio, acido fenilacético,
hidroxido de sodio e fosfato de sédio, 3 glicidoxi propil trimetoxi silano
(GPTMS), acido 6-nitro-3-fenilacetamido benzodico (NIPAB), todos de
grau analitico de diversas marcas. Penicilina G da Paraquimica, p-

dimetilamino benzaldeido (PDAB) da Q.M.
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Equipamentos
e Balanga analitica marca QUIMIS modelo 500L210C;
e pHmetro marca Orion modelo 410;
e Espectrofotometro marca PHARMACIA BIOTECH modelo Ultrospec
2000;
e Banho termostatico marca BROOKFIELD modelo EX — 200;
e Bomba de vacuo marca QUIMIS, modelo Q-355B,;
e Agitador mecanico, marca LabMaster, modelo Lightnin L1UOS;

e Agitador magnético;

3.1.2 Pré-Tratamento das Membranas de Dialise

Preparou-se uma solu¢do de 100mM de NaHCO; ¢ 10mM de Na,EDTA
com pH 7. Transferiram-se as membranas para essa solugdo em banho
termostatico a 60°C com agitagdo por duas horas, trocou-se duas vezes a solugao
das membranas totalizando um tempo de seis horas. Em seguida, armazenaram-se

as membranas em geladeira com agua destilada.

3.1.3 Dialise

Inicialmente, colocou-se a solugcdo de enzima centrifugada a 4°C na
membrana de ultrafiltracdo pré-tratada. Em seguida, colocou-se a membrana em
um béquer (para 100mL de solugdo de enzima, usou-se béquer de 3L) contendo
tampao fosfato SmM e pH 6. A membrana contendo a solu¢do de enzima ficou em
contato com o tampao por dois dias a 4°C, e a cada doze horas a solu¢do de
tampao fosfato foi trocada. Apos 48 horas, tirou-se uma aliquota da solug¢ao para
verificar se havia ocorrido alguma perda da atividade enzimatica. Armazenou-se a

solugdo de enzima purificada em congelador para todas as futuras imobilizacdes.

3.2 ATIVACAO DOS SUPORTES

Suportes para imobilizagdo de enzimas devem apresentar boas propriedades
mecanicas e estabilidade quimica. A selecdo das condi¢des para imobilizagdo ¢
tarefa dificil, pois s6 alguns suportes, que ja contém sitios reativos, podem ligar-se

diretamente com as enzimas. A maioria dos materiais-suporte ndo possui esta
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caracteristica, tendo grupos hidroxil, amino, amida, ou carboxil que necessitam de
prévia ativagdo para formagao da ligagdo covalente com a enzima — este ¢ o caso
dos nossos suportes. A ativagdo dos suportes os preparou para combinarem-se
quimicamente so (ou preferencialmente) com os grupos funcionais da enzima que

ndo fossem essenciais para sua agdo catalitica.

3.2.1 Ativacio do Gel de Agarose

O gel de agarose (AG—OH) para poder ser utilizado na imobilizagdo de
PGA teve de ser previamente ativado e ficou com grupos gliceril. Os géis glioxil-
agarose foram preparados por eterificagdo (ativagdo) do gel com glicidol, como

mostrada na Figura 3.1:

O OH OH
= NaOH+NaBH, | |
AG—OH + CH._,—CH—CHI OH———%= A3 -OCHy CH-CH,

Figura 3.1: Reacdo do gel com glicidol em meio alcalino

Utilizou-se gel de agarose 8%, com ligacdes cruzadas, produzido por
Hispanagar S.A. (Espanha). Imobilizaram-se 50mL de gel. A esse volume de gel
adicionaram-se 10mL de 4gua, 17mL de uma solugdo 1,7N de NaOH e 0,475g de
NaBH,4 de maneira a se ter 28,5mg de NaBH4 por mL de gel de agarose. Esta
solugdo foi colocada em banho de gelo, na capela sob agitacdo suave com pas. Em
seguida, gotejaram-se 12mL de glicidol lentamente para que a temperatura do
meio ndo se elevasse. Apos o gotejamento, retirou-se o banho de gelo e essa
solucdo ficou sendo agitada por aproximadamente 18 horas. Apds esse periodo,
lavou-se o gel abundantemente com 4gua destilada usando um filtro poroso. Esse

gel ativado foi armazenado em geladeira para posteriores utilizagdes.

3.2.2 Oxidac¢ao do Gel Ativado a Gel Aldeido

OH OH D
| | NalQ _ ¢
AG-0OCH; CH-CH i —=AG-0OCH; <41 + HCHO

Figura 3.2: Reacdo de oxidagdo até gel-aldeido na presenca de periodato de sodio.
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Fez-se a oxidagdo do gel de agarose para obté-lo com terminacdes
aldeidicas e s0 entdo se realizou a imobilizagdo propriamente dita. Os grupos
aldeido reagiram com os grupos amino, principalmente dos residuos lisina da
enzima e, assim, esta foi imobilizada multipontualmente. Suspendeu-se o gel
ativado em agua destilada para a relagdo 1/10 em volume. Sob agitagdo com pas,
adicionaram-se 37,5mL de NalO4 0,1M. Deixou-se agitando por um periodo de
duas horas. Por ultimo, lavou-se abundantemente com agua destilada.

O numero total de grupos gliceril na agarose ¢ a soma dos grupos formados
pela eterificacdo, subprodutos da reacao de entrecruzamento. Pode-se conseguir
géis com uma quantidade de grupos aldeido desde 0 a 200 uM/mL, equivalente a

uma densidade superficial de 17-20 residuos aldeido/1000A .

3.2.3 Ativacao da Silica

Os silanéis na superficie da silica porosa podem reagir com varios
componentes quimicos produzindo entidades superficiais estaveis, permitindo,
assim, a adaptagdo da superficie da silica para aplicagdes especificas. A reacdo da
silica com compostos organosilanicos ¢ uma das diversas reagdes que podem
ocorrer em sua superficie. Os silanos sdo agentes de ligacdo de uma familia de
organosilicinas, que caracteristicamente possuem dois tipos diferentes de
funcionalidade quimica. A formula geral da molécula é R-Si-X, em que R ¢ o
grupo organo funcional ligado ao atomo de uma maneira termodindmica e
hidroliticamente estdvel e X designa os grupos hidrolizéveis ligados ao silicio.
Através do grupo X o silano reage com o suporte e através do grupo R podem
interagir com moléculas organicas. Fazendo isso, a molécula de silano forma
pontes quimicas entre as superficies organica e inorganica. A Figura 3.3 mostra a
reacdo de silanizacdo utilizada neste trabalho '8, Os agentes y-APTS (y-amino
propil trietoxi silano) e GPTMS (3 glicidoxi propil trimetoxi silano) foram

20,22

testados e o GPTMS mostrou-se mais adequado, pois os suportes

apresentaram uma superficie muito mais ativada.
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QCH: 7O
|- O+ CH.0-Si~(CH,); O~ CHy CH-CH,
Suporte OCH, GPTMS
OCH, L 0

| LN
|- 0—si~(CH,); 0-CH; CH-CH, + CH,OH
OCH,

Figura 3.3: Silanizacao (ativagdo) da silica porosa

A silica, para poder reagir com o GPTMS, deve estar protonada, ou seja,

com grupos hidroxila prontos para reagir. Em solu¢do aquosa e a baixo pH, os O~
da sua superficie estardo protonados. Assim, lavou-se a silica com acido nitrico
10% v/v, durante 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida a silica foi
lavada com a mesma solu¢do de acido nitrico e solugdes de acetona/dgua em
concentragdes crescentes de 25, 50, 75 e 100 % de acetona. Apos a lavagem, a
silica ficou em estufa durante 1 hora a 40 °C. A reagdo de silanizagdo com
GPTMS (ver Figura 3.3), para obtencdo do suporte glioxil-silica, foi realizada a
60 °C, pH 8,5 e na razdo de 30 mL de solucdo de GPTMS 5 % v/v por grama de
silica. Deixou-se reagir por 5 horas sob agitacdo suave. O pH da solucdo de
GPTMS foi corrigido com KOH, pois NaOH precipita 0 GPTMS. Em seguida o
suporte foi lavado com agua e solucdes de acetona/dgua em concentragdes
crescentes de 25, 50, 75 e 100 % de acetona. Apds a lavagem, a silica ficou em
estufa durante 1 hora a 40 °C. Procedeu-se a hidrolise dos grupos epoxidos com
solugdo de acido sulfurico 0,1 M por duas horas, a 85 °C, na mesma razdo da
silanizacdo, ou seja, 30 mL de solugdo de H,SO4 por grama de silica. Novamente
a silica foi lavada com agua e solugdes de acetona/dgua em concentragdes
crescentes de 25, 50, 75 e 100 % em volume de acetona. Apods a lavagem, a silica
ficou em estufa durante 1 hora a 40 °C. A Figura 3.4 mostra a reagdo com acido

sulfurico.
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QCHs /9N
|- 0—si-(CHy);-0-CH; CH-CH, +H,S0,
OCH, Suporte silamzado

OCH;
|—D—S|i—(CH2)3—D—CHZ—(|3H—(|3H2
OCH, OH OH

Figura 3.4: Hidrdlise do suporte silanizado com acido sulfurico.

3.2.4 Oxidacao da Silica Silanizada

O método de ativagdo do suporte mais adequado deve ser aquele que
produza grupos aldeidos moderadamente afastados do suporte para evitar
impedimento estérico. A principal vantagem de se utilizar grupos aldeidos ¢ a
reversibilidade da ligacdo amino-aldeido (enzima-suporte), que facilita a
imobilizacdo da enzima sem causar importantes distor¢des na estrutura protéica. A
reacdo de oxidagao da silica com periodato de sddio (NalO,) tem essa finalidade:
deixa o suporte com terminacgdes aldeidicas pronto para reagir com a enzima. A
reacdo de oxidacdo ocorreu em temperatura ambiente, por 1 hora, na razdo de
SmL de solugdo (40mM de NalO4) por grama de silica. A Figura 3.5 mostra a
reacdo de oxidagdao do suporte. A adicao de NalO,4 foi realizada lentamente com
pipeta Pasteur. Depois desta reacdo o suporte estava completamente ativado e
pronto para reagir com a enzima. Esse suporte pode ser armazenado umido em
geladeira; apds a etapa de oxidacdo, a silica ndo precisa mais ser seca em estufa.

Basta lava-lo com agua destilada.

OCH;
|- 0—si~(CH,); O-CHy CH-CH, + NaIO,
OCH, OH OH
OCHS,

|
|—D—S|i—(CH2)3—D—CHZ—CHD + CH.OH
OCH,

Figura 3.5: Reacdo de oxidacgdo na presenca de periodato de sodio.
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3.2.5 Metodologia para Quantificacio do Numero de Grupos Aldeidos
dos Suportes

A necessidade de controlar o grau de ativacdo do suporte requer a
determinag¢do do niimero de grupos aldeidos presentes na superficie do suporte.
Os grupos hidroxil do suporte oxidados com periodato de sédio resultam nos
grupos aldeidos desejados. A quantificacdo dos grupos aldeidos foi realizada pela
medida de NalO4 ndo consumido (sobrenadante). Utilizou-se do fato do iodeto de
potéssio em excesso (I) reagir com o periodato (I104) ndo consumido da reagdo de
oxidagdo, gerando iodo na forma I’, segundo a seguinte reagio:

1074+ 71 + 8H;0" — 8I" + 12H,0

A metodologia desenvolvida para a quantificacdo do iodo formado e, em
conseqiiéncia, do periodato ndo consumido, ¢ baseada em colorimetria. O iodo
formado foi quantificado medindo-se a absorcdo de luz visivel em
espectrofotdmetro. E necessario o uso de iodeto em excesso, para garantir a
formagdo I’. A mesma quantidade de periodato foi adicionada ao suporte (silica
ou agarose) ativado e ao branco. Em tempos determinados, retiraram-se aliquotas
que reagiam com uma solucao de iodeto de potassio/carbonato de sodio. Neste
método, 100 uL da solucdo de NalO4 sobrenadante na reacdo de oxidagdo
reagiram com 3 mL de uma mistura 1:1 de KI 10 % p/v e bicarbonato de sddio
saturado, sendo realizada analise em espectrofotometro.

Utilizou-se sempre como padrao um branco em paralelo, que correspondia a
igual quantidade de NalO4 adicionada a uma massa de agua equivalente a massa
de suporte. Portanto, o branco continha a quantidade total de periodato presente
inicialmente na amostra. Inicialmente, tomaram-se 100 uL de branco, reagiram-se
com a solucdo de iodeto de potéssio: bicarbonato de sdédio saturado, a cor
resultante foi ajustada para absorbancia proxima a 0,7 (~ 470 nm), alterando-se, se
necessario, o comprimento de onda do aparelho. Dessa forma o periodato da
amostra contendo suporte ativado foi sempre quantificado como uma porcentagem
do periodato total presente, uma vez que € linear a relagdo entre absorbancia da
amostra ¢ do padrio com a concentragdo do iodo e, conseqiientemente, do

periodato presente. Essa metodologia permitiu, de forma rapida e reprodutivel,
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determinar a quantidade de periodato consumida para diferentes graus de ativacao

138
dos suportes .

3.3 IMOBILIZACAO DA PGA

A maioria das proteinas apresenta alguns residuos de lisina, os quais
geralmente ndo estdo envolvidos no sitio ativo da enzima. Grupos amino sdo
polares e estes ficam geralmente expostos para o meio na superficie da proteina;
quando desprotonados s3o muito reativos e, sem prévia ativagdo, atuam como
agente nucleodfilo contra os dtomos com carga parcialmente positiva localizados

na superficie do suporte (ver Figura 3.6).

0
i
«Cf
OH
0
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OH ~~C 2
0 [oH
wcﬁ 4;0
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0

Figura 3.6: Imobilizacdo de PGA a suporte ativado.

’

E necessario um rigoroso controle da intensidade do processo de multi-
interacdo enzima-suporte, de modo a se obter uma alta estabilizacao sem, contudo,
promover a distor¢do da estrutura terciaria da enzima e, conseqiientemente, do seu
centro ativo. A estrutura cataliticamente ativa da enzima ¢ mantida por diferentes
forcas, como pontes de hidrogénio, forgas idnicas, interagdes de van der Waals. O
alinhamento entre os grupos amino da enzima e os grupos aldeido do suporte é
produzido por movimentos vibracionais da estrutura imobilizada. Os grupos
amino situados na superficie da proteina ndo estdo exatamente alinhados com os
grupos aldeido do suporte, ou seja, a enzima e o suporte ativado ndo sdo estruturas
complementares. Assim, quando a enzima, ja imobilizada, continua a interagir

com o suporte ativado, novos alinhamentos entre os grupos da enzima e 0s grupos
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aldeidos do suporte sao formados. Quando esses alinhamentos tém a direcdo
correta, a subseqiiente ligacdo quimica sera muito rapida e irreversivel.

Para iniciar a imobilizagdo da PGA em silica foi necessario lavar a silica
oxidada com tampao bicarbonato 500 mM, pH 10,5 ¢ em seguida com tampao
bicarbonato 100 mM, pH 10. Este procedimento ndo foi necessario para o suporte
gel de agarose. Ele foi colocado diretamente para reagir com a enzima pelo
procedimento que se segue.

Em separado, preparou-se uma solug¢do de acido fenilacético, 100mM, em
tampao bicarbonato pH 10. O sitio ativo da enzima com d&cido fenilacético
adsorvido ficou protegido de alteracdes em sua estrutura tridimensional,
preservando sua atividade catalitica durante o processo de imobilizagdo. Deve-se
primeiro preparar o acido fenilacético e depois elevar o pH para 10. Em seguida,
adicionou-se o bicarbonato, sempre monitorando o pH para ele ndo baixar, pois
poderia haver formagdo de 4cido carbonico e liberagdo de CO,. A essa solugdo
adicionou-se a de enzima na quantidade desejada. Nessa solugdo resultante
adicionou-se o suporte — silica umida na razdo de 20 mL de solugdo total por
grama de silica seca ou 1 mL de gel de agarose para 10 mL de solucdo total
(tampao bicarbonato com fenilacético + solugdo de enzima).

Deixou-se reagir por 3 horas em temperatura aproximadamente de 20 °C. Os
grupos aldeidos do suporte reagiram com os grupos amino formando bases de
Schiff. Essa reacdo ¢é rapida, porém reversivel. Dessa forma muitos enlaces
enzima-suporte podem ser formados rapidamente, porém a reversibilidade faz
com que ligacdes que provoquem grandes distor¢des na enzima sejam
termodinamicamente desfavoraveis e se desfacam. Depois das 3 horas de reacao,
tempo suficiente para que todos os enlaces fossem formados, a reagdo foi
terminada com adicao do agente redutor suave borohidreto de sddio, na razao de 1
mg por mL de solucdo de imobilizacdo. Para 1 mL de solu¢do total usou-se Img
de borohidreto de so6dio, durante 30 minutos. Ao final da imobilizacao, lavou-se o
derivado com tampao fosfato 5 mM, pH 7 anteriormente preparado, ¢ em seguida
com bastante dgua destilada para tirar o excesso de borohidreto. O derivado foi

armazenado em solu¢do 3 % p/v de azida sodica.
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A mistura reacional foi mantida sob agitacdo lenta. Assim que se colocou a
enzima na solu¢do, marcou-se o tempo e retirou-se a primeira amostra do
sobrenadante. Depois de trinta minutos retirou-se outra amostra para verificar se
toda enzima ja estava imobilizada. A imobilizagao foi acompanhada pela queda de
atividade enzimatica do sobrenadante, até esta ser zerada. Geralmente, deixa-se
agitando por um tempo total de 3 horas para aumentar o numero de enlaces. As
amostras foram analisadas pelo método PDAB, que mede a atividade da enzima.
Em paralelo ao processo de imobilizacdo, fez-se um branco, que foi preparado
substituindo o suporte ativado por suporte ndao ativado no processo descrito

. 81
anteriormente ° .

3.4 METODO PDAB PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA PGA

Este método determina a atividade amidase da penicilina G acilase
utilizando o reagente p-dimetilamino benzaldeido (PDAB). Baseia-se na formagao
de base de Schiff pela reagio do 6-APA com PDAB °. O 4cido 6-amino-
penicilanico (6-APA) produzido na reagdo de hidrolise da penicilina G, reage com
o PDAB, gerando um produto colorido que ¢ acompanhado em espectrofotometro
com um comprimento de onda de 415 nm.

A hidrolise da penicilina G foi realizada a 37 °C, em reator encamisado.
Colocaram-se 5 mL de solugdo de PG 5 % (p/v) em tampao fosfato 10 mM pH 8.
Adicionou-se 1 mL da solu¢do com enzima sob agitacdo. Tiraram-se amostras de
0,5 mL em diferentes tempos de reacdo. Essas amostras foram colocadas em
cubetas que ja continham solu¢cdo de PDAB, deixadas para reagir por 2,5 minutos.
Leu-se a absorbancia de todas as amostras. A concentracdo de 6-APA foi obtida
por compara¢do do resultado com curva de calibracdo previamente preparada.
Construiu-se o grafico de concentragdo versus tempo, e a tangente da curva foi

usada para o calculo da atividade enzimatica.

(:ug/mL solmin) * VOlsol (mL )/mderivado (g)
PM 6-APA

AtiVidade = = UI/gderivado

O reagente PDAB ¢ composto por:
e 0,5mL de PDAB 0,5 % p/v em metanol,
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e 2.0 mL de acido acético 20 % v/v e

e 1,0 mL de solugdo de hidréxido de sodio 0,05 M.

Para determinar a atividade dos derivados, utilizou-se a diferenga entre as

atividades enzimaticas do sobrenadante antes e depois da imobilizagdo. Uma Ul

(unidade internacional) ¢ definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1

umol de penicilina G por minuto em pH 8 e 37 °C.

3.5 ENSAIOS DE SINTESE

3.5.1 Materiais e Equipamentos

Materiais

Ester metilico de fenilglicina (EMFG) da Aldrich Chemical Company:;
acido 6-aminopenicilanico (6-APA) da Winlab, fosfato de sodio e
hidroxido de sédio. Todos os outros reagentes usados eram de grau
analitico de diferentes marcas.

Reagentes HPLC: Acetonitrila, SDS (Lauril sulfato de sédio), KoH,POy,
agua mili-Q. Todos os reagentes utilizados no preparo das fases moveis

eram de grau HPLC.

Equipamentos

Reator de vidro com camisa de agua;

Agitador mecanico, marca LabMaster, modelo Lightnin L1UOS;
Agitador magnético;

pHmetro, marca Orion modelo 410;

Bomba peristaltica, marca MASTERFLEX L/S, Cole-Parmer, modelo
7523-40;

Banho termostatico, marca BROOKFIELD, modelo EX — 200;

Cromatdgrafo liquido de alto desempenho (HPLC), marca Shimadzu;

Coluna para HPLC Nova-Pak, C18, 60 f&, 4 pm, 3,9 x 150 mm da
Waters.
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3.5.2 — Procedimento para as Sinteses em Reator de Mistura

Os experimentos foram realizados em batelada usando reator de vidro sob
agitacdo mecanica. Nos ensaios a 25 °C, a temperatura foi mantida por banho
termostatico e os ensaios a 4 °C foram realizados em camara fria. O reator
encamisado tinha um volume total de 50 mL. Em todas as sinteses, usaram-se 2
mL de derivado. O pH foi monitorado usando pHmetro e se gotejava solugdo de
hidréxido de sodio periodicamente para manter o pH constante. Amostras foram
coletadas usando pipetas automadticas (ver detalhe na Figura 3.7) com filtro na
ponta para ndo se coletar o gel de agarose contendo enzima imobilizada, em
tempos pré-determinados. A Figura 3.8 mostra o sistema operacional usado nos
ensaios. As concentracdes de EMFG, ampicilina, 6-APA e fenilglicina (reagentes
e produtos da sintese) foram determinadas conforme o item 3.5.4. A amostragem
foi realizada periodicamente para monitorar o curso da reacdo. Retiravam-se 25
pL de amostra do vaso e se analisavam as concentragcdes dos componentes. As
concentragdes de EMFG, 6-APA, ampicilina ¢ FG foram obtidas utilizando
HPLC. As regides nessas sinteses que apresentavam efeito de resisténcia a
transferéncia de massa externa e interna que foram estudadas anteriormente ",
A Figura 3.9 mostra o esquema experimental utilizado no reator em voértices com

precipitagdo do produto separado por uma peneira na base do reator.

Figura 3.7: Detalhe da sintese no
momento da retirada de amostra
com filtro na ponta da pipeta.
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_ re [L t
Figura 3.8: Equipamento utilizado em todos os ensaios a 25°C. =

LA

Reator em
virtice

Tangue com
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Figura 3.9: Esquema experimental do reator para
sintese de ampicilina catalisada por PGA.

3.5.3 — Procedimento para as Sinteses em Reator de Leito Fixo

Esses ensaios foram realizados em reator com 50 mL de solucado
reacional. A sintese de ampicilina foi realizada utilizando-se o sistema com
recirculagdo com reator de leito fixo. A Figura 2.14 mostra um esquema do
sistema reacional. O reator tinha 10 cm de comprimento € 1 cm de diametro.
Uma determinada quantidade do derivado (PGA imobilizada em silica) foi
posta em contato com tampao fosfato 5 mM pH 6,5 e se deixou o leito de silica
ser compactado. Batia-se levemente e, seguidas vezes, nas paredes do reator
com uma mangueira de silicone para ajudar a compactagdo. Esperaram-se
alguns minutos para que o sistema encamisado ficasse na temperatura de 25 °C.

Em seguida, retirou-se esse tampao do leito. Em paralelo preparou-se a solugdo
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reagente na temperatura de 25 °C. Quando todo o sistema entrou em equilibrio
térmico, ajustou-se o pH para 6,5 e se iniciou a reacdo ligando-se a bomba
peristaltica para circulacdo da solucdo reagente. Purgou-se o ar do sistema
aumentando-se a vazdo de recirculagdo do sistema por alguns segundos e
inclinando o reator para a eliminacao das bolhas de ar.

Antes de se realizar sinteses enzimdticas de ampicilina no reator de leito
fixo, investigaram-se as regides que apresentavam efeitos de resisténcia a
transferéncia de massa externa. Correlagdes da literatura podem ser
empregadas para estimar o coeficiente do filme. Para fazer o calculo do
coeficiente foi necessario medir a densidade da silica usada. Para isso, utilizou-
se um picndmetro e pela massa de dgua deslocada e sua densidade, obteve-se

uma densidade de silica de 1,25 g/mL. A correlagdo de Frossling para Re < 50
59,
é:

k.d
S, =——L=2+0,6.Re'?.Sc"’ (3.1
"D
AB
Re=PdpU _dpU (3.2)
y7, v
SC:DV (3.3)
4B

em que:
k. € o coeficiente de transferéncia de massa, m/s;
U ¢ a velocidade superficial, m/s;
p ¢ a densidade do fluido, kg/m;
dp € o diametro da particula, m;
v € a viscosidade cinematica, m?/ S;
D5 é a difusividade molecular, m?/s;
Sc € o numero de Schmidt;
Sh é o nimero de Sherwood,;
Re ¢ o nimero de Reynolds.
A velocidade superficial usada no reator foi de 35,9 cm/min. Nos ensaios
iniciais no reator de leito fixo usou-se concentracao inicial de reagente tal que o
sistema operasse homogeneamente, sem gradientes. As concentragdes dos

reagentes ndo ultrapassaram os 50 mM, assim, ndo houve precipitacdo dos
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produtos. As condigdes operacionais dos experimentos usando silica como suporte
foram selecionadas de acordo com o planejamento fatorial realizado para os

ensaios com gel de agarose como suporte de imobilizacdo da PGA.

3.5.4 Método Analitico

As concentracdes de EMFG, ampicilina, 6-APA e FG foram determinadas
usando HPLC. A fase moével aqui apresentada foi implementada no inicio deste
trabalho (ver apéndice A).
e Temperatura de 25 °C;
e Vazio de 1,0 ml/min;
e Comprimento de onda (1) de 225 nm;
e Fase movel: 35 % de acetonitrila (v/v), 5 mM de SDS, 0,01 M de H3;POy,

0,005 M de K,H,POy;

e Tempo de retengdo das amostras ¢ de aproximadamente 15 min.

3.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
Esta secdo tem por objetivo descrever o método do planejamento

- s 7,128
experimental utilizado.

. Planejamentos fatoriais sdo extremamente uteis para
medir os efeitos (ou influéncias) de uma ou mais varidveis na resposta de um
processo. O planejamento fatorial ¢ uma maneira de prever interacdes entre
fatores. A representa¢io de um planejamento fatorial em dois niveis é 2%, onde 2
significa o nimero de niveis e k o nimero de fatores. Esse tipo de planejamento ¢
particularmente util nos estagios iniciais de um trabalho experimental, quando ha
muitas variaveis a investigar.

Realizou-se a sintese enzimatica de ampicilina de acordo com a proposta de
um planejamento experimental, cujos fatores operacionais foram temperatura, pH,
forca i6nica do meio, solvente orgéanico e concentragdo do reagente 6-APA, com o
objetivo de wverificar sua influéncia sobre o rendimento, seletividade e
produtividade da sintese de antibiotico. A partir da literatura, definiram-se niveis
(valores) para as varidveis estudadas no planejamento fatorial 2°. A Tabela 3.1

mostra valores estabelecidos para esses niveis.
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Para executar o planejamento fatorial completo € necessario realizar ensaios
para todas as combinagdes possiveis entre os niveis de cada fator analisado
(Tabela 3.1). Essas combinacdes sdo mais bem descritas em uma matriz de
planejamento, em que os niveis sdo representados por sinais algébricos, (+) para
0s niveis superiores e (-) para os niveis inferiores. Como exemplo mostramos na
Tabela 3.2 os primeiros ensaios realizados.

O célculo dos efeitos foi realizado com o auxilio de dois programas
computacionais desenvolvidos por Barros Neto, Scarminio e Bruns, 1995 7

ENTRADA: banco de dados de entrada, necessarios para a estimativa dos
efeitos através do programa computacional FATORIAL.

FATORIAL: estimativa dos efeitos correspondentes aos fatores
temperatura, pH, metanol, tampao, concentra¢ao de 6-APA.

O estudo dos efeitos, pela verificacdo da significancia dos fatores, foi
realizado através da andlise do desvio padrdo de cada efeito, empregando o teste ¢
com 95 % de confianga. A existéncia de interacdo significativa indica que os

efeitos principais devem ser interpretados conjuntamente.

Tabela 3.1: Varidveis operacionais e seus respectivos niveis.

N°® Fator - Nivel n

1 T (°C) 4 25

2 pH 6,5 7,5

3 metanol sem com (500 mM)
4 tampao sem com (50 mM)
5 6-APA (mM) 10 50

OBS.: O metanol e o tampao fosfato s@o fatores qualitativos, em que (com) indica que a sintese
foi realizada na sua presenga, na concentrac¢do indicada . EMFG com 50mM em todas as
sinteses.
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Tabela 3.2: Matriz de planejamento com os coeficientes de contraste

N°®do Fator Fator Fator Fator Fator

ensaio 1 2 3 4 5
5 — — - - +
13 + - - - -
12 — + - - _
4 + + — _ +
11 - — + — —
3 + - + — +
6 - + + — +
14 + + + - -
10 - - - + -
2 + —~ - + +
7 — + — + +
15 + + _ + _
8 — — + + +
16 + - + + -
9 - + + + -
1 + + + + +
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este trabalho foi executado de acordo com as seguintes etapas: inicialmente
imobilizou-se a enzima no suporte gel de agarose; com esse catalisador, realizou-
se um planejamento experimental da sintese de ampicilina para determinagdo de
condi¢des operacionais que favorecessem a produgdo do antibidtico. Como seriam
comparados dois suportes para imobilizagdo da PGA, estudou-se a imobilizagdo
em silica; em seguida, utilizou-se este catalisador em um reator de leito fixo,
realizando-se sinteses de ampicilina. Ensaios cinéticos de sintese de ampicilina
foram realizados em ampla faixa de concentragdes para preencher um adequado
dominio de treinamento da rede neural. Ap6s o treinamento, utilizou-se um
modelo hibrido (rede neural e balancos de massa) para prever as velocidades de
reacdo envolvidas na sintese enzimadtica. Durante os ensaios que determinaram o
dominio de treinamento da rede neural ocorreu a precipitacdo do antibidtico,
resultado muito interessante para a melhora do rendimento do processo. Assim,
novos ensaios foram realizados para definicdo de estratégias de operacdo do
reator. ApOs esses ensaios houve a necessidade de desenvolvimento de um novo
tipo de biocatalisador, que suportasse a precipitacdo do produto em longas
jornadas. Com esse novo biocatalisador em reator integrado de escoamento em
vortices consegui-se produzir o antibidtico de maneira eficiente. Esse conjunto
biocatalisador-bioreator foi inscrito para patenteamento nacional e internacional
% Os procedimentos para a sintese de ampicilina nos diferentes reatores seguiram
de modo geral os procedimentos da se¢do 3.5; modificagdes na maneira de opera-
los ou na forma de amostragem, citou-se dentro das se¢des. Apresentam-se a

seguir os resultados obtidos.

4.1 RESULTADOS DA IMOBILIZACAO EM AGAROSE

Apo6s ativacdo do gel de agorose (item 3.2.1), iniciou-se sua oxidagdo.
Seguindo a metodologia do item 3.2.5, mediu-se a quantidade de grupos aldeidos
do suporte. Esse gel oxidado alcangou uma concentragdo de 180 umolcro/ggel.
Uma concentragdo de grupos aldeidos em torno desse valor foi estipulada pela

literatura como a necessaria para obtencdo de 100 % de rendimento na
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imobilizacdo do gel de agarose **'. A partir desse suporte oxidado, realizaram-se
todas as imobilizagdes em gel de agarose.

A atividade da solucdo de PGA liofilizada e purificada foi medida e era de
256 Ul/mLg, (solugdo de enzima produzida e doada por Antibidticos S.A.). A
partir dessa solugcdo de enzima obtiveram-se todos os derivados com as diferentes
cargas enzimaticas usadas neste trabalho. Na Tabela 4.1, pode-se observar os
valores de atividade no sobrenadante ao longo das imobilizagdes. Esse derivado
(enzima + suporte) tinha uma carga enzimatica de 45 Ul/g,.. Essa carga ndo
apresenta atrasos de transporte de massa intra e extraparticula, condigdes ja pré
determinadas pela literatura *'. O tempo necessario para ocorrer toda imobilizagéo
da carga enzimadtica oferecida foi satisfatorio, ja que com 1,5 hora de imobilizagao
praticamente toda enzima estava imobilizada; deixou-se o sistema reagindo por
mais tempo para aumentar os enlaces e assim, aumentar a estabilizagdo das
ligacdes covalentes entre suporte e enzima.

Tabela 4.1: Atividade enzimatica do sobrenadante na imobilizagdo de PGA

Tempo de Atividade do
imobilizacao (h) sobrenadante (UI)
0,0 45,65
0,5 14,14
1,5 0,32
2,0 0,23
3,0 0,00

Apoés a imobilizagdo, mediu-se a atividade do derivado para confirmar sua
carga enzimatica. Apds a finalizagdo de cada ensaio também se mediu a atividade
do derivado e ndo se observou nenhuma perda de atividade. A atividade medida
pos-imobilizagdo, segundo o item 3.4, foi de 45 Ul/g,. Essa carga enzimatica
garantiu a auséncia de atrasos difusionais intraparticula *' e, além disso, permitiu
uma boa velocidade de rea¢ao dentro do volume de reator utilizado. Com esse
derivado foram realizados os ensaios de sintese em que se investigou a cinética
reacional. Periodicamente a atividade desse derivado foi testada, e se manteve

constante ao longo de trés anos de utilizagao.
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4.2 RESULTADOS DO PLANEJAMENTO FATORIAL DA SINTESE DE
AMPICILINA

As variaveis que influenciam o desempenho da sintese enzimatica de
ampicilina sdo muitas (item 2.5), entretanto nem todas exercem uma forte
influéncia. Assim, com o objetivo de encontrar as condi¢des operacionais que
simultanecamente melhorassem rendimento, produtividade e seletividade da
reacdo, realizou-se um planejamento fatorial. "'® A sintese cineticamente
controlada de ampicilina foi realizada a partir de éster metilico de fenilglicina
(EMFG) e do acido 6-aminopenicilanico (6-APA). As condi¢des experimentais
que eliminam os problemas de transferéncia de massa foram anteriormente
investigadas (velocidade de agitagdo, carga enzimatica abaixo de 90 Ul/g,.). 1 0s
ensaios utilizaram penicilina G acilase imobilizada em gel de agarose com carga
enzimatica de 45 Ul/gg. Os ensaios foram realizados em dois niveis: (—1) e (+1):
temperaturas de 4 °C e 25 °C; pH de 6,5 ¢ 7,5; tampao fosfato, 0 (zero) e 50 mM;
metanol, 0 (zero) e 500 mM; 6-APA, 10 e 50 mM. A concentragdo de EMFG foi

mantida em 50 mM.

4.2.1 Rendimento de Sintese com Rela¢ao a Concentrac¢ao Inicial de 6-APA
Comp

C inicial
6—APA

4.1)

Ry yps =

O rendimento de sintese com relagao a concentragao inicial de 6-APA, neste
trabalho, foi definido pela equagdo 4.1. Note-se que esta ¢ uma defini¢do diferente
de rendimento — agora em relacdo a concentracdo inicial de 6-APA, que ¢ o
substrato de maior custo. As variaveis do planejamento experimental sdo fatores
que afetam a quantidade de antibidtico produzido durante a reacdo de sintese e
seus resultados sao mostrados na Tabela 4.2. Esses resultados foram utilizados
para o calculo das estimativas dos efeitos de cada variavel, ou seja, da importancia
que os fatores t€ém sob cada ensaio.

Os resultados dos efeitos de cada varidvel se encontram na Tabela 4.3.
Lembrando que os experimentos foram realizados de maneira aleatéria, os
graficos de probabilidade normal dos residuos estdo no Apéndice E. As letras A,

B, C, D ¢ E representam os efeitos principais isoladamente, ou seja, temperatura,
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pH, metanol, tampao fosfato e concentracao inicial de 6-APA respectivamente. As

letras AB, por exemplo, indicam a interagdo de dois efeitos, temperatura e pH.

ABC indica a interagdo de trés efeitos.

Tabela 4.2: Resultados de um planejamento fatorial 2° tendo como resposta o
rendimento de sintese com relacdo a concentracdo inicial de 6-APA.

A B C D E
Ensaio Re.apa (%0)
T pH Metanol | Tampao | Ce.apa
01 + + + + + 10,46
02 + - — + + 31,61
03 + - + - + 24,67
04 + + - - + 15,00
05 - - — - + 41,06
06 - + + - + 20,20
07 - + — + + 32,37
08 - - + + + 32,40
09 - + + + - 49,99
10 - _ + - 42,62
11 - - + - - 50,34
12 - + — - - 18,86
13 + - - - - 29,67
14 + + + - - 15,18
15 + + - + - 13,06
16 + - + + - 2791
17 - + — - + 17,02
18 + - + - 36,23
19 + - + + + 22,52
20 - + - + - 24,46
21 + - + - 33,84
22 + + - - 44,54
23 - + + + + 10,39
24 + - - - + 41,41
25 + + + - + 25,29
26 - — - - 56,92
27 - - — + + 46,62
28 + + — + + 11,21
29 - - + - + 36,52
30 + + — — - 16,59
31 + + + + — 15,48
32 - - + + - 55,42
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Dos dez melhores rendimentos de sintese obtidos (ver Tabela 4.2), oito
ocorreram quando se trabalhou na menor temperatura. As sinteses ocorridas em
pH 6,5 também favoreceram a melhora do rendimento. Independente do pH do
meio, a temperatura mais baixa melhorou o rendimento (ensaios 7, 11, 22, 27 e
32). Ja uma concentragdo menor de 6-APA (10 mM) fez o rendimento aumentar,
condicdo em que se trabalhou com um excesso de EMFG (50 mM). Isso indica
uma regido em que a concentragdo de 6-APA pode inibir ou ativar a sintese. Esse
efeito de inibi¢ao/ativacdo do 6-APA ja havia sido observado para a sintese
enzimatica de amoxicilina. ” Quando a temperatura estava baixa, uma
concentragdo baixa de 6-APA melhorou o rendimento de reagdo (ensaios 9, 10,
11, 22, 26 e 32) independente da presengca de metanol ou tampdo no meio
reacional. Numa temperatura mais baixa as reagdes ocorrem lentamente, mais 6-
APA consegue se adsorver ao sitio ativo da enzima independente de sua
concentracdo no meio, o que favorece a reacdo de sintese do antibidtico. Todos
essas hipoteses sdo confirmadas ao se observar a Tabela 4.3, cujos efeitos da
temperatura, pH e concentracdo de 6-APA (-13,10; -16,85 ¢ —7,02) sdo os mais
significativos.

Solventes orginicos no meio reacional mudam as constantes de dissociacao,
i.e., aumentam os valores dos pKs dos grupos carboxilicos e diminuem a
concentragdo de dgua do meio; ambos efeitos desfavorecem as reagdes de
hidrolise. Portanto, a presenca de metanol, em alta concentragdo, em principio,
deveria aumentar o rendimento de sintese. Porém nas concentragdes de reagentes
aqui estudadas, mesmo a 4 °C, ndo se observou melhora significativa no
rendimento. Em todos os ensaios, usou-se 500 mM de metanol (regido de ativagao
do solvente, como citada pela literatura, ver item 2.5.3) para uma concentragdo
maxima de reagentes de 50 mM. Quanto a presenca de tampao fosfato, ela so
ajudou na melhora do rendimento quando se trabalhou com temperatura de 4 °C,
pH 7,5 (ensaios 7, 9 e 20). Trabalhando-se com 6-APA a 10 mM, a presenca de
uma maior concentragdo idnica inibiu sua adsor¢do, nao ajudando a formagao do
antibiotico, pois o rendimento tende a cair nessa condigao.

O numero de fatores que foi analisado (cinco), resulta em um modelo

matematico com trinta ¢ dois termos, incluindo interagcdes com até cinco termos.
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A Tabela 4.3 mostra claramente que alguns efeitos sdo mais significativos que
outros. Assim, os valores determinados para esses fatores menos significativos
podem ser atribuidos as flutuacdes aleatorias do processo, isto €, ao “ruido”
embutido nos valores das respostas (principio da esparsidade dos efeitos) .
Quando o numero de fatores ¢ moderadamente grande, como 4 ou 5, uma pratica
comum ¢ correr somente uma réplica do planejamento. Um método simples de
analise deste planejamento ¢ a construcdo de graficos das estimativas dos efeitos
em uma escala de probabilidade normal. Os efeitos que forem desprezados sdo

normalmente distribuidos, com média zero e tenderdo a cair ao longo de uma

linha reta desse grafico ’.

Tabela 4.3: Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° tendo como
resposta o rendimento de sintese com relacdo a concentragdo inicial de 6-APA.

Média 29,68
Efeitos principais:
(Temperatura) A -13,10
(pH) B -16,85
(metanol) C 0,03
(tampao) D -1,52
(conc. 6-APA) E -7,02
Interacdes de dois fatores:
AB 1,16 AC -2,46
AD -2,62 AE 6,30
BC 5,34 BD 0,86
BE -5,0 x 107 CD -1,73
CE -6,76 DE -1,43
Interacdes de trés fatores:
ABC -0,28 ABD -2,18
ABE 1,14 ACD 0,22
ACE 5,12 ADE -2,07
BCD -2,34 BCE -0,93
BDE -1,19 CDE -3,05

Interacdes de quatro fatores:

ABCD 2,04 ABCE 4,70
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ABDE 0,84 ACDE 3,71
BCDE -1,94

Interacao de cinco fatores:

ABCDE -2,44

Para poder distinguir o que ¢ realmente efeito do que ¢ apenas ruido nos
resultados do planejamento, fez-se a analise por meio do grafico de probabilidade
normal. J& que os experimentos nao foram repetidos, admitiu-se que os efeitos
significativos representavam satisfatoriamente a resposta e os demais efeitos
foram usados para obter uma estimativa do erro experimental nos valores dos
efeitos. Observando a Figura 4.1, vé-se que os pontos se ajustam razoavelmente a
uma reta cuja intersecdo com a probabilidade acumulada de 50 % ocorre
praticamente sobre o ponto zero do eixo das abscissas. Assim, consideraram-se
esses pontos vindos de uma populacdo normal de média zero, ou seja, esses
pontos representam “efeitos” sem qualquer significado fisico.

Quanto mais afastados da regido central, mais significativos sdo os efeitos.
Desse modo, desprezaram-se os efeitos AB, C, AC, ABC, D, AD, BD, ABD, CD,
ACD, BCD, ABCD, BE, ABE, BCE, DE, ADE, BDE, ABDE, CDE, BCDE, ¢
ABCDE. Estes efeitos sdo atribuidos ao ruido embutido nos valores das respostas
e foram usados para obter uma estimativa do erro experimental nos valores dos
efeitos. Elevando cada um deles ao quadrado obteve-se uma estimativa da
variancia (e, em seguida do desvio padrdo) de um efeito com vinte e dois graus de
liberdade, pois eles sdo valores independentes. A Tabela 4.4 mostra os efeitos
considerados com seus desvios padrao.

As Tabelas 4.4 e 4.5 retnem os resultados da analise dos dados da Tabela
4.3. O rendimento médio global do rendimento de sintese com relagdo ao 6-APA ¢
de 29,7 %. Os efeitos principais devem ser analisados conjuntamente, pois 0s
efeitos de interacdo sdo significativos, por exemplo, o efeito CE, a presenca de
metanol associada a concentracdo de 6-APA ¢ significativa. O metanol dificulta a
adsor¢do do 6-APA ao sitio ativo da enzima ** (ver Fig. 2.12), desfavorecendo a
formagao do antibidtico. Fez-se uma analise das respostas para os dois principais

efeitos (temperatura e pH).
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Tabela 4.5: Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° da Tabela 4.3 e seus
desvios padrdo, rendimento com relacdo ao 6-APA inicial.
Efeitos principais:

(Temperatura) A -13,10 £ 0,36
(pH) B -16,85 £ 0,36
(conc. 6-APA) E -7,02 £ 0,36
Interagdes de dois fatores:
AE 6,30 £ 0,36 BC 5,34+ 0,36
CE -6,76 £ 0,36
Interagdes de trés fatores:
ACE 5,12+ 0,36
Interagdes de quatro fatores:
ABCE 4,70 £ 0,36 ACDE 3,71 £0,36
99,5
® Efeitos significativos °
O Ruido
95 .
(]
[ ]

. £
. d

!j
10 °

-20 -15 -10 -5 0 5 10

P %

Efeito: Rendimento

Figura 4.1: Grafico de probabilidade cumulativa dos efeitos de
rendimento de sintese. Efeitos significativos: e e, efeitos
desprezados: o.

Primeiro manteve-se todas as outras variaveis no seu nivel inferior (ver

diagrama 1 da Figura 4.2), ou seja, analisou-se os quatro ensaios em que ndo foi

adicionado metanol, tampao fosfato e a concentragdao de 6-APA era de 10 mM.

71



Resultados e Discussées

Pode-se concluir que a queda na temperatura aumenta o rendimento de sintese, €
que esse efeito ¢ muito mais pronunciado quando o pH ¢ menor, ou seja, 6,5 (27
% contra 2,3 %). A elevacdo do pH diminui o rendimento da reacdo, e esse efeito
¢ mais pronunciado a 4 °C (38 % contra 13 %). O maior rendimento é obtido
mantendo-se a temperatura a 4 °C e pH a 6,5, como ja sabiamos (dados de
literatura) para outros antibidticos e para a propria ampicilina.

Analisando o diagrama 2 (Figura 4.2, adicionou-se metanol ao meio
reacional) vé-se que as respostas aos fatores A e B, ou seja, temperatura e pH,
seguem a mesma tendéncia que a observada no diagrama 1. O maior rendimento
de sintese foi observado quando se realizaram os ensaios a 4 °C e pH 6,5. Porém o
rendimento obtido no pH 7,5 e temperatura de 4 °C foi bem maior com a adi¢ao
de metanol no meio reacional (44 %) do que aquele observado sem a adi¢do do
solvente (19 %). A presenca de metanol s6 influenciou uma melhora de
rendimento quando se trabalhou num pH desfavoravel (7,5) e numa temperatura
favoravel (4 °C) a sintese.

Analisando temperatura ¢ pH quando se adicionou s6 tampao fosfato ao
meio reacional, ou seja, tendo os fatores C =(-), D = (+) e E = (-), os rendimentos
seguiram a mesma tendéncia da observada no diagrama 1 (Fig. 4.3); foi maior a 4
°C e pH 6,5 (42,6 %, ensaio 10), caiu quando se aumentou a temperatura (36,2 %,
ensaio 18) e também caiu quando se aumentou o pH (13,1 % — ensaio 15 e 24,5 %
— ensaio 20). Os rendimentos obtidos com a adi¢do de tampao fosfato foram
menores que os obtidos sem sua adi¢cao. Porém houve um pequeno aumento do
rendimento nas sinteses realizadas com tampao fosfato quando se trabalhou a 25
°C, pH 6,5 (36,2 %), comparado ao rendimento obtido no ensaio realizado na
auséncia de tampao (29,7 %, diagrama 1).

Analisando temperatura e pH quando a concentragdo de 6-APA passou para
50 mM, ou seja, fatores C = (-), D = (-) e E = (+), o rendimento de sintese com
relacdo a temperatura e pH continuou seguindo a mesma tendéncia que a
observada no diagrama 1 (ver Fig. 4.3), porém o rendimento de sintese a 25 °C e
pH 6,5 cresceu, passou para 41 % contra os 30 % visto no diagrama 1. A presenca
de interacdes de dois e trés fatores (Tabela 4.5) mostra que a temperatura, a

concentragdo de 6-APA e o pH ndo podem ser analisados separadamente. O
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diagrama 1 mostra que o efeito do pH ¢ mais importante a 4 °C e que com a
concentragcdo de 6-APA alta, os efeitos da temperatura e pH ndo sdo significativos
[ensaios (24 e 05) e (04 e 17)]. Isso sugere que o pH deve ser sempre mantido
baixo e que quando trabalhando em concentragdes altas de 6-APA, o sistema
reacional ndo precisa ser refrigerado para aumentar o rendimento de sintese, ou
seja, 6-APA em concentracdo baixa ¢ mais sensivel a variacdo de temperatura e

pH do que 6-APA em concentragdo alta.

Diagrama 1: fatores C=(-), D=(-) e E=(-)

7,6 1

el | 18,9% 16,6%
7o
o
o6
| | 56,9%

Temperatura (°C)

Diagrama 2: fatores C=(+),D=(-)e E=(-)

7,6 5

el | 44,5% 15,2%
-

£ 7o
5.
1 1 50,0% 33,8%
T 4 s & e % a2

Temperatura (°C)

Figura 4.2: Diagramas para interpretacao dos resultados do planejamento fatorial.
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As comparagdes realizadas para as outras variacdes dos fatores C, D ¢ E
novamente seguiram a mesma tendéncia de se ter o melhor rendimento a 4 °C e
pH 6,5. Os resultados do modelo aproximado com as estimativas das respostas e
os correspondentes residuos estdo relacionados no apéndice E. O modelo
aproximado para todas as respostas analisadas foi considerado satisfatdrio, pois os
gréaficos dos residuos contra as respostas tém uma aparéncia aleatoria e os graficos
normais dos residuos t€ém uma aparéncia mais ou menos retilinea. A seguir, pode-

se ver o grafico do ensaio que obteve maior rendimento de sintese, 56,9 % (Figura

4.3).

50 | B

N
o

—a—FG

20k —e— 6-APA ]
—A— Ampicilina
—v— EMFG

20

10

Reagentes e Produtos (mM)

L L |
0 50 100 150 200
Tempo (h)

Figura 4.3: Sintese de ampicilina catalisada por PGA imobilizada em
agarose a 4°C, pH 6,5, Ciyicia de 6-APA = 10mM, Cipicia de
EMFG = 50mM sem adi¢@o de metanol e tampao fosfato.

4.2.2 Produtividade da Sintese de Ampicilina

max
amp

Produtividade =

(4.2)

max

Neste trabalho, a produtividade da sintese de ampicilina foi definida pela

equagdo 4.2, sendo C,," a concentragdo maxima de ampicilina atingida em um

determinado ensaio e #,, O tempo em que se atinge a concentragdo maxima de
ampicilina no ensaio. A Figura 4.4 mostra o grafico de interacdo pH e

concentra¢do inicial de 6-APA. Pode-se observar que as linhas ndo sdo paralelas,
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1sso mostra que os efeitos de interacdo ndo podem ser desprezados, ou seja, o pH
ndo pode ser analisado separadamente da concentra¢do inicial de 6-APA. O
mesmo se observa na Figura 4.5 para a preseng¢a de tampao fosfato no meio
reacional. No pH 6,5 a produtividade cai na presenca de tampao, mas aumenta
quando o pH ¢ 7,5. O efeito do pH na produtividade ¢ mais significativo quando
ndo ha presenca de tampao no meio reacional. Todos valores dos efeitos podem
ser observados na Tabela 4.7 que mostra todas as interagcdes para a produtividade

da sintese de ampicilina.

Concentragdo inicial de 6-APA
—u— 10mM
—Aa— 50mM

50 4

30

20

Produtividade (mM/min)

6.4 6.6 6.8 7.0 72 74 7.6
pH

Figura 4.4: Gréafico de intera¢ao pH e concentragdo inicial de 6-APA para
produtividade.

50 A T
—u— Tampao fosfato 50mM

—A— Auséncia de tampao
40

30

20 '\. -

Produtividade (mM/min)

6,4 6,6 6,8 7,0 72 74 7,6
pH

Figura 4.5: Grafico de interacdo pH e tampao fosfato para produtividade.
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A Tabela 4.6 mostra os resultados obtidos do planejamento para a

produtividade. As maiores produtividades de sintese ocorreram quando se

trabalhou a pH 6,5 (ensaios 13 — 30, 24 — 04,26 — 12 ¢ 05 — 17) e, como era de se

esperar, na temperatura de 25 °C (rendimento de 49,3 x 10° mM/min). Em

temperaturas maiores, as velocidades de rea¢do sdo maiores, e por isso a 25 °C

obteve-se produtividade maior. As maiores produtividades foram obtidas quando

se trabalhou sem a presenca de tampao fosfato (ensaios 13 — 21 e 24 — 03).

Tabela 4.6: Resultados do planejamento fatorial 2° para produtividade de sintese.

' A B C D E Prod. x 10
Ensaio o .
T pH Metanol | Tampdo | Ceapa | (mM/min)
01 + + + + + 17,43
02 + — — + + 21,62
03 + — + — + 22,85
04 + + - - + 25,00
05 - — — - + 2,42
06 - + + - + 2,37
07 - + - + + 3,74
08 _ — + + + 1,88
09 - + + + — 1,17
10 - - — + - 1,02
11 - - + - - 1,78
12 - + — - - 0,56
13 + - - - - 48,25
14 + + + — — 16,00
15 + + - + - 43,67
16 + - + + - 30,39
17 - + — - + 1,21
18 + - - + - 20,11
19 + _ + + + 20,85
20 - + — + - 0,81
21 + - + - 28,17
22 + + - - 1,04
23 - + + + + 1,60
24 + - — + 49,29
25 + + + - + 4213
26 _ _ - - - 3,95
27 - - — + + 2,02
28 + + — + + 18,70
29 - - + - + 2,58
30 + + — - - 9,22
31 + + + + - 25,83
32 - - + + - 1,92
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Nas temperaturas de 4 e 25 °C, o efeito do pH ¢ significativo (ensaios 26 —
12 e 13 — 30), os efeitos da concentragdo inicial de 6-APA e de metanol
associados a outros efeitos sdo pequenos. Isso mostra que o efeito do metanol
sobre a adsor¢do de 6-APA ao sitio ativo da enzima pode ser desprezado, quando
se tem como resposta a produtividade, ou seja, a presenca de metanol, a 25 °C,
ndo ajudou a melhorar a produtividade do antibidtico. A variagdo da concentragao
inicial de 6-APA na temperatura de 25 °C e no pH 6,5 ndo influenciou no aumento
da produtividade, e quando se adicionou o metanol ou/e o tampdo fosfato a

produtividade até diminuiu com o aumento da concentragdo (ver Figura 4.6).

Temperatura: 25°C
pH: 6,5 —
—a&— Sem metanol e tampdo

N
S
T

—e— Com metanol
—A— Com tampao
v —v— Com metanol e tampao

Produtividade (mM/min)
T T
[ ]
1 1

=
T
>
<P»e
1

1 R 1 R 1 R 1 R 1
10 20 30 40 50

Concentragao inicial de 6-APA (mM)

Figura 4.6: Grafico do efeito da concentragao inicial de 6-APA sobre a
produtividade na temperatura de 25°C e pH 6,5.

O efeito da concentra¢do de 6-APA, E, sobre a produtividade ¢ complexo.
Altas produtividades ocorreram tanto com baixa concentracdo de 6-APA (ensaios
13, 15 e 16), bem como com alta concentragao de 6-APA (ensaios 24 e 25). Isto ¢
um indicativo de que a concentragdo de 6-APA, E, ndo pode ser analisada
separadamente dos outros efeitos. O efeito inibidor/ativador da concentragdo de 6-
APA ja havia sido descrito " para a sintese enzimatica de amoxicilina. Os autores
mostraram que o 6-APA inibia a formacdo do complexo acil-enzima na presenca
de concentragdes baixas de éster para-hidroxi-metilico de fenilglicina e tinha
papel oposto (ativador) na presenca de altas concentragdes do éster. Neste
trabalho, outro antibidtico ¢ focado, porém o efeito do 6-APA parece ser

igualmente complexo.
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Na Tabela 4.7 os fatores menos significativos foram desprezados e
atribuidos as flutuagdes aleatérias do processo. Assim, novamente, esses efeitos
foram usados para obter uma estimativa do erro experimental nos valores dos
efeitos. Os efeitos significativos com seus desvios padrdo estdo na Tabela 4.8. Os
ruidos foram distinguidos dos efeitos significativos pela andlise do grafico de

probabilidade normal da Figura 4.7.

Tabela 4.7: Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° tendo como

resposta a produtividade de sintese de ampicilina (x 10°).
Média 14,36

Efeitos principais:

(Temperatura) A -5,75
(pH) B 7,81
(Metanol) C 4,09
(Tampao) D -7,50
(Conc. 6-APA) E 5,49
Interagoes de dois fatores:
AB 0,41 AC -6,40
AD 0,19 AE -2,23
BC 5,72 BD 0,43
BE 0,06 CD 2,09
CE 0,66 DE -5,25
Interagoes de trés fatores:
ABC -5,88 ABD 0,05
ABE 1,54 ACD 0,05
ACE 0,35 ADE 5,82
BCD -2,49 BCE -0,05
BDE -7,24 CDE -0,22
Interagdes de quatro fatores:
ABCD 5,31 ABCE -7,12
ABDE 3,47 ACDE 8,63
BCDE -5,72
Interacao de cinco fatores:
ABCDE 4,96
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Consideraram-se esses pontos vindos de uma populacdo normal de média
zero. Desse modo, desprezaram-se os efeitos AB, AD, BD, ABD, CD, ACD,
BCD, AE, BE, ABE, CE, ACE, BCE ¢ CDE. Estes efeitos sdao atribuidos ao
ruido embutido nos valores das respostas e foram usados para obter uma
estimativa do erro experimental nos valores dos efeitos.

Observando os valores dos efeitos na tabela 4.8, vé-se que a produtividade
s6 pode ser analisada em conjunto com todos os cinco fatores. SO algumas
interagdes puderam ser desprezadas na analise do grafico de probabilidade
normal. Fixando-se uma temperatura, os efeitos das presencas de metanol e
tampao fosfato ndo podem ser analisados separadamente, pois as curvas da Figura

4.6 ndo sdo paralelas, ou seja, ha interacdo com todos os efeitos.

Tabela 4.8: Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° da Tabela 4.7 e seus
desvios padrio (x 10%).
Média 1436 £ 1,16

Efeitos principais:

(Temperatura) A -5, 75+ 1,16
(pH) B 7,81 £1,16
(Metanol) C 4,09+ 1,16
(Tampao) D -7,50 £ 1,16
(Conc. 6-APA) E 549 +1,16
Interagoes de dois fatores:
AC -6,40 + 1,16 BC 5,72+ 1,16
DE -5,25+ 1,16
Interagdes de trés fatores:
ABC -5,88+ 1,16 ADE 5,82+ 1,16
BDE -7,24 £ 1,16

Interagdes de quatro fatores:

ABCD 531%1,16 ABCE -7,12 £ 1,16
ABDE 347+1,16 ACDE 8,63 1,16
BCDE -5,72 £ 1,16

Interagdo de cinco fatores;
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ABCDE 4,96 + 1,16
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Figura 4.7: Gréfico de probabilidade cumulativa dos efeitos
de produtividade. Efeitos significativos em preto.

4.2.3 Seletividade da sintese de ampicilina

Cum
Seletividade = —"* (4.3)

FG

Uma vez que esses ensaios nao incluiram produtos no inicio da reagao, esta
definicdo de seletividade ¢ igual a relacdo sintese/hidrélise em termos de
velocidades médias de reagdo. As melhores seletividades (Tabela 4.9) ocorreram
quando se trabalhou num pH 6,5 (ensaios 24 — 04; 05 — 17, por exemplo). Obteve-
se uma seletividade méxima de 2,40, ou seja, a partir da concentracao inicial de
EMFG consegui-se produzir 2,4 vezes mais antibiotico que FG.

A seletividade parece ndo sofrer muita influéncia da temperatura, pois altas
seletividades foram obtidas tanto a 25°C quanto a 4°C. A partir dos dez maiores
valores de seletividade pode-se observar que tanto a presenga de metanol quanto
de tampao fosfato no meio reacional ndo influenciaram positivamente a
seletividade da sintese de ampicilina. Os melhores resultados foram obtidos
quando se usou concentragdo alta de 6-APA, efeito esperado: a maior presenca de
6-APA no meio reacional permitiu que a dissociagdo do complexo acil-enzima se

desse em direcao a produgao do antibiotico e nao de FG.
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Tabela 4.9: Resultados do planejamento fatorial 2° tendo como resposta a
seletividade (razdo sintese/hidrdlise).

) A B C D E .
Ensaio T pH Metanol | Tampio | Ceapa Seletividade
01 + + + + + 0,20
02 + - — + + 0,92
03 + - + - + 1,92
04 + + — - + 0,39
05 - - — - + 1,09
06 - + + - + 0,38
07 - + — + + 0,61
08 _ - + + + 0,76
09 - + + + — 0,15
10 - - - + - 0,19
11 - - + - - 0,18
12 - + - - 0,07
13 + - - - - 0,09
14 + + + - - 0,18
15 + + — + - 0,09
16 + - + + - 0,17
17 - + - - + 0,36
18 + - — + - 0,23
19 + - + + + 0,71
20 - + — + - 0,09
21 + - + - - 0,25
22 - + + - - 0,11
23 - + + + + 0,17
24 + - — + 2,40
25 + + + - + 0,85
26 - - — - - 0,22
27 - - — + + 0,99
28 + + — + + 0,22
29 - - + - + 0,76
30 + + — - - 0,09
31 + + + + - 0,14
32 - - + + - 0,23

A Tabela 4.10 mostra os efeitos calculados para a seletividade. Pode-se
observar que os efeitos calculados para a presenga de metanol (C) e tampao
fosfato (D) no meio reacional sdo pequenos. As interagdes entre dois, trés € quatro
fatores também sdo pequenas. Os efeitos associados a concentracdo inicial de 6-
APA mostraram-se significativos. A concentracdo inicial de 50 mM de 6-APA

influenciou para o aumento da seletividade. Os dez maiores valores encontrados
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para seletividade ocorreram em ensaios realizados com concentracao inicial de 6-
APA de 50 mM (ensaios em negrito na Tabela 4.9).

Trabalhando com pH 6,5 (maiores seletividades quando comparadas com
pH 7.5), os efeitos da presenga de tampao fosfato e metanol no meio reacional s
contribuiram para uma melhora da seletividade quando a temperatura estava em
25 °C e em concentracdo baixa de 6-APA (ensaios: 13, 24, 18 e 16). O efeito do
pH associado a presenca de metanol no meio reacional mostrou-se significativo,
pois no pH 7,5 a seletividade alcangou uma melhora (ensaios: 04 — 25). No pH
mais favoravel a adsor¢ao do 6-APA (6,5), na temperatura mais alta, a presenca
de metanol dificultou o acesso da 4gua ao complexo acil-enzima diminuindo sua
hidrolise, assim, uma sutil melhora da seletividade pdde ser observada neste caso.
Nao foi encontrada na literatura explicacdo mecanistica para o efeito do pH sobre
a adsorcao do 6-APA na enzima — ndo ha disponiveis maiores detalhes sobre o
sitio ativo onde o 6-APA se aloca. Experimentalmente, observa-se que maiores
pHs diminuem a adsorc¢do. Esse efeito desfavorece a reagdo de sintese. Por outro
lado, maiores pHs deslocam o equilibrio de dissociagdo de NH, do 6-APA na
direcdo da forma desprotonada, o que favorece o ataque nucledfilo ao acil-enzima
e, portanto, favorece a sintese. Esses efeitos opostos fazem com que as respostas a
varia¢do de pH sejam complexas, como se observa aqui.

A Figura 4.8 ilustra os efeitos da seletividade com relagdo a concentragio
inicial de 6-APA para as temperaturas e para os pHs. Pode-se observar que as
retas ndo sdo paralelas em nenhum dos casos, indicando que ha interagao dos
efeitos, assim, eles ndo podem ser analisados separadamente. A influéncia da
temperatura ndo ¢ tdo significativa no pH 7,5 quanto no pH 6,5. Valores de
seletividade s3o mais altos no pH 6,5. A 25 °C, a seletividade foi maior quando se
trabalhou com concentracdo alta de 6-APA (ensaios: 24 — 05; 04 — 17). Havia
mais 6-APA para direcionar um ataque nucledfilo ao complexo acil-enzima e

produzir o antibiotico.
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Tabela 4.10: Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° tendo

como resposta a seletividade (razdo sintese/hidrolise).

Média
Efeitos principais:
(Temperatura) A
(pH) B
(Metanol) C
(Tampao) D
(Conc. 6-APA) E
Interacdes de dois fatores:
AB
AD
BC
BE
CE
Interacdes de trés fatores:
ABC
ABE
ACE
BCD
BDE
Interacdes de quatro fatores:
ABCD
ABDE
BCDE
Interacdo de cinco fatores:

ABCDE

0,47

0,16
-0,44
-0,06
-0,02
0,64

0,09
0,06
-0,22
-0,22
0,12

0,64
0,16
-0,36
-0,15
-0,10

0,13
0,12

-0,03

-0,03

AC
AE
BD
CD
DE

ABD
ACD
ADE
BCE
CDE

ABCE
ACDE

0,10
-0,05
-0,01
-0,07
0,00

0,04
0,07
0,07
-0,23
-0,11

0,03
-0,09
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Figura 4.8: Gréafico do efeito da concentragdo inicial de 6-APA sobre a
seletividade nas temperaturas de 4 e 25°C e pHs de 6,5 ¢ 7,5.
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Figura 4.9: Gréafico de probabilidade normal dos efeitos da seletividade do
antibidtico ao EMFG.Efeitos desprezados: A.

Na Tabela 4.11, novamente, os fatores menos significativos foram
atribuidos ao ruido. Assim, a estimativa do erro experimental nos valores dos
efeitos foi calculada. Os efeitos significativos com seus desvios padrdo estdo na
Tabela 4.11. A Figura 4.9 mostra o grafico de probabilidade normal para os

efeitos da seletividade. Os efeitos desprezados foram A, C, D, AB, AC, AD, AE,
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BD, CD, CE, DE, ABD, ABE, ACD, BCD, BDE, ABD, ACD, ADE, CDE,
ABCD, BCDE, ACDE,ABCE ¢ ABCDE.

Tabela 4.11: Efeitos calculados para o planejamento fatorial e seus desvios padrao
da seletividade (razao sintese/hidroélise).

Média 0,47 £ 0,09
Efeitos principais:
(pH) B -0,44 + 0,09
(Conc. 6-APA) E 0,64 + 0,09
Interagoes de dois fatores:
BC -0,22 £ 0,09 BE -0,22 £ 0,09
Interacdes de trés fatores:
ABC 0,64 £ 0,09 ACE -0,36 £ 0,09
BCE -0,23 £ 0,09

Apb6s a andlise de todos as respostas (rendimento, produtividade e
seletividade) e seus efeitos mais significativos, chegou-se a conclusdo, pela
analise dos graficos de probabilidade normal (Figuras 4.1, 4.7 ¢ 4.9), de que os
efeitos da presenga de metanol e tampao fosfato no meio reacional ndo eram
significativos e esses efeitos menos significativos foram usados para estimar o
desvio padrdao dos efeitos. O efeito do pH, efeito B, foi o maior em todas as
respostas (R = -16,85; P = 7,8 x 10° mM/min e S = -0,44). Ele ¢ positivo para
produtividade e negativo para seletividade e rendimento. Assim, valores baixos de
pH melhoram a seletividade e o rendimento de sintese, mas a produtividade
decresce — um tipico problema de otimizagao. O efeito do metanol, C, pode ser
desprezado em todas as respostas, porém deve ser considerado ao se analisar sua
interagdo com o pH (R = 5,34; P = 5,72 x 10° mM/min e S = -0,22), pois ele ¢
significativo do ponto de vista estatistico. O efeito de interagdo BC ¢ positivo para
produtividade e rendimento, mas ¢ negativo para a seletividade, mais uma vez um
problema de otimizagdo. A concentragdo de 6-APA, efeito E, é significativa em
todas as respostas (R = -7,0; P = 5,5 x 10° mM/min e S = 0,64). Quando
concentragcdo de 6-APA ¢ baixa, altos rendimentos siao alcang¢ados, mas

seletividade e produtividade da reagio decresce. E importante enfatizar que para
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se otimizar economicamente a producao de ampicilina, todas as trés respostas
devem ser levadas em consideragdo. Alta produtividade e rendimento sdo
importantes, porém a seletividade também deve ser considerada, pois uma baixa
seletividade indica que EMFG estd sendo hidrolisado em demasia (ver Figura
2.11), e esta perda de substrato ¢ um importante fator economico.

Altos rendimentos de sintese em relacdo ao 6-APA foram obtidos nos
experimentos com baixa concentracdo de 6-APA (Tabela 4.2) e, portanto, com
excesso de EMFG. Realmente, uma baixa concentragdo do anel B-lactdmico
significa uma maior probabilidade de consumo deste reagente, portanto melhora
do rendimento. Por outro lado, EMFG ¢ hidrolisado e a seletividade decresce
nesta regido. Todos os experimentos que alcancaram alta seletividade foram
ensaios com alta concentragdo de 6-APA (por exemplo, Figura 4.8). A maior
quantidade do nticleo no meio reacional facilitou sua adsor¢do e favoreceu sua
competicdo com a agua para promover o ataque nucledfilo ao complexo acil-
enzima. Assim a razao s/hl (Figura 2.11) aumenta, e alta seletividade leva a
concentragdes maximas de ampicilina e, portanto, aumenta o rendimento de
sintese. Esta combinacdo de efeitos explica os resultados dos ensaios 5, 24 e 27,
os quais alcangaram altos rendimentos a despeito de sua alta concentragao de 6-
APA (ensaio 5, R =41 %; ensaio 24, R =41 %; ensaio 27, R =47 %).

De acordo com o que ja foi discutido no item 2.5.6, a concentracdo i0nica
do meio reacional deveria interferir no comportamento catalitico da enzima,
inibindo ou ativando a adsor¢do do 6-APA e, portanto, mudando a velocidade de
sintese do antibidtico. Entretanto, para a faixa de concentracao de tampao fosfato
estudada aqui (0-50 mM), este efeito ndo foi significativo para rendimento e
seletividade. O tampao fosfato no meio reacional foi significativo do ponto de
vista estatistico para a produtividade (D = -5,5 x 10 mM/min), ou seja, sua
reducdo no meio melhoraria a produtividade da reacao.

Numa sintese enzimatica sob controle termodinidmico, os efeitos da
temperatura sobre o rendimento podem ser antecipados. Entretanto, numa sintese
cineticamente controlada, a seletividade € essencial. A sintese cineticamente
controlada de ampicilina ¢ um sistema série-paralelo e, assim, a previsao dos

efeitos da temperatura ndo ¢ direta. Quando a hidrolise 1 ¢ favorecida (ver Figura
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2.11), substrato ¢ perdido e o custo global do processo aumenta. Por outro lado, a
hidrolise 2 pode ser favorecida quando tempos de residéncia inadequados sdo
utilizados no reator, mais uma vez aumentando os custos do processo.
Temperatura foi testada como uma varidvel para melhorar a sintese contra as
hidrdlises. Os melhores rendimentos de sintese ocorreram a 4 °C (Tabela 2). Altas
produtividades ocorreram a 25 °C (49,3 x 10~ mM/min). Seletividade méaxima de
2,40 foi obtida também a 25 °C (Tabela 4.9, ensaio 24). Altas seletividades
(exceto para o ensaio 25), rendimentos (exceto para os ensaios 2 e 29), e
produtividades (exceto para os ensaios 15 e 25), todos ocorreram a pH 6,5.

O pH afeta a formagao do complexo acil-enzima em duas diregdes opostas.
O grupo amina da serina B1 (Figura 2.12) deveria estar descarregado, pronto para
aceitar protons quando direcionado para o ataque nucledfilo ao substrato EMFG;
assim, uma queda no pH atrapalharia a formagdo do complexo acil-enzima. Além
disso, num pH levemente acido quase todos grupos amino do 6-APA ainda estio
desprotonados (pK, = 2,5 ¢ pKy = 4,9), o que facilita o ataque nucleofilo ao
complexo acil-enzima pelo 6-APA. Em suma, a definicdo do melhor pH ¢
claramente um problema de otimizagdo: diminuindo o pH melhora-se a adsor¢do
de 6-APA (um efeito desejado), mas também, diminui-se o nimero de grupos o.-
amino da serina B1 na forma NH; (efeito indesejado). Além disso, a necessidade
do grupo amino do 6-APA estar descarregado coloca um limite inferior para o pH.
No pH 6,5, a velocidade de formagdo do complexo acil-enzima e o ataque
nucledfilo pelo grupo amino do 6-APA ainda ndo estdo seriamente reprimidos. O
resultado ¢ uma melhor seletividade reacional.

Ainda se deve notar que no pH 6,5 a atividade catalitica da PGA nio esta
no seu valor maximo, portanto, uma enzima imobilizada multipontualmente foi
necessaria neste trabalho. A melhor combinagdo de temperatura e pH foi de 25 °C
e 6,5. Nesta temperatura, o rendimento com relacio ao 6-APA decresce um
pouco, mas ainda ¢ aceitavel (41,4 %, contra 56,9 %, a 4 °C). Entre as
combinagdes de condi¢cdes experimentais testadas, o ensaio 24 forneceu a melhor
resposta: maximas seletividade e produtividade e rendimento aceitavel. As
condi¢gdes experimentais foram 25 °C, pH 6,5, sem metanol (s6 a quantidade

produzida naturalmente pela hidrélise do EMFG e pela sintese da ampicilina),
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sem tampao fosfato e concentragdes iniciais de 6-APA e EMFG iguais a 50mM. O
grafico com as concentragdes ao longo do tempo para reagentes e produtos da
sintese de ampicilina nas condi¢des operacionais escolhidas pode ser visto na
Figura 4.10. Note-se que as condigdes operacionais escolhidas levaram em
consideragdao rendimento, seletividade e produtividade, as quais sdo importantes

para definir o custo operacional da producdo do antibiotico em escala industrial.

50
—a—FG
—o— 6-APA
40 —A— Ampicilina
—v— EMFG
% 30
8
33
£
= 20
5y
Q
=)
S
@)
10
0 1

0 100 200 300 400 500

tempo (min)

Figura 4.10: Grafico de reagentes e produtos na sintese de ampicilina catalisada
por PGA imobilizada em agarose a 25 °C, pH 6,5, Ciiciat de 6-APA = 50
mM, Cipiciat de EMFG = 50 mM sem adi¢do de metanol e tampao fosfato.

4.2.4 Razao de Concentracoes dos Reagentes para a Sintese de Ampicilina
Considerando todas as variaveis estudadas anteriormente, uma concentracao

alta de 6-APA foi selecionada como a mais conveniente para operar o reator,
porque a baixa razdo EMFG/6-APA diminuiria a perda do EMFG pela hidrélise 1
(Figura 2.11), ou seja, uma alta seletividade (razdo de velocidades sintese e
hidrolise, S/H) seria essencial para a execucdo econdomica do processo. Entretanto,
o custo do EMFG ¢ inferior ao do 6-APA. Assim, varios autores
21T 2636ALILISISSITINTS 419 halharam com excesso de éster, de forma a minimizar as

perdas do nucleo B-lactamico, 6-APA. O comportamento do sistema nessa regiao

(0,1 > Cgmra/Ces.apa = 10) foi estudado neste item. Desse modo, uma série de
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ensaios de velocidade inicial de sintese de ampicilina foi realizada, variando a
concentragdo de EMFG de 10 a 500 mM para duas concentragdes de 6-APA (10 e
50 mM). As Figuras 4.11 e 4.12 mostram graficos de S/H, velocidades iniciais de
FG e ampicilina em fun¢do da concentragdo inicial de EMFG. As Figuras 4.11 e
4.12 mostram claramente o decréscimo da seletividade da reagdo para altas
concentragdes de EMFG, independente da concentragdo de 6-APA presente. Em
baixas concentracdes de EMFG uma oscilagdo na seletividade também foi notada,
embora proxima do erro experimental. De qualquer maneira a dependéncia da
seletividade com a concentracdo de EMFG esta definitivamente presente. Os
ensaios foram realizados em reator encamisado de 20 mL com 1 g de PGA

imobilizada de 20 Ul/gg.
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Figura 4.11: Ensaios de velocidade inicial da sintese enzimatica de ampicilina, pH
6,5; 25 °C, 50 mM 6-APA, PGA imobilizada com 20 Ul/g.. Barras
de erro sdo ensaios em triplicata. Vayp = velocidade inicial do
antibiotico, Vrg = velocidade inicial da fenilglicina, S/H = Vamp/VrG.

As Figuras 4.11 e 4.12 mostram uma clara tendéncia de queda da
seletividade com o aumento da concentragdo de EMFG, porém esses ensaios de
velocidade inicial foram realizados com PGA imobilizada em gel de agarose com

carga enzimatica de 20 Ul/gg. Youshko et al., 2000 175 também realizaram

experimentos de velocidade inicial com enzima livre numa faixa de concentragdo
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de EMFG de 25 a 275 mM (25°C, pH 6,3 ¢ 50mM de 6-APA) e nao observaram
tendéncia decrescente na seletividade que foi constatada aqui. Assim, sabendo-se
que ndo haveria problemas de transporte de massa com essa carga enzimatica,
ensaios de velocidade inicial foram realizados com enzima livre, pois a enzima
soluvel poderia ter comportamento cinético diferente da imobilizada. Entao,
varreu-se a mesma faixa de concentracdes anteriormente utilizadas com ensaios

de velocidade inicial.
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Figura 4.12: Ensaios de velocidade inicial da sintese enzimatica de ampicilina, pH
6,5; 25 °C, 10 mM 6-APA, PGA imobilizada com 20 Ul/gg. Vamp = velocidade
inicial do antibiotico, Vrg = velocidade inicial da fenilglicina, S/H = V amp/ViG.

As Figuras 4.13 e 4.14 mostram graficos de S/H, velocidades iniciais de FG
e ampicilina em fun¢do da concentracao inicial de EMFG catalisada por PGA
livre. Novamente as Figuras 4.13 e 4.14 mostram claramente o decréscimo da
seletividade da reacdo para altas concentragdes de EMFG independente da
concentragdo de 6-APA presente. Assim, a dependéncia da seletividade com a
concentragdo de EMFG estd definitivamente presente, contrariando as de
Youshko et al., 2000 '°. Um modelo cinético que mostre esse comportamento
deve necessariamente ser mais complexo que os modelos de equagdes cinéticas
simples propostos na literatura. A considera¢ao de que o complexo acil-enzima

A 76,77,95,98,152,176,178 .

sempre ser formado antes da adsorcdo do 6-AP ¢ muito

restritiva. Por outro lado, a suposi¢do de que a presenga do 6-APA "™ nio
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interfere com a velocidade de formacgao do intermediario acil-enzima também nao
¢ satisfatéria para toda faixa de concentragdes. Esses modelos simplificados
podem-se ajustar a dados em faixas estreitas de concentragdo de substrato, porém

nao se ajustam quando a faixa de concentragdo se amplia.
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Figura 4.13: Ensaios de velocidade inicial da sintese enzimatica de ampicilina
com PGA livre, pH 6,5; 25 °C, 50 mM 6-APA. Vaup = velocidade inicial
do antibiotico, Vg = velocidade inicial da fenilglicina, S/H = V amp/ViG.
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Figura 4.14: Ensaios de velocidade inicial da sintese enzimatica de ampicilina
com PGA livre, pH 6,5; 25 °C, 10 mM 6-APA. Vanp = velocidade
inicial do antibiotico, Vrg = velocidade inicial da fenilglicina, S/H =
Vamp/Vig. Carga enzimatica no reator: 20 UL
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4.3 RESULTADOS DA IMOBILIZACAO EM SILICA

Apos ativacao da silica (item 3.2.3), sua oxidacgdo foi quantificada seguindo
a metodologia do item 3.2.5. Essa silica oxidada alcangou uma concentracdo de
137 pumolcho/geel (concentragdo aldeidica minima necessaria para a obtengdo de

alto rendimento de imobilizacdo **'*

) e foi com ela que se realizaram todas as
imobilizacdes. Com a solucdo de PGA de 256 Ul/mL, imobilizaram-se cargas
enzimadticas de 6, 11, 20, 37 e 120 Ul/gss (gss = grama de silica em base seca). Na
Tabela 4.12 pode-se observar os valores de atividade do sobrenadante ao longo da
imobilizacdo. Nas imobilizagdes realizadas com baixa carga enzimadtica, o
desaparecimento da enzima ocorreu com 3 horas de reagdo. J4 na imobilizagdo
com alta carga enzimatica, houve um aumento desse tempo, para que a maior
quantidade de enzima oferecida reagisse com o suporte. Mesmo ap6s 7,5 horas de
reagdo ainda se observava atividade enzimatica no sobrenadante.

A atividade da enzima imobilizada foi medida para confirmar a carga
enzimdtica existente no derivado. Para medir a atividade da PGA imobilizada
pesou-se uma pequena massa de derivado e se adicionou solugcdo de SmL de
penicilina G, seguindo o método PDAB descrito na secdo 3.4. As atividades
medidas apds a imobilizagdo foram 6,0 = 0,2, 11,2 £ 0,71, 18,93 £+ 1,36, 37,0 £
1,3 e 56,6 £ 4,65 para as cargas enzimaticas oferecidas de 6, 11, 20, 40 ¢ 120
Ul/gss, respectivamente. Isso indicaria que efeitos difusivos internos poderiam
surgir a partir de uma carga enzimatica de 40 Ul/gss oferecida para o suporte. Na
auséncia de problemas difusivos a atividade observada do derivado deveria variar
linearmente com sua atividade nominal (dada pela diferenca no sobrenadante apds
a imobilizagdo). Para o derivado com carga tedrica de 120 Ul/gss nao se pode
garantir que o desaparecimento da enzima no sobrenadante se deveu unicamente a
sua reacdo com o suporte. A enzima estava em solucdo com pH alto (10) e pode
ter ocorrido alguma desativagdo, ja que o periodo de imobilizagdo foi maior ¢ a

desativagdo da enzima neste pH foi observada por Pereira, 1996.
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Tabela 4.12: Atividade enzimatica do sobrenadante nas imobiliza¢des em silica.

Tempo | Ativid. do | Ativid. do | Ativid. do | Ativid. do | Tempo | Ativid. do
~de  Isobren. p/ | sobren. p/ | sobren. p/ | sobren. p/ | d€ | sobren. p/
imobiliz. | derivado | derivado | derivado | derivado | imobiliz. | derivado ¢/

(h) ¢/ 6Ul ¢/ 11UI | ¢/ 20Ul | c/ 40Ul (h) 120 UI
0,0 5,89 11,07 20,80 41,72 0,0 118,68
0,5 3,98 5,60 5,41 21,30 1,5 87,02
1,5 2,71 3,82 2,95 4,80 3,0 54,18
2,0 0,53 1,66 0,54 1,08 6,0 24,58
3,0 0,00 0,00 0,12 0,79 7,5 8,60

A confirmacdo da presenga de limitacdo difusional intraparticula na medida
da atividade da enzima foi detectada (determinou-se a constante de reacdo para
hidrélise de penicilina G por PGA, segundo cinética de Michaelis-Menten, e a
energia de ativagao dessa reacdo para derivados com mesma carga imobilizada e
com diferentes didmetros de particula), e acima de uma carga enzimatica de
20Ul/gss observaram-se restrigdes difusionais 2°. Essas limitagdes difusionais se
devem a carga enzimatica ¢ ndo ao tamanho da particula. Como se pode observar
pela comparagdo da Tabela 4.1 com a 4.12, vé-se que a silica levou muito mais
tempo para realizar os enlaces de ligagdo covalente com a enzima, mesmo quando
se trabalhou com cargas enzimaticas baixas. Além disso, a silica apresentou uma
estabilidade de permanéncia dessa carga enzimatica muito inferior a agarose. A
atividade da enzima medida na agarose permaneceu inalterada durante os ultimos
trés anos de trabalho, porém a atividade enzimatica medida na silica foi
diminuindo até sua perda total com no maximo seis meses de utilizagdo desse
derivado. Mesmo com essa dificuldade, decidiu-se realizar ensaios de sintese para
verificar o potencial desse suporte na produgdo do antibidtico, ja que o objetivo
principal deste trabalho era encontrar as melhores condi¢cdes de operacdo para

maximizar a producdo de ampicilina.

93



Resultados e Discussées

4.4 SINTESE DE AMPICILINA COM PGA IMOBILIZADA EM SILICA
EM REATOR DE LEITO FIXO

Nesta parte do trabalho empregou-se silica macroporosa como matriz-
suporte da enzima. A baixa tolerancia da silica ao cisalhamento, no entanto, impoe
o uso de reator em leito fixo ou fluidizado (nos quais nao ha tensdes geradas pelas
pés de impelidores). Nos ensaios iniciais no reator de leito fixo usaram-se
concentragdes iniciais de reagentes tais que o sistema operasse sem gradientes de
concentragdo ao longo do leito.

As concentragdes dos reagentes ndo ultrapassaram os 50 mM e ndo houve
precipitacdo dos produtos. A Figura 4.15 mostra o grafico da reacdo enzimatica de
ampicilina utilizando o leito fixo a 25 °C, pH 6,5, com concentragdo inicial de 6-
APA de 50 mM e concentracdo inicial de EMFG de 50 mM, na presenga de
tampao fosfato no meio reacional. As condi¢des operacionais dos experimentos
usando silica como suporte foram testadas de modo que problemas difusionais nos

poros do catalisador fossem afastados. A carga enzimatica foi de 20 Ul/gss.
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Figura 4.15: Gréafico da sintese de ampicilina catalisada por PGA imobilizada em
silica a 25°C, pH 6,5, Cinicial de 6-APA = SOH’IM, Cinicial de EMFG =
50mM, 20UI/gss.
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A velocidade intersticial de escoamento, (vazao volumétrica)/(porosidade do
leito X se¢do transversal), foi de 35,9 cm/min. Essa sintese alcancou rendimento
em 6-APA de 29 %, rendimento em EMFG de 31 %, seletividade de 1,0 e
produtividade de 29 x 10~ mM/min. Resultados semelhantes foram obtidos com a
sintese realizada com gel de agarose como catalisador (ensaio 02), 31 %, 0,92 e 22
x 10~ mM/min, respectivamente.

Realizou-se uma andlise do processo com auxilio de modelo
fenomenoldgico do reator (Figura 2.14), que considerou a resisténcia ao transporte
de massa interno e externo nas particulas do catalisador, além da dispersdo axial
no leito. Considerou-se regime transiente (refluxo total dos produtos ao final do
leito) e reator heterogéneo. A dispersao axial foi estimada preliminarmente através
do Ntmero de Peclet ¢ Numero de Reynolds (Equagio 4.4). ¥ A correlagio
indicou que a dispersdo axial seria significativa para a faixa de vazdes aqui
empregadas. Propriedades fisicas do fluido (e, portanto, sua velocidade
superficial) foram admitidas constantes ao longo do leito. Considerou-se também
que a enzima estava uniformemente imobilizada nos poros da silica. O modelo
prediz as concentragdes dos compostos ao longo do tempo, no seio do fluido e no
interior da particula. A Equacdo 4.5 representa os balancos de massa para

substratos e produtos no seio do fluido.

ud
Re''= PUP Pe=—2? (4.4)
y7; D

ax

oC,__ 123G D, &C, 3-o)L
or ¢ O0p elu 09>  eRu

k,(C-C) (4.5)

Cujas condigdes de contorno sdo:

7=0-C(0,0)=0

D :
p=0->C'(r)-C,(0,7)=— . 9C,
ul. 0@ -
gozl—)ac" =0
0

emque @ =z/Let=LM.
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A Equacao 4.5 foi resolvida numericamente. Discretizou-se por diferengas
finitas, malha constante, na posicao axial. A Equagdo 4.6 representa o balango de
massa para substratos e produtos no interior da silica. Supde-se que o processo de
difusdo através dos poros pode ser satisfatoriamente representado pela equagao de
Fick, utilizando difusividades efetivas constantes para cada componente.

O sistema de equagdes resultante foi resolvido numericamente. Utilizou-se
colocagio ortogonal '* para discretizar as equagbes no raio. Os pontos de
colocagdo correspondem aos zeros de polindmios de Jacobi P!, Testes com 2,
5 e 7 pontos de colocacao indicaram que dois pontos internos (trés no total, para

este problema simétrico) sao suficientes para representar este sistema.

oC. D L oC . 0°C .\ L
F = efz 6.—2 +4.x. 2’” + Py R,
or gp.Rpu Oox Ox ue,

(4.6)

7=0->C,(x,7)=0
dc,

r:O.'.x:0—>2x/;.
dx

=0V, trivial se a derivada for finita

D, oC |
r=R, .x=1-k,(C,~C,(1,)=—L2x—2
R Ox

p
p x=1

em que: x = 7/Rp.
O balango de massa no tanque (alimentacdo e reciclo), assumindo-o
perfeitamente agitado, fluido com densidade constante e reciclo total, é:
dc! v,L
dr Viu

(Ci(Lz)-C!) (4.7)

em que V,, = vazdo de meio reacional e V; = volume do tanque de
alimentacao.

As condi¢des de contorno na superficie do catalisador recaem em equagdes
algébricas lineares, permitindo a eliminagdo da concentragdo na superficie do rol
de variaveis. Assim, evita-se trabalhar com sistema algébrico-diferencial.
Resolveu-se o sistema de equacdes diferenciais ao longo do tempo por método
progressivo, o algoritmo DASSL (Differential-Algebric-System-Solver) '*.

As expressoes para as velocidades de reacdes usadas no modelo do reator de

leito fixo seguiram Gongalves, 1999, " ¢ estdo detalhadas em Ferreira, 1999, >,
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Segundo o modelo, a presenca de 6-APA (NH) nao interfere na velocidade de

reacdo de desaparecimento de éster (AB), pois esta velocidade ¢ controlada pela

formag¢do do complexo acil-enzima. Assim, a expressdo para a velocidade de

hidrolise do éster representa a velocidade de seu desaparecimento, mesmo quando

a reacdo de sintese ocorre em paralelo a de hidrélise. A velocidade de hidrdlise de
ampicilina (vpy) € expressa por:
kAN

k. [1 + [SB]J +[AN]

EA

(4.8)

A equacgdo de velocidade de desaparecimento de éster (vap) € expressa por:

_ ky[E,J[AB]
km(l + [ﬁN]j +[AB]

AE

(4.9)

em que:

k, = constante cinética de velocidade,
[Et] = concentragdo de enzima,

[AN] = concentracao de ampicilina,
[AB] = concentracao de éster,

km = constante de Michaelis-Menten,
kga = constante de inibicao por éster,

kg = constante de inibigao por ampicilina.

A expressdo para a velocidade de sintese de ampicilina (vs) ¢ dada por:

vg =V, T X= K,[E,J[AB] T .. X (4.10)
km£1 + [léN]J +[AB]

AE

Tmax € a fracdo do complexo acil-enzima-nucleo (nucleo = 6-APA) que
percorreria a rota de sintese de ampicilina caso todos os sitios em que ocorre a
reacdo estivessem ja saturados de 6-APA (NH). X ¢ a frag¢do de sitios de enzima
que tenham adsorvido o 6-APA (NH), dada por hipotese pela expressao:

___INH]
kpy +[NH]

em que:
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[NH] = concentragdo de 6-APA,

ken = constante de saturagao.

Escolheu-se usar reator de leito fixo com refluxo total (Figura 2.14), pois
este permitiu testar os efeitos de resisténcia externa ao transporte de massa. E
também através deste modelo foi possivel estimar teoricamente a minima vazao
de escoamento capaz de vencer totalmente a resisténcia ao transporte de massa
externo. Isto foi necessario porque as duas resisténcias (interna e externa a

particula) estavam presentes. O valor da difusividade efetiva >*"

usado para todas
as moléculas presentes foi: Dy = 6,5 1 0° cmz/s, valor obtido por correlagdao
descrita em Ferreira, 1999 . Os coeficientes de dispersdo axial foram
encontradas de acordo com a Equacdo (4.4) para as diferentes vazodes de trabalho
(Tabela 4.13). Os resultados simulados mostraram que vazao de 15 mL/min

forneceu o pico de concentragdo de ampicilina.

Tabela 4.13: Difusividades axiais calculadas e utilizadas na rotina
computacional.

Vazdes [mL/min] 10 15 30 45 60

Difusividade Axial

4 76 130 | 282 | 434 | 587
[10"cm/s]

Nas sinteses experimentais realizadas, observou-se que a resisténcia ao
transporte de massa externo era importante. Isto pode ser verificado na Figura
4.16, que mostra a velocidade de desaparecimento de EMFG para as diferentes
vazoes estudadas. Nesta situagdo foi assegurada a inexisténcia de resisténcia
interna ao transporte de massa, 2! pois se utilizou silica macroporosa com
atividade enzimatica de 6Ul/gss. Verificou-se experimentalmente que para vazdes
acima de 15 mL/min a resisténcia externa ao transporte de massa havia sido
eliminada, pois o perfil de desaparecimento de éster manteve-se 0 mesmo com a
variagdo da vazdo. Assim, pode-se estimar o coeficiente de transporte de massa
externo a particula de silica. Para analisar a influéncia do transporte de massa

intraparticula, diferentes atividades enzimaticas da silica foram testadas: 6, 11, 20
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e 37UlI/gss. O resultado obtido para a vazao de 30mL/min ¢ mostrado na Figura
4.17. Como ja mencionado, ?' cargas enzimaticas acima de 20UI/gss apresentam

atraso difusional intraparticula.
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Figura 4.16: Perfis de concentracdes de EMFG durante as sinteses de ampicilina
com diferentes vazodes ao longo do tempo. Concentragdes iniciais de
reagentes: 20mM. T = 25°C, carga enzimatica de 6Ul/gss e pH 6,5.
As vazodes foram 15, 30, 45 e 60mL/min.

Para o caso de liquidos escoando em leito fixo a baixos numeros de
Reynolds, o coeficiente de dispersdo (ou difusividade axial efetiva) é um
pardmetro que aumenta com a vazdo e, portanto, afasta o reator do
comportamento ideal ¥ Assim, aproxima-o de um reator de mistura e,
conseqiientemente, amortece a melhoria de seu desempenho ocorrida em virtude
do aumento do parametro k.. O modelo matematico foi desenvolvido para tratar
de forma sistematica os transportes de massa envolvidos. Alguns testes numéricos
foram realizados para analisar a influéncia do nimero de pontos de colocacdo
ortogonal ¢ do tamanho do intervalo de discretizacdo por diferengas finitas
utilizados no programa. A partir de dois pontos de colocacdo ortogonal e treze

pontos de diferencas finitas os resultados do modelo j& apresentavam variagdes
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dentro da faixa de erro experimental. Portanto estes foram os valores assumidos

nas simulagdes.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 Carga enzimatica: -
—u— 6Ul/gss
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Figura 4.17: Perfis de concentragdes de EMFG durante as sinteses de ampicilina
com diferentes cargas enzimaticas ao longo do tempo. Concentragdes
iniciais de reagentes: 20mM. T = 25°C, vazao de 30mL/min e pH 6,5. As
cargas enzimaticas foram: 6, 11, 20 e 37Ul/gss.

Foram realizados testes para verificar a sensibilidade do modelo frente aos
parametros k. (resisténcia externa) e D, (dispersdo axial). Pardmetros cinéticos e
difusividade efetiva nos poros do catalisador, j& estimados em outros trabalhos do
grupo, foram mantidos invariantes. A Figura 4.18 d4 uma indica¢ao da capacidade
preditiva do modelo. A Figura 4.19 exemplifica uma simulagdo. Pode-se observar
que o padrao da resposta do modelo ¢ adequado. Pode-se observar que o perfil do
modelo ¢ subestimado, isso se deve a expressdo de velocidade utilizada, que nao ¢
adequado quando as concentragdes dos componentes se elevam ou quando as

cargas enzimaticas sao altas.
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Figura 4.18: Teste de sensibilidade paramétrica do modelo. Atividade 120UI/gs.
V=25 mL/min, T= 25°C e pH 6,5.
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Figura 4.19: Exemplo de resultado da simulagcdo do reator de leito fixo, com
reciclo total. Atividade 120 Ul/gg. V=25 ml/min, T =25°C e pH 6,5.
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45 USO DE REDES NEURAIS NA MODELAGEM CINETICA DA
SINTESE ENZIMATICA DE AMPICILINA

A sintese enzimatica de ampicilina a partir de EMFG e 6-APA ¢ um sistema
de reagdes série-paralelo (com reacdes indesejadas de hidrdlise de ampicilina e de
EMFG). Um modelo mecanistico dessas trés reacdes, levando em conta efeitos
inibitorios e alostéricos de reagentes e/ou produtos, mostrou-se complexo, com
numero intratavel de parimetros cinéticos '*. Simplificagdes desse modelo,
diminuindo o nimero de parametros ajustaveis, ndo conseguiram representar os
dados experimentais em toda faixa de interesse. Uma alternativa foi utilizar
modelo hibrido-neural. Redes neurais artificiais (RNAs) foram treinadas para
prever velocidades de reagdo, e por sua vez utilizadas nas equagdes de balanco de
massa.

Ha na literatura diferentes modelos cinéticos para as reagdes de sintese de
antibioticos P-lactdmicos, porém todos vém acompanhados de numerosas
simplificagdes. Paralelamente aos testes realizados com a silica, resolveu-se
avaliar o potencial das redes neurais para modelar a sintese enzimatica de
ampicilina. Nos ensaios selecionados para treinamento da rede neural foram os
dados soluveis de concentracdo ao longo do tempo (sistema homogéneo). As
concentragdes sdo mostradas na Figura 4.21. Todos os experimentos de sintese a
25 °C foram realizados em batelada usando reator encamisado de 50 mL, sob
agitacdo mecanica de pas. Nestes ensaios, utilizaram-se PGA imobilizada em gel
de agarose como catalisador, pois, a €época, os ensaios com o suporte silica ainda
ndo tinham sido finalizados € ndo se mostravam promissores.

Muitos fendmenos influenciam a velocidade de reagdes enzimaticas, tais
como inibi¢do/ativacdo por produtos e/ou reagentes. Nesta etapa do trabalho,
aspectos do problema que sdo bem conhecidos serdo descritos
fenomenologicamente: assim, balancos de massa de cada reagente serdo
resolvidos, enquanto RNAs descrevem a cinética das reacdes. Um modelo

hibrido-neural foi, portanto, desenvolvido para modelar a sintese de ampicilina.
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4.5.1 Treinamento da Rede Neural

Existem muitos pardmetros que controlam o desempenho e capacidade
preditiva de uma RNA. A primeira etapa para utilizagdo de RNAs ¢ a escolha de
sua estrutura. Escolheu-se uma rede do tipo ‘‘feedforward” com uma camada
oculta, j4 que essa estrutura pode aproximar qualquer fun¢io continua °'.
Escolheu-se, entre as configuragdes de redes neurais, a rede multicamadas (MLP,
“multi-layer perceptrons”), usando para seu treinamento o algoritmo de
retropropagacdo. A rede utilizada possui uma camada de entrada (concentracao de
substratos e produtos), uma camada oculta ¢ uma camada de saida (velocidade de
formag¢do ou consumo dos produtos); empregou-se a fungdo sigmoidal para
ativacdo dos neuronios. A topologia da rede ¢ mostrada na Figura 4.20.

Utilizou-se um treinamento estatico para a rede, ou seja, o algoritmo nao
alterou a sua estrutura, variando apenas os valores dos pesos. A funcao-objetivo
escolhida como critério de treinamento foi a soma do quadrado dos desvios entre
os valores experimentais e simulados. O niimero de neurdnios (¢) da camada
oculta foi determinado por tentativa e erro, minimizando-se o erro na validagdo do
modelo hibrido. Outro parametro a ser determinado foi o termo de momento (o),
que, ao atualizar o vetor peso, pode contornar minimos locais, além de acelerar o
treinamento em regides da superficie de erro com gradiente pequeno.

Foram selecionados 6 ensaios (para condigdes experimentais dos ensaios ver
item 3.5.2) para serem usados no treinamento da rede. Os ensaios selecionados
continham as combinagdes tidas como essenciais na elaboracdo da base de
treinamento, dentro do dominio das concentra¢des estudado. A Figura 4.21 mostra
esse dominio, com as concentracdes em seu nivel superior e inferior; o ponto
central foi usado para validagdo da rede. Observando a Figura 4.21 vé-se que ha
uma diferenca entre as concentragdes iniciais de até seis vezes, por isso os dados
de entrada e saida foram normalizados de acordo com a equacao 4.8.

X

i — X

I,min (4.8)

i,max — %

Xinorm =

X i,min
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Figura 4.20: Topologia de rede neural MLP usada neste trabalho.

O ntmero de neurdnios da camada oculta ¢ um parametro importante no
desempenho de uma rede neural; entretanto, ndo hd nenhum método universal
para determinar seu 6timo. O uso de poucos neurdnios limita a habilidade da rede
para modelar o processo desejado. Ja o uso de um numero excessivo de neuronios
permite maior liberdade para o ajuste de pesos, o que pode levar ao aprendizado
do ruido (overffiting). Desta forma, o numero 6timo de neurdnios na camada
oculta foi selecionado a partir da configuragdo com menor nimero de neurénios
que minimizava a raiz do erro quadratico médio, RMS (“root mean-squares”). A
Figura 4.22 mostra o grafico do erro versus nimero de iteragdes para diferentes
numeros de neurdnios da rede, para v,,,. Foram escolhidos 15 neurdnios para a
camada oculta, com 10.000 itera¢des para treinamento. A taxa de aprendizado (1)
e o termo de momento (o) foram respectivamente 1,0 e 0,8. Utilizou-se a fungao
sigmoidal para excita¢cdo dos neurdnios.

As Figuras 4.23 e 4.24 mostram os resultados para as velocidades de
producao de ampicilina e consumo de EMFG, obtidos apds a fase de treinamento.
Foram escolhidos 6 ensaios com 64 pares de (x,f(x)), em que x representa as
concentragdes de reagentes e produtos e f{x) a respectiva velocidade para o
treinamento da RNA. Pode-se observar que a rede apresentou bom desempenho,
pois os dados das velocidades estao bem dispersos entre os valores esperados € os

valores calculados pela rede. Uma possivel tendéncia para baixas velocidades,
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com a rede superestimando seus valores, ndo deve acarretar conseqiiéncias

maiores para a simulacdo do reator, pois essa ¢ regido correspondente ao trecho

final da batelada.
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Figura 4.21: Dominio de treinamento da RNA para obten¢do de modelo cinético
da sintese de ampicilina catalisada por PGA imobilizada em agarose a
25°C, pH 6,5. Concentracdes iniciais de éster e 6-APA, para ensaios
em batelada.
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Figura 4.22: Comparagao da raiz do erro quadratico médio (RMS) no treinamento
de RNA para sintese de ampicilina com diferentes n® de neur6nios.
Todos os conjuntos de dados de treinamento foram considerados.
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Figura 4.23: Teste da qualidade do ajuste da rede. Dispersao das velocidades de
producao de ampicilina: experimental e simulada (RNA); base de
dados utilizada no treinamento.
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Figura 4.24: Teste da qualidade do ajuste da rede. Dispersao das velocidades de
consumo de éster: experimental e simulada (RNA); base de dados
utilizada no treinamento.

4.5.2 Validacao das Redes Neurais
Um conjunto experimental com 11 pares de (x,f{x)) foi escolhido para a
validagdo da RNA treinada. Este conjunto de pontos estd dentro do dominio de

treinamento da rede (ver Figura 4.21): concentragdes iniciais de 150 mM. As
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Figuras 4.25 e 4.26 ilustram a qualidade do ajuste dos experimentos de validacao,
lembrando que os dados de validagdo ndo foram usados no treinamento da RNA.
Pode-se observar leve tendéncia para superestimar a velocidade de
desaparecimento do éster. Veremos, a seguir, se esse fato degrada a predigcdo do

comportamento do reator.
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Figura 4.26: Dispersao das velocidades de producdo de ampicilina: Ensaio de
validagao.
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Figura 4.25: Dispersao das velocidades de hidrélise do EMFG: Ensaio de
validacgao.
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4.5.3 Modelo Hibrido-Neural

No modelo hibrido considerou-se que as RNAs estimam a velocidade de
desaparecimento de EMFG, veyrg = vs + vur € velocidade global de formagao de
ampicilina, v4mp = vs - vz (ver Fig. 2.13). Com duas velocidades de reagdo, o
sistema estd determinado. O objetivo foi modelar a cinética inerente de reacao e
ndo a cinética de precipitagdo (em alguns ensaios houve precipitacdo de produtos).
Assim, as velocidades basearam-se nas concentragcdes em fase liquida. Quando os
produtos alcangcavam seus limites de solubilidade, admitia-se que a precipitagao
fosse instantanea, sem supersaturagao.

transferasze

EMFG +6-APA+H,0 =——==AMP + CH{OH+H,0
hidrm}\\ /"/hld&]oz ase

(h1)
FG+CH;OH+6-APA

Figura 2.13: Reagdes envolvidas na sintese enzimatica de ampicilina a partir de
EMFG.

As redes foram treinadas com dados de velocidades, obtidas a partir da
diferenciagdo de curvas concentracdo x tempo de ensaios em batelada. O modelo

hibrido é composto pelas seguintes equagdes de balango de massa:

dCEMFG
— ="V 4.12
dt EMFG ( )
dC
# = Vamp (4.13)
C6—APA = Cén—iZPA - CAMP (4.14)
CFG = C?]I;FG - CEMFG - CAMP (4.15)

As equacdes 4.12 a 4.15 foram resolvidas numericamente.

A Figura 4.27 mostra o resultado obtido pelo modelo hibrido-neural para
sintese de ampicilina em batelada com concentragdo inicial de 6-APA de 250 mM
e concentracdo inicial de EMFG de 250 mM. A Figura 4.28 também mostra o
resultado da simulagdo para concentracdo inicial de EMFG de 60 mM e
concentragdo inicial de 6-APA de 300 mM, situagdo essa em que o 6-APA esta

proximo ao seu limite de solubilidade. A condi¢do de sintese da Figura 4.28
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(excesso de 6-APA) faz com que a seletividade da ampicilina em relagao ao
EMFG seja elevada, diminuindo, assim, a perda de EMFG para a reacdo de
hidrolise (hl1, Figura 2.13). A Figura 4.29 indica o resultado para o ponto de
150/150 mM, condi¢cdo usada para validagdo da RNA. O modelo hibrido
apresentou bom desempenho em todas as situacdes testadas, indicando a condig¢ao
que favorece producdo de ampicilina com menor perda de reagentes nas reacdes
laterais.

Examinando-se a Figura 4.29, uma interessante caracteristica do modelo se
evidencia. Os ultimos pontos experimentais deste ensaio especifico apresentaram
um erro sistematico; o balanco de massa ndo fecha, pois as concentragdes
experimentais de EMFG estdo claramente superestimadas. O modelo hibrido,
entretanto, obedece a estequiometria e, as velocidades previstas pelas RNAs
permitiram que o comportamento qualitativo de um sistema “sem erros” fosse
reproduzido. Assim, a Figura 4.29 na verdade pode ser encarada como um teste de
consisténcia, que detectou uma falha nas medi¢des. Sob esse aspecto, o resultado

obtido foi excelente.

250 T ! T
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B Ampicilina
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5

50

. . 1 . .
0 2 4 6 8 10 12

tempo (h)

Figura 4.27: Modelo hibrido para sintese de ampicilina, T = 25°C, pH 6,5.
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Figura 4.28: Modelo hibrido para sintese de ampicilina, T =25°C, pH 6,5.
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Figura 4.29: Validagdo do modelo hibrido para sintese de ampicilina, T = 25°C,
pH 6,5.

Durante a realizacao dos ensaios que seriam usados para o treinamento da

rede neural ocorreu a precipitacdo do antibiotico e da FG no meio reacional.
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Inicialmente o trabalho experimental foi aumentado, pois para medir a
concentragdo do meio tomavam-se duas amostras em um tnico tempo. Com uma
amostra se media a concentragdo total do meio e a outra era filtrada e entdo se
media a concentragdo da parte soluvel; assim, por diferenca, obtinha-se a
concentracdo de ampicilina precipitada. Apos a realizacdo dos calculos de
seletividade, rendimento e produtividade, viu-se que a precipitagdo do antibiodtico
era um resultado interessante para a reacdo de sintese, ja que todo antibidtico
precipitado ndo estava envolvido na reacdo homogénea e ndo estava sofrendo
hidrolise. Portanto, um aumento do rendimento e seletividade da reacao foi
alcancado. O uso do leito fixo com a PGA imobilizada em silica, nesta etapa do
trabalho ndo se mostrou conveniente, pois neste ponto era interessante investigar
as regides nas quais se pudesse precipitar a maior massa de antibidtico possivel. E
em um leito fixo, a precipitacdo dos produtos acarretaria problemas de percolagao
e aumentaria a perda de carga no leito, além de inviabilizar a separagdo do
produto sélido diretamente do reator. Assim, o estudo da sintese de ampicilina em
leito fixo foi finalizado.

Outro aspecto importante a ser destacado para o suporte silica ¢ que nado se
conseguiu imobilizar altas cargas de enzima. Varias cargas enzimaticas foram
testadas, varreram-se cargas de 5 a 200 Ul/gss e os resultados de sucesso sdo
mostrados na Tabela 4.12. Esses derivados comparados aos derivados de gel de
agarose mostraram-se bem inferiores, ja que se conseguiu imobilizar cargas de até
400 Ul/gge1 na agarose. A silica imobilizou no maximo 120 Ul/gss, embora atrasos

21,51 . .
. Além disso, a

difusionais tenham sido detectados em ambos suportes
estabilidade da silica foi muito inferior a estabilidade alcancada com o gel de
agarose. E a perda de atividade enzimdtica ¢ um fator econdmico muito
importante para a viabilizagdo da produgdo enzimatica de antibidticos [-

lactamicos.
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4.6 SINTESE DE AMPICILINA COM ALTA CONCENTRACAO INICIAL
DE REAGENTES EM REATOR DE MISTURA

Lembremos que a sintese enzimatica cineticamente controlada de ampicilina
foi realizada a partir de éster metilico de fenilglicina (EMFG) e 4cido 6-
aminopenicilanico (6-APA). O uso de EMFG para acilagdio do nucleo f-
lactdmico, 6-APA, resulta num sistema reativo série-paralelo, cujas reacdes
indesejadas de hidrdlise (do EMFG e do antibidtico) ocorrem simultaneamente a
de formagao do antibidtico ver Figura 2.13). Apos a realizacdo de ensaios que
variavam diversas condi¢des experimentais como estratégia para aumentar o
rendimento, seletividade e produtividade da sintese de ampicilina, passou-se a
estudar uma estratégia complementar. Para minimizar a perda por hidrélise do
EMFG e do antibidtico, foram realizados experimentos com diferentes
concentragdes iniciais dos reagentes altas o suficiente para que houvesse
precipitagdo de ampicilina. Com isso, seria reduzida sua hidrélise, e aumentado o
rendimento de sintese.

Todos os experimentos de sintese a 25 °C foram realizados em batelada
usando reator encamisado de 50 mL, sob agitagdo mecanica de pas. Para analisar a
concentragdo do meio reacional, um filtro de 0,2 pum foi usado para separar a
amostra soluvel (sistema homogéneo) do meio reacional (heterogéneo). Utilizou-
se PGA imobilizada em gel de agarose como catalisador. O derivado tinha carga
enzimatica de 45 Ul/ge. A Tabela 4.14 mostra os resultados obtidos para o

rendimento de sintese, seletividade e produtividade. Em que:

C max

R =— (4.1)
C6—AP€<1

p=—m (4.2)
tmax
Cam

S = (4.3)
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Tabela 4.14: Resultado dos ensaios realizados em diferentes
concentragdes iniciais de reagentes .
Eiﬁ? ((:r;ﬁ/ﬁ RO 5 (rﬁﬁ/ﬁin)
250 250 52,5 2,16 199,0
50 50 414 2,40 49,4
250 50 79,3 0,74 110,1
50 10 29,7 0,09 8,2
50 250 14,2 4,07 98,4
60 300 10,3 3,90 94,5

Pode-se observar que, ao se aumentarem as concentracdes iniciais dos

reagentes,

mantendo-se a mesma propor¢do 6-APA/EMFG;

rendimento,

produtividade e seletividade aumentaram consideravelmente. Esses resultados

direcionaram o trabalho de modo que a sintese de ampicilina fosse maximizada

com vista numa produ¢do em escala industraial. As Figuras 4.30 a 4.32 mostram

os graficos das concentracdes totais de alguns ensaios. A Figura 4.30 também

mostra a evolucdo da ampicilina e FG cristalizadas.
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Figura 4.30: Sintese de ampicilina catalisada por PGA imobilizada em agarose a
25°C, pH 6,5, Cinicial de 6-APA = 250mM, Ciyicias de EMFG = 250mM.
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Figura 4.31: Sintese de ampicilina catalisada por PGA imobilizada em agarose a
25°C, pH 6,5, Cinicial de 6-APA = 250mM, Cinicia] de EMFG = 50mM.
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Figura 4.32: Sintese de ampicilina catalisada por PGA imobilizada em agarose a
25 °C, pH 6,5, Cipiciat de 6-APA = 50 mM, Ciyicias de EMFG = 250 mM.

A partir dos ensaios em que o antibidtico precipitava no meio reacional,
outro aspecto da producdo de ampicilina mostrou-se importante: era necessario

aumentar a produtividade da reacao. Resolveu-se aumentar a um maximo possivel

114



Resultados e Discussées

a carga enzimatica dentro do suporte; assim, ter-se-ia uma maior quantidade de
enzima por volume de reator. Para isso, derivados com alta carga enzimatica

foram produzidos.

4.7 ATIVIDADE DO BIOCATALISADOR DE ALTA CARGA
ENZIMATICA

Devido a alta concentragdo de reagentes e produtos no meio reacional
(eventualmente em estado so6lido), um biocatalisador conveniente foi

. 4
desenvolvido ©

para permitir uma facil separacdo dos cristais da enzima
imobilizada, pois durante os ensaios em que houve a precipitacdo do antibiotico.
Observou-se que ampicilina sélida ficava dentro das particulas do derivado, e sua
retirada de dentro do gel de agarose era lenta e ainda fragilizava as particulas de
agarose. Além disso, o antibidtico que ficava dentro do derivado era mais uma

perda de rendimento de sintese.

Tabela 4.15: Atividade enzimadtica do sobrenadante na imobiliza¢do da PGA.

Tempo de Atividade do
imobilizacao (h) sobrenadante (UI)
0,0 400,5
1,0 256,5
2,0 182,3
4,0 53,3
6,0 15,0
7,0 11,0
7,5 1,02

Gel de agarose foi tratado adequadamente e nele imobilizou-se a PGA com
uma carga de 400 Ul/ggel. O método de imobilizacao seguiu o item 3.3 e a Tabela
4.15 mostra os resultado da imobilizagdo. Foram necessarias aproximadamente

oito horas para que a concentragdo enzimdtica na solucdo sobrenadante fosse
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desprezivel. Apds a imobilizacdo, tinha-se um derivado (lembrando: PGA +
suporte) com carga enzimatica tedrica de 400 Ul/ggel. Apds todo tratamento de
lavagem e armazenamento do derivado, mediu-se sua atividade pelo método
PDAB (item 3.4). Utilizaram-se trés amostras do derivado e elas apresentaram
atividade de 241, 244 e 266 Ul/ggel portanto, o derivado apresentou uma
atividade aparente de 250 Ul/ggel. Desejava-se obter um derivado com carga
enzimatica a mais alta possivel para que, apds o tratamento realizado com pectina
para aumentar sua estabilidade, ainda fosse mantido um biocatalisador com carga
enzimatica razoavelmente alta. Com este trabalho foi desenvolvida a patente *.
Com esse novo biocatalisador testado e armazenado, iniciou-se um conjunto
de ensaios de sintese de ampicilina. Apds cada ensaio a atividade deste
biocatalisador foi medida. Foram realizados seis ensaios, que tinham duragdo
entre dez e doze horas. Apds um total de mais de 60 horas de operagdao com o
mesmo biocatalisador, este ndo sofreu qualquer desativacdo, nem a integridade
das particulas foi afetada pela cristalizacdo dos produtos ou pela agitacdo do
reator. Esse biocatalisador foi armazenado por aproximadamente um més e em
seguida, realizaram-se mais dois ensaios: uma sintese de treze horas com
alimentagcdo intermitente dos dois reagentes solidos; testou-se a atividade do
derivado antes e depois desta sintese € ndo se observou perda de sua atividade.
Outro ensaio foi uma sintese com duracdo de vinte e oito horas. Apos esta sintese
a atividade do derivado foi testada e se verificou que ela estava um pouco maior
que a atividade anterior. Ao se analisar as particulas do biocatalisador, observou-
se (o biocatalisador tem didmetro médio de 0,25 cm % 0,06) que algumas delas
estavam rompidas. Assim, explica-se o porqué da maior atividade deste derivado
apds esse ensaio. Como o suporte recebeu uma alta carga enzimatica, muitas
enzimas ndo eram alcangadas durante a reacdo, e quando essas particulas foram
rompidas mais enzimas puderam entrar em contato com o substrato para reagir. A
maioria das particulas do biocatalisador estava intacta; assim tentou-se separa-las
com pinga, porém esta tarefa mostrou-se infrutifera, pois a atividade medida do
derivado ainda era superior a atividade medida antes do ensaio de sintese.
Observou-se que algumas das pequeninas particulas rompidas ainda estavam

juntas das outras ndo rompidas; isso se deveu ao fato do biocatalisador ficar em
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solucdo sendo muito dificil separa-lo com pinga ou com peneira. Esse
biocatalisador mostrou-se muito estavel durante todos os ensaios de sintese
realizados. S6 apresentou desgaste apds drastico ensaio de 28 horas ininterruptas
em que houve a precipitacdo dos produtos ¢ a adi¢do de reagentes solidos.
Anédlises da estrutura desses biocatalisadores foram realizadas utilizando a
técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV). A Figura 4.33 mostra um
exemplo do biocatalisador antes e apos ensaios de sintese. Pode-se observar que o
biocatalisador manteve sua estrutura bem definida. Teve-se uma certa dificuldade
para determinar a melhor técnica para desidratacdo da amostra. A técnica usada na

analise mostrada nesta Figura estd detalhada no Apéndice D.

1 mm

(1) - corte do biccatalisador antes
de utilizagaoc, 50X

(2) - detalhe de (1), 200X
(3) - detalhe de (2),1400X

Figura 4.33 (): Corte do biocatalisador logo apos ser preparado, antes de ser
utilizado em sinteses.
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(1) - corte do biocatalisador apos utilizagao, 50X
(2) - detalhe de (1), 3500X

Figura 4.33 (B): Corte do biocatalisador apos ser utilizado em sinteses.

A estrutura do biocatalisador ¢ altamente porosa e ele ¢ armazenado em
meio aquoso. Para se fazer analise de MEV ¢ necessario a retirada de toda essa
agua, porém sem quebrar a estrutura do biocatalisador. A técnica utilizada
mostrou-se satisfatéria, porém requer varias etapas e faz uso de muitos reagentes
quimicos. Uma nova técnica foi testada (também no Apéndice D) e se mostrou
muito mais simples ja que ndo utilizou reagente quimico para desidratagao da
amostra. Primeiro resfriou-se a amostra a 5 °C, em seguida em congelador e por
ultimo a —30 °C em ultrafreezer. A amostra foi para um liofilizador que sob essas
condicdes retirou-se agua da amostra sem destruir sua estrutura.

Testes com outra enzima, doada pela empresa Prodotti Laboratorio
Farmacéutico Ltda da cidade de Sdo Paulo, foram realizados e os resultados com
as atividades antes e ap0s utilizagdo sdo mostrados na tabela 4.16. A enzima ja
estava imobilizada em material inerte, sua atividade foi medida pelo método
PDAB ¢ apresentou atividade de 335UI/g. Do mesmo modo, desejava-se obter um
derivado com carga enzimatica a mais alta possivel e que ao mesmo tempo sua
resisténcia e estabilidade fossem aumentadas. Com esse derivado testado e
armazenado iniciou-se um conjunto de ensaios de resisténcia e estabilidade.
Testaram-se diferentes concentragdes e propor¢des de pectina/enzima
imobilizada. Também foi analisado o didmetro do biocatalisador formado. Como
era de se esperar, ao se diminuir o tamanho das particulas, aumentou-se a area
superficial e a atividade do biocatalisador. O catalisador de particula grande tem

diametro médio de 2,48 mm + 0,06 e o de particula pequena tem 1,06 mm * 0,07.
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Biocatalisadores com diametro de particula diferente também foram testados e os
dois resultados mais representativos estdo mostrados na Tabela 4.16. Com esse
derivado testado e armazenado, iniciou-se um conjunto de ensaios de sintese de
ampicilina. Apos cada ensaio a atividade do derivado foi medida e este ndo sofreu
desativagdo, nem a integridade das particulas foi afetada pela cristalizagao dos

produtos ou pela agitacdo do reator.

Tabela 4.16: Atividade da enzima doada da industria pré e pds-tratamento, ¢ é o
diametro do derivado (enzima + suporte).

Enzima imobilizada Enzima pds-pectina de Enzima pds-pectina de
¢ =248 ¢ =1,06
314,58 Ul/g 81,45 Ul/g 126,90 Ul/g
337,66 Ul/g 67,42 Ul/g 115,32 Ul/g
353,66 Ul/g 71,59 Ul/g 120,61 Ul/g
335 Ul/g £ 20 74 Ul/g 7 121 Ul/gx 6

4.8 SINTESE DE AMPICILINA EM REATOR EM VORTICES

Apo6s a realizacdo dos ensaios de sintese com concentragdo inicial alta dos
reagentes, vista na secdo 4.6, realizaram-se ensaios em reator em vortices com o
objetivo de integrar a sintese de ampicilina com a separagdo do produto e adequar
o uso do novo biocatalisador, o que implicou trabalhar em condi¢des reacionais
em que a solubilidade do antibiotico fosse a mais baixa possivel. Os resultados
obtidos indicaram que em valores de pH menores, o desempenho do reator
integrado era melhor. Por outro lado, ¢ importante ressaltar que o melhor valor de
pH ¢ um balancgo entre a solubilidade da ampicilina e a atividade da enzima. Os
ensaios mostrados a seguir foram realizados em pH 6,5 ¢ 7,5 e nas temperaturas
de 20 °C e 25 °C.

Resultados obtidos em nosso grupo de trabalho mostraram que em pH 6,5 a
ampicilina ¢ ligeiramente mais soluvel que FG. A solubilidade da ampicilina
aumenta com o pH, este comportamento pode ser explicado pelos valores dos pKs

(grupo écido 2,66 e grupo amino 7,24 e ponto isoelétrico 4,95). Portanto, acima
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do seu ponto isoelétrico, as moléculas de ampicilina com carga neutra (forma mais
insoluvel) decrescem, levando a valores de solubilidade mais altos. Este efeito
torna-se mais importante em valores de pH acima de 7,0. O efeito da temperatura
na solubilidade também foi investigado pelo grupo. Observou-se que a
solubilidade da ampicilina decrescia ligeiramente a 4°C, mas nado o suficiente para
justificar operar o reator com produtividade baixa. Esses valores de solubilidade
sdo importantes para balancear menor solubilidade do antibidtico e, a0 mesmo
tempo, melhor rendimento e seletividade da reacao.

A Tabela 4.17 mostra os resultados dos diferentes experimentos. Nela, os
valores de produtividade (P), S/H, tempo de reacdo e razdo EMFG/6-APA podem
ser comparados em dois diferentes instantes de rea¢do: o ponto maximo de
produtividade e o ponto de concentragdo méaxima de ampicilina. Os resultados da
secdo 4.6 indicaram que razdes baixas entre EMFG e 6-APA favoreceriam a
seletividade da reagdo. Este comportamento sugere um mecanismo de reacdo em
que a ocorréncia da sintese necessitaria da adsor¢do prévia do 6-APA na enzima.
Quando o complexo acil-enzima ¢ formado antes da adsor¢aodo anel B-lactamico,
a transferéncia do grupo acil ocorreria para agua, e a reagdo de hidrélise do EMFG
aconteceria. Com base nestas conclusOes, ensaios em batelada alimentada,
minimizando a razdo EMFG/6-APA foram tentados, na mesma temperatura e pH
(25 °C and pH 6,5), ver Figura 4.34 ¢ comparar com Figura 4.30. O desempenho
do reator foi melhorado, como mostram os dados da Tabela 4.17. Produtividade e
seletividade aumentaram, e as concentragdes de ampicilina alcangaram 270mM no

reator.
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Figura 4.34: Sintese de ampicilina com cristalizacdo de FG e AMP a 25°C e pH
6,5. Ensaio em batelada alimentada, concentragdes iniciais de
substratos: 6-APA, 300 mM e EMFG, 60 mM. Adicdao s6 de um
substrato (EMFGQG).

J&4 que a enzima ¢ imobilizada em um suporte poroso, espera-se que ocorra
um gradiente de pH no interior do biocatalisador. Em pH 7,5 velocidades de
reacdo mais altas sdo esperadas, mas a seletividade seria prejudicada. Entretanto,
o pH no centro do catalisador seria mais baixo que o pH do meio reacional.
Assim, realizaram-se ensaios em pH 7,5 apesar de os resultados do planejamento
indicarem um menor rendimento neste pH (ver Tabela 4.17). Os resultados
mostraram que a compensagao do gradiente de pH intraparticula nao foi efetiva.

Outra tentativa para melhorar o desempenho do reator foi diminuir ainda
mais a razdo EMFG/6-APA (para 0,08 em ¢ = 0) com ambos reagentes sendo
alimentados no reator. Um resultado tipico, a 25°C e pH 6,5, é mostrado na Figura
4.35. Um ligeiro aumento na produtividade pode ser observado, de 0,86 mM/min
para 0,90 mM/min (ver Tabela 4.17). Ocorreu uma queda na seletividade (S/H =
4,82 quando EMFG/6-APA = 0,20 em ¢t = 0, e S/H = 3,69 quando EMFG/6-APA
= 0,08, calculado no ponto de produtividade méxima), mas esta condi¢ao forneceu
o mais alto valor de concentragdo de ampicilina: 300 mM. Os diferentes tipos de

alimentacdo adotados neste trabalho tiveram como objetivo manter a velocidade
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de produgdo de ampicilina constante, prevendo uma produgdo em escala

industrial.

Tabela 4.17: Desempenho do reator integrado para a sintese enzimatica de
ampicilina em diferentes condi¢des operacionais.

pH 6,5

pH 7,5

Batelada

T=25°C
EMFG/6-APA=
250/250=1,00"

Condi¢do de maxima
produtividade (5h):
P=0,33

S/H=1,86
EMFG/6-APA = 0,68

Condicao de concentragdo
maxima de AMP (11h):
Prax = 0,20

S/Hpax = 2,18
EMFG/6-APA.x = 0,50

Batelada

alimenta:

EMFG

T=20°C
EMFG/6-APA=
25/300=0.08"

Condi¢do de maxima
produtividade (5h):
P=0,52

S/H=4,50
EMFG/6-APA = 0,41

Condi¢do de maxima
produtividade (3,5h):
P=0,53

S/H=13,210
EMFG/6-APA = 0,26

Condicao de concentracao
maxima de AMP (10h):
Prax = 0,45

S/Hiax = 3,56
EMFG/6-APA ix = 0,13

Condicao de concentracao
maxima de AMP (7,5h):
Poax = 0,39

S/Hpax = 3,21
EMFG/6-APA .x = 0,02

T=25°C
EMFG/6-APA=
60/300=0.20"

Condic¢do de maxima
produtividade (3,5h):
P=0,86

S/H=4,82
EMFG/6-APA = 0.33

Condic¢do de maxima
produtividade (2,5h):
P=0,76

S/H=2,32
EMFG/6-APA = 0,18

Condicao de concentragdo
maxima de AMP (8h):
Prax = 0,56

S/Hnax = 3,50
EMFG/6-APA ax = 0,28

Condi¢dao de
maxima de AMP (4h):
Prax= 0,51

S/Hpmax = 1,48
EMFG/6-APA ,.x = 0,04

Batelada

alimenta:

EMFGe
6-APA

T=25°C
(EMFG/6-
APA)():
25/300=0.08"

Condi¢do de maxima
produtividade (4h):
P=0,90

S/H = 3,69
EMFG/6-APA =0,11

Condi¢do de maxima
produtividade (1.5h):
P=0,55

S/H=1,26
EMFG/6-APA = 0,02

Condigao de concentragdo
maxima de AMP (7h):
Prax=0,71

S/Hpax = 1,75
EMFG/6-APA ,.x = 0,04

Condigao de concentragdo
maxima de AMP (2,5h):
Prax= 0,43

S/Hpmax = 0,93
EMFG/6-APA ,.x = 0,03

*Condig¢des em t = Oh
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Figura 4.35: Sintese de ampicilina com cristalizagdo de FG e AMP a 25°C e pH 6,5.
Ensaio em batelada alimentada, concentragdes iniciais de substratos:
6-APA, 300mM e EMFG, 25mM. Adigao de 6-APA ¢ EMFG.

Quando as sinteses foram realizadas a 20 °C, as velocidades de reagdo
obviamente foram mais lentas. Isso, eventualmente, poderia ser compensado por
um aumento na seletividade da reagdo, porém nao foi o caso. Como mostra a
tabela 4.16, a temperatura ndo afetou significativamente os valores de S/H. As
Figuras 4.36 e 4.37 ilustram os ensaios realizados no pH 7,5 com os diferentes
tipos de alimentagdo. As Figuras 4.38 e 4.39 mostram os ensaios realizados a 20

°C com o pH 7,5 e 6,5 respectivamente.
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Figura 4.36: Sintese de ampicilina com cristalizagdo de FG e AMP a 25 °C e pH
7,5. Ensaio em batelada alimentada, concentragdes iniciais de
substratos: 6-APA, 300 mM ¢ EMFG, 25 mM. Adi¢ao de EMFG.
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Figura 4.37: Sintese de ampicilina com cristalizagdo de FG e AMP a 25 °C e pH
7,5. Ensaio em batelada alimentada, concentragdes iniciais de substratos:
6-APA, 300 mM e EMFG, 25 mM. Adi¢ao de 6-APA ¢ EMFG.
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Figura 4.38: Sintese de ampicilina com cristalizagdo de FG e AMP a 20 °C e pH
7,5. Ensaio em batelada alimentada, concentragdes iniciais de
substratos: 6-APA, 300 mM ¢ EMFG, 25 mM. Adi¢ao de EMFG.
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Figura 4.39: Sintese de ampicilina com cristalizagdo de FG e AMP a 20 °C e pH
6,5. Ensaio em batelada alimentada, concentragdes iniciais de
substratos: 6-APA, 300 mM e EMFG, 25 mM. Adi¢ao de EMFG.

A Figura 4.40 resume o

comportamento do reator com respeito as

seletividades. Pode-se ver que em pH 6,5; o perfil de S/H sempre é o melhor,
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variando numa faixa de nove a valores menores que um. A Figura 4.41 mostra o
ensaio realizado durante 28 horas, com pH 6,5; T = 25°C alimentando EMFG a
cada 30 minutos e a parte (b) mostra detalhe das 10 primeiras horas de reagdo com
a FG e o antibidtico soltivel no meio reacional. Deve-se ressaltar também que a
atividade do biocatalisador foi medida apos cada ensaio, € que nenhuma
desativagdo foi observada depois de 60 h de operacdo. A integridade das

particulas nao foi afetada pela cristalizagao dos produtos da reagao.
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Figure 4.40: Seletividade (S/H) ao longo da reagdo para diferentes estratégias de
operacdo do reator.
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Figure 4.41(a): Sintese de ampicilina com cristalizacdo de FG e AMP a 25 °C e
pH 6,5. Ensaio em batelada alimentada, concentragdes iniciais de
substratos: 6-APA, 300 mM e EMFG, 25 mM. Adi¢ao de EMFG.
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Figure 4.41(b): Detalhe das 10 primeiras horas da sintese de ampicilina da Figura
4.41(a) com a curva de concentracdo de ampicilina e FG soluveis no

meio reacional.
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Ap6s a realizagdo desses ensaios, um novo esquema experimental foi
testado para facilitar a separagdo do antibidtico precipitado do meio reacional. A
sintese enzimatica cineticamente controlada de ampicilina a partir de EMFG e 6-
APA foi realizada usando reator em batelada alimenta com precipitagdo do
produto no fundo do reator. O produto precipitado foi separado do meio reacional
por uma peneira na base do reator encamisado. Quando a base do reator estava
completamente preenchida pelo precipitado, abria-se a valvula e o produto
escoava. Filtrava-se essa mistura, a solu¢do retornava ao reator ¢ a massa solida
era matéria-prima para purificagdo do antibidtico.

Como etapa final dos ensaios de sintese de ampicilina, usando a enzima
doada pela industria, diversas estratégias de alimentagdo e retirada do produto
foram testadas, mais uma vez, com o objetivo de minimizar a perda por hidrdlise
do EMFG e do antibidtico e, assim, aumentar o rendimento, seletividade e
produtividade da sintese. As Figuras 4.42 e 4.43 exemplificam esses ensaios. A
Figura 4.42 mostra o ensaio realizado com alimentagcdo dos reagentes sélidos.
Obteve-se uma seletividade de 2,2 e uma produtividade de 0,63 mM/min. O
reagente 6-APA iniciou a reacdo em forma soluvel e, a medida que a reagdo
caminhava adicionavam-se os reagentes solidos. Essa estratégia mostrou-se de
dificil controle, o 6-APA tinha uma dissolugdo lenta no pH de trabalho, e
claramente via-se que algum reagente solido, mesmo adicionado lentamente,
estava indo para o fundo do reator, abaixo da peneira. Isto representava uma perda
de reagente e ainda seria um fator a mais a dificultar a separacdo do antibiotico
que estava precipitando. O controle do pH desse sistema também era dificil, pois
uma grande quantidade de NaOH era adicionada pelo pHstato no momento que se
adicionavam os reagentes solidos, ou seja obtinha-se picos dacidos que
comprometiam a integridade da enzima e a solubilidade do sistema reacional.
Mesmo com a obtencdo de uma produtividade muito boa, essa estratégia foi

abandonada pelo dificil controle do experimento.
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Figura 4.42: Sintese enzimatica de ampicilina com adi¢do dos reagentes
solidos ao longo da reagdo, pH 6,5 e temperatura 25 °C.
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Figura 4.43: Sintese enzimatica de ampicilina com adi¢do de 6-APA em solugdo e
de EMFG solido ao longo da reagdo, pH 6,5 e temperatura 25°C.

Uma outra estratégia foi testada. O reagente 6-APA foi dissolvido em um
valor de pH alto (~ 10), de modo que sua concentragdo fosse alta e a queda no pH

durante a adi¢do de EMFG fosse compensada. A Figura 4.43 ilustra um dos
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ensaios realizados com esta estratégia. Obteve-se uma seletividade de 1,89 e uma
produtividade de 0,39 mM/min. Mais uma vez o controle do pH do sistema foi
dificil, pois grande quantidade de NaOH foi adicionada ao sistema aumentando a
variagdo de volume prevista pela adi¢do de 6-APA soluvel. Nesses ensaios houve
um atraso na precipitacdo dos produtos devido a grande variacao de volume do
reator. Também, esta estratégia foi abandonada, mesmo com os bons niveis de
seletividade e produtividade alcancados. Esse modelo de reator com separagao do
biocatalisador e do precipitado se mostrou de dificil controle. Portanto, tendo em
conta esses resultados, a utilizagdo de reator em vortices em batelada sem a
peneira no fundo foi escolhida como a melhor configuragdo até aqui para a
realizacdo da sintese enzimdtica de ampicilina. Deve-se acrescentar que o
biocatalisador desenvolvido suportou muito bem o atrito com as particulas no
meio reacional sendo necessario apos algumas horas de ensaios regenerar o

. . .. 64
biocatalisador sem perdas em sua atividade .
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5 CONCLUSOES

A imobilizacdo da PGA em agarose apresentou melhor rendimento e
estabilidade que a imobilizacdo em silica. O derivado (PGA + agarose)
nao perdeu sua atividade ao longo do tempo (trés anos).
A imobilizagdo da PGA em silica apresentou um bom rendimento para
carga enzimatica até 20 Ul/gss. Acima desta quantidade de enzima,
observaram-se limitagdes difusionais. A imobilizagdo da enzima com
carga enzimdtica de 200 Ul/gss ndo alcancou 100 % de rendimento.
Mesmo apos 7,5 horas de reagcdo com suporte ativado, ainda observava-
se enzima no meio reacional (sobrenadante).
Os biocatalisadores apresentaram limitagdes difusionais em seus poros,
porém ndo a ponto de comprometer o rendimento da sintese do
antibiotico.
O planejamento fatorial mostrou que a sintese cineticamente controlada
de ampicilina foi influenciada por diversos fatores muito relacionados.
Para ensaios partindo de 50 mM de EMFG, em sistemas homogéneos
(sem precipitagdo do produto) chegou-se as seguintes conclusoes;
¢ O melhor rendimento de sintese (56,9 %) com relacdo ao 6-APA
foi obtido na temperatura de 4 °C e pH 6,5.
¢ A melhor produtividade de ampicilina ocorreu quando nao se usou
metanol no meio reacional e a uma temperatura de 25 °C.
¢ A melhor seletividade ocorreu a temperatura de 25 °C, pH 6,5 e
concentragdo inicial de 6-APA alta.
A condicao operacional escolhida foi uma relagdo de compromisso entre
produtividade, rendimento e seletividade do antibidtico para otimizagao
do reator industrial.
As sinteses de ampicilina realizadas com PGA imobilizada em silica
(usando reator de leito fixo) apresentaram rendimentos comparaveis aos
obtidos com as sinteses de ampicilina usando PGA imobilizada em gel

de agarose. O reator de leito fixo operado com velocidades intersticiais
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de escoamento de 35 cm/min ndo apresenta limitagdes ao transporte de
massa extraparticula.

As sinteses enzimdticas de ampicilina realizadas com altas
concentragdes iniciais de reagentes apresentaram maiores rendimentos
de sintese, melhores seletividades e produtividades para todas as
relacdes (6-APA:EMFG) usadas, quando comparadas com as sinteses
realizadas com baixas concentragdes iniciais de reagentes nas mesmas
relagdes 6-APA:EMFG.

O modelo neural hibrido apresentado reproduziu de maneira satisfatoria
o comportamento da sintese enzimatica de ampicilina em reator em
batelada, mostrando-se uma alternativa promissora para prever o
comportamento do reator. Sua capacidade preditiva foi testada com
sucesso frente a um conjunto de dados com erros experimentais
sistematicos.

Reator integrado em batelada alimentada para a sintese de ampicilina
onde a cristalizacdio dos produtos ocorria durante a reagdo foi
desenvolvido. Condi¢des operacionais foram estabelecidas, nas quais
uma melhora no desempenho do reator com respeito a produtividade e
seletividade em direcao a sintese do antibidtico foi alcancada.

O reator em vortice mostrou-se satisfatorio, melhorando a produtividade
(0,9 mM/min) e a seletividade (3,7) da reagdo de sintese nas condigdes
de T = 25 °C, pH 6,5, sem metanol e sem tampdo fosfato no meio
reacional, ¢ mantendo-se a concentracdo de 6-APA alta em relacdo a

concentracdao de EMFG.
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APENDICE A

A.1 REDES NEURAIS ARTIFICIAIS

As redes neurais (RNAs) s3o uma técnica de inteligéncia artificial cujo
ponto forte ¢ apreender as caracteristicas da resposta de um sistema a partir de
conjuntos experimentais de dados de entrada e/ou saida. Esta ferramenta apresenta
a capacidade de reproduzir comportamentos nao-lineares complexos diretamente a
partir de dados do processo e de se adaptar a mudangas no comportamento
dindmico do mesmo, através de um procedimento de treinamento ou aprendizado
! Portanto, RNAs podem substituir ou complementar modelos deterministicos. A
aplicacdo de RNAs em processos biotecnoldgicos vem aumentando nos ultimos
anos. Elas tém sido utilizadas para estimar variaveis de estado, para determinar
fases bioldgicas em conjunto com sistemas especialistas, monitorando reatores
bioquimicos **.

Uma RNA ¢ composta por um conjunto de neurénios com capacidade de
processamento, ¢ sua topologia define a forma como estes neurdnios estdo
conectados. Seja x um conjunto de dados de entrada, f(x) a funcdo saida. A
estimativa da saida f{x) ¢ fix), funcdo do vetor de entrada e dos coeficientes de
adaptacdo da rede (pesos) w. De uma maneira geral, o que se deseja obter € o
valor do incremento Aw a ser aplicado ao vetor w que faca f(x) aproximar-se de
ftx). Este procedimento ¢ chamado de treinamento ou aprendizado da rede. Dois
eficientes algoritmos para isso s3o os de Marquardt (1963), para problemas de
menores dimensdes, € o de retropropagagdao, que nao leva em conta todas as
dimensdes do erro para o célculo de seu gradiente com respeito aos pesos a cada
iteracdo, mas as custas de uma convergéncia mais lenta. Este Gltimo algoritmo ¢
mais adequado a redes com maior numero de neurénios. Ambos buscam o valor
de w — que, em geral, minimiza o quadrado da norma dos erros, ||f(x) — fx)|I*;

usualmente, recai-se em problema de minimos quadrados.
A.1.1 Breve Historico

O termo “rede neural” ¢ resultado de pesquisas em inteligéncia artificial

(IA), na tentativa de entender e modelar o comportamento do cérebro humano. De
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acordo com Barr e Feigenbaum, 1981, IA ¢ um ramo da ciéncia da computacao
interessada em projetar sistemas computacionais inteligentes, isto ¢, sistemas que
exibam as caracteristicas que nds associamos com inteligéncia no comportamento
humano — compreensdo de linguagens, aprendizado, raciocinio, resolucdo de
problemas entre outros. As maiores bases tecnoldgicas da IA com crescimento
técnico e significincia comercial sdo: sistemas especialistas, redes neurais e
sistemas de logica fuzzy ®.

A idéia de que a mente funciona como um computador digital e que este
ultimo pode servir de modelo para conceber a mente humana iniciou-se a partir da
década de 40, quando o termo “inteligéncia artificial” sequer havia sido inventado.
Naquela época, predominava um movimento chamado ‘“cibernética”. Os
ciberneticistas acreditavam que toda atividade psicoldgica humana poderia um dia
ser estudada por meio de modelos matematicos. A grande intui¢do que orientou
este movimento cientifico foi a analogia entre sistema nervoso € circuitos
elétricos. Sobressaindo-se no cendrio da época estava Claude Shannon, o criador
da teoria matemdtica da informagdo, que publicou, em 1938, a dissertacdo
intitulada A4 symbolic analisis of relay and switching circuits e Warren
McCulloch, um psiquiatra e neuroanatomista que junto com o matamatico Walter
Pitts, desenvolveram o primeiro modelo artificial de um neurénio bioldgico no
trabalho publicado, em 1943, 4 logical callculus of the ideas immanent in nervous
activity 166,

Passados os anos, ganha for¢a a idéia de que é possivel modelar a mente,
uma concepgdo que vai encontrar apoio na visdo que existe uma independéncia
entre o software e o hardware das maquinas utilizadas para simular a inteligéncia.
Marco desta nova tendéncia sdo os trabalhos de Newell e Simon, com seu
programa para provar teoremas logicos, o Logical Theorist, desenvolvido em
meados da década de 50. Este grupo sustentava que seria melhor simular os
fendmenos mentais, j4 que o pensamento nada mais seria do que o resultado da
ordenacdo mecanica de uma série de simbolos e, para obter esta ordenacdo ndo
seria preciso, necessariamente, um cérebro.

Parte da discussao em RNAs gira em torno dos métodos de aprendizado

para que os neurdnios possam ser capazes de executar uma determinada fung¢do. O
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trabalho de McCulloch e Pitts se concentra muito mais em descrever um modelo
artificial de um neurdnio e apresentar suas capacidades computacionais do que em
apresentar técnicas de aprendizado. O primeiro trabalho de que se tem noticia que
tem ligacdo direta com o aprendizado foi apresentado por Donald Hebb em 1949.
Ele propds uma teoria para explicar o apredizado em neuronios biologicos
baseada no reforco das ligagdes sindpticas entre neurdnios excitados. A regra de
Hebb, como ¢ conhecida a sua teoria na comunidade de RNAs, traduzida em
termos matematicos e ¢ hoje utilizada em varios algoritmos de aprendizado. Mais
terde, Widrow e Hoff sugeriram uma regra de aprendizado, conhecida como regra
de Widrow-Hoff, ou regra delta, que ¢ ainda hoje bastante utilizada. Esta, por sua
vez, ¢ baseada no método do gradiente para minimiza¢do do erro na saida de um
neurdnio com resposta linear .

Seguindo os passos de McCulloch e Pitts, Frank Rosenblatt, em 1958,
demonstrou, com seu novo modelo, o perceptron, que RNAs poderiam ser
treinadas para classificar certos tipos de padrdoes. O projeto de Rosenblatt foi
fortemente criticado por Marvin Minsky e Seymour Papert — dois pesquisadores
que lancaram as bases para o aparecimento do paradigma simbolico na
Inteligéncia Artificial. Estes dois pesquisadores chamaram a atengdo para algumas
tarefas que o perceptron nao era capaz de executar, j& que este sO era capaz de
resolver problemas linearmente separaveis.

Nos anos 70, a abordagem conexionista ficou adormecida (em grande parte
devido a repercussio do trabalho de Minsky e Papert), apesar de alguns
pesquisadores continuarem na area. Sistemas conexionistas e simbdlicos sdo
sistemas computacionais, mas hd uma grande diferenca no tipo de computagao
que eles realizam. Na perspectiva simbdlica, a computacdo ¢ essencialmente a
transformagdo de simbolos de acordo com regras — regras que estdo estabelecidas
num programa. A idéia de computacao subjacente a um sistema conexionista €
diferente: seu principio ¢ um conjunto de processos causais através dos quais as
unidades se excitam ou se inibem, sem empregar simbolos ou regras para
manipula-los. Abandona-se a idéia de uma mente que executa passos algoritmicos

discretos e a suposicdo de que processos mentais seriam uma justaposicao
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inferencial de raciocinios logicos. Em vez, o que temos ¢ um conjunto de
neurdnios artificiais para modelar a cognigéo "%

O conexionismo ndo teve sucesso até o inicio da década de 80, quando
surgiram os trabalhos de Hinton e Anderson (e, posteriormente, de Rumelhart e
McClelland), tendo ficado abafado, principalmente, durante os anos 70, quando
havia grande entusiasmo pelas possibilidades abertas pela IA simbdlica. O
conexionismo, funcionalismo neurocomputacional ou processamento paralelo
distribuido (PDP, parallel distributed processing) nao endossa a visdo de que
processos mentais possam ser estudados como computagdes abstratas,
independentemente de sua base fisica e do meio ambiente onde se situa o
organismo ou sistema onde elas ocorrem. Conhecimentos acerca do
funcionamento do cérebro e conhecimentos sobre computacdo devem convergir
no estudo da natureza dos estados mentais. O cérebro humano ¢ visto como um
dispositivo computacional em paralelo que opera com milhdes de unidades
computacionais chamadas neurdnios.

Em 1982, John Hopfield publicou um artigo que chamou a atengdo para as
propriedades associativas das RNAs. Este artigo foi responsavel por parte da
retomada das pesquisas na area. O grande feito de Hopfield foi mostrar a relagao
entre redes recorrentes auto-associativas e sistemas fisicos, o que também abriu
espaco para a utilizagdo de teorias correntes da Fisica para estudar tais modelos.
Nao obstante, a descri¢do do algoritmo de treinamento back-propagation alguns
anos mais tarde mostrou que a visao de Minsky e Papert sobre o perceptron era
bastante pessimista. As RNAs de multiplas camadas sdo, sem duvida, capazes de
resolver “problemas dificeis de aprender”. A partir de meados da década de 80,
houve nova explosao de interesse pelas RNAs na comunidade internacional. Dois
outros fatores foram responsaveis pela retomada de interesse na area: em primeiro
lugar, o avanco da tecnologia, sobretudo da microeletronica, que vem permitindo
a realizacdo fisica de modelos de neurdnios e sua interconexao de um modo antes
impensavel; em segundo, o fato de a escola simbolista, a despeito de seu sucesso
na solucao de determinados tipos de problemas, ndao ter conseguido avangos

. . - . 14
significativos na resolucao de alguns problemas simples para o ser humano .
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A.1.2 Neuroénios Biologicos

Para simular o cérebro, € necessario simular a atividade de suas unidades
basicas: os neurdnios. Sabe-se que os neurdnios transmitem impulsos elétricos e
que estes sdo fundamentais para o funcionamento do sistema nervoso, constituido
por uma vasta rede de neurdnios distribuidos em estruturas com interconexoes
extremamente complexas. Esta recebe sinais de entrada (inputs) de um grande
numero de receptores: de dor, frio, tato, os receptores de esforcos musculares, as
células dos olhos, etc. Estes receptores transformam estes estimulos que provém
do mundo exterior em padrdes de estimulos elétricos que fornecem informacao
para a rede de neurdnios. Estes impulsos, por sua vez, interagem com padrdes de
estimulos elétricos que ja se encontram presentes nos neurdnios (calcula-se haver
cerca de 10" neurdnios no cérebro humano) e provocam a emissdo de outros
impulsos que controlam os musculos e as glandulas, gerando as respostas ou
comportamentos.

O neurdnio ¢ uma célula e, portanto, tem um nucleo contido em seu corpo
(ver Figura Al). Pode-se imaginar os dentritos como filamentos muito finos, mais
finos que os axonios e estes como um cilindro estreito que leva os impulsos do
corpo para outras células. O axdnio divide-se numa delicada estrutura em forma
de arvore cujos ramos terminam num pequeno bulbo que quase toca os dentritos
de outro neurénio. Estes pontos de “quase-contato” denominam-se sinapses. Os
impulsos que chegam a uma sinapse estabelecem sinais elétricos nos dentritos
sobre os quais incide a sinapse. A transmissao interneuronal se faz por meio de
substancias denominadas neurotransmissores. Um determinado neurdnio sé
dispara um impulso elétrico ao longo do axonio se o niimero de impulsos que
chegam aos bulbos terminais de seus dentritos for suficiente. O tempo que leva
para ocorrerem estes impulsos elétricos ¢ chamado de periodo de somagdo
latente. Tais impulsos que chegam podem ajudar ou impedir a ocorréncia de um
impulso pelo neurénio e se chamam, respectivamente de excitadores ou
inibidores. A condi¢do para a ativagdo de um neurdnio é que a excitagdo supere a

inibi¢io numa quantidade critica, chamada de limiar do neurénio .
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Figura A.1: Esquema de um neurdnio .

A.1.3 Componentes de um Neuronio Artificial

Certamente o modelo de neuronio descrito na se¢do anterior ¢ muito
simplificado. Entretanto, foi a partir desta simplificagdo que se decidiu criar um
modelo artificial do cérebro que pudesse simular a atividade mental como sendo a
somatdria do funcionamento destas unidades bésicas. As bases para a construgdo
deste modelo artificial foram langadas por McCulloch e Pitts em 1943. Sua
descricao matematica resultou em um modelo com n terminais de entrada x;j,
X2..., Xp (que representam os dentritos) e apenas um terminal de saida y
(representando o axoOnio). Para emular o comportamento das sinapses, o0s
terminais de entrada do neurénio t€ém pesos acoplados wj, w), ..., w, cujos valores
podem ser positivos ou negativos, dependendo de as sinapses correspondentes
serem inibitorias ou excitatorias. O efeito de uma sinapse particilar i no neur6nio
pos-sinaptico ¢ dado por xmw;. Os pesos determinam “em que grau” o neur6nio
deve considerar sinais de disparo que ocorrem naquela conexao. Uma descrigdo

do modelo esta ilustrada na Figura A.2.
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Figura A.2: Neuronio de McCulloch e Pitts '*.

Os neurdnios sdo a base da rede neural. Os componentes de um neurdnio

artificial sdo ®:

5.

Entradas e Saidas

As entradas do j-ésimo neurdnio sdo representadas por um vetor de entrada, X,
com componentes x;. O neurdnio manipula ou ativa estas entradas dando a
saida ¥, que pode formar parte da entrada de outros neurdnios.

Pesos

O que determina a saida de um neuronio? Certamente, o vetor de entrada tem
efeito, entretanto, fatores adicionais também afetam, como o fator peso, wy,
para a i-ésima entrada, a;, correspondente ao j-ésimo neuronio. Toda entrada ¢
multiplicada por este peso, e os neurdnios usam estas novas entradas para
realizarem calculos adicionais.

Limiar do Neur6nio

Um neurdnio bioldgico dispara quando a soma dos impulsos que ele recebe
ultrapassa o seu limiar de excitagdo (threshold). No corpo do neurdnio
artificial, faz-se a soma dos valores x;w;, em seguida, decide se o neurénio
deve ou ndo disparar (saida igual a 1 ou a 0) comparando a soma obtida com o
seu limiar. Assim, o neurdnio artificial calcula todos os seus x;w; soma os
termos juntos e entdo calcula a ativagdo total pela subtragdo do valor do

limiar:
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Ativagdo total =3 x;w; i o j (A.1)
Se 0; ¢ grande e positivo, o neurdnio tem alto limiar que inibe a ativagdo. Se 6
¢ zero (ou negativo, em alguns casos), o neurdénio tem um baixo limiar que
excita a ativacdo. Nao necessariamente todos neuronios tém um limiar.

8. Fungoes de Transferéncia
O fator final que governa a saida de um neurdnio ¢ a fun¢do de transferéncia.
Uma vez que o neurodnio calcula o produto do vetor x;w; e subtrai do limiar, 6,
passa este resultado para uma funcdo de transferéncia, f{ ). Assim, o calculo

completo de um neuroénio é:

f(WiX—ej)=f(Z(xiWi)(j—9j) (A2)

Este calculo ¢, entdo, uma funcdo da diferenca entre o peso total da entrada e o
limiar. A forma da funcao f{' ) pode, em principio, ser qualquer. Exemplos de
funcdes utilizadas sdo: linear, rampa, degrau, tangente hiperbdlica e a
sigmoidal. A fun¢do sigmoidal (S-shape) particularmente util: semilinear,
limitada e monotonicamente crescente. Com esta funcdo os efeitos de inibigao
e excitacao dos pesos sdo diretos. Além disso, estas fungdes permanecem
finitas até mesmo quando x (ver Equacdo A.3) tende a + oo fornecendo um
treinamento para as redes neurais mais eficiente.
1
f(x)=—— (A.3)

I1+e ™

A.1.4 Arquitetura de uma RNA

A arquitetura de uma RNA se refere a como seus neurOnios estdo
interconectados. Fazem parte da definicdo da arquitetura os seguintes parametros:
nimero de camadas da rede, numero de neurdnios em cada camada, tipo de
conexao entre os neurdnios. Algumas arquiteturas de RNAs sdo apresentadas na

Figura A.3.
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Figura A.3: Exemplos de arquiteturas de RNAs.

Quanto ao numero de camadas, pode-se ter:

Redes de camada unica — s6 existe um nd entre qualquer entrada e
qualquer saida da rede (Figura A.3 a, e);
Redes de multiplas camadas — existe mais de um neurd6nio entre

alguma entrada e saida da rede (Figura A.3 b, c, d).

Os neuronios podem ter conexdes do tipo:

Feedforward, ou aciclica — a saida de um neurdnio na i-ésima camada
da rede ndo pode ser usada como entrada de neurdénios em camadas de
indice menor ou igual a i (Figura A.3 a, b, ¢);

Feedback, ou ciclica — a saida de algum neur6nio na i-ésima camada da
rede ¢ usada como entrada de neurdnios em camadas de indice menor

ou igual a i (Figura A.3 d, e).
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Finalmente, as RNAs podem também ser classificadas quanto a sua
conectividade:
e Rede fracamente (ou parcialmente) conectada (Figura A.3 b, ¢, d);

e Rede completamente conectada (Figura A.3 a, e).

A.1.5 Aprendizado ou Treinamento de RNAs

Treinar uma rede neural consiste em um processo iterativo de ajuste de
parametros: os pesos das conexdes entre as unidades de processamento, que
guardam, ao final do processo, o conhecimento que a rede adquiriu do ambiente
em que estd operando. A fase de treinamento precisa produzir uma rede neural
que seja estavel e convergente. Uma rede estdvel mapear qualquer conjunto de
entrada para uma saida fixa. A estabilidade garante um resultado, porém nao
necessariamente um resultado preciso. Por outro lado, uma rede convergente esta
relacionada a precisdo. A amplitude do erro entre os resultados reais e preditos
pela rede ¢ uma medida direta da convergéncia da rede.

Diversos métodos para treinamento de redes foram desenvolvidos, podendo

ser agrupados em dois grupos principais: aprendizado supervisionado e

aprendizado ndo supervisionado. Outros dois grupos bastante conhecidos sdo os

de aprendizado por refor¢o (caso particular de aprendizado supervisionado) e

aprendizado por competi¢do (caso particular de aprendizado ndo-supervisionado).

e Aprendizado supervisionado — um professor externo controla o aprendizado.
O objetivo ¢ ajustar os parametros da rede, de forma a encontrar uma ligagao
entre os pares de entrada e saida fornecidos;

e Aprendizado nao-supervisionado — nenhum professor externo ¢ usado. Para
este algoritmo, somente os padrdes de entrada estdo disponiveis para a rede. A
partir do momento em que a rede estabelece uma harmonia com as
regularidades estatisticas da entrada de dados, desenvolve-se nela uma
habilidade de formar representagdes internas para codificar caracteristicas da
entrada e criar novas classes automaticamente.

O método de corregdo de erros € um método de treinamento primario. Ele é

uma forma de treinamento supervisionado e procura minimizar a diferenca entre a

soma ponderada das entradas pelos pesos (saida calculada pela rede) e a saida
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desejada, ou seja, o erro da resposta atual da rede. O termo e(?) do erro deve ser
escrito como: e(t) = d(t) — y(t), em que d(¢) ¢ a saida desejada e y(¥) ¢ a resposta
atual (calculada) no instante de tempo (ou interagdo do treinamento
supervisionado) . Uma forma genérica para alteragdo dos pesos por corre¢do de
erros ¢ apresentada na equacdo A.4, em que 77 ¢ a taxa de aprendizado e x;(?) ¢ a
entrada para o neurdnio i em ¢. Segundo a equacao 2.4, o ajuste dos pesos deve ser
proporcional a fungdo g:

wit + 1) = wi(t) + ng(e(t)xi(t)) (A.4)

Existem varios algoritmos para treinar redes. De acordo com os pardmetros
que eles utilizam, os algoritmos podem ser classificados em:
e [Estaticos;
e Dinadmicos.

Enquanto os algoritmos estaticos ndo alteram a estrutura da rede, variando
apenas os valores de seus pesos, os algoritmos dindmicos podem tanto reduzir
quanto aumentar o tamanho da rede (numero de camadas, nimero de neurdnios

nas camadas intermediarias e nimero de conexoes).

A.1.6 Treinamento com Algoritmo de Retropropagacio

Uma das formas mais comuns de treinamento de redes neurais atualmente ¢
o método de correcao de erros. Uma das técnicas dessa classe € conhecida como
back-propagation (retropropagagio) ®.

O trabalho original de McCulloch e Pitts enfocou o modelamento de um
neurénio bioldgico e sua capacidade computacional de execucdo de funcdes
booleanas. Naquela época surgiram os primeiros computadores digitais. A
associacdo de um modelo artificial de neuronio bioldgico com fungdes booleanas
estava provavelmente ligada ao pensamento entdo vigente de que era possivel
construir uma maquina inteligente por meio de operadores l6gicos bésicos. Foi
somente com o trabalho de Rosenblatt, em 1958, que o conceito de aprendizado
em RNAs foi introduzido. O modelo proposto por Rosenblatt, conhecido como
perceptron, era composto por uma estrutura de rede, tendo como unidades bésicas

neurdnios, € por uma regra de aprendizado. Embora a topologia do perceptron
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possua trés niveis (unidades de entrada, intermedidria e saida), ela ¢ conhecida
como perceptron de uma Unica camada, ja que somente o nivel de saida possui
propriedades adaptativas '*.

Apesar de ter causado grande euforia na comunidade cientifica da época, o
perceptron sofreu duras criticas e ficou praticamente esquecido pela area durante
os anos 70 e inicio dos anos 80. Esta visdo pessimista da capacidade do perceptron
e das RNAs de uma maneira em geral mudou com as descricdes da rede de
Hopfield em 1982 e do algoritmo back-propagation em 1986.

Outro modelo que apareceu quase simultaneamente ao perceptron foi o
modelo Adaline (ADAptive LInear NEuron). Ambos os modelos sdo baseados na
idéia de ter-se elementos de processamento executando operagdes de soma
ponderada e posterior compara¢do com um valor de limiar, porém esses trabalhos
surgiram em areas diferentes com enfoques diferentes. Rosenblatt era psicologo,
enquanto Bernard Widrow trabalhava dentro do contexto de processamento de
sinais. O algoritmo de treinamento descrito por Widrow e Hoff ¢ conhecido como
regra delta e tem extrema importincia na area de RNAs, ja deu origem ao
algoritmo de retropropagacdo para treinamento de perceptrons de multiplas
camadas ",

O algoritmo de retropropagagdo ¢ supervisionado que utilizam pares
(entrada, saida desejada) para, por meio de um mecanismo de correg¢do de erros,
ajustar os pesos da rede. O treinamento ocorre em duas fases, chamadas de fase
forward e fase backward. A fase forward € utilizada para definir a saida da rede
para um dado padrdo de entrada. A fase backward utiliza a saida desejada e a
saida fornecida pela rede para atualizar os pesos de suas conexoes.

As RNAs “feedforward” (ver Figura A.3 a, b. ¢c) multicamadas treinadas
pelo algoritmo de retropropagagdo, popularizaram-se a partir do trabalho de
Rumelhart, ef al., 1986. Uma das vantagens deste tipo de rede € sua capacidade de
aproximacdo de funcdes ndo-lineares. Cybenko, 1989, apud *° investigou o
nimero de camadas intermedidrias necessarias para a implementacdo de fungdes
em uma RNA “feedforward” e mostrou que RNA com uma camada intermediaria
¢ suficiente para aproximar qualquer funcdo continua e duas camadas sdo

suficientes para aproximar qualquer fungcdo matematica.
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A.1.7 Parametros de Treinamento da Rede Neural

Existem muitos pardmetros que controlam o desempenho e capacidade
preditiva de uma RNA. Para se obter uma rede eficiente, deve-se levar em conta
varios aspectos. No caso da RNA escolhida neste trabalho, eles sdo: (1) sele¢ao do
numero de camadas ocultas e do nimero de neuronios nelas contidos; (2)
normalizacdo do conjunto de dados de entrada/saida; (3) inicializacdo dos pesos;
(4) determinacdo da taxa de aprendizado e do termo de momento; (5) selecdo de
uma funcdo de transferéncia apropriada e (6) realizagdo de testes sobre-
treinamento e de validagdo ®.

1. Sele¢ao do nuimero de camadas ocultas e do nimero de neurdnios nelas
contidos:

Para determinar o numero 6timo de camadas ocultas € o nimero 6timo de
neurdnios em cada camada, a rede deve ser treinada usando varias configuracoes,
entdo ¢ selecionada a configuracdo com menor numero de camadas e neurdnios
que minimizassem rapidamente e eficientemente a soma dos quadrados dos erros,
RMS (“root mean-squares”).

2. Normalizacao do conjunto de dados de entrada/saida:

A normaliza¢do dos dados ¢ um fator muito critico; se o conjunto de dados
de entrada e saida ndo estd na mesma ordem de grandeza, algumas variaveis
podem aparecer tendo mais significAncia que elas realmente tém. O algoritmo de
treinamento faz a compensacao da diferenca de ordem de grandeza pelo ajuste dos
pesos da rede, porém esse nao ¢ procedimento muito eficiente para muitos
algoritmos, por exemplo, o algoritmo de retropropaga¢do. Existem diversos tipos
de normaliza¢do. Os dados de entrada e saida deste trabalho foram normalizados
de acordo com a seguinte regra:

Xi = Xi,min (A.5)

Xi max — *i,min

X

i,norm =

Em que: x;.0om € a varidvel x; normalizada com os seus valores minimo e
maximo. Este método usa toda a faixa da funcdo de transferéncia e com ele todo o
conjunto de dados de entrada tem uma faixa de distribui¢do semelhante, que

aumenta a eficiéncia do treinamento.
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3. Inicializagao dos pesos:

Para iniciar o treinamento da rede neural, primeiramente deve-se
estabelecer os valores iniciais para os pesos w; entre os neurdnios da camada
oculta. Tipicamente, os pesos sdo escolhidos aleatoriamete usando uma
distribuicao uniforme ou gaussiana.

4. Determinacao da taxa de aprendizado e do termo de momento:

A taxa de aprendizado e o termo de momento sdo dois parametros muito
importantes que controlam qudo eficientemente o algoritmo retropropagagao
treina a rede neural. A taxa de aprendizado m ¢ uma constante positiva, que
controla a velocidade do ajuste dos novos pesos baseada no calculo do gradiente
descendente . Entre as vérias técnicas utilizadas para acelerar o processo de
treinamento e evitar minimos locais, a adicdo de um temo de momento ¢ uma das
mais freqlientes. O termo de momento ¢ representado pela equacio A.6.

v = a(wil) - wi(t-1)) (A.6)

A formula completa de ajuste de pesos utilizando o termo de momento

passa entdo a ser:

wii(t+1) = wit) + no()xit) + a (wy(t) - wi(t-1)) (A7)

5. Selecdo de uma funcao de transferéncia apropriada:

Processos bioldgicos e quimicos sdo complexos e nao-lineares, por isso ¢
vantajosa a escolha de uma adequada fungdo de transferéncia. A escolha da
func¢do de transferéncia tangente hiperbolica, por exemplo, ela tem uma inclinagao
maior que a fungdo sigmoidal e por isso mostra uma resposta maior para pequenos
desvios da variavel de entrada.

6. Realizacdo de testes sobre-treinamento e de validagao:

Um dos mais importantes aspectos no desenvolvimento de uma rede neural
¢ determinar o qudo bem a rede realiza um treinamento completo. Verificar o
desempenho de treinamento de uma rede envolve dois critérios principais: (1)
quao bem a rede prediz a resposta atual (calculada) do conjunto de dados usado
para treinar a rede; e (2) quao bem a rede prediz respostas a partir de conjuntos de

dados que nao foram usados no treinamento.
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A.1.8 Vantagens do Uso de Redes Neurais

Redes neurais tém intimeras propriedades que dao a elas vantagens sobre
outras técnicas computacionais. Na rede neural *:

1. A informagao ¢ distribuida sobre um campo de neuronios;

2. Tem a habilidade para aprender;

3. Tem habilidade para estocar grande quantidade de informacdo e acessa-la
facilmente;

4. E apropriada para processar dados com ruidos, incompletos, ou inconsistentes.
Se o valor de uma variavel ¢ apagado, o modelo ndo ira ser afetado
substancialmente. A rede minimiza os ruidos, o sinal enviado para, e a partir
dos neurdnios sao fungdes continuas;

5. Redes neurais imitam o processo de aprendizagem humano;

6. Possui abstracdo automdtica — pode determinar as relagcdes essenciais de
entrada e saida automaticamente. A base de conhecimento ¢ simplesmente
uma colecdo de fatos, regras e heuristicas em um dominio especifico de
aplicagdo. Através de treinamento com dados numéricos diretos (as vezes
imprecisos), a rede pode automaticamente determinar relagdes de causa e
efeito.

7. Tem potencial de uso em tempo real — pode levar muito tempo para ser
treinada, mas uma vez treinada calcula resultados muito rapidamente. Ela tem
o potencial para ser usada on line em um sistema de controle.

A rede neural ¢ uma ferramenta de modelo empirico e opera por ajuste de
curva. E paralela, pois cada neurdnio trabalha independentemente dos outros. Por
causa do paralelismo, redes neurais tém uma melhor capacidade de filtragdo de
dados com ruidos ou incompletos. Chentouf et al., 1997, 23 apresentaram RNAs
feedforward multicamada, denominadas incrementais, ¢ usaram dados reais para
estudar sua capacidade de filtrar ruidos e evitar overfitting no sistema.

Porém, a rede neural tem algumas limitagdes, pois necessita de longos
tempos de treinamento, grandes quantidades de dados para o treinamento ¢ nao
tem nenhuma garantia de bom resultado e credibilidade. A rede neural pode cair

em minimos locais, ser precisa em determinadas regides e imprecisas em outras.
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A explosao do uso de redes neurais aplicadas a engenharia pode ser

atribuida a algumas razdes °":

6. O tremendo avanco de hardware que possibilitou que o treinamento das redes
fosse econdmico, relativamente facil e rapido;

7. O sucesso na aplicacio de RNAs que utilizam técnicas algoritmicas ou
sistemas especialistas para sensores;

8. A capacidade de extrair informacdes das plantas industriais de maneira
eficiente;

9. Alguns profissionais sustentam que RNAs sdo mais faceis de usar e aplicar a
processos reais quando comparadas a aproximagdes de modelos;

10. Finalmente a versatilidade na estrutura e aplicacdo das RNAs que possibilita

seu uso com modelos convencionais (sistemas hibridos).

A.2 SISTEMA HIBRIDO NEURAL

Embora RNAs tenham se mostrado uma técnica eficiente para a solucio de
um grande numero de problemas, ¢ um grave erro afirmar que elas sdo suficientes
para resolver qualquer tipo de problema. RNAs apresentam varios limitagcdes que
ndo permitem seu uso exclusivo. Sistemas hibridos combinam dois ou mais tipos
diferentes de enfoques de modelagem matematica, podendo um deles ser uma
RNA, para formar um sistema heterogéneo com caracteristicas inteligentes '*.

A utilizagdo de redes neurais em modelos hibridos ¢ pratica difundida em
varios campos . Modelos hibridos sdo constituidos de modelos
fenomenoldgicos acoplados a redes neurais, cuja funcao € fornecer pardmetros ou
substituir equagdes constitutivas do modelo. A idéia por trds do desenvolvimento
de sistemas hibridos ¢ a de que uma unica técnica, devido as suas limitagdes e/ou
deficiéncias, pode ndo ser capaz, por si sO, de resolver um dado problema. Neste
caso, a combinacdo de duas ou mais técnicas pode levar a uma solucdo mais
robusta e eficiente. E importante ressaltar, porém, que a utilizacdo de sistemas
hibridos nao leva necessariamente a uma melhora do desempenho do sistema
como um todo sobre aquele obtido individualmente pelas técnicas que foram

combinadas para gera-los.
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Um importante foco de pesquisas em sistemas hibridos tem sido o de
combinar técnicas fortemente baseadas em dados (RNAs, por exemplo) com
técnicas que utilizam de conhecimento. Algumas abordagens tém sido propostas
para integrar RNAs com:

e Estatistica;

e Logica fuzzy;

e Sistemas baseados em conhecimento;

e Algoritmos genéticos;

e Raciocinio baseado em casos;

e [ogica matematica;

e Linguagens formais;

e Agentes inteligentes;

e Sistemas tutores;

e Linguagem natural.

Montecino, 1995, apud ' descreveu uma metodologia geral para formulagéo
de um modelo hibrido-neural:

o [Estabelecer as equacdes de balango que junto com relagdes termodinamicas e
de transporte, permitem relacionar as variaveis de entrada e saida com
parametros do modelo;

e Determinar quais os pardmetros do modelo que serdo estimados pela rede
neural e estabelecer a dependéncia com as variaveis de entrada;

e Determinar a estrutura e o treinamento das redes neurais usando dados obtidos
do processo;

e Avaliar a qualidade do ajuste e a capacidade de predi¢do do modelo final
usando dados ndo incluidos no ajuste.

Em reacdes enzimaticas, muitos efeitos podem influenciar a velocidade de
reacdo, tais como inibi¢ao/ativacdo por produtos e/ou reagentes. A obtencdo de
modelos que representem adequadamente o comportamento dos dados
experimentais nao ¢ uma tarefa facil. Para poder reduzir o nimero de parametros
que decorrem do modelo mecanistico usado, geralmente se fazem hipdteses muito
simplificadoras. Esses modelos tornam-se restritos e a cinética da reagdo pouco

generalizavel.
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A aplicacio de modelos hibridos usando RNAs em processos
biotecnoldgicos vem aumentando nos ultimos anos. Os aspectos do problema que
sdo bem conhecidos sdo descritos por equagdes matematicas, enquanto RNAs
descrevem os termos desconhecidos do modelo ”°, no nosso caso a cinética de
sintese de ampicilina. Ferreira e Kalid, 2000, *® usaram um sistema hibrido para
simular e otimizar a producdo de uma planta industrial de isopreno (2-metil-1,3-
butadieno). Os autores usaram uma rede neural feedforward para estimar a
cinética da reacdo com fungio de transferéncia sigmoidal. Harada et al., 2000, *
usaram um sistema hibrido-neural para descrever a velocidade especifica de
crescimento celular numa fermentagdo alcdolica. A rede neural usou um algoritmo
de Levenberg Maquardt em FORTRAN 90. A rede era do tipo feedforward com 6
neurdnios na camada oculta. Alencar et al., 2000, ! usaram o sistema hibrido
neural para controle preditivo em uma fermentagdo alcdolica continua. As
velocidades especificas de crescimento celular, formacdo de produto e consumo

de substrato foram dadas pela rede neural.

A.3 APLICACOES

Pelo fato das RNAs serem aptas a resolver problemas de cunho geral, tais
como aproximacao, classifica¢do, categorizacdo, predicdo, etc., a gama de areas
onde estas podem ser aplicadas ¢ bastante extensa. Em processamento de sinais e
imagens, as RNAs ganharam grande popularidade nos tultimos anos como
ferramenta alternativa e as vezes complementar as técnicas classicas. Nessas
areas, as aplicacdes das RNAs envolvem reconhecimento de caracteres a mao,
compactagio de dados, reconhecimento da fala, entre outras ™.

RNAs s3o usadas em problemas de classificacdo tais como, reconhecimento
de imagens (classificacao de caracteres, reconhecimento de faces e assinaturas);
reconhecimento de sons e classificagdo financeira (analise de crédito, previsdao de
faléncias). Lee et al., 1996, "' usaram um sistema hibrido neural para fazer
previsdes de faléncia em empresas de um sistema financeiro. Numerosos modelos
que fazem a previsio de precos sio criados e estudados. Yao ef al., 2000, '™

usaram RNAs como ferramenta para prever pregos no mercado financeiro com

precisdo e eficiéncia.
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Em sistemas complexos de engenharia, relagdes empiricas geralmente sao
empregadas para estimar parametros. Geralmente, um sistema complexo ¢
caracterizado por um nimero de interagdes cujas correlagdes cruzadas ndo sdo
inteiramente conhecidas. Além disso, os dados associados a esses parametros
geralmente sdo incompletos e com ruidos. Extrair informagdo desses dados para
desenvolver relacdes empiricas ¢ uma tarefa dificil que requer sofisticada técnica
de modelagem bem como intuicdo e experiéncia. O uso de redes neurais vem
aliviar este problema ®. RNAs foram utilizadas '*® para obtengio da velocidade de
reacdo enzimatica para a sintese in vitro de dextrana e velocidade de adsor¢do e
dessor¢do para a dextranasacarase. Foram treinadas duas redes, com algoritmo de
retropropagacdo, uma para a sintese e outra para a adsorgao.

Recentemente o interesse no desenvolvimento e aplicagdo de metodologias
de sistemas ndo-lineares emergiu € numerosos artigos nessa area foram
publicados. Entretanto, em muitos sistemas ndo-lineares ¢ extremamente dificil e
caro obter um modelo preciso do processo. Esta dificuldade limitou o uso de
modelos ndo-lineares a regides e sistemas em que o modelo obtido é seguro. Uma
das barreiras no uso desses modelos na industria quimica/petroquimica ¢ o custo
do desenvolvimento do modelo e sua validagdo *°.

Devido as caracteristicas ndo-lineares inerentes ao mapeamento entre
camadas de RNAs feedforward, estas sdo como ferramentas de modelamento
bastante apropriadas para esses sistemas '*. A aplicacio de RNAs em processos
biotecnoldgicos vem aumentando nos ultimos anos. Elas t€ém sido utilizadas para
estimar variaveis de estado, para determinar fases bioldgicas em conjunto com
sistemas especialistas **. Os processos fermentativos, por exemplo, sio de dificil
controle porque envolvem microrganismos vivos. Ferreira et al., 2000, *
estudaram a influéncia das variaveis na otimizagdo de crescimento do fungo
penicillium chrysogenum para producdo de antibidtico. Os autores usaram redes
neurais como ferramenta para reduzir um ntimero de experimentos a ser realizado

11
7 usaram RNAs em sensores no

em um planejamento fatorial. Linko et al., 1997,
controle on-line da produgdo de enzimas. Os programas de rede usaram o
algoritmo de retropropagagio em visual C + +. Em 1998, Linko ''® mostrou que a

logica fuzzy associada @ RNA ¢ uma valiosa ferramenta no processo de controle
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da industria alimenticia. Sistema hibrido neuro-fuzzy foi usado, em escala
industrial, para controle de nivel na refinaria de 6leo Idemitsu Chiba no Japao '*°.
Hanisch ez al., 2000, * simularam reatores biolégicos para processo de tratamento
de esgotos domésticos utilizando redes neurais. Os autores utilizaram a fungo de
ativacdo tangente hiperbolica e os algoritmos de retropropagacdo padrio e
retropropagacdo com o termo de momento. As redes foram implementadas no
software MATLAB 5.2.

Parisi et al., 2001, 7 compararam RNA e modelo difusional para o célculo
de taxa de reacdes heterogéneas gas-solido em estado estaciondrio. Os autores
concluiram que ambas velocidades (aproximacdes da RNA e calculadas do
balango de massa na particula) eram semelhantes, entretanto, o tempo de
processamento da rede neural era cerca de vinte vezes mais rapido. Assim, essa

metodologia seria util quando a cinética da reagdo fosse desconhecida ou quando

os dados cinéticos ndo pudessem ser usados num modelo convencional.
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APENDICE B

B.1 Reator de Escoamento em Vortices (REV)

O escoamento que aparece no espago anular entre dois cilindros, sendo que
ao menos um deles seja rotatorio, ¢ a base de numerosos estudos de
fluidodinamica. Observando a Figura 2.15 vé-se um esquema de dois cilindros
concéntricos com a formagdo de pares de vortices com sentidos alternados de
rotagdo, pela rota¢do do cilindro interno. A partir de uma rotacdo critica, inicia-se
a formagao de vortices toroidais sobrepostos ao fluxo principal de Couette.

G. L Taylor (1923) '® determinou a velocidade de rotagdo critica dos
cilindros para a formagdo de vortices no espaco anular. A rotacdo do cilindro
interno impde uma forga centrifuga mais alta ao fluido adjacente do que aquele
mais distante. Até certo limite, a forga viscosa consegue compensar esse efeito,
mas a partir da rotagdo chamada de critica, o escoamento de Couette torna-se
instavel. Surgem, entdo, pares de vortices girando em sentidos opostos. A
amplitude axial do vortice ¢ aproximadamente igual ao tamanho da abertura
anular. A energia que ¢ transmitida para o fluido pela rotagdo do cilindro interno
produz dois movimentos rotacionais: uma rotagao tangencial global e uma rotagao

secundaria (com componente axial e radial) dentro dos vortices.

Figura 2.15 Reator de escoamento em vortice de Taylor-Poiseuille.

Taylor calculou teoricamente e confirmou experimentalmente o critério para

a formagdo de vortices em um anel estreito, baseado no numero de Taylor (7a),
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assim chamado “a posteriori” por outros autores. Este autor descartou os termos
ndo lineares das equagdes de Navier-Stokes e conseguiu soluciona-las,
antecipando a rotacdo critica para o inicio da instabilidade. O escoamento de
Couette ¢ facilmente reprodutivel sendo, portanto, muito adequado para o estudo
das conseqiiéncias de disturbios infinitesimais em seu campo de velocidades.

O escoamento de Couette, entre dois cilindros em rotagdo, tem um campo de
velocidades na diregdo 6, fungio apenas do raio r, dado por V(r) = Ar + B/r. "* Se
£, for a velocidade de rotagao do cilindro interno de raio »; e £ a velocidade de

rotagao do cilindro externo com raio 7>, tem-se:

Q. —r’Q
1 2
pog 10-9,/9) (B.2)
L=/’

As variaveis wu;, u; € u3, denominadas perturbacdes do campo de
velocidades, sdo definidas como a diferenga entre os componentes da velocidade
do escoamento real e da velocidade de Couette, respectivamente nas dire¢des 7, €
e z. A variavel p’ ¢ a perturbagdo da pressdo, ou seja, a diferenga entre a pressao
real e a de Couette (que varia com r e z, na auséncia de vortices). As perturbagdes
u;, uy, € uz sdo pequenas comparadas com V(r); assim, Taylor linearizou as
equagdes de Navier-Stokes; em coordenadas cilindricas, desprezando seus

quadrados e produtos:

ou, _OVu, _ 0[P, Viu, L (B.3)
ot r or\ p r
%+[d—V+K)ul =v| Viu, —u—i (B.4)
ot dr r r
Gy _ 0[Py, (B.5)
o oz\ p
em que v € a viscosidade cinematica e
2
v=190,00,9 (B.6)
ror\_ or) oz’
As condig¢des de contorno sao:
urp=u;=uz =0 em r=rier=r. (B.7)
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A equacao da continuidade para o caso axissimétrico €:

L2 ()4 25
r or 0z

=0 (B.8)

Os cilindros sdo considerados de comprimento infinito. Taylor propds uma
solugdo das equagdes (B.3)-(B.5) e (B.8) na seguinte forma:

u, =u,(r)coskz e”
u, =u,(rjcoskz e" (B.9)
u, =u,(r)senkz e”

Em que s ¢ a velocidade de crescimento das perturbagdes com o tempo e k o
nimero de onda axial, adimensional (o valor de z ¢ dado pela distancia axial
dividida pelo espacamento entre os cilindros). Assim, o campo de velocidades ira
repetir-se periodicamente na dire¢do axial (z) a intervalos A=2/k. Taylor deduziu,
a partir do conjunto de hipdteses ja descrito, que A corresponde a altura de um par
de vortices e ¢ igual ao dobro do espaco anular, d = r, — r;. Em outras palavras,
cada vortice tem altura igual ao espagamento entre os cilindros. Os padrdes da
periodicidade axiais sdo pares de vortices, um girando no sentido horério e outro
no anti-horério.

Depois de célculos laboriosos, Taylor chegou a uma expressdao que antecipa
a rotacdo critica para o inicio da instabilidade como uma fung¢@o da velocidade de
rotagdo dos cilindros, dos raios dos cilindros e da viscosidade do fluido. O nimero
adimensional de Taylor (7a) pode ser facilmente transformado no numero de
Reynolds tangencial. Em muitos artigos o nimero de Reynolds ¢ usado como o
parametro de controle ao invés do nimero de Taylor. O nimero de Taylor critico,
Ta., em um determinado equipamento com um certo fluido, indica a velocidade
para o surgimento dos vortices:

12
Ta, = QRid (i] =412 (B.10)
14 R

i

em que: Ta. ¢ o valor do nimero de Taylor critico, {2, ¢ a rotagdo do cilindro
interno, R; ¢ o raio do cilindro interno, d ¢ o espaco anular e v ¢ a viscosidade

cinematica.
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Quando 7a fica significativamente maior que 7a., surgem outros padroes de
escoamento: vortices ondulados e vortices espiralados aparecem entre 7a = 157a,
e 307a.. O escoamento fica turbulento, mas retém o movimento em vortices entre
Ta = 30Ta. e 160Ta.. O escoamento completamente turbulento acontece a
aproximadamente 7a = 2507a.. 3102 A teoria linear de estabilidade, desenvolvida
por Taylor, pode predizer o perfil de velocidades no vortice perto de 7a..

O escoamento de Taylor provavelmente ¢ um dos fendmenos mais
estudados no campo da fluidodinamica. A despeito do numero de publicagdes, a
complexidade inerente do sistema esta longe de um completo entendimento'".
Enquanto a aproximacdo linear de Taylor fornece previsdes razoavelmente boas
perto de Ta. para cilindros de comprimento infinito, ¢ inadequada quando aplicada
a rotagdes maiores, j& que a aproximagdo linear prevé incorretamente um
crescimento exponencial do tamanho dos vortices depois do inicio do fluxo
secundario. Nesta regido os termos nao lineares das equacdes de Navier-Stokes
devem ser considerados.

Quando combinamos ao escoamento rotacional de Taylor-Couette um
escoamento continuo axial de Poiseuille, aumentamos a complexidade do
problema. As caracteristicas fluidodindmicas desse escoamento favorecem sua
aplicacdo em reacdes catalisadas por enzimas imobilizadas, ja que combina alta
agitacao devido aos vortices (melhorando o transporte de massa sem danificar as
enzimas imobilizadas) com um baixo escoamento axial. Assim, o escoamento de
Taylor-Couette-Poiseuille (ETCP) pode, devido a sua estrutura celular, combinar
caracteristicas de escoamento tubular ideal (“plug-flow”), com o comportamento
local de tanque de mistura ideal '*®'"".

A superposicdo do escoamento axial de Poiseuille tem um efeito
estabilizador na formacao dos vortices, atrasando-os até rotagdes mais altas. Para
este tipo de fluxo, o volume do vortice ¢ perfeitamente misturado na dire¢do
tangencial e radial '". Assim, a dispersio no sistema de Taylor-Couette é
basicamente independente da velocidade do fluxo. Esta caracteristica ¢ 1til para
controle do reator que ajusta a reacdo independentemente da velocidade de

escoamentom.
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Varios trabalhos apresentam experimentos de transferéncia de massa para o
REV. O grupo de Kataoka "' usa a suposi¢do do empilhamento, em que os
vortices caminham empilhados uns sobre os outros, bem ordenados, e adota um
duplo vértice bem agitado como modelo de célula basica. No reator, os vortices
estdo bem organizados, como se v€ na Figura 2.16, que mostra um corte

longitudinal do reator.
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Figura B.1: Corte longitudinal do reator de
fluxo de vortice.

A aproximagdo geral de “vortices empilhados” também foi usada por outros

113,130,141,164
autores 'O

, mas muitos deles ressaltaram que os vortices ndo seriam bem
misturados, ou se restringiram a regido turbulenta "*'**. O modelo de dispersio
axial cléssica foi aplicado para a transferéncia de massa em uma ampla faixa de
nimeros de Reynolds axial e rotacional, porém nestes trabalhos ndo se detalhou a
estrutura do voértice *'3. Todos esses trabalhos tém uma caracteristica em
comum: um Unico parametro de transporte de massa seria suficiente para a
descricao do sistema.

Ainda com a teoria de que os vortices ndo seriam bem misturados,
principalmente na regido laminar, surgiu a necessidade de dois parametros, os
coeficientes inter e intravortice de transferéncia de massa para modelar os
experimentos™*.

Simulagdes utilizando fluidodindmica computacional, realizadas com o

REV, claramente mostraram a possibilidade de existir um “by-pass” de fluxo

3 JOs 82 ~ . .
convectivo ao redor dos vortices". Entdo, resultados experimentais

172



Apéndice B

contradisseram a suposi¢ao do “empilhamento” de vortices para uma ampla faixa
de rotagdo e fluxo axial ®*. Todos esses dados experimentais mostraram um
comportamento similar, com uma zona de transicao entre o padrao “plug flow” e o
perfeitamente agitado. Durante seus experimentos, os autores observaram uma
configuragao de fluxo estdvel e reprodutivel. A velocidade V,; (relagdo entre a
velocidade com que os vortices caminhavam ao longo do reator e a velocidade
axial média) era significativamente menor que um, numa regido de numero de
Reynolds axial baixo. Também foi observado que essa velocidade decrescia com
o aumento de rotagdo. Observaram a existéncia de um “by-pass” ao redor dos
vortices, como mostra a Figura B.2. Em (a) os vortices ficam mais lentos e
aparece um escoamento de fluido circundando-os. O tempo de residéncia dentro
do vortice fica maior que o tempo de residéncia do reator. Tem-se um fluxo com o
valor de V; menor que um. Em (b) tem-se vortices empilhados com V;,

aproximadamente igual um.

Figura B.2: Comparagdo de correntes de fluxo a) com
“bY'paSs”, b) com “empilhamentoaa 120.

A Figura B.3 mostra a velocidade V; como uma funcdo dos nimeros de
Reynolds axial e rotacional. Supondo que o nimero de Reynolds axial seja fixado,
um aumento na rotagdo retardara o andamento dos vortices, ¢ aumentara o fluxo
pelo “by-pass” ao redor deles. Ao mesmo tempo, a transferéncia de massa
vortice/“by-pass” também serd acentuada, bem como a mistura intravortice.

Reduzindo a rotagdo, a velocidade V; aproxima-se da unidade, e a hipotese
do “empilhamento de vortices” (V; = 1) fica mais consistente. O sistema se
aproximaria de um reator “plug flow”. Experimentos de determinacdo da

distribuicao de tempos de residéncia apos a injecao de tragador, permitem estimar
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coeficientes de transferéncia de massa do REV. Uma correlagao para V, foi,

também, estabelecida'*.

B Glycerol, Reax=0.11
10+ O Glycerol, Reax=0.24
L A\A O Glycerol, Reax=0.51
08 + 1.15
® Glucose, Reax=0.25
0.68 & Water, Reax=0.19
06 +
- PY A Water, Reax=0.68
- L
04 + A Water, Reax=1.15
S 051
n
02 + o 0.24-025
[ 0.11 0.19
00 ‘ ; ‘ ; - ce_® .
100 200 300 400 500
Re,

Figura B.3: Velocidade de arraste em funcdo dos niumeros de
. . . . 2
Reynolds rotacional e axial para diversos fluidos *.
O interesse no uso das estruturas do fluxo em vortices para melhorar o
desempenho de reatores tem sido apresentado por varios autores. Podemos citar:
(1) Um reator fotocatalitico, onde os autores usaram o REV com algas para

34 Vértices moviam as algas para dentro e

converter CO, eficazmente a O,
fora da por¢do iluminada do reator. As algas periodicamente iluminadas
convertiam CQO;, mais eficazmente a O,.

(2) Um REV fotoquimico, com uma lampada de UV em posic¢ao axial dentro do
cilindro interno, feito de material transparente. A limitacdo maior do processo
fotoquimico para a remocao de micropoluentes ocorre quando a absorbancia da
agua a ser tratada ¢ elevada. Considerando as baixas concentragdes de poluente
em solugdes, s6 uma camada muito pequena absorve os fotons neste caso.
Assim, as condi¢des de mistura sdo de importancia extrema para a eficiéncia
do reator. O escoamento em vortices foi empregado para renovar
continuamente a camada liquida proxima da lampada de UV. O fluxo de
Couette-Taylor melhorou a eficiéncia do processo fotolitico, aumentando o
rendimento do processo'"”.

(3) Um filtro com escoamento de Couette-Taylor-Poiseuile para a separacao de
protoplasma de sangue. O sangue era alimentado no topo do anel entre os

cilindros coaxiais. Protoplasma atravessava a membrana porosa rotatoria que
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formava o cilindro interno, saindo pelo fundo do equipamento com a vantagem
dos vortices reduzirem a tensdo de cisalhamento e ndo danificarem os
eritrocitos'.

(4) Um reator com escoamento de Couette-Taylor continuo para polimerizacao
de emulsdo de latex *%.

(5)  Um REV para polimerizar o estireno'".

(6) Uma simplificacdo linear das equagdes de Navier-Stokes para modelar o
ETCP em reator fotoquimico®.

(7) Modelo com parametros de transferéncia de massa para reagdao de
isomerizagdo enzimatica de glicose, além dos resultados experimentais do REV
com a presenga de uma reagio®™.

Embora agora seja 6bvio que o REV ndo combine o escoamento “plug flow”
perfeito com a mistura intravortice perfeita, ele ainda tem vantagens: a habilidade
para produzir um dado grau de micromistura com uma dispersdo axial
relativamente menor que tipos convencionais de fluxo. O ganho no desempenho
do reator resulta do fato de que a mistura local pode, dentro de certos limites, ser
aumentada independentemente do fluxo axial aplicado. A importancia de um
modelo adequado de escoamento, para prever corretamente o comportamento
deste sistema, ¢ evidente. E importante reconhecer e tentar prever o fluxo padrio
que ocorre. Esse conhecimento ¢ essencial para confiar na previsdo do
desempenho do REV e ter uma base para decidir numa conveniente aplicagdo em

Pprocessos reais.
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APENDICE C

C.1 METODO DE ANALISE EM HPLC DAS SUBSTANCIAS QUIMICAS
ENVOLVIDAS NA SINTESE DE AMPICILINA

Cromatografia ¢ o nome dado a uma familia particular de técnicas de
separacdo, que foram pela primeira vez usadas em 1903 por Tswett ** para separar
substancias coradas donde, alids, lhe vem o nome. Atualmente a técnica é usada
para uma grande variedade de misturas que sé ocasionalmente tém cor. O método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi usado para analisar as sinteses
realizadas nesse trabalho. Para acompanhar a sintese de ampicilina, obter uma
melhor resolugdo dos reagentes e produtos da sintese e trabalhar com solugdes
menos toxicas € mais simples foram testadas quatro fases moéveis.

Usou-se dois cromatografos liquido de alto desempenho, um da marca

Waters, outro marca Shimadzu. Utilizou-se coluna adequada a andlise de

farmacos: coluna Nova-Pak, C18, 60 2, 4 um, 3,9 x 150 mm da Waters. Os
componentes das fases moveis usadas eram todos de grau analitico para uso em
HPLC. Todas as fases moveis testadas estdo de acordo com as encontradas na

literatura.

C.1.1-FASE MOVEL 1

Preparou-se uma fase mével composta por 250 mM de fosfato de amonio,
20 % de etanol, ndo sendo necessario ajustar o pH. As condi¢des de operagdo em
modo isocratico foram:

e Vazio: 1,5 mL/min

e Temperatura: 30 °C

e A=220nm

Os cromatogramas obtidos quando se analisou o padrio contendo
fenilglicina e outro padrdo contendo ampicilina tinham tempos de residéncia
muito proximos, aproximadamente 2,1 e 2,5 minutos respectivamente. Este
comportamento inviabilizou a utilizacdo desta fase movel, pois a seletividade

estava proxima da unidade.
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C.1.2 - FASE MOVEL 2

Esta fase movel era composta por tampao fosfato de amdnio 50 mM e 20 %
de metanol. As condi¢des de operacdo do HPLC foram:

e Vazio: 1,5 mL/min

e Temperatura: 25 °C

e A=220nm

Nestes cromatogramas o padrio de ampicilina apresentou tempo de
residéncia de 4,7 minutos, enquanto o padrdo de fenilglicina o tempo de
residéncia de 2,5 minutos. Ao se testar o padrdo contendo 6-APA esta fase mével
foi descartada, pois o tempo de residéncia deste padrao era de 3,0 minutos.

Novamente, ndo se obteve resolu¢do nos cromatogramas.

C.1.3 - FASE MOVEL 3

Preparou-se uma fase movel contendo 25 % de metanol e 20 % de
acetonitrila (v/v), Com o pH igual a 2,4. Observou-se que aumentando a
apolaridade da fase movel conseguia-se uma melhora na resolugdo. Injetava-se 20
uL de amostra. As condi¢gdes de operacao do HPLC foram:

e Vazdo: 1,5 mL/min

e Temperatura: 25 °C

e A=210nm

Esta fase movel foi descartada, pois os tempos de residéncia da fenilglicina
e do 6-APA eram praticamente idénticos, além disso, o tempo de residéncia do

ultimo componente (EMFG) chegava a 25 minutos.

C.1.4 - FASE MOVEL 4

Fez-se um gradiente de metanol de 10 % a 65 % em 7 minutos com solugao
B de 67 mM de fosfato de potéssio com pH igual a 4,7. Injetava-se 20 pL de
amostra.

e Vazio: 1,5 mL/min

e Temperatura: 25 °C

e A=210nm
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O tempo de residéncia do EMFG também era alto, 20 minutos, ¢ a resolugao
obtida também nao foi boa. A fase mével usada foi a que forneceu a melhor
resolucdo entra a FG e o 6-APA, mas ainda apresenta um tempo de retencao das
amostras alto, cerca de 17 minutos, além disso, usou-se¢ uma concentragao alta de
acetonitrila. Assim, ainda serdo testadas outras fases moveis seguindo a
metodologia sugerida por Ciola, 1998. Mais detalhes sobre as fases moveis
testadas consultar Harik-Khan, 1995; Moats, 1995 e Sorensen et al., 1997. A fase
moével € composta por 10mM de H;PO4 5 mM de KH,PO4, 5 mM de lauril sulfato
sodio (SDS) e 35 % de acetonitrila (v/v). Injetava-se 20 uL de amostra coml1,5
mL/min, 25 °C ¢ 210 nm.
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APENDICE D

D.1 PROCEDIMENTO PARA OBTENCAO DE FOTOGRAFIAS
ATRAVES DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
(MEV)

A metodologia consiste na fixa¢do, desidratacdo e secagem das células para
observacdo em microscopio eletronico de varredura (DSM 920). Algumas
modificagcdes foram propostas por Araujo, 1995. As amostras contendo os
biocatalisadores sdo fixadas em glutaraldeido (solucao a 25%) diluido em solugao
tampao fosfato (0,1 M) em pH 6,5. As proporgdes das dilui¢des estdo ilustradas na
Tabela D.1.

Tabela D.1: Dilui¢des das solu¢des empregadas

Glutaraldeido 25 % Tampao fosfato 0,1 M Volume final
(mL) (mL) (mL)
12,0 88,0 100,0
9,0 66,0 85,0
6,0 44,0 50,0
3,0 22,0 25,0
1,2 8,8 10,0

O procedimento utilizado para a prepara¢do do biocatalisador foi executado
através das seguintes etapas:

1. Cobrir as amostras com solu¢do de glutaraldeido 25%, de 8 a 12
horas antes da sua manipulagdo. Usar para isso, tubo de ensaio
pequeno, e tampa-lo com filme plastico. Armazenar a amostra a
temperatura de 4 a 10 °C;

2. Apo6s o tempo de incubagdo das amostras, retirar a solugdo de
glutaraldeido com auxilio de uma pipeta e, realizar a lavagem das
amostras com a solugdo de tampao fosfato preparada por 10 minutos.
Repetir o procedimento por trés vezes. Entre as lavagens deve-se

agitar o tubo de ensaio para homogeneizagao;
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3. Desidratar as amostras na seqiiéncia indicada em solugcdes de

alcoois:

alcool 50 % durante 10 minutos;
alcool 70 % durante 10 minutos;
alcool 80 % durante 10 minutos;
alcool 90 % durante 10 minutos;
alcool 95 % durante 10 minutos;
alcool 100 % durante 10 minutos;

4. Em seguida, colocar as amostras em vidro de reldgio e proceder a
secagem com hexametildisilazane (HMDS) durante 30 segundos.
Essa operacao devera ser realizada em capela devido a toxidade do
HMDS;

5. Apos a secagem deste material por aproximadamente 10 minutos,
proceder a colagem em suportes metdlicos (apropriados para a
realizacdo de microscopia) com “cola de prata” (prata condutora
200-B, Degussa, S.A.);

6. Colocar os suportes onde as amostras foram colocadas em estufa a
30 °C por aproximadamente 1 hora. Esse tempo podera ser maior,
entretanto dve-se evitar o ressecamento das amostras, para nao
alterar a estrutura do biocatalisador;

7. As amostras preparadas sdo entao recobertas com banho de ouro
(99,99 %) em um metalizador (SDS — 050 Balzers), sendo em

seguida analisadas em microscopio eletronico de varredura.

D.2 REFERENCIAS

ARAUIJO, J. C. Caracterizagdo ¢ evolugdo do biofilme em reator anaerdbio de
leito fluidizado alimentado com esgoto sanitdrio sintético. Sdo Carlos, SP,
Escola de engenharia de Sdo Carlos, USP, 1995. (Dissertagao)

NATION, J. L. A new method using hexamethyldisilazane for preparation of soft
tissues for scanning electron microscopy. Stain Tecnology, v. 58(6), p. 347-
351, 1983.
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APENDICE E

E.1 RESULTADOS DO PROGRAMA

A seguir estdo listados os resultados do programa fatorial usado para
obtencao dos graficos normal das estimativas, semi-normal dos valores absolutos
das estimativas, uma lista dos efeitos incluidos na modelagem do planejamento e,
finalmente, a resposta prevista pelo modelo e o residuo para o rendimento de
sintese de ampicilina com relagdo ao 6-APA e ao EMFG, para a produtividade,
para a seletividade e para as velocidades iniciais de sintese de ampicilina.

Observou-se que todos os modelos aproximados apresentados foram
satisfatorios, pois os graficos dos residuos contra as respostas tém aparéncia
aleatoria e os graficos normais dos residuos tém aparéncia mais ou menos
retilinea. Como ja citado anteriormente, a identificacdo dos valores dos efeitos ¢
representada por uma combinagao de letras, em que cada letra representa um sinal
positivo na matriz de planejamento. Os sinais negativos ndo sao representados. As
letras, em ordem alfabética, representam os diversos fatores. Assim, por exemplo,
se ha trés fatores, os niveis superiores foram representados pelas letras a, b e ¢,
nessa ordem. O segundo ensaio que corresponde aos niveis (+ — —), foi
representado simplesmente pela letra a.

As formulas utilizadas nos calculos dos rendimentos, produtividade,

seletividade estdo a seguir:

Canp
R = inicf:zl (4 1)
C6—APA
c
p e (4.2)
tmax
C
S = amp (43)
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DADOS PARA PRODUTIVIDADE
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VALORES DOS EFEITOS QUE SERAO INCLUIDOS NA MODELAGEM:

RESPOSTA RESPOSTA PREVISTA

I = 14,3618
A = -2,8751
B = 3,9057
AB = 0,0000
C = 2,0474
AC = -3,2007
BC = 12,8601
ABC = -29381
D = -3,7488
AD 0,0000
BD = 0,0000
ABD = 10,0000
CD = 0,0000
ACD = 10,0000
BCD = 0,0000
ABCD 2,6563
E = 2,7469
AE 0,0000
BE = 0,0000
ABE = 10,0000
CE = 0,0000
ACE 0,0000
BCE = 10,0000
ABCE -3,5632
DE = -2,6274
ADE = 29094
BDE = -3,6213
ABDE 1,7331
CDE = 0,0000
ACDE 4,3151
BCDE = -2,8632
ABCDE = 12,4824
ENSAIO
(1) 3,9500
a 22,8500
b 20,1100
ab 1,7800
c 21,6200
ac 2,3700
bc 1,0400
abc 28,1700
d 8,2500
ad ,5600
bd ,8100

2,7631
18,0395
20,7745
1,1781
25,5380
3,4669
1,7319
28,3980
12,3790
,9056
1,0506

RESIDUO

1,1869

4,8105
-0,6645

0,6019
-3,9180
-1,0969
-0,6919
-0,2280
-4,1290
-0,3456
-0,2406
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abd 20,8500 19,4490 1,4010
cd 1,9200 1,6569 0,2631
acd 0,3880 -3,0755 3,4635
bed 49,2900 50,0255 -0,7355
abed 1,8800 1,5569 ,3231
e 42,1300 37,8095 4,3205
ae 1,1700 1,4581 -0,2881
be 1,2100 1,6031 -0,3931
abe 43,6700 44,8795 -1,2095
ce 2,5800 2,2094 0,3706
ace 18,7000 22,3550 -3,6550
bce 46,0000 45,4560 0,5440
abce 2,4200 2,1094 0,3106
de 2,0200 2,5731 -0,5531
ade 9,2200 14,2220 -5,0020
bde 17,4300 16,9570 0,4730
abde 1,0200 9881 ,0319
cde 25,8300 21,7205 4,1095
acde 3,7400 3,2769 0,4631
bede 1,6000 1,5419 0,0581
abcde 25,0000 24,5805 0,4195

GRAFICO DOS RESIDUOS CONTRA AS RESPOSTAS PREVISTAS
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\
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GRAFICO NORMAL DOS RESIDUOS
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DADOS PARA RENDIMENTO DE SINTESE COM
RELACAO AO 6-APA INICIAL

GRAFICO NORMAL DAS ESTIMATIVAS
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VALORES DOS EFEITOS QUE SERAO INCLUIDOS NA MODELAGEM:

I = 28,7456
A = -6,2375
B = -6,8644
AB = 0,0000
Cc = 0,0000
AC = -1,5406
BC = 10,0000
ABC = 0,0000

D = -1,6988
AD = 10,0000
BD = 1,9950
ABD = -2,0281
CD = 10,0000
ACD = 10,0000
BCD = -2,7306
ABCD = 1,9575
E = -3,1988
AE 2,2119
BE = 10,0000
ABE 2,1331
CE = -3,6919
ACE = 3,4950
BCE = 0,0000
ABCE = 0,0000
DE = 10,0000
ADE = -1,9725
BDE = -1,5306
ABDE = 1,9800
CDE = -1,8375
ACDE = 2,7919
BCDE = 10,0000

ABCDE = -2,7831

ENSAIO

(1)
a

b
ab
c
ac
be
abc

d
ad

56,9200
29,6700
18,8600
16,5900
50,3400
33,8400
44,5400
15,1800
42,6200
36,2300

RESULTADOS DA MODELAGEM

RESPOSTA RESPOSTA PREVISTA

59,7031
30,1156
20,2306
17,1056
52,9569
33,3569
43,3694
12,3069
43,0919
37,5569

RESIDUO

-2,7831
-0,4456
-1,3706
-0,5156
-2,6169
0,4831
1,1706
2,8731
-0,4719
-1,3269
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bd 24,4600 23,6394 0,8206
abd 13,0600 14,5769 -1,5169
cd 55,4200 54,7481 0,6719
acd 27,9100 28,9406 -1,0306
bed 49,9900 45,4106 4,5794
abcd 15,4800 14,0006 1,4794
e 41,0600 41,7306 -0,6706
ae 41,4100 36,5881 4,8219
be 17,0200 18,9006 -1,8806
abe 15,0000 19,1806 -4,1806
ce 36,5200 35,8869 0,6331
ace 24,6700 24,0919 0,5781
bce 20,2000 20,6769 -0,4769
abce 25,2900 20,9094 4,3806
de 46,6200 46,7019 -0,0819
ade 31,6100 29,3919 2,2181
bde 32,3700 33,5419 -1,1719
abde 11,2100 17,8744 -6,6644
cde 32,4000 29,9606 2,4394
acde 22,5200 24,9381 -2,4181
bcde 10,3900 9,1806 1,2094
abcde 10,4600 9,1956 1,2644
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GRAFICO NORMAL DOS RESIDUOS
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DADOS PARA A SELETIVIDADE

GRAFICO NORMAL DAS ESTIMATIVAS
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VALORES DOS EFEITOS QUE SERAO INCLUIDOS NA MODELAGEM:

I = 27,1213

A = 0,0000

B = 0,0000

AB = 28944

C = 3,4694

AC = 0,0000

BC = 3,2494

ABC = 0,0000

D = -1,5450

AD 0,0000

BD = 6,5650

ABD = 0000

CD = 2,0356

ACD = 0000

BCD = 9819

ABCD = -7,5800

E = -1,1881

AE = 25775

BE = -2,7244

ABE = 3,5675

CE = -1,0438

ACE 8,6569

BCE = ,0000

ABCE = ,0000

DE = -1,4431

ADE = 2,6963

BDE = -7,4681

ABDE = -23275

CDE = -4,1613

ACDE = 1,2406

BCDE = -2,0925

ABCDE = 1,8081

ENSAIO  RESPOSTA RESPOSTA PREVISTA
(1) 18,0800 16,5000
a 65,7500 66,6575
b 18,5000 18,3100
ab 18,0500 18,9125
c 47,8300 46,3913
ac 29,2200 29,3313
be 9,7000 11,3488
abc 20,1600 19,8388
d 8,6000 8,3275
ad 6,2000 5,8000
bd 8,4700 7,1100

RESIDUO

1,5800
-0,9075
0,1900
-0,8625
1,4387
-0,1113
-1,6488
0,3212
0,2725
0,4000
1,3600
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abd 46,7200 48,7525 -2,0325
cd 18,6000 18,1188 0,4812
acd 14,4000 13,5538 0,8463
bed 79,6200 79,7488 -0,1287
abcd 43,0500 44,2488 -1,1988

e 49,2800 46,2588 3,0213
ae 13,1500 14,8437 -1,6937
be 26,6100 27,8612 -1,2512
abe 8,4400 8,5162 -0,0762
ce 43,3500 43,3525 -0,0025
ace 19,1900 18,5150 0,6750
bce 19,1000 19,3075 -0,2075
abce 52,2500 52,7150 -0,4650
de 49,8100 48,0963 1,7138
ade 8,3400 8,7263 -0,3863
bde 16,6700 16,7513 -0,0813
abde 15,7600 17,0063 -1,2462
cde 12,1200 13,0800 -0,9600
acde 38,0200 36,3875 1,6325
bede 14,6900 13,3775 1,3125
abcde 28,1500 30,1350 -1,9850

GRAFICO DOS RESIDUOS CONTRA AS RESPOSTAS PREVISTAS
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