UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS
p-LACTAMICOS

Dasciana de Sousa Rodrigues

SAO CARLOS
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS
B-LACTAMICOS

Dasciana de Sousa Rodrigues

Tese de Doutorado submetida ao Programa de
Pos-Graduacdo em Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos como
parte dos requisitos necessarios a obtencao do
titulo de Doutor em Engenharia Quimica, area
de concentragao em  Pesquisa e
Desenvolvimento de Processos Quimicos.

Orientador (a): Raquel de Lima Camargo Giordano

Co-orientador: Antdnio José Gongalves da Cruz

SAO CARLOS
2009



Ficha catalogréfica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/lUFSCar

R696ip

Rodrigues, Dasciana de Sousa.
Inovagdes na producgéo de antibiéticos p-lactamicos /
Dasciana de Sousa Rodrigues. -- Sdo Carlos : UFSCar,

2009.
163 f.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
20009.

1. Biotecnologia. 2. Penicilina G acilase. 3. Enzimas -

purificacdo. 4. Imobilizacdo. 5. Acido 6-aminopenicilanico. 6.
Adsorcao. I. Titulo.

CDD: 660.6 (20%)




MEMBROS DA BANCA EXAMINADORA DA TESE DE DOUTORADO DE
DASCIANA DE SOUSA RQDRIGUES, APRESENTADA AO PROGRAMA DE POS-
GRADUAGAO EM ENGENHARIA QUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO CARLOS EM 02 DE ABRIL DE 20009.

BANCA EXAMINADORA:

miﬁw

Raquel de Lima C argg Giordano
orientadora, PPG-EQ/UFSCar

e

Prof. Dr. Anténio José Gongalves da Cruz
co-orientador,PPG-EQ/UFSCar

Prof. mda Cru@
CBTEI@&Dmas

%M i evmalem,
Prof?. Dr?. Luciana Rocha Barr0s Gongalves
DEQIUFC

Profe, Dr2, Mﬁ’g Helena Andra e Santana
FEQIUNICAMP

P
-~
-

«

o
Prof. Dr. Alberto Colli Badino Jinior
PPG-EQ/UFSCar



Dedico este trabalho a Deus, aos meus pais
Raimundo e Graca, aos meus irmdos Darcia,
Dariana e Denilson, aos meus sobrinhos
Débora, Douglas, Isabele e lsaiane, a Maria
Antbnia e Natanael.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todas as providéncias ao longo do caminho (a familia, amigos verdadeiros, a

bolsa, a orientadora-mae, os resultados, saude....enfim, tudo);

A familia, pelo impulso para que eu chegasse aqui;

A professora Raquel, pela formacio excelente que me foi dada, como profissional e pessoa.
Ao professor Antonio pela paciéncia e persisténcia no desenvolvimento deste trabalho;

Ao professor Roberto por disponibilizar o laboratério de Desenvolvimento e Automagao de

Bioprocessos;

Ao professor Guisan e todo o grupo do ICP da Universidad Autonoma de Madrid, pelos

ensinamentos e acolhida carinhosa;
Ao professor Francisco Rodrigues pelo grande exemplo de vida;

Aos amigos cearenses, James, Juliana, Wellington, Cassia, Luiza, Karol, Geisa e Bete, que

passaram por aqui e aliviaram a saudade do sotaque lindo do Cear3;
A Alcinéia pelas palavras doces nas horas dificeis;
A Dona Gerarda (mae da Luiza), e Dona Fatima (mae da Francimeire) pelas oragdes;

Aos amigos de sempre (Virna, Cicero, Fabiana (in memorian), Anario, Isabel, Leonildes,

Elisangela), por orarem por mim,;

Aos amigos do DEQ-UFSCar, André (Morcegaum), Aline, Anny, Andréa, Alice, Ana Maria,
Adilson, Adriano, Alvaro, Amadeus, Inti, Carlos, Monica, Marcelo Ribeiro, Tiago (técnico),
Dani, Edson, Gian, KK, Karolzinha, Vanessa, Juliana, Gilson, Rebeca, William, Sandrinha,

Bia e tantos outros, pela ajuda com o trabalho e pelo carinho;

As amigas de republica: Geisa, Karol, Leticia, Patricia e todos os agregados (Fabio — Pé,

Gleice, Moniquinha, Bete, James) pela boa convivéncia e amizade;

A Leticia Marciniuk (PI), em especial, serei eternamente grata por disponibilizar o seu

computador exclusivamente para a escrita desta tese;



Ao André (morcegaum), por ser tao prestativo, amigo € atencioso.
Ao Edson, Gian e KK, por me ajudarem com os experimentos em bioreator;

Ao Sr. Rubens Leidinger, pela ajuda com o revestimento da chapa perfurada, também pelas

palavras de incentivo;

Aos funcionarios da Prodotti, Suzana, Nilo ¢ Neide pelas informagdes e contribui¢cdes para o

desenvolvimento deste trabalho;

Aos funcionarios do departamento de Engenharia Quimica: Oscar, Adilson, Juliana, Edilson,

Amadeus, Espanhol e Tiago, pelo apoio técnico;

A coordenagio do Programa de Pos-graduagio em Engenharia Quimica pela dedicagdo,

atenc¢ao e orientagao das atividades do doutorado;

Ao Programa de Doutorado no Pais com Estagio no Exterior (PDEE) pela bolsa concedida
para o estdgio no exterior; a Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) pelo apoio
financeiro e a Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela

bolsa concedida.



"A vida sO6 pode ser compreendida
olhando-se para trads; mas s6 pode ser
vivida olhando-se para frente."

Soren Kierkegaard



RESUMO

A producdo industrial de acido 6-aminopenicilanico (6-APA) inclui etapas de
cultivo de Penicillium chrysogenum, extragcdo com solvente organico, cristalizac¢do, hidrolise
enzimatica e precipitacdo. O interesse industrial e cientifico em reduzir o nlimero de etapas
deste processo tem motivado pesquisadores a buscar processos alternativos para obtengao de
6-APA. Neste trabalho, um novo processo ¢ apresentado para a produgdo de 6-APA, cujas
inovagdes envolvem a hidrélise de penicilina durante o cultivo de P. chrysogenum, a
recirculacdo de acido fenilacético (AFA) e extracdo de 6-APA ao final do cultivo utilizando
adsorvente i0nico. Para atender aos requerimentos do novo processo, foi desenvolvido um
biocatalisador para atuar no complexo meio de cultivo. O preparo deste biocatalisador exigiu
o uso de extrato enzimatico purificado e uma metodologia para purificagao de penicilina G
acilase (PGA) foi investigada. Um fator de purifica¢do aparente de 4,5 vezes foi obtido e a
enzima foi ligada a agarose utilizando a técnica de imobilizagdo covalente multipontual. O
biocatalisador obtido apresentou boa estabilidade quimica em condigdes de esterilizagdo e
aplicacdo em biorreator. Entretanto, sua estabilidade mecanica sob condi¢des rigorosas de
agitacdo em biorreatores tipo tanque agitado e aerado ndo foram satisfatorias. Para solucionar
este problema trés estratégias foram avaliadas: (1) utilizando-se uma peca em forma de hélice
envolvendo os impelidores, (2) adicionando-se o biocatalisador ao biorreator apds a
concentracdo de células atingir seu valor maximo e utilizando velocidade de agitacdo
constante de 300 rpm, (3) usando um biorreator tipo “air lift”. As trés estratégias permitiram
manter a integridade do biocatallisador. Hidrdlise completa de penicilina (30 g/L) foi obtida
em 120 h de cultivo e a extragdao de 6-APA em coluna de troca ionica foi estudada. O método
de extracdo de 6-APA através de interacdo i0nica utilizando quitosana-arginina apresentou
resultados promissores, entretanto, um aperfeicoamento do método ainda faz-se necessario
para atingir a recuperacdo de 6-APA em niveis satisfatorios para a industria farmacéutica. Os
resultados obtidos indicam que ¢é possivel eliminar o uso de solventes organicos na producao
de 6-APA, além disso, a redugdo no nimero de etapas torna este processo mais simples e
conseqlientemente reduz o tempo de producdo e custo do produto final. Portanto, o processo

desenvolvido neste trabalho ¢ promissor para a aplica¢do na industria farmacéutica.

Palavras-chave: penicilina G acilase, purificagdo, imobilizacao, penicilina, hidrolise, acido 6-

aminopenicilanico, adsor¢ao, interagdo idnica.
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ABSTRACT

The industrial production of 6-APA includes: (1) cultivation of Penicillium
chrysogenum; (2) extraction with organic solvents, (3) crystallization; (4) penicillin
hydrolysis by immobilized penicillin acylase; (5) extraction of phenyl acetic acid (AFA); (6)
precipitation of 6-APA at its isoelectric point ( pH ~ 3,6). The scientific community and
industry have interest in reducing the number of process steps required for 6-APA production.
In this thesis a new method for 6-APA production is presented. In this process, the
simultaneous production and hydrolysis of penicillin was carried out. The 6-APA was
extracted from culture broth using ionic adsorbent. To demonstrate the technical viability of
the process a suitable biocatalysts to perform the hydrolysis of penicillin in the complex
media has been developed. The enzymatic extract, containing PGA was partially purified by
affinity adsorption on agarose-tryptophan, it was necessary to prepare the biocatalyst. The
apparent purification factor obtained was 4,5 and purified PGA was immobilized on agarose-
glyoxil by multipoint covalent attachment. The biocatalysts obtained show stability under
conditions of sterilization and application in bioreactor. However, their mechanical stability
under vigorous conditions of agitation used in stirred tank bioreactors was not satisfactory.
Three strategies were used to avoid fragmentation of the biocatalyst. The first strategy was to
involve the impellers with a helicoidal structure. In this system the biocatalyst was maintained
under agitation in external bulk of the apparatus. In the second strategy, the biocatalyst was
introduced into the bioreactor as the biomass density reached a maximum, in this case, the
cultivation was carried out under constant agitation speed (300 rpm). An airlift bioreactor was
used as third strategy to maintain the pellet structure. These systems were efficient in
increasing medium agitation without destroying the pellets. Complete hydrolysis of penicillin
(30 g / L) was obtained after five days of cultivation and extraction of 6-APA on ionic
exchanger was investigated. The extraction of 6-APA by ionic interaction using chitosan
modified with glutaraldehyde and arginine is a good method for recovery it. However,
optimization in this method is necessary to achieve the recovery of 6-APA at satisfactory
levels for the pharmaceutical industry. The new method for production of 6-APA shows that

is possible to eliminate the use of organic solvents and to reduce the number of process steps.

Keywords: penicillin G acylase, purification, immobilization, penicillin, hydrolysis, 6-
aminopenicillanic acid, adsorption, ionic interaction.
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INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 1

1 INTRODUCAO

O 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA) ¢ o principal precursor para a producao
de antibidticos B-lactamicos semi-sintéticos e sua produ¢do mundial ja atingiu niveis de
10000 ton/ano (VAN DE SANDT E VROOM, 2000).

A primeira etapa para a obtencdo de 6-APA ¢ a producdo da penicilina natural
pelo fungo Penicillium chrysogenum. Este fungo ¢ capaz de sintetizar penicilinas com cadeias
laterais especificas, as quais sdo determinadas pelo tipo de precursor que ¢ adicionado ao
meio de producdo (HILLENGA et al., 1995). Em seguida a penicilina ¢ extraida do caldo
fermentativo usando acetato de butila ou acetato de amila, em baixos valores de pH (< 2,5).
Para obter a forma cristalizada como sal de potéssio, a penicilina ¢ novamente extraida para a
fase aquosa em pH entre 7,0-8,0.

A penicilina G (PG) potassica ¢ dissolvida em meio aquoso e submetida a
hidrélise enzimatica liberando 6-APA e acido fenilacético (AFA). AFA ¢ extraido com
solvente organico, enquanto o 6-APA ¢ cristalizado em meio aquoso por ajuste do pH no
ponto isoelétrico (pH 3,6), onde a solubilidade deste composto ¢ minima (DEN
HOLLANDER et al., 2002; FERREIRA et al., 2006).

O método para obtengdo de 6-APA descrito vem sendo usado hd muitos anos
com sucesso devido a sua eficiéncia e baixo custo do produto final. Entretanto, o uso de
solventes organicos torna o processo ambientalmente desfavoravel.

Muitos esforgos ja foram realizados com o objetivo de reduzir, substituir ou
eliminar o uso de solventes orgéanicos do processo de produgdo de 6-APA. Entretanto, a
maioria dos trabalhos apresentados buscam solugdes parciais para simplificar o processo. Por
exemplo, sdo sugeridas modificagdes somente para as etapas de extragdo de penicilina ou
somente para a extragdo de 6-APA. Além disso, o desenvolvimento de um novo método que
ndo interfira no rendimento global de 6-APA e no custo final deste produto exige grande
esforco.

Alguns exemplos de modificagdes parciais no processo de producao de 6-APA
incluem: extragdo reativa da penicilina utilizando aminas de elevado peso molecular, uso de
sistemas de hidrdlise e extracdo simultdnea em meio aquoso, extracdo de penicilina na
presenga de campo elétrico, extracdao de penicilina em trés fases liquidas, adsor¢ao de 6-APA
nas matrizes Amberlite LA-2, trioctilamina, Aliquat-336, XAD16, XAD1180, XAD1600,

resina anidnica IRA 400 e aminas secundarias com peso molecular entre 325 e 395 (ARNOT
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et al., 1994; BORA et al., 1997, HANO et al., 1990; LUUK et al., 1996; SHEN et al., 2006;
SKONEZNY et al., 2005; VAN DER DOES et al., 1999).

Uma estratégia muito interessante para simplificar o processo da producdo de
6-APA foi proposta por Oliver, 1997. Neste processo, ao final do cultivo de P. chrysogenum o
caldo fermentativo era filtrado para separar a massa de fungo, e em seguida era ultrafiltrado
para remover proteinas/peptideos maiores que 20.000 Da. Por tultimo, a penicilina era
hidrolisada no caldo fermentativo liberando AFA e 6-APA (OLIVER et al., 1997). Entretanto,
a extracdo de 6-APA deste meio ¢ mais dificil do que a extracdo de PG, devido a diferenca
nas propriedades fisico-quimicas destas moléculas. Portanto, o uso desta metodologia leva a
desafios maiores na extracao do produto.

A proposta deste trabalho foi desenvolver um novo processo para a produgdo
de 6-APA. Este procedimento eliminaria todas as etapas de extracdo e cristalizacdo deste
antibidtico, as quais sdo realizadas industrialmente para a produgdo de 6-APA. Em seguida,
propde-se a extracdo do nucleo B-lactamico utilizando adsorvente idnico. Desta maneira, a
redu¢do no nimero de etapas, associado a eliminagao do uso de solventes organicos torna este
método interessante para aplicacdes industriais.

Para atingir esses objetivos, quatro fatores importantes foram considerados.
Primeiro, a necessidade de preparar um biocatalisador altamente ativo e estavel para atuar
durante o processo de producao da penicilina G. Segundo, o preparo deste biocatalisador com
elevada atividade enzimatica exigiu a implementagdo de um processo para purificagdo da
enzima de estudo, penicilina G acilase. Terceiro, para a aplicagdo deste biocatalisador durante
o cultivo, um protocolo de esterilizagdo do mesmo foi necessario para evitar contaminagao do
meio, além disso, mecanismos para garantir a integridade do biocatalisador durante o seu uso
em fortes condi¢des de agitagdo também foram investigados. Por fim, um ponto chave para
demonstrar a viabilidade global deste processo ¢ a extracdo do produto de interesse, 6-APA,

que neste trabalho foi investigada por adsor¢ao em matriz idnica.
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2 OBIJETIVO

Estudar inovagdes na produgdo de 6-APA visando eliminar o uso de solventes
organicos e reduzir o nimero de etapas do processo.

Para atingir esse objetivo o trabalho passou pelas seguintes etapas:

- purificar e imobilizar a PGA em suporte solido;

- desenvolver um biocatalisador na forma de esferas grandes e magnéticas;

- hidrolisar PG durante o cultivo de P. chrysogenum;

- estudar a extragao do 6-APA utilizando diferentes matrizes poliméricas como

carvao ativado, resinas XAD, quitosana e agarose.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Antibidticos [B-lactamicos tem sido tema de investigacdes hd quase oito
décadas. A importancia desta classe de antibidticos para a humanidade levou ao
desenvolvimento de processos industriais de alta produtividade e baixo custo deste produto.
Os avancos na modificacdo genética de cepas e a tecnologia de instrumentagdo e controle
aplicadas a este bioprocesso sdo relatados na literatura como artigos completos, mas,
sobretudo como patentes, visto que esse tema ¢ de grande interesse industrial (PATNAIK et
al., 2000, 2001).

A resisténcia adquirida por agentes infecciosos motivou a comunidade
cientifica a buscar meios de sintetizar antibidticos melhores com relacdo a poténcia, espectro
de acdo, estabilidade, atividade contra patégenos resistentes e propriedades farmaco-cinéticas
(DEMAIN et al., 1999). Entretanto, a producdo atual de antibidticos naturais mantém-se
igualmente importante, visto que estes sdo utilizados como matéria prima para a sintese de
novos antibioticos (KHEIROLOMOON et al., 1999; MENEZES, 2000).

A sintese de antibidticos [-lactdmicos semi-sintéticos (modificagdo do
antibiotico natural através de processos quimicos ou enzimaticos), por exemplo, amoxicilina e
ampicilina, ¢ uma das mais importantes inovagdes na producao de farmacos (SOUZA et al.,
2004).

Os processos utilizados atualmente para produgdo de antibioticos B-lactamicos
naturais e semi-sitéticos geralmente utilizam solventes organicos para separar o produto de
interesse do caldo fermentativo ou meio reacional (DEMAIN et al., 1999). A eliminacdo do
uso de solventes organicos nestes processos ja ¢ obrigatoria em muitos paises. O uso destes
solventes torna o processo ambientalmente desfavoravel. Portanto, desafios ainda maiores
surgiram para a producao de antibidticos B-lactamicos, pois 0s novos processos desenvolvidos
devem eliminar o uso de solventes organicos e manter o baixo custo do produto final.

Neste capitulo serdo apresentados os avancos no processo de producdo de
penicilinas, um dos antibidticos B-lactdmicos mais comercializados no mundo (ELANDER,
2003). Entre os temas desenvolvidos para este processo destacam-se a otimizagdo das
condigdes de cultivo de P. chrysogenum (microrganismo produtor de penicilina),
desenvolvimento de biocatalisadores para uso industrial e métodos alternativos para a

separa¢do dos produtos de interesse.
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3.1 PENICILINAS

Penicilinas e cefalosporinas sdo os principais antibioticos [-lactdmicos
comercializados no mundo e seus organismos produtores sdo, respectivamente, Penicillium
chrysogenum ¢ Acremonium chrysogenum (ELANDER, 2003). Estes antibioticos sdo
caracterizados pela presenca de um nucleo basico comum, o anel -lactdmico, composto por
trés atomos de carbono e um atomo de nitrogénio e agem impedindo a sintese de
peptideoglicano da parede celular bacteriana. Na auséncia da parede celular a célula absorve
agua e ¢ destruida por rompimento (WANG et al., 1999). A estrutura quimica das penicilinas
tem a formula geral apresentada na Figura 3.1 e foi determinada por Dorothy Crowfoot

Hodgkin em 1940.

0
I S
il

R NS CH

'CH,

anel beta-lactamico anel tiazolidinico
T (cooH)

grupo carboxilico

o]

Figura 3.1: Estrutura basica da molécula de penicilina (Fonte: Barros, (2008) - dissertacio de mestrado).

Além do anel B-lactdmico a estrutura das penicilinas contém o anel de cinco
atomos denominado anel tiazolidinico. A fusdo destes anéis da origem ao nucleo comum a
todas as penicilinas, o 4cido 6-amino penicilanico, 6-APA (MENEZES, 2000).

A integridade do 6-APA ¢ fundamental para garantir a a¢do de penicilinas
sobre agentes infecciosos. Entretanto, a instabilidade destes antibidticos em meio aquoso ¢
conhecida desde a descoberta destes por Fleming (1929), o qual verificou que o excesso de
acidez ou alcalinidade acelera o processo de degradagdo. Um estudo detalhado realizado por
Benedict, 1945, mostra que a degradag¢do acida de penicilina ¢ um processo de primeira
ordem e acelerado por temperaturas elevadas. Em pH 6, este antibidtico apresenta 0 maximo
de estabilidade, com tempo de meia vida de 356 h a 24 °C e a pH 2 esse tempo ¢ reduzido a

minutos (ARNOTT et al., 1994; KOCZIAN et al., 2007; LIBINSON et al, 1971).
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Entre as penicilinas mais comercializadas atualmente destaca-se a penicilina G
(benzilpenicilina), um &acido fraco com pK 2,75, cujo radical (R) ¢ o benzil como pode ser

visto na Figura 3.2.

S, [fHs
CH,CONH ——I/
Y CH3
o

CO,X

Figura 3.2: Estrutura basica da molécula de penicilina G (MENEZES, 2000). X= H (benzilpenicilina) e X=
K (sal de potassio).

Esta molécula ¢ produzida na forma de sal de potassio, o qual se apresenta
como um solido cristalino branco, sem cheiro quando puro, solivel em agua, higroscopico,
instavel na presenga de acido, alcali e penicilinases, com ponto de fusdo de 215 °C com

decomposicao.

3.2 PRODUCAO DE PENICILINAS

A penicilina foi um dos primeiros antibidticos a ser descoberto, e sua producao
atual atinge niveis superiores a 60 mil toneladas (DEMAIN et al., 2007). A produtividade
deste antibiotico depende fortemente de caracteristicas da cepa utilizada e das condi¢des de

cultivo.

3.2.1 Penicillium chrysogenum

P. chrysogenum é um fungo filamentoso capaz de sintetizar penicilinas com
cadeias laterais (radicais R) especificas quando o precursor apropriado ¢ adicionado ao meio
de producdo (HILLENGA et al., 1995). A produgdo de penicilina por este fungo ¢ um dos
bioprocessos mais estudados e a rota para a biosintese de penicilina G foi descrita como

mostra a Figura 3.3 (ARYIO et al., 1998; MENEZES et al., 2000).
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Figura 3.3: Rota para a biosintese de penicilina G por P. chrysogenum. Fonte: Menezes, 2000.

A produgdo de penicilina depende de muitos fatores, entre eles destaca-se a
forma de crescimento do fungo. Em culturas submersas, P. chrysogenum pode crescer como
micélios ou na forma de pellets. O crescimento na forma de pellets gera caldos de cultivo com
viscosidade menor e, portanto, mais facil de misturar e transferir oxigénio. Entre os fatores
que influenciam a forma de crescimento do fungo destacam-se: a cepa, método de iniciagdo,
natureza do meio de crescimento e regime hidrodindmico do biorreator.

A agitacdo em dornas tipo tanque agitado também tem um efeito significativo
sobre a morfologia de crescimento do fungo. Elevada agitacdo causa a destrui¢do de hifas
miceliais e dos pellets, enquanto valores baixos de agitagdo podem definir o tamanho dos

pellets (CASAS LOPEZ et al., 2005; HOTOP et al., 2001; JUSTEN et al., 1998). Os pellets
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devem ser pequenos e pouco compactos, o que resulta em menor viscosidade do meio e maior
produtividade que a forma filamentosa (ELANDER, 2003).

Outro fator importante para atingir elevada produtividade de penicilina em
cultivos de P. chrysogenum ¢ a adi¢do de um precursor. Por exemplo, para atingir a producao
maxima de penicilina G, a quantidade e a forma de adi¢cdo do precursor (AFA) depende da
cepa utilizada.

A produtividade de PG esta fortemente relacionada a capacidade da cepa
sintetizar o precursor. Algumas cepas sdo capazes de consumir AFA como fonte de carbono,
portanto somente a adi¢do deste precursor em excesso garante a producdo de PG. Vale
ressaltar que a alimentagdao de AFA durante o cultivo representa uma fracao significativa do
custo da fermentacio (PENALVA et al., 1998; RODRIGUEZ-SAIZ et al., 2005).

Por outro lado, a adicdo de uma quantidade de AFA superior a necessaria reduz
a biomassa e producdo de PG por favorecer o fendmeno de autélise celular (WHITE et al.,
1999). Portanto, devido a toxicidade deste precursor para o fungo, o mesmo deve ser
adicionado de modo controlado durante o cultivo. Algumas cepas modificadas geneticamente
foram desenvolvidas para consumir AFA somente para a biosintese de penicilina G, ou seja,
elas ndo sdo capazes de oxidar o precursor ¢ consumi-lo como fonte de carbono (DEMAIN et

al., 1999).

3.2.2 Processo industrial da producao de PG

Apbés décadas de pesquisa, o melhoramento genético de cepas e o
desenvolvimento tecnoldgico nos processos fermentativos levaram a um substancial aumento
na produtividade de penicilina. Atualmente o processo de producdo industrial de PG ¢
altamente computadorizado e automatizado, principalmente na regulagdo e controle das fontes
de carbono, nitrogénio, fosforo e outros precursores (CHANDEL et al., 2008).

Algumas das principais mudangas na producdo de penicilina em cinquenta anos
de pesquisa sdo apresentadas na Tabela 3.1.

O processo fermentativo da produ¢do de PG ¢ operado em batelada alimentada
(alimentacdo continua de varias substancias durante o processo), em reatores de ago
inoxidavel com capacidade de 30.000 a 100.000 galdes. Durante o cultivo, aproximadamente
10% do caldo fermentativo € retirado a cada vez e substituido por meio de cultivo fresco (LI

et al., 2005).
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Tabela 3.1:Mudancas no processo de producio de penicilina em cinqiienta anos de pesquisa. (ELANDER,
2003).

Fermentagdo 1950 2000
Fonte de carbono lactose glicose/sacarose
Modo operacional batelada batelada alimentada
Esterilizacao do meio batelada continuo
Filtracao do ar filtro filtro membrana
Alimentacao nenhuma muitas
Morfologia filamento Pellet
Tempo de ciclo 120 h 120-200 h
Volume do tanque 10-20 20-60
(1.000 galdes)
Ensaio de PG bioensaio HPLC
Controle temperatura somente computadorizado
Titulo (g/L) 0,5-1,0 > 40
Recuperagdo e purificagdo
Remogao do micélio filtracao usando todo caldo
Modo operacional batelada semi-continuo
Estagios de extragdo muitos poucos
Recuperacdo e reuso do descartado recuperagao € reuso
precursor
Eficiéncia (%) 70-80 >90
Questdes ambientais poucas muitas
Custo (US$) 275-350/ kg 15-20 / kg

A operacdao em batelada alimentada permite que as condi¢cdes de fermentagdo
sejam mantidas em estado quase-estacionario e a cultura em estado vidvel. As principais
vantagens neste processo € que € possivel operar abaixo do nivel de inibigdo/toxicidade de
substancias essenciais a biossintese (por exemplo, fonte de nitrogénio e precursor), prolongar
a duracdo da fermentacdo e operar em concentragdes de biomassa elevada e constante

(MENEZES, 2000).
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Um dos principais motivos para a reducao no custo na producao de PG foi a
substituicdo da fonte de carbono lactose pela glicose, visto que este ultimo tem valor muito
baixo comparado a lactose. Diferentemente da glicose, a lactose ¢ consumida lentamente pelo
fungo e ndo exerce repressdo catabolita pelo carbono, portanto a alimentacdo com este agtcar
era realizada no modo batelada. Entretanto, a utilizagdo de glicose tornou-se possivel através
do estabelecimento de protocolos para adigdo intermitente ou continua deste agucar
(DEMAIN et al., 1999).

Além das condigdes de alimentacdo de nutrientes e precursores, as condigdes
operacionais para maxima producdo de PG foram estabelecidas e no processo industrial, o pH
e a temperatura sao mantidos constantes (~ 6,5 e 25-27 °C, respectivamente). A velocidade de
arejamento ¢ mantida entre 0,5 ¢ 1,0 m3 de ar / m3 de meio / min (vvm), dependendo da
estirpe, do fermentador e da velocidade de agitagdo (120-150 rpm). Para evitar problemas de
dispersao de oxigénio no meio, procura-se aperfeicoar a composi¢do do meio e condigdes
operatorias para obter uma morfologia do fungo na forma de pellet, ao invés da forma
filamentosa (DEMAIN et al., 1999; ELANDER, 2003).

O processo de producao envolve usualmente duas ou trés fases de germinacao
seguida pela fase de produgdo. Altos niveis de oxigénio dissolvido sdo necessarios,
especialmente durante periodos de picos no crescimento que ocorrem apos 40 a 50 horas de
cultivo. Um cultivo em escala industrial pode ser realizado em até 240 h (ELANDER, 2003).

Atualmente, culturas de P. chrysogenum ja atingem concentragdes de 70 g/L
em penicilina (DEMAIN et al., 1999), e os processos de extragdo permitem a recuperacao de
cerca de 90 % desta quantidade (SHEN et al., 2006).

Devido a instabilidade da penicilina em solugdo, em alguns processos
industriais, ao longo cultivo, parte do caldo ¢ transferido para um tanque de armazenagem
resfriado a aproximadamente 12 °C (GASQUES, comunicagdo pessoal). Ao final do cultivo, o
microrganismo ¢ separado por filtracao e o caldo livre de células ¢ submetido ao processo de
extra¢do com solvente.

PG ¢ extraida de caldos fermentativos geralmente usando solvente organico,
por exemplo, metil isobutil cetona, acetato de butila, acetato de amila e butanol, em baixo pH
(1,8-2,5). Neste procedimento, AFA, pigmentos, produtos da rota biosintética e outras
impurezas no caldo filtrado sdo simultaneamente extraidos para a fase organica. Devido a
pouca estabilidade de PG nestas condigdes de pH esse procedimento ¢ realizado em alguns
segundos em extratores do tipo centrifuga. Em seguida, a PG ¢é novamente extraida para a fase

aquosa em valor de pH mais elevado (7-8) e cristalisada como um sal de potéssio. Todos esses
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estagios de purificacdo sdo necessarios para chegar ao processo seguinte de obtencao de 6-
APA (ABIAN et al.,, 2003; CHILOV et al.,, 2002; DEN HOLLANDER et al, 2002;
FERREIRA et al., 2006; HANO et al., 1990; HENRIKSEN et al., 1996; KHEIROLOMOON
et al., 1999; SHEN et al., 2006; WANG et al., 2007).

3.3 PRODUCAO INDUSTRIAL DE ACIDO 6-AMINOPENICILANICO

O acido 6-aminopenicilanico (6-APA) ¢ o principal precursor para a produgao
de antibidticos PB-lactdmicos semi-sintéticos. Este pode ser utilizado diretamente como
intermediario na sintese de penicilinas semi-sintéticas ou indiretamente, através de sua
expansao quimica ou enzimatica a 7-ADCA (acido 7-amino 3-deacetoxi cefalosporanico) para
gerar algumas cefalosporinas oralmente ativas. A produgao de 6-APA atinge niveis de 10000
ton/ano (KLEIN, 1980; VAN DE SANDT E ROOM, 2000). Industrialmente, 6-APA ¢ obtido
pela hidrélise enzimatica de PG ou PV em pH 7-8 (PARMAR et al., 2000).

Devido a limitagdes termodinamicas, em sistemas homogéneos, o rendimento
maximo de hidrolise ¢ atingido se a concentracdo inicial do antibiotico ndo excede 0,25 M.
Um aumento na concentracdo de penicilina leva a diminuicdo no rendimento de 6-APA
(CHILOV et al., 2002 citado por SVEDAS et al., 1988).

Este intermediario chave para a sintese de antibidticos [-lactamicos semi-

sintéticos, obtido da hidrdlise de penicilinas naturais, tem a estrutura quimica apresentada na

Figura 3.4.
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Figura 3.4:Estrutura do acido 6-amino penicilanico (6-APA). Fonte: Barros, 2008 - dissertacao de
mestrado.

6-APA ¢ um anfotero e os valores de pK para os seus grupos ionizaveis citados

na literatura apresentam alguma variacdo, por exemplo, para o grupo carboxila os valores
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determinados estao numa faixa de 2,29 a 2,60 e para o grupo amina 4,9 a 5,4 (BATCHELOR
et al., 1961; CASCAVAL et al., 2002; DUTTA et al., 1997, TEWARI E GOLDBERG, 1988).
Essas diferengas podem ser devidas a metodologia usada para determinar estes valores de pK,
por exemplo, diferentes tipos de acido ou base usados na titulacdo podem interferir na
determinagdo destes valores (FERREIRA et al., 2006). Em solu¢do, dependendo do pH, as
espécies i0nicas do 6-APA existem sob o equilibrio de dissociagdo representado na Figura

3.5.
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Figura 3.5:Equilibrio de dissociacio de 6-APA com o aumento de pH.

Em solucdo o 6-APA comporta-se quimicamente como uma base para acidos
fortes e como um acido para bases fortes. Em solugdo existe como a combinagdo de trés
espécies: cation (+tHAPA), zwitterion (+tHAPA-) e anion (APA-). A solubilidade deste
composto em agua depende de condi¢cdes como, pH, forca ionica, ambiente hidrotrépico e
temperatura.

Em seu ponto isoelétrico (pH ~ 3,6), 6-APA apresenta valor de solubilidade
minimo e estabilidade maxima. Em niveis de pH menor ou maior observa-se aumento da
solubilidade. Este efeito do pH ¢ utilizado para realizar a extracdo de 6-APA de meio
reacional em condi¢des industriais. Entretanto, antes da precipitacio de 6-APA, AFA ¢
extraido com solvente organico (DEN HOLLANDER et al., 2002; FERREIRA et al., 2006;
MWANGI et al, 1996; WANG et al., 2007), pois ambos apresentam baixo valor de
solubilidade em agua (0,0025 % p/p para 6-APA e 0,011 % p/p para AFA) em pH 3,6
(TAVARE et al., 1999).

A formagao dos cristais de 6-APA ocorre através da interagao de suas cargas
como mostra o esquema da Figura 3.6. Se durante a precipitagdo, AFA estiver presente como
impureza, observa-se a co-precipitacao deste composto junto aos cristais de 6-APA, reduzindo

o grau de pureza do produto final.
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Figura 3.6:Esquema da formacio de cristais de 6-APA na presenca de AFA.

Uma maneira de reduzir a co-cristalizagdo de AFA foi proposta por Tavare,
1999. Neste processo, a separacao de 6-APA ¢ AFA em meio aquoso foi realizada utilizando
hidroptopos (compostos que aumentam a solubilidade de AFA e ndo interferem na
solubilidade de 6-APA). Desta maneira 6-APA ¢ cristalizado com melhor grau de pureza por

ajuste de pH no ponto isoelétrico (TAVARE et al., 1999, 1996).

3.4 OUTROS METODOS PARA OBTENCAO DE 6-APA

O processo industrial estabelecido e descrito anteriormente para obtengao de 6-
APA envolve muitas etapas: cultivo de microrganismos para producao de penicilina, filtragao
do caldo fermentativo, extragdo da penicilina com solvente, descoloragdo, cristalizacao,
hidrolise enzimatica de penicilina, extragdo de AFA com solvente e precipitagdo de 6-APA no
ponto isoelétrico (KLEIN, 1980; LAUS et al., 2006; SHEN et al., 2006). Entretanto, apesar
das varias etapas e o uso de grande quantidade de solvente organico, este método nao foi
superado, tecnicamente ou economicamente, pelos varios processos alternativos propostos por
varios pesquisadores em todo mundo ao longo de varios anos de pesquisa.

A descoberta de que em caldos fermentativos de P. chrysogenum havia a
presenca de 6-APA levou os pesquisadores a investigar a possibilidade de produzir este
nucleo B-lactamico diretamente em meios de cultivo (BATCHELOR et al., 1959; DEMAIN et
al., 1999 citado por KATO et al., 1953; DEMAIN et al., 1959).

Cole, 1966, ao investigar diferentes cepas de P. chrysogenum, sugeriu que
algumas destas eram capazes de excretar penicilina V acilase, dessa forma, penicilina V era
hidrolisada no meio e 6-APA era produzido. A auséncia de 6-APA no meio indicava a falta de

capacidade de excre¢do desta enzima pelo fungo, assim a enzima em seu ambiente
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intracelular mostrava-se mais eficiente para a sintese do que para a hidrdlise. Em 1996,
Whiteman, comprovou a existéncia de penicilina V acilase em cultivos de P. chrysogenum.

Verificou-se que na auséncia de AFA, ao final de um ciclo de cultivo, o caldo
contém cerca de 50% de 6-APA, 30 % de penicilina K, 15 % de penicilina D ¢ 5 % de
penicilina F (CASCAVAL et al., 2002 citado por FERNANDEZ-CANON et al., 1989). Desta
maneira, concluiu-se que o 6-APA liberado para o meio ndo € um intermedidrio da biosintese
de penicilina visto que a reacdo final da biosintese da penicilina hidrofébica ndo ¢ uma
acilacdo de 6-APA mas uma transacilacdo entre isopenicilina N e uma cadeia lateral ativada
(por exemplo, fenil acetil-CoA) como mostra o esquema da Figura 2.3. Portanto, o 6-APA
presente em caldos de cultivo de P. chrysogenum é um produto da hidrélise de isopenicilina N
quando a cadeia lateral ndo esta disponivel (ALVAREZ et al., 1993).

Em todos os estudos descritos acima, a concentragao de 6-APA no meio foi
muito baixa (0,2-3,0 %), portanto a biosintese deste composto mostrou-se economicamente
ineficiente e o desenvolvimento de outros métodos para obtencdo de 6-APA foi investigado
(CASCAVAL et al., 2002; ROLINSON et al., 2007).

A falha na produ¢do de 6-APA por métodos biologicos levou a utilizacdo de
um método quimico desenvolvido pela empresa Gist Brocades. Este método permitiu um
aumento nos rendimento, entretanto, a utilizacdo de reagentes toxicos e corrosivos € baixas
temperaturas (-30 a -40 °C) tornaram dificil a producdo de 6-APA.

O desenvolvimento de um método ambientalmente favoravel e eficiente foi
realizado utilizando enzima imobilizada para hidrolizar penicilina natural e liberar o produto
de interesse (6-APA), este método mostrou-se mais econdomico € muito menos poluente.
Atualmente, quase todos os produtores de 6-APA utilizam o método enzimatico
(MATSUMOTO et al, 1993; MENEZES et al., 2000).

A partir do estabelecimento do método enzimatico para obtencdo de 6-APA,
iniimeras variacdes para este método foram propostas, com o objetivo de reduzir etapas e

aumentar a eficiéncia na producao do ntcleo B-lactamico.
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3.4.1 Obtencéo de 6-APA por Método Enzimatico: Alternativas para

Extracao de Penicilina

A producdo de 6-APA pelo método industrial estabelecido permite bons
rendimentos e recuperagdo do produto com baixo custo. Entretanto, uma das desvantagens
deste processo inclui o elevado nimero de etapas desde a producao da penicilina natural pelo
fungo até a extracdo do 6-APA. Etapas de reagdo, extracdo e varios ajustes de pH levam a
formagdo de sais inorgénicos e degrada¢do do anel B-lactimico. Por isso, varios esforcos
ainda sdo realizados para mehorar este processo (CHILOV et al., 2002; DUTTA et al., 1997;
SHEN et al., 2006).

Viérias estratégias para aperfeicoar a produ¢do de 6-APA a partir da hidrdlise
de penicilina cristalizada ou diretamente nos caldos de producao, t€ém sido apresentadas na
literatura. Nestes processos, o objetivo era remover os produtos durante a hidrolise para
reduzir efeitos de inibi¢do, aumentando os rendimentos e velocidade de reagdo. Alguns dos
sistemas utilizados para este fim envolvem o uso de enzimas livre em reatores de membrana,
eletrodialise, extragdo com solvente ou fase sélida ¢ sistema cloud point (DUAN et al., 1995;
SUGA et al., 1993; WANG et al., 2005; WANG et al., 2007).

Os métodos propostos levam em consideracdo dois fatores importantes: a
termodinamica e estabilidade do produto de interesse ¢ da enzima. Das consideragdes
termodindmicas, a hidrolise do antibidtico atinge rendimentos quantitativos acima de pH 7.
Além disso, o pH 6timo (7,5-8,0) da atividade catalitica coincide bem com estas condigdes
(CHILOV et al., 2002).

Uma das etapas criticas na obtengdo de 6-APA ¢ a extragdo da penicilina a
partir do caldo fermentativo utilizando solvente organico e ajustando o pH do caldo para uma
faixa de 1,8-2,5. Nesta faixa de pH a velocidade de decomposi¢do do antibidtico ¢ alta, por
isso varios métodos alternativos sdo propostos na literatura, por exemplo, extragdo reativa
com amberlite LA-2, di-n-octilamina e tri-n-octilamina. Estes métodos permitem a extragao
em condi¢des mais suaves de pH e o antibiotico transferido para a fase organica deve ser
recuperado numa etapa seguinte de re-extragdo. Um processo utilizando membrana liquida e
permitindo extragdo e re-extracdo em uma sé etapa foi proposto por Li, 1968. Um processo
similar foi desenvolvido por Hano, (1990), utilizando membrana surfactante liquida para
recuperagdo de penicilina G. Este processo permitiu 100 % de extracdo do antibidtico em

alguns minutos (HANO et al., 1990).
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Outra estratégia para aperfeicoar a extracdo de penicilina foi realizada
utilizando solvente organico na presenca de um campo elétrico. Este método mostrou-se
eficiente comparado a outras técnicas de intensificacio (ARNOTT et al., 1994 citado por
BAILES et al., 1971). Entretanto, a utilizacdo do campo em valores de pH menor que 3,0 e
utilizando solvente organico podem reduzir a eficiéncia global do processo, por causar
degradacao do antibidtico. Por outro lado o uso desta técnica associado ao método de extragao
reativa, onde o pH de extracdo estd numa faixa de 5-7 foi proposto para superar estes
obstaculos (ARNOTT et al., 1994).

Recentemente, foi apresentado um novo processo para obtengdo de 6-APA.
Neste processo, PG ¢ extraida por um sistema de solvente constituido de trés fases liquidas
(4gua-oxido de etileno-6xido de propileno), a penicilina extraida dessa forma permitiu a
obtencdo de 6-APA com grau de pureza de 98 % (SHEN et al., 2006).

Os métodos apresentados aqui permitem rendimentos ligeiramente melhores
para a producao de 6-APA quando comparados ao método industrial utilizado atualmente,
entretanto ndo reduzem o nimero de etapas do processo global. Além disso, apesar da
viabilidade técnica ser demonstrada ¢ necessario também investigar a viabilidade economica

para que estes processos sejam aplicados industrialmente.

3.4.2 Obtencao de 6-APA por Método Enzimatico: Hidrolise de

Penicilina e Extracdo Simultanea de Produto (S)

Sistemas que permitem a separagdo de 6-APA e AFA durante a hidrélise
enzimatica de penicilina G tém como principal vantagem a eliminagao dos efeitos de inibi¢ao
por estes produtos. Com base nesta informacdo, varios processos foram descritos na literatura
e resultados promissores foram obtidos com aparatos para executar reagdo e separacdo dos
produtos simultaneamente.

Wu, (2000), utilizou um reator-separador cromatografico. Neste reator
misturava-se células imobilizadas de E. coli e um adsorvente macroporoso como fase
estacionaria. Este processo atingiu 98 % de conversdo de penicilina. Um sistema similar foi
desenvolvido por Massolini, (2001) (BURNS et al., 2003).

Outro mecanismo proposto para promover esta separagdo ¢ o uso de reatores
com membrana, os quais objetivam reduzir o custo de producdo, possibilitando a retencao da

enzima e retirada seletiva do produto de interesse. Entretanto, o estudo realizado por Wenten
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(2002), mostrou que a adsor¢do de 35 % do produto nas membranas ¢ uma desvantagem para
0 processo. Portanto, os sistemas que utilizam enzimas imobilizadas no reator, apesar dos
custos da imobilizagdo, ainda sdo melhores alternativas para reduzir custos em processos
enzimaticos.

Um método alternativo a hidrolise enzimatica em meio alcalino de antibioticos
B-lactamicos foi proposto por Chilov, (2002). A hidrdlise de penicilina na presenga de duas
fases (agua-acetato de butila) e baixo pH (3-4) mostrou elevado potencial pratico. Neste
processo, acetato de butila contendo a forma é4cida do antibidtico ¢ diretamente adicionada a
uma fase aquosa contendo penicilina acilase, em seguida ocorre a parti¢do do antibidtico entre
as duas fases, hidrolise do antibidtico na fase aquosa, precipitagdo do nticleo (o qual apresenta
baixa solubilidade nesta condi¢cdo de pH) e particdo de AFA entre as duas fases.

A faixa de pH utilizada no processo (3-4) ndo favorece a hidrolise, visto que
esta conversdo depende da ioniza¢do de grupos da enzima e do substrato. A termodindmica
desta reagdo reza que a hidrdlise em um meio alcalino é praticamente irreversivel, por outro
lado, a degradagdo do anel B-lactimico em pH mais elevado, limita essa aplicagdo para os
processos biocataliticos, o qual torna-se 6timo na faixa de 7,0-8,0 (CHILOV et al., 2002).
Entretanto, a remocdo continua dos produtos da fase reacional, permite a hidrolise nesta
condi¢do de pH. Um fator importante a ser considerado nesta metodologia ¢ a pouca
estabilidade da enzima nesta faixa de pH. Um sistema similar foi desenvolvido por Hollander,
2002, entretanto, neste sistema PGA era mantida em contato com o sistema de solvente em
contra-corrente.

Uma estratégia muito interessante que permite reducdo de um grande niimero
de etapas na produg@o de 6-APA foi apresentada por Abian, (2003). Neste método a hidrdlise
de penicilina ocorre num sistema bifasico (caldo fermentativo: solvente organico) com o
objetivo de eliminar as etapas de extragdo e cristalizacao do antibiotico. Neste caso a hidrolise
de penicilina ocorre no caldo fementativo (pH ~ 7) e AFA ¢ constantemente removido para a
fase organica, enquanto 6-APA permanece no meio reacional. Para atuar neste sistema, um
biocatalisador com boa estabilidade na presenga de solvente organico foi desenvolvido e
mostrou-se promissor para aplicagdes industriais.

A hidrélise de penicilina, no caldo fermentativo filtrado, ¢ uma das estratégias
mais eficientes para simplificar e reduzir custos no processo global de produgdo de 6-APA.
Entretanto, para que este processo seja técnica e economicamente viavel, a extracdo do
produto de interesse a partir deste meio complexo (caldo do cultivo), deve ser realizada de

maneira simples e rdpida, com o grau de pureza exigido pela induastria farmacéutica.
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3.5 PROCESSOS DE SEPARACAO DE 6-APA

A hidrodlise de penicilina diretamente em caldo de cultura exige grandes
esforcos para a recuperacao de 6-APA, visto que as caracteristicas fisico-quimicas desta
molécula associada a complexidade do caldo dificultam este processo de separagao.

Existem poucos relatos na literatura sobre a extracdo de 6-APA a partir de um
meio complexo (DUTTA et al., 2000; OLIVER et al., 1997), visto que a extracdo de 6-APA
deste meio € mais dificil do que a extragdo de PG, devido a diferenga nas propriedades fisico-
quimicas destas moléculas. Por outro lado, inumeros relatos sobre a separagdao de 6-APA a
partir de uma matriz simples (4gua) tém sido divulgados (WANG et al., 2007). Estes estudos
servem como base para compreender a interacdo deste composto com diferentes agentes de
extracdo. Entretanto, s6 sdo aplicados a processo em que a penicilina ¢ hidrolisada em agua, e
isso ndo apresenta grandes vantagens na elimina¢do no numero de etapas de obten¢do de 6-
APA, nem elimina o uso de solventes organicos no processo global, visto que a penicilina
deve ser extraida e cristalizada para posterior hidrolise e obtencdo de 6-APA. Portanto, um
fator chave para viabilizar a producao de 6-APA a partir de caldos de cultivo consiste em
desenvolver novos métodos de separacao efetivos para simplificar e melhorar o processo.

Para atingir valores mdximos de recuperacdo de 6-APA, em matrizes simples
ou complexas, varios pesquisadores t€ém investigado o uso de diferentes fases liquidas e
solidas, as quais podem interagir com 6-APA através de interagdes idnicas, ndo idnicas,
hidrofobicas e complexacao (WANG et al., 2007).

Entre os materiais utilizados para separacdo de 6-APA destacam-se: Amberlite
LA-2, trioctilamina, Aliquat-336 (BORA et al., 1997), XADI16, XAD1180, XAD1600
(SKONEZNY et al.,, 2005), resina anionica IRA 400 (LUUK et al.,, 1996) e aminas
secundarias com peso molecular entre 325 ¢ 395 (VAN DER DOES et al., 1999). Estes

materiais se mostram promissores para atingir bons rendimentos de recuperacao de 6-APA.

3.5.1 Extracéo Liquido-Liquido

Um processo alternativo ao processo industrial utilizado para a extragdo de 6-
APA em meio aquoso foi proposto por Van der Does, (1999). Este processo utiliza uma
solucdo para extragdo alternativa aos solventes convencionais (acetato de amila, butila), a qual

envolve o uso de uma amina secundaria de elevado peso molecular e um alcool imiscivel em
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agua, processos similares também foram apresentados anteriormente sob a forma de patente
(PFIZER & CO INC, 1966; BEECHAM RES LAB LTD, 1966). Nestes processos a
recuperagdo de 6-APA atinge niveis de 97 %.

Cascaval, (2002), estudou a separagdo de 6-APA por extragdo reativa em
Amberlit LA-2 e di-(2-etil hexil) acido fosforico e comparou estes resultados com a extracao
fisica em 1,2-dicloroetano. Este estudo mostrou que Amberlit LA-2 ¢ quase 5 vezes mais
eficiente que os demais sistemas utilizados. Esta extracdo ocorre por meio de uma reagdo
interfacial entre os componentes numa razdo equimolar, e o mecanismo de reacdo ¢

controlado pelo tipo do agente de extragdo e o pH da fase aquosa.

3.5.2 Extracdo em Fase Solida

Varios trabalhos na literatura citam a capacidade de 6-APA formar complexos
bindrios ou ternarios. Entre os agentes complexantes do 6-APA estdo os ios bivalentes Cu,
Co, Ni e Zn e os aminoacidos glicina, valina, alanina, serina ¢ outros (MUKHERJEE, 1991,
1994; SHEHATA et al., 2004; ZHANG et al., 1995). Além da complexagcdo com moléculas
i0nicas, 6-APA também pode interagir com adsorventes poliméricos neutros (copolimero de
estireno ou etilvinil benzeno e divinil benzeno) e até mesmo com superficies hidrofobicas (por
exemplo, carvao), sob determinadas condi¢des de forga ionica, pH e temperatura.

O mecanismo de interagdo de 6-APA com materias nao idnicos foi
rigorosamente estudado por Dutta 2000, e demonstrou que a afinidade dos B-lactdmicos por
estes materiais depende da estrutura quimica do adsorvente e de sua estrutura morfologica.
Foi demonstrado também que a interagdo por transferéncia de carga desempenha um papel
importante na adsor¢do de P-lactdmico em solugdes aquosas. Os estudos conduzidos por
Dutta mostram que 6-APA em meio aquoso apresenta pouca afinidade por superficies
hidrofébicas como o carvdo ativado, XAD 4 e XAD 7, comparado a outros moléculas
contendo o nucleo B-lactamico.

Este conhecimento da interacdo da molécula de interesse com a superficie do
adsorvente ¢ importante para o desenvolvimento de adsorventes eficientes para a recuperagao
de 6-APA. Desta maneira, ¢ possivel estabelecer condigdes 6timas de adsor¢dao e dessorcao,
através de um processo seletivo, ou seja, um processo onde a adsor¢cdo ndo especifica por

componentes de matrizes complexas como o caldo fermentativo ndo ¢ favoravel (DUTTA et

al., 2000).



INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 20

A interacao de 6-APA com superficies hidrofobicas pode ser intensificada em
funcdo do pH da solugdo. Por exemplo, no uso de carvdo ativado como adsorvente, a
eficiéncia de adsor¢do de 6-APA aumenta com a redu¢do do pH. Entretanto, observou-se que
uma pequena fracdo de 6-APA adsorve irreversivelmente em carvao ativado a pH 4. A
vantagem de utilizar carvdo ativado como adsorvente ¢ seu baixo custo e facil
disponibilidade, entretanto a dificil regeneracao deste torna seu uso proibitivo em varios casos
(DUTTA et al., 1997).

Alguns adsorventes utilizados para a separagdo de 6-APA em meio aquoso
apresentam carater idnico. Estes adsorventes mostram-se eficientes, mesmo quando 6-APA
encontra-se em meio complexo. Por exemplo, Oliver et al., 1997 realizou a hidrélise de PG
em caldo fermentativo. Neste caso, foram realizadas etapas de filtragdo e ultrafiltracdo antes
da hidrélise de PG e a extracdo de 6-APA foi realizada utilizando a resina de troca idnica
Aliquat 336. Este processo ¢ descrito parcialmente na literatura como patente.

Outro exemplo de aplicacao de adsorvente de troca i6nica € citado por Wielen,
1996, que estudou o equilibrio de troca entre os ions: penicilina G, 6-APA, AFA e Cl- na
resina de troca ionica Amberlit IRA 400. Os experimentos foram realizados em sistema
aquoso no modo batelada e a capacidade maxima da resina foi 1,26 mequiv/g da resina imida.

Do exposto até aqui se pode concluir que o desenvolvimento de um novo
método para a producdo de 6-APA com menor nimero de etapas exige o estudo de métodos
de separacdo deste a partir de matrizes complexas.

Dadas as caracteristicas fisico-quimicas deste composto, mecanismo de
extragdo via interacdo iOnica mostram-se favoraveis. Portanto, além dos adsorventes
comerciais ja utilizados em trabalhos anteriores, a investigagdo no uso de polimeros naturais
de carater i6nico ou que sejam facilmente modificados quimicamente parar adquirir esta
propriedade pode resultar em processos de recuperacdo de 6-APA mais eficientes e de baixo

custo.

3.5.3 Quitosana como adsorvente

O caréater i6nico de 6-APA favorece a interagdo deste composto com suportes
carregados. Quitosana ¢ um material polimérico de baixo custo que apresenta boa capacidade

de interagdo i6nica e vem sendo muito usado em inimeros processos biotecnologicos.
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A quitosana ¢ considerada o segundo maior composto organico mais abundante
do mundo. Este biopolimero ¢ derivado da quitina e sua estrutura quimica contém repeti¢des
de unidades beta (1-4) 2-amino-deoxi-D-glicose (ASSIS et al., 2003; HIRANO et al., 1999;
VAZQUEZ-DUHALT et al., 2001).

As cadeias poliméricas da quitosana apresentam alto contetido de aminas, que a
tornam soluvel em solugdes aquosas ligeiramente acidas, mas insolivel proximo e acima do
seu pKa 6,3. Entretanto, a estabilidade quimica da quitosana pode ser atingida através de
ligagdes cruzadas com etilenoglicol diglicidil éter (EGDG), glutaraldeido e epicloridrina
reduzindo sua solubilidade em meio 4cido (CHATTERIJEE et al., 2005; GINANI et al., 1999;
LI et al., 2005; VIEIRA et al., 2006).

Inumeras aplicagdes para quitosana natural ou modificada quimicamente sdo
descritas na literatura. Alguns exemplos sdo: purificagdo de medicamentos, cosméticos e
alimentos (ARRUDA et al., 1999), adsor¢do de amoxicilina (ADRIANO et al., 2005),
adsor¢ao de proteina (GUMUSDERELIOGLU et al., 2004), veiculo para liberacao de
farmacos (MI et al., 2002), suporte na técnica de “Smart” biocatalisadores (VAZQUEZ-
DUHALT et al.,, 2001), imobilizagdo de intimeras enzimas (ADRIANO et al., 2005;
KRAJEWSKA et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008).

Quitosana pode ser utilizada sob diferentes formas: pd, fibras, microesferas,
membranas (BEPPU et al., 1999; HE et al., 1999; HIRANO et al., 1999). Seja em seu estado
natural ou modificada a quitosana apresenta alta capacidade de adsorcdo, entretanto ainda ¢é
possivel aumentar ¢ melhorar esta propriedade pela modificagdo quimica de seus grupos
amina ou hidroxila tornando-a mais ativa em processos de adsor¢do. Estas modificagdes da
quitosana podem torna seu uso como adsorvente competitivo com as resinas de troca idnica
comerciais, as quais apresentam uma concentragdo de grupos ativos na superficie de 0,83 a
3,91 mmolg-1 da resina seca (JEON et al., 2003). Portanto, este biopolimero apresenta
elevado potencial para aplicacao na recuperacao de 6-APA a partir de caldos fermentativos.

Além da recuperacao do produto de interesse através de um processo simples e
de baixo custo, outro fator chave a ser considerado na produgdo de 6-APA ¢ o biocatalisador.
O preparo de biocatalisadores altamente ativos e estaveis depende entre outros fatores do grau
de pureza da enzima utilizada. No item a seguir, sdo apresentadas algumas metodologias para

purificacdo e imobilizacdo de PGA.
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3.6 PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE PENICILINA G ACILASE

Penicilinas acilases (penicilina amidohidrolases, E.C. 3.5.1.11) s3o enzimas
que catalisam a hidrolise seletiva da ligagdo amida em penicilinas e algumas cefalosporinas.
Estas enzimas sdo de grande importancia para a industria farmacéutica, pois também sdo
aplicadas na sintese de antibioticos B-lactamicos semi-sintéticos empregando intermediarios
como o acido 6-aminopenicilanico (6-APA) e o acido 7-amino-3-deacetoxi-cefalosporanico
(7-ADCA) (ARROYO et al., 2003; SCROB et al., 2003).

Outras aplicagdes de penicilina acilase é a sintese de peptideos, remocao de
grupos protetores e separacao de misturas racémicas. Baseada na especificidade pelo substrato
as penicilinas acilase foram originalmente classificadas em trés grupos: penicilina G acilase
(PGA), penicilina V acilase (PVA) e ampicilina acilase. Atualmente, entretanto, ampicilina
acilase sdo classificadas como a-aminoacido éster hidrolases (AEH) (E.C. 3.1.1.43).

Atualmente, penicilinas acilases sdo utilizadas na forma imobilizada, pois desta
maneira os custos de processos enzimaticos sdo reduzidos, por permitir a reutilizacdo da
enzima, e facilitando o manuseio do catalisador em diferentes desenhos de reatores. PGA
imobilizada responde por mais de 88% de todo 6-APA produzido no mundo, o restante ¢
produzido por penicilina V acilase (PVA) imobilizada (RAJENDHRAN e GUNASEKARAN,
2004). Os derivados imobilizados de PGA sdo preparados por diferentes técnicas e usando
solugdes de enzimas parcialmente purificadas (KECILI et al., 2006). Portanto, a purificagdao

destas enzimas ¢ fundamental para o preparo de biocatalisadores ativos e estaveis.

3.6.1 Purificacdo de PGA

PGA ¢ produzida por varios microrganismos, sob diferentes condi¢des de
cultura e composicao de meio de cultivo, na presenca, portanto, de diferentes impurezas. O
processo de purificagdo da enzima eleva o custo final da produgdo de 6-APA. Apesar das
melhoras recentes, o processo industrial de purificagdo em multiplas etapas € caro e tem baixa
recuperagao de atividade enzimatica (SANTARELLI et al., 2000).

Muitos métodos para purificacio de PGA em meios especificos tém sido
propostos, entretanto, nenhum método geral de purificacdo para uma classe de PGA foi

desenvolvido (CHENG et al., 2006; SOUZA et al., 2004). O desenvolvimento de um método



INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 23

robusto para purificacido de PGA continua sendo, pois, de grande interesse para o meio
cientifico e para a industria.

A purificacdo de PGA tem sido realizada através de extragdo em fase liquida
ou extragdo em fase solida. A extragcdo em fase liquida envolve o uso de misturas de solventes
organicos como, por exemplo, tolueno-etanol ou hidrocloreto de guanidina
(KHEIROLOMOON et al., 2001a). Recentemente, sistemas utilizando duas fases aquosas
(ATPS), preparados pela adi¢do de polietileno glicol, tém sido propostos com o objetivo de
reduzir etapas de purificagdo da rota tipica utilizada para proteinas intracelulares: ruptura de
célula, centrifugacdo, ultrafiltragdo, etapas cromatograficas, etc. (AGUILAR et al., 2006;
GUAN et al., 2001).

A extracdo em fase sé6lida ou métodos cromatograficos sdo os métodos mais
comuns para purificagdo de PGA e envolvem o uso de diferentes matrizes soélidas para
adsor¢do de PGA através de interagdes idOnicas, hidrofobicas, afinidade (por metais ou
compostos organicos) ou pseudo-afinidade. Estes métodos podem ser utilizados
conjuntamente e, além disso, uma mesma fase solida pode conter sitios de adsor¢ao hibridos,
por exemplo, cargas positivas e negativas no mesmo suporte (FUENTES et al., 2007,
LJUBIJANKIN et al., 2002; SANTARELLI et al., 2000; SUCK et al., 2006).

Para alguns métodos cromatograficos, faz-se necessario um pré-tratamento da
solugdo que contém a enzima, por exemplo, precipitagdo com sulfato de amoénio ou com
estreptomicina, dessalinizacdo (se a etapa seguinte ¢ cromatografia de troca i6nica), dialise ou
ultrafiltragdo. Todas essas etapas resultam em um processo longo, e muitas vezes em baixa
recuperagao da atividade (FITTON et al., 2001; SKROB et al., 2003, SUCK et al., 2006).

A reducdo no numero de etapas de purificagdo de PGA pode ser obtida pela
utilizagcdo de cromatografia por afinidade, na qual a interacdo ¢ baseada somente na funcao
bioldgica ou na estrutura quimica individual, ou cromatografia por pseudo-afinidade, na qual
a interacdo ¢ promovida pela adi¢do de elevadas concentragdes de sal (HAGE et al., 1999;
SANTARELLI et al., 2000).

Virias moléculas com potencial afinidade por PGA tém sido utilizadas para
preparar suportes de afinidade, tais como monometilamina, glicina, asparagina, lisina, leucina,
anilina, fenilglicina, tirosina, triptofano, fenilbutilamina (PBA), ampicilina, amoxicilina,
cefalexina e penicilina (FITTON et al., 2001; KECILI et al., 2006). A utiliza¢do de penicilinas
como agentes de afinidade em suportes solidos ndo se mostrou viavel devido ao seu custo
elevado e a instabilidade dessas moléculas, as quais podem facilmente ser hidrolisadas. Por

outro lado, as moléculas que contém anéis aromaticos, grupos aminos ou heterociclos em sua
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estrutura quimica tém se mostrado adequadas para purificagdo de PGA (COULON et al.,
2004; FITTON et al., 2001; KECILI et al., 2006).

Os métodos de purificagdo de PGA utilizando adsorventes de afinidade
mostram-se promissores para a purificagdo destas enzimas e sua aplicagdo para imobilizacao

em suportes solidos.

3.6.2 Imobilizagdo de Enzimas em Suportes

O elevado custo de enzimas e sua baixa estabilidade frente a temperatura e pH,
fazem da estratégia de imobilizacdo em suportes so6lidos uma grande vantagem na aplicagao
destas em inimeros processos.

A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos reduz o custo de processos
enzimaticos porque permitem o reuso da enzima (catalisador de elevado custo), pois facilita a
separacdo da enzima do meio reacional. Além disso, a imobilizagdo pode promover
estabilizacao da enzima quando comparada a sua forma nativa, evitando sua degradacao em
temperatura ¢ pH (PHADTARE et al., 2002). Por exemplo, PGA de E. coli imobilizada por
ligagdo covalente pode ser usada em mais de cem bateladas sem adicdo de enzima fresca
(KHEIROLOMOOM et al., 2001a).

A escolha do suporte para imobilizacio de enzimas depende de varias
caracteristicas que sdo importantes em sua aplicagdo em processos industriais, tais como:
resisténcia mecanica e microbiana, estabilidade térmica, funcionalidade quimica, carater
hidrofébico ou hidrofilico, facilidade de regeneragdo, morfologia (superficie de contato e
porosidade) e custo.

Alguns exemplos de suportes citados na literatura para imobilizagdo de
peniclina acilase sdo a Amberlite XAD-7, silica, poliacrilamida, N-isopropilacrilamida,
alginato, celulose (DEAE), MCM-41, poli-vinil 4lcool, quitosana e agarose (IVANOV et al.,
2003; PARMAR et al., 2000; PEREIRA et al., 2003; WILSON et al. 2004).

A imobilizagdo de penicilina acilase tem sido realizada por varias técnicas,
entre as quais se destacam a ligacdo cruzada, aprisionamento fisico, adsor¢ao,
copolimerizagdo e ligacdo covalente em suporte sélido, sendo esta Gltima uma das mais
utilizadas. (PARMAR et al., 2000; PHADTARE et al., 2002; WILSON et al., 2004).

As técnicas envolvidas na imobilizagdo de PGA tém se concentrado no uso da

ligagcdo covalente multipontual da enzima dentro da matriz (PHADTARE et al., 2002). Esta
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técnica destaca-se por conferir ao biocatalisador maior rigidez e, conseqiientemente, um
elevado grau de estabilizacdo. Esta técnica foi inicialmente estudada por Klibanov (1982) e
Mozhaev (1983) e vem sendo aplicada atualmente na estabilizacdo de varias enzimas,
especialmente aquelas de interesse comercial (MATEO et al., 2007).

A intensa ligacdo multipontual entre uma pequena area da enzima, cerca de 10
a 20%, e o suporte exerce sobre a enzima elevado efeito estabilizante. A imobilizacdo
multipontual torna as enzimas mais rigidas tornando-as mais resistentes a mudancgas
conformacionais induzidas pelo calor, presenca de solventes organicos entre outros fatores
(GUISAN et al., 1993; TARDIOLI et al., 2003).

Os grupos funcionais na superficie das enzimas que podem ser utilizados para
efetuar ligacdo covalente com os grupos ativos no suporte sdo: amina o e [, carboxila,
sulfidrila, hidroxila, imidazol e fendlico (SANO et al., 1993 citado por CHEN et al., 2000).

A metodologia de ligacdo covalente multipontual faz uso de reagdes entre os
grupos aminos da enzima e grupos aldeidos na superficie do suporte, formando bases de
Schiff. Essa reacdo ocorre de forma rapida e reversivel. A reversibilidade da reacdo permite
que a enzima se encaixe ao suporte ativado sem sofrer modificacdes conformacionais que
causem perda de atividade catalitica. Quando esta reagdo reversivel acontece entre dois ou
mais grupos aminos de uma mesma molécula de enzima, esta tende a permanecer ligada ao
suporte, pois quando uma ligacdo ¢ desfeita, outra(s) ligacdo(des) esta(ao) se formando.
Portanto, apesar de que a formagdo de uma base de Schiff tenha carater reversivel, um
conjunto delas entre uma mesma enzima e o suporte tem carater irreversivel, porque a enzima
nao ¢ desligada do suporte se duas ou mais bases de Schiff sdo formadas. Entretanto, se um
nimero excessivo de ligagdes entre uma mesma enzima € o suporte ocorre, essa enzima pode
perder sua atividade catalitica devido a mudangas na sua estrutura tridimensional, portanto, é
necessario determinar o tempo de reagdo que € suficiente para formar multiplas ligagdes entre
enzima e suporte, sem que esta perca sua atividade catalitica. Esta reacdo ¢ interrompida
adicionando-se ao meio reacional borohidreto de sddio, o qual é um agente redutor e atua
transformando os grupos aldeidos do suporte em hidroxilas inertes, ao mesmo tempo este
agente reduz as bases de Schiff, tornando cada uma das ligagdes entre a enzima e o suporte
irreversivel (BLANCO e GUISAN, 1989). A reacdo de redugdio com borohidreto de sodio
pode ser vista no item 3.2.8 de Materiais e Métodos.

As propriedades finais da enzima imobilizada dependem entre outros fatores da
estrutura quimica do suporte e condi¢des de imobilizagdo (pH, tempo de imobilizacao,

temperatura, etc). A enzima imobilizada pode apresentar mudancas no pH 6timo, e aumento
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nos valores de KM (constante de Michaelis) e KI (constante de inibi¢ao). Entretanto, melhor
estabilidade temporal também pode ser observada (BIANCHI et al., 1996; JIANGO et al.,
2001; MATEO et al., 2006; MATSUMOTO et al., 1993; PHADTARE et al., 2002).

3.7 CINETICA DE PGA IMOBILIZADA (HIDROLISE DE PG)

A hidrolise de penicilina G (PG) formando 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA)
e acido fenilacético (AFA) ¢ catalisada pela penicilina G acilase. Durante este processo,
reacdes laterais podem ocorrer, especialmente, pela presenca de B-lactamase ou de ions OH
ou Me™ fons metélicos). Estas reacdes laterais causam a abertura do anel B-lactdmico,
formando produtos de degradacdo como acido penicilénico e &cido penilénico e implicam
perda de atividade biologica do antibiotico (KLEIN, 1980).

O equilibrio para a reacao principal na hidrolise de PG depende da
concentragdo do substrato, temperatura e pH, e pode ser mais ou menos quantitativa para
formagao de 6-APA. Essa reagdo, em seu sentido direto (deacilagdo), segue o mecanismo
ordenado uni bi e pode ser inibida pelo substrato, penicilina G, ou pelos produtos, 6-APA
(ndo-competitivo) e AFA (competitivo) (KHEIROLOMOOM et al., 2001b; KLEIN, 1980;
LAUS et al.,, 2006; NOROUZIAN et al., 2002). A Figura 3.7 apresenta a reagdo que

representa a hidrélise de PG.
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Figura 3.7: Reacéo da hidrélise de PG. Fonte: Pribyl et al., 2002.

Algumas condigdes da hidrolise de penicilina G sao descritas na literatura para
atingir rendimentos satisfatdrios, por exemplo, um curto tempo de reacdo (2-3 h) em
temperaturas moderadas (28-37 °C) deve ser utilizado para evitar a formacdo de produtos
indesejados. Além disso, a concentragdo de penicilina G deve ser no maximo 7,5 % para que

haja conversdo de 99 % em um sistema batelada (MENEZES, 2000).
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Intmeros estudos cinéticos para a hidrolise de PG em solugdo aquosa sao
descritos na literatura. A determina¢do das constantes de velocidade e inibi¢do sob

determinadas condi¢des ¢ importante para definir processos de maxima eficiéncia.

3.7.1 Parametros Cinéticos para Enzima Imobilizada

Em catalise heterogénea em geral, o acoplamento da reagdo com as etapas de
transporte devem ser levadas em conta. Quando a reagdo ocorre na superficie externa de uma
particula ndo porosa, o substrato difunde através do filme liquido estagnado ao redor desta
superficie, reage com a enzima e o produto resultante difunde da superficie para o meio
liquido através deste filme. Desta maneira, a reacdo e a difusdo ocorrem em série. Por outro
lado, quando a reag¢ao ocorre dentro de um meio poroso, a reacao ¢ a difusdo ocorrem em
paralelo. A resisténcia difusional externa pode tornar-se desprezivel dependendo da eficiéncia
de agitacdo do meio liquido, entretanto a resisténcia difusional interna ndo ¢ afetada pela
agitacdo (RUCKENSTEIN et al., 1984).

A velocidade global da reacdo ¢ determinada ndo somente pela distribui¢do da
concentragdo do substrato dentro do meio poroso, mas também do pH. A menor velocidade de
hidrolise observada em PGA imobilizada pode ser devida a contribuicdo de efeitos de
inibi¢do, difusdo e variagdo do pH intraparticula (KHEIROLOMOOM et al., 2001b;
NOROUZIAN et al., 2002).

3.7.2 Efeito do Gradiente de pH na Velocidade de Hidrolise de PG por
PGA Imobilizada

O efeito do pH na atividade enzimatica ¢ devido a mudancas no estado de
ionizagdo de varios grupos i0nicos na estrutura da enzima. Diferengas entre o pH 6timo para
catalise entre as formas livre e imobilizada podem surgir devido a efeitos conformacionais,
ambientais e difusionais. A limitacdo difusional causada pelo suporte soélido pode levar as
mais elevadas concentracdes de dacidos e bases no microambiente de enzimas e
conseqiientemente a condigdes de pH desfavoraveis para a biocatalise (SPIES et al., 1998).

Além da atividade catalitica, a estabilidade de uma enzima, ¢ limitada em geral
por uma faixa de pH e em muitos casos um pH 6timo definido ¢ requerido. A estabilidade

quimica de produtos e reagentes também devem ser consideradas em funcdo do pH, por
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exemplo, valores de pH acima de 8,0 e abaixo de 4,0 podem promover a abertura do anel 3-
lactdmico e causar a perda de atividade biologica do produto de interesse, o 6-APA
(GAIDHANI et al., 2002; LIOU et al., 1985).

SpieP, (1998), investigou, teorica e experimentalmente, o gradiente de pH
desenvolvido dentro de biocatalisadores durante a hidrdlise de penicilina G. Sob condig¢des
tipicas desta reacdo, observou-se que o valor médio do pH no suporte foi 2,5 unidades menor
do que o valor de pH na solugdo (pH = 8,0) para um sistema sem tampao, na presenca de um
tampao este valor foi 1 (o valor de pH medido no interior das particulas foi realizado
utilizando um método fluorimétrico). Estes resultados comprovam a existéncia de um
gradiente de pH consideravel em suportes durante reacdes hidroliticas, mesmo em sistemas
tamponados com resisténcia a transferéncia de massa desprezivel. Varios modelos
matematicos tém sido desenvolvidos e usados em procedimento de célculos numéricos, com
dois objetivos: calcular o perfil de pH no pellet catalisador e sua efetividade. Diferencas de
até trés unidades de pH foram verificadas entre o centro do pellet catalisador e o meio
reacional (BIANCHI et al., 1996; CHIANG et al., 1997; RODRIGUES et al, 2005).

Quando penicilina G potéassica ¢ hidrolisada, acido fenilacético comega a
acumular no meio. Como resultado o pH inicial diminui, a velocidade de hidrolise diminui e
se 0 pH est4 abaixo de 5.0, a inativagdo de PGA ¢ acelerada. A adi¢do de alcali ¢ importante
para manter a velocidade méxima da reacdo (GAIDHANI et al., 2002).

As maneiras de solucionar este problema ¢ utilizar um tampao com valor de pK
aproximadamente igual ao pH do meio liquido usado para a hidrolise. Quando possivel,
também se pode elevar o pH do meio liquido para que dentro do biocatalisador o pH seja
otimo. Quando este problema esta relacionado a reatores de leito fixo o ajuste de pH nos
seguimentos ou reciclos podem ser utilizados para minimizar gradientes de pH.

O controle do pH interno em particulas com enzima imobilizada também pode
ser realizado co-imobilizando uma enzima capaz de restabelecer o pH 6timo. Por exemplo, a
co-imobilizagdo de penicilina acilase e urease resulta em um sistema capaz de controlar o pH
interno da particula. Enquanto a penicilina acilase converte penicilina em 6-APA e AFA, a
urease hidrolisa a uréia em amonia e dioxido de carbono, atuando assim como um controlador

de pH enzimatico (LIOU et al., 1985; RUCKERTEIN et al., 1984).
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4 MATERIAIS E METODOS

Uma apresentagao global de todas as metodologias utilizadas neste trabalho

esta descrita no diagrama de blocos seguinte (Figura 4.1):

Figura 4.1:Equilibrio de dissociacdo de 6-APA com o0 aumento de pH.
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4.1 MATERIAIS

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o Penicillium chrysogenum,
ATCC 48905 doado pela Fundagao André Tosello (Campinas, SP, Brasil).

Amostras do caldo fermentativo contendo penicilina G acilase (PGA)
produzida por Bacillus megaterium foram fornecidas pelo grupo de Biologia Molecular do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos.

Foram utilizados bioreatores de bancada, tipo tanque agitado e aerado
(Applikon®, volume util de 2 L e 6 L), e airlift com volume 1util de 6 L.

A penicilina G potéssica utilizada foi gentilmente doada pela Prodotti Quimica

Farmacéutica Ltda.

4.2 METODOS

4.2.1 Dosagem da atividade enzimatica utilizando acido 6-nitro-3-
fenilacetamido benzoico (NIPAB)

A determinagdo da atividade da PGA foi realizada utilizando a metodologia
desenvolvida por Kutzbach e Rauenbusch, 1974.

Preparou-se uma solucao 0,06 mg/mL de acido 6-nitro-3-fenilacetamido
benzoico (NIPAB) em tampao fosfato 50mM, pH 7,5 (ALKEMA et al., 1999). Adicionaram-
se 2 mL do reagente acido benzodico 6-nitro-3-fenilacetamida (NIPAB) em uma cubeta com
capacidade de 4 mL. Em seguida adicionaram-se 20 ul. da amostra contendo a enzima. A
absorbancia foi monitorada por 3 minutos em espectrofotometro UV/Vis da Pharmacia
Biotech, modelo Ultrospec 2000, a 405 nm. Uma unidade de atividade NIPAB ¢ definida
como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 mmol de NIPAB por minuto a 25°C.

Este ¢ um método simples e rdpido para quantificar atividade de PGA e foi
utilizado neste trabalho principalmente para monitorar a atividade enzimatica no sobrenadante
ao longo da imobilizacdo, pois um volume muito pequeno do reagente era necessario (2 mL).
Para utilizar este método para dosar a atividade de enzimas imobilizadas nas esferas de 4 mm
de didmetro era necessario um volume minimo de 20 mL. Considerando o elevado custo deste

reagente, optou-se por realizar a atividade da enzima imobilizada pela hidrdlise de PG e
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posterior reagdo do produto com o reagente PDAB, cujo método ¢ descrito a seguir. Este

método exige um tempo mais longo de analise, entretanto, apresenta menor custo.

4.2.2 Dosagem da atividade enzimatica utilizando penicilina G
potassica

A atividade enzimdtica determinada pelo uso do para-dimetil-amino-
benzaldeido, PDAB adquirido comercialmente da Mallinckrodt, (BALASINGHAM et al.,
1972; BOYD, 1928; BROMNSTED, 1965; SHEWALE et al., 1987) foi realizada
adicionando-se um volume determinado da amostra contendo a enzima a 15 mL de solucao de
PG 40 g/l em tampao fosfato 100 mM, pH 8. Aliquotas de 25 pL eram retiradas a cada 4
minutos num intervalo de 12 minutos e adicionadas a uma cubeta contendo 2,5 mL do
reagente PDAB. Apo6s 2,5 minutos era tomado o valor de absorbincia e este valor era
convertido em unidades de concentragdo utilizando a equagdo da reta obtida pela curva de
calibragdo. A atividade foi calculada pela tangente de concentragdo em funcido do tempo e
uma unidade de atividade PDAB foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1

pumol de penicilina por minuto a 37°C.

4.2.3 Dialise

A didlise (submergindo a membrana contendo o extrato enzimatico em tampao)
e/ou concentracdo (submergindo a membrana contendo o extrato enzimatico em sacarose) do
extrato enzimatico foi realizada em membrana a base de celulose, com tamanho de corte de

12 kDa.

4.2.3.1 Tratamento da Membrana

Antes do uso a membrana de dialise foi submetida a um pré-tratamento para
remover substancias que interferissem na eficiéncia da membrana ou causassem perda de
atividade catalitica durante este processo.

As etapas de pré-tratamento foram: lavar com detergente, enxaguar, manter em

agua fervente por 15 minutos, manter em solu¢do de etanol 50 % v/v por 1 h, manter em
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solucao de bicarbonato de sdédio (10 mM) e EDTA (1 mM) por 1 h, manter por 1 h em agua

milli-Q e lavar com a solugao de dialise.

4.2.3.2 Dialise / Concentracao da Enzima

A diélise foi realizada mantendo o extrato enzimatico contido na membrana
mergulhado em tampao fosfato S mM e pH 6, por 24 ha 4 °C.

Apods a didlise, o extrato enzimdtico pdde ser concentrado, mantendo a
membrana imersa em sacarose por 24 h a 5 °C, desta maneira a 4gua era removida ¢ um

extrato mais puro e com maior atividade volumétrica era obtido.

4.2.4 Centrifugagdo em Tubos com Membrana

O extrato enzimatico previamete dialisado foi concentrado em tubo de
separacao com membrana de celulose AMICON ULTRA-15 DA (30 kDa) da Millipore. Este
procedimento foi realizado adicionando-se um volume de 7 mL do caldo ao tubo de
separacdo. Em seguida o mesmo era centrifugado a 3214 rcf por 15 minutos a 4°C em uma
centrifuga da Eppendorf modelo 5810R. A seguir, o volume permeado era reposto por igual
volume de tampao fosfato 50 mM a pH 8,0 e o procedimento era repetido para a segunda

dialise.

4.2.5 Eletroforese

Para monitorar o tipo de proteina existente no extrato enzimatico durante o
processo de purificacao realizaram-se eletroforeses SDS-PAGE em diferentes amostras do
caldo fermentativo. Preparava-se gel 15% (LAEMMLI et al., 1970), e a revelacdo era
realizada usando Coomassie (WILSON et al., 1983) ou nitrato de prata (BLUM et al., 1987).

4.2.6 Dosagem de Proteina

O procedimento utilizado foi o descrito por Bradford (1976). Adicionou-se

SmL do reagente de Bradford a tubos de ensaios com capacidade para 10 mL. Em seguida foi
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adicionado 0,1mL da amostra contendo proteina e a mistura foi agitada e mantida em repouso

por 5 minutos quando a absorbancia foi lida em 595nm.

4.2.7 Ativacao de Agarose

Agarose 6BCL e 10BCL utilizadas neste trabalho foram adquiridas da
Amershan Biosciences (Uppsala/SU). O glicidol utilizado nesta etapa de ativagdo foi
adquirido da Sigma-Aldrich.

A ativagdo da agarose iniciou-se com a insercao de grupos gliceris através da
reacdo com glicidol, em seguida estes grupos foram convertidos a glioxil em uma etapa de
oxidacao utilizando periodato de sddio seguindo o método descrito por Guisan, (1988).

A Figura 4.2 mostra a reac¢ao de glicidol com agarose.
e} OH
NaBH
Agarose-OH + H,C——CH—CH,—0H — > Ag-O——CH,——CH——CH,——0H
agarose glicidol agarose-gliceril

Figura 4.2: Reac¢do da formacio de agarose gliceril.
Apo6s a formagdo dos grupos gliceris, o gel foi lavado sob vacuo com agua

destilada para remoc¢do do formaldeido produzido. A Figura 4.3 mostra a equacdo para a

oxidagao de agarose gliceril.

OH
Ag-O——CH,—CH—CH,—OH 10, Ag-O—CHz—(H::O + H,Cc—o0
agarose-gliceril Agarose-glioxil formaldeido

Figura 4.3: Formacao de agarose glioxi

4.2.8 Reacao de Agarose-glioxil com Etilenodiamino e Glutaraldeido

O grupo glioxil inserido na superficie da agarose apresenta uma distidncia da
superficie do suporte relativamente curta, e esta caracteristica ¢ excelente para a imobilizacao
de enzimas, entretanto para o propésito de purificagdo ¢ interessante utilizar bragos

espagadores de maior comprimento. Com este objetivo, a partir da agarose-glioxil, o brago
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espagador foi expandido utilizando o método de ativacdo desenvolvido por Fernandez-
Lafuente et al., 1993.

O aumento da cadeia iniciou-se utilizando reagdo com etileno diamino a pH 10.
Seguindo-se uma etapa de reducdo das bases de Schiff formadas utilizando NaBHy4 A Figura
4.4 mostra a equagdo para a reagdo de agarose glioxil com etileno diamino, seguida da

reducao com borohidreto.

o p— H  H H H: H:
bg)—tH; =" + HN—C—C—HNH: — 3 B0 H—C——N—C —C —HH-

Agaroge gliokil EDA Bage de Geluff

H H: H: HaFH H: H H H:
A O—CH—C—=N—C—C—MNH + g e O——CH—C —N— —C —HNH-

Base de 3 chiff 2 zarose gioxid-amino

Figura 4.4:Reacéo de agarose glioxil com etilediamino

O segundo composto utilizado para aumentar o comprimento do brago
espacador foi o glutaraldeido 25% adquirido comercialmente da Vetec/SP. A reagdo de

agarose-amino com glutaraldeido pode ser visualizada na Figura 4.5.

H. H H. H
AL — i - N — H. H H H
g LhoHAC — T T - 0 =E—EHLE=0 — fz0—cH =G — G —C N = —£H) £=0

Azarose glickil-amino Glutaraldeido A garose gioxid- amino-glutaral deido

Figura 4.5: Formacao de agarose-glutaraldeido.

4.2.9 Reacdao de Agarose-glutaraldeido com Triptofano

ApOs obter agarose-glutaraldeido com braco espacgador relativamente grande,
seguiu-se a etapa de isercao do grupo de afinidade.

O gel ativado foi mantido em contato com uma solugdo de triptofano (1,5 g/L
em tampao bicarbonato, pH 10) numa razdo 1:10. A mistura foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por 16 horas. Apds esse tempo, filtrou-se o gel a vacuo e em seguida
adicionou-se solu¢do de NaBH4 ao gel, mantendo sob agitacdo por 2 horas. Lavou-se o gel

com agua. A Figura 4.6 mostra a equagao para ligacao do grupo afim a agarose—glutaraldeido.
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(]
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-0 —CH,—C —N—C —C —HT—— ——(CHas-C =
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CH 2
=
i
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& zarose gioxil-amino-glutaraldeddo- triptofano
Figura 4.6: Formacio do suportte de afinidade.

O procedimento descrito acima foi utilizado para preparar outros suportes de
afinidade, para isto o triptofano foi substituido por fenilglicina e fenilalanina, gentilmente

doados pela Ajinomoto Interamericana Ind. e Com. Ltda.

4.2.10 Caracterizacéao por Infravermelho

Selecionou-se o melhor suporte de afinidade para a analise em Infravermelho
com o objetivo de comprovar a formacao dos grupos afins na superficie da agarose.

A andlise foi realizada no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Sao Carlos utilizando espectrometro BOMEM da série MB e as absor¢des foram

. , -1
registradas em nimero de onda cm’ .

4.2.11  Adsorcdo em Suporte de Afinidade

A adsorgdo era realizada adicionando-se 0,25 g do suporte de afinidade a um
volume de caldo fermentativo, o qual variou de 2 mL a 25 mL. O sistema era colocado sob
agitacdo orbital utilizando uma estufa de hibridizagdo, modelo MA 430/RI da Marconi. A

temperatura, pH e o tempo foram varidveis de estudo e sdo descritos com os resultados.
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4.2.12 Dessorcéo de PGA

O gel contendo PGA adsorvida foi filtrado, ressuspendido em 0,5mL de
solucdo dessorvente (penicilina 40 g/L, etanol-agua 30% v/v ou triptofano 40 g/L) a pH 7.

Deixou-se sob agitagdo por 1 hora a 15°C e 250 rpm. Apds esse tempo, filtrou-se o gel.

4.2.13 Adsorcao Reversa em Agarose Triptofano

Esta estratégia foi realizada nas mesmas condi¢des de adsor¢do descritas no
item 3.2.11, entretanto ao caldo fermentativo contendo PGA foi adicionado AFA numa
concentragcdo de 100 mM, para impedir a adsor¢ao desta enzima ao suporte, enquanto outras

proteinas eram adsorvidas.

4.2.14 Imobilizacdo/Estabilizacdo de PGA de E. coli

PGA de E. coli foi utilizada para realizar o estudo de imobiliza¢ao ao invés de
usar a PGA de B. megaterium, pois a concentracdo desta tltima no extrato enzimatico ¢
milhares de vezes menor que a concentracdo da PGA de E. coli em seu extrato enzimatico.
Portanto, paralelo ao estudo de purificagdo e concentracdo da PGA de B. megaterium, foi
conduzido o estudo de imobilizacdo de PGA usando o extrato enzimatico de E. coli. A
metodologia padrao utilizada para imobilizar PGA e avaliar sua atividade e estabilidade ¢
descrita na sequéncia. Os detalhes das ligeiras modifica¢des realizadas em qualquer destes

experimentos foram descritos junto aos resultados e discussdes.

4.2.14.1 Imobliza¢ao em Agarose e Toyopearl

Um procedimento padrdo para imobilizagdo de PGA em particulas de agarose
de 400 pm foi utilizado. Um grama de agarose glioxil (preparado como descrito no item
3.2.7) ou um grama de toyopearl foi adicionado a 9 mL de uma solugdo da enzima preparada
em tampdo carbonato 100 mM, pH 10, contendo acido fenilacético 100mM e glicerina 25%
v/v. Esta solucdo continha aproximadamente 0,2 mg proteina/mL. A suspensdo foi mantida
sob agitagdo até¢ que a atividade do sobrenadante fosse zero. Ao final da imobilizagao,
adicionou-se borohidreto de sédio numa concentragdo de 1 mg/mL de supsensdo para reduzir

as bases de Schiff formadas entre enzima e suporte e¢ também converter os aldeidos
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remanescentes em hidroxilas inertes. Em seguida o derivado foi lavado primeiramente com

tampao fosfato 25 mM, pH 5 e em seguida com agua e armazenado a 4°C.

4.2.14.2 Estabilidade dos Derivados Imobilizados Frente a Temperatura

A estabilidade térmica dos biocatalisadores foi realizada em banho
termostatizado a 65°C. Uma massa do biocatalisador contendo 1,5 U foi adicionado a um
frasco de vidro contendo 3 mL de tampao fosfato 25 mM, pH 7. Foi realizada a medida da
atividade inicial da suspensdo, em seguida o biocatalisador em suspensdo foi submetido a
inativagdo térmica e a atividade deste foi monitorada até que valor medido fosse menor que
metade do valor inicial. Desta maneira, foi possivel estimar o tempo de meia vida da enzima

imobilizada.

4.2.14.3 Estabilidade dos Derivados Imobilizados Frente a Solvente

A estabilidade frente a solvente organico foi realizada a 4 °C. Uma massa do
biocatalisador contendo 3 U foi adicionado a um frasco de cristal contendo solugdo 70% v/v
em dioxano e tampao fosfato 25 mM, pH 7 (30% v/v). Foi realizada medida da atividade
inicial da suspensdo e a atividade residual foi medida até perda maior que 50% da atividade

inicial.

4.2.14.4 Estabilidade dos Derivados Imobilizados Frente a pH

A estabilidade a pH 5,0 e pH 7,0 foi realizada em banho termostatizado a 67°C.
Uma massa do biocatalisador contendo 1,5 U foi adicionado a um frasco de vidro contendo 3
mL de tampao acetato 50 mM, pH 5. Foi realizada medida da atividade inicial da suspensao e

a mesma foi submetida a inativagao térmica até perda maior que 50% da atividade inicial.
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4.2.14.5 Preparo de Esferas com didmetro de 4 mm a partir de
diferentes matrizes poliméricas

Para obter o biocatalisador com tamanho grande (diametro de 4 mm) foram
utilizadas as matrizes poliméricas: quitosana, alginato e agarose. Cada uma das matrizes
poliméricas foi dissolvida e em seguida gelificada nas condig¢des descritas abaixo. Este
procedimento foi realizado com o objetivo de selecionar a melhor matriz para co-envolver
PGA previamente imobilizada em particulas de 400 um. A obtengdo de esferas grandes
através do co-envolvimento facilitou a recuperagdo do biocatalisador a partir dos caldos

fermentativos.

421451 Alginato

As esferas de alginato foram preparadas gotejando uma solug¢do de alginato de
sodio 20 g/L em cloreto de célcio 0,5 M. Esta mistura foi mantida sob agita¢do por duas horas
e as esferas produzidas foram submetidas a testes de estabilidade quimica em meio similar ao

utilizado para o cultivo de P. chrysogenum.

4.2.145.2 Quitosana

Quitosana em pd foi dissolvida em acido acético 5 % v/v formando uma
solucdo 40 g/L do polimero. Em seguida esta solu¢do foi gotejada em tripolifosfato 20 g/L,
pH 7. A mistura foi mantida sob agitacdo por duas horas e as esferas produzidas foram
submetidas a testes de estabilidade quimica em meio similar ao utilizado para o cultivo de P.

chrysogenum.

421453 Agarose

Uma solu¢do aquosa contendo 100 g/L de agarose e 50 g/L de limalha de ago
inoxidavel foi mantida a temperatura de 95 °C até total dissolugdo do polimero. Em seguida
esta mistura foi gotejada em vaselina. O pellet formado foi lavado com agua destilada em
abundancia e mantido sob agitagdo em solugdo contendo surfactante (Tween), em seguida

foram novamente lavados com dgua em abundancia.
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4.2.14.6 Imobilizacio em Esferas de Agarose de 4 mm por Ligacao
Direta ou Co-envolvimento

A imobilizacdo de PGA em esferas de agarose foi realizada de duas maneiras
diferentes: ligacdao covalente direta da enzima as cadeias poliméricas das esferas ativadas ou
por dispersao de PGA previamente imobilizada (em particulas de agarose com 400 pm,
descrito no item 3.2.14.1) na solucdo do polimero antes do gotejamento desta em vaselina.
Nesta ultima, a solu¢do do polimero a 95 °C era resfriada a 60 °C antes da adi¢do da enzima
para evitar perda de atividade catalitica. A solugdo do polimero foram adicionadas particulas
contendo 500 Ul/g numa razao de 1:5, ou seja, 1 g de particulas dispersas em 4 g da solugao
do polimero. Apds o gotejamento desta mistura em vaselina, seguia-se o procedimento
descrito para o preparo das esferas.

Para a imobilizacao direta de PGA sobre as esferas de agarose, uma etapa de
ativagdo deste suporte foi realizada utilizando metodologia descrita por Guisan, (1988). A
quantidade de grupos ativos (glioxil) nas esferas foi determinada pela quantificagdo do
periodato de sédio consumido na etapa de oxidagdo. As esferas apresentaram uma quantidade
de grupos ativos de 109 umol/g do suporte.

A imobilizacdo de PGA foi realizada preparando-se uma solugdo da enzima em
tampao bicarbonato 100 mM, pH 10 contendo glicerina 25 % e AFA 100 mM. Esta solucao

foi mantida em contato com as esferas ativadas por 24h sob agitacdo mecanica a 25°C.

4.2.15 Esterilizagcdo do Biocatalisador

A metodologia estabelecida para esterilizar o biocatalisador utiliza solucdo de
1odo 50 uM numa razao 1:10. A mistura ¢ mantida sob agitacdo mecanica por 30 minutos e

em seguida o biocatalisador ¢ lavado com 4gua esterilizada em camara asséptica.

4.2.16  Quantificacdo de 6-APA (Método PDAB)

6-APA foi quantificado pelo método do p-dimetilaminobenzaldeido (PDAB),
adicionando-se aliquotas de 25 pL do caldo fermentativo a 2,5 mL da solugdo de PDAB. A
absorbancia obtida apds 2,5 minutos de reacdo foi convertida em concentracdo de 6-APA

utilizando curva de calibrag¢do previamente determinada.
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Neste método, 6-APA reage com p-dimetilaminobenzaldeido-PDAB
(BALASINGHAM et al., 1972; BOMSTEIN E EVANS, 1965; BOYD, 1928; SHEWALE et
al., 1987). O grupo amino (6-APA) reage com aldeido (PDAB), resultando em um composto
colorido, cuja concentragdo ¢ proporcional a concentragdo de 6-APA no meio. Assim, tendo-
se uma curva de calibragdo obtida a partir de concentragdes conhecidas de 6-APA, a medida
da absorbancia da solucdo do composto colorido, a 415 nm, permite a determinagdao da

concentracdo de 6-APA em amostras do caldo de cultivo.

4.2.17  Quantificacdo de PG (Hidrdélise e PDAB)

Durante o cultivo de P. chrysogenum a PG foi quantificada retirando-se
aliquotas de 975 pL de caldo fermentativo e adicionando-se a estas 25 pL. de solucao de PGA
livre (500 U/mL). Essa mistura foi mantida por 15 minutos em banho a 37 °C, para hidrdlise
total da PG. Considerando a estequiometria da hidrolise de PG, onde cada molécula de 6-APA
formada corresponde a uma molécula de PG hidrolisada, utilizou-se o reagente PDAB para
quantificar o 6-APA (como descrito no item 3.2.16) e determinou-se indiretamente a
concentracao de PG.

Ao longo do cultivo a PG foi hidrolisada pelo biocatalisador dentro do
biorreator, e para determinar a concentragdo de PG remanescente, em tempos determinados
eram retiradas amostras com volumes de aproximadamente 5 mL.

Cada amostra era filtrada para remog¢ao da massa de fungo e uma aliquota de
25 pL desta era adicionada a 2,5 mL da solucdo de PDAB para quantificar o 6-APA (produto
da hidrélise de PG dentro do biorreator). Em seguida, outra aliquota de 975 pl. da mesma
amostra era submetida a hidrolise completa com PGA livre e 25 pL desta foi utilizado para
quantificar 6-APA (produto da hidrélise de PG dentro do biorreator + produto da hidrélise
de PG por PGA livre).

A quantidade de 6-APA total (dentro do biorreator + produzido por PGA livre)
menos o que havia dentro do biorreator (medido diretamente em PDAB) corresponde a

quantidade de PG remanescente dentro do biorreator.
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4.2.18 Quantificacado PG, AFA e APA (HPLC)

A analise dos compostos de interesse presentes em caldo fermentativo foi
realizada também em HPLC. O método cromatografico utilizado para quantificar PG, 6-APA
e AFA utilizou um sistema de HPLC da SHIMADZU Com coluna C-18, novaPack, 3,9x
300mm. A fase moével utilizada era composta de acetonitrila e solugdo de fosfato de sodio
monobasico 5 mM e pH 5,95. Um gradiente de solvente foi utilizado, € a concentragdo de
acetonitrila variou com o tempo de analise da seguinte maneira: 0-2 min (ACN atinge 20 %),
2-5 min (ACN atinge 25 %), 5-7 min (ACN ¢ mantida 25 %) e de 7-10 min (ACN volta a 0

%). Uma vazao de 1 mL/min foi utilizada e a deteccao foi feita a 225 nm.

4.2.19 Quantificacado de Sacarose

Para quantificar sacarose presente no caldo fermentativo utilizando o método
do acido dinitro salicilico (DNS) foi necessario realizar um pré-tratamento da amostra. Uma
aliquota de 1 mL de caldo fermentativo foi submetida a hidrdlise 4cida para liberacdo dos
acucares redutores, apds neutralizar a amostra contendo agucar redutor, a mesma foi

submetida a analise por DNS (MILLER, 1959).

4.2.20  Cultivo de P. chrysogenum em Shaker

A primeira etapa para o cultivo de Penicillium chrysogenum foi o preparo do
meio para germinagdo. A composic¢ao deste meio ¢ apresentada na Tabela 4.1.

O pH do meio de germinacdo foi ajustado para 7,0 utilizando hidréxido de
amonio e em seguida, esse meio foi transferido para erlenmeyer com capacidade para 500 mL
e submetido a esterilizagdo em autoclave por 15 minutos. Apods esterilizagdo, o meio foi
resfriado e adicionou-se a este em camara asséptica 10 mL de uma solugdo salina contendo
Penicillium chrysogenum, proveniente da raspagem de esporos presentes em tubo inclinado
contendo o meio de crescimento € manutengdo (agar, extrato de malte e peptona), o qual se

encontrava armazenado a -5 °C.
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Tabela 4.1: Composicio do meio de cultivo para Penicillium chrysogenum.

Componentes Concentracao
agua de maceracdo de milho 2,8 % viv
sulfato de amonio 0,513 % m/v
fosfato de sédio monobasico 0,523 % m/v
hidroxido de calcio 0,131 % m/v
carbonato de calcio 0,077 % m/v
anti-espumante (polipropileno) 0,256 % m/v
sacarose 2,5 % m/v
agua g.s.p. 100 mL

O inoculo foi mantido sob agitacdo de 250 rpm em shaker a 25 °C por 24h.
Ap0s esse periodo, 10 % do indculo foi transferido para um erlenmeyer contendo 90 mL de
meio fresco com composicao idéntica aquela descrita para o indculo (Tabela 3.1). Entretanto,
para este meio de produgdo o precursor (acido fenilacético) foi adicionado na concentracio de

5 g/L. O tempo de cultivo para a produgao foi de 120 h.

4.2.21  Cultivo de P. chrysogenum em Biorreator Tipo Tanque
Agitado

Os experimentos em biorreator se iniciaram com o preparo do indculo como
descrito na Tabela 3.1. Apos 24 h 100 mL do in6culo foi totalmente transferido para o
biorreator contendo aproximadamente 1,6 L de meio de produgdo. Um esquema do aparato
utilizado para realizar o cultivo de P. chrysogenum ¢ apresentado na Figura 4.7.

A temperatura no bioreator foi mantida a 25 °C e pH 7. A vazao de ar variou de
1 a4 L/min. O oxigénio dissolvido (OD) foi mantido entre 0 e 20% de saturacdo. O biorreator
da Applikon dependable instruments com capacidade para 2 L foi acoplado ao sistema de
aquisi¢ao de dados (National Instruments®) e varidveis on-line foram armazenadas a cada 10
segundos (pH, temperatura, oxigénio dissolvido, velocidade de agita¢dao, fracdo molar de

didxido de carbono no gas efluente).
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Figura 4.7: Desenho esquematico do aparato utilizado para o cultivo de P. chrysogenum. Fonte: Nucci et
AL., 2009.

Solugdes de hidroxido de amoénio (12,5 % m/v) e acido cloridrico (1M)
estavam conectadas ao bioreator, ¢ a adicdo automatica era realizada utilizando bombas
peristalticas para manter o pH 7, visto que este valor de pH ¢ o mais indicado para o
crescimento do fungo. Além disso, uma solucao de sacarose com concentragdo de 100 g/L foi

conectada para alimentagdo de fonte de carbono durante o cultivo.

4.2.22  Cultivo de P. chrysogenum em Air lift

O cultivo de P. chrysogenum em biorreator pneumatido do tipo “airlift” (Figura
4.8) com capacidade para 6L foi realizado de maneira similar ao descrito no item anterior,

variando-se somente a vazao de ar, a qual foi mantida em 18 L/min.
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Figura 4.8: Esquema do principio de funcionamento de reator “air lift”. Adaptada de www.rcub.bg.ac.yu.

4.2.23 Hidroélise de PG em Biorreator

A concentragdo de PG produzida pela cepa de Penicillium chrysogenum
utilizada neste trabalho mostrou-se muito baixa, ndo sendo possivel a deteccao da mesma pelo
método de andlise utilizado. Fez-se necessario a adicdo de PG ao biorreator para simular as
condi¢des do cultivo na industria, ou seja, durante o cultivo do fungo, PG foi adicionada
gradativamente até atingir ao final do cultivo a concentragdo obtida em escala industrial (~30
g/L). Portanto, a cada 12h, adicionaram-se 6g de PG ao biorreator, além disso, pulsos de
sacarose eram aplicados para manter a viabilidade da cepa. Amostras foram retiradas a cada
12h, antes e apds a adicdo de PG, para a determinagdo da concentracdo de 6-APA apds
hidrolise.

A adicao do biocatalisador ao biorreator foi realizada ap6s 24h do inicio do
cultivo, visto que, neste intervalo de tempo, o fungo estd em fase de adaptagdo e crescimento
e ainda ndo se observa a producdo de penicilina, portanto ndo é necessaria a presenca do
biocatalisador. Além disso, ao minimizar o tempo de exposicao do biocatalisador a este meio,
reduzem-se os riscos de perda da atividade do catalisador e inibi¢ao do crescimento do fungo
devido a contaminagdes.

O biocatalisador esterilizado foi transferido para um Erlenmeyer contendo o
meio de producdo e foi mantido 24 h sob agitacdo de 250 rpm em shaker para verificar a
existéncia de contaminantes. Ao fim de 24 h um teste em placa foi realizado para comprovar a
esterilidade do biocatalisador. Em seguida, o biocatalisador foi transferido de maneira

asséptica para o biorreator. A hidrolise de PG foi monitorada como descrito anteriormente.
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4.2.24 Cinética de Hidrélise de PG

Os parametros para a hidrélise de PG catalisada por PGA foram determinados

em biorreator (método diferencial) e em reator (método das velocidades iniciais).

4.2.24.1 Em Reator (0,1 L) — Método das Velocidades Iniciais

Os parametros cinéticos para PGA livre e imobilizada foram determinados pelo
método das velocidades iniciais utilizando 30 mL de caldo fermentativo livre de células e
concentragdes de PG variando de 1-40 g/L. As reacdes de hidrolise foram investigadas a 12 e
25 °C e a atividade enzimética foi determinada pelo método PDAB. O reator com capacidade
para 100 mL foi conectado a um banho termostatico e um sistema com agitacdo mecanica foi

utilizado.

4.2.24.2 Em Bioreator ( 2 L) — Método Diferencial ou Integral

Foi realizado um cultivo sob condi¢des previamente estabelecidas, € apos 48 h,
quando a massa do fungo atingiu seu valor maximo, o biocatalisador (10 g/L) e penicilina (30
g/L) foram adicionados simultaneamente. Ao longo de 120 h amostras foram retiradas e as

concentragdes de PG e 6-APA foram determinadas usando o método enzimatico.

4.2.25 Extracdo de 6-APA

4.2.25.1 Preparo de Adsorvente (Quitosana-Arginina)

Ativacéo de Quitosana |

Gel de quitosana foi preparado numa concentragao de 40 g/L. Quitosana foi dissolvida
em écido acético 5% e mantida sob agitacdo por 2 h. Em seguida a soluc¢@o de quitosana foi gotejada
em uma solucdo de hidroxido de sodio 0,1 M e mantida sob agitagao por 24 h.

A ativacdo de quitosana (p6 ou gel) foi realizada adicionando-se 30 mL de

glutaraldeido 0,5 M a 3 g de quitosana e mantendo a mistura sob agita¢do por 1 h a 25°C. Em seguida
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a quitosana foi filtrada a vacuo e adicionada a uma solucao de arginina 1,5 M. Ap6s 24 h, quitosana

ativada foi reduzida com borohidreto de sodio.

Ativacao de Quitosana Il

Apesar do uso de glutaraldeido em excesso durante a ativagdo de quitosana descrita no
item anterior, a presenca de elevada concentragdo de grupos amino na quitosana pode promover o
entrecruzamento do polimero, reduzindo assim a concentracdo de arginina em quitosana. Para evitar o
entrecruzamento, prepararam-se solu¢oes individuais equimolares de glutaraldeido e arginina. 1 mL da
solucdo de glutaraldeido foi adicionado a 1 mL da solugao de arginina e uma coloragdo amarela foi
observada imediatamente, resultante da reagdo do aminoacido com o aldeido. Esta solugdo foi
adicionada a 30 mL de uma suspensdo de quitosana (3 g) em tampao bicarbonato 100 mM, pH 10,
mantida sob agitacdo a 25 °C. O procedimento foi repetido cada 30 minutos até que o sobrenadante da
suspensao de quitosana apresentasse cor amarela constante, indicando o equilibrio da reacdo entre o
amino da quitosana e o aldeido do glutaraldeido-arginina. Apo6s 24 h o gel foi filtrado e reduzido com
borohidreto de s6dio. Um esquema da estrutura quimica da quitosana ativada ¢ apresentado na Figura
49.
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Figura 4.9:Esquema da estrutura quimica do adsorvente quitosana-arginina
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4.2.25.2 Preparo de Adsorvente (Agarose-Arginina)

Agarose (CL 10%) foi previamente ativada com glicidol e etilenodiamino segundo
metodologia desenvolvida por Fernandez-Lafuente et al, (1993). 3g do derivado obtido (agarose-
glutaraldeido) foram mantidos em contato com 10 mL de solugdo de arginina 0,15 M (500 umol de
arginina/g gel) em tampao bicarbonato 100mM, pH 10 por 24 h. Em seguida o gel foi filtrado a vacuo
e reduzido em solugdo 0,25 M de borohidreto de sodio pH 10 por 1h para converter o aldeido
remanescente em hidroxilas inertes. Teste com o reagente de Schiff foi realizado para confirmar a

reducdo dos aldeidos.

4.2.25.3 Tratamento das Resinas XAD-4, XAD-7 e XAD-761

Antes do uso, as resinas XAD foram submetidas a um pré-tratamento utilizando
metanol, etanol e 4gua destilada. 10 g da resina foram adicionadas a 20 mL de metanol e a mistura foi
mantida sob agitacao por 30 minutos. Em seguida a resina foi separada por filtragdo a vacuo, sendo o
procedimento repetido por duas vezes. A resina tratada com metanol foi lavada com agua destilada e
seca em estufa a 50°C por 24 h. Em seguida a resina passou por um processo de hidratacdo utilizando
etanol e dgua. Um volume de 100 mL de etanol contendo a resina foi mantido em aitagdo até que nao
fossem observadas bolhas de ar no etanol, indicando que o volume interno das particulas dos
adsorventes estava totalmente preenchido pelo solvente. Em seguida a resina foi lavada

abundantemente com agua destilada em sistema de filtragdo a vacuo.

4.2.25.4 Adsorc¢ao de 6-APA

Ensaios de adsor¢ao de 6-APA foram conduzidos em 4gua e em caldo fermentativo
para investigar o efeito de competicao entre 6-APA e componentes do caldo fermentativo. Solucdes
de 6-APA com concentracdo conhecida foram preparadas a pH 7,0 ou 3,6. Em seguida as solugdes
foram centrifugadas a 15.557 rcf por 10 minutos em centrifuga da Eppendorf , modelo 5810R, para
remover quaisquer compostos precipitados nesses valores de pH. 0,3 g do adsorvente foram
adicionados a 0,7 mL da solucao de 6-APA por 1 h a 25 °C, visto que este tempo foi suficiente para
atingir o equilibrio do sistema sem perda do 6-APA por degradacdo. Apds 1 h, o adsorvente foi
separado por filtracdo. A concentragdo de 6-APA, antes e apds a adsor¢do foi determinada pelo

método PDAB.
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Foram utilizados como adsorventes as resinas comerciais XAD-4, XAD-7 ¢ XAD-761,
da Rohm & Haas Co. Gel de agarose CL (10%) da Amershan Bioscience Co (Uppsala/SU) e quitosana
em po (85% desacetilada) da Polymar Ind. Ltda foram modificadas quimicamente com o aminoacido

arginina e usados como adsorventes.

4.2.26 Pré-Purificagcdo 6-APA com Carvao Ativado e Etanol

A extracdo de 6-APA a partir de um meio complexo sofre varios tipos de
interferéncia. Para minimizar o efeito destes interferentes foram realizadas etapas de pré-
tratamento do caldo fermentativo.

Na primeira estratégia, 15 mL do caldo fermentativo foi mantido em contato
com 1 g de carvao ativado, em seguida o carvao foi filtrado e o pH do caldo foi ajustado para
3,6 a fim de precipitar 6-APA no ponto isoelétrico e também mantido em contado com o
suporte agarose-arginina para adsor¢do do 6-APA remanescente.

Na segunda estratégia, etanol foi adicionado ao caldo fermentativo e sua
concentragdo variou de 0-80 % com o objetivo de forcar a precipitacdo de interferentes, como
por exemplo, proteinas. O caldo foi filtrado para remocgdo de possiveis precipitados e o pH da
solugdo foi ajustado para 3,6 e seguiu-se o procedimento de adsor¢cdo em 1 g de agarose-

arginina.

4.2.27 Dessorcao de 6-APA adsorvido em agarose-arginina

A dessor¢ao de 6-APA foi investigada utilizando solugdes de acido cloridrico (pH 5,5;
4,5 e 3,5) e cloreto de sodio (1M). Adicionou-se 0,3g do adsorvente a 0,7 mL da solugdo dessorvente.
Em seguida, o adsorvente foi filtrado e 6-APA em solugao foi quantificado pelo método PDAB.
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5 Resultados e Discussao

5.1 OBTENCAO DO BIOCATALISADOR: PURIFICACAO E IMOBILIZACAO DE

PENICILINA G ACILASE

A viabilidade técnica e econdmica da hidrdlise de PG durante a sua produgdo por P.
chrysogenum em meio complexo depende, entre outros fatores, das caracteristicas do biocatalisador.
Um biocatalisador utilizado neste processo deve ter elevada atividade hidrolitica, elevada estabilidade
operacional e possibilidade de reutilizagdo. Enzimas possuem elevada atividade catalitica, mas sdo
soliveis em meio aquoso e sdo frageis operacionalmente. Assim, atender a essas trés caracteristicas
requer varias modificacdes da enzima produzida in natura pelo microrganismo.

Elevada atividade enzimdtica por volume de catalisador implica necessidade de
imobilizagdo em suportes insoliveis com grande area superficial disponivel para imobilizagdo da
enzima. Implica também algum grau de purificagdo da enzima para evitar que os grupos ativados do
suporte reajam majoritariamente com outras proteinas presentes no caldo de cultivo da produgdo de
enzima. Atingir elevada estabilidade operacional do derivado (suporte-enzima) requer estabilizagdo da
enzima, tanto do ponto de vista catalitico, para possibilitar uso em varios ciclos de reagdo, quanto
mecanico, pois a necessidade de fornecimento de oxigénio ao microrganismo requer elevadas
velocidades de agitagdo, que podem danificar o suporte. Além disso, a reutilizagdo requer também
uma fécil separacdo entre biocatalisador € 0 meio reacional, que contém o microrganismo também
insoluvel. Assim, dentro do item 4.1 serdo enfocadas as etapas de purificagdo de penicilina G acilase
produzida Bacillus megaterium e a imobilizagdo da enzima, que visou atender aos requisitos

necessarios para uso no processo em estudo.

5.1.1 Purificacdo da PGA de B. megaterium

A enzima de estudo, penicilina G acilase (PGA), ndo ¢ comercializada na
forma livre, razdo pela qual o grupo de Biologia molecular do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos vem estudando a produgdo extra-celular da
enzima por Bacillus megaterium.

Uma vez que tentativas preliminares de imobiliza¢do da enzima diretamente do
meio de cultivo mostraram baixo rendimento devido a presenca de outras proteinas, o estudo

da imobilizagdo da enzima foi realizado utilizando PGA de E. coli, gentilmente doada pelo
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Instituto de Catalise e Petroleoquimica da Espanha. Entretanto, fazia-se necessario a
continuidade do estudo de purificacdo da enzima para garantir a disponibilidade futura da
enzima para estudos de imobiliza¢do. Além disso, seria realizada a aplicacdao dos derivados de
penicilina G acilase no processo em estudo e nos outros que vém sendo desenvolvidos no
grupo como, por exemplo, sintese/hidrélise de antibidticos f-lactamicos semi-sintéticos.
Assim, em paralelo ao desenvolvimento do biocatalisador, foi realizado um
estudo de purificagdo de PGA produzida por Bacillus megaterium, visando obtencdo de
extrato com maior atividade especifica (U/mg de proteina). Foram desenvolvidos estudos de
purificagdo da enzima utilizando as técnicas de filtragao/diafiltragdo em membranas e
adsorcao i6nica e de afinidade. O estudo com a técnica de adsor¢do ionica foi iniciado por
Laura M. Pinotti, doutora formada no grupo, e finalizado dentro deste projeto de doutorado.
Uma vez que os resultados ja foram publicados em revista (PINOTTI et al., 2009),
apresentaremos apenas os resultados obtidos com a técnica de filtragdo em

membranas/adsorc¢ao de afinidade.

5.1.1.1 Purificacao de PGA produzida por B. megaterium através de
filtracio em membranas

A produgdo de PGA por B. megaterium, que vem sendo estudada no grupo ha
varios anos, mostrou que a expressao da enzima ¢ altamente dependente da presenca de soro
de queijo no meio de cultivo (SOUZA, 2007a). Soro de queijo contém cerca de 50 g/L de
lactose e 7 g/L de proteinas, cerca de 50% sendo [-lactoglobulina e o restante o-
lactoalbumina, soroalbumina e imunoglobulinas, além de fosfato, Ca, K, vitaminas e outros
elementos em baixa concentracdo (MORR et al., 1993). Uma das caracteristicas interessantes
de B. megaterium para a produgdo extracelular de PGA ¢é a nao produgdo de proteases, o que
evita a degradagdo da enzima desejada. Contudo, a presenga de 20 g/L. de soro nutriente no
meio, que tem se mostrado essencial para a expressdo da enzima, introduz proteinas que nao
sdo consumidas durante o cultivo e que dificultam a purificagdo de PGA produzida. Portanto,
ao final do cultivo de B. megaterium era realizado, primeiramente, a separacdo do
microrganismo utilizando microfiltragdo em membrana de 0,5 um e em seguida o caldo
fermetativo microfiltrado era concentrado através de ultrafiltragdo em membrana de 50 KDa.
Este procedimento foi realizado por Souza, 2007a, para obter uma solu¢ao de PGA com maior

atividade volumétrica e com maior grau de pureza.
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O caldo fermentativo ultrafiltrado obtido por Souza, 2007a, foi utilizado neste
trabalho para o estudo de purificacdo de PGA. Foram utilizados, inicialmente, dois caldos
fermentativos, um preparado a partir de soro de queijo hidrolisado e outro a partir de soro de
queijo integral. O pré-tratamento do meio de producdo da enzima, através da hidrélise das
proteinas do soro, foi realizado com o objetivo de aumentar a eficiéncia na etapa de
concentracdo e purificagdo da PGA, ja que, teoricamente, os oligopeptideos resultantes da
hidrolise sdo mais facilmente removidos que as proteinas intactas do soro.

Dados da literatura revelam que as principais proteinas presentes no soro de
queijo sdo: a-Lactalbumina (14 kDa; ponto isoelétrico (p.1.) 4,8), B-Lactalbumina (36,7 kDa;
p.L. 5,35-5,49), imunoglobulinas (150 kDa; p.I. 6,2 — 7,0), soro albuminas(66 kDa; p.I. 4,9),
Lactoferrina (76 kDa; 8,7-9,3), Lactoperoxidase (78 kDa, 9,6), Lisozima (18, 9.5) (JAMES,
1994). PGA ¢ uma proteina dimérica, com massa molecular total préxima de 90 kDa e p.I.
entre 6,7 ¢ 6,9 (KECILI et al., 2006). Na eletroforese SDS-PAGE as duas sub-unidades se
separam gerando a sub-unidade o, com massa molecular média de 26,95 kDa e sub-unidade 3
com 59,07 kDa (SOUZA et al., 2005).

As amostras dos caldos fermentativos de B. megaterium foram caracterizadas
qualitativamente através de eletroforese, e quantitativamente pela determinagdo da atividade
enzimadtica e concentragdo de proteinas. A Figura 5.1 apresenta os resultados da eletroforese
de amostras de caldos fermentativos obtidos de meios de produgdo preparados com soro
integral e soro hidrolisado, antes e apos etapas de concentragdo e didlise em membranas com
tamanho de corte de 50 KDa. As Tabelas 5.1 e 5.2 mostram resultados de atividade
enzimdtica e concentragdo de proteina no caldo, antes e apds as etapas de

concentragdo/dialise, para soro integral e hidrolisado, respectivamente.
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Figura 5.1:Eletroforese em gel de poliacrilamida 15%, SDS-PAGE, com revelagio em prata. Coluna 1:
marcadores de peso molecular; 2: caldo fermentativo ultrafiltrado, com soro hidrolisado; 3: caldo
fermentativo ultrafiltrado e dialisado uma vez, com soro hidrolisado 4: caldo fermentativo ultrafiltrado,
dialisado duas vezes, com soro hidrolisado 5: caldo fermentativo ultrafiltrado, com soro integral; 6: caldo
fermentativo ultrafiltrado, dialisado uma vez, com soro integral 7: caldo fermentativo ultrafiltrado,
dialisado duas vezes, com soro integral.

As colunas 2 e 5 da Fig.5.1. referem-se a caldos fermentativos, contendo PGA,
preparados a partir de soro de queijo hidrolisado e integral, respectivamente. Ambas as
amostras foram previamente concentradas (14 vezes) em membranas com tamanho de corte
de 30 kDa. Observou-se que as bandas referentes a proteinas maiores sao mais intensas em
amostras de soro integral (coluna 5). Isso significa que a hidrélise do soro reduz a
concentragdo de proteinas indesejadas. Apos etapas de didlise, se observa reducdo em todas as
bandas (colunas 3, 4, 6 ¢ 7), esse resultado pode ser devido a afinadade adsor¢ao de proteinas
a membrana, a qual ¢ composta de material celuldsico e exibe forte afinidade por proteinas.
Também observou-se adsor¢do de PGA a membrana, visto que houve reducdo da atividade
enzimatica na solu¢do dialisada, e considerando o tamanho da molécula (~ 90 kDa) conclui-se
que a mesma ndo poderia atravessar os poros da membrana de dialise (~ 12 kDa).

Os resultados das Tabelas 5.1 e 5.2 mostram que o uso de soro hidrolisado
aumenta em muito a eficiéncia do processo de purificagdo, principalmente na etapa de
diafiltracao.

No caso do soro hidrolisado o aumento real na atividade especifica deve ser na
verdade muito maior, pois o método de Bradford ndo detecta oligopeptideos abaixo de SKD e
o soro de queijo hidrolisado possui uma quantidade significativa de oligopetideos nessa faixa

de peso molecular.
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Souza, (2007b), ao analisar a concentracdo de proteina pelos métodos de
Lowry (que detecta inclusive aminoacidos) e Bradford num caldo de cultivo contendo soro
hidrolisado (similar ao utilizado neste trabalho) encontrou os valores de 2,4 g/L e 0,07 g/L,
respectivamente. Apos ultrafiltracio em membrana de 50 kDa, os valores encontrados no
concentrado foram 4,7 ¢ 0,47 g/L. Souza, (2007b), realizou experimentos em maior escala
(cerca de 4 L), usando uma unidade de ultrafiltracdo plana (Mini-Pelicon — da Millipore).
Com este procedimento, obteve um aumento na atividade especifica de 2,5 vezes.

Contudo, os resultados das Tabelas 5.1 e 5.2 mostram que também ocorre
perda significativa de atividade enzimatica na filtracdo em membranas (a atividade no soro
integral passou de 210 U/mL para 42 U/mL e no soro hidrolisado passou de 490 U/mL para
210 U/mL), parte por adsor¢do na membrana, parte por permeagdo e parte por inativagdo no

processo, tanto para soro integral quanto para o hidrolisado.

Tabela 5.1:Atividade de penicilina G acilase e concentracio de proteina antes e apos procedimentos de
ultrafiltracio e ultradiafiltracio a pH 8,0 em caldo fermentativo de B.megaterium (pH 8,8). Volume de
caldo (Vi)=7 mL (343 U; 1,0 mg). Volume final apés ultrafiltracio =0,5 mL. Erro experimental é inferior
a 10% para atividade enzimatica e concentracdo de proteina. Ensaios em triplicata.

) - .. Concentragao de AUV,I dade
Etapa de purificacao Atividade rotefna Especifica no
(Soro Integral) Enzimatica (I;n /mL) concentrado
U nipap/mL & Unipap/mg
C P | Concentrado | Permeado prot.
Inicial 49 i 0,140 - 343
~ 7 mL
Ultrafiltracao Final 210
05mL| (FC=43) 7 12,2(FC=15,7)| 0,035 95
Inicial
Ultradiafiltragdo | 7mL 15 i 0,160 ) 95
! OF Smr?llL 168 10 1,160 0,029 144
Inicial
Ultradiafiltragdo | 7mL 12 ) 0,083 ) 144
2 OF;‘EIL 42 9 0,350 0,026 120
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Tabela 5.2: Atividade de penicilina G acilase e concentracio de proteina antes e apos procedimentos de
ultrafiltracio e de dialise a pH 8,0 em caldo fermentativo de B.megaterium (pH 8,8). Volume de caldo
(Vi)=7 mL (357 U; 0,641 mg). Volume final apos ultrafiltracdo = 0,5 mL

Concentragao de Atividade
Atividade Enzimatica ] Especifica
Etapa de purificagdo U nipap/mL P ro‘[/elri? no
(Soro hidrolisado) (mg/mL) concentrado
Concentrado | Permeado | Concentrado | Permeado | U nipap/mg
prot.
el | i 0,09 i 560
Ultrafiltrag¢ao Final
0.5 mL 490 9 0,83 0,037 593
fial | 3 i 0,06 i 593
Dialise 1 Final
0. smriL 350 0 0,69 0,028 510
fial | o i 0,05 i 510
Dialise 2 Final
O’;‘;‘;‘L 210 0 0,29 0,028 714

Para o soro integral, as proteinas indesejadas apresentam tamanho maior e ndo
sao removidas com eficiéncia na primeira etapa de purificagdo (ultrafiltragdo), exigindo as
etapas seguintes de didlise que causam maiores perdas nos valores de atividade enzimadtica.
Aqui se observa reducdo dos valores de atividade especifica no caldo fermentativo de 343
para 120 Unipap/mg proteina.

A purificacdo em membrana de celulose conduz a bons resultados quando se
utiliza soro hidrolisado, pois na etapa de ultrafiltracdo grande parte das proteinas menores
(que surgem com a hidrolise) ¢ removida e observa-se pouca perda da atividade enzimatica.
Esses resultados estdo coerentes com os relatados por Balasingham et al., (1972), citado por
Souza, (2007b), que mostram uma perda de 24% na atividade recuperada ap6s a dialise. Essa
perda deve ser devido a retirada de pequenas moléculas presentes no meio de cultivo que
interagem com a enzima e auxiliam-na a proteger a sua estrutura terciaria, bem como
adsor¢do de PGA na membrana. Esse ultimo fator deve ser reduzido ao se operar em grande
escala e ndo ¢ preocupante.

Apesar do alto grau de purificacdo atingido nas etapas de ultrafiltracdo e didlise
quando soro hidrolisado foi utilizado, ¢ importante a busca por uma metodologia com menor
nimero de etapas e maior eficiéncia de purificagdo para reducdo de custos e aumento da

viabilidade econdmica do processo em estudo neste trabalho.
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5.1.1.2 Purificacdo de PGA de B. megaterium por Adsorc¢ao Ionica e de
afinidade

Estudos anteriores foram realizados por Pinotti, (2003) para a adsor¢ao idnica
de penicilina G acilase, comparando-se enzima produzida por B. megaterium (extra-celular) e
por E. coli (intra-celular) em leito fixo e expandido. O meio de cultivo de B. megaterium
continha soro integral. A técnica mostrou melhores resultados para a enzima de E.coli,
possivelmente devido a alta interferéncia das proteinas de soro presente no caldo fermentativo
de B. megaterium, que continha soro integral. A técnica foi utilizada diretamente no caldo
fermentativo, ap6s separacdo do microrganismo. Possivelmente, uso de soro hidrolisado e/ou
de ectapas anteriores de ultrafiltragdo/diafiltracio em membranas antes da adsor¢do idnica
poderia melhorar o nivel de purificagdo da enzima. Contudo, decidiu-se reduzir o numero de
etapas no processo de purificacdo e assim buscou-se um suporte de afinidade que permitisse a
adsorc¢ao seletiva de PGA.

Um bom suporte de afinidade requer a ligagao ao suporte de uma molécula que
interaja forte e seletivamente com a enzima a ser adsorvida. Vieira, (2003), estudou a inibi¢do
de penicilina G acilase por aminoacidos aromaticos, pois a grande afinidade de PGA pelo
grupo fenil era fato ja conhecido a época e pretendia-se utilizar a enzima PGA imobilizada em
suporte insolivel para atrair aminoacidos contendo esse grupo, especialmente fenilalanina.
Nesse estudo foi verificado haver forte inibigdo da enzima por fenilglicina, fenilalanina e
triptofano. Esses aminoécidos foram, pois, ligados covalentemetne a agarose ativada com
grupos glioxil e testados para selecdo de qual deles tinha maior capacidade de adsorcdo de

PGA.

5.1.1.2.1 Selegao do agente de afinidade

Os trés suporte de afinidades obtidos foram avaliados quanto a capacidade de
adsorc¢do seletiva de PGA presente em caldo fermentativo gerado a partir do cultivo de B.
megaterium utilizando como nutriente o soro de queijo integral ou soro de queijo hidrolisado,
para se verificar a influéncia dessa variavel na adsor¢ao.

A adsor¢do foi realizada a pH 9 e temperatura de 25 °C, em estufa de
hidridizacdo da Marconi, modelo MA 430/RI. Os resultados obtidos estdo apresentados nas

tabelas 5.3 e 5.4, para soro integral e hidrolisado, respectivamente.
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Tabela 5.3: Proteina e atividade enzimatica medida no sobrenadante durante adsorcio de PGA presente
em caldo fermentativo onde foi utilizado na composi¢io do meio de cultivo soro em pé integral (19,6 g/L).
Atividade inicial no caldo: 35,7 = 0,6 U NIPAB/mL. Proteina inicial: 0,41 £ 0,03 mg/mL. Atividade
especifica inicial: 87,1 U NIPAB/mg de proteina, pH 9.

Ligante | Atividade enzimatica | Concentragdo proteina| Atividade especifica
U NIPAB/mL (mg/mL) U NIPAB/mg proteina
Triptofano 12,1 0,36 + 0,04 33,6
Fenilglicina 28,0 0,42 + 0,03 66,7
Fenilalanina 26,1 0,43 + 0,03 60,7

Tabela 5.4:Proteina e atividade enzimatica medida no sobrenadante durante adsorcio de PGA presente
em caldo fermentativo onde foi utilizado na composicio do meio de cultivo soro em po (19,6 g/L)
hidrolisado com protease antes do cultivo. Atividade inicial no caldo : 15,1 + 1,4 U NIPAB/mL. Proteina
inicial: 0,22 + 0,06 mg/mL. Atividade especifica inicial: 68,8 U NIPAB/mg de proteina, pH 9.

Agente de | Atividade enzimadtica |[Concentracdo proteina | Atividade especifica
ativacao U NIPAB/mL (mg/mL) U NIPAB/mg proteina
Triptofano 6,6 0,17 £0,05 38,8
Fenilglicina 12,7 0,19+ 0,04 66,8
Fenilalanina 12,8 0,19+ 0,02 67,4

Como as condi¢des de adsor¢do foram idénticas para os trés suportes utilizados
a inativagdo de PGA nas condi¢des de adsorcdo ndao foram consideradas nesta etapa do
trabalho.

Os resultados da purificagdo nos suportes de afinidade descritos acima
mostram que a modificagdo quimica da agarose usando triptofano apresenta maior eficiéncia
na adsor¢ao de PGA. Houve também queda na capacidade de adsor¢ao do suporte quando a
enzima foi produzida com soro hidrolisado, indicando haver intera¢do do suporte com outros
grupos cuja concentracdo deve ser maior no soro hidrolisado. A Figura 5.2 mostra uma

analise qualitativa do desempenho de cada suporte na purificagdo de PGA.
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Figura 5.2: Eletroforese em gel de poliacrilamida 15%, SDS-PAGE, com revelacio em coomassie blue.
Coluna 1: marcadores de peso molecular; 2: caldo fermentativo inicial ultrafiltrado, com soro integral
(pH 8,8); 3: sobrenadante da adsorciao em agarose-fenilalanina; 4: sobrenadante da adsorc¢io em agarose-
fenilglicina; 5: sobrenadante da adsor¢io em agarose-triptofano; 6: sobrenadante da dessorcio em
agarose-fenilalanina; 7: sobrenadante da dessorcio em agarose-fenilglicina; 8: sobrenadante da dessorc¢ao
em agarose-triptofano.
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O gel agarose-aminodcido contendo PGA adsorvida foi submetido a um
tratamento com tampao de ruptura e analisado através de eletroforese (coluna 6-8). Em todos
os sobrenadantes observou-se a presenca da subunidade f da PGA, porém, maior intensidade
da banda foi observada no sobrenadante do gel agarose-triptofano (coluna 8). Este resultado ¢
confirmado pela maior reducdo na atividade enzimdtica no sobrenadante durante o
experimento de adsor¢do em agarose triptofano, comparada aos géis agarose-fenilglicina e

agarose-fenilalanina (Tabelas 5.3 ¢ 5.4).

Apo6s a sele¢do de agarose-triptofano como melhor suporte de afinidade, o
mesmo foi submetido a caracterizagdo por infravermelho para confirmar a ligacdo de grupos

de afinidade na superficie da agarose.

5.1.1.2.2 Caracterizagao do suporte agarose-triptofano por infravermelho

A caracterizacdo por infravermelho foi realizada monitorando-se cada etapa da
modificacdo quimica do gel agarose com o objetivo de confirmar a formagdo dos grupos
ativos (RODRIGUES et al., 2007). A Figura 5.3 apresenta os graficos obtidos para a analise
do suporte em cada etapa da ativagao.

Na primeira etapa de ativago (Figura 5.3a) a presenca de bandas em 3422 cm’

indicam a presenca de deformacao axial de grupos —OH presentes na agarose, e as bandas em
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1627 cm™ sdo referentes a deformacéo axial C=0, indicando que houve a formagio de grupos
aldeidos na superficie do suporte.

Na segunda etapa de ativacdo (Figura 4.3b) a presenca dos grupos aminos foi
confirmada pelo surgimento de bandas em 3420 cm™ (deformagio axial -NH) e em 1637 cm™
(deformagio angular —N-H). Além disso, também foi observada uma banda em 2920 cm™
referente a deformacao axial -CH (cadeia hidrocarbdnica).

Na penultima etapa de ativacdo (Figura 4.3c) observam-se novamente bandas
referentes a aldeidos (1645 cm™ = deformagdo axial C=0), e por ultimo (Figura 4.3d)
observa-se o surgimento de bandas que confirmam a ligacdo do aminoacido aos aldeidos na

superficie da agarose (1648 cm™ = deformacio axial C=0 de 4cido carboxilico).

Figura 5.3:Espectro de absorciao em infravermelho de agarose modificada quimicamente: (a) Agarose-O-
CH2-CHO (agarose-glioxil); (b) Agarose-O-CH2-CH2-NH-(CH2)2-NH2 (agarose-amino); (c) Agarose-O-
CH2-NH-(CH2)-N= CH-(CH2)3-COH (agarose-amino glutaraldeido); (d) (d) agarose amino-
gluataraldeido-triptofano.

A Figura 5.4 apresenta a estrutura quimica final do suporte de afinidade

selecionado para realizar o processo de purificacao de PGA em caldo de cultivo.
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Figura 5.4: Estrutura quimica do suporte de afinidade agarose-triptofano.

Além da analise por infravermelho, observou-se mudanga na coloragao do
suporte apoOs reagdo com triptofano, esta mudanca na coloracdo era esperada visto que
triptofano reage com aldeidos em condigdes suaves de pH e temperatura, gerando compostos
coloridos (HERRAIZ et al., 2003). A ligagdo de triptofano poderia ser feita apos a formagao
dos grupos glioxil, entretanto a geracao de bragos espacadores € necessaria para ligantes de
baixa massa molecular para aumentar sua acessibilidade e permitir a interagdo com as

moléculas adsorventes (FITTON et al., 2001; SANTARELLI et al., 2000).

Os espectros de absor¢ao no infravermelho confirmam a ligagdo dos agentes de
afinidade a superficie da agarose, entretanto, outros fatores devem ser considerados para que o

suporte de afinidade apresente elevadas seletividade e capacidade de adsor¢ao de PGA.

5.1.1.2.3 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Suporte Agarose-Triptofano

A concentragdo do triptofano na superficie do suporte deve ser rigorosamente
controlada, pois a elevada hidrofobicidade desta molécula associada a elevadas concentragdes
desta na superficie da agarose podem interferir na adsor¢cdo de PGA, por gerar impedimento
estérico ou atrair outras moléculas com forte afinidade por superficies hidrofobicas. A Figura
4.5 apresenta um esquema de dois suportes com diferentes graus de ativacdo. Em baixa
concentragdo do agente de afinidade (Figura 5.5b) ocorre maior espagamento entre os anéis

hidrofébicos do triptofano e o micro ambiente hidrofilico na agarose € preservado.
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Figura 5.5: Esquema de suporte de afinidade. (a) com elevada concentracido de grupos de afinidade; (b)
com baixa concentracio de grupos de afinidade.
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O preparo do suporte de afinidade envolve varias etapas de ativacdo e o
controle da concentragdo de grupos de afinidade pode ser realizado na etapa de oxidagdo de
grupos gliceril a glioxil, ou seja, etapa de oxidagdo com periodato de sodio da agarose
previamente ativada com glicidol. Neste trabalho, as condi¢des reacionais foram realizadas de
modo a se obter ativagdo maxima, pois em cada uma das cinco etapas de ativacdo ocorrem
perdas de reagentes (ligado ao suporte ou em solugdo) reduzindo assim a concentragdo de
grupos de afinidade no suporte. Por exemplo, a ligagdo de triptofano a agarose-glutaraldeido
ocorre a pH 10 e nesta condicdo de pH, moléculas de glutaraldeido ligadas ao suporte podem
sofrer degradacgao.

Para o caldo fermentativo utilizado neste trabalho os resultados da purificagdo
obtidos nesta condi¢do de ativagdo sdo satisfatorios. Contudo, acredita-se que a etapa de
ativacdo do suporte de afinidade ainda pode ser otimizada, levando a fatores de purificagdo
maiores e que deverd, portanto, ser tema de trabalhos futuros.

Outra caracteristica importante para o suporte de afinidade ¢ que seu brago
espacador ndo possa interagir com moléculas do meio. Portanto, o mesmo niao pode
apresentar cargas ou carater hidrofobico. Um brago espagador ideal para os objetivos deste
trabalho deve ser hidrofilico e suficientemente longo para permitir facil interacdo entre o sitio
de ligacdo da enzima e o agente de afinidade na superficie do suporte.

O suporte de afinidade utilizado neste trabalho apresenta trés grupos os quais
estdo ionizados nas condi¢des de pH utilizadas para adsor¢ao (Figura 5.6). As aminas
secundarias presentes no braco espacador apresentam valor de pK aproximadamente igual a
10,0 (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1993) e o grupo carboxila tem pK aproximadamente
igual a 2,4. Isto significa que na faixa de pH utilizada para adsor¢do (5-9) todos esses grupos
estdo na forma ionizada. Entretanto, como o caldo de cultivo contendo PGA é um meio
complexo com elevada concentracdo de sais, a interacdo i0nica entre as proteinas e o suporte

sdo minimizadas, favorecendo a interagdo de afinidade entre a PGA e o suporte.
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Virias estratégias de purificacdo de PGA foram investigadas utilizando o
suporte agarose-triptofano. Os itens seguintes apresentam os resultados obtidos para o efeito

de pH, temperatura, tipo de caldo fermentativo e presenga de inibidores durante a adsorg¢ao.

5.1.1.2.4 Adsorcdo em Agarose-Triptofano

5.1.1.2.4.1 Seletividade na Adsorciao de PGA

Os resultados apresentados nas tabelas 5.3 € 5.4 mostram que h4 maior reducao
da atividade especifica no caldo fermentativo quando a adsorcao foi feita em agarose-
triptofano, entretanto, ainda se observa atividade enzimatica no caldo fermentativo ao finaldo
processo. Isso significa que nem toda PGA foi adsorvida. Considerando que a concentragdo
de PGA ¢ muito baixa em relacdo a concentragdo das demais proteinas presentes, ou seja, que
a quantidade de PGA presente no caldo fermentativo ndo seria suficiente para saturar o
suporte de afinidade nas condi¢des de adsorcdo (aproximadamente 4 mg de proteinas totais
por g de suporte) podemos afirmar que o suporte de afinidade também adsorve outras
proteinas. Entretanto, a adsor¢do dessas outras proteinas ¢ devida, provavelmente as
interacdes hidrofobicas, enquanto PGA deve interagir com o ligante também ou unicamente
através de seu sitio ativo. Segundo Santarelli, (2000), a interagdo da PGA com moléculas
hidrofébicas pode ser classificada como pseudo-afinidade, pois a PGA interage com estes

ligantes através de sua regido hidrofobica proxima ao sitio ativo (SANTARELLI et al., 2000).

Visando obtencao de dessorc¢ao seletiva de PGA foram utilizadas trés solucoes
de eluicdo: solucao de penicilina 40 g/L, solugdo etanol-dgua 30% v/v e solucdo de triptofano
40 g/L. O sobrenadante foi submetido a uma andlise de eletroforese e os resultados sdo

apresentados na Figura 5.6.
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Figura 5.6: Eletroforese dos ensaios de dessor¢io em gel poliacrilamida 15% . Linha 1: B.S.A.; 2: Dessor¢io
com soluciio de penicilina; 3: Dessor¢ao com solucio de triptofano; 4: Dessorcio utilizando solucio etanol-agua.

Observou-se que somente a solugdo de triptofano foi eficiente para a dessor¢ao
de PGA (linha 3). A ndo dessor¢do com solucdo de penicilina G, substrato natural da enzima e
que possui, portanto, afinidade maior que triptofano pela enzima, indica que a ligagdo de PGA
ao suporte deve estar ocorrendo por dois mecanismos, o de afinidade e o de interacdes
hidrofobicas. Resultados semelhantes foram obtidos por outros pesquisadores que verificaram
que solugdes de efetores como penicilina G, penicilina V, acido fenilacético e acido 6-
aminopeniclanico ndo foram eficientes para dessor¢do de PGA em suporte de afinidade e
também atribuiram este fato a ocorréncia de adsorcao de PGA por interacdes hidrofobicas

(FITTON et al., 2001).

Nao foi possivel determinar o valor da atividade recuperada ao final do
processo de purificagdo, visto que a enzima estava associada ao inibidor em solucdo. A
retirada do inibidor constitui-se assim em nova etapa a ser estudada neste processo. Uma vez
que a PGA sera utilizada industrialmente na forma de enzima imobilizada, sendo que essa
imobilizacdo sempre ocorre na presenca de inibidor para proteger o sitio ativo da enzima, a
solucdo contendo PGA/triptofano podera ser utilizada diretamente na imobilizagcdo. Apds
imobilizagdo da enzima, lavagem com forg¢a idnica adequada podera deslocar esse inibidor, tal
qual ocorre com a tradicional imobiliza¢ao usando acido fenilacético como inibidor/protetor

(GUISAN, 1988).

As consideragdes acima conduziram a uma nova estratégia de purificagdo a ser

investigada. Visto que parte das proteinas e pequenos peptideos indesejados adsorvem no
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suporte de afinidade, seria interessante usar uma condicdo de adsor¢do em que essas
impurezas adsorvessem ¢ PGA permanecesse em solucao, o que seria possivel ocupando-se o
sitio ativo da enzima com outro inibidor para que ela ndo pudesse se ligar ao triptofano na
superficie do suporte. A molécula selecionada deveria interagir com PGA e depois ser
facilmente removida para que a méxima atividade fosse recuperada ao final do processo de
purificacdo, o que sabidamente ocorre com &cido fenil acético durante o processo de

imobilizacao de PGA.

5.1.1.2.4.2 Adsorc¢ao de PGA na Presenca de Acido Fenilacético

Para avaliar o efeito da presenca de acido fenilacético (AFA) na eficiéncia do
processo de purificagio de PGA, foi realizado um ensaio de adsor¢do nas condig¢des
previamente estabelecidas, adicionando AFA ao caldo fermentativo na concentracdo de 100
mM. Nesse ensaio a atividade enzimatica foi determinada pela hidrolise de penicilina G
utilizando o método desenvolvido por Balasingham et al., (1972). Os resultados obtidos sao

apresentados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5: Dados da atividade enzimitica e concentracio de proteina no sobrenadante de caldo
fermentativo apds adsorcio em agarose-triptofano na presenca de AFA a pH 9,0.

Atividade Concentragao Atividade
Amostra enzimatica proteina especifica
U ppap/mL (mg/mL) U ppap/mg proteina
Caldo 0,268 0,300 0,893
fermentativo
Caldo
fermentativo apos 0,161 0,117 1,376
adsor¢ao

Estes resultados mostram que essa estratégia de adsor¢do reversa (PGA ¢
mantida no sobrenadante enquanto as proteinas indesejadas sdo adsorvidas) teve sucesso, pois
observamos aumento da atividade especifica no caldo apds adsor¢do em agarose-triptofano.
Esse resultado nos animou a investigar outras varidveis que pudessem favorecer a adsor¢ao de
impurezas, mantendo PGA no sobrenadante com maior grau de pureza e valor de atividade
recuperada. Foi investigado inicialmente o efeito do pH na adsorcdo das proteinas e a

capacidade de adsor¢ao do suporte.
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5.1.1.2.4.3 Efeito do pH na Adsorcao de Proteinas

Todos os experimentos anteriores foram realizados no pH do caldo
fermentativo onde PGA foi produzida por B. megaterium (= 9,0). Para verificar o efeito do pH
na adsor¢ao de proteinas, testes de adsor¢do foram realizados a pH 5,0 na presenga e na
auséncia de AFA. A Tabela 5.6 mostra a variagao no fator de purificacado em fun¢do do pH e

presenca de AFA.

Tabela 5.6: Resultados da adsor¢do de proteinas em agarose-triptofano a 15 °C, por 60 min.

pHS
pH S (AFA) pHY
q*
(mg proteina/g adsorvente) 8,84 18,0 6,04
Atividade especifica no s’()brenadante 7.17 581 287
(U/mg de proteina)
Rendimento de adsorcao
(% de proteina adsorvida) 46,1 76,0 22,6
Fz}tor - a 1,69 4,14 121
de purificacio

* O fator de purificagdo foi calculado dividindo-se a atividade especifica (U/mg de proteina) medida
antes da purificacdo pela atividade especifica medida ap6s a purificagao.

Uma analise mais detalhada do efeito do pH sobre a adsor¢do de proteinas ¢

apresentada no grafico da Figura 5.7.
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Figura 5.7:Efeito do pH na adsorcio de proteina presentes em caldo fermentativo. Adsorc¢ao por 4h a 4°C
em agitacio orbital em gel agarose-triptofano na presenca de AFA.
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A redugdo nos valores de pH do caldo fermentativo conduz a aumento
significativo da quantidade de proteina adsorvida em agarose-triptofano até¢ pH 5. Valores de
pH menores que 5 ndo foram investigados devido a rapida inativagdo de PGA nestas

condigoes.

A pH 5, por exemplo, as proteinas apresentam grupos superficiais carregados
positiva e negativamente, o0 mesmo ocorre com o suporte. Isto faz com que interagdes

eletrostaticas rapidamente sejam estabelecidas entre as proteinas e o suporte.

As proteinas presentes no caldo fermentativo apresentam ampla faixa de ponto
isoelétrico (4,8 a 9,6) e diferentes tamanhos moleculares (14 a 50 kDa), sendo, portanto,
dificil estabelecer uma condigdo 6tima para purificacdo de PGA por adsor¢ao das impurezas.
Entretanto, uma adsorcdo eficiente das proteinas ndo necessariamente ocorre no ponto
isoelétrico, pois arranjos espaciais favoraveis a adsor¢do podem ser obtidos em valores de pH

diferentes do ponto isoelétrico (KECILI et al., 2006).

Neste trabalho foi estabelecido o pH 5 para purificagdo de PGA, visto que esta
enzima apresenta boa estabilidade nesta condicdo e a eficiéncia de adsor¢do de proteinas ¢

maxima. No estudo seguinte foi investigada a capacidade de adsor¢do do suporte.

5.1.1.2.4.4 Capacidade de Adsorcao do Suporte

A capacidade de adsorcdo do suporte de afinidade e seu potencial de
reutiliza¢do sdo informacdes importantes para sua aplicagdo em processos economicamente
vidveis. Nesta etapa do trabalho, a capacidade de adsor¢cao do suporte foi investigada e os

resultados sdo apresentados na Figura 5.8.
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Porcentagem de proteina adsorvida em funcao do volume
caldo fermentativo oferecido
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Figura 5.8: Efeito do volume de caldo oferecido por grama de suporte na quantidade de proteina
adsorvida a pH 9,0.

Observa-se que aproximadamente 5,5 mg de proteina sdo adsorvidas por grama
de suporte, sem que ocorra saturagdo do suporte. Entretanto, foi observado que o percentual
de proteina adsorvida varia de 67% quando se oferece 4 mL caldo/g suporte para 32% quando
se oferece 120 mL. Ao aumentar o volume de caldo fermentativo 30 vezes, a quantidade de
proteina adsorvida s6 aumenta 14 vezes, o que implica reducdo da atividade especifica de
PGA no sobrenadante apos adsorcao das impurezas. Neste trabalho, a razdo utilizada nos

diversos experimentos ¢ de 20 mL caldo/g suporte.

A aparentemente baixa capacidade de adsorcdo pode ser explicada
considerando a composi¢do do caldo fermentativo (inimeros ions organicos e inorganicos €
compostos hidrofobicos) e a metodologia de quantificagdo de proteinas, método de Bradford,

a qual s6 detecta proteinas com tamanho molecular maior que 5 kDa.

A pH 5 vérias espécies encontram-se na forma ionizada. As espécies idnicas de
menor peso molecular se difundem mais rapido e, portanto adsorvem preferencialmente. Entre
as espécies i0nicas de baixo peso molecular estdo ions provenientes dos sais adicionados ao
meio de cultivo, os aminoacidos livres e pequenos peptideos. Estas moléculas ndo sdo
detectadas pelo método de Bradford, entretanto a remocdo destas impurezas pode ser
confirmada pela variacdo da cor do caldo fermentativo durante a adsor¢do. Os aminodacidos,
pequenos peptideos e outros compostos que conferem cor ao caldo fermentativo (MORR,

1993) sdo removidos, e o caldo clarificado apresenta cor levemente amarela apds adsorgao,
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enquanto o adsorvente torna-se consideravelmente escuro. A Figura 5.9 mostra fotos do caldo
fermentativo (9a) antes e apds a adsorcao e do adsorvente (9b) antes e apds a adsorcao.

Caldo ferment ativo Adsorvente

e I
»  Apos
1 adsorcdo

adsorcio

Figura 5.9: Caldo fermentativo e adsorvente antes e apds adsor¢io de proteinas em agarose-triptofano.
Adsorcio em pH 5.6, 4 mL caldo fermentativo/ g adsorvente, 4 °C.

5.1.1.2.4.5 Efeito da Temperatura na Adsorciao de Proteinas (Na presenca de AFA)

Para verificar o efeito da temperatura na quantidade de proteina adsorvida e
atividade recuperada de PGA, foram realizados ensaios de adsor¢do em 5, 15 ¢ 25 °C, os

resultados sdo apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7:Resultados da adsorcio de proteinas em agarose-triptofano a 15 °C, por 60 min.

Temperatura (°C) Atividade especifica no sobrenadante
(U/mg proteina)
5 11,0
15 50,8
25 26,2

Verificou-se que a quantidade de proteina que permanesce no sobrenadante
apo6s a adsor¢do ndo varia significativamente com a temperatura (~ 0,08 mg/mL), entretanto,
observa-se significante reduc¢do da atividade especifica no sobrenadante com a diminuicao da
temperatura de 25 para 5 °C. Aparentemente, a menor temperatura favorece a adsorcao de
PGA. Para verificar se uma temperatura intermediaria permitiria maior recuperacdo da
atividade enzimatica no sobrenadante realizou-se o experimento a 15 °C, obtendo-se uma
atividade especifica de 50,8 U/mg. Considerando-se que a atividade especifica inicial no
caldo fermentativo foi de 11,2 U/mg, esses resultados mostram que um fator de purificagdo de
4,5 foi atingido. Esse resultado ¢ melhor que o relatado na literatura, quando triptofano foi
utilizado como grupo de afinidade, no qual foi obtido um fator de purificacdo de 3 vezes

(FITTON et al., 2001).
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5.1.1.3 Conclusoes Parciais

Soro de queijo com proteinas hidrolisadas enzimaticamente (para redugdo do
tamanho das proteinas) como nutriente na produ¢do de PGA, facilita o processo de
purificagdo da enzima, visto que as moléculas pequenas sdo facilmente removidas por
filtragdo em membranas. Contudo, atingir graus elevados de pureza requer etapas de lavagem

(didlise) nas quais ocorrem perdas de atividade enzimatica significativas.

O desempenho de suportes de afinidade preparados com triptofano, fenilglicina
ou fenilalanina revelou como melhor grupo de afinidade o triptofano, o qual apresentou alta

eficiente de adsorcdo de PGA.

A purificacdo de PGA utilizando agarose-triptofano como adsorvente pode ser
realizada utilizando duas estratégias diferentes: adsorcdo de proteinas totais seguida de
dessor¢do seletiva de PGA ou adsorcao reversa, na qual a PGA ¢ mantida no sobrenadante

com AFA ligado ao sitio ativo, enquanto proteinas, peptideos e aminoacidos sdo adsorvidos.

A dessorgdo seletiva de PGA s6 ¢ possivel quando se utiliza solugdo de
triptofano, o que mostra que a interagdo de PGA com o suporte ocorre principalmente por
afinidade. Imobilizacdo de PGA ligada ao triptofano pode ser realizada para permitir a
posterior eluicdo desse inibidor, que também atuard como protetor do sitio ativo durante a

imobilizacao.

A adsorcao a pH 5 ¢ eficiente para clarificar o caldo fermentativo, pois permite
a remoc¢do de grande quantidade de moléculas pequenas, como aminoacidos e pequenos
peptideos e algumas proteinas. As possiveis interagdes nesta condicdo de adsor¢do sdo
hidrofébicas e ib6nica. Entretanto, PGA também pode ser adsorvida por interagdes
hidrofobicas, pois sua composicdo de aminoacidos revela abundancia de triptofano,
fenilalanina e tirosina, os quais sdo doadores de elétrons e conferem a enzima alta capacidade

de interagir com grupos hidrofobicos (KECILI et al., 2006; FITTON et al., 2001).

A clarificag¢do do caldo fermentativo na presenca de acido fenilacético permitiu
a obtencao de PGA quatro vezes mais pura que a PGA presente em caldo fermentativo bruto
de B. megaterium. Este fator de purificacao obtido (4,0) ¢é aparente, visto que as moléculas
pequenas removidas pelo adsorvente ndo foram quantificadas pelo método de analise utilizado
neste trabalho para monitorar a eficiéncia de adsor¢ao (Método de Bradford). Portanto, o nivel

de purificagdo de PGA atingido neste trabalho, utilizando uma metodologia que envolve uma
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etapa (adsorgdo reversa), ¢ satisfatorio para posterior aplicacdo desta enzima em processos de

imobilizacao, para obtencao de catalisadores industriais.

A estratégia para imobilizagdo da PGA de B. megaterium foi investigada
paralelamente ao estudo de purificagdo utilizando como enzima modelo a PGA de E. coli. A
utilizagdo desta enzima para o estudo de imobilizacdo ¢é possivel devido a elevada semelhanga
entre as duas enzimas. Portanto, o protocolo desenvolvido ¢ util para a imobilizacao de ambas
as enzimas. As estratégias investigadas para obtencdo de um biocatalisador altamente estavel

sdo descritas no item a seguir.

5.1.2 Imobilizagéo/Estabilizagcdo da PGA de E. coli

A estabilizacdo de uma enzima através de sua imobilizacdo por ligagdo
covalente em matriz solida depende das propriedades quimicas e fisicas tanto da enzima

quanto do suporte.

A enzima de estudo (penicilina G acilase — PGA) ¢ constituida de duas
subunidades, seu peso molecular ¢ de aproximadamente 90 kDa e possui dimensdes de 70
Ax50 A x55 A. Esta enzima na sua forma nativa apresenta baixa estabilidade frente a
temperatura (perda brusca de atividade enzimatica acima de 40 °C) e pH (rapida perda de

atividade em pH <5 e >8) (CHONG et al., 2004; ELDIN et al., 2000; KAZAN et al., 1995).

A agarose apresenta propriedades fisicas e quimicas que a tornam um excelente
suporte para imobilizagdo de enzimas. Entre elas destaca-se a presenca de grupos hidroxilas
que podem ser facilmente ativados. A ativacdo consiste de ligar a superficie da agarose os
grupos aldeidos que sdo capazes de interagir facilmente com grupos aminos das lisinas da
enzima, os quais sdo abundantes na maioria das proteinas. PGA apresenta 41 grupos aminos,
favorecendo, portanto, a estabilizacdo desta macromolécula através de sua interacdo com os

grupos aldeidos na superficie da agarose (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005).

Apesar das caracteristicas favoraveis para imobilizagdo de PGA em agarose,
existem muitos fatores que podem ser otimizados para que a estabilizacdo da enzima seja
maxima. Os itens descritos abaixo apresentam os resultados obtidos da investigagdo do efeito
de alguns destes fatores, como por exemplo, tamanho da fibra, presenga de aditivos, pH e

tempo de imobilizagdo nas propriedades finais de PGA imobilizada.
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5.1.2.1 Efeito do Tamanho da Fibra na Imobilizacao/Estabilizacio de PGA

A estabilizacdo de PGA através da imobilizacdo em uma matriz solida depende
das interacdes entre a superficie da enzima e a superficie do suporte. A maioria das enzimas
apresenta estrutura globular, entretanto, essa estrutura ¢ mantida através de interagdes fracas,
como por exemplo, a ligacdo de hidrogénio, portanto a enzima pode rearranjar-se para
interagir com a superficie do suporte. Todavia, o desdobramento da enzima para ligar-se ao
suporte ndo ¢ suficiente para garantir a eficiéncia do processo de imobilizagdo. A area
superficial disponivel do suporte para que a enzima possa efetuar as multiplas ligagdes

covalentes ¢ fundamental para que esta intera¢ao seja maxima.

A estrutura do suporte, ao contrario da enzima, ndo sofre desdobramento para
interagir com outras superficies. Os suportes de estudo deste trabalho sao particulas formadas
por fibras entrecruzadas, as quais apresentam diferentes tamanhos (espessura), e sobre as

quais a enzima ¢ acoplada através de ligagdes covalente.

Fibras de tamanho grande sdo ideais para que a enzima possa acoplar-se, pois a
superficie se assemelha a um plano, e este formato da superficie da matriz s6lida viabiliza um

maior numero de interagdes entre a enzima e o suporte.

O efeito do tamanho da fibra sobre a cinética de imobilizacdo de PGA pode ser
visualizado nos graficos apresentados na Figura 5.10, onde esta enzima ¢ imobilizada em
suportes de fibras de grande espessura (agarose 10%), pequena espessura (Toyopearl) e um

tamanho intermediario (agarose 2%).
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Figura 5.10:Cinética de imobilizacio de PGA em suportes com diferentes tamanhos de fibra. (m)
Toyopearl; (o) Agl0%; (A) Ag 2%.
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Observou-se que a imobilizagdo em agarose 2BCL e 10BCL ocorreu mais
rapidamente que a imobilizacdo de PGA em toyopearl. A pequena espessura das fibras do
suporte toyopearl pode levar a formagdo de redes mais fechadas e consequentemente
dificultam a entrada de PGA nos poros desta particula. Outro fator importante que pode ter
influenciado na velocidade de imobilizagdo de PGA em Toyopearl é o grau de ativagdo que se

pode atingir neste suporte.

A influéncia do tamanho da fibra mostrou-se ainda mais pronunciado quando
se investigou a estabilidade térmica dos derivados. A Figura 5.11 apresenta as curvas de

inativagdo de derivados preparados em suportes com diferentes tamanhos de fibra.
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Figura 5.11: Curvas de inativacdo para PGA imobilizada em suportes com diferentes tamanhos de fibra a
65°C e pH 7. (m) Toyopearl; (A) Ag2%; (o) Agl0%.

A estabilizacdo de PGA frente a agentes que causam sua distor¢cdo depende
fortemente do nimero de ligacdes que sdo efetuadas entre esta enzima e o suporte. Entretanto,
este numero de ligacdes depende do tamanho da fibra utilizada para a imobilizag¢ao. Portanto a
estabilizacao de PGA ¢ fun¢ao do tamanho da fibra do suporte.

Os resultados apresentados no grafico da Figura 4.12 representam claramente
este efeito, visto que derivados preparados em agarose 10BCL (maior tamanho de fibra)
apresentam maior estabilidade frente a temperatura, enquanto derivados preparados em
toyopearl apresentam a menor estabilidade térmica, certamente devido ao menor tamanho de
fibra deste suporte. O derivado preparado em agarose 2BCL apresenta perfil de inativagao
intermediario, visto que as fibras deste suporte sdo maiores que as fibras de toyopearl e

menores que as fibras da agarose 10BCL.
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5.1.2.2 Estudo da Modificacdo da Agarose com Diferentes Grupos
Funcionais para Imobilizacao/Estabilizacio de PGA

5.1.2.2.1 Presenca de Grupos Didis e Glicina

Para obter o maximo numero de ligagdes possiveis entre a PGA e a agarose
glioxil (agarose com grupos aldeido provenientes da ativacdo com glicidol ou epicloridrina), a
ativacao deste suporte ¢ realizada com excesso do reagente de ativagdo, para garantir o
nimero maximo de grupos ativos na superficie do suporte. Entretanto, a quantidade de grupos
ativos (aldeidos) por area de suporte pode ser controlada através da oxidagao dos grupos didis
com periodato de sodio.

Se a oxidagdo ¢ realizada de modo parcial, além do efeito de reducdo da
quantidade de grupos ativos, ainda poderia haver diminui¢do no nimero de intera¢des entre a
enzima e o suporte devido a efeitos de impedimento estérico. Este efeito pode ainda ser
verificado, realizando a oxidacao total dos grupos didis e bloqueando parcialmente os grupos
aldeidos formados com moléculas que contém grupos aminos. A Figura 5.12 apresenta a
estrutura quimica dos diferentes suportes preparados para investigar o efeito de impedimentos

estéricos durante a imobiliza¢ao de PGA.
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Figura 5.12: Estrutura quimica de suportes para imobilizacio de PGA - a) Agarose-Glioxil (glicidol ou
epicloridrina), b) Agarose-Glioxil (epiclodrina) parcialmente oxidado; c) Agarose-Glioxil (epiclodrina)
totalmente oxidado e parcialmente bloqueado com Glicina.

O efeito da presenca de outros grupos funcionais na superficie da agarose,

sobre a estabilidade térmica dos biocatalisadores ¢ apresentado na Figura 5.13.
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Figura 5.13:Curvas de inativacdo térmica a 65°C e pH 7 de PGA imobilizada em agarose glioxil (AgGx)
com diferentes graus de ativacio e contendo diferentes grupos funcionais. () AgGx (glicidol = 200 umol
aldeido/g suporte); (¢) Gx total(236umol aldeido/g suporte); (m) Gx parcial(170 umol aldeido/66 umol
didis por g suporte); (A) Gx Glicina (236umol aldeido/g suporte antes de bloqueio com glicina);



INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 74

As curvas de inativacdo de PGA imobilizada apresentados na Figura 5.13
mostram que somente o bloqueio de aldeidos com grupos glicina exerce um efeito negativo
sobre a estabilidade térmica dos biocatalisadores. Esse efeito pode ser devido ao maior
volume do grupo glicina comparado ao volume dos grupos didis. Além do efeito de
impedimento estérico a falta de controle na quantidade de grupos glicina ligados ao suporte
pode ter diminuido drasticamente a quantidade de aldeidos na agarose. Portanto, faz-se
necessario a determinacdo da quantidade de glicina ligada ao suporte, para atribuir o efeito da
perda de estabilidade somente ao impedimento estérico.

Deste estudo foi possivel concluir também que a ativagdo da agarose tanto com
glicidol quanto com epicloridrina resulta em derivados imobilizados igualmente estaveis

termicamente.

5.1.2.2.2 Presenca de Grupos Epoxidos

A presenca de grupos funcionais distintos de aldeidos pode apresentar efeito
negativo ou positivo sobre a imobilizagdo/estabilizacdo da PGA. Por exemplo, a dupla
ativacdo de agarose com grupos glioxil e epoxidos pode favorecer o aumento no numero de
ligagdes entre a enzima e o suporte e, consequentemente, aumentar a estabilidade dos
derivados. Os grupos epoxidos podem interagir com grupos amino, tidis e fenolicos da
enzima (MATEO et al., 2002).

A Figura 5.14 apresenta o suporte preparado pela ativacdo de agarose com
epicloridrina, a qual permite a obtencdo de dois grupos reativos na superficie da agarose
(epoxidos e aldeidos). Para avaliar o efeito da presenga dos grupos epoxidos sobre a
estabilidade térmica dos derivados e compara-lo com derivados imobilizados em suportes
contendo somente grupos aldeidos, o suporte agarose foi ativado com epicloridrina e obteve-
se agarose contendo grupos gliceris e epdxidos. Parte deste suporte foi diretamente submetido
a oxidagdo com periodato de sodio para obtencdo de suporte duplamente ativado com aldeidos
e epoxidos (Figura 5.14a). Outra parte foi submetida a hidrolise acida, para transformar todos
os epdxidos em grupos gliceris, os quais foram posteriormente oxidados com periodato de

sodio gerando o suporte ativado somente com aldeidos (Figura 5.14b).
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Figura 5.14: Esquema de agarose ativada com: a) aldeido/epéxido e b) aldeidos.

O efeito desta dupla ativacdo pode ser analisado no grafico da Figura 5.15.
Observa-se que os derivados imobilizados no suporte duplamente ativado foram mais estaveis
que o derivado contendo somente grupos aldeidos. Com o objetivo de favorecer a interagao
entre os grupos epoxidos e os grupos carboxilicos, apds a imobilizagdo completa de PGA
(desaparecimento de toda atividade no sobrenadante), o pH da suspensdo foi ajustado para 5,
e o derivado foi mantido sob agitacdo por trés horas. Ao fim da imobilizacdo, os epdxidos
remanescentes foram bloqueados com glicina e os aldeidos e bases de Schiff foram reduzidos
com borohidreto de sddio.

Aparentemente, o fato de diminuir o valor de pH favorece a intera¢do entre
enzima e suporte, visto que a atividade residual tende a manter-se constante entre 50 e 60 %,
indicando a formacdo de uma sub-populacdo de enzimas que apresentam maior grau de
estabilidade. Uma alternativa de aumentar esta interagdo seria iniciar a imobilizagdo em pH
5, para imobilizagdo através dos grupos epoxidos, ¢ em seguida elevar o pH para 10 para

favorecer a interagdo entre aminos e aldeidos.
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Figura 5.15: Curvas de inativacio térmica a 65°C, pH 7 de PGA imobilizada em agarose glioxil. (m)
AgEPI-PGA-pH10/pH5-Glicina; (o) AGEPI-PGA-pH10-Glicina; (A) AgGx (236 aldeido/g suporte).

A presenca dos grupos aldeidos ¢ fundamental para a imobilizagdo e
estabilizacdo da PGA, visto que a imobilizagdo desta enzima em suporte contendo somente
grupos epoxidos ¢ inviavel. Entretanto, quando o suporte contém, além dos grupos epdxidos a
presenca de grupos aminos a imobilizagdo de PGA ocorre, embora a velocidade de
imobilizacdo seja muito lenta. A interacdo de PGA com grupos epdxidos ¢ favorecida pela
presenca dos grupos aminos, 0s quais promovem a aproximacao desta enzima ao suporte

direcionando os grupos reativos da enzima para a interagdo com os epoxidos (MATEO et al.,

2003).

5.1.2.3 Imobiliza¢ao de PGA na Presenca de DL-Ditiotreitol (DTT)

5.1.2.3.1 Efeito do DTT na Estabiliza¢éo de PGA

Outra estratégia para estabilizagdo de PGA investigada neste trabalho foi a
utilizagdo do aditivo DTT. Este composto ja havia sido utilizado com o objetivo de estabilizar
a PGA em suportes contendo grupos oxirano (DHAL et al., 1985 citado por PARMAR et al.,
2000). A estabilizagdo adicional da enzima foi atribuida ao maior nimero de ligagdes entre a
enzima ¢ o suporte, devido a presenca DTT (ERARSLAN e GURAY, 1991 citado por

PARMAR et al., 2000), entretanto este mecanismo de estabiliza¢ao nao foi esclarecido.
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A imobilizagdo de PGA em agarose resulta em derivados de elevada
estabilidade (MATEO et al., 2007), entretanto a presenga de DTT durante a imobilizagao
desta enzima leva a producdo de derivados ainda mais estdveis frente a temperatura, pH e
solvente organico.

Nesta etapa do trabalho diferentes estratégias de imobilizagdo para descobrir o
mecanismo de estabilizagdo da PGA utilizando DTT foram utilizadas. Primeiramente, a
agarose glioxil foi mantida em contato com uma solu¢do de DTT (50 mM) e depois foi lavada
com agua em abundancia para remocdo deste aditivo. Em seguida este suporte foi utilizado
para imobilizagdo de PGA. O objetivo era verificar se o DTT poderia reagir com os grupos
aldeidos do suporte, reduzindo-os, entretanto testes com reagente de Schiff mostraram que os
aldeidos ndo sao reduzidos pelo DTT.

Outra estratégia utilizada foi imobilizar a PGA na presenca de DTT (50 mM).
E por ultimo, com o objetivo de verificar se o DTT estabiliza a enzima diretamente, este
aditivo foi adicionado numa concentragdo de 1 mM, a uma suspensdo de derivado que foi

submetida a inativagdo térmica, cujo resultado estad apresentado no grafico da Figura 5.16.
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Figura 5.16: Curvas de inativacio térmica a 65°C e pH 7 de PGA imobilizada: (m) em agarose glioxil; (A)
em agarose glioxil na presenca de DTT; (¢) em agarose glioxil previamente tratado com DTT(incubado

com solucdo de DTT, depois lavado com agua destilada); (e) em agarose glioxil com DTT 1mM durante a
inativagdo térmica.

Ao final da imobilizagdo nenhum dos derivados descritos anteriormente foi
reduzido com borohidreto de sédio como descrito no protocolo padrdo (item 3.2.14.1), visto
que este procedimento ¢ fundamental para estabilizacdo da enzima e o objetivo aqui era

verificar o efeito isolado do DTT na estabilizacdo. Observou-se que em todos os testes
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realizados utilizando DTT, a enzima mostrou-se mais estavel que o derivado preparado na
auséncia de DTT.

Apesar da lavagem exaustiva da agarose glioxil tratada com DTT, eliminando
o odor caracteristico deste composto, ¢ possivel que, mesmo em niveis muito baixos de
concentragdo, o DTT ainda haja promovido a estabilizagdo da PGA.

A adi¢do de DTT a uma suspensdo do derivado durante a inativagdo térmica do
mesmo também causa um efeito estabilizante da PGA, indicando que este aditivo pode
promover intera¢des intramoleculares. Entretanto, maior estabilidade foi observada quando
PGA foi imobilizada em agarose glioxil na presenca de DTT.

Acredita-se que o DTT pode atuar como agente redutor e a sua presenca
durante a imobilizagdo faz com que as bases de Schiff formadas, sejam imediatamente
reduzidas gerando ligacdes irreversiveis. Tais ligacdes seriam praticamente impossiveis de
ocorrer na auséncia de DTT, visto que esta ligagdo poderia ser desfeita para permitir que a
enzima se ligasse ao suporte através de outro ponto na sua superficie que exigisse menos
energia. Esta hipotese considera que a reatividade do DTT ¢ suficiente para reduzir as bases
de Schiff, todavia ndo danifica os grupos aldeidos da agarose. Com estes resultados conclui-se
que a estabilizacdo de PGA através do uso de DTT pode estar relacionada a interagdes

intramoleculares da PGA associada a reducgdo das bases de Schiff.

5.1.2.3.2 Avaliacéo do Efeito Redutor do DTT

O DTT poderia ser considerado um agente redutor fraco, ou seja, poderia atuar
na redugdo imediata das bases de Schiff formadas entre enzima e suporte, entretanto nao
reduziria os grupos aldeidos a hidroxilas.

O grafico apresentado na Figura 5.17 ilustra as curvas de inativagdo térmica
para derivados preparados na presenga de DTT a pH 10, reduzidos e ndo reduzidos com
borohidreto de sédio ao fim da imobilizagdo. Além disso, um derivado controle (PGA em
agarose glioxil, pH 10 sem DTT), nao reduzido foi preparado para comparar sua estabilidade

a estabilidade dos derivados preparados com DTT.
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Figura 5.17: Curvas de inativacio térmica a 65°C, pH 7. (e) imobilizacdo em agarose glioxil e derivado
nio reduzido ao final com NaBH,, (A)imobiliza¢do na presenca de DTT e derivado nio reduzido ao final
com NaBH,; (m) imobilizacio na presenca de DTT e derivado reduzido ao final com NaBH,.

Os resultados apresentados neste grafico mostram que a hipotese de reducao
das bases de Schiff pelo DTT nao ¢ totalmente verdadeira, visto que todos os derivados que
ndo foram reduzidos com borohidreto de so6dio sdo igualmente instdveis comparados ao
derivado reduzido, vale ressaltar que PGA imobilizada em agarose glioxil na auséncia de
DTT e reduzida ao final da imobilizagdo também se mostra bastante estavel, entretanto
quando este procedimento ocorre na presenga de DTT, o fator de estabilizacdo ¢ aumentado.
Entretanto, esta redu¢do pode ocorrer em um nivel que ndo se pode detectar neste teste de
inativacdo. Testes utilizando eletroforese podem demonstrar de maneira mais clara, se ocorre

reducdo de alguma fragdo das bases de Schiff formadas.

5.1.2.3.3 Efeito do DTT na Cinética de Imobilizacdo de PGA

Para compreender melhor o mecanismo de acdo do DTT na imobilizagao de
PGA, vérios testes foram realizados variando-se as condi¢des de imobilizacdo. Neste item
investigou-se a influéncia do DTT na cinética de imobilizacdo de PGA em diferentes valores
de pH.

Os resultados apresentados na Figura 5.18 mostram que a presenca de DTT

torna a velocidade de imobilizacdo ligeiramente mais lenta em pH 10. Nota-se também que a
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velocidade de imobilizagdo de PGA torna-se mais lenta a medida que o valor de pH diminui.

Entretanto, na auséncia de DTT a imobilizagao de PGA nao ocorre a pH 7.
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Figura 5.18: Cinética de imobilizacdo de PGA em agarose glioxil na presenca de DTT (50 mM). (m) pH 7;
(¢) pH8,5; (¢) pH 10; (A) pH 10 sem DTT.

Estes resultados reforcam a idéia de que parte das bases de Schiff formadas
entre a enzima e o suporte sdo imobilizadas e imediatamente reduzidas. Visto que a pH 7
somente 0os aminos terminais sdo capazes de reagir com os grupos aldeidos e que a ligagao
reversivel de PGA através de um unico ponto nao ¢ suficiente para manter a enzima presa ao

suporte.

5.1.2.3.4 Efeito do pH e Tempo de Imobilizacdo nas Propriedades de PGA
Imobilizada na Presenca de DTT

5.1.2.3.4.1 Influéncia do pH de Imobilizacdo no Rendimento e Atividade Recuperada

O efeito do DTT sobre a imobiliza¢do/estabilizacdo de PGA em agarose glioxil
esta fortemente associado ao pH de imobilizacdo. A Tabela 5.8 apresenta os valores de
rendimento de imobilizagdo, em termos de atividade, e os valores de atividade expressada
antes e apds a redu¢do com borohidreto de sddio dos derivados imobilizados. Observa-se que
o rendimento de imobilizacdo em pH 7 é menor que os valores obtidos com pH 8,5 e 10,
entretanto a atividade expressada antes da reducao ¢ significativamente maior comparada aos

valores obtidos em pH mais alcalino.
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Tabela 5.8: Valores de rendimento e atividade expressada para imobilizacoes de PGA em agarose glioxil
na presenc¢a de DTT a diferentes valores de pH.

oH Rendimento Atividade recuperada® Atividade recuperada
(%) antes da reduc¢do (%) apos reducao (%)
7 89,8 92,9 22,2
7-10° - - 21,3
8,5 98,7 55,0 16,8
8,5-10° - - 13,8
10 94,4 50,5 17,6

* Atividade recuperada: razdo entre a atividade medida no derivado e a atividade teoricamente
imobilizada (toda a atividade desaparecida do sobrenadante, exceto aquela desaparecida por inativagio).

® o pH inicial da imobilizagdo é 7 e ap6és 12 h o pH ¢ corrigido para 10 e o sistema é mantido por mais
12 h sob agitacao.

¢ 0 pH inicial da imobiliza¢do é 8,5 e apds 12 h o pH ¢é corrigido para 10 e o sistema é mantido por mais
12 h sob agitacdo.

Estes resultados de atividade expressada antes da reducdo podem estar
relacionados ao numero de ligacdes efetuadas entre PGA e agarose glioxil, o qual deve ser
menor em pH 7, minimizando a perda de atividade por mudancas conformacionais da enzima.
Outro fator que pode ter causado a perda de atividade dos derivados € a baixa estabilidade da
PGA em valores de pH acima de 8.

Todos os derivados apresentaram perdas de atividade significativas apos
reducdo das bases de Schiff. Isto ¢ visualizado nos baixos valores de atividade recuperada
(13,8 a2 22,2 %), sendo os derivados obtidos a pH 7 ou 7-10 ligeiramente mais ativos.

A estratégia de elevar o pH durante a imobilizag¢ao foi utilizada para aumentar
o numero de ligacdes entre a enzima € o suporte, apos a imobilizagdo através de uma regidao

especifica.

5.1.2.3.4.2 Influéncia do pH de Imobilizacao na Estabilidade Térmica

O efeito do pH de imobilizagdo na estabilizacdo da PGA pode ser visto no

grafico da Figura 5.19.
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Figura 5.19: Curvas de inativacio térmica a 65°C, pH 7 de PGA imobilizada em agarose glioxil na
presenca de DTT. (o) pH 7; (m) pH 7-10; (o) pH 8,5; (e) pH 8,5-10; (A) pH10; (A) pH 10 sem DTT.

O derivado obtido da imobilizagdo em pH 7 mostrou-se muito instavel
confirmando que ha pouca interagdo entre os grupos aminos e aldeidos nesta condi¢do de
imobilizacdo. Derivados mais estaveis sdo obtidos & medida que aumenta o valor de pH.

Dentro do intervalo de tempo investigado neste estudo, os derivados
preparados na presenca de DTT e que iniciaram a imobilizagdo com pH 7 e 8,5 e depois
foram elevados a pH 10, apresentam estabilidade equivalente ao derivado preparado em pH
10 na presenca de DTT. Para diferenciar estes derivados quanto a sua estabilidade, faz-se
necessario estudo de inativacdo em condi¢cdes mais drasticas, por exemplo, a 70°C. Este
estudo ¢ importante para verificar se a enzima estd sendo imobilizada por diferentes regides
de sua superficie em funcdo do pH. A imobilizacdo através da regido mais rica em lisinas

resultaria em um derivado com maior estabilidade a agentes que causam sua distor¢ao.
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5.1.2.4 Efeito combinado do pH e Tempo de Imobilizacido na Estabilidade
de PGA

5.1.2.4.1 Estabilidade Térmica

O numero de ligagdes entre a PGA e a agarose glioxil no processo de
imobilizacdo depende, entre outros fatores, do pH e do tempo de imobilizacdo. Na
imobilizacdo covalente multipontual as primeiras ligagdes sdo rapidas, mas a multi-interagao
requer tempo maior para que ocorra o devido alinhamento entre grupos reativos da enzima e
do suporte. Quando essa imobilizacdo € realizada em pH 10 (pH proximo ao pK dos grupos
aminos de lisina) a imobiliza¢do ocorre muito rapido e a estabilizagdo ¢ atingida em algumas
horas.

Entretanto se a imobilizagdo ocorre em valores de pH menores que 10, a
imobilizacdo torna-se muito lenta e a estabilizacdo pode ndo ocorrer, mesmo em presenca de
DTT. Os graficos da Figura 5.20 apresentam as curvas de inativagdo térmica de derivados

preparados em pH 7 e pH 8,5 e diferentes tempos de imobilizagao.
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Figura 5.20: Curvas de inativacido térmica a 65°C, pH 7 de PGA imobilizada em agarose glioxil na
presenca de DTT. (o) pH 7 ( 3 dias); (¢) pH 8,5 (7 dias); (w) pH 8,5 (1 dia); (A) pH 7 ( 7 dias).

Observa-se que o derivado preparado a pH 7 e incubado por trés dias (tempo
necessario para imobilizagdo) apresenta a mesma estabilidade térmica que o derivado
incubado por 7 dias neste mesmo pH. O mesmo comportamento ¢ observado para o derivado
preparado em pH 8,5. Estes resultados indicam que para cada valor de pH existe um niimero

possivel de ligagdes entre enzima e suporte, entretanto, a determinag¢ao do tempo em que este
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equilibrio ¢ atingido para cada valor de pH ¢ importante para obtencdo da méxima

estabilidade.

5.1.2.4.2 Estabilidade frente a solvente

Os derivados supracitados foram submetidos a inativacao frente a dioxano

(Figura 5.21) e apresentaram perfis de inativag¢do similares aos da estabilidade térmica.
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Figura 5.21:Curvas de inativacio de PGA imobilizada em agarose glioxil na presenca de DTT frente a
dioxano 70%, pH 7 e temperatura de 4°C. (o) PGA imobilizada a pH 7 por trés dias; (¢)PGA imobilizada
a pH 8,5 por sete dias; (m) PGA imobilizada a pH 8,5 por trés dias; (A)PGA imobilizada a pH 7 por sete
dias.

O tempo de incubagdo de trés dias ¢ suficiente para imobilizar toda a enzima
oferecida, entretanto testes mantendo a enzima incubada por sete dias foram realizados para
tentar aumentar o niumero de ligagdes entre a enzima e o suporte e desta maneira aumentar sua
estabilidade frente a agente distorcionante. Verificou-se que o tempo adicional na

imobilizacao ndo aumentou a estabilidade da enzima.
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5.1.2.5 Influéncia do pH de Imobilizacio Sobre a Estabilidade de PGA

5.1.2.5.1 Estabilidade frente a pH

A investigagdo da regido através da qual PGA ¢ imobilizada pode ser realizada
analisando-se os perfis das curvas de inativacdo frente a diferentes agentes distorcionantes.
O grafico da Figura 5.22 apresenta as curvas de inativagdo frente a pH 5 de

derivados de PGA preparados em diferentes valores do pH de imobilizagao.
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Figura 5.22: Curvas de inativacido a pH 5 e 67 °C de PGA imobilizada em agarose glioxil em diferentes
valores de pH. (¢) pH 7 na presenca de DTT; (A) pH 10 na presenca de DTT; (m) pH 7-10; (o) pH 10.

O perfil de inativagao destes derivados frente a pH 5 e 67 °C foi semelhante ao
perfil de inativa¢do destes mesmos derivados frente a pH 7 e 65°C. Ou seja, os derivados
obtidos na presenga de DTT em pH 7-10 ou 10 mostraram-se mais estaveis que o derivado
controle (preparado em pH 10 na auséncia de DTT). E, novamente, o derivado imobilizado
somente em pH 7 mostrou-se pouco estavel.

Neste experimento ndo foi possivel determinar qual derivado (pH 7-10 ou pH
10) ¢ mais estavel, visto que dentro do intervalo de tempo investigado nenhum destes
apresentou qualquer perda de atividade. Entretanto outros testes frente a solvente organico

foram realizados para tentar diferenciar estes derivados.
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5.1.2.5.2 Estabilidade Frente a Solvente

A 1inativa¢dao dos derivados de PGA obtidos em diferentes valores do pH de
imobilizacdo e na presenca de DTT apresenta perfis de inativacdo ligeiramente diferenciados
dos agentes distorcionantes supracitados. Neste caso, observa-se que o derivado imobilizado

inicialmente a pH 7 e levado a pH 10 € menos estavel que o derivado imobilizado diretamente

apH 10 (Figura 5.23).
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Figura 5.23: Curvas de inativacio frente a dioxano 70%, pH 7 e temperatura de 4°C de PGA imobilizada
em agarose glioxil: (m) a pH 10 na presenca de DTT; (A) a pH 7-10 na presenca de DTT; (o) a pH 10; (o)
a pH 7 na presenca de DTT.

Estes resultados indicam que a PGA pode estar sendo imobilizada por
diferentes regides da sua superficie, entretanto, outros testes de inativagdo térmica precisam
ser realizados para confirmar esta conclusao.

Até este momento, a imobilizagdo em pH 10, na presenga de DTT, resultou na
obtencdo de derivado imobilizado altamente estavel frente a temperatura, pH e solvente
organico. Entretanto a busca por derivados estaveis e com propriedades moduladas segue
sendo de grande interesse. Por isso, além da estabilizacdo, o desenvolvimento de derivados
com microambientes que favorecem a formacdo de um produto e inibe reagdes laterais
indesejadas ¢ atualmente objeto de estudo em muitos projetos de pesquisa. Neste trabalho,
foram preparados diferentes derivados de PGA, os quais futuramente podem ser aplicados em
estudos da sintese de antibioticos -lactamicos.

A busca deste microambiente pode alterar a estabilidade do derivado

imobilizado. As etapas seguintes neste trabalho mostram como a insercdo de grupos
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funcionais nos derivados imobilizados pode afetar sua estabilidade frente aos agentes

distorcionantes.

5.1.2.6 Micro-ambiente de PGA Imobilizada (Efeito do pH de
Imobilizacao/Tipo de Aminoacido Inserido)

A presenca de diferentes grupos funcionais ao redor da enzima imobilizada
pode modificar suas propriedades finais. Neste trabalho foi investigado o efeito da insercao de
alguns aminoacidos entre a enzima e o suporte apos o processo de imobilizacdo. A Figura
5.24 apresenta um esquema da modificagdo do suporte através de ligagdes com os

aminoacidos: fenilalanina, 4cido aspartico e glicina.
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Figura 5.24: Esquema da modificacio quimica do suporte com aminodacidos: (a) acido aspartico, (b)
fenilalanina e (c) glicina.

Os resultados apresentados anteriormente revelam que o numero de ligagdes
entre a enzima e o suporte depende do pH de imobilizagao, portanto, € possivel que a inser¢ao
de um aminoacido apos a imobilizacdo de PGA em diferentes valores de pH, apresente
diferentes efeitos devido ao microambiente formado.

Os grupos funcionais da enzima com potencial para realizar a ligagcdo covalente

com o suporte, € que ndo o fizeram devido ao valor do pH de imobilizagdo, terdo que interagir
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com o aminoacido inserido apo6s a imobilizacao (4cido aspartico, fenilalanina ou glicina). Este
microambiente gerado pode alterar as propriedades finais deste derivado, por exemplo, sua
atividade e/ou estabilidade. Nos itens a seguir serdo apresentados os resultados da formagao

deste microambiente em derivados obtidos em diferentes valores do pH de imobilizagao.

5.1.2.6.1 Imobilizagdo em pH 8,5 e 8,5-10

Esta etapa do trabalho tem como objetivo estudar a influéncia do tipo de
aminodcido utilizado para gerar o microambiente de PGA imobilizada associada ao efeito do
pH de imobilizacdo sobre a estabilidade do derivado.

As Figuras 5.25 e 5.26 apresentam as curvas de inativagdo térmica para
derivados imobilizados a pH 8,5 e derivados que iniciaram a imobilizagdo em pH 8,5 e
tiveram este valor elevado para pH 10 durante a imobiliza¢do, respectivamente. Os grupos
aldeidos remanescentes destes derivados foram bloqueados com glicina, fenilalanina ou acido

aspartico.
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Figura 5.25: Curvas de inativacio térmica a 65°C, pH 7 de PGA imobilizada. (m) a pH 8,5; (A) a pH 8,5
com bloqueio dos aldeidos remanescentes utilizando acido aspartico; (o) a pH 8,5 com bloqueio dos

aldeidos remanescentes utilizando fenilalanina; () a pH 8,5 com bloqueio dos aldeidos remanescentes
utilizando glicina.

Os resultados apresentados no grafico da Figura 5.26 revelam que, o bloqueio
com glicina tem efeito negativo sobre a estabilidade de PGA imobilizada, enquanto
fenilalanina ndo altera a estabilizagdo e o 4cido aspartico apresenta efeito estabilizante,

quando estes derivados s3o comparados ao derivado controle (pH 8,5).
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Figura 5.26: Curvas de inativacio térmica a 65°C, pH 7 de PGA imobilizada. (A) a pH 8,5-10 ; (e) a pH
8,5-10 com bloqueio dos aldeidos remanescentes utilizando fenilalanina; (m) a pH 8,5-10 com bloqueio dos

aldeidos remanescentes utilizando acido aspartico; (¢) a 8,5-10 com bloqueio dos aldeidos remanescentes
utilizando glicina.

Na Figura 5.27 pode-se verificar que o derivado imobilizado em pH 8,5-10 e
posteriormente submetido ao bloqueio dos grupos glioxil com fenilalanina nao sofre reducao
na estabilidade térmica.

A intensidade do efeito de cada um dos aminoacidos investigados pode estar
relacionada a reatividade destas moléculas com os grupos aldeidos. Como o bloqueio dos
aldeidos remanescentes ocorre depois da imobilizagdo de PGA, também ¢ possivel que
impedimentos estéricos dificultem a entrada de grupos funcionais de grande volume, por
exemplo, o grupo fenil da fenilalanina.

Nos ensaios seguintes os derivados bloqueados com glicina e acido aspartico
foram submetidos a inativacdo frente a solvente organico. Por ndo exercer efeitos sobre a
estabilidade de PGA imobilizada em agarose glioxil o derivado bloqueado com fenilalanina

foi excluido. Os resultados obtidos sdo apresentados nos graficos da Figura 5.27.
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Figura 5.27: Curvas de inativacio frente a dioxano 70%, pH 7 e temperatura de 4°C de PGA imobilizada:
(o) a pH 8,5-10 com bloqueio dos aldeidos remanescentes utilizando acido aspartico; (A) a pH 8,5 com
bloqueio dos aldeidos remanescentes utilizando acido aspartico; (m) a pH 8,5-10 com bloqueio dos aldeidos
remanescentes utilizando glicina; (¢) a pH 8,5 com bloqueio dos aldeidos remanescentes utilizando

glicina.

Observou-se que a estabilidade frente a solvente tanto de derivados obtidos a
pH 8,5 quanto a pH 8,5 -10 tém perfil de inativacdo similar, quando ocorre bloqueio dos
grupos aldeidos remanescentes com glicina. Além disso, esses derivados mostraram
estabilidade menor que os derivados contendo acido aspartico no microambiente.

Acredita-se que a glicina ¢ capaz de romper algumas ligagcdes entre enzima e
suporte, tornando estes derivados menos estaveis e que o efeito menos pronunciado do acido

aspartico pode estar relacionado a menor reatividade deste aminoacido com aldeidos.

5.1.2.6.2 Imobilizacdo em pH 10

O efeito do microambiente gerado pela inser¢do de aminodcidos apos
imobilizacdo de PGA a pH 10, sobre a estabilidade térmica dos derivados, ¢ apresentado nos
graficos da Figura 5.28. Observa-se que a glicina promove a mesma perda de estabilidade
observada em derivados preparados em pH 8,5-10. Fenilalanina e dacido aspartico,
aparentemente, tém seus efeitos minimizados sobre a estabilidade térmica dos derivados a

medida que se aumenta o pH de imobilizac¢do. Este resultado ¢ uma indicagdo maior nimero
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de ligagdes entre a PGA e o suporte ¢ realizado em fungdo do pH. Esta interacdo mais forte

entre a enzima e o suporte torna mais dificil a inser¢ao de aminoacidos.
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Figura 5.28: Curvas de inativacdo térmica a 65°C, pH 7 de PGA imobilizada em agarose glioxil a pH 10:
() sem bloqueio dos aldeidos remanescentes; (A) com bloqueio dos aldeidos remanescentes utilizando
acido aspartico; (#) com bloqueio dos aldeidos remanescentes utilizando fenilalanina; (o) com bloqueio

dos aldeidos remanescentes utilizando glicina (m) na presenca de DTT e com bloqueio dos aldeidos
remanescentes utilizando glicina.

O objetivo nesta etapa do trabalho foi verificar se ocorre estabilidade adicional
aos derivados de PGA através da inser¢do de aminoacidos entre a enzima imobilizada ¢ o
suporte, entretanto, observou-se perda da estabilidade. Por outro lado, apesar da perda de
estabilidade, estes derivados podem apresentar propriedades desejaveis, como maior

seletividade em diferentes reagdes, o que deve ser investigado em trabalhos futuros.

5.1.2.6.3 Imobilizacdo em pH 10 com DTT (microambiente-acido aspartico)

Como demonstrado em resultados anteriores a presenga de DTT durante a
imobilizagdo de PGA em agarose glioxil confere estabilidade adicional ao derivado. As
curvas de inativacdo térmica apresentadas na Figura 5.29 mostram que a insercdo de 4cido
aspartico ao microambiente da enzima ocasiona perda de estabilidade mesmo quando a

imobilizacao ¢ realizada na presenca de DTT.
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Figura 5.29: Curvas de inativacdo térmica a 65°C, pH 7 de PGA imobilizada em agarose glioxil a pH 10:
(m) na presenca de DTT sem bloqueio dos aldeidos remanescentes; (o) sem DTT com bloqueio dos
aldeidos remanescentes utilizando acido aspartico; (A)na presenca de DTT com bloqueio dos aldeidos
remanescentes utilizando acido aspartico.

Apesar da perda de atividade do derivado imobilizado em presenca de DTT,
nota-se que esta perda ¢ menor que a observada no derivado imobilizado na auséncia de DTT.
A perda de estabilidade frente a temperatura e solvente organico apds a insercdo de
aminoacidos pode ser devida a competi¢ao dos grupos aminos da enzima com os aminoacidos
livres pelos aldeidos do suporte.

Para efeito de imobilizacao/estabilizagdo de PGA estes resultados ndo sao
satisfatorios, entretanto, essa metodologia pode ser aplicada com outras finalidades, por
exemplo, na purificagdo de enzimas. Visto que essa pode ser ligada através da formacdo de
bases de Schiff ao suporte e em seguida removidas utilizando um aminoacido capaz de
substituir o grupo lisina ligado ao suporte.

Neste trabalho, observa-se que glicina ¢ o aminoacido com melhor potencial de
substituicdo, pois em todos os experimentos os derivados bloqueados com este aminoacido
apresentaram menor estabilidade. Entretanto existem muitas variaveis que podem controlar a
quantidade de glicina que vai ligar-se a agarose glioxil, por exemplo: pH, temperatura,

concentragdo de glicina, tempo de reagao, etc.
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5.1.2.6.4 Efeito do Tempo de Contato com Glicina sobre a Estabilidade de PGA
Imobilizada

O bloqueio de grupos aldeidos remanescentes na superficie de agarose glioxil
pela glicina foi realizado utilizando uma solu¢do 3M do aminoacido em pH 8,5. Acredita-se
que a elevada concentracao, além do bloqueio dos aldeidos remanescentes, também pode ter
causado o rompimento de algumas ligagdes entre a enzima e o suporte. Entretanto, ndo
somente a concentracdo de glicina pode causar estes rompimentos, o tempo de contato do
derivado com a solucdo de glicina pode determinar o grau de reacdo entre a glicina e os
grupos aldeidos.

O grafico da Figura 5.30 apresenta as curvas de inativacdo para derivados

preparados em pH 10 e bloqueados com solucdo de glicina 3M por diferentes tempos de

incubacao.
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Figura 5.30: Curvas de inativacio térmica a 65°C, pH 7 de PGA imobilizada em agarose glioxil: (e) sem

bloqueio dos grupos aldeidos; (¢) bloqueio com glicina por 1h; (m) bloqueio com glicina por 3h; (A)
bloqueio com glicina por 24h.

Observa-se perda de estabilidade similar quando o tempo de contato com a
solucao de glicina ¢ de 1 ou 3 h, e torna-se um pouco mais acentuada quando o tempo de
contato ¢ aumentado para 24 h.

Na presenga de solvente organico também se observa uma perda brusca de

estabilidade ap6s 1 hora de contato e depois uma perda mais lenta da estabilidade em fun¢ao

do tempo de contato com a solucdo de glicina (Figura 5.31).



INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 94

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 : . ; .

0 5 10 15 20 25

atividade residual / %

tempo/h

Figura 5.31: Curvas de inativacio frente a dioxano 70%, pH 7 e temperatura de 4°C de PGA imobilizada
em agarose glioxil: () sem bloqueio dos grupos aldeidos; (¢) bloqueio com glicina por 1h; (m) bloqueio
com glicina por 3h; (A) bloqueio com glicina por 24h.

Estes resultados sugerem que o bloqueio dos grupos aldeidos ao redor da PGA
¢ suficiente para causar a perda de estabilidade dos derivados, e ap6s o bloqueio destes grupos
a glicina pode iniciar o rompimento das bases de Schiff formadas entre enzima e suporte, o

qual ocorre mais lentamente.

5.1.2.7 Conclusoes Parciais

A estabilizagdo de PGA através da imobilizagdo covalente multipontual
depende, entre outros fatores, de propriedades do suporte, como por exemplo, o tamanho da
fibra. Entre os suportes estudados neste trabalho, agarose 10 % mostrou-se mais adequado
para estabilizacdo da enzima, visto que possui maior tamanho de fibra comparada a agarose
2% e toyopearl.

A presenca de grupos didis entre os grupos aldeidos na superficie da agarose
ndo diminui a estabilidade térmica dos derivados obtidos, entretanto esse efeito € observado
quando diois sdo substituidos por glicina.

A utilizagdo de suporte bifuncional (aldeidos e epoxidos) permite a obtengdo
de derivados mais estaveis comparados aos derivados preparados em agarose glioxil.

A imobilizacdo em suporte ativado com grupos epdxidos ¢ favorecida quando

existe um mecanismo para aproximar a enzima da superficie ativa do suporte. Neste trabalho,
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a presenga de grupos aminos e epoxidos em agarose permitiu a imobilizagdo de PGA,
enquanto a imobilizagdo desta enzima em suportes contendo esses grupos isolados ndo ocorre.

A utiliza¢do de DTT durante a imobilizacao confere estabilidade adicional ao
derivado frente a temperatura, pH e solvente organico. Além disso, torna possivel a
imobilizacdo de PGA a pH 7 em agarose glioxil. Na auséncia de DTT essa imobilizagdo nao
ocorre.

A estabilizacdo de PGA depende do pH de imobilizagdo, sendo os derivados
mais estaveis, aqueles preparados em pH 10.

O mecanismo de estabilizagdo utilizando DTT ainda ndo ¢é totalmente
compreendido, entretanto acredita-se que este aditivo pode atuar diretamente sobre a enzima,
estabilizando-a por interagdes intramoleculares, e também reduzindo imediatamente as bases
de Schiff formadas nas primeiras interagdes entre enzima e suporte.

A inser¢do de grupos aminoécidos livres entre a enzima e o suporte diminui a
estabilidade dos derivados, mesmo quando estes sao preparados na presenga de DTT. Este
efeito desestabilizante ¢ mais acentuado a medida que diminui o pH de imobilizacao.
Entretanto, apesar da redugdo na estabilidade, estes derivados podem ser interessantes para
aplicagdes em diferentes sistemas reacionais, visto que o microambiente gerado pode
favorecer reacoes de interesse.

A imobilizagdo de PGA utilizando a técnica de imobilizacdo covalente
multipontual foi realizada para obter a méxima estabilizacdo da enzima. Além disso, esta
técnica foi aplicada para a imobilizagdo de PGA em particulas grandes, através da
imobilizacao direta da enzima em esferas de 4 mm ou através do co-envolvimento de
pequenas particulas contendo a enzima imobilizada, um método similar ao utilizado por Sato,
(1976). As estratégias para o desenvolvimento do biocatalisador adequado para uso em

bioreator sdo discutidas no item a seguir.

5.2 Biocatalisador para Uso no Biorreator

Devido a elevada quantidade e diversidade de espécies quimicas, tipo de
microrganismo e condigdes severas de agitacdo do meio reacional, o biocatalisador a ser
utilizado neste trabalho deve apresentar elevada estabilidade quimica e mecanica. Assim,

foram investigadas diferentes matrizes poliméricas e estratégias de preparo do biocatalisador.
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5.2.1 Selecédo da Matriz Polimérica

Foi investigado o desempenho de trés matrizes poliméricas: alginato de sodio,
quitosana e agarose. As solugdes dos polimeros e a gelificacdo destes foram preparadas como
descrito no item 3.2.14.5.

O uso de alginato de s6dio como suporte para imobilizacdo da PGA nao foi
viavel devido a instabilidade quimica deste gel na presenca de ions fosfato, os quais estdo
presentes no caldo fermentativo em elevadas concentracdes (ILLANES et al., 1996;
PRABHUNE et al., 1991). Visto que as cadeias poliméricas do alginato sdo mantidas unidas
por coordenagdo com ions calcio (Figura 5.32), a remogdo destes ions por agentes
sequestrantes como, por exemplo, ions fosfato, implica dissolu¢do do polimero e perda do

biocatalisador.
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Figura 5.32: Esquema da gelificacio de alginato por ions calcio.

Uma alternativa ao uso de alginato ¢ a quitosana. Esta matriz polimérica
também € de baixo custo ¢ ja foi aplicada para a imobilizagdo de muitas enzimas (CHIANG et
al., 1997). A gelificagdao deste polimero geralmente ¢ realizada em solu¢ao de hidroxido de
sodio, entretanto o elevado pH da solu¢do coagulante poderia inativar a enzima em alguns
minutos. Para preservar a atividade catalitica da PGA, a gelificacdo de quitosana foi realizada
em solugdo de tripolifosfato. O mecanismo de gelificagdo da quitosana também ocorre por
entrecruzamento das cadeias poliméricas através de interagdo idnica como mostra o esquema

da Figura 5.33 (MI et al., 2002; OLVIEIRA et al., 2005).
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Figura 5.33: Esquema da gelificacio de quitosana por tripolifosfato (Fonte: LAUS et al., 2006).

Testes de estabilidade quimica foram realizados mantendo esferas de quitosana
em contato com caldo fermentativo durante dez dias, sob agitacao de 250 rpm em shaker.
Apo6s esse periodo, observou-se que a integridade das esferas de quitosana foi mantida.
Entretanto, testes realizados com agitadores mecanicos mostraram que estas esferas
apresentaram estabilidade mecanica muito baixa comparada as esferas de alginato.

Para obter um biocatalisador com a estabilidade mecanica e quimica exigidas
para uso em bioreator foi utilizada como matriz polimérica a agarose. O mecanismo de
gelificagdo deste polimero envolve somente variacdo de temperatura.

O aquecimento da solu¢do aquosa de agarose promove um estiramento das
cadeias poliméricas, ao resfriar gradativamente esta solugdo, ocorre a formacao de agregados
de forma organizada, resultando em uma rede, a qual ¢ mantida por ligacdes de hidrogénio. A
estabilidade deste gel pode ser significativamente melhorada através do entrecruzamento das
cadeias poliméricas por agentes bifuncionais como, por exemplo, a epicloridrina. Um

esquema do processo de gelificagao ¢ apresentado na Figura 5.34.
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Figura 5.34: Esquema da gelificacio de agarose pelo resfriamento gradativo de uma solucido aquosa do
polimero inicialmente a 85 °C. Fonte: Medin, 1995.

As esferas de agarose apresentaram excelente estabilidade quimica em caldo
fermentativo e sua estabilidade mecanica ¢ similar a estabilidade de esferas de alginato. Como
esta matriz mostrou-se adequada para uso em bioreator, iniciou-se o estudo da imobilizagao
de PGA em esferas de agarose com diametro de 4 mm. As estratégias utilizadas para este fim

sdo descritas no item a seguir.

5.2.2 Estratégia de Imobilizacdo da Enzima em Agarose

Duas estratégias de imobilizagdo foram investigadas neste trabalho. A primeira
consistiu em imobilizar a PGA diretamente sobre esferas de 4 mm de didmetro, enquanto na
segunda estratégia a PGA era imobilizada em particulas de 400 um e em seguida essas
particulas eram dispersas em solucdo de agarose e gotejadas em vaselina para formagao das
esferas de 4 mm. Em ambas as estratégias, limalha de ago inoxidavel era adicionada a solugao
de agarose, com o objetivo de magnetizar as esferas e facilitar sua separacdo ao final do
cultivo.

A Figura 5.35 mostra uma foto das esferas de agarose magnetizada, suspensas

com a ajuda de um ima.
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Figura 5.35 PGA imobilizada dispersa em agarose dissolvida a 85 °C contendo particulas magnéticas.

5.2.2.1 Imobilizacao Direta de PGA Sobre Esferas de Agarose

A imobilizacdo direta da PGA em esfera de agarose foi realizada mantendo
uma solu¢do da enzima em contato com as esferas previamente ativadas. O sistema foi
mantido sob agitagdo mecanica por 24h. Um teste qualitativo usando reagente de Bradford
foi realizado para verificar a dispersao da enzima na esfera. A coloragdao azul indica a
presenca de proteinas. O teste foi realizado mantendo a esfera sob agitagdo por 10 minutos no
reagente citado.

Ao fim de 10 minutos foi realizado um corte transversal na esfera e observou-

se que a imobilizacdo ocorreu somente na superficie da esfera, como mostra a Figura 5.36.

(a) (B)

Figura 5.36: Esferas de agarose contendo PGA imobilizada. (a) gel de agarose; (b) gel de agarose contendo
particula magnética imobilizada.

Uma hipotese para o fendmeno observado ¢ que, na condi¢do de imobilizagao
utilizada neste trabalho (pH 10), a primeira ligagdo da enzima ao suporte ocorre muito

rapidamente. Portanto, muitas proteinas podem ser ligadas na entrada do poro, impedindo a
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entrada de uma maior carga enzimatica. Esta hipotese ¢ reforcada pelo fato de que a
concentragdo de agarose neste gel ¢ muito elevada (10 % m/v).

Quanto maior a concentragdo de agarose, menor ¢ o didmetro de poros no gel
preparado. Por outro lado, com o aumento da concentra¢do de agarose também ocorre um
aumento no diametro da fibra que constitui a rede polimérica, aumentando assim a superficie
disponivel para formar ligacdes multipontuais e consequentemente aumentando a estabilidade
do derivado imobilizado.

Para verificar esta hipdtese, preparou-se uma solu¢do da enzima a pH 7 (neste
pH ndo ocorre ligacdo da enzima ao suporte) e manteve-se esta em contato com esferas
ativadas sob agitacdo por 12 h. Em seguida o pH deste sistema foi ajustado em 10 pela adi¢do
de carbonato de sodio e novamente foi submetido a agitagdo por mais 12 h. Este
procedimento foi realizado com o objetivo de promover primeiramente a difusdo das
proteinas para o centro da esfera (pH 7) e em seguida forgar a ligagao destas ao suporte (pH
10).

Os resultados obtidos reproduziram o fendmeno observado na Figura 4.38, ou
seja, ndo houve difusdo de proteinas no interior da esfera de agarose. Supde-se entdo que a
concentragdo de agarose 10% m/v ndo permitisse a imobilizagdo de PGA em toda a extensao
de uma esfera com didmetro de 4mm.

Para solucionar este problema foram preparadas esferas com menor
concentragdo de agarose. Solugdes de 8, 6, 4 e 2 % p/v foram preparadas e as respectivas
esferas foram ativadas e submetidas a imobilizagdo. Surpreendentemente, o mesmo fendmeno
foi observado.

Concluiu-se que, para particula de agarose com 4 mm de didmetro, a
imobilizacdo direta de uma enzima relativamente grande (90 kDa) ¢ invidvel. Entretanto,
estes resultados ndo podem ser atribuidos somente ao elevado diametro da particula, visto que
este fendmeno também foi observado em particulas de 1 mm. Acredita-se que o brusco
resfriamento da solu¢do de agarose pode gerar uma rede com baixo grau de organizagdo, o
que dificulta o transporte de macromoléculas através da esfera.

Outra estratégia proposta foi dispersar a PGA livre na solugdo de agarose,
gotejar esta solucdo em vaselina para formar as esferas. Em seguida, seria promovida a
ligagdo covalente da enzima as fibras de agarose, entretanto se o p6 de agarose fosse
previamente ativado com glicidol ndo seria possivel dissolvé-lo e formar as esferas. Também
ndo seria possivel ativar a agarose na presenca da enzima, visto que o pH de ativagao é muito

elevado (NaOH 0,75 M), pois isto inativaria a enzima, portanto esta estratégia foi descartada.
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5.2.2.2 Dispersao de Particulas Contendo PGA em Esferas de Agarose

A necessidade de um biocatalisador com elevada carga enzimadtica e
estabilidade operacional levou a busca de novas estratégias de preparo deste. Um método bem
estabelecido de imobilizagdo de PGA sobre particulas de gel de agarose comercial com 400
um foi utilizado. A grande vantagem de utilizar particulas deste gel comercial ¢ a garantia de
um material de elevada qualidade, preparado com controle de temperatura de alta precisdo e
condi¢do de entrecruzamento que garantem a maxima uniformidade na distribui¢do do
tamanho de poro e estabilidade da particula.

As pequenas particulas contendo PGA imobilizada (pelo método descrito no
item 3.2.14.1) e estabilizada (termicamente, 8.000 vezes em relagdo a enzima livre) foram
dispersas em solu¢do aquosa de agarose previamente dissolvida a 85 °C e resfriada até 60 °C
para receber a enzima sem causar inativacdo da mesma. A mistura das particulas e seu
gotejamento em vaselina foram realizados em poucos segundos, para garantir que nenhuma
perda de atividade catalitica ocorresse durante o preparo das esferas.

O biocatalisador obtido desta maneira pode ser visualizado na Figura 5.37.

(1) (2) (3) (4) (5)

Figura 5.37: Teste da dispersdo de enzima em esferas de agarose (1) Esfera controle — sem a enzima e
tratada com reagente de Bradford; (2) Esfera contendo particulas de PGA corada com Bradford; (3)
Corte transversal de (2); (4) Corte de esfera de agarose com imobilizacio direta de PGA; (5) Aglomerado
de particulas de gel de agarose com 400 pm contendo PGA imobilizado e corado com reagente de
Bradford.

A dispersdao de particulas contendo PGA imobilizada em esferas de agarose
resultou numa melhor distribui¢cdo da enzima em todo o volume da esfera. Apesar de obter
atividade aparente similar as esferas contendo PGA imobilizada diretamente (Tabela 5.9) sua
atividade especifica (U/ g do biocatalisador) ¢ superior.

A atividade teorica para o método de imobilizacdo direto ¢ calculada com base
na atividade que desaparece do sobrenadante durante o processo de imobilizagdo. Sabendo-se

que a enzima esta imobilizada somente na superficie da esfera, os efeitos difusivos podem ser
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considerados despreziveis e a atividade aparente medida ¢ aproximadamente igual a atividade
real do derivado. Neste caso, a baixa atividade catalitica pode ser atribuida a etapa de reducao
com borohidreto de soédio, a qual ¢ realizada apdés a medida da atividade final do
sobrenadante. Portanto, parte da atividade teérica do derivado ¢ perdida pela agdo do

borohidreto, e a atividade medida no derivado € inferior a tedrica.

Tabela 5.9: Comparacio de biocatalisadores preparados por diferentes estratégias

Método de Imobilizacao Atividade teérica (Ul/g)* Atividade aparente” (Ul/g)
Direto 130,4 23,77 +2,7
Por dispersao de particulas 100,0 15,50+ 3,1

* Atividade enzimatica (de PGA imobilizada em particulas de 400 um) dispersada por grama das esferas de 4
mm de didmetro.

® Atividade medida diretamente nas esferas de 4 mm de didmetro.

Por outro lado a baixa atividade aparente no biocatalisador obtido por
dispersdao pode ser atribuida a efeitos difusivos. Neste método, a atividade tedrica ¢ medida
nas particulas pequenas depois que a enzima ja estd imobilizada e estabilizada e a dispersao
destas na esfera de 4 mm ¢ um método fisico, ou seja, ndo ¢ capaz de causar perda de
atividade catalitica da PGA. Considerando as possiveis atividades reais finais nas esferas de
agarose, pode-se afirmar que o biocatalisador obtido por dispersdo tem uma carga enzimatica
quase 5 vezes maior que o biocatalisador obtido por imobilizacdo direta da PGA.

Biocatalisadores com maior atividade catalitica ainda podem ser obtidos
utilizando PGA com maior grau de pureza para imobilizacdo em particulas de 400 um, pois a
partir de extratos brutos a atividade méaxima obtida foi 500 Ul/g, isso ocorre porque proteinas
indesejaveis competem com a PGA por sitios de ligacdo do suporte. Além disso, pode-se
aumentar a concentracdo de particulas de agarose de 400 pum na solu¢do de agarose. Neste
trabalho, foram utilizados 0,2 g de particulas para 0,8 g da solucdo de agarose 8 % m/v, ou
seja, a atividade das particulas foi diluida 5 vezes e obteve-se um biocatalisador com atividade
teorica final de 100 Ul/g.

Para os objetivos deste trabalho, a atividade enzimatica obtida foi satisfatoria,
além disso, a quantidade de atividade enzimatica e a estabilidade mecanica da esfera de 4 mm
¢ uma solugdo compromisso. A medida que aumenta o niimero de particulas na solugdo de
agarose, a estabilidade mecanica ¢ reduzida, pois a interacdo entre as cadeias poliméricas ¢é

dificultada devido a presenca de interferentes, e a esfera torna-se mais “quebradica”.
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5.2.3 Conclusdes parciais

Entre as matrizes poliméricas investigadas neste trabalho: alginato, quitosana e
agarose, somente esta ultima mostrou-se vidvel para aplicagdo em biorreator por apresentar
melhor estabilidade quimica e mecanica neste meio.

A melhor estratégia de imobilizacdo de PGA em particulas de agarose com 4
mm de didmetro foi através da dispersao de pequenas particulas de gel agarose contendo PGA
imobilizada e estabilizada em solu¢cdo de agarose, a qual era posteriormente gotejada em
vaselina para preparo de esferas grandes. Ao contrario da imobilizacdo direta em particulas

grandes, esta estratégia permite a dispersdo de PGA em toda a extensdo da esfera.

5.3 Producéao e Hidrélise de Penicilina

Apo6s desenvolvimento do biocatalisador para uso em biorreator iniciou-se uma
nova etapa de desafios para se realizar a hidrolise de penicilina G durante o cultivo de
Penicillium chrysogenum. Primeiramente, foi necessario implantar metodologias simples e
rapidas para quantificacdo de penicilina G e 6-APA em caldo fermentativo durante o cultivo.
A utilizacao de HPLC, técnica reconhecidamente precisa e reprodutivel, era inviavel para este
estudo, pois a grande quantidade de interferentes presentes no caldo de cultivo e o elevado
nimero de amostras torna essa técnica demasiadamente cara. Uma vez superada essa etapa,
varios cultivos em biorreator foram realizados para determinar as condigdes (aeracao,
agitacdo, alimentacdo de sacarose) em que o bolor cresceria na forma de pellet. Isso foi
necessario para simular o processo industrial da produgdo de penicilina, no qual o fungo ¢
mantido na forma de pellet para obter a maxima producdo de penicilina. Apos definigdo das
condi¢des adequadas de cultivo, foi definido protocolo para controle de contaminagdo para a

reutiliza¢do do biocatalisador.

5.3.1 Quantificacéo de PG e 6-APA em meio de cultivo

A produgdo industrial de penicilina G por P. chrysogenum é realizada em meio
complexo, utilizando, entre outros nutrientes, dgua de maceracdo de milho, sacarose ou

glicose, e diferentes sais como, por exemplo, sulfato de amonio, carbonato de célcio, fosfatos
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de sodio e outros. Além destas espécies quimicas, ao longo do cultivo, varios compostos
organicos sao liberados, incluindo acidos organicos e proteinas.

A complexidade desse meio dificulta a quantificacdo de penicilina durante o
processo de producdo desta. A andlise de PG tem sido realizada por métodos como: ensaio
microbioldgico, titulagdo mecuriométrica, métodos espectrofotométrico utilizando agentes de
derivatizacdo como, hidroxilamina, imidazole, 4cido cloroplatinico e cromatografia. Analise
cromatografica ¢ de longe a técnica mais popular para a separacdo de impurezas e produtos de
degradacdo da PG. O pH ¢ um fator critico para o desenvolvimento de um método
cromatografico, pois pequenas diferencas no valor de pK pode promover a separacdo de
substancia parecidas. E importante verificar a estabilidade de PG frente a pH, sendo o melhor
6,5 (ALICINO et al.,, 1946; GRIME et al., 1979; RAYCHOWDHURY et al.,, 1979;
YONGXIN et al., 1997). Devido a pouca capacidade de absorcdo de energia da penicilina
muitos autores utilizam etapas de derivatizacdo para detectar baixas concentragdes deste
antibidtico (FOULSTONE et al.,, 1982). Entretanto, a toxicidade dos reagentes de
derivatizacdo e o tempo gasto na andlise tornam o método cromatografico pouco atraente,
principalmente num estudo em que muitas amostras serdo analisadas.

A quantificagdo de 6-APA em caldo fermentativo foi investigada utilizando
diferentes métodos, como iodométrico e cromatografico (ALICINO et al, 1961; IVASHKIV
et al., 1964). O bioensaio (baseado no didmetro do halo que se forma no cultivo em placa de
uma bactéria sensivel a penicilina, na presen¢a de amostra contendo antibidtico) poderia ser
utilizado na quantificagdo de penicilina, apesar de demorado e ser menos preciso que o
cromatografico. Contudo, para 6-APA, a baixa bioatividade dessa molécula torna a aplicagao
desse método limitada. Outra estratégia a ser utilizada consiste em determinar indiretamente a
concentragdo de 6-APA através da formagdo de penicilina sintética e sua quantificagdo por
hidroxilamina.

Com base nos obstaculos descritos acima, foi implementada uma metodologia
de andlise de penicilina G e 6-APA utilizando espectrofotometro. A precisdo e exatidao do
método desenvolvido dependem das condi¢des de andlise estabelecidas como: volume e
concentragdo do reagente, volume e composi¢cdo da matriz contendo o analito, concentragao
do analito e outros (SHEWALE et al., 1987). O caldo fermentativo ¢ uma matriz complexa
com altas quantidades de proteinas, a presenca de fase liquida secundaria (anti-espumante) e
particulas sélidas, por exemplo, provenientes da 4gua de maceracdo de milho (Schugerl e
Seidel, 1998). Assim, muitas moléculas podem interferir na quantificagdo do analito de

interesse. O aldeido utilizado reage com qualquer composto que apresente aminas primarias,
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com distintas velocidades de reacdo. Além disso, dependendo da estrutura quimica do
composto aminado, diferentes cores podem surgir desta reagao.

Portanto, a aplicacdo deste método para quantificar 6-APA em caldo
fermentativo exige uma investigacdo detalhada do efeito de interferentes sobre a andlise.
Neste trabalho, a metodologia implementada utiliza 25 pLL de amostra e 2,5 mL da solugdo de
PDAB. Esta relacao entre os volumes foi necessaria para que a interferéncia da cor do caldo
fermentativo sobre os valores de absorbancia fosse minima, visto que a amostra foi muito
diluida.

Amostras de caldo fermentativo livre de 6-APA foram utilizadas como
controle, para estimar o valor de absorbancia devido aos interferentes. Observou-se que
somente 0,010 u.a. correspondiam a absor¢do por interferentes. Esses valores sao
relativamente pequenos, mesmo comparados a valores obtidos para solu¢des com baixas
concentragdes de 6-APA. Portanto, a metodologia mostrou-se viavel para quantificar 6-APA
em caldo fermentativo. Visando aumentar a exatidao do método, a curva de calibragdo foi
construida utilizando como solvente para o preparo de solugdes de concentragdo conhecida do
analito, caldo fermentativo livre de 6-APA, e o branco também foi preparado misturando-se
25 uL deste caldo a 2,5 mL da solugdo de PDAB. O tempo de reagdo foi de 2,5 minutos ¢ a
leitura foi realizada a 415 nm. A curva de calibragdo e equagao obtidas sdao mostradas na

Figura 5.38.
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Figura 5.38: Curva de calibracdo para quantificacio de 6-APA em caldo fermentativo. Faixa de
concentracio: 0,85-13,57 g/L; Volume amostra: 25 pL; Volume PDAB: 2,5 mL; Tempo de reacdo: 2,5 min
a temperatura ambiente; Comprimento de onda: 415 nm.
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A concentracao de penicilina G pode ser determinada indiretamente utilizando
este método. A cada amostra retirada do fermentador, 25 pul. eram separados para a
quantifica¢do direta de 6-APA e 1 mL era submetida a hidrélise por penicilina G acilase.
Assim, a concentragdo molar de 6-APA na amostra hidrolisada menos a concentragdo de 6-
APA medida diretamente resulta na concentragdo de penicilina. Os resultados obtidos
utilizando essa metodologia simples e rapida mostraram-se satisfatoérios quando comparados

aos resultados obtidos por HPLC (Tabela 5.10).

Tabela 5.10: Comparacio entre os métodos HPLC e Hidrolise enziméatica. Dados da dissertagio de
mestrado de Barros, 2008

HPLC Hidrolise enzimatica
Conc. Tedrica de PG (g/L) Conc. de PG (g/L) Conc. de PG (g/L)
50,00 49,65 48,85
25,00 23,56 26,11
12,50 13,21 12,27
6,25 6,21 6,34

Contudo, para algumas amostras ainda foi necessario uso do método
cromatografico para quantificacao do consumo de acido fenil acético - AFA e degradacdo de
6-APA durante o cultivo de P. chrysogenum. Foi utilizado gradiente de concentragdo de
acetonitrila para separacdo de analitos de grande similaridade quimica, conforme protocolo
adaptado por Silva, 2003). Os resultados obtidos na resolu¢ao dos picos foram satisfatorios,

como mostra a Figura 5.39.
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Figura 5.39: Cromatograma separacio APA, AFA e PG.
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No método cromatografico, as equagdes 1, 2 e 3, foram utilizadas para

determinar a concentragdo de 6-APA, penicilina e AFA respectivamente, em amostras

desconhecidas.
Capa (mg/L) = (4rea do pico)*0,244% 107+ 0,4189.........covvvvreerrrean (1)
Cara (mg/L) = (4rea do pico)*0,114%107° — 23,4338 .....ccvvovrrrerreennn, (2)
Cpg (mg/L) = (area do pic0)*0,077* 107 + 1,0576......oveeeeeeeeerreeennn 3)

O método colorimétrico utilizado neste trabalho ajudou a prevenir a perda de
eficiéncia da coluna cromatografica, evitando a aplicacdo de grande niimero de amostras do
caldo fermentativo. A perda de eficiéncia da coluna pode ser detectada se o tempo de retencao
dos analitos diminui com o tempo de uso (SCHUGERL e SEIDEL, 1998). Para andlise em
HPLC, o ideal ¢é remover as proteinas da amostra, por exemplo, com precipitacao utilizando
metanol e microfiltragao.

ApoOs estabelecer as condigdes de andlise, iniciaram-se os testes com o
microrganismo de estudo. Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos no item a

seguir.

5.3.2 Determinacéo das Condi¢cdes adequadas de Cultivo de P.
crhysogenum (peletizacéo)

O primeiro teste com P. chrysogenum foi realizado em shaker. O cultivo em
batelada foi realizado como descrito no item 3. Nessa condi¢do, observou-se que o fungo
cresceu sob a forma de pellet.

O uso de sacarose para o cultivo de P. chrysogenum viabiliza a opera¢do no
modo batelada porque o consumo deste agucar pelo fungo ¢ mais lento que o consumo de
glicose, visto que a sacarose deve ser convertida primeiramente em agucares menores, pois
somente dessa forma pode ser absorvida pelo fungo.

A limitagdo do oxigénio dissolvido no cultivo em shaker deve ter sido a causa
da peletizacdao do fungo, pois quando as mesmas concentragdes iniciais de agucar e indculo
foram utilizadas em biorreator, o fungo cresceu de forma filamentosa. O controle de oxigénio
dissolvido no reator deve ter impedido a peletizacdo. A Figura 5.40 mostra uma foto do

biorreator apds cinco dias de cultivo em bioreator no modo batelada.
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Figura 5.40: Cultivo de Penicillium chrysogenum em biorreator no modo batelada utilizando concentracio
inicial de sacarose de 25 g/L e 100 mL de inéculo.

O crescimento do fungo na forma filamentosa ¢ comum quando se utiliza
substratos que sao metabolizados rapidamente. O aumento na viscosidade que acompanha o
crescimento do fungo filamentoso impede fortemente a transferéncia de oxigénio e este efeito
pode explicar baixos titulos do produto de interesse (CASAS LOPEZ et al, 2005,
HENRIKSEN et al., 1997).

Outra variavel importante para o cultivo de fungos em biorreator ¢ a
concentragdo inicial de células (CASAS LOPEZ et al, 2005). Um excesso de células
vegetativas poderia justificar o rapido consumo de sacarose (aproximadamente 93 % da
concentrag@o inicial apos 43 h) e o alto crescimento celular do P. chrysogenum na forma
filamentosa.

Inicialmente, o cultivo foi realizado transferindo-se os esporos armazenados
em tubo inclinado para 100 mL de meio fresco, mantido sob agitagdo a 25 °C por 24 h. A
seguir, todo o volume era transferido para o bioreator. Para verificar o efeito da quantidade
inicial de células, o in6culo foi preparado como descrito anteriormente, entretanto, volumes
menores eram transferidos para o biorreator. Para a composi¢do do meio de cultivo
estabelecido neste trabalho e cultivo no modo batelada, 10 % do volume de indculo
permitiram a formacao de pellet em biorreator. Este resultado pode ser visualizado na foto da

Figura 5.41.
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Figura 5.41: Cultivo de Penicillium chrysogenum em bioreator no modo batelada utilizando concentracio
inicial de sacarose de 25 g/L e 10 mL de indculo.

Apesar de obter o crescimento do fungo na forma de pellet em biorreator, para
conseguir simular a condi¢ao industrial da produ¢do de penicilina G, era necessario manter a
viabilidade celular. Isso foi possivel controlando a concentracdo da principal fonte de carbono
(sacarose) ao longo do cultivo.

Alguns métodos descrevendo o perfil de adi¢do de diferentes fontes de carbono
em cultivos de P. chrysogenum sdo descritos na literatura, entretanto, para cada cepa existe
um perfil 6timo para atingir a maxima produ¢do de penicilina, a qual esta associada ao
crescimento desse fungo. Para a cepa utilizada neste trabalho, iniciou-se o cultivo com uma
concentragdo de sacarose de 10 g/L e apds 24 h de cultivo adicionava-se um volume de
solucao de sacarose (100 g/L) ao bioreator para atingir a concentracdo de 1 g / L. Novas
adicoes eram realizadas a cada 12 h. Controlando-se a concentracao de sacarose nesse nivel,
Foi possivel crescer o fungo na forma de pellet para favorecer a producao do antibidtico e

manter a viabilidade celular.

5.3.3 Controle de Contaminacao

Um fator critico para o estudo da viabilidade da hidrélise de penicilina G
durante o cultivo P. chrysogenum ¢ a garantia da esterilidade do meio. A contaminagdo deste
meio por bactérias causa a inibi¢do do crescimento do fungo, pois a bactéria multiplica-se

mais rapidamente, consumindo os nutrientes.
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A esterilizagdo do meio de cultivo normalmente ¢ realizada aquecendo o
mesmo a 120 °C e 1 atm por 20 minutos. Contudo, o biocatalisador a ser adicionado ao meio
de produgdo também deve estar estéril e ndo pode ser esterilizado a quente, pois causaria a
inativagdo da enzima. Portanto, foi necessario encontrar um método quimico para esterilizar o
biocatalisador. A eficiéncia dos métodos testados era acompanhada realizando-se testes de
contaminag¢ao do caldo fermentativo e do biocatalisador, através da inoculagdao de amostras do
caldo de cultivo contendo o biocatalisador em placas contendo meio de crescimento s6lido
para crescimento de fungos e bactérias.

A esterilizagdo do biocatalisador foi primeiramente realizada mantendo 1 g
deste em contato com 10 mL de uma solu¢ao 1% m/v de azida. A mistura foi mantida sob
agitacdo por 30 minutos. Em seguida, o biocatalisador foi lavado com agua estéril em camara
asséptica. O biocatalisador foi transferido para um meio de cultivo estéril, idéntico a0 meio
utilizado para crescimento de P. chrysogenum, e mantido em agitagdo de 250 rpm a 25 °C por
24 h. Em seguida uma aliquota deste meio foi aplicada em placa para teste de contaminagdo e
apods 24 h a placa era observada para verificar se havia o crescimento de contaminantes. Apos
comprovar a esterilidade do biocatalisador o mesmo era transferido para o biorreator.

Ao final do cultivo o biocatalisador foi separado, lavado e armazenado a 4 °C.
Antes de ser reutilizado o biocatalisador passava novamente por todas as etapas de
esterilizacao e teste de contaminacao.

A metodologia para controle de contaminantes, utilizando azida 1% m/v, foi
realizada varias vezes e mostrou-se viavel, indicando que a técnica garantia a nao
contamina¢do do meio de cultivo com a adicao do biocatalisador. Entretanto, quando um dos
cultivos foi contaminado apds vdarios dias de fermentacdo por um microrganismo
desconhecido e o biocatalisador retirado desse meio foi tratado com azida 1 % m/v, o teste de
contaminagdo mostrou que ainda havia crescimento do microrganismo indesejado. Para
eliminar o contaminante, o biocatalisador foi tratado com solucdo azida 10 % p/v, o que
causou grande perda de atividade catalitica (50%). Portanto, foi necessario utilizar outro
agente quimico, com maior potencial de esterilizacdo e que ndo causasse perda de atividade
catalitica.

A literatura cita o iodo como um dos mais eficientes agentes de esterilizacao
(BENJAMIM e CUMMING, 1993). Neste trabalho, uma solucao de iodo 50 uM foi utilizada.
Observou-se que este agente ¢ eficiente para esterilizagdo (Figura 5.42) e ndo causa perdas

significativas da atividade catalitica.
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Figura 5.42: Teste de contaminacio: (a) aliquota retirada do indculo; (b) aligota retirada do meio de
cultivo esterilizado e incubado com o biocatalisador; (c) aliqota retirada do biorreator apés 120 h de
cultivo.

Outra varidvel importante avaliada durante esses testes foi a estabilidade da
PGA nas condi¢des do cultivo. A atividade enzimatica utilizando o método do PDAB foi
realizada antes (28,0 = 3,5) e ap6s a utilizagdo dos pellets (29,4 £ 1,8). Os resultados mostram
que, aparentemente, ndo houve perda de atividade enzimatica, o que ja era esperado pois a

enzima havia sido imobilizada por ligagdo covalente multipontual.

5.3.4 Conclusdes Parciais

A quantificacdo de 6-APA e penicilina G em caldo fermentativo foi possivel
utilizando o método de Balasingham modificado.

O crescimento de P. chrysogenum na forma de pellet depende fortemente das
condigdes de aeragdo e alimentacdo de sacarose. Foi necessario realizar o cultivo no modo
batelada alimentada mantendo a concentragao de sacarose suficientemente baixa para garantir
o crescimento do fungo na forma de pellet, entretanto sem comprometer a viabilidade celular.

Solugdo de iodo 50 uM mostrou-se eficiente para esterilizagdo do
biocatalisador, sem causar perdas significativas da atividade catalitica.

O biocatalisador manteve 100% de atividade apos uso em biorreator por 120

horas.
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5.4 Producdao e Hidrélise de Penicilina G em Biorreator

Apos estabelecer a metodologia de analise de penicilina G ¢ 6-APA em caldo
de cultivo, determinar as condigdes de cultivo para o P. chrysogenum ¢ de esterilizagdo para o
biocatalisador, iniciou-se a etapa de produgao e hidrolise de penicilina G em biorreator.

As condi¢des de temperatura e pH necessdrias para o cultivo de P.
chrysogenum diferem bastante das condigdes 6timas para hidrolise de penicilina G catalisada
por penicilina G acilase. Valores tipicos em industria dessas variaveis giram em torno de 25
°C e pH7, para cultivo, e 30 °C e pH 8,0, para hidrolise. Uma vez que o processo industrial ja
estabelecido ¢ para o cultivo, decidiu-se trabalhar nas condi¢cdes de pH e temperatura
adequadas para o crescimento do microrganismo (pH7 e 25 °C). Para verificar a viabilidade
da hidrolise de penicilina G durante o cultivo de P. chrysogenum, foi realizado um teste em
shaker. O microrganismo utilizado neste trabalho foi uma linhagem doada pela Fundagdo
Tropical, esta cepa ndo foi capaz de produzir penicilina G nas condigdes de cultivo utilizada
neste trabalho. Assim, para simular a situagdo que ocorreria no processo industrial de
produgdo e hidrdlise, preparou-se um cultivo do fungo e adicionou-se a este uma
concentragdo conhecida do antibidtico. Uma vez que toda PG presente no caldo fermentativo
¢ proveniente do que foi adicionado, o controle da concentragao deste antibiotico ¢ facilitado.

Os resultados da hidrdlise em shaker mostraram que 50 % da penicilina G
adicionada foi hidrolisada a 6-APA e fenil acético. Dois fatores importantes poderiam ser
considerados para explicar este rendimento: efeito de inibicdo (por substrato, produtos ou
outros componentes do meio) e controle de pH.

A inibi¢ao de PGA pelos produtos da hidrdlise depende fortemente do pH. Para
a hidrolise de penicilina G quanto menor o valor de pH, maior a inibi¢ao da enzima pelo 4cido
fenilacético (SPIEP et al., 1998)

Quanto ao efeito do pH, o valor inicial, 7, ja esta abaixo do valor 6timo para
hidrolise (pH 8), e ao longo do cultivo ainda observou-se rapida reducdo deste valor (pH <6),
devido a liberagdo de acidos organicos pelo fungo, mas principalmente devido a liberacao de
AFA e 6-APA (produtos da hidrolise). Uma vez que o microrganismo nao esta produzindo
penicilina G, ndo estd havendo consumo de AFA, como devera ocorrer no processo industrial.
Como conseqiiéncia da diminuicdo do pH a velocidade de hidrdlise torna-se muito lenta. O
efeito de inibigdo associado a falta de controle do pH ao longo do cultivo resultou em baixo

rendimento de hidrélise em shaker.
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Para obter melhores rendimentos de hidrdlise, o cultivo de P. chrysogenum foi
realizado em biorreator, no qual foi possivel o controle automatico do pH, pela adicao de

hidroxido de amonio.

5.4.1 Cultivo de P.chrysogenum em Tanque Agitado (Modo Batelada)

O primeiro experimento em biorreator (capacidade 2L) foi realizado no modo
batelada (concentracdo inicial de sacarose de 25 g/L). A este meio foi adicionado 6,13 g de
biocatalisador (esferas de 4 mm de diametro contendo PGA imobilizada) . A cada 12 h, 3g de
penicilina eram adicionadas ao meio de cultivo até atingir uma concentracdo final adicionada
de 30 g/L, a qual corresponde a concentragao atingida em processos industriais.

O controle do pH ao longo do cultivo resultou em 75,8 % de conversao de PG.
O perfil da curva de producdo de 6APA ao longo do tempo ¢ apresentado na Figura 5.43. Esse
valor ¢ relativamente baixo comparado aos valores obtidos quando a hidrdlise ¢ realizada em

meio aquoso a pH 8, o qual atinge niveis de 98% (GASQUES, comunicagdo pessoal).

Tangue agitado (batelada )

concentragdo de 6APA / g*L-1
o]

0 \ \ \ \ \ \ \ \
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135

tempo /h

Figura 5.43: Producio de 6APA em bioreator (capacidade 2L) a pH7, temperatura de 25°C e
concentracao do biocatalisador de 3 g/L.

O rendimento de hidrdlise obtido neste experimento pode ser atribuido,
principalmente, a forma de crescimento do fungo em biorreator. Em shaker, observou-se a
forma de pellet do fungo, enquanto em biorreator este cresceu sob a forma filamentosa (topico

ja discutido no item 4.3.2). Portanto apesar do ajuste continuo do pH, o alto crescimento
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celular do fungo na forma filamentosa dificultou o acesso das moléculas de PG a PGA
imobilizada em agarose.

Nesse experimento realizado em biorreator, com o objetivo de comparar os
resultados com aqueles obtidos em shaker, utilizou-se agitagdo constante 250 rpm. Para
verificar se era realmente a variacdo da viscosidade do meio a causa de ndo se ter atingido

conversdes proximas de 100%, decidiu-se variar a velocidade de agitagdao de 200 a 600 rpm.

5.4.2 Cultivo de P.chrysogenum em Tanque Agitado (Modo Batelada
Alimentada)

Neste experimento, trés varidveis foram alteradas: modo de alimentagdo de
sacarose, velocidade de agitacdo e concentragdo inicial de células (por aumentar o volume de
caldo fermentativo ¢ manter o volume de inoculo). Essas modificagdes foram realizadas com
o0 objetivo de fazer o fungo crescer na forma de pellet e aumentar a eficiéncia de hidrolise.

O cultivo foi realizado no modo batelada alimentada, com concentracao inicial
de sacarose de 25 g/L, em biorreator com capacidade de 6L. Foram utilizados para um volume
de 4L do meio de cultivo, 12 g de biocatalisador. Penicilina G foi adicionada como descrito
acima até atingir a concentracdo de 30 g/L. Durante todo o cultivo foram monitoradas a
concentracdo de 6APA, PG ¢ sacarose.

A Figura 5.44 mostra o perfil do consumo de sacarose ao longo do cultivo. O
monitoramento da concentracdo de sacarose ao longo do cultivo foi realizado para garantir

que a concentracdo de agicar no meio ndo ficasse abaixo de 1 g/L.
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Concentragao de sacarose durante cultivo de
Penicillium chrysogenum
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Figura 5.44: Perfil da concentraciio de sacarose durante o cultivo de P. chrysogenum em biorreator.

Em escala industrial o cultivo de P. chrysogenum ¢ mantido por dez dias
(GASQUES, comunicagdo pessoal). Neste experimento, o cultivo foi mantido por 7 dias e
iniciou-se com uma concentracdo de 25 g/L.. Somente apds 120 h foi necessario adicionar
sacarose, pois se observou uma redu¢do na velocidade de consumo de oxigénio dissolvido.
Assim, adicionou-se sacarose até atingir a concentracao de 15 g/L e a velocidade de consumo
de oxigénio voltou a aumentar. O grafico da Figura 4.46 mostra que grande parte da sacarose
¢ consumida nas primeiras 48h do cultivo, apds esse tempo ndo se observa grandes variagdes
na concentracdo de agicar do meio nem variagdo na massa de fungo.

Considerando os resultados apresentados na Figura 4.46, nos experimentos
seguintes, sacarose foi adicionada ao biorreator a cada 12 h para minimizar a morte do fungo
pela auséncia da fonte de carbono. Adicionou-se massa de sacarose suficiente para atingir a
concentragdo de 1 g/L a cada 12 h. A adicdo de quantidades de sacarose em intervalos de
tempo menores garante a viabilidade das células.

Apesar de reduzir a concentracdo inicial de células a metade, ainda ndo foi
possivel obter o crescimento do fungo na forma de pellet neste experimento. Entretanto, nesta
etapa do trabalho, a concentragdo do in6culo foi fixada em 2,5 % v/v.

Visto que a velocidade de agitacdo influencia fortemente a eficiéncia de
hidrolise, esta varidvel foi investigada isoladamente. A Figura 5.45 apresenta o perfil da

hidrélise de PG ao longo do tempo, obtido com velocidade de agitagdo variando de 200 a 600

rpm.
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Figura 5.45: Concentracio de 6APA e penG em bioreator (capacidade 6L) a pH7, temperatura de 25°C e
concentracao do biocatalisador de 3 g/L.

A agitagdo durante o cultivo aumentou de 200 para 500 rpm nas primeiras 24h
e foi mantida a 500 rpm por 4 dias. No sexto dia de cultivo a velocidade de agita¢do foi
aumentada para 600 rpm. Com este perfil de agitacdo observou-se que 100% da PG
adicionada foi hidrolisada. Entretanto, este resultado ndo pode ser considerado satisfatorio,
visto que todas as esferas contendo PGA imobilizada foram quebradas devido a forte agitagao

utilizada e ndo puderam ser recuperadas.
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5.5 Estratégias para Manter a Integridade do Biocatalisador em
Biorreator

Seis estratégias diferentes foram utilizadas para evitar a fragmentagdo do
biocatalisador durante a hidrdlise de PG em biorreator. A primeira alternativa foi aumentar
gradativamente a agitacdo em fungdo do crescimento do fungo. A segunda consistiu em
confinar o biocatalisador em uma rede metalica, fixada ao lado do eixo contendo os
impelidores. Outras trés estratégias foram desenvolvidas para manter os impelidores dentro de
“gaiolas”, permitindo a passagem do caldo fermentativo, mas mantendo o biocatalisador
movimentando-se em todo o volume externo da “gaiola”. A sexta alternativa foi avaliar a
utilizagdo de reator pneumatico do tipo “airlift”, no qual a auséncia de impelidores garantiu a
integridade do biocatalisador ao final do processo. Os resultados obtidos em cada etapa sdao

apresentados e discutidos nos proximos itens.

5.5.1 Efeito da Agitacao Sobre a Integridade e Atividade do
Biocatalisador

Para manter a integridade do biocatalisador, o experimento descrito no item
4.4.2 foi reproduzido, entretanto a variacao da agitacao foi atenuada e aumentada até 600 rpm.
Neste procedimento, o aumento da agitacdo acompanhou o crescimento do fungo, pois na
medida em que aumenta a massa deste em biorreator, os choques entre o biocatalisador e os
impelidores sdo minimizados. A brusca variacdo na agitacdo do experimento anterior (250 a
500 rpm em 24 h) causou a rapida fragmentacdo do biocatalisador. O perfil de agitacdo e
hidrélise de PG ao longo do cultivo pode ser visualizado nos graficos da Figura 5.46.

Os resultados mostram que a hidrélise ¢ fortemente favorecida a partir da
agitacdo de 400 rpm para as condi¢des do cultivo. Entretanto, o aumento deste valor até 600
rpm, mesmo quando a massa de fungo atinge valores méaximos, ainda ¢ prejudicial para a
integridade dos pellets e ndo foi suficiente para hidrolisar toda a PG em 5 dias. Neste

experimento, 92% de PG foi hidrolisada e 8% da massa dos pellets foram destruidos.
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Figura 5.46: Efeito da agitacdo sobre a hidrolise de PG durante o cultivo de P.chrysogenum. (a)
Concentracio de 6-APA e PG ao longo do cultivo de em bioreator (capacidade 2L) a pH 7, temperatura de
25°C e a quantidade do biocatalisador foi de 12 g dispersos em 4 litros de caldo fermentativo; (b) Perfil da

agitacio.

Além do controle de agitagdo, ¢ necessario também um controle rigido sobre o

crescimento do fungo. A agitagdo mais branda associada ao elevado crescimento da massa de

fungo diminui o movimento do biocatalisador dentro do bioreator, favorecendo o

envolvimento deste por uma capa de fungos. A Figura 5.47 mostra fotos tiradas durante o

funcionamento do biorreator, destacando o biocatalisador parado e envolvido por P.

chrysogenum.
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Figura 5.47: Foto do bioreator no quinto dia de funcionamento: (a) imagem completa, (b) destaque dos
pellets envolvidos pelo fungo e (c) aumento da imagem dos pellets envolvidos.

Acredita-se que, em cultivos com melhor controle do crescimento do fungo,
para atingir valores maximos de hidrolise sem causar perdas do biocatalisador, a agitagdo ndo
deve ultrapassar 400 rpm e o tempo deve ser prolongado até hidrdlise total da PG. Dados da
literatura mostram que em culturas de Aspergillus terreus, uma agitagao de 300 rpm
promoveu crescimento do pellet do fungo, e velocidade de agitacdo superior a este valor
causou fragmentagdo dos pellets quando se utilizou o biorreator com volume de 2 L (Casas
Lopez, 2005).

Em alguns processos, a forte agitacdo pode ser exigida para facilitar a
transferéncia de oxigénio, permitindo a fragmentagdo das bolhas de ar e tornando mais
acessivel o oxigénio ao fungo. Para estes processos, a estabilidade mecanica do biocatalisador
utilizado neste trabalho ndo ¢ suficiente para suportar a fragmentacdo causada pelos
impelidores. Mesmo esferas produzidas com material de estabilidade mecanica similar a
estabilidade dos impelidores seriam invidveis, visto que, o choque entre ambos danificaria o
poder de corte dos impelidores e diminuiria a eficiéncia deste para fragmentar bolhas de ar.

Considerando os obstaculos descritos acima, outras estratégias foram

investigadas para evitar o impacto do biocatalisador com os impelidores.
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5.5.2 Confinamento do Biocatalisador em Rede Metalica

A Figura 5.48 apresenta o esquema do aparato utilizado na protecdo do

biocatalisador contra os impelidores.

' ™

Rede metilica

Impelidores _| Wiy

+— Biocatalisador

N . ,/

Figura 5.48: Esquema do aparato montado para confinar o biocatalisador dentro do bioreator.

A rede metalica foi fixada o mais proximo possivel do eixo dos impelidores
para aumentar a velocidade de troca do liquido dentro da rede metélica, favorecendo assim, a
hidrolise de PG. Apds 48 h de cultivo este experimento foi interrompido, pois se observou
aderéncia do fungo sobre a rede metalica, formando uma camada que impedia a troca de

liquido entre o meio interno e externo a rede. A Figura 5.49 mostra fotos com detalhes

externos e internos da rede metélica apds 48 h de cultivo.

Figura 5.49: Foto do aparato (rede metalica) utilizado para confinar o biocatalisador durante o cultivo de
P. chrysogenum. (a) Detalhes externos; (b) Detalhes internos.
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Apesar de manter a integridade dos pellets, a estratégia de manter os pellets
confinados em uma rede dentro do biorreator ndo se mostrou tecnicamente viavel, pois o

fungo aderiu sobre a superficie da rede e ndo houve hidrolise de PG.

5.5.3 Confinamento dos Impelidores em Rede Metalica

Numa tentativa de evitar o crescimento do fungo sobre a superficie da rede
metalica, a mesma foi acoplada ao biorreator sobre os impelidores de maneira que girasse
junto com o impelidor, enquanto o biocatalisador movimentava-se na parte externa da rede

metalica. Um esquema deste aparato é apresentado na Figura 5.50.

Figura 5.50:Esquema do aparato (rede metalica) utilizado para confinar os impelidores durante o cultivo
de P. chrysogenum.

Um teste em meio aquoso mostrou que a rugosidade da estrutura da rede
metalica associada a sua velocidade de agitacdo (equivalente a dos impelidores, 600 rpm)
resultou na fragmentacdo instantanea do biocatalisador. Outra tentativa de utilizagdo desta
rede metélica foi feita mantendo a mesma fixa ao redor dos impelidores, mas desta maneira o
fungo aderiu sobre a rede e a agitacdo no volume externo a rede tornou-se nula apés 48 h de
cultivo.

Apesar dos resultados obtidos anteriormente, a idéia de manter uma ‘“gaiola”
fixa ao redor dos impelidores nao foi descartada. Entretanto, buscou-se um material com
superficie lisa para evitar a aderéncia do fungo. Os resultados obtidos com uma chapa

metalica perfurada sdo apresentados no item a seguir.
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5.5.4 Confinamento dos Impelidores em Chapa Perfurada

A Figura 5.51 mostra uma foto do bioreator acoplado a uma chapa perfurada, a
qual rodeia os impelidores. O didmetro dos furos da chapa ¢ suficientemente pequeno para
ndo permitir a passagem do biocatalisador, mas permitir o fluxo do caldo fermentativo. Como
descrito anteriormente o biocatalisador permaneceu em movimento na parte externa a chapa

perfurada, livre da acdo dos impelidores.

Figura 5.51: Biorreator acoplado a chapa perfurada.

O fato de usar um material de superficie lisa, associado a lavagem constante
dos furos através do liquido langado pelos impelidores de dentro para fora da placa parecia
suficiente para evitar o crescimento do fungo sobre esta. Testes de estabilidade mecanica do
biocatalisador, em agua, foram realizados com este aparato e ndo foi observada destruicao do
mesmo quando a velocidade de agitagcdo variou de 500 a 900 rpm num intervalo de dez dias.

Foi realizado um cultivo no qual a concentragdo inicial de células foi reduzida,
utilizando-se agora somente 10 mL de inoculo para 4 L totais. Desta maneira, obteve-se o
crescimento do fungo na forma de pellet e esta condigao foi mantida para todos os cultivos
seguintes. Apesar de haver formacdo de pellets, a utilizagdo do aparato descrito acima
promoveu forte aderéncia do fungo a superficie da chapa perfurada. As fotos da Figura 5.52

mostram o aspecto do bioreator e detalhes da chapa perfurada coberta pelo fungo.
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Figura 5.52: Fotos do biorreator apés cultivo de P. chrysogenum utilizando chapa perfurada. (a)
biorreator; (b) detalhe da parte inferior da chapa perfurada; (c) parte interna da chapa (d) biocatalisador
preso entre a massa de fungo e a chapa perfurada.

O perfil de hidrolise de PG utilizando a chapa perfurada ¢ apresentado na

Figura 5.53.
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Figura 5.53: Perfil da concentra¢io de PG e 6-APA durante o cultivo de P. chrysogenum em bioreator.

Nestas condi¢des, observou-se um rendimento de 81,0 % de hidrolise de PG e
nenhuma perda do biocatalisador. A velocidade de hidrolise apds 5 dias de cultivo tornou-se
muito lenta, devido ao aprisionamento do biocatalisador junto a camada de fungos sobre a

chapa perfurada, como mostra a Figura 5.52.
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O uso da chapa perfurada permitiu atingir niveis de hidrolise razoaveis e
nenhuma perda por fragmentacdo do biocatalisador, entretanto, a separacdo entre este ¢ a
massa de fungo foi dificultada ao final do cultivo.

A aderéncia do fungo sobre a chapa perfurada ocorreu porque este material
ainda apresentava um pouco de rugosidade. Para evitar a aderéncia foi aplicada a chapa, uma
resina epoxi da WEICON. Entretanto, foi encontrada dificuldade na aplicacdo desta resina,
pois a mesma apresenta elevada viscosidade e isto dificultou o revestimento na area dos furos.

Foi realizado cultivo para avaliar o efeito do revestimento da chapa e, embora
em grau menor, ainda se observou aderéncia do funga a chapa. Com o objetivo de conseguir
um revestimento perfeito, foi confeccionada outra pega de furos maiores. Entretanto, cultivos
utilizando este aparato serdo realizados em trabalhos futuros, visto que o biorreator, para o

qual a peca foi feita apresentou defeitos no mecanismo de agitagao.

5.5.5 Confinamento dos impelidores em helicéide

Apesar do uso da chapa perfurada revestida com uma resina epoxi ter se
mostrado promissor para evitar a aderéncia do fungo, buscou-se uma nova alternativa para
evitar a fragmentacao do biocatalisador. Com o uso de um helicoide preparado com arame de
aco inoxidavel quase nenhuma aderéncia foi observada apds 5 dias de cultivo. Além disso,
este material ¢ de baixo custo (R$ 2,00 por metro) e o preparo do helicoide também é um
procedimento simples e rapido. A Figura 5.54 apresenta o helicdide acoplado a tampa do

bioreator ap6s cinco dias de cultivo.

Figura 5.54: Helicéide apos cinco dias em uso no cultivo de P. chrysogenum.
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Nesta etapa do trabalho foi atingido o objetivo de realizar a hidrolise de
penicilina durante o cultivo de P. chrysogenum com total recuperagdo do biocatalisador ao
final do processo.

Apos verificar a viabilidade deste processo, varios aperfeigoamentos podem ser
realizados para tornar o uso deste aparato ainda mais simples. Considerando que as dornas
industriais para producdo de penicilina tém capacidade superior a 50.000 litros, um helicoide
de comprimento equivalente a altura da dorna poderia ser utilizado, entretanto, isso seria
desnecessario, pois o objetivo é rodear somente os impelidores. Assim, uma das modificagdes
sugeridas consiste em reduzir as dimensdes do helicoide.

Neste trabalho, o helicdide confeccionado tem sua base aberta e apoiada no
fundo do bioreator e a parte superior esta acima da altura atingida pelo volume maximo de
caldo fermentativo utilizado (1,7 L). A elaboragao deste desenho foi feita para evitar a entrada
do biocatalisador pelas extremidades do helicdide, atingindo assim, os impelidores.
Entretanto, estas extremidades poderiam ser simplesmente fechadas por espirais do mesmo
material, ou seja, a continuidade do helicoide seguiria uma espiral. Um desenho muito similar
deste aparato ¢ comercializado com o nome de “spiral cage” (para armazenar pedras

preciosas) e pode ser visualizado na foto da Figura 5.55.
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Figura 5.55: Spiral cage, Fonte: www.orientaltrading.com.

Todas as medidas referentes a este aparato (tamanho da peca, didmetro do fio,
distancia entre os passos da hélice e outras) devem ser determinadas de modo que problemas
de transferéncia sejam minimos.

Do ponto de vista industrial, a utilizagdo do aparato apresentado aqui ¢ a
melhor alternativa para a aplicagdo de um processo simultaneo de producao e hidrolise de PG,

pois toda a estrutura ja existente (dornas tipo tanque agitado) seria aproveitada e o
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acoplamento da “gaiola” seria a unica modificacdo, visando a utilizagdo dos biocatalisadores
sem perda por fragmentagao.

Por outro lado, do ponto de vista cientifico, ¢ interessante investigar a
viabilidade deste processo em outro desenho de reator, pois para o cultivo de P. chrysogenum
na forma de pellet ¢ uma grande vantagem a utilizagdo de reatores tipo “air lift”. Desta
maneira no item a seguir sao discutidos os resultados obtidos para hidrélise de penicilina G

durante o cultivo de P. chrysogenum em “air lift”.

5.5.6 Producéo de 6-APA em “Air Lift”

O cultivo de P. chrysogenum em “air lift” foi realizado seguindo o mesmo
protocolo desenvolvido para o reator tanque agitado. Nestas condi¢des, observou-se excelente
aumento de massa celular na forma de pellet. A Figura 5.56 mostra uma foto do quarto dia de

cultivo.

Figura 5.56: Crescimento de P. chrysogenum em air lift apos quatro dias de cultivo.

Apesar de atingir uma 6tima condi¢do de crescimento do fungo, este sistema
ainda precisa ser melhorado para atingir melhores graus de hidrélise, pois somente 46% da
penicilina adicionada foi hidrolisada. Este resultado deve-se, principalmente, a estagnagdo do
biocatalisador abaixo do aspersor de ar.

Uma vazao de ar trés vezes menor (1 vvm) do que o valor recomendado (3
vvm) para estes sistemas ocasionou o acumulo do biocatalisador abaixo do aspersor e

conseqiientemente menor grau de hidrélise. O biocatalisador estagnado serviu como
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superficie para crescimento do fungo, pois ao final do cultivo observou-se uma camada de
fungo sobre este, o que afetou o rendimento da hidrolise.

A vazdo de ar manteve-se baixa devido ao entupimento do aspersor de ar por
componentes solidos da dgua de maceracdo de milho. Erroneamente, este e outros nutrientes
foram esterilizados em autoclave dentro do reator. Provavelmente, nessas condi¢des de
temperatura e pressao muitos componentes foram dissolvidos e penetraram na parte interna do
aspersor e ao resfriar causaram o entupimento. Portanto, acredita-se que utilizando um
sistema de aera¢dao mais eficiente (aspersores com diametro de furos maiores) o “air lift” seja

mais uma alternativa para producdo de 6-APA em biorreatores.

5.5.7 Conclusdes Parciais

A viabilidade do processo de hidrolise de PG durante sua produgdo por
Penicillium chrysogenum depende fortemente do controle de pH, forma de crescimento do
fungo e agitagao.

Os resultados de hidrodlise em shaker (sem controle de pH) e em bioreator (com
controle de pH) comprovam o efeito do pH sobre os rendimentos, 50 e 72%, respectivamente.

O crescimento do fungo na forma de pellet foi obtido controlando-se a
concentracdo inicial de células (10 mL de inoculo por litro de meio de producdo) e
concentragdo de sacarose no meio (concentragdo inicial 10 g/L e alimentacdo a cada 12 h para
manter a concentracao no meio acima de 1 g/L).

Experimentos realizados em reator tanque agitado mostram que ¢ possivel
atingir hidrolise total de PG nas condi¢des do cultivo (pH 7, 25 °C) com uma baixa
concentra¢cdo do biocatalisador (3 g/L).

Uma brusca variagdo na velocidade de agitacdo (250 a 600 rpm em 24 h) levou
a destruicao total do biocatalisador, entretanto, o aumento atenuado da agitagdo até 600 rpm
sO causou a perda de 8% deste, e a variacdo atenuada atingindo um méximo de 400 rpm ndo
causou perda do biocatalisador por fragmentacdo. O biocatalisador ndo pode ser testado sob
condi¢des reais de agitagdo no reator industrial. E possivel que nas condi¢des de produgio
industrial de PG, a agitagdo necessaria para manter a viabilidade do fungo nao prejudique a
integridade do biocatalisador. Contudo, também ¢ possivel que uma condi¢do mais drastica de
agitacdo seja necessaria em alguns sistemas. Nesse caso, o uso de um aparato para proteger o

biocatalisador da a¢dao dos impelidores faz-se necessario.
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Entre os varios aparatos investigados neste trabalho, o helicdide envolvendo os
impelidores destacou-se por ndo sofrer aderéncia pelo fungo e ser preparado de maneira
simples a partir de material de baixo custo.

Tecnicamente, o uso de reator tipo “air lift” pode ser uma alternativa ao reator
tanque agitado para realizar o processo de produgdo de 6-APA durante o cultivo de P.
chrysogenum. Entretanto, atualmente, a producdo industrial de penicilina ja conta com uma
estrutura que utiliza dornas tipo tanque agitado e o acoplamento (se necessario) de um aparato

ao redor de impelidores torna-se mais interessante do ponto de vista industrial.

5.6 Estudo Cinético da Hidrodlise de Penicilina G em Meio de
Cultivo

Nesta etapa, o biocatalisador desenvolvido para atuar durante o bioprocesso de
produgdo e hidrélise simultaneos da penicilina G foi avaliado quanto a cinética. Em processos
industriais a penicilina ¢ hidrolisada a temperatura de aproximadamente 30 °C e pH 8,0.
Nestas condigdes, a hidrolise de solucdes de penicilina com elevada concentragdo ¢ realizada
em um curto intervalo de tempo e os rendimentos atingem valores acima de 95%
(GASQUES, comuniagdo pessoal).

A proposta deste trabalho foi realizar essa hidrolise em meio nao convencional,
em condi¢des de temperatura ¢ pH onde a hidrolise ndo ¢ favorecida. Além disso, as
caracteristicas do biocatalisador (esfera de 4 mm) tem efeito significativo sobre a velocidade
de hidrélise de PG em biorreator. Pardmetros cinéticos nesta condi¢ao de hidrolise ainda nao
foram citados na literatura. Portanto fez-se necessario investigar o desempenho do
biocatalisador e determinar tais parametros a fim de verificar a viabilidade econdmica deste
processo.

Os obstaculos descritos em itens anteriores para a hidrolise de PG durante o
cultivo de P. chrysogenum sdao compensados por outras caracteristicas do sistema. Por
exemplo, uma das técnicas mais utilizadas para aumentar os rendimentos em reagdes que sao
inibidas pelo produto ¢ a remocao destes produtos. No caso em estudo ocorre este fato ocorre
naturalmente, pois ao realizar a hidrélise da PG durante o cultivo, o co-produto AFA (inibidor
da reagdo de hidrdlise), é consumido pelo fungo, tendo o papel de precursor para a sintese de
penicilina e como fonte de carbono.

A adi¢do de AFA em processos de producdo de penicilina representa uma

fragdo importante no custo final do produto. Ao realizar a hidrdlise durante o cultivo, AFA ¢
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liberado novamente para o meio e consumido pelo fungo para liberacdo de uma nova
molécula de PG, este fato além de dispensar a adi¢do de AFA ao meio, favorece a hidrolise,
pois o inibidor ¢ continuamente removido do ambiente reacional. Outra diferenca neste
processo de hidrélise € que a concentracdo de PG no meio deve ser muito baixa a cada
instante, devido a hidrolise simultdnea a producdo, portanto espera-se que os parametros
cinéticos obtidos aqui sejam diferentes daqueles obtidos utilizando condigdes de hidrodlise

convencional.

5.6.1 Velocidades Iniciais

No processo industrial convencional de produ¢do de PG, o antibidtico
acumula-se no biorreator até¢ o final do cultivo; neste caso a temperatura ¢ de 25 °C. Em
outros processos, parte do caldo fermentativo, contendo penicilina G, € transferido para um
tanque de armazenagem (T< 12 °C) e meio fresco ¢ adicionado a dorna de fermentagdo. Este
procedimento ¢ importante devido a instabilidade quimica e térmica deste antibidtico
(MENEZES, 2000).

A hidrdlise de PG pode ser realizada em ambos os sistemas de produgdo. As
vantagens de realizar a hidrdlise a 12 °C no tanque de armazenagem sdo: maior facilidade na
separagdo do biocatalisador (menor quantidade de massa celular), menor perda de atividade
catalitica e menor degradacao do produto por efeito da temperatura. Apesar da velocidade de
reacdo nessa condi¢do de temperatura ser muito baixa, isto ndo seria um obstaculo, pois estes
bioprocessos sdo realizados em até dez dias.

Por outro lado, se a hidrolise de PG ¢é realizada dentro da dorna de fermentagao
(25°C), tem-se a vantagem da remogao de AFA pelo fungo, reduzindo efeitos inibitorios.
Considerando que o biocatalisador utilizado neste trabalho apresenta excelente estabilidade
térmica, conclui-se que a hidrélise de PG no tanque de armazenagem ou na dorna de cultivo
apresenta vantagens sobre o processo industrial utilizado atualmente para a produgdo de 6-
APA. Portanto, nesta etapa do trabalho, o estudo cinético foi realizado em duas temperaturas
de interesse industrial (12 e 25 °C).

A analise dos parametros cinéticos foi realizada, inicialmente, utilizando o
método de velocidades iniciais. O tempo de reacdo foi estabelecido de maneira que a

conversdo ndo ultrapassasse 10% para evitar efeitos de inibicdo e a reacdo inversa.



INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 130

O efeito da temperatura sobre a atividade catalitica foi investigado para PGA
na forma livre e imobilizada com o objetivo de compreender também o efeito da imobilizagao
nas propriedades finais da enzima.

O objetivo nesta etapa do trabalho foi estimar os parametros cinéticos para a
hidrélise da PG em biorreator durante o cultivo de P. chrysogenum pelo método das
velocidades iniciais. Entretanto, 28 cultivos (sete niveis de concentragao de PG, duas
temperaturas diferentes, duas formas da enzima: livre e imobilizada) seriam necessarios para
ter os valores de velocidades iniciais determinados no meio reacional real. Considerando, a
dificuldade de reproduzir as caracteristicas de cada caldo cultivo, o tempo e reagentes gastos
nestes experimentos, optou-se por estimar estes parametros fora do biorreator. Portanto, a
hidrolise em biorreator foi simulada em microrreator (100 mL de capacidade).

Para tentar reproduzir as condi¢des do biorreator foi realizado um cultivo de P.
chrysogenum e¢ 6 L de caldo fermentativo livre de 6-APA, AFA e PG foi gerado,
considerando que a cepa utilizada ndo ¢ capaz de produzir penicilina. A massa de fungo foi
separada por filtra¢do e o filtrado foi utilizado como solvente para preparar as solugdes de PG
em diferentes concentragoes.

Para a estimativa dos pardmetros Ky € Vpax foi empregado o programa
Microsoft ORINGIN 7.0. A equagdo utilizada para a estimativa dos parametros cinéticos pelo

método das velocidades iniciais ¢ apresentada (Equacdo 4.1).

Vi - [S]

y=—max - -
K _+[S] (4.1)

m

Esta equacdo relaciona a velocidade (v), a velocidade maxima (Vyax) € a
concentracgdo inicial de substrato [S] com a constante de Michaelis-Menten (Ky;).

A Figura 5.57 apresenta as curvas de velocidade versus concentracao de PG
obtidas para a enzima livre a 12 e 25 °C. A unidade utilizada para a velocidade da enzima
livre neste experimento (umol/min*g) foi utilizada para comparar este pardmetro com o da
enzima imobilizada. Este calculo foi feito substituindo o volume da solucdo da enzima livre
pela massa do biocatalisador (agarose + proteinas) contendo as unidades deste volume. O
modelo de Michaelis-Menten foi ajustado aos pontos experimentais, visto que a cinética da

maioria das reagdes enzimaticas ¢ bem representada por esse modelo.
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Figura 5.57: Velocidade de hidrolise de PG em func¢do da concentracio de substrato a 12 e 25 °C com PGA
livre.

A concentracdo de PG variou de 2,68 a 107,38 mM. Devido a limitagdes do
sistema de detec¢cdo. Concentragdes menores que 2,68 mM ndo puderam ser utilizadas. Em
todos os niveis de concentragdo da PG a velocidade foi estimada respeitando a conversao
maxima de 10%. Nestas mesmas condi¢des foram levantadas as curvas de cinética para PGA

imobilizada, cujo resultado ¢ apresentado na Figura 5.58.
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Figura 5.58: Velocidade de hidrolise de PG em func¢do da concentracio de substrato a 12 e 25 °C com PGA
imobilizada.

O baixo valor de Ky para hidrélise de PG associado a pouca sensibilidade do
método colorimétrico utilizado ocasionaram grandes desvios nos valores obtidos para os
parametros cinéticos, portanto os resultados apresentados aqui sdo apenas uma estimativa
destes valores. A dificuldade na determinacdo destes pardmetros ¢ refletida na acentuada
variagao nas ordens de grandeza de valores publicados na literatura (ALKEMA et al., 1999).

Os valores obtidos para os parametros cinéticos pelo método das velocidades

iniciais sdo apresentados na Tabela 5.11.

Tabela 5.11: Parametros cinéticos para a hidroélise de PG em reator (100 mL) pelo método das velocidades
iniciais.

PGA Parametro 12 °C 25 °C

Km (mM) 398+1,7 | 530+1,8
Livre

Vmax (umol/min.g) | 17,72 £ 1,3 | 47,84 + 3,5

Imobilizada Km (mM) 9,73+29 | 14,76 £2,6

(em esferas com particulas dispersas) | Vmax (umol/min.g) | 1,29 +0,1 | 4,21 +£0,2
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Ao comparar os parametros cinéticos estimados nos sistemas empregando
enzima livre e imobilizada, verifica-se que hd uma drastica reducao na velocidade de hidrélise
ao empregar PGA imobilizada. A existéncia de efeitos cruzados pode justificar este resultado.
Entre os principais efeitos sobre a velocidade de hidrolise estdo os efeitos difusivos e
formacgao de gradiente de pH intra-particula (SPIE et al., 1999; GONCALVES et al., 2008).

Comparando-se os valores de Vmax para enzima livre e imobilizada em uma
temperatura em particular, por exemplo, a 12 °C nota-se uma efetividade experimental de
aproximadamente 0,077, este valor a 25 °C ¢ 0,084 (Estes valores foram obtidos dividindo-se
o valor da atividade medida para PGA imobilizada pela atividade medida para a enzima livre,
considerando-se a mesma quantidade de proteina em ambos os sistemas). Esta pequena
variacdo da efetividade, com o aumento da temperatura, nao ¢ suficiente para afirmar que o
efeito difusivo controla a cinética de hidrdlise.

Acredita-se que uma maior variagdo da temperatura poderia demonstrar a
presenga de efeitos difusivos, entretanto, para as condigdes de cultivo e hidrdlise exigidas
neste trabalho torna esta investigacao desnecessaria.

O fato de que o método de envolvimento das particulas de agarose (400 um)
contendo a PGA imobilizada ndo causa inativacdo da enzima, e de que a esfera formada tem
didmetro muito grande (4 mm) fortalecem a hipotese de efeitos difusivos. Além disso, estes
efeitos difusivos associados a liberagao de AFA durante a hidrolise e ao baixo valor de pH do
caldo de cultivo (atividade aparente ~10 vezes menor comparada a da enzima livre)

favorecem a formacao do gradiente de pH.

5.6.2 Efeito de Inibicdo de PGA Imobilizada por 6-APA na Hidroélise de
PG em Biorreator

Além das propriedades do biocatalisador, as caracteristicas do sitema utilizado
para realizar a hidrolise podem influenciar significativamente os parametros da cinética de
hidrolise. Para verificar, por exemplo, o efeito da remogdo continua de AFA ¢ a inibi¢ao de
PGA por 6-APA foi realizado um cultivo em biorreator e a hidrolise completa de PG (30g/L)
foi monitorada. Este experimento foi realizado em batelada durante o cultivo de P.
chrysogenum.

O objetivo nesta etapa do trabalho foi determinar a constante de inibi¢ao de 6-

APA (K, apa) utilizando a equagdo (4.2).
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Ve Vi [PG] (4.2)

(Ky +[PG))| 1+ [APA]

i,APA

Para obter o valor de K apa, foram utilizados os valores de Ky € Viax
determinados pelo método das velocidades iniciais, assim como os dados apresentados na

Figura 5.59.

Hidrolise de PG em bioreator
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Figura 5.59: Curvas de consumo de PG e formagio de 6-APA, durante o cultivo de P. chrysogenum.

Para obter os valores de velocidade (v) foi realizado primeiramente um ajuste
utilizando equacgdo de decaimento exponencial através do programa Microsoft ORINGIN 7.0

(Figura 5.60a).
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Figura 5.60: Velocidade de hidrdlise de PG: (A) Consumo de substrato com o tempo e (B) Velocidade
de hidrolise em fun¢ao da concentracio de substrato (Curva de Michaelis-Menten), Ki foi estimada
considerando os valores de Vmax= 4,21 pmol/min.g, Ky/= 14,76 mM e concentracfo inicial de PG =
79,01 mM.

Em seguida, foi calculada a derivada da equagdo apresentada no grafico da
Figura 5.60a, e a partir desta foram determinados valores de velocidade para respectivos
valores de concentragao de PG. Os valores de velocidade versus concentracao de PG foram
usados para realizar o ajuste com a equagdo (4.2). Os parametros Ky . Vmax utilizados aqui
foram aqueles determinados pelo método das velocidades iniciais.

Observando os dados da Figura 5.60b observa-se que nado foi possivel ajustar o
modelo de inibi¢do de 6-APA aos valores de velocidade calculados a partir de ajuste da
equacdo exponencial aos dados experimentais obtidos em biorreator.

Um dos principais efeitos sobre a cinética de enzimas imobilizadas em suportes
solidos ¢ devido a variagao do pH no interior da particula. Para a hidrolise de PG, a reducao
no valor de pH altera o estado de ionizagdo da PGA e desfavorece a reagdo de hidrdlise,
tornando-a mais reversivel. Visto que, o biocatalisador utilizado aqui ¢ uma esfera de 4 mm
de didmetro e que o pH do caldo de cultivo é mantido neutro, pode-se afirmar que a formagao
de gradiente de pH intraparticula ocasionada por problemas difusionais ¢ mais pronunciada
em ensaios longos de hidrélise. Além disso, o aumento da concentragdo dos produtos AFA e
6-APA no interior da particula nestes ensaios pode acentuar os efeitos de inibi¢do da enzima.
Portanto, os parametros cinéticos obtidos pelo método das velocidades iniciais ndo podem ser
utilizados para representar a cinética de ensaios longos, visto que os valores de Ky € Vinsx sao

alterados em func¢ao do pH e presenca de AFA (inibidor competitivo).
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A utilizacdo de modelos matematicos mais complexos poderia solucionar o
problema em questdo, entretanto este ndo € o objetivo deste trabalho, tal procedimento ¢

sugerido para trabalhos futuros.

5.6.3 Conclusdes Parciais

O efeito da temperatura sobre a velocidade de hidrélise ¢ significativo,
entretanto, visto que o processo fermentativo € realizado em tempo relativamente longo (120-
240 h), a hidrélise de PG durante este processo torna-se possivel em ambas as temperaturas
investigadas (12 ou 25 °C).

A imobilizacdo de PGA em pequenas particulas e o co-envolvimento destas
com gel de agarose causam uma drastica reducdo no valor tedrico da atividade enzimatica,
aproximadamente dez vezes menor. Como o procedimento de preparo deste biocatalisador
ndo causa perda de atividade catalitica, concluiu-se que a baixa atividade aparente estd
relacionada a efeitos difusivos, de inibigdo ou formagdo de gradiente de pH no interior das
esferas. Esta hipotese ¢ fortalecida pelo fato da esfera apresentar elevado didmetro
(~ 4mm).

Os parametros cinéticos determinados apontam para a viabilidade do processo
de produgdo de 6-APA durante o cultivo de P. chrysogenum. Visto que toda a penicilina
adicionada foi hidrolisada em cinco dias de cultivo.

Entretanto, a partir deste ponto outro desafio surge como conseqiiéncia do
sucesso obtido na hidrolise de PG em biorreator. A separagao do produto de interesse a partir

de uma matriz complexa ¢ discutida no item a seguir.
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5.7 Extracao de 6-APA

A extracdo industrial de 6-APA obtido pela hidrolise de PG em meio aquoso ¢é
feita por precipitacdo deste no seu ponto isoelétrico, na presenga de acetato de amila, que
remove PG residual e demais contaminantes fortemente hidrofobicos a para fase orgéanica.
Contudo, quando se tentou aplicacdo direta dessa técnica para extracdo de 6-APA do caldo,
ndo ocorreu precipitacdo de 6-APA. Isso era esperado, devido ao grande nimero de moléculas
interferentes tais como aminoécidos, proteinas, 4cidos organicos e sais. E por essa razdo
inclusive que na hidrdlise industrial evita-se uso de tampao, com o controle do pH sendo feito
por adicdo de alcali.

Passou-se entdo a investigar a eficiéncia da extragdo do 6-APA gerado no
processo em estudo neste trabalho utilizando diferentes técnicas de separacdo. Adsorcao
hidrofobica, adsor¢do i0nica, precipitagdo com solvente organico e precipitagdo no ponto

isoelétrico foram estudadas, em conjunto ou individualmente.

5.7.1 Adsorc¢éo Hidrofobica

A adsorcdo de 6-APA presente em agua tem sido estudada em diferentes
resinas comerciais XAD. Neste trabalho, as resinas XAD-4, XAD-7 ¢ XAD-761 foram
utilizadas para estudar a adsor¢do de 6-APA presente em caldo fermentativo. Além destas
resinas, carvao ativado também foi utilizado para este estudo, visto que o mesmo ¢ utilizado
em alguns processos industriais, por exemplo, na pré-purificacao de PG, presente em caldos
fermentativos. O desempenho de cada adsorvente na extragdo de 6-APA ¢ apresentado na

Tabela 5.12.

Tabela 5.12: Eficiéncia da adsorc¢io de 6-APA presente em caldo fermentativo (3,5 g/L) em resinas XAD e
carvio ativado a pH 3,6 e 4 °C por 1h. Valores médios. Erro experimental <10%.

Adsorventes 6-APA adsorvido (mg/g adsorvente) % de 6-APA adsorvido®

XAD-4 2,2 3,1
XAD-7 4,2 6,0
XAD-761 0,6 9,4
Carvao ativado 13,8 19,7

* Percentagem de 6-APA adsorvido em relagdo a quantidade oferecida (70 mg / g adsorvente).
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Dos adsorventes utilizados, carvao ativado apresenta o maior grau de
hidrofobicidade, seguido de XAD-4, XAD 7 e XAD-761. Portanto, era esperado que a
interacdo destes adsorventes com o produto de interesse (6-APA) e/ou com os componentes
do caldo fermentativo apresentasse uma tendéncia em funcdo do grau de hidrofobicidade.

Os resultados da Tabela 8.1 mostram que carvao ativado apresentou maior
eficiéncia de adsor¢ao, enquanto o segundo adsorvente mais hidrofobico (XAD-4) apresentou
menor eficiéncia. Portanto, o maior percentual de adsor¢do de 6-APA nao depende somente
do grau de hidrofobicidade. Outros fatores importantes, como area superficial do adsorvente e
sua afinidade pelos componentes do caldo fermentativo (ou seja, seletividade) devem ser
considerados. Além disso, a afinidade entre adsorbato e adsorvente depende da estrutura
quimica de ambos, pois uma interacdo mais forte entre estas moléculas pode surgir em nivel
de elétrons (DUTTA et al., 1997).

Os resultados obtidos da adsorcdo de 6-APA presente em caldo fermentativo
nas resinas XAD estdo de acordo com os resultados obtidos por Vieira et al., 2003, para 6-
APA presente em agua. Observou-se que todas as resinas XAD apresentam pouca capacidade
para adsor¢do de 6-APA, sendo o desempenho da resina XAD-761 ligeiramente superior ao
das demais.

O pH do caldo fermentativo nestes experimentos foi mantido no ponto
isoelétrico do 6-APA (pH 3,6), pois dados da literatura mostram que nesta condicdo a
eficiéncia de adsor¢do ¢ maxima para solugdes de 6-APA em agua (DUTTA et al., 1997).

Para justificar o efeito do pH sobre interagdes hidrofébicas, alguns autores,
afirmam que uma molécula globalmente neutra pode ter sua interagdo com uma superficie
hidrofébica favorecida. Outros autores discordam dessa justificativa, pois as cargas pontuais
interferem negativamente sobre a adsor¢cdo destas moléculas sobre superficies hidrofobicas
(KECILI et al., 2006).

Neste trabalho ¢ defendida a hipdtese de que as cargas pontuais dos grupos
amino e carboxilico podem interferir fortemente na interagdo de 6-APA com as superficies
hidrofobicas. Entretanto, numa solucdo de 6-APA em &4gua com pH ajustado no ponto
isoelétrico, facilmente ocorre a formagdo de aglomerados através de interagdes ionicas. Dessa
maneira, cargas negativas do grupo carboxila interagem com cargas positivas dos grupos
aminos. Ao se neutralizar, essas moléculas formam um aglomerado, menos soluveis em agua
e com maior grau de hidrofobicidade que o mondmero de 6-APA, aglomerado esse que

adsorve mais facilmente em superficies hidrofobicas.



INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 139

O melhor resultado para adsor¢do de 6-APA (carvao ativado) obtido nesta
etapa ainda nao pode ser considerado satisfatorio visto que somente 19,7 % de 6-APA de uma
solucdo de baixa concentracgao (3,5 g/L) foi adsorvido. Além disso, este adsorvente apresenta
elevado custo e hd relatos na literatura de que geralmente a adsor¢do ¢ praticamente
irreversivel, ndo sendo possivel recuperar o suporte (DUTTA et al., 1997).

Por outro lado, apesar de nao observar elevada capacidade de adsor¢ao de 6-
APA, todos esses adsorventes apresentam elevada capacidade de remover compostos que
conferem cor ao caldo fermentativo, sendo XAD-4 o mais eficiente para este fim. Essa
propriedade pode ser 1til na pré-purificagdo do caldo em uma condig¢do onde 6-APA ndo seja
adsorvido. Contudo, dos trabalhos na literatura que relatam tentativas de extracdo de 6-APA
obtido por hidrdlise de PG no caldo de cultivo (tentando evitar a etapa de purificagcdo de PG)
os melhores resultados sdo obtidos com adsor¢ao em resina cationica. Assim, antes de estudar
uma possivel pré-purificacdo do caldo com resinas hidrofobicas, nos experimentos seguintes,
adsorventes alternativos, utilizando mecanismos de intera¢dao idnica, foram utilizados para

buscar maior capacidade de adsorgao.

5.7.2 Adsorcéo lénica

A presenca de grupos ionizéveis na molécula de 6-APA torna o uso de
adsorventes de troca i0nica interessante para extragcao deste nucleo B-lactamico.

Exemplos de matrizes comerciais utilizadas na extragdo de 6-APA sdo as
resinas de troca anidnica Aliquat 336 e IRA 400. Neste trabalho, adsorventes alternativos e de
baixo custo foram preparados pela insercdo de grupos carregados positivamente na superficie
de polimeros como agarose € quitosana.

A extracdo de 6-APA de caldo fermentativo utilizando suportes carregados
positivamente elimina etapas de ajuste de pH. Durante o cultivo de P. chrysogenum o pH ¢
continuamente ajustado para o valor 7,0. Nessa condi¢do, 99,5% das moléculas de 6-APA esta
na forma aniénica (KOCZIAN et al., 2007). Nessa mesma condi¢do de pH, os grupos
funcionais dos suportes utilizados neste trabalho estdao carregados positivamente.

Os primeiros testes de adsor¢do utilizaram quitosana como suporte para ligar
arginina. Para verificar a a¢do da arginina como agente de modificagdo, quitosana em p6 foi

utilizada como controle. A comparagdo da eficiéncia de adsor¢do entre estes dois adsorventes
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e os melhores adsorventes hidrofobicos pode ser feita observando os resultados apresentados

na Tabela 5.13.

Tabela 5.13: Adsorcio de 6-APA presente em caldo fermentativo (3,5 g/L) em diferentes adsorventes a 4
°C por 1h.

6-APA adsorvido

Adsorventes / pH adsorcao % de 6-APA adsorvido®
(mg/g adsorvente)
XAD-761/3,6 9,2 13,1
Carvio ativado / 3,6 20,2 28,9
Quitosana (gel)-argininab /7,0 10,6 15,1
Quitosana (po) / 7,0 1,6 2,3

* Percentagem de 6-APA adsorvido em relagdo a quantidade oferecida (70 mg / g do adsorvente);

® Utilizou-se: Ativagdo de Quitosana I (item 3.2.26.1).

A baixa eficiéncia de adsor¢do no adsorvente controle (quitosana po) ¢ devida
ao baixo valor de pK de seus grupos aminos (6,5), portanto em pH 7,0 nem todos os grupos
estavam carregados positivamente. Por outro lado, se o aminoacido arginina ¢ ligado ao
polimero através do glutaraldeido, o grupo amino desse aminoacido, que tem pK 12,48, se
mantém positivo a pH 7,0 e melhor eficiéncia de adsorc¢ao ¢ observada.

Os resultados apresentados na Tabela 8.2 apontam para a resina quitosana
ativada com arginina como um adsorvente promissor para extragao de 6-APA presente em
caldo fermentativo. Observa-se que esse adsorvente tem um desempenho similar aquele
obtido com XAD-761.

A modificagdo da quitosana também confere a este polimero maior estabilidade
quimica, pois o p6 de quitosana ¢ soluvel a pH menor que 6,5, enquanto quitosana-arginina
ndo ¢ soluvel a pH 3,5. A ativagdo de quitosana com arginina foi ainda investigada utilizando
diferentes condi¢des reacionais com o objetivo de aumentar a concentracdo de cargas

positivas sobre o polimero.

5.7.2.1 Efeito do Tipo de Ativacdo de Quitosana

Duas condigdes reacionais foram utilizadas para ativar a quitosana com o
objetivo de aumentar a concentragdo dos sitios de adsor¢do nesse suporte. Na primeira

estratégia (Ativagdo de Quitosana I, item 2.3), ativou-se quitosana com glutaraldeido e em
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seguida adicionou-se a esta uma solugdo de arginina. Desta maneira, a quantidade de grupos
arginina ligada a quitosana pode nao atingir valores maximos, porque ao adicionar a solugdo
de glutaraldeido primeiramente a quitosana, uma mesma molécula de glutaraldeido pode
ligar-se a dois grupos aminos, num processo de entrecruzamento das cadeias deste polimero.
Entretanto, o excesso de glutaraldeido utilizado neste trabalho (5% v/v) torna este grau de
entrecruzamento muito pequeno, visto que para atingir altos graus de entrecruzamento,
concentragoes baixas (0,75 % v/v) devem ser utilizadas (GINANI et al., 1999; VIEIRA et al.,
2006).

Para investigar a ocorréncia de entrecruzamento, outra estratégia foi utilizada
para realizar a ativagdo de quitosana (Ativacdo de Quitosana II, item 2.4). Nesse método,
arginina reagiu primeiramente com glutaraldeido em uma solucdo equimolar desses
compostos. Em seguida, o produto da reagdo foi adicionado ao gel de quitosana para formar o
polimero ativado com cargas positivas. Resultados comparando a eficiéncia de adsor¢do nos

dois métodos sdo apresentados na Tabela 5.14.

Tabela 5.14: Eficiéncia da adsorcio de 6-APA presente em caldo fermentativo (3,5 g/L) diferentes
adsorventes a pH 7 e 4 °C por 1h.

Quitosana (gel)-arginina  6-APA adsorvido (mg/g adsorvente) % de 6-APA

adsorvido
Ativacgdo I 10,6 15,1
Ativacao II 12,9 18,4

Os resultados apresentados na Tabela 8.3 mostram que o método de ativagao II
resulta numa eficiéncia de adsorcdo ligeiramente melhor que o método de ativagdo I.
Entretanto, para atingir valores ainda melhores para a eficiéncia de adsor¢ao outro fator foi
investigado. A presenga do grupo carboxila ligado ao carbono alfa da arginina pode dificultar
a reacao entre o grupo amino deste aminoacido e o aldeido. A influéncia deste grupo foi entdao
investigada a seguir.

Um estudo detalhado do efeito do grupo carboxila foi realizado, utilizando uma
matriz polimérica bem conhecida (agarose). Inicialmente, reagiu-se agarose 10 BCL ativada
(280 pumol de aldeido por grama do gel) com solugdo de arginina, 24 horas sob agitacdo. A
seguir, adicionou-se reagente de Schiff (teste para aldeidos) e observou-se que havia aldeido
remanescente.

Para investigar o efeito do grupo carboxila na ativagdo de agarose com

arginina, o mesmo procedimento descrito acima foi realizado, entretanto, com uma etapa
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adicional realizada antes de reagir a arginina com agarose ativada, para reduzir o grupo
carboxila do aminoédcido com hidreto de litio e aluminio. Apos essa redugdo, o teste com
reagente de Schiff ndo acusou presenga de grupos aldeido remanescentes na agarose ligada a
arginina. Entretanto, os resultados apresentados na Tabela 5.15 mostram que a redugdo foi

prejudicial para a ativagao de agarose com arginina.

Tabela 5.15:Eficiéncia da adsorcao de 6-APA presente em caldo fermentativo (8,5 g/L) diferentes
adsorventes a pH 7 e 4 °C por 1h.

Arginina 6-APA adsorvido (mg/g adsorvente) % de 6-APA adsorvido®
reduzida 6,6 33,1
ndo reduzida 8,8 44,1

* Percentagem de 6-APA adsorvido em relagdo a quantidade oferecida (20 mg / g do adsorvente).

Os resultados apresentados na Tabela 5.15 parecem ndo concordar com o
resultado teodrico esperado, pois a reducdo do grupo carboxilico, convertendo esse grupo
funcional em hidroxila, tornaria a reagao do amino ligado ao carbono alfa do aminoacido com
o aldeido mais favoravel. Acredita-se que apos a etapa de redugdo, o hidreto de litio e
aluminio remanescente reduziu os grupos aldeidos da superficie do gel, diminuindo assim a
quantidade de arginina ligada a0 mesmo e conseqlientemente diminuiu a eficiéncia de
adsor¢ao.

Considerando os testes realizados até este momento, foi estabelecido que o
melhor método de ativacdo com arginina ¢ através da reagcdo desta com o glutaraldeido,
seguida da reagdo deste produto com o suporte quitosana ou agarose aminada.

Nesta etapa do trabalho, outros parametros foram investigados para verificar a

viabilidade do uso destes adsorventes na extragdo de 6-APA a partir do caldo de cultivo.

5.7.2.2 Seletividade na Adsorcao de 6-APA

Uma observagao importante € que a necessidade de aumentar os grupos ativos
(arginina) na superficie de polimeros surge devido aos varios componentes do caldo
fermentativo (&cidos organicos, inorganicos e sais) que competem com moléculas de 6-APA
pelos sitios de adsor¢do. Portanto, a influéncia dos componentes do caldo de cultivo na
adsor¢do de 6-APA foi investigada realizando experimentos nos quais 6-APA era adicionado
a agua e ao caldo fermentativo € ambos eram submetidos a adsor¢ao sob as mesmas condi¢des

de pH e temperatura. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.16.
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Tabela 5.16: Eficiéncia da adsorciio de 6-APA presente em caldo fermentativo (8,5 g/L) diferentes
adsorventes a pH 7 e 4 °C por 1h.

6-APA (4gua) adsorvido 6-APA (caldo) adsorvido

Adsorvente
(mg/g adsorvente) (mg/g ads.)
XAD-4 0,05 0,00
quitosana (pd) 3,21 1,41
quitosana-arginina (po) 16,53 10,33
quitosana-arginina (gel) 14,46 10,14

Comparando o desempenho dos diferentes adsorventes apresentados na Tabela
5.16, concluiu-se que a quitosana na forma de p6 ou gel é mais eficiente na adsor¢do de 6-
APA presente em agua que em caldo fermentativo, com a eficiéncia do pd ligeiramente
superior em agua. Em caldo fermentativo, p6 e gel de quitosana apresentam desempenho
similar. Estes resultados sugerem que os componentes do caldo fermentativo interferem na
adsorcdo de 6-APA de forma significativa. Essa interferéncia pode ser reduzida realizando-se
etapas de pré-tratamento do caldo fermentativo. Os resultados deste estudo sdo apresentados

no item 4.7.2.6.

5.7.2.3 Capacidade de Adsorciao de 6-APA

Quitosana-arginina usada como adsorvente apresenta como principal vantagem
o baixo custo deste polimero. Entre outras vantagens, a elevada concentracdo dos grupos
amino no polimero permite a obtengdo de um adsorvente com elevada concentracao de sitios
de adsor¢ao por grama do adsorvente. Neste trabalho, mesmo com um baixo grau de ativagao,
resultados satisfatorios foram obtidos para a adsorcdo de 6-APA em caldo fermentativo. O

grafico da Figura 5.61 mostra o perfil de adsor¢do de 6-APA em quitosana-arginina.
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Adsorcéao de 6-APA em Quitosana(pd)-Arginina
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Figura 5.61: Equilibrio de adsorcio de 6-APA em quitosana-arginina a 25 °C, pH 7. (2,3 mLcaldo/g
adsorvente)

Observou-se que até uma concentragdo de 11 g/L de 6-APA ainda ndo ocorre
saturagdo do suporte. Niveis maiores de concentracdo serdo investigados para adsorventes

com maior grau de ativagao.

5.7.2.4 Efeito da Temperatura na Adsorcao de 6-APA

Para investigar o efeito da temperatura na adsor¢do de 6-APA, o experimento

foi conduzido a 5 e 25 °C. A Tabela 5.17 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 5.17: Adsorcio de 6-APA presente em caldo fermentativo (4 g/L) em quitosana-arginina (p6) a pH
7, por 1h.

Temperatura (°C)  6-APA adsorvido (mg/g adsorvente) % de 6-APA adsorvido
5 5,82 58,1
25 6,43 64,3

* Percentagem de 6-APA adsorvido em relagdo a quantidade oferecida (10 mg / g do adsorvente);

Observa-se que a temperatura mais elevada favorece a adsor¢do. A interacdo de

todas as moléculas neste sistema complexo depende, entre outros fatores, da temperatura. E
. o . : :

provavel, que na temperatura de 25 °C algumas associagdes moleculares sejam feitas ou

desfeitas favorecendo a adsor¢ao de 6-APA.
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As condigdes de adsorcao até entdo estabelecidas s6 poderao ser aplicadas se a
dessorcdo também se mostrar viavel. Portanto, algumas estratégias de dessor¢cdo foram

investigadas e os resultados sdo discutidos no proximo item.

5.7.2.5 Dessorciao de 6-APA

Testes preliminares da dessorcdo de 6-APA foram realizados utilizando
solucdes de acido cloridrico em diferentes valores de pH e solugdo de cloreto de sédio 1M. Os
resultados obtidos (Tabela 5.18) ainda ndo sdo satisfatorios. Entretanto, a utilizagdo de uma
solucdo 4cida ainda pode ser avaliada juntamente com a otimizacdo das condigdes de

agitacdo, temperatura e tempo de dessor¢do para aumentar a eficiéncia de dessorgao.

Tabela 5.18:Dessorcio de 6-APA de quitosna-arginina (po).

Dessorvente 6-APA dessorvido® (mg/g adsorvente) % de 6-APA dessorvido

HCI pH 3.5 0,70 11,0
HCI pH 4,5 0,28 45
HCI pH 5.5 0,23 3,7
NaCl 1M 1,80 28,4

* Erro experimental <10%

Os resultados obtidos até o momento para adsor¢ao/dessor¢ao de 6-APA em
quitosana-arginina mostram-se promissores, entretanto, devido a complexidade da matriz de

estudo, etapas de pré-purificacdo foram realizadas para aumentar a recuperagdo deste produto.

5.7.2.6 Pré-Purificacio do Caldo Fermentativo

Considerando que o adsorvente utilizado neste trabalho ainda ndo apresenta
elevada concentracdo de sitios de adsor¢do, o estudo de uma etapa de pré-purificacdo de 6-
APA em caldo de cultivo foi realizado com o objetivo de aumentar a eficiéncia de adsorcao
deste composto.

Foram utilizadas duas maneiras de purificagdo, uma utiliza etanol como agente

de precipitacdo de impurezas e outra utiliza carvao ativado para adsor¢do destas impurezas.
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5.7.2.6.1 Precipitagdo com Etanol

O teste de precipitacdo com etanol foi realizado em diferentes concentracdes
deste solvente. A Tabela 5.19 mostra os resultados obtidos para o pré-tratamento do caldo

fermentativo.

Tabela 5.19: Efeito da pré-purificacio do caldo por precipitacio de proteinas com etanol sobre a extracio
de 6-apa poadsorcao idnica de 6-APA.

C6—APA no
Concentracdo de Ce-ara sobrenadante Co Cs-apa nO sobrenadante
etanol pH (inicial) (apds ajustepHa3.9¢ ( pr(/)t(in)a (apds adsorgdo em agarose-arginina)
(% v/v) (g/L) filtragio) g (g/L)
(g/L)
0 7,13 4,73 3,97 0,22 3,44
10 7,28 4,41 4,04 0,19 2,82
50 7,80 2,58 2,56 0,12 2,28
80 8,10 1,12 1,14 0,04 1,10

Os resultados obtidos com etanol ndo se mostraram satisfatorios visto que nao
foi possivel precipitar 6-APA apds o pré-tratamento com este solvente, mesmo utilizando
elevadas concentragdes. Entretanto, em concentracdo de 80 %, foi possivel observar a
formag¢ao de um precipitado branco, considerando que a concentracdo de 6-APA foi mantida
durante todas as etapas, a remocao das impurezas seguida da evaporagdo deste solvente pode
resultar em um processo eficiente para purificacio de 6-APA. Entretanto, estudos mais
detalhados a respeito desta metodologia devem ser realizados para atingir niveis de

recuperacao satisfatorios.

5.7.2.6.2 Adsorc¢ao Hidrofdbica

Sabendo-se que 6-APA tem baixa afinidade por superficies hidrofobicas em pH
7 (pH do caldo fermentativo), espera-se que ocorra a adsor¢ao preferencial de impurezas e
que o 6-APA mantido em solugdo possa ser precipitado por ajuste de pH. Os testes realizados
mostraram que nenhuma adsorcao de 6-APA ocorre nesta condi¢do e que um caldo clarificado
¢ obtido por este tratamento. Entretanto, somente 8 % de 6-APA ¢ precipitado apds este

tratamento. E 18 % do restante ¢ adsorvido em agarose-arginina.




INOVACOES NA PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 147

5.7.3 Conclusdes Parciais

A extracdo de 6-APA a partir de um meio complexo ¢ um dos maiores desafios
no desenvolvimento de novos métodos livres de solventes organicos. Dados da literatura
revelam que processos em multiplas etapas sdo necessarios para obten¢do deste produto com
grau de pureza satisfatorio. Entre os adsorventes propostos para a extracao de 6-APA, aqueles
que apresentam carater idnico permitem maior eficiéncia na recuperagdo deste composto.

Quitosana modificada quimicamente com arginina ¢ um adsorvente potencial
para extracdo de 6-APA, entretanto, o aumento da concentracdo dos sitios de adsor¢do na
superficie deste polimero deve ser atingido para melhorar a capacidade de adsorcdo deste
suporte.

M¢étodos de pré-tratamento do caldo fermentativo utilizando etanol e carvao

ativado ndo se mostraram vidveis para purificacdo de 6-APA.
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6 Conclusdes

+ A purificacdo de PGA utilizando agarose-triptofano como adsorvente foi eficiente para
clarificar o caldo fermentativo, pois remove grande quantidade de moléculas pequenas,
como aminoacidos e pequenos peptideos.

*+ A adsor¢do de proteinas na presenca de acido fenilacético permitiu a obtengdo de PGA
4,5 vezes mais pura que a PGA presente em caldo fermentativo bruto de B. megaterium.
Este fator de purificagdo ¢ aparente, visto que as moléculas pequenas removidas pelo
adsorvente nao foram quantificadas pelo método de analise utilizado neste trabalho para
monitorar a eficiéncia de adsor¢do (Método de Bradford). Portanto, o nivel de
purificacdo de PGA atingido neste trabalho, utilizando uma metodologia que envolve
uma unica etapa, ¢ satisfatorio para posterior aplicacdo desta enzima em processos de
imobilizacao, para obtencao de catalisadores industriais.

+ A estabilizagdo de PGA através da imobilizacdo covalente multipontual depende, entre
outros fatores, de propriedades do suporte, por exemplo, o tamanho da fibra, do grau de
ativagao do suporte e do pH de imobilizagao.

+  Entre os suportes estudados neste trabalho, agarose 10 % mostrou-se mais adequado
para estabilizacdo da enzima, visto que possui maior tamanho de fibra comparada a
agarose 2% e toyopearl.

*+ A imobilizacdo de PGA em agarose glioxil a pH 10 j& permite 6tima estabilizacdo da
enzima. Entretanto, este fator de estabilizagdo pode ser aumentado se a imobilizagao
ocorre na presenga de DTT, ou reduzida, se houver competicdo entre outras moléculas
(aminoacidos, por exemplo) e a PGA pelos grupos ativos do suporte.

+ A viabilidade técnica da hidrélise de PG durante o cultivo de P. chrysogenum foi
demonstrada e trés maneiras de atingir hidrolise completa mantendo a integridade do
biocatalisador foram apresentadas. O primeiro procedimento utilizou um helicoide
envolvendo os impelidores quando elevada velocidade de agitacdo for exigida. O
segundo procedimento consistiu em manter a agitacdo constante ¢ maxima de 300 rpm,
neste caso a adicdo do biocatalisador ao biorreator oi realizada somente quando a
concentragdo de biomassa atingiu valores maximos. Por ultimo, foi utilizado biorreator
tipo air lift, visto que este sistema ¢ ideal para crescimento do fungo na forma de pellet.

. A cinética de hidrolise de PG catalsada por PGA (livre ou imobilizada) em meio ndo
convencional foi investigada em bioreator (2 L) e em reator (0,1 L) com agitagdo

mecanica de 300 rpm. Os resultados indicam que apesar dos efeitos difusivos
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significativos, baixo pH de hidrolise e baixas temperaturas (12 ou 25 °C) € possivel
hidrolisar toda a penicilina presente no meio de produgao.

* A adsor¢do de 6-APA em resinas hidrofobicas apresentou baixa eficiéncia. O melhor
resultado obtido neste trabalho foi para carvao ativado (20 mg de 6-APA adsorvido/ mg
adsorvente), resultado este provavelmente atribuido a sua elevada area superficial. A
separacao de 6-APA através de interacdo i6nica teve como melhor adsorvente
quitosana-arginina (16,5 mg de 6-APA adsorvido/ mg adsorvente). Acredita-se que a
eficiéncia ainda possa ser melhorada, aumentando o grau de ativacdo deste adsorvente.

*+ O método apresentado nesta tese para produgdo de 6-APA mostra-se tecnicamente
vidvel, visto que foi demonstrada a possibilidade de hidrélise completa de PG
recuperacdo do biocatalisador ao final do processo. Entretanto, a viabilidade global do
processo depende da recuperagdo do produto final. Neste trabalho, o uso de quitosana
modificada com arginina mostrou-se promissor para a extracdo do nucleo B-lactdmico,
entretanto, ainda precisa ser otimizado para competir com processos anteriormente
descritos em patentes e assim atingir niveis de pureza exigidos pela industria

farmacéutica.
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7 Sugestdes

Para aperfeicoamento dos resultados obtidos neste trabalho sdo sugeridas
algumas atividades, as quais poderdo ser realizadas em trabalhos futuros.

. Para aumentar a eficiéncia na purificacdo de PGA presente em caldo
fermentativo do B. megaterium um suporte de afinidade contendo brago espagador inerte pode
ser preparado, substituindo os agentes de ativag¢do glicidol, etilenodiamino e glutraldeido,
utilizados para gerar este braco, por um unico agente, o etileno glicol diglicidil éter (EGDE).
Dessa forma ¢ possivel obter um braco espacador inerte e hidrofilico, em um processo de
ativacdo mais simples.

. A concentragdo dos grupos de afinidade na superficie da agarose
também ¢ uma varavel importante na purificacdo de enzimas por afinidade. Portanto, preparar
suportes com diferentes graus de ativacdo ¢ uma etapa importante para atingir maxima
eficiéncia na recuperacdo de PGA.

. Devido a complexidade do caldo fermentativo contendo PGA, etapas de
pré-purificacdo desta enzima poderiam resultar em melhor grau de pureza da mesma ao final
do processo de purificagdo. Testes preliminares com sulfato de amonio mostraram que grande
parte das impurezas pode ser removida antes da etapa de adsor¢do por afinidade. Portanto,
buscar as condi¢des de concentragao de sulfato de amonio, temperatura, pH e tempo de reagdo
onde a precipitacdo de impurezas ¢ mais seletiva permitirda maior eficiéncia na recuperacao de
PGA.

. O biocatalisador utilizado neste trabalho tem atividade tedrica de 100
Ul/g. Este valor ¢ suficiente para o proposito deste trabalho, entretanto ¢ possivel obter
biocatalisadores com maior atividade volumétrica, utlizando extrato enzimatico parcialmente
purificado e investigando a quantidade maxima de particulas de agarose que podem ser
dispersas por volume da solugdo de agarose no preparo das esferas, sem comprometer a
establidade mecanica destas.

. Neste trabalho, PGA foi imobilizada utilizando a técnica de
imobilizagdo covalente multipontual, a qual permite uma estabilizagdo térmica de 8000 vezes
em relacdo a enzima livre. Entretanto, verificou-se neste trabalho que este mesmo protocolo
de imobiliza¢do quando realizado na presenca de DTT, resulta num derivado imobilizado com
maior estabilidade térmica que o derivado de referéncia (imobilizado em agarose glioxil).
Além disso, constatou-se que na presenca de DTT ¢ possivel imobilizar em agarose glioxil em

pH neutro. Testes para explicar o mecanismo através do qual a enzima € melhor estabilizada e
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imobilizada em pH neutro na presenga deste composto seria de grande interesse cientifico e
poderia ser utilizado para varias enzimas que nao suportam a condi¢cdo de imobilizagdo a pH
10.

. A recuperacdo do biocatalisador ao final do processo fermentativo
depende da forca de atracdo entre as esferas (magnetizadas) e o ima utilizado. A busca de
materiais com maior potencial magnético ¢ interessante, pois reduziria a massa destas
particulas na esfera, cedendo espago para as particulas contendo PGA imobilizada.

’ Outra sugestdo para realizar a hidrdlise de PG simultinea a sua
produgdo por P. chrysogenum ¢é adaptar a dorna de fermentagdo uma coluna contendo o
biocatalisador. Na saida da dorna poderia ser acoplado um microfiltro para evitar a entrada de
fungo na coluna contendo o biocatalisador. Neste sistema, o caldo fermentativo poderia ser
recirculado para garantir maxima eficiéncia de hidrélise e a separag@o do biocatalisador seria
facilmente recuperado ao final do processo. Neste trabalho, a adicdo do biocatalisador
diretamente a dorna de fermentacdo foi proposta para aproveitar a estrutura ja existente da
industria, sem custos adicionais para a implementacdo do novo processo.

. Para a extracdo de 6-APA, o desenvolvimento do novo adsorvente
utilizando quitosana mostrou-se promissor. Estudos mais detlhados para obter maior grau de
ativacdo deste suporte ainda se faz necessario para atingir maior nivel de recuperagdo do
produto de interesse. Isto pode ser obtido otimizando as condi¢des de ativagdo utilizando
epicloridrina. Além disso, seria interessante utilizar, como referéncia, um dos adsorventes
ionicos citados em patentes para recuperagdo de 6-APA, cujos resultados sdo ditos
satisfatorios.

. Etapas de pré-purificacdo de 6-APA em caldos fermentativos utilizando
solventes ou outras resinas devem ser investigadas, visto que isso resulta em maior grau de
pureza do produto final. Os agentes de pré-purificagdo utilizados neste trabalho, nao
apresentaram bons resultados, portanto, o estudo de outros solventes e resinas poderia ser
realizado para esta finalidade.

. Uma etapa fundamental a ser desenvolvida ¢ o estudo da estabilidade e
solubilidade de 6-APA nas condigdes de cultivo de P. chrysogenum ¢ em meio aquoso como

controle, para comprovar a viabilidade do processo proposto.
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